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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Cyclische Nucleotide als second messenger

Die Entdeckung der cyclischen Nucleotide cAMP ur@V® in Leberhomogenaten durch
Sutherland und Rall (1957) bzw. in Rattenurin dufigihman et al. (1963) war der Beginn fur
die Entwicklung der second messenger-Theorie [1S&cond messenger sind intrazellulare
Botenstoffe, die eine Zellantwort auf eine Vielzaktrazellularer Stimuli von chemischer oder
physikalischer Natur Uber eine intrazellulare Sigaskade vermitteln. Der zellulare Spiegel von
CAMP bzw. cGMP sowie die Dauer des Signals werdestilmmt durch die Aktivitdten von
Adenylat- bzw. Guanylatcyclasen, die deren SyntlaeseATP oder GTP katalysieren, und von
cyclischen Nucleotid-bindenden Phosphodiesteraseriche diese zum entsprechenden 5°-
Nucleosidmonophosphat hydrolysieren [4, 5].

Auf einen extrazellularen Reiz hin wechselwirkegesmannte first messenger wie Hormone oder
Neurotransmitter mit membranstandigen oder |loshicRezeptormolekilen, die das Signal ins
Zellinnere weiterleiten. Dies stimuliert die Synékeeines second messengers wie z.B. CAMP
oder cGMP, welcher an verschiedene Effektormolekiifglen kann. Zu diesen gehéren vor
allem cyclische Nucleotid-abhangige Proteinkinagg® PKA oder PKG, cyclische Nucleotid-
gesteuerte lonenkanéle, cyclische Nucleotid-binder@hosphodiesterasen (PDEnN) oder
Guaninnucleotid-Austauschfaktoregu@nine-nucleotide exchange faGtdBEF), die letztlich
eine gezielte Zellantwort bewirken (Abb. 1-1). Dui@AMP oder cGMP kénnen physiologische
Prozesse wie Metabolismus, Differenzierung, Praiien, Apoptose, Sekretion, Genexpression,
Lernen und Gedé&chtnis sowie Muskelkontraktion eddaxation reguliert werden [6-9].

Eine Regulation der cAMP- und cGMP-Signalwege etfallurch Feedback-Mechanismen,

Modulation durch andere second messenger und sullirelKompartimentierung [10].
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Abb. 1-1 Ubersicht iber grundlegende Mechanismersgathese und Funktion von cAMP und cGMP (aus [6])

ANP: atriales natriuretisches Peptid, CNG chanmgjstische Nucleotid-gesteuerte Kanéle, GEF: Guauteotid-

Austauschfaktor (guanine-nucleotide exchange factgo: stimulatorisches GProtein, NO: Stickstoffmonoxid,
PDEs: Phosphodiesterasen, pGC: membrangebundemyl&tagclase, PKA: Proteinkinase A, PKG: Proteirida

G, sGC: losliche Guanylatcyclase, STa: hitzestaltieterotoxin (heat-stable enterotoxin)

1.2. Small molecule binding domains (SMBDs)
1.2.1. Allgemeine Merkmale von SMBDs

Die Bindung kleiner Molekile durch spezialisiertt@indomanen spielt eine wichtige Rolle bei
der Regulation zentraler zellularer Prozesse wie tabtdismus, Stofftransport und
Signaltransduktion. Durch Sequenzanalyse und mRitekturvergleich anhand komplett
sequenzierter Genome wurden bisher 21 verschiederezellulare small-molecule-binding
domains (SMBDs) in zahlreichen verschiedenen Proteinen Bakterien, Archaea und
Eukaryoten gefunden [11].

SMBDs sind haufig kompakte globulare Domanen vonl€® ASn Lange, die entfernt vom
katalytischen Zentrum liegen. Durch die Bindungride Molekile wie organischer Metabolite,
mono- und oligomerer Einheiten von Biopolymeren wambrganischer lonen Uben sie eine
regulatorische Wirkung auf die Proteinaktivitat awsobei sie aber meist selbst keine
katalytische Aktivitéat besitzen. Sie fungieren sbeis Rezeptoren fiir verschiedene Stimuli und
leiten das Signal in Form einer allosterischen Regun an das katalytische Zentrum weiter. Die
Ligandenbindung der SMBDs umfasst verschiedene T ypelekularer Wechselwirkungen wie
Wasserstoffbriickenbindung, hydrophobe Wechselwgkan kovalente Verknipfung mit AS-

2
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Seitenketten der SMBDs sowie die Bildung von UbeggaMetall-Schwefel-Clustern mit
Cysteinseitenketten. Beispiele fiur SMBDs, die veistene organische Molekile (Oxalat,
Kohlenhydrate, ASn, Ham, Flavinnucleotide) bindemd PAS (Per-Arnt-Sim) und DSBH
(double-strande@l-helix domain). STAS (sulfate transporter, antirsggfactor-binding domain),
cNMPBD (cNMP-binding domain) und GAF (cGMP phospiesterase, Adenylate cyclase,
FhIA domain) besitzen Nucleotide als Liganden. Ayamische lonen wie Schwermetallionen
(Eisen, Nickel, Kupfer u.a.) werden z.B. von Feaaden oder HMA (heavy metal-associated
domain) gebunden [11, 12].

SMBDs zeigen eine geringere Konservierung in itfBequenzen als die katalytischen Domanen.
Sie kommen entweder als singulare Domanen, als €érawiederholungen oder auch in
Kombination mit nicht-verwandten Doméanen vor. Pireéekonnen auch mehrere verschiedene
SMBDs enthalten. Die Kombination von PAS- und GABnlanen ist dabei besonders
gebrauchlich. Das Vorkommen beider Domanentypereitsein Prokaryoten, besonders in
Cyanobakterien, zeigt die Entwicklung komplexer ulatprischer Mechanismen durch die

Kombination eines kleinen Repertoires an Doméaneeitsefriih in der Evolution [11-14].

1.2.2. GAF-Domanen

GAF-Domanen sind eine der gro3ten und am weitestdireitete Gruppe von SMBDs [15]. Sie
wurden urspringlich 1997 von Aravind und Pontingiégend auf einer Sequenzdatenbanksuche
(position-specific iterative BLAST, PSI-BLAST) idfiziert. Die Bezeichnung GAF setzt sich
aus den Namen der ersten drei Proteinklassen zusamm denen diese Doméanen entdeckt
wurden. Dies sind die GMP-spezifischen und -regulierten Phosphodiesterasdie
Adenylatcyclasen aus dem CyanobakterAmabaenaund delE. coli TranskriptionsfaktoFhIA

[16, 17]. In 4694 Proteinen wurden bisher 5286 &dfménen gefunden (unter
http://smart.embl-heidelberg.d81.09.07), der grol3te Teil davon in Bakterierfplgge von den
Eukaryoten. Nur sehr wenige GAF-Domanen sind inhAea zu finden [18, 19]. In Bakterien
sind GAF-Domanen an der Genregulation [16], dert&hensduktion durch Phytochrome [16,
20], der Stickstofffixierung [21], der Antwort afauerstoffmangel und NO Mycobacterium
tuberculosig22] sowie an der Signaltransduktion durch Adettylelasen (ACn) ausnabaena
beteiligt [14, 17, 23]. In Archaea spielen sie elalle bei der Photo- und Signaltransduktion
[17]. Fur Pflanzen haben GAF-Domanen ebenso eingel@eng bei der Phototransduktion
durch Phytochrome [20, 24] sowie bei der Ethyleeki@bn [17, 24]. Zudem wurden GAF-

3
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Sequenzen in Phosphodiesterasen (PDEn) aus velsobie Organismen gefunden,
einschlie3lich Trypanosomen, Nematoden, Schwaminsakten und Séaugern [17].

Die GAF-Doménen der PDEn sind bisher am bestenrsutbt. Die Phosphodiesterasen
TbPDE2A und TbPDE2B aukrypanosoma brucdiesitzen eine bzw. zwei GAF-Doménen [25,
26]. In funf der elf bekannten Sauger-PDEn (PDB,25, 10 und 11) sind bis auf die PDE11-
SpleiRvarianten PDE11A1-3 zwei vollstandige GAF-Ro@n N-terminal zu einer katalytischen
Domane angeordnet (siehe Abb. 1-2) [15, 17]. Diéi$ auch auf die Adenylatcyclasen CyaB1l
und CyaB2 aus dem Cyanobakterithmabaenazu, wobei sich zwischen den beiden N-
terminalen GAF-Domanen und der katalytischen Donrived eine PAS-Domane (siehe 1.2.3.)
befindet (siehe Abb. 1-2) [14, 17].

Sauger-Phosphodiesterasen (PDE2, 5, 6, 10 und 11)

N —] GAF-A H GAF-B |—{ Katalytische Doméane }— Cc

Adenylatcyclasen ( Anabaena CyaB1 und CyaB2)
TPRL

N — GAF-A H GAF-B Katalytische Doméane '—O— c

Abb. 1-2 Doméanenorganisation in Sauger-PDEn undb&eaa ACn (modifiziert nach [15])

GAF: cGVIP-spezifische und -regulierte PDEfnabaenaAdenylatcyclasen unB. coli Transkriptionsfaktor KA,
GAF-A: GAF-A-Doméane, GAF-B: GAF-B-Doméane, PASeRArt-Sm, TPRL: Tetratrico _peptide epeatike-
Doméne

Die naher zum N-Terminus gelegene GAF-Domaéne iemeisolchen Tandem wird als GAF-A
und die weiter entfernte als GAF-B bezeichnet. Ziage der einzelnen GAF-Domaénen liegt im
Bereich von ca. 160 ASn. Beide sind durch einerkéirvon etwa 30 ASn voneinander getrennt
[27].

Neben der gemeinsamen Domé&nenorganisation (siebhelAB) weisen die GAF-Domanen der
PDEnN und ACn deutliche Sequenzéhnlichkeiten aufal8eln sich z.B. die GAF-Domanen der
CyaB2 und der CyaB1 adsabaenainander sowie zu 43% mit denen der PDE2 und P&IS5
Saugern. Zudem besteht eine AS-Sequenzubereinstigyauu 24% bzw. 22% [23]. Dies zeigt
eine Konservierung der GAF-Sequenzen Uber mehews Milliarden Jahre Evolution und
deutet auf eine starke Verwandtschaftsbeziehurgpdi@AF-Doméanen untereinander hin. Auch
die AS-Sequenzibereinstimmung der GAF-A-Domanerhderanen PDES und PDE11 zu 52%
sowie der GAF-B-Domanen der humanen PDE2 und PDHt147% stutzen die Theorie eines



Einleitung

gemeinsamen Vorlaufergens [17]. Eine Ubersicht igherAS-Sequenzahnlichkeiten der GAF-

Doménen der finf humanen PDEn zeigt Abb. 1-3.

hPDE2-a LQLCELYDLDASS QLKVLQY. QQETRSRACLLLVSEDN-------xnmmemmemne- LQL 274
hPDE5-a VKD SSH.D-- VTALCHKIFLHIH GLI SADRYSLFLVCEDSSN------------- DKF LI SRLFD 206
hPDE6A-a  LLRDFQENLQ-TEKQ FNVMKKLCF_LQADRVELFMYRTRNG------------- IA ELATRLFN 114
hPDE6A-a LWWQEEGGT-PEQG/HRALQR AH.LQADRGMFLCRSRIG-------------- IP EVASRLV 116
hPDE6B-a  LVQDMESIN- MERVVFKVLRR.CTLLQADRGLFMYRQRIG-------------- VA ELATRLFS 112
hPDE10-a | EQRIDTGG-N QLLLYELSSI IK IATK ADGFALYFLGEQNN---------==cm-eo SLC |FT 128
hPDE11l-a VKD SNDLD-- LTSLSYKIL IF VCLM\DADRGLFLVEGAAAG------------- KKT LVSKFFD 259
hPDE2-b AKN LFTHLDD- VSVLLQEI TEARNLSNAH CSVFLLDQN-------xmmenne- ELVAKVFD 446
hPDE5-b ASL IFEE QQSLEVILKKI AAT ISF MQVQKCTIFIVD EDCS------sr-msnmme- DSFSSVFH 385

hPDE6A-b GSK VFEELTD- IE RQHKALYTVRAFLNCDRYSVGLLDMTKQKEFFDVWPVLMGEVPEMSTPD 309
hPDEG6A*-b ANK VFEELTD- VERQMHKALYTVRTYLNCERYSI GLLDMTKEKEFYDEWPIKLGEVEPRKTPD 311
hPDE6B-b ANK VFEELTD- IE RQHKAFYTVRAYLNCERYSVGLLDMTKEKEFFDVWSVLMGESQEMSTPD 307

hPDE10-b SKTY FDNI VA-ID SLLEHIMIYA KNLVNADRGLFQVDHKN---------------- K ELYSDLFD 305
hPDE11-b AENS FKESMEKSSYSDWILNNS AELVASTGLPVN SDAYQ-------------------- DPR FD 498
hPDE2-a S-CKVIGDKVLG----- EE--- VSFP------- LT GCLGQVVEDKKSIQL KDLTSEDVQRLQS--- 321
hPDES5-a VAEGSTLEE/SN----NC---- | RLE------ WNK GV GHVAALGEPLNI KDAYEDPRFNAEVD-- 256
hPDEG6A-a VHKDAVLEDCVM-PD@E---- | VFP------ LDM5V GHVAHSKKI ANVPNTEEDEHFECDRVD-- 167
hPDE6A-a  VTPTSKFEDMNVG-PDKE--- VVFP------ LDI GV GVAAHTKKTHNVPDL/KKNSHFSDRVID- 169
hPDE6B-a VQPDSVLEDCVP-PDSE---- | VFP------ LDI GVVGHVAQTKKMVN¥DVAECRHFSSFAD-- 165
hPDE10-a PPGIKEG KPRLIP--AGP---- | TQG-------- TT  VSAYVASRKTLLVEDIL GDERPRGIG- 178
hPDE11l-a VHAGTPLLPCSSTENSN--- VQW------ WGK Gl GYVE&HGETVNIPDAY(RRANDED -- 313
hPDE2-b GG------ V VDD--ESYE---- | RI P------ ADQ GA GHVATTGQLNIPDA YAHPLFYRG/D-- 492
hPDES5-b VECEELEKSSDTLTREID----ANK------ I NYM AQYVKNTMERNIPDVSKDKRFPWTTENT 440

hPDEG6A-b GREINFY KVI DYILHGKEDIKVI PNPPPDHWAVSCGLPAYVAQNSLI CNI MNAPAECFFAFQKEPL 375
hPDEBA*-b GREVNFY Kl | DYILHGKEEIKV| PTPPADHWIIS GLPTYVAENGFI CNMWAPADEYFTFQKGPV 377
hPDE6B-b GREIVFY KVI DYILHGKEEIKV| PTPSADHWAASGLPSYVAESGFI CNIMNASADBVFKFQECAL 373
hPDE10-b | GEEKEGPVFK--KT KE--- | RFS------ | EKGA GQVARTCGEVLNIPDAYADPRANREVD-- 357
hPDE11-b AEADQISGFH | RSVLCVP---- | WNS------- NHQ I GVAQVLNRLDGKFDDADQRLFEAFV-- 551

hPDE2-a -- ML.CCHE.-QAVILCVPVISRATDQVVALACAFN- KLE----- GDLFTDEDEHVI QHCFH---- YTST 375
hPDE5-a -Q | TGYKIQSLCMPI KNHREEVVGVAAIN KKSGN---- GGTFTEKDEKDFAA'LA---- FCGI 312
hPDE6A-a -1  LTEYKTKNIL ASPIMNGKD-- VVAII NAVN KVD----  GSHFTKRDEEIL LKYLN---- FANL 220

hPDE6A-a -KQ TGWTKNLLATPIVVGE- VLAV NVAVN KVN----  ASEFSKQDEEVFSKYLN---- FVSl 222
hPDE6B-a -E LTDYKTKNMIATPIMNGKD-- VVAM NVAVN KLN-----  GPFFTSEDEDVFLKYLN---- FATL 218
hPDE10-a -LE SGTRI QS/LCLPIVTAIGD- LIGI LELYR-HWG-----KEA FCLSHEVATAN.A---- WASV 232
hPDEl1l-a -K LTGYKKSLLCMPIRSSDG- IIGVA QAIN - KI PE---- GAPFTEDDEKVMQMLP---- FCGI 368
hPDE2-b -DS TGFRIRNILCFPI KNENQE- VIGVAELVN KI N----- GPWFSKFDEDLATAFSI----  YCGI 546
hPDE5-b GN VNQQCRSLLCTPI KNGKKNKVIGVCQLVN KMEENTGKVKPNRNDEQHA-EAFVI----  FCGL 500
hPDE6A-b -DE SGWI KNVLSMPIVNKKEE IVGVATFYN- RKD-----  GKPFDEMDETLMESLTQ---- FLGW 426
hPDEG6A*-b -DE TGWI KNVLSLPIVNKKED IVGVATFYN- RKD-----  GKPFDEHDEY| TETLTQ---- FLGW 431
hPDE6B-b -DD SGW.I KNVLSMPIVNKKEE IVGVATFYN RKD----- CGKPFDEQDEVLMESLTG---- FLGW 427
hPDE10-b -LY TGYTTRNILCMPIVSRGS-- VIGVVOWN KI S----- GSAFSKTDENNFKMAV---- FCAL 410
hPDE11l-b -IF  CGLGI NNTIMYDQ/KKSWAKQSVAWNLSYHATCSKAEVIKKAANIP LVSELAIDDIHFDDF 616

Abb. 1-3 Clustal W-Sequenzalignment der GAF-Doméausrhumanen PDEn (modifiziert nach [17])

Abkurzungen:a steht fir GAF-A-Doméane unld fir GAF-B-Doméne; h=human; Farbkodierung: rot: $envierte
ASn; grun: Positionen der elf mit cGMP wechselwitten ASn, aus der Kristallstruktur der PDE2A GAR&
Maus abgeleitet. Die graue Box kennzeichnet diedregit dem NK/RXFX3;DE-Motiv.
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Die GAF-Domanen wurden vor allem in den Sauger-POdem PDEn aus Trypanosomen und
den AnabaenaAdenylatcyclasen als cyclische Nucleotid-bindem@nméanen beschrieben. In
diesen Proteinen binden sie die cyclischen NudeotAMP bzw. cGMP zur allosterischen
Regulation der katalytischen Aktivitdt der Enzynieispielsweise bindet die GAF-A der
TbPDE2B ausTrypanosoma bruceispezifisch cAMP [28] ebenso wie die GAF-B der
Adenylatcyclase CyaB1 ausnabaena sp. PCC 712@Biehe 1.4.)14]. PDE2, 5, 6 und 11
werden durch die bevorzugte Bindung von cGMP are émer GAF-Domé&nen allosterisch
reguliert [27, 29-32]. Der Ligand der PDE10 GAF-Diamen ist bisher unbekannt.

Neben cyclischen Nucleotiden kdnnen GAF-Doméaneremschiedenen Proteinen auch Formiat,
2-Oxoglutarat und aromatische Verbindungen (z.Brapgrrole und Photopigmente) binden
[11, 17, 21, 24].

12 der 14 in Sauger-PDEn vorhergesagten GAF-Doméntralten ein NK/RYFX3DE-Motiv,
wobei in allen Phe die einzige invariante AS ist][1Urspringlich wurde dieses konservierte
Sequenzmotiv als Bindungsmotiv fur cyclische Nutite® angesehen. Dies wurde zunachst
durch Mutationsstudien der PDES5 bestatigt [33, 3dfloch zeigt die Kristallstruktur der PDE2A
GAF-Domanen der Maus mit gebundenem cGMP, das® lsieser ASn direkt cGMP bindet
[35]. Dennoch fuhrten Mutationsstudien, in denele &linf Reste des Motivs einzeln zu Ala
sowie die Salzbricke zwischen Lys und Asp mutiartden, zum Verlust der cGMP-Bindung.
Dies deutet darauf hin, dass das NKFDE-Motiv an Aasbildung und Stabilisierung der
Bindungstasche beteiligt ist [30]. Auch die Krisgauuktur von CyaB2 aué&nabaenain der
cAMP an GAF-A und -B gebunden ist, zeigt, dassihdasin beiden GAF-Domanen enthaltene
NKFDE-Motiv nicht Teil der Bindungstasche ist, aleém konserviertes Netzwerk an H-Briicken
sowie eine konservierte Salzbriicke zwischen Lys Agg ausbildet [23, 36]. Fur die cGMP-
Bindung bedeutend wurden durch Kristallisation&8n in der GAF-B der PDE2A der Maus
bestimmt (siehe Abb. 1-3) [35].

Die Kristallstruktur der GAF-Domanen der PDE2A diéaus zeigt zudem, dass cGMP nur von
der GAF-B gebunden wird, wahrend die GAF-A fir dasbildung eines parallelen Dimers
verantwortlich ist [35]. Eine weitere Funktion d&AF-Domanen in PDEn zuséatzlich zur
Ligandenbindung und allosterischen Regulation daaligtischen Aktivitdt der PDEnN ist die
Dimerisierung [17].

Aufgrund ihres begrenzten Vorkommens in Saugersschliel3lich in finf von elf bekannten
PDEnNn, stellen die GAF-Domanen interessante thetemobe Angriffspunkte fur die
Entwicklung selektiver Agonisten oder Antagonistiam [15, 17, 29].
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1.2.3. PAS-Domanen

Eine weitere Gruppe von SMBDs bilden die PAS-Domérmiese sind cytosolische sensorische
Module, die die Anderungen der Lichtintensitéat, &esloxpotentials und des Sauerstoffgehalts
sowie kleine Liganden wahrnehmen koénnen. Als Cof@kt nutzen sie dazu 4-
Hydroxyzimtsaure, Ham, FAD und 2Fe-2S-Zentren. HX®nanen wurden zuerst in dem
Drosophilaclock protein PER), in dem Transkriptionsfaktor aryl hydrocarbeceptor nuclear
translocator ARNT) in Saugern und inDrosophila single-minded protein§(M) entdeckt,
woraus sich auch der Name PAS ableitet [12, 13¢ D00-120 ASn umfassenden Domanen
zeigen trotz geringer Sequenzahnlichkeiten einesknuierung in ihrer Faltung. Aus NMR- und
Kristallstrukturanalysen verschiedener PAS-Domanearde als typisches konserviertes
Strukturmerkmal die o/pB-Faltung beschrieben. Daneben teilen sie auch gau®ie
konformationelle Flexibilitat, die wahrscheinliclach Eingang des Signals zur Ubermittlung an
stromabwarts liegende Proteindomanen genutzt Wi2d 37-39]. Der genaue Mechanismus des
Signalisierens durch PAS-Domanen an Downstream-Ko@pien ist noch nicht gut
verstanden. Eine mdgliche Beteiligung der PAS-Dogndan Protein-Protein-Interaktionen wird
diskutiert [12, 40].

PAS-Domanen wurden in zahlreichen Proteinen ausha@a, Bakterien und Eukaryoten
identifiziert, wobei die sensorische Rolle der PB&manen in vielen dieser Proteine noch
ungeklart ist. Beispielsweise wurden sie in Prariwie Histidin- und Serin/Threonin-Kinasen,
Chemorezeptoren und Photorezeptoren fur Taxien t€@ak) und Tropismen (Pflanzen),
spannungsabhangigen lonenkanalen, Regulatoren déwoA auf Sauerstoffmangel, der
embryonalen Entwicklung des ZNS und des circadid®igythmus sowie cyclischen Nucleotid-
Phosphodiesterasen wie der PDE8 gefunden. Einetibantter PAS-Doméane in der PDES ist
noch nicht bekannt [12, 13, 41, 42]. In Kombinationt GAF-Domanen kommen PAS-
Doménen z.B. in den Adenylatcyclasen CyaB1l und QyasAnabaenavor (siehe 1.4.) [14,
43].
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1.3. Phosphodiesterasen

1.3.1. Allgemeine Merkmale von Phosphodiesterasen

Phosphodiesterasen (PDEn) umfassen eine Supedawah Metallophosphohydrolasen, die
spezifisch die Hydrolyse von cAMP und cGMP zu ihramaktiven 5°-Monophosphat
katalysieren. Damit sind sie neben den Adenylatt Guianylatcyclasen fiir die Regulation des
intrazellularen Spiegels der beiden second messevgrantwortlich [4]. Zudem schranken
PDEn die zeitliche und radumliche Ausdehnung cybksc Nucleotidsignale ein. Durch
unterschiedliche Lokalisation der PDEn in der Zekentrollieren sie die cyclische
Nucleotiddiffusion und erzeugen sogenannte Mikrodoem an cyclischem Nucleotid. Dadurch
wird das Signal in eingeschréankten subzellularempartimenten gehalten und kann gezielt
spezifische Effektorproteine in dieser Region biessen [6, 8, 10, 42, 44]. Eine Phospho-
diesteraseaktivitat wurde erstmals kurz nach déddekung von cAMP von Sutherland und Rall
beschrieben [1].

Basierend auf den Unterschieden in ihrer Prim&siruwurden die PDEn bisher in zwei
Klassen unterteilt: die Klasse | umfasst alle S&RJ2En sowie u.a. PDEn auBictyostelium
discoideumDrosophila melanogaster, Caenorhabditis elegamsd Saccharomyceserevisiae.
Sie enthalten ein konserviertes C-terminales Segmen250-300 ASn, welches das katalytische
Zentrum enthalt. Zudem kommen sie intrazellular word unterscheiden sich in ihrer
subzellularen Verteilung. PDEn aus Hefebictyostelium discoideunund Vibrio fischeri
gehoren zur Klasse Il der PDEmiese PDEn enthalten das konservierte Sequenzmotiv
HXHLDH, welches wahrscheinlich Teil einer Metallembindungsstelle ist [4, 45]. Aufgrund
der fehlenden Homologie der vom cpdA-Gen kodieR&E ausE. coli zur Klasse | und Il der
PDEnN wurde diese einer neuen Klasse an PDEn zugeipider Klasse lll. In dieser sind PDEnN
verschiedener Prokaryoten enthalten [45].

In Sdugern wurden bisher elf PDE-Familien gefund#ie, von insgesamt 21 verschiedenen
Genen kodiert werden (siehe Abb. 1-5) [4, 46, Dirch zahlreiche Transkriptionsstartstellen
und alternatives Spleil3en vieler dieser Gene exetimehr als 50 verschiedene PDE-Isoenzyme
[42, 44, 47]. Die Sauger-PDEn unterscheiden sichhmen AS-Sequenzen, Substrat- und
Inhibitorspezifitdten, kinetischen EigenschafterggBationsmechanismen, Gewebeverteilung
sowie der Anzahl an Isoformen (siehe Tab. 1-1) [4].
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Isoformen | Substratspezifitat Regulation Gewebeverteilung
PDE1A/B | cAMP < cGMP Cd/Calmodulin- glatter Muskel, Gehirn,
PDE1C cAMP = cGMP | stimuliert, Phosphorylierurtigoden, Herz, Spermien
PDE2A CAMP = cGMP cGMP-stimuliert Gehirn, Herz, Rllattchen,
adrenale Medulla
PDE3A/B | cAMP > cGMP cGMP-gehemmt, Herz, vaskul@latter Muskel,
Phosphorylierung Blutplattchen, Adipocyten,
Leber, Niere
PDE4A-D| cAMP >cGMP Phosphorylierung Gehirn, Immelten, Hoden,
Lunge
PDE5SA cGMP > cAMP cGMP-stimuliert, Blutplattcherynge, Herz,
Phosphorylierung Skelettmuskel, Gehirn, Niere,
vaskulérer glatter Muskel
PDE6A-C| cGMP >cAMP cGMP-stimuliert Retina
PDE7A/B | cAMP > cGMP - Immunzellen, Herz, Skelettikeis
Leber, Gehirn, Hoden, Pankreas
PDE8SA/B | cAMP > cGMP - Hoden, Milz, Dinn- u. Dickaar
Niere, Ovarien, Gehirn, Schilddrilse
PDE9A cGMP > cAMP - Niere, Gehirn, Milz, Prostata
PDE10A CAMP > cGMP cAMP-stimuliert, Gehirn, Hodé&ghilddrise, Herz,
Phosphorylierung Hirnanhangsdruse, Niere
PDE11A CAMP = cGMP cGMP-stimuliert Skelettmuskelp$tata, Hoden,
Leber

Tab. 1-1 Ubersicht (iber die elf Sauger-PDE-Familjgrodifiziert nach [47])

Die Nomenklatur der PDEn: eine arabische Ziffer rfamichnet die PDE-Familie und der

nachfolgende Buchstabe das kodierende Gen. Spt&ften werden durchnummeriert.
Die elf Sauger-PDE-Familien lassen sich nach it8pezifitat fir die Substrate cAMP und
cGMP in drei Gruppen einteilen: cAMP-spezifisch®B2, 7 und 8), cGMP-spezifische (PDES5,
6 und 9) sowie dual-spezifische PDEn (PDE1, 203urid 11). Letztere kbnnen beide cyclischen
Nucleotide hydrolysieren (siehe Abb.1-4) [4, 10].#ir die Spezifitdt der Wechselwirkungen
der PDEN mit cAMP und cGMP sind der cyclische Phosiesterring und der Purinanteil der
cyclischen Nucleotide entscheidend. Andere Nudeoginschliel3lich ATP, ADP, GTP, GDP
sowie deren 5'-Nucleosidmonophosphate werden vom EBENn nicht umgesetzt, was
maoglicherweise auf ihren fehlenden cyclischen Phodpesterring zuriickzufuhren ist [4]. Die
Wechselwirkungen zwischen dem Purinanteil und einesarianten Glutamins sind
wahrscheinlich fur die Unterscheidung zwischen cAM®R cGMP von Bedeutung. Bei der
Theorie des ,Glutaminschalters” kann dieses Glutapai dual-spezifischen PDEn frei rotieren.
Bei CAMP- bzw. cGMP-spezifischen PDEn wird das @tain durch benachbarte Reste jeweils
in einer bestimmten Orientierung fixiert, welche &indung von nur einem der beiden Substrate
erlaubt [46-49]. Diese Theorie ist jedoch umsmit{g0].
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PDE4, PDE7, PDES

PDE1, PDEZ, PDE3, PDE10, PDE11

GTP @ GMP PDES, PDE6, PDE9 > sowe

Abb. 1-4 Ubersicht tiber die SubstratspezifititeneffieSauger-PDE-Familien (aus [44])

Sauger-PDEn teilen eine gemeinsame Domanen-Organis@Abb.1-5). Sie besitzen eine
konservierte C-terminale katalytische Domane saM4rminal zu dieser meist regulatorische
Doménen. Die gréfiten Sequenzahnlichkeiten (20-48éftitat) zeigen die elf Sauger-PDE-
Familien in ihren katalytischen Domanen. Innerhadiiner PDE-Familie betragt die
Sequenzibereinstimmung sogar 70-80% [4, 10]. Die die Katalyse erforderlichen
Komponenten sind in der katalytischen Domane etghalSie ist allein flur die Katalyse
ausreichend. Die N-terminalen Doménen sind vomalfér die Regulation der katalytischen
Aktivitat oder die Dimerisierung des Enzyms veramtiich. Die Art und Weise der
Wechselwirkungen der regulatorischen Doméanen mit ldgalytischen Doméane sind noch
unklar. Eine mogliche Konformationsanderung wirdkditiert [4, 46, 51, 52]. Alle bekannten
Sauger-PDEn bilden Dimere oder Oligomere. Die fiomidlle Bedeutung ihrer Quartarstruktur
ist allerdings noch nicht bekannt [4, 46].

Fur die katalytische Aktivitat der PDEn sind zuséatr divalente Kationen erforderlich, wobei
ein durch konservierte Histidine und Aspartate Kotdertes ZA* eine Schliisselrolle einnimmt.
Als zweites Metallion wird meist Mg beschrieben [4, 46-48, 50, 53].

Die physiologische Bedeutung der PDEn mit ihren @¥dménen zeigt sich unter anderem
durch Mutationen in PDE-Genen. Die Mutation H258Nder f-Untereinheit der PDE6B im
Photorezeptor ist verbunden mit der autosomal dantén kongenitalen stationaren
Nachtblindheit. Wahrscheinlich fuhrt eine unvoltelige Hemmung der PDEG6-Aktivitat durch
die inhibitorischey-Untereinheit zur Desensibilisierung des Photoremspn den Stabchen [54].
Mutationen im Gen fir dig-Untereinheit der PDE6 (PDE6B) sind verantwortlitht eine
progressive retinale Degeneration, der autosorzaksiven Retinitis pigmentosa [55].

10
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Abb. 1-5 Ubersicht (iber die Doménenorganisation@éPDE-Familien aus Saugern (aus [46])

Die Anzahl an Genen, die die Mitglieder der eineelf?DE-Familien kodieren, ist in Klammern hintemddamen
der jeweiligen PDE-Familie angegeben. CamKIl: Calolm-regulierte Kinase Il, ERK2: extracellular saj-
regulated kinase 2,yp PDE y-Untereinheit, PKA: Proteinkinase A, PKB: Proteimkse B, TM: Transmembran-
doméne, UCR: upstream conserved region

Ihre unterschiedliche Gewebeverteilung und ihreziisehen physiologischen Funktionen
machen die PDEn zu interessanten Angriffspunkten di#¢ medikamentése Behandlung
verschiedener Erkrankungen. Am besten bekannteiskompetitive PDE5-Inhibitor Sildenafil
(Viagra®), der ebenso wie Tadalafil (Cialis®) unérdenafil (Levitra®) zur Behandlung von

erektiler Dysfunktion eingesetzt wird. Durch Hemrguder PDE5 kommt es durch einen

11
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verringerten cGMP-Abbau ir€orpus cavernosumu einer Relaxation der glatten Muskulatur
und zum Bluteinstrom in dieses Gewebe [56-60]. Audiedet Sildenafil (Revatio®) Einsatz bei
der Behandlung von pulmonaler Hypertonie [10, 4%,60]. Der PDE3-Inhibitor Milrinon wird
zur Therapie von Herzinsuffizienz, haufig als Fokyaer pulmonalen Hypertonie, eingesetzt
[47, 59].

Gegen chronische entzindliche Atemwegserkrankung@ Asthma und die chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPDhronic obstructive pulmonary diseaseurden die
PDE4-Inhibitoren Cilomilast (Airflo®) und Roflumit (Daxas®) entwickelt [7, 10, 59, 61].

Die hohe Sequenzahnlichkeit unter den katalytisdbemanen der Sauger-PDE-Familien hat
Einfluss auf die Selektivitat der PDE-Inhibitorendufiihrt haufig zu Kreuzreaktionen unter den
PDEnN und damit zu unerwinschten Nebenwirkungers@ssweise wirkt Sildenafil nicht nur
auf die PDES5, sondern auch auf die PDE6 hemmeres fbihrt zu visuellen Stérungen [47, 56,
58-60].

Die hohe Vielfalt an bekannten PDE-Isoformen vensusan zukuinftig fur die Entwicklung von
subtyp-spezifischen Inhibitoren zu nutzen. Zudemmnigh die bereits bekannten Kristall-
strukturen der katalytischen Domanen von acht eegenen PDE-Isoformen (PDE1B, PDE3B,
PDE4B, PDE4D, PDESA, PDE7A, PDE9A, PDE10A2) dievidoklung von wirksameren und
selektiveren Inhibitoren erleichtern [46-48, 50]iebereits in 1.2.2. angedeutet, kdnnte auch die
Nutzung der GAF-Domanen in finf der elf PDE-Fannilads medikamenttse Angriffspunkte die
Selektivitat von Inhibitoren erhéhen.

1.3.2. Regulation der Sduger-Phosphodiesterasen

Eine Regulation der PDEn ist wichtig fir den getesge Ablauf und die Kontrolle cyclischer
Nucleotid-vermittelter Prozesse. Sie kann auf desrte der Genexpression sowie durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen, Phosphorylierung und klusindung verschiedener Liganden an
regulatorische Doméanen erfolgen [62].

Eine Vielzahl an PDE-Genen sowie die Verwendungalgedener Transkriptionsstartstellen
und des alternativen Spleil3ens erzeugen eine Yieglfa PDE-Isoformen (siehe 1.3.1.). Die
PDE4 nimmt dabei mit vier Genen und mehr als 20scl@edenen Isoformen mit
unterschiedlichen N-Termini eine zentrale Stellenwy. PDE4-Promotoren werden z.B. durch
CAMP Uber das CRE/CREB-System reguliert [47, 63). 6Brei potentielle CREB-

Bindungsstellen wurden ebenfalls in der humanenX1EPromotorregion gefunden [65].

12
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Protein-Protein-Wechselwirkungen spielen beispielses bei der Regulation von PDE1 und
PDE4 eine Rolle. Die PDE1 wird durch die Bindung\@&*/Calmodulin an zwei C&/CaM-
bindende Domanen aktiviert. Dabei bildet sich weheglich ein Tetramer aus zwei PDE1-
Monomeren und zwei Molekilen CaM [4, 42, 47, 66)r Hie PDE4-Isoform PDE4D5 wurde
eine Wechselwirkung mit dem Geristprotein RACKdcéptor for activated protein C kinasg 1
nachgewiesen. RACK1 koénnte PDE4D5 zusammen mit rand®roteinen wie z.B. der
Proteinkinase C in einen Signalkomplex rekrutiej@n, 68]. PDE4A5 und PDE4D4 kdnnen
Uber ihren N-Terminus an SH3-Doméanen binden unthisaen Tyrosinkinasen Syn, Lyn und
Fyn Uber deren SH3-Doméane wechselwirken [68-70].

Die Phosphorylierung als Regulationsmdglichkeitaeubesonders bei PDE4 und PDES5 intensiv
untersucht. Die lange PDE4-Isoform PDE4D3, welcleehbgiden N-terminalen regulatorischen
Doméanen UCR1 und UCRgstream conserved regignbesitzt, wird durch N-terminale
Phosphorylierung mittels PKA aktiviert. Eine Dinmerung der PDE4 scheint fur eine
Aktivierung strukturell erforderlich zu sein [681,772]. Eine Hemmung der PDE4D3 tritt durch
Phosphorylierung mit der MAP-Kinase ERK2 an eineftefninalen Ser auf. Dieser Hemmung
kann allerdings eine PKA-Phosphorylierung im N-Temns entgegenwirken [68, 73]. Die
cGMP-Bindung an die GAF-A der PDES5 fordert eine $itorylierung am Ser-102 (hPDE5SA1L)
im N-Terminus dieser PDE durch PKG oder PKA, wasdgrum zu einer erhdhten Affinitat der
GAF-Domaéanen fir cGMP fihrt. Die Auswirkungen deroBphorylierung werden in der
Literatur jedoch widersprichlich dargestellt [634-79]. Bei der PDE1 verringert sich die
Affinitat fur Ca?*/Calmodulin durch Phosphorylierung am N-TerminuscHuPKA oder der
Cd*/Calmodulin-abhangigen Kinase [4, 42, 46, 66, @ihe Phosphorylierung der PDE3B
durch PKA oder PKB an verschiedenen N-terminalegll&St bewirkt eine Aktivierung des
Enzyms. Dabei wirken Insulin und IGF-1 induzieremd die Phosphorylierung. Nur die PKA-
Phosphorylierung der PDE3B an Ser-318 fordert diechgelwirkung der PDE mit 14-3-3-
Proteinen und schiitzt PDE3B vor Phosphatase-veiltsitDeaktivierung [47, 81].

Wie bereits unter 1.2.2. beschrieben, besitzerSdigger- PDEn PDEZ2, 5, 6, 10 und 11 zwei N-
terminale GAF-Domanen. An die von PDE2, 5, 6 und kehn cGMP als allosterischer
Regulator binden (zur Ubersicht [4, 46, 47]). Da@den PDE4-Isoformen (PDE4A5, PDE4B1
und PDE4D3) werden durch Phosphatidsaure aktiweaiirend dieser Effekt bei den kurzen
Isoformen ohne die UCR1-Domaéane nicht beobachteti&/{82].
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1.3.3. Die PDE10-Familie

Die PDE10-Familie wurde unter Nutzung der Bioinfatik zur gleichen Zeit (1999) von drei
verschiedenen Gruppen beschrieben. Sie zeigtes,di$DE10 eine dual-spezifische PDE ist,
die sowohl cAMP als auch cGMP hydrolysieren kanB-88]. Die kinetischen Daten der
humanen PDE10A finden sich im Anhang unter A-1.

Die PDE10 besitzt eine konservierte C-terminalealktische Domane, die zu 16-47% mit der
anderer Sauger-PDE-Familien dbereinstimmt [83]. Dréf3te AS-Sequenzibereinstimmung
(40-50%) besteht dabei mit den GAF-haltigen PDEB, & und 11 [86]. Ebenso wie bei diesen
wurden bei der PDE10 N-terminal zwei GAF-DomaneARGA und -B) gefunden [84], die mit
den GAF-Doménen der PDE2, 5, 6 und 11 eine Ubeaiginging in ihren AS-Sequenzen von
18-47% zeigen [17]. Dies verdeutlicht eine phylogfesthe Verwandtschaftsbeziehung
zwischen diesen PDEnN.

Fur die PDE1O ist bisher nur ein Gen (PDE10A) bekalm Menschen wurden sechs alternative
Spleilvarianten gefunden: PDE10Al, PDE10A2, PDE10A4DE10A8, PDE10A9 und
PDE10A10. Sie unterscheiden sich in ihren N- undle@mini. Mittels RT-PCR und
Sequenzanalysen wurden drei Arten von N-termin8leguenzen (N1, N2 und N3) sowie zwei
Arten von C-terminalen Sequenzen (C1 und C2) deEXRIA in menschlichen Hoden
nachgewiesen. Die Kombination dieser Sequenzerbtedie sechs verschiedenen humanen
PDE10A-SpleiRvarianten (Abb. 1-6). Die Hauptformen Menschen sind die PDE10Al und
PDE10A2 [87]. Die N-terminalen PDE10A-SpleilvaremtPDE10A3-A6 wurden in der Ratte
entdeckt. Zusatzlich existiert auch eine PDE10A2lén Ratte (794 AS). Sie stimmt zu 96%
bezuglich ihrer AS-Sequenz mit der humanen PDE10B&ein (789 AS). Beide besitzen den
gleichen N-Terminus, unterscheiden sich jedochhieri C-terminalen Sequenz. In der Ratte
wurde keine PDE10A1 gefunden. PDE10A2 und PDE1GAlBes in der Ratte die Hauptformen
dar [88].
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Abb. 1-6 Ubersicht uber die Kombinationsmdglichkeitder N- und C-Termini der humanen PDE10A-
SpleiRvarianten (aus [87])

Die angegebenen Zahlen zeigen die AS-Positionendeer auf PDE10A1 an. Die vertikalen Linien gebea di
Stellen von AS-Sequenzéanderungen an. Die schrigffié@ereiche kennzeichnen die beiden GAF-Doméandrden
schwarze Bereich die katalytische Domane. Mit N2,udd N3 bzw. C1 und C2 werden die verschiedenelzM-
C-Termini bezeichnet. N1+C1: PDE10Al; N2+C1: PDE20AI3+C1l: PDE10A7; N1+C2: PDE10A8; N2+C2:
PDE10A9; N3+C2: PDE10A10.

Abb. 1-7 zeigt den Vergleich der N-terminalen ASy$enzen der sechs PDE10A-Isoformen der
Ratte mit den beiden humanen Hauptisoformen. Umabbd/om Organismus variieren die N-

Termini nur bis zu einem spezifischen Leu (Leu-24 BDE10A2 der Ratte). Die Sequenz der
regulatorischen Doménen und der katalytischen Dengirunter den Varianten unverandert. Sie

zeigen erst wieder in ihrer C-terminalen Sequentetdohiede [88].

PDE10A1 MRIEERKSQHLTG
Mensch LTDEK AASED |
PDE10A2 MEDGPSNNASCFRRLTECFLSPS
PDE10A Mensch
PDE10A2 MEDGPSNNASCFRRLTECFLSPS
PDE10A3 MSNDSPEGAVGSCNATG
Ratte [PDE10A4 MDAYEGWQVMDWKPPETAAC | LTDEK RKVDD |
PDE10A5 MSKKRKALEGGGGGGEPQLPEEEPTAWFGRSSEEPG
» PDE10A Ratte
PDE10A6 TGNEAERSFVLEDTLAG

Abb. 1-7 Vergleich der N-terminalen AS-Sequenzen RIBE10A-Spleillvarianten von Mensch und Ratte
(modifiziert nach [88])

Das Sternchen bei PDE10AG6 steht fur ein Stoppcaalder Sequenz.

PDE10 wird im Putamen und im Nucleus caudatus ¢€eiderden zum Striatum
zusammengefasst) des Gehirns sowie in den Hodeohtdveim Menschen als auch bei der
Ratte und der Maus stark exprimiert. Eine mafRigpré&ssion wurde in der Schilddrise, der
Hirnanhangsdrise, dem Thalamus und dem Cerebeldfomden. Der Nachweis der PDE10A-
Transkripte erfolgte Uber Dot Blot- und Northern oBAnalysen [83, 84, 88].
Immunhistochemisch wurde PDE10A im Nucleus caudafdscleus accumbens und im

olfaktorischen Tuberkel im Rattengehirn nachgewief#9]. Eine Expression der humanen
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PDE10A1 und PDE10A2 wurde zuséatzlich zum Gehirrhaot Herz und in der Niere gezeigt
[90].

PDE10A2 besitzt im N-Terminus ein Motiv (RRI®E) fiir eine Phosphorylierung durch die
Proteinkinase A [90]. Kotera et al. zeigten, dasge @hosphorylierung am Thr-16 die sub-
zellulare Lokalisation der PDE10A2 vom Golgi-Appamm Cytosol im Striatum der Ratte
verandert. Die subzellulare Lokalisation von PDE10Mensch) und PDE10A3 (Ratte) blieb
durch die PKA unbeeinflusst, weil ihnen eine Phasplerungsstelle fehlt. Diese

Untersuchungen verdeutlichen, dass PDE10A2 einehrserassoziierte PDE10A-Variante ist
[91].

Die mdgliche physiologische Bedeutung der PDE1@ wirter 5.6. ndher betrachtet.

1.4. Die Adenylatcyclasen CyaB1 und CyaB2 @&mabaena sp. PCC 7120

Adenylatcyclasen katalysieren die Bildung des sdaoessengers cAMP (siehe 1.1.) aus ATP.
Sie werden in sechs Klassen (I-VI) unterteilt. Ridenylatcyclasen der Klasse Il sind am
weitesten verbreitet [92]. Sie kommen in Pro- undt&yoten vor und werden nochmals anhand
von AS-Sequenzuntersuchungen in vier Unterklasaearteilt: Illa-d [43].

Das CyanobakteriumAnabaena sp. PCC 712@esitzt sechs Gene, die fur verschiedene AC-
Isoenzyme kodieren [14, 92-94]. Die Gery@aB1lundcyaB2kodieren jeweils fur eine AC mit
zwei N-terminalen GAF-Domaénen, einer PAS- und eklasse llIb AC-katalytischen Domane,
gefolgt von einefTetratrico peptide repeat-likBomane(TPRL) (siehe Abb.1-2) [43, 92, 94].
Wie unter 1.2.2. bereits beschrieben, besitzenQjiaBl und CyaB2 GAF-Domanen grolde
Ahnlichkeit zu denen der Sauger-PDEn. CyaB1 biklatHomodimer, in dem die Stimulation
der katalytischen Aktivitdt der AC durch cAMP-Binay an die GAF-B in der Synthese von
cAMP resultiert, welches wiederum in einer posiiieeedbackschleife die AC aktiviert [14,
94]. Die Kristallstruktur der Tandem-GAF-Doméanerr @yaB2 mit gebundenem cAMP zeigt
die Bildung eines antiparallelen Dimers, in dene &ier GAF-Domanen cAMP binden [23, 36].
Der Ersatz der GAF-Domanen der CyaB1 durch diePd#E2 der Ratte fihrte zu einer CyaB1,
die nun durch cGMP statt durch cAMP Uber die GABtBnulierbar war. Dies verdeutlicht
zusatzlich zur Sequenzéhnlichkeit auch eine funktie Konservierung der GAF-Doménen uber
mehr als zwei Milliarden Jahre Evolution [14, 94].

16



Einleitung

1.5. Zielstellung der Arbeit

Aus zahlreichen Arbeiten geht hervor, dass GAF-Dwmnézur allosterischen Regulation von
Phosphodiesterasen cyclische Nucleotide wie cAM& eGMP binden kénnen (zur Ubersicht

[17]). Zudem sind sie an der Ausbildung von Dimebeteiligt [35]. Die Eigenschaften und die

Funktion der GAF-Domanen in der PDE10 wurden bistient untersucht. Deshalb stand die
biochemische Charakterisierung sowie die Kristafiem des humanen PDE10 GAF-Tandems
zur Funktions- bzw. Strukturaufklarung im Mittelgdndieser Arbeit. Dies wurde durch die

Eigenschaft von Phosphodiesterasen, cyclische Nidé sowohl als Substrat als auch als
allosterischen Liganden zu nutzen, erschwert. InAfbeit von Dr. Tobias Kanacher wurde

gezeigt, dass die GAF-Domanen der CyaB1Anmbaenagegen die GAF-Domanen der PDE2

der Ratte unter Funktionserhalt austauschbar 4ihd94]. Dieses Prinzip wurde als Messsystem
fur diese Arbeit verwendet, denn damit wurde eimenfiung von Substrat und allosterischem
Regulator erreicht.

Es wurden die folgenden Aufgabenstellungen beabeit

1. Biochemische Charakterisierung der PDE10 GAF-Domamgt Bestimmung des
Liganden, Untersuchung der Rolle des NKFDE-Motivei bder cyclischen
Nucleotidbindung sowie der Lange des N-Terminus mdglichem Einfluss auf die

Funktion der GAF-Doménen

2. Konstruktion von Chimaren aus GAF-Doménen der hwenaRDES5 und PDE10 zur
Untersuchung ihrer eigenstandigen FunktionsfahtgkeAbhangigkeit von bestimmten

Sequenzabschnitten

3. Kiristallisation des PDE10 GAF-Tandems zur Aufklaguter Struktur der PDE10 GAF-
Domanen in An- und Abwesenheit ihres Liganden
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2. Material
2.1. Gerate

Amersham Pharmacia, Freiburg: Elektrophorese-Spannungsquell&PS 301 EPS 601
Macrodrive 1 Power Supply 230Power Supply 2197LKB Bromma), Liquid Scintillation
Counter 1209 RackbetdLKB Wallac), AKTA-FPLC-Proteinreinigungsanlage mit Zubehor,
HoeferGelgieRapparatuMighty Small SE245und GellaufkammelSE250 Mighty Small |
Kamme und Spacer

Bender & Hobein, Minchen, Zirich, Ulm: Vortex Genie 2

Berthold, Wildbad: Hand-Ful3-Monitoi.B 1043 B Handmonitor LB 1210 B

Biometra, Gottingen: TRIO-ThermoblockThermocyclerund beheizbare Deckel TRIBeated
Lid fur TRIO-Thermoblock

BIO-RAD, Minchen: Blotapparatuifrans-Blot SD Semi-dry transfer Cell

Brand, Wertheim: Glasgerate

Branson, Danburry (USA): UltraschallbadBRANSONIC 12Ultraschallsond&onifier B-12
Bihler, Tubingen: KL-2- und KS-15-Laborschittler

Canon, Krefeld: PowerShot GDigitalkamera

CEAG Schirp (CS) Reinraumtechnik, Bork (Westfalen):Envirco-Cleanbench
Eberhard-Karls-Universitat, Werkstatt Pharmazie, Tubingen: Flachbett-Gelelektrophorese-
kammern, Kamme und Spacer fur SDS-Gelelektrophpr&utzschilde fur Radioaktiv-
Teststande

Eppendorf, Hamburg: Thermo-Heizblock3401 und 5320 Thermomixer5436 Thermostat
532Q Tischzentrifugen320Q 541Q 5414 und mini spin Kihlzentrifuge 5402, Zentrifuge
HERMLE ZK 401 BioPhotometer PipettenResearch(0,1-2,5 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul),
Referencd0,5-10 ul),Multipipette Plus

Fisher Scientific GmbH, Schwerte:FisherbrandGlasgerate

Frobel, Lindau: ConsortMicrocomputer Elektrophoresis Power Supply E411

GE Healthcare, Minchen:HiLoad 16/60Superdex 200 prep grade

Gilson, Middleton (USA): Pipetterpipetman(2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul)

Heidolph, Schwabach:MR 2002Laborrihrer

Heinemann, Schwabisch GmiundZellpressd-rench Pressure Cell Pressit Zubehor

Helmut Saur Laborbedarf, Reutlingen: Vakuumzentrifugel'yp BA-VC-300HBachofer-
Vacuum-Concentrator (Speedvac)
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Heraeus, OsterodeMegafuge 1.0 R (BS 4402/A), Varifuge 3.0, LamikiiB2448 -80°C-
SchrankHerafreeze

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt: Pipetus-akktPipettierhilfe,Pipetus Classic Il Reddot
Infors, Bottmingen (Schweiz):Unitron-Kihlbrutschrank

Junghans, Dunningen:Stoppuhren

Konica Minolta, Minchen: Filmentwicklungsgeréiedical Film Processor QX-150 U
Kontron-Hermle, Gosheim: Centrikon H-40lundZK401, RotorenA6.14(SS34) undh8.24
KSG Sterilisatoren, Olching: Hochdruckdampf-Sterilisatd€SG 40-2-1

Liebherr, Kirchdorf an der lller: Kihlschranke

LTF Labortechnik, Wasserburg: Videoprinter MitsubishVideo Copy Processor P3iit Sony
CCD Video Camera Module XC-ST5Q0EhermopapielK65HM, SoftwareBioCapt Version
99.01s

Metrohm, Herisau (Schweiz):pH-MeterE512und605

Mettler-Toledo, Steinbach: WaageMettler PL 200(Tischwaage), pH-Elektrodalab 423
Millipore, Molsheim (Frankreich): Filter-Pinzette, ReinstwasseranldgdliQ ,
Vorreinigungsanlag&LIX, mit Quantum EXPatronen

Moulinex, Ecully Cedex (Frankreich): MikrowellengerateMicro-Chef FM B935 Qund
Compact Y 53

MWG-Biotech, Ebersberg: LI-COR DNA sequencer model 4@aselmagIR version 4.0
Software

PeqgLab, Erlangen: Thriller-Schuttel-, Kiihl- und Heizblock

Promega, Madison (USA)Vac-Man(Vakuumanschlisse zur Plasmidpraparatidvizard
Minicolumns(zur Proteinreinigung)

Sartorius, Gottingen: Analysenwaagbandy Tischwaagd&P 2100 S

Schott, Mainz: Glasgeréate

Scotsman, Mailand (Italien): EismaschinéF 100

Techne, Princeton (USA):Heizbl6ckeDRI-BLOCK DB-2D

TPP, Trasadingen (Schweiz)Zentrifugenréhrchen 50 ml

Vacuubrand, Wertheim: Membranvakuumpumpe

Vetter, Wiesloch: UV-KontaktlampeChroma 43

Wolf, Geislingen: Tischautoklal'SANOclav

WTB Binder, Tuttlingen: KuhlbrutschrankKB 24Q Warmeschrénke

Zeiss, OberkochenUV-SpektrometePM6, MikroskopAxioskop 40
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2.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Adefo-Chemie, DietzenbachFixierer- und Entwicklerkonzentrat

AGS, Heidelberg: Restriktionsendonucleasen mit 10x-Reaktionspuffern

American National Can, Menasha (USA)Parafilm M

Amersham Biosciences, Freiburg:[2,8-*H]-cAMP (Ammoniumsalz),Hyperfilm ECL ECL
Plus Western Blotting Detection System, Thermo&epe Primer Cycle Sequencing Kit
AppliChem, Darmstadt: Acrylamid 4K-Ldsung 30% (37,5:1 Acrylamid/Bisacrgia),
HEPES, IPTG

ASID BONZ, Herrenberg: Handschuh@roLine Latex

Axygen Scientific, Union City (USA):PCR-Tubes PCR-02-R

Becton Dickinson (BD), HeidelbergFalcon-Tubes 15 ml und 50 ml, Einmalspritzen 10ml|
Biolog Life Science Institute, BremencAMP-Analoga u.a. cyclische Nucleotide
BIO-RAD, Miinchen: BIO-RAD Protein AssaReagenzProfinity™ IMAC Ni-Charged Resin
Biozym Diagnostics, Hess. OldendorfSequagel XRSequagel Complete Buffer Reagéhiill
out 14 Liquid wax

B. Braun, Melsungen:Discofix3-Wege-Héhne

Dianova, Hamburg: sekundarer Ziege-anti-Maus 1gG-Antikérper, konjugieit Meerrettich-
Peroxidase

Emerald Biosystems, Bainbridge Island (USA)Wizard lundll Kristallisationskits
Eppendorf, Hamburg: Multipipettenspitzen

Fluka BioChemika, Buchs (Schweiz)Glutaraldehyd, Natriumdodecylsulfat, CAMP,
Ethylenglykol, Glukose

Fortuna, Wertheim: Pasteur-Pipetten

Greiner Labortechnik, Nartingen: Gewebekulturschalen, Petrischalen

Hampton Research, Aliso Viejo (USA)Crystal Screen, Crystal Screen 2, Crystal Screés Li
VDX 24-well Kristallisationsplatten, siliconized wer slides

Hartmann Analytik, Braunschweig: [a- *P]-ATP

ICN Biomedicals, Aurora (USA): Ethidiumbromid-Tabletten

Invitrogen, Karlsruhe: ACTEV ProteasepRSET AEXpressionsvektor

Kimberly-Clark, Roswell (USA): Kimtech®¢®"*¢PrazisionswischtiicheBafeskirSatin Plus
Latex-Untersuchungshandschuhe

Macherey-Nagel, Duren:NucleotrapKit, Blotmembranporablot PVDF(2 pm Porenweite)
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Merck, Darmstadt: Aluminiumoxid 90% aktiv, pH-Papier Universalindikat pH 0-14,
Glycerol 87%, Essigsédure 100%, Magnesiumchloridatgrlrat, Natriumchlorid, Ammonium-
sulfat, Ammoniumacetat, Natriumacetat, Natrium¢jt@alciumchlorid-Dihydrat, Imidazol, D-
Glukose, Ethanol, Methanol, Natriumhydroxid, DMSBarnstoff, Natriumpyrophosphag-
Mercaptoethanol, Chloroform, di-Natriumhydrogengfttet, sonstige nicht aufgeflhrte
Chemikalien

Millipore, Molsheim (Frankreich): Konzentratoref®micon Ultra-15 (Ultracel-5kund
ULTRAFREE-0.5

MWG Biotech, Ebersberg: Oligonucleotide (PCR-Primer und fluoreszenzmarkiert
Sequenzierprimer [5"-IRD 800-Markierung])

Nalge Nunc International, Rochester (USA)Sterilfilter

New England Biolabs (NEB), Frankfurt/Main: Restriktionsendonucleasen mit 10x-
ReaktionspuffernT4-Polynucleotidkinase, Klenow-Polymerase, BSA 100X ing/ml) fur
Molekularbiologie

Novagen R&D Systems, WiesbadempET16BExpressionsvektok. coli BL21(DE3) [pRep4]-
Zellen

Pall Life Sciences, Ann Arbour (USA):NANOSEP 10k OMEGRroteinkonzentratoren
PeglLab, Erlangen:peq Gold Protein-Marker, dNTPs, peq Gold-Agarose

Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston {SA): SUPER Polyethylen ViaB0ml,
ULTIMA GOLD XRLSC-Szintillator

Promega, Madison (USA)Kits Wizard Plus MiniprepsindWizard Plus SV Miniprep®fu-
DNA-Polymerase mit 10x-Reaktionspuffd4-DNA-Ligase

Qbiogene, HeidelbergTagDNA-Polymerase mit 10x-Reaktionspuffer

Qiagen, Hilden: Ni**-NTA-Agarosemonoklonale Antikdrpemouse anti RGS-Hjsund Tetra-
His, pQE60EXpressionsvektopRep4 TagDNA-Polymerase mit 10x-Puffer

Roche Diagnostics, Mannheim: Restriktionsendonucleasemit 10x Puffern, Alkalische
PhosphataseéRapid DNA Ligation Kit Klenow-Polymerase,-DNA, AMP, ADP, ATP, GDP,
GTP, dNTPs, Nucleoside und cyclische Nucleoti@emplete EDTA-fred’roteaseinhibitor-
tabletten, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, DTT,hgroteine fur Chromatographie (Aldolase,
Katalase, Albumin, Cyt ¢, Chymotrypsinogen, Femjiti

Roth, Karlsruhe: Brillant Blue R250 und G250, Glycin, Ampicillin, kamycin, LB-Medium
(Lennox), Aluminiumfolie, Isopropanol, Tris, AgamRotigarose Essigsaure 100%

21



Material

Sartorius, Gottingen: Cellulose-Nitrat-Filter 0,2 um und 0,45 um, KonzatdrenVivaspin 2
(10.000 MWCO PES)

Serva, Heidelberg: Dialyseschlauci/ISKING dialysis tubing 8/32Durchmesser: 6 mm) und
27/32(Durchmesser: 21 mm), Polyethylenglycol, Glasw(diénisiert)

Sigma-Aldrich, Steinheim und SeelzeTris, Tween 20, EDTA, TEMED, Bromphenolblau,
Xylencyanol, Ethanol absolut, cAMP, cGMP, LB-BrpthB-Agar (Lennox L agar),
Polyethylenimin, Magnesiumformiat-Dihydrad-Monothioglycerol, Harnstoff, DMSO, APS,
IPTG, X-Gal, Dowex 50WX4-400, Natriumcitrat, BSAeffacyclin

SLG, LP ltaliana, Mailand (Italien): Einmalpipetten 10 ml und 25 ml

Stratagene, HeidelbergpBluescript Il SK (OKlonierungsvektorE. coli XL1 BlueZellen

TPP, Trasadingen (Schweiz)Falcon-Tubes 15 ml und 50 ml

Vetter, Entringen: Pipettenspitzen, Eppicups und sonstiges Plastikfdachsmaterial
Whatman International, Maidstone (England): Whatman 3 MM Chr 190 mm x 100 m
Chromatographiepapier

2.3. Puffer und Losungen

Fur die Herstellung aller Puffer und Losungen wukti#iQ -Wasser verwendet. Die pH-Wert-

einstellung erfolgte, wenn nicht anders angegebeirRaumtemperatur.
2.3.1. Puffer und Lésungen fur molekularbiologische Metaod

Alle fur molekularbiologische Arbeiten verwendetedisungen und Puffer wurden entweder
sterilfiltriert (0,2 pm Porenweite) oder autokla¥i€20 min, 121°C, 1 bar).

2.3.1.1. Losungen zum Arbeiten mit DNA

TAE-Puffer TE-Puffer
40 mM Tris/Acetat pH 8,0 10 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA 1 mM EDTA
BX-Probenpuffer 10x CM-Puffer
1x TAE 100 mM Cadl
0,5% Bromphenolblau 400 mM MgCl

0,5% Xylencyanol
5% Glycerol
10x Dephosphorylierungspuffer
dNTPs 500 mM Tris/HCI pH 8,5
20 mM pro dNTP 1 mM EDTA
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10x Klenowpuffer BSA-frei
200 mM Tris/HCl pH 7,9
60 mM MgC}
10 mM Dithiothreitol

2.3.1.2. Nahrmedien fUE. coli
LB-Medium
20 g/l LB Broth

LB-Plattenagar
35 g/l LB Agar

10x TBE-Puffer (LI-COR)
1,34 M Tris
440 mM Borsaure
25 mM EDTA

LB-Medium mit Antibiotika
100 pg Ampicillin/ml Medium
und/oder
50 pg Kanamycin/ml Medium

LB-Plattenagar mit Antibiotika
100 pg Ampicillin/ml Plattenagar
und/oder
50 ug Kanamycin/ml Plattenagar

2.3.2. Puffer und Lésungen fur proteinchemische Methoden

2.3.2.1. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Trenngelpuffer
1,5 M Tris/HCI pH 8,8
0,4% SDS

Sammelgelpuffer
500 mM Tris/HCI pH 6,8
0,4% SDS

4x Probenpuffer
130 mM Tris/HCI pH 6,8
10% SDS
10%B-Mercaptoethanol
20% Glycerol
0,06% Bromphenolblau

2.3.2.2. Western Blot

Towbin-Transferpuffer
25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol

TBS-Puffer
20 mM Tris/HCI pH 7,6
140 mM NacCl

10x Hoefer-Laufpuffer
192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1% SDS

Coomassie-Farbeldsung
0,1% Brillant Blue R250
40% Ethanol
10% Eisessig

Entfarber
10% Eisessig
30% Ethanol

primare Antikorper
RGS-HisAntikorper
(monoklonal)
0,04-0,2 pg/mlin M-TBS-T

Tetra-His-Antikorper
(monoklonal)
0,1 pg/mlin M-TBS-T
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TBS-T
0,1% Tween 20
in TBS-Puffer

M-TBS-T
5% Milchpulver
in TBS-T-Puffer

2.3.2.3. Zellernte, Zelllyse und Proteinreinigung

sekundarer Antikérper
Ziege-anti-Maus
(polyklonal), konjugiert mit
Meerrettich-Peroxidase
Verdiunnung 1:5000 in M-TBS-T

Die pH-Werteinstellung erfolgte bei 4°C. Die Lésengvurden auf 4°C gekihlt verwendet.

Zelllysepuffer
50 mM Tris/HCI pH 8,0

20% Glycerol
50 mM NaCl

15 mM Imidazol pH 8,0 (Kristallisation)

oder 25 mM Imidazol pH 8,0 (AC-Test)

ev.Complete EDTA-fre@roteaseinhibitdr

Waschpuffer A
50 mM Tris/HCI pH 8,0
20% Glycerol
400 mM NacCl
2 mM MgC}

25 mM Imidazol pH 8,0 (Kristallisation)
oder 35 mM Imidazol pH 8,0 (AC-Test)

Waschpuffer B
50 mM Tris/HCI pH 8,0
20% Glycerol
400 mM NacCl
2 mM MgC}

35 mM Imidazol pH 8,0 (Kristallisation)
oder 55 mM Imidazol pH 8,0 (AC-Test)

Dialysepuffer A
50 mM Tris/HCI pH 7,5
35% Glycerol
10 mM NacCl
2 mM MgC}

Dialysepuffer B
10 mM Tris/HCl pH 7,5
10% Glycerol
0,02%a-Monothioglycerof

! eine Tablette pro 50 ml Puffer (nach Herstelleedrem)

2 immer frisch zugegeben

Pelletwaschpuffer
50 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mMEDTA

Waschpuffer C
50 mM Tris/HCI pH 8,0
20% Glycerol
10 mM NacCl
2 mMMgCl,
45 mM idazol pH 8,0 (Kristallis.)
oder 75 nivdazol pH 8,0 (AC-Test)

Elutionspuffer
50 mM Tris/HCI pH 8,0

20% Glycerol
10 mM NacCl
2 mM MgC}
300 mivhidazol pH 8,0

Dialysepuffer C
10 mM Tris/HCI pH 8,5 0. gHO
10% Glycerol
10 mM NacCl
0,05%u-Monothioglycerof
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2.3.2.4. Adenylatcyclasetest

Vom zu untersuchenden Protein wurde fur den TesMaster-Mix (Proteinlosung) hergestellt,
das aus dem Protein (50-250 ng), dem 0,5-facheGdsamtvolumens an Glycerin (87%) sowie
je einem Zehntel des Endvolumens an 1 M Tris/HCIH% und BSA (10 mg/ml) zusammen-
gesetzt war. Davon wurden fur jede Probe jeweilgl1€ingesetzt.

2x AC-Cocktail
43,5% Glycerol
100 mM Tris/HCI pH 7,5 bzw. andere Puffer fur plahangigkeit
1 mg/ml BSA
25 mM MgC}
fir regenerierendes System zusatZliéh23 mg/ml Kreatinkinase
6 mM Kreatinphosphat

Stopp-Puffer
3 mM cAMP

3 mM ATP
1,5% SDS
pH mit Tris auf 7,5 eingestellt

®H-cAMP-L6sung (interner Standard)
20 mM cAMP
mit 10-20 kBg/ml [2,8*H-cAMP] (NH,*-Salz)
mit Tris-Losung auf pH 7,5 eingestellt

10x ATP-Substrat-Lésung
750 uM ATP pH 7,5
inkl. 16-30 kBq fi->?P]-ATP
fur Kinetik: zusatzlich 200 uM und 2,5 mM ATP pkb7

Nucleotidiésungen zur allosterischen Aktivierung
40 mM, 10 mM, 1 mM, 100 puM und 10 uM cAMP- bzw.MB-L6sungen pH 7,5

2.3.2.5. Sonstige Puffer

20x TEV-Puffer Laufpuffer fir Superdex 200
1 M Tris/HCI pH 8,0 10 mM Tris/HCI pH 8,5ler 9,0
10 mM EDTA 10% Glycerol
150 mM NacCl

0,05%a-Monothioglycerot
Cross-Linking-Puffer

50 mM NaHPO,pH 7,3 Die Laufpuffer fur die Akta wurden
20% Glycerol durch einen 0,2 um Filter filttiend
10 mM NacCl anschliel3end entgast.
2 mM MgC}

® nur bei Test des ungereinigten Zelllysats
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2.4. Oligonucleotide

2.4.1. Klonierungsprimer

Durch PCR eingefiihrte Schnittstellen fiir Restrikendonucleasen sind durch unterstrichene
GroRRbuchstaben, eingefiuihrte Mutationen durch feickriebene Grof3buchstaben, zuséatzlich
eingefuihrte Nucleotide durch fett geschriebenerflechstaben und DNA-Sequenzen der PDE5S
in kursiven Kleinbuchstaben dargestellt. Die Erkemyssequenz der TEV-Protease ist doppelt

unterstrichen.

tta accgaa tgc ttc tta agc cca agc
ttg aca gat gaa aaa gtg aag

Bezeichnung Sequenz (5-3) Position Bemerkung
(Template)
Klonierungsprimer fir PDE10 GAF-CyaB1 AC-Chimaren

PDE10 BamHI (s) aaa GGA TCGtg ttg aca gat gaa aaa 1-21 BamH |
otg (PDE10)

PDEZ10 Sall (as) aaa GTC GAQcg aat tct atg ata cat 1210-1230 Sal |
att (PDE10)

PDE10 GAFb D/A (as) | aaa agc ttt gta aaa tgt ctt ttt gat att gtt 11247 D397A-
tct cga cgce gaa ttc tat gat aca tat tag (PDE10) Mutation
cac agt gta agg cta aag cac aaa aga
cgg caa aca ttt tga agt tgt ttGatg
ttt tag a

XhoBstAPI (s) aaa CTC GAGtg tatAAC AaG tgg 31-4%n Xhol
ggc aaa gaa gcc ttc tgt ctt &yt XhoBstAPI (as) (RH-F-HQ

zu NK-F-DE)

XhoBstAPI (as) aaa GCA AGA TTT GEqgtt gca acc 31-49an BstAPI
tcc ICqg tCa cta aga cag aag gct t XhoBstAPI (s) (RH-F-HQ

zu NK-F-DE)
PDE10 V63 BamHI (s) | aaa GGA TC@tc agc agg tac caa gat 151-168 BamH |
(PDE10)

PDE10 G73 BamHI (s) | aaa GGA TC@ga gtt gta tat gaa cta 181-198 BamH |
(PDE10)

PDE10 D87 BamHI (s) | aaa GGA TC@ac aca gga gga gac aac 223-240 BamH |
(PDE10)

PDE10A1 BamHI (s) aaa GGA TCGtg aga atc gaa gaa 4-24 BamH |
cgcaaa agc cag cac tta acc ggc (PDE10)
ttg aca gat gaa aaa gtg aag

PDE10A2 BamHI (s) aaa GGA TCGtg gaa gac ggc cca 4-24 BamH |
tcc aacaac gca agc tgc ttc aga aga (PDE10)
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Bezeichnung Sequenz (5-3) Position Bemerkung
(Template)
Klonierungsprimer fir PDE5-PDE10-CyaB1-Chiméren
PDE10 Xbal (as) aaa TCT AGAgca act atg tta tca aaa 744-761 Xba |
(PDE10)
PDE10/5 Nterm (as) ata tac aac tcatg atc aaa cct tgg ag 413-429 Fusions-PCR
(PDES5)
PDES5/10 GAFa (s) agg ttt gat cagga gtt gta tat gaa cta 181-198 Fusions-PCGR
(PDE10)
PDE10 Nael (as) aaa GCC GG(ca ggc aag att tgc tgt 634-651 Nae |
(PDE10)
PDES5 Nael (s) aaa GCC GGa@itt gtt ctt cat aat gct 934-951 Nae |
(PDES5)
PDE10 PDES5 Kpnl (s) | aaa GGT AC(Gag ata cga ata tgcaag 430-447 Kpn |
atg aag ggg acc agt gc (PDES5)
PDES5 Sall (as) aaa GTC GACtc cac tgc ttc ata cat 1522-1539 Sal |
(PDES5) (von S. Bruder)
PDES5-PDE10 Stul (as) | aaa AGG CCTetg cat acc tgc acc tga 913-930 Stu |
tgt att gct act gacaa aat gcc aaa taa (PDES5)
gc
PDES Bglll (s) aaa AGA TCTatg gag cgg gcc ggc ccc 1-18 Bgl Il
(PDES5) (von S. Bruder)
PDES T121 Bglll (s) aaa AGA TCTact gtg agc ttc ctc tct gac 361-381 Bgl Il
(PDE5) (von S. Bruder)
PDEZ10/5 Linker (as) tag aga atc tatga ttg ttg ttc ttc aaa 1021-1038 Fusions-PCR
(PDES5)
PDES/10 GAFb (s) gaa caa caa tcata gat tct cta ctt gaa 763-780 Fusions-PCR
(PDE10)
PDE11 Mfel (as) ttt CAA TTG gta caa ttt ccc aaa 1415-1438 Mfel
(CyaB1) (von M. Grol3-
Langenhoff)
T7 (s) taa tac gac tca cta tag gg 20-39
(PRSET A)
Klonierungsprimer fiir Kristallisationskonstrukte
PDE10 BamTEV (as) aaa GGA TCQcc ctg gaa gta taa 1225-1242 BamH |
gtt ctcgca ctc tga gtg gcg aat (PDE10) TEV-Schnittstelle
PDE10 Ncol Kris (s) aaa CCA TGQGca gca ggt acc aag at 151-168 Nco |
(PDE10)
PDEZ10 Ncol Krisl (s) aaa CCA TGGATG agg tac caa gat acg 157-171 Nco |
(PDE10)

Tab. 2-1 Klonierungsprimer

(s) sense Primer; (as) antisense Primer
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2.4.2. Sequenzierprimer

Bezeichnung | Orientierung | T, Sequenz (5-3") Position | Zielsequenz
T3 S 56°C| aattaaccctcactaaaggg 772-7P1 pBSKII (-)
T7 as 56°C taa tac gac tca cta tag gg 626-645 pBSKIlI (-)

20-39 pRSET A
351-370| pET16b-MC$-
pQEGO
R-800-pETMCS- as 56°C acc cct caa gac ccg ttt ggal92-212 | pET16b-MCS-
pQE30 pQEGO
PRSET reverse as 56°C tag tta ttg ctc agc ggt gd 295-314 PRSET A
U-IR-800 S 56°C| gct tgt cag atg ctg taa tt{ €190-1211 cyaB1Holo
CyaB1-PAS2
R-IR-800 as 56°C act tit atg att agc atc ac¢  1279-1298yaB1Holo
CyaB1-GAF
U-IR-800 S 56°C| gat gcc tta atg gtt ggt g 1768-1786&yaB1Holo
CyaB1-Kat
U-IR-800 S 56°C| cat gat gaa ggg gac cag 427-448 PDES5 Holo
PDE5 GAF tgc t
Tab. 2-2 Fluoreszenzmarkierte Sequenzierprimer
2.5. Plasmide

Fur diese Arbeit wurden folgende Plasmide verwenpBtuescript Il SK (-)(Stratagene) und
PRSET A (Invitrogen). Die genauen Beschreibungen der Rtesniinden sich auf den
Homepages der entsprechenden Hersteller. pEn16bVektor (Novagen) mit der MCS des
pQE6QGVektors (Qiagen) wurde von Anita Schultz klonigkbb. 2-1).

Bpul102I (267)
Xbal (431)
Bglll (497)

Hindlll
Bglll
BamHI
Ncol

T7- Promotor

T7- Terminator

P S
0
e N
o

AT[ 6xHis |TCTA

——
pQE60

CGAGTCGATTAATTCG IACCTAGQGAGGGTA! Cl RBS lacO I_

pET16b

PET16b

Blpl (170)
EcoRlI (88) \\

PET16b-MCS-pQEGO (5599 bp)

Abb. 2-1 Konstruierter pET16b-MCS-pQE60-Vektor (mita Schultz)
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3. Methoden
3.1. Gentechnologische Methoden

3.1.1. Plasmidisolierung aus. coli

In mit Antibiotika versetztem LB-Medium (5 ml) wuediiber Nacht ein Einzelklon oder eine
Dauerkultur bei 37°C unter Schutteln kultiviert. &Vder gewachsenen Zellkultur wurden 3-5 ml
pelletiert und das darin enthaltene Plasmid nach Beotokoll desWizard® Plus Minipreps
DNA PurificationKits isoliert und gereinigt. Die Plasmid-DNA wurdwit 50 pl TE-Puffer,
wenn sich eine Phenol-Chloroform-Extraktion anssbjooder mit 50 ul Wasser eluiert. Die
Lagerung der DNA erfolgte bei 4°C oder -20°C.

3.1.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR diente mittels spezifischer Primer der Afigiérung bestimmter DNA-Abschnitte, die
fur die anschlielende Konstruktion verschiedenerim@ren, der Einfihrung von
Punktmutationen oder Schnittstellen fur Restrikdemzyme sowie zum Austausch kleiner DNA-
Bereiche genutzt wurden.

Fur einen PCR-Ansatz mit dem Gesamtvolumen von I58@ytden 5-50 ng{agPolymerase)
oder 25-100 ng Rfu-Polymerase) zu amplifizierende DNA (Plasmid-DNAchaPlasmid-
isolierung, siehe 3.1.1.) als Template, je 1,25derd beiden spezifischen Primer (je 20 uM),
0,5 ul dNTP-Mix (je 20 mM), 5 pl des 10x Reaktionfprs mit MgCh (2 mM) und 1 UTacg
Polymerase bzw. 2 Wfu-Polymerase eingesetzt. Bei der Negativkontrolledeustatt des
Templates Wasser zugegeben. Die Reaktion fandniemeiThermocycler mit dem folgenden

Programm statt (Tab. 3-1):

Temperatur Dauer Zyklen Phase

95°C 5 min initiale Denaturierung
95°C 1 min Denaturierung
variabel 1 min 30-35 Annealing

72°C 1min20s Elongation

72°C 10 min finale Elongation
4°C Pause Kihlen

Tab. 3-1 PCR-Programm
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Die Annealingtemperatur der Primer wurde nach fodigg Formel berechnet:

Tm[°C]=4 - (GC) + 2 - (AT)

Unterschieden sich die Annealingtemperaturen detebeverwendeten Primer voneinander, so
wurde mit der niedrigeren Temperatur gearbeitet.\EBewendung sehr langer Primer wurde ein
Temperaturgradient zur Erleichterung des Annealiggséhlt. Die ersten 5 Zyklen liefen bei

einer meist um 7°C geringeren AnnealingtemperatuB.(43°C) als die darauf folgenden 25
Zyklen (z.B. 50°C).

Einer Fusions-PCR gingen immer zwei PCR-Reaktioreaus, in denen zunachst zwei DNA-
Fragmente mit Hilfe der entsprechenden Primer sfidilert wurden. Die beiden erhaltenen
DNA-Fragmente kénnen an einem Ende hybridisiereamiDdienten sie in einer weiteren PCR-
Reaktion, der Fusions-PCR, der Synthese des gewi@mscDNA-Fragments, indem die

fehnlenden DNA-Strdnge nach Hybridisierung beidenghrente synthetisiert wurden. Zur

Vervielfaltigung der entstandenen Strange entldelt PCR-Ansatz zwei flankierende Primer.
Bei einer Fusions-PCR wurde ebenfalls wie oberTemperaturgradient verwendet.

Die nach einer PCR erhaltenen PCR-Produkte wurdemchd eine anschlielRende

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und aufgegeini

3.1.3. Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurden PGRBdikte oder durch Restriktionsenzyme
verdaute DNA uberpruft, nach ihrer Grol3e aufgetrexder gereinigt. Dazu wurde die DNA-
Lésung mit BX-Puffer im Verhaltnis von 3:1 (DNA:BRuffer) versetzt, auf ein Agarosegel
aufgetragen und bei einer Spannung von 80-105 MiMAE-Puffer fir 30-60 min aufgetrennt.
Es folgte die Inkubation des Gels fiur etwa 2 mireinem Ethidiumbromidbad (10 pg/100 ml
Wasser). Nach weiteren 10 min Elektrophorese wulige DNA im UV-Licht A\=302 nm)
detektiert. Als GroRenmarker dienten eine BubRIHindlll -verdauté\-DNA (A-Marker) sowie
dasMspl/Ssptverdaute PlasmigBluescript Il SK (-n-Marker) (Tab. 3-2).
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A-Marker (in bp) n-Marker (in bp)
21226 489
5148 404
4973 312
4268 270
3530 242/241
2027 215
1904 190
1584 157
1375 147
947 110
831 67
564 57
125 34

26

Tab. 3-2 GroRenmarker fur die Agarosegelelektropker

Fur die Herstellung eines Agarosegels wurde diespeathende Menge an Agarose unter
Erwarmen in 60 ml 1x TAE-Puffer geldst und ansdbdied in einem Gelschlitten abgekdhilt.
Dabei richtete sich der Agarosegehalt des Gels mrhGro3e der aufzutrennenden DNA-

Fragmente (Tab. 3-3). Je kleiner die zu trennendexgmente, umso hoéher die Agarose-
konzentration.

Agarosekonzentration | effizienter Auftrennungsbereich
(in % wiv) linearer DNA-Molekiile (in kb)

0,3 5-60

0,6 1-20

0,7 0,8-10

0,9 0,5-7

1,2 0,4-6

15 0,2-3

2 0,1-2

Tab. 3-3 Ubersicht iiber die AgarosekonzentratioAtinangigkeit von der FragmentgroRe [95]

3.1.4. Isolierung von DNA aus Agarosegelen
3.1.4.1. NucleoTrap®

Die gewinschten DNA-Fragmente wurden aus dem Aggedanit einem Skalpell unter UV-
Licht ausgeschnitten und mit deNucleoTrap®Kit nach Protokoll gereinigt. Die Elution der

DNA erfolgte mit 20-50 pl Wasser. Die erhaltene DMAirde bei 4°C (Uberhdngende Enden)
oder bei -20°C (glatte Enden) gelagert.
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3.1.4.2. Glaswolle

Sehr kleine DNA-Molekile (z.B. 70-80 bp) wurden ntitilfe von Glaswolle aus dem
Agarosegel isoliert. Diese Methode nutzt die Eigba von DNA, an vorbehandelte Glaswolle
zu binden. Dazu wurde in den Boden eines Eppi-CeipsLoch gestochen, tber das die
Glaswolle und danach das Agarosegelstick gegebetlewuDas Ganze wurde fur 30-60 min
bei -80°C eingefroren. Dann wurde das Eppi-Cup aufem weiteren Eppi sitzend fir
mindestens 10 min bei 14000 rpm (12000xg) zentiefigDas Volumen der erhaltenen DNA-
Lésung wurde mit Hilfe einer Pipette bestimmt. Amigel3end erfolgte die Zugabe des 0,375-
fachen des Gesamtvolumens einer 10 M Ammoniumatétatng. Nach dem Vortexen wurde
die DNA mit Ethanol wie unter 3.1.5.2. beschriebgefallt. Die DNA wurde am Ende in 50 pl

Wasser aufgenommen.

3.1.5. Reinigung, Entsalzung und Aufkonzentrierung von DNA
3.1.5.1. Entsalzung

Mit dem unter 3.1.4.1. beschriebenen Kit konnte D&l&kh entsalzt bzw. umgepuffert werden.
Dazu wurde nach Protokoll des Herstellers verfahisame Umpufferung war erforderlich, wenn
mehrere Reaktionsschritte in verschiedenen Puffstehrfachverdau oder vor Ligation nach
Phosphorylierung oder Dephosphorylierung) aufeisamalgten. Elution und Lagerung stimmen
mit Punkt 3.1.4.1. Uberein.

3.1.5.2. Phenol-Chloroform-Extraktion

Eine Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Besgitig von Proteinverunreinigungen aus
Nucleinséureldésungen. Dies war vor allem nach dasrdisolierung (siehe 3.1.1.) aHs coli
BL21 (DE3) [pRep4lerforderlich, da sonst ein schneller DNA-Abbawkgte. Dazu wurde zur
eluierten DNA das gleiche Volumen Phenol, gesattigtTris/HCI pH 8,0, gegeben. Es folgten
30-60 s Vortexen und Zentrifugation bei 14000 r@@000xg) fur 1 min. Dabei kam es zu einer
Phasentrennung. Es bildete sich eine untere oraniBhase, eine weil3e Interphase mit den
Proteinen und eine obere wassrige Phase, die did BiNhielt. Letztere wurde vorsichtig
abgenommen. Zur Beseitigung von Phenolresten ausvéesrigen DNA-LOsung wurde diese
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anschlieBend zwei- bis dreimal mit dem gleichenuv@n eines Chloroform-Isoamylalkohol-
Gemisches (24:1) ausgeschuttelt und zentrifugiert.

Die so gereinigte DNA wurde danach durch Ethanloif@ aufkonzentriert. Dazu wurde
zunachst das Volumen der wassrigen DNA-Losung milfe Heiner Pipette bestimmit.
Anschlie3end wurde das 0,1-fache Volumen der DNAting einer 3 M Natriumacetat- oder
das 0,375-fache Volumen einer 10 M Ammoniumacetsding sowie das 2,5-fache des
Gesamtvolumens an 96%igem Ethanol (4°C) zugegeg®mnischt und der Reaktionsansatz bei
RT fur 30-60 min inkubiert. Der nach 20-30 mindtigentrifugation (14000 rpm bzw. 12000xg,
4°C) erhaltene weil3e Niederschlag wurde anschlgkfen 500 pl 70%igem Ethanol (4°C)
gewaschen und fur 10 min wie zuvor zentrifugieracN der Trocknung des Niederschlages bei
RT wurde die DNA in 20-40 ul Wasser aufgenommen.

Als Alternative zur Phenol-Chloroform-Extraktion héit man durch die Verwendung des
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purificatidfits (nach Protokoll des Herstellers verfahren)
bereits bei der Plasmidisolierung (siehe 3.1.19Rucoli BL21 (DE3) [pRep4Egbenfalls eine
gereinigte, stabile DNA unter geringerem Zeitaufdiaieser Kit enthalt eine Alkalische

Protease, die Endonucleasen und andere Protedigedetzt durch die Zelllyse, inaktiviert.

3.1.5.3. Aufkonzentrierung von DNA-L6sungen

FUr manche Reaktionen war eine Aufkonzentrierungswger DNA-LOsungen notwendig. Dies
erfolgte in deiSpeedVabei 30-35°C und ca. 100 mbar fur 5-20 min.

3.1.6. Konzentrationsbestimmung von wassrigen DNA-LAsungen

Die Konzentration einer DNA-L6sung wurde photornsstni bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt. Aus dem Verhaltnis der OD-Werte bei 26@ 280 nm (OBsos) konnte eine
Aussage Uber eine mogliche Verunreinigung der DNA Prnoteinen getroffen werden, da die
aromatischen Aminosauren ber280 nm absorbieren. Fir eine reine DNA-LGsungt lidas
Verhaltnis ODeo2s0bei 1,8. Als eine weitere Mdglichkeit der DNA-Komteationsbestimmung
wurde die Agarosegelelektrophorese (siehe 3.1.3¢hdVergleich der Bandenintensitat mit
einem aufgetragenen Grolienmarker genutzt. Dies evuodt allem vor einer Ligation bei

Fragmenten nach einem Restriktionsverdau angewendet
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3.1.7. Restriktionsverdau von DNA

Ein typischer Verdauansatz umfasste in einem Voturen 10 pl 200-800 ng Plasmid-DNA
oder PCR-Produkt, 0,2-0,4 ul Restriktionsenzym, dgs-fache Enzymvolumen an BSA
(10 mg/ml), falls zur Stabilisierung mancher Enzyentrderlich, und den 10x Reaktionspuffer.
Der Verdauansatz wurde fir 1-2 h bei 37°C inkubi#fenn grof3ere verdaute DNA-Mengen
notwendig waren, wurde meist Uber Nacht verdautcbeine Agarosegelelektrophorese wurde
die verdaute DNA aufgetrennt. Gewlnschte DNA-Fragmevurden dann, wie unter 3.1.4.

beschrieben, aus dem Gel isoliert.

3.1.8. Glatten von uberhangenden DNA-Enden

Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | &uscoli wurde verwendet, um Uberhange an
DNA-Enden, erzeugt durch einen Restriktionsverdaerodurch PCR mit deffagDNA-
Polymerase, aufzufillen und somit glatbdut) Enden zu erzeugen. Dazu wurden 6,7-7,2 ul
DNA (0,5-1 pg) mit 0,8 U Klenowenzym, 1 ul 10x Kampuffer und 0,5 pl BSA (10 mg/ml) in
einem Volumen von 10 pl versetzt. Um vorhandenBi@rhange zu entfernen, wurde zunachst
fur 10 min bei 37°C inkubiert. Zum Auffillen von-Enden und zum Ersetzen von zuviel abge-
spaltenen Nucleotiden wurde dann 1 pl dNTP-Mix2@emM) zugegeben und der Ansatz fir
weitere 30-40 min bei 37°C inkubiert. Die Denatwrieg des Enzyms erfolgte durch

anschlieRendes Erhitzen auf 70°C fur 10 min.

3.1.9. 5°-Phosphorylierung

Zur Ligation von PCR-Produkten in einen dephosplentgn Vektor missen diese am 5-Ende
phosphoryliert sein. Mit Hilfe def4-Polynucleotidkinasé&dnnen 5 -Phosphatreste eingefihrt
werden. Dazu wurden 10 pl Klenow-Ansatz oder dasiggte PCR-Produkt nach PCR mit der
Pfu-Polymerase mit 7-10 U4-Polynucleotidkinas€PNK), 1,5 pl 10x PNK-Puffer und 1,5 pl

10 mM ATP in einem Volumen von 15 ul fir 1 h beP@7nkubiert. Danach wurde das Enzym
durch Erhitzen bei 70°C fiur 10 min inaktiviert odéer Reaktionsansatz, wie unter 3.1.5.1.

beschrieben, entsalzt.
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3.1.105"-Dephosphorylierung

Durch einen Restriktionsverdau linearisierte Plaami missen an ihren 5°-Enden
dephosphoryliert werden, um eine Religation zu welrn. Dies wird erreicht durch eine
Behandlung mit Alkalischer Phosphatase. Dazu wua@® Plasmid in einem Ansatz mit dem
doppelten Volumen der eingesetzten Plasmid-Losumglfh bei 37°C mit 1 U Alkalischer

Phosphatase in 10x Reaktionspuffer behandelt. IstAnss daran wurde die Plasmid-DNA mit

demNucleoTrapKit entsalzt (siehe 3.1.5.1.).

3.1.11. DNA-Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten (Insert) und einénearisierten Plasmidvektor wurde das
Rapid DNA LigationKit nach Herstellerangaben verwendet. In einem Ligatinsatz wurden
stets 50 ng Vektor eingesetzt. Das molare Vertgiltan Vektor zu Insert variierte zwischen 1:1
bis 1:3. Die Dauer der Ligation betrug in der Refemin bei RT.

3.1.12 Transformation voi. coli

3.1.12.1 Herstellung kompetentét. col-Zellen

Um die Bakterienzellen fur eine spatere Transfoiwnakompetent zu machen, wurde CacCl
eingesetzt.

Mit einer Dauerkultur wurden zunachst 5 ml LB-Mediwangeimpft und bei 37°C tber Nacht
unter Schutteln kultiviert. Bele. coli XL1 BlueZellen wurde Tetracyclin (10 pg/ml), bBL21
(DE3) [pRep4}zellen Kanamycin (50 pg/ml) und bddH5a-Zellen kein Antibiotikum
zugesetzt. Die Vorkultur wurde dann zu 200 ml fimm LB-Medium gegeben und bei 37°C
unter Schutteln bis zu einer @9 von 0,5-0,6 inkubiert (ca. 2-3h). Ausschliel3lichi BL21
(DE3) [pRep4}zellen erfolgte ein Antibiotika-Zusatz mit Kananmyc Die Zellen wurden
anschlieB3end fur mindestens 10 min auf Eis abgekiitd fir 10 min bei 4300 rpm (3200xg),
4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50 ml 0,1 G&CL (steril, 4°C) resuspendiert und far
weitere 20 min auf Eis gelagert. Nach erneuter ifegation wie zuvor wurde das Zellpellet in
10 ml 0,1 M CaGl20% Glycerol (steril, 4°C) resuspendiert und fi6 h auf Eis unter
gelegentlichem Schwenken inkubiert. Die Zellen veurchach Aliquotierung auf je 100 pl bei

-80°C gelagert.
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Die Kompetenz der Zellen wurde in einer Testtramsédion Uberprift. Dazu wurde 1 pl des
leeren VektorspBSKII (-) (1 ng/ul) zu einem Aliquot der hergestellten kotepéen Zellen
gegeben. Als Positivkontrolle wurde mit bereits egétten kompetenten Zellen parallel
verfahren. Das Ganze wurde dann fur 20 min auf Emijn bei 42°C und wieder fir 10 min auf
Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml frischem LB-Mad erfolgte die Inkubation der Zellen fir
mindestens 1 h bei 37°C unter Schitteln. Davon suranschlielend 110 pl auf eine Agar-
platte OH5a und XL1: Ampicillin, BL21 (DE3) [pRep4] Ampicillin/Kanamycin) ausgestrichen
und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Wenn am nachMengen mindestens 150 Klone auf der
Platte gewachsen waren, konnten die hergesteltterp&tenten Zellen fir eine Transformation

verwendet werden.

3.1.12.2.Standardtransformation vdh coliZellen

Zur Transformation wurde der Ligationsansatz (si@liell.) mit 10 pl 10x CM-Puffer versetzt

und mit Wasser auf 100 pl aufgefillt. Dies wurdenkdett auf 100 pl auf Eis leicht angetaute
kompetenteE. coliZellen gegeben und kurz gemischt. Es folgte em@bation des Ansatzes

fur 20 min auf Eis, 1 min bei 42°C und fur weitdf@ min auf Eis. AnschlielRend wurden 500 pl
frisches LB-Medium zugegeben und die Zellen firdestens 75 min bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. Von diesen wurden 100-250 ul auf eineaddptte, das entsprechende Antibiotikum
zur Selektion enthaltend, ausgestrichen und Ulaeht\oei 37°C inkubiert.

Bei einer Retransformation eines Plasmid&ircol-Zellen wurde 1 pl der DNA-LAsung (nach

Plasmidisolierung, siehe 3.1.1.) auf 100 pl kompieteZellen gegeben und wie oben

beschrieben, weiter verfahren.

3.1.12.3 E. coli-Dauerkulturen

Zur Lagerung wichtiger Einzelklone wurden Daueritdn angelegt. Dazu wurden 5 ml LB-
Medium, mit den entsprechenden Antibiotika versetit einem Einzelklon angeimpft und tber
Nacht bei 37°C kultiviert. 1,5-3 ml der UbernacHtbkn wurden am nachsten Tag ab-
zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde dami@50 ul frischem LB-Medium resuspendiert
und zur Lagerung bei -80°C mit 250 pl 87 % Glycdstéril) versetzt.
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3.1.12.4 Blau-Weil3-Screen

Zur Unterscheidung der Bakterienzellen mit rekondstem pBSKII (-} Vektor von jenen mit

religiertem Vektor wurde ein Blau-Weil3-Screen dgediihrt. Dafir wurden transformierte
E. coli XL1 BlueZellen nach ihrer Kultivierung (37°C, ca. 75 maJf eine Agarplatte mit 40 pul
2% X-Gal und 40 pl 0,2 M IPTG ausgestrichen. Naicterelnkubation bei 37°C Uber Nacht
erschienen die Klone mit Insert weil3 und diejenigkene Insert blau.

3.1.13.DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach dem Didesoxy-\fega nach Sanger durchgefiihrt [96].
Dazu fand deffThermo Sequenase Primer Cycle Sequenciny&itvendung. Dieser Kit enthielt
vier Reaktionslosungen mit je einem ddNTP, den dlNiTPs, derThermo Sequenase DNA-
Polymerase Reaktionspuffer mit MgGlund Pyrophosphatase. Jeweils 2 pl jeder der vier
Reaktionslésungen wurden mit 3 pl des folgendeneBlermischt:

* DNA nach Plasmidisolierung (1,5-4 pg DNA aHs coli XL1 Blue 2-7 pg DNA aus

E. coliBL21 (DES3) [pRep4)]

e 1 bzw. 1,3 ul Sequenzierprimer (5°-IRD 800-marki2rbzw. 4 uM bei T7, siehe 2.4.2.)

0,7 uIDMSO

* Wasser ad 13 bzw. 17 ul
Jeder Reaktionsansatz wurde anschlielend mit jemeifiropfenChill-Out 14 Liquid Wax
Uberschichtet und kurz zentrifugiert. Die Reaktwarde dann auf dem TRIO-Thermoblock

Thermocycleunter dem in Tab. 3-4 angegebenen Programm tgstar

Temperatur Dauer Zyklen Phase

95°C 2 min initiale Denaturierung
95°C 20s Denaturierung

56°C 20's 20-25 Annealing

72°C 30s Elongation

4°C Pause Kihlen

Tab. 3-4 PCR-Programm fiir die DNA-Sequenzierung

Nach Ende der Reaktion wurden zu jedem AnsatzFoprhamid-Stopppuffer gegeben und kurz

zentrifugiert. Auf ein 6% Polyacrylamidgel mit 7 Marnstoff wurden dann von jeder Probe

1-1,2 ul aufgetragen. Die elektrophoretische Auitteng imLI-COR-Sequenator erfolgte bei

50°C, 50 W, einer maximalen Spannung von 1500 V einér Stromstarke von 37 mA. Das
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erhaltene Sequenzierergebnis wurde mit BaselmagIR version 4.0und der DNA-Star

Software ausgewertet.

3.2. Proteinchemische Methoden

3.2.1. Proteinexpression iR. coli

Alle klonierten Konstrukte wurden irE. coli BL21 (DE3) [pRep4]exprimiert. Fur die
Expression wurde eine Vorkultur von 50-150 ml LB-den mit 50 pg/ml Kanamycin und 100
pag/ml Ampicillin versetzt. Mit der entsprechendeau@rkultur angeimpft, wurde die Vorkultur
Uber Nacht bei 30°C oder 37°C unter Schitteln \eiti. Von der gewachsenen Vorkultur
wurden dann 1-14 ml in jeweils 200 ml vorgewarmias wie oben mit Antibiotika versetztes
LB-Medium utberimpft. Bei 30°C unter Schitteln (26@m) wurden die Hauptkulturen bis zu
einer OQpo von 0,4-0,5 inkubiert. Bei dieser @9 wurde die gewtlnschte Expressions-
temperatur eingestellt. Nach Erreichen einergs§@Don 0,5-0,6 wurde mit 100-400 uM IPTG
induziert. Ebenso wurde, aulR3er bei Konstrukten oGgaBl AC, jeweils 1 ml 2 M MgGl
zugegeben. Bei einer Expressionstemperatur von ggftlgte die Expression Uber Nacht (12-
20 h) und bei 24°C fir 5-7 h.

3.2.2. Zellernte

Zur Ernte wurden die Zellen fur 10 min bei 5000 r@h00xg) und 4°C zentrifugiert. Die Pellets

von je 800 ml Zellkultur wurden in 50 ml Pelletwhpaffer auf Eis resuspendiert und fir 20 min
bei 5000 rpm (4300xg) und 4°C zentrifugiert. Dieedtande wurden verworfen und die Pellets
bei -80°C gelagert oder sofort lysiert.

3.2.3. Zelllyse

Das Zellpellet wurde in 25-30 ml Zelllysepuffer entVortexen resuspendiert. Bei manchen
Konstrukten wurden dem Puff@omplete EDTA-fre@roteaseinhibitor-Tabletten zugesetzt. Die
resuspendierten Zellen wurden in zwei DurchgangénHiife der French Pressbei einem
Druck von ca. 1000 psi lysiert. Anschlielend etiolgzur Abtrennung unléslicher
Zellbestandteile eine Zentrifugation fur 45-60 nfai 18500 rpm (41300xg) und 4°C. Der
Uberstand, der alle loslichen Proteine enthieltrdeuin ein Falcon uberfiihrt und weiter

aufgereinigt. 100 pl des Uberstandes wurden alePfor die SDS-PAGE aufbewahrt. Vom
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Zellpellet wurde ebenfalls fur die Analyse auf d8MDS-Gel eine Spatelspitze abgenommen und

in 1 ml H,O resuspendiert. Diese Proben wurden bei -20°Qygdla

3.2.4. Proteinreinigung
3.2.4.1. Reinigung mit Nf*-IDA

Hauptsachlich erfolgte die Proteinreinigung in die8rbeit mit Nf*-IDA. Diese ist Bestandteil
einer Matrix, in der Ni* an den Chelatliganden Iminodiacetat (IDA) gebunidenUber die drei
freien Koordinationsstellen des®Nkonnen Proteine tber ihren His-Tag am N-oder Grliaus
selektiv gebunden werden. Dieses Prinzip wird fiér Aufreinigung von Proteinen mit einem
His-Tag durch die immobilisierte MetallaffinitatscmatographielMAC) genutzt. Damit wird
die Abtrennung unerwiinschter Proteine, welche kektis-Tag besitzen, ermdglicht.
Durch die Verwendung der Expressionsvektqg®SET Aund pET16b-MCS-pQE6€&ugen die
exprimierten Proteine an ihrem N- bzw. C-Terminusee Hig-Tag. Mit diesem war eine
Reinigung der gewiinschten Proteine durch Metafiaéfischromatographie mit NiDA
maoglich. Dazu wurde der Uberstand nach der Zell{géehe 3.2.3.) mit 250 pl déxofinity™
IMAC Ni-charged Resin(Ni**-IDA) versetzt. Zuvor wurde das Nickelmaterial 507 pl
Zelllysepuffer (mit 15 oder 25 mM Imidazol) vorabriert, um die unspezifische Bindung von
E. coli-Proteinen im Uberstand an das Nickelmaterial ziuzeeren bzw. zu verhindern. Aus
diesem Grund enthielt fir die Nickelbindung auchr tiberstand nach Zelllyse durch den
Zelllysepuffer 15 bzw. 25 mM Imidazol. Nach der abg des Nickelmaterials zum Uberstand
erfolgte eine Inkubation fir 2-4 h auf Eis unteh&iteln. Danach wurde das Nickelmaterial mit
den gebundenen Proteinen fir 5 min bei 2500 rpn®0¥d) und 4°C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieRend bei Konstrukten fer Kiistallisation erneut in ein bis drei
Durchgdngen mit Ni-IDA fur 2-4 h oder tber Nacht inkubiert. Vom Ubgrsd nach der
Zentrifugation wurden 100 pl zur Analyse mittelsSBAGE bei -20°C aufbewahrt. Das Pellet
aus Nickelmaterial und gebundenen Proteinen wunfleine Saule ded/izard® Plus Minipreps
DNA PurificationKits mit aufgeschraubter 10 ml-Spritze gegebennd2a folgten mehrere
Waschschritte mit verschiedenen Waschpuffern nigtaigender Imidazolkonzentration:

e 2x 6 ml Waschpuffer A

e 2x 4 ml Waschpuffer B

e 2x 4 ml Waschpuffer C

e 1x 300 pul (oder 2x 500 ul bei Proteinen fur diegtallisation) Elutionspuffer
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Die Eluate wurden nochmals Uber die Séule gegeben,eine hohere Proteinausbeute zu
erreichen. Die gereinigten Proteinlosungen wurdeweder zur Lagerung bei -20°C direkt mit
Glycerol ad 35% versetzt oder dialysiert (siehe53)2

3.2.4.2. Reinigung mit Ni'-NTA

Einige Konstrukte (siehe 3.5.2.1 und 3.5.2.2.) wardu Beginn dieser Arbeit mNi**-NTA-
Agarose aufgereinigt. Diese enthalt Nitrilotriacetat, weés Uber komplex gebundenes®Ni
ebenfalls Proteine mit einem His-Tag binden kana: Bindung wurde der Uberstand nach
Zelllyse (Zelllysepuffer mit 15 mM Imidazol) mit D0pl N#*-NTA-Agarose (in 900 pl
Zelllysepuffer voraquilibriert) fir 2-4 h wie unt&:2.4.1. inkubiert, zentrifugiert, gereinigt und
anschliel3end dialysiert. Allerdings wurden hierenredVaschpuffer verwendet:

* 2x 3 ml Zelllysepuffer (35 mM Imidazol)

e 2x 4 ml Waschpuffer A (70 mM Imidazol)

e 2x 3 ml Waschpuffer C (70 mM Imidazol)

e 1x 300 pul Elutionspuffer

3.2.5. Dialyse

Um vorhandenes Imidazol zu entfernen oder um enodisténdigen Pufferwechsel zu erreichen,
wurde das gereinigte Protein (0,3-4 ml) in eineralyBieschlauchISKING dialysis tubing 8/32
oder27/32 bei 4°C in 300-500 ml Dialysepuffer fir mindestehh dialysiert. Dabei wurde der
Puffer nach 1 h erneuert. Erfolgte die Dialyse UMacht, so wurde ein Volumen von 0,8-1 |
verwendet. Proteine fur den Adenylatcyclasetesthési3.3.) wurden sofort nach der Reinigung
in Dialysepuffer A und Proteine fir die Kristalligan (siehe 3.4.) in Dialysepuffer B oder C

dialysiert.

3.2.6. Aufkonzentrieren

Nach der Dialyse wurden die Proteine zur Kristatisn je nach Proteinvolumen in
verschiedenen Filtersystemen aufkonzentriert. Dahete nach Herstellerangaben verfahren.
Volumina von 50-500 pl wurden IlNANOSEP 10k OMEGAoder ULTRAFREE-0.5-
Proteinkonzentratoren bei 10000-11000 rpkuKlzentrifuge 5402, Eppendprfund 4°C

zentrifugiert. Das Aufkonzentrieren von 2-15 ml feinldésungen erfolgte iVivaspin 2 oder
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Amicon Ultra-15Konzentratorerurch Zentrifugation bei 4200 rpriviegafuge 1.0 R, Heraeus
und 4°C bis zum gewunschten Volumen bzw. KonzentratZu Beginn wurde die
Filtermembran immer mit Dialysepuffer gewaschenydoedas Protein in den Konzentrator

gegeben wurde.

3.2.7. Bradford-Test

Zur Bestimmung der Konzentration einer Proteinl@soach dem Prinzip von M. Bradford [97]
wurde dasBIO-RAD Protein AssalReagenz verwendet. 0,5-30 pl einer Proteinlésungien
mit Wasser auf ein Volumen von 800 pl gebracht andchlieend mit 200 BIO-RAD
Reagenz versetzt. Nach dem Vortexen wurde der Arfséat5 min inkubiert. Es folgte eine
Vermessung der Losungen Rei595 nm. Zur Erstellung einer Kalibriergeraden veurd\nsatze
mit 0, 2, 4, 6, 8, 10 und 12 ug BSA vermessen.

3.2.8. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinechniarem Molekulargewicht und anhand
dessen auch dem Nachweis und der Identifizierumgeter Proteine. Hier wurde das
diskontinuierliche System nach Laemmli [98] mit enm Tris/HCI-Tris/Glycin-Puffersystem
verwendet. Zunachst wurde das Polyacrylamidgel nddcb. 3-5 in einer Hoefer

GelgieRapparatur gegossen:

Trenngel pH 8,8 Sammelgel pH 6,8

75% 125% 15,0% 4,5%
Trenngelpuffer 3 mi 3 mi 3 mi -
Sammelgelpuffer - - - 1ml
H,O 6 ml 4 mi 3ml 2,4 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1), 30% 3ml 5mi 6 mi 0,6 mi
TEMED 10 pl 10 pl 10 ul 10 pl
APS (10%) 80 ul 80 pl 80 ul 50 pl

Tab. 3-5 Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele

Die angegebenen Mengen sind fir zwei Gele ausmich#&e nach Molekulargewicht der zu
trennenden Proteine wurden 7,5-15 % Trenngele sétge

Die Proteinproben (10-15 pl) wurden mit 5 pl 4x SB®benpuffer versetzt, bei 95°C fir 5 min
denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Wenn mictiers angegeben, wurden immer 2 pg des
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gereinigten Proteins, vom Uberstand nach Zelllyse Zentrifugation bzw. nach Nickelbindung
3 ng und vom Zellpellet 8 pg aufgetragen. Die Etghkhorese erfolgte in 1MoeferLaufpuffer

in einerHoeferVertikalelektrophoresekammer bei 200-240 V und3ROnA/Gel. Danach wurde
das Gel entweder flr einen Western Blot weitervaoee oder in einer Coomassie-Farbeldsung
angefarbt. Nach der Entfarbung in einer Entfarb@éstng und anschlielend in Wasser wurde
das Gel mit Hilfe deBiocapt Softwarelokumentiert.

Zur Bestimmung der Grol3e der aufgetrennten Proteurden 5-6 pl Protein-Marker (Tab. 3-6)

mit auf das Gel aufgetragen.

Protein Herkunft Molekulargewicht [KDA]
B-Galaktosidase E. coli 116,0

BSA Rinderserum 66,2
Ovalbumin Huhnereiweil3 45,0
Laktat-Dehydrogenase Schweinemuskel 35,0

RE Bs98lI E. coli 25,0
B-Laktoglobulin Kuhmilch 18,4
Lysozym Huhnereiweil3 14,4

Tab. 3-6 Zusammensetzung des Protein-Markers

3.2.9. Western Blot

Zum gezielten Nachweis von Proteinen mittels spgeher Antikorper wurde der Western Blot
eingesetzt. Bei diesem Verfahren wurden die Preteom Polyacrylamidgel nach SDS-PAGE
durch Semi-DryElektrotransfer nach Towbin [99] auf eine PVDF-Mman Ubertragen. Zu
Beginn wurde die PVDF-Membran (5,5 cm x 8,5 cm)XQrmin in Methanol, 10 min in Wasser
und fur weitere 10-15 min zusammen mit dem Polyaamdgel inTowbinTransferpuffer unter
leichtem Schutteln voraquilibriert. Ebenso wurdenhs StiickWVhatmanrPapier (je 6 cm x 9 cm)
in TowbinTransferpuffer getrankt. Zum eigentlichen Blotigarden auf die Anodenplatte drei
LagenWhatmarPapier, die Membran, das Gel und abschliel3endewridcki LagenVhatman
Papier Ubereinander geschichtet. Nach AuflegenmidePuffer angefeuchteten Kathodenplatte
wurde der Blotvorgang (20 V, 200 mA pro Gel, 3 lestartet. Nach dem Blotten wurden die
Ubertragenen Banden des Proteinmarkers mit Bleisi#rkiert. Danach wurde die Membran
zunachst fur 30 min oder Uber Nacht in M-TBS-T ur@ehutteln inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Nach zweimaligem tMas fir je 2 min in TBS-T erfolgte die
Bindung des primaren AntikorperpET16b-MCS-pQEGQTetra-His-AK pREST ARGS-Hig-
AK) fur etwa 1 h bei RT unter standigem Schuttelnsditiel3end wurde die Membran einmal
fur 15 min und zweimal fur je 5 min in TBS-T gewhsa. Die Membran wurde dann fir etwa
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1 h mit dem sekundaren Antikorper unter Schittekubiert und wieder wie zuvor gewaschen.
Zur Detektion des Protein-Antikorperkomplexes wurdas ECL Plus Western Blotting

DetectionReagenz verwendet. Dabei wurde nach Herstellebemgaerfahren. Das entstandene
Chemilumineszenzsignal wurde durch Auflegen (2ss5bimin) und anschliel3ende Entwicklung

eines FilmsKyperfilm ECL)sichtbar gemacht und fixiert.

3.2.10.Cross-Linking

Mit Hilfe des Cross-Linkings laRt sich die Wechsekung von Proteinuntereinheiten
untersuchen und gegebenenfalls die QuartarstricmrProteinen bestimmen. Dazu setzt man
Cross-Linking-Reagenzien wie Glutaraldehyd ein.sDieagiert spezifisch mit der Aminogruppe
von Lysin unter Bildung einer Schiffschen Base Wkahn so miteinander wechselwirkende
Proteinuntereinheiten kovalent verkntpfen [100,]101

Das gereinigte Protein wurde zunachst in Crossihgeuffer tber Nacht bei 4°C dialysiert
(siehe 3.2.5.), um enthaltenes Tris/HCI kompletteniifernen. Dies wirkt hemmend auf die
Cross-Linking-Reaktion. Ein Reaktionsansatz enthi¢d pul 56 mM Glutaraldehyd sowie 0,2-
0,8 ug Protein, mit oder ohne Zusatz von 1 mM cAdtler cGMP. Mit Cross-Linking-Puffer
wurde auf ein Volumen von 15 ul aufgefillt. Nackubation des Ansatzes fir 30 min bei RT
wurde die Reaktion mit 5 pl 4x SDS-Probenpuffertgest. AnschlielRend wurde das Reaktions-
ergebnis mit Hilfe einer SDS-PAGE (siehe 3.2.8.4 wrines Western Blots (siehe 3.2.9.)
analysiert. Als Kontrolle wurde unbehandeltes HRrotesowie zur Bestimmung des
Molekulargewichtes Markerproteine [siehe Tab. 3<@talase (240 kDa, 2 pg), Aldolase (158
kDa, 2 ug)] aufgetragen.

3.2.11 Gelfiltrationschromatographie
Die Gelfiltrationschromatographie wurde genutzt, di@ Reinheit und die Quartarstruktur der

Proteine fur die Kristallisation zu analysiereneAuftrennung der Proteine erfolgte Gber eine
Superdex 200 (16/6@aule (Tab. 3-7) an ein&KTA-Anlage mit Laufpuffer fir Superdex 200.
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Saulendaten
Saulenmaterial | Dextran an kovalent gebundener Agaro
Partikelgrofe 34 um
Saulenvolumen| 120-124 ml
Flussrate 0,3-1,6 ml/min
Probenvolumen| 0,6-4,8 ml
Tab. 3-7 Saulendaten der Superdex 200 (16/60)

Vom konzentrierten Protein wurden 0,5-1 ml auf 8igule aufgetragen. Die Fraktionsgrof3e
betrug 0,25-1 ml und die Flussrate 1 ml/min. Zutilltéerung der Saule wurden verschiedene
Markerproteine (2 mg/ml) Uber die Saule aufgetre®8A, Phosphorylase b, Ovalbumin und

Aldolase.
3.2.12Verdau mit der TEV-Protease

Zur Abspaltung des C-terminalen EkliBags des Kiristallisationskonstrukts PDE10Al1 V63
GAFA/B TEV (siehe 3.5.4.3.) wurde eine TEV-Proteasenvendet. Dazu wurde zwischen dem
Ende der PDE10 GAFB-Sequenz und demesHimg die Erkennungssequenz ENLYFQG der
TEV-Protease kloniert. Diese Protease spaltet heisclutamin und Glycin [102-104].

Es wurde mit Hilfe der AcCTEV-Protease von Invitragein Protokoll fir die Anwendung einer
in unserem Labor von Ursula Kurz exprimierten umdegnigten stabilen S219V-Mutante der
TEV-Protease entwickelt. Durch die eingefiihrte Miotawird verhindert, dass sich die TEV
selbst spaltet und inaktiviert [105]. FUr einen déar mit der S219V-TEV-Protease wurden pro
50 ug gereinigtem und in Dialysepuffer C pH 9 dsaytem Protein 4-5 pug Protease eingesetzt.
Der Verdau erfolgte in 1x TEV-Puffer sowie mit 1 mBITT Uber Nacht bei 4°C. Zur
Abtrennung von EDTA und DTT erfolgte anschlieRenmtkeDialyse in Dialysepuffer C pH 8,5
(siehe 3.2.5.). Da die TEV-Protease einen His-Tesjttt, wurde diese dann mit 0,25-1 mfNi
IDA/8 ml Dialysat (zwei- bis dreimal fur 2-4 h odéber Nacht) vom Protein abgetrennt. Das
verdaute Protein wurde nach Dialyse in Dialysepu@epH 8,5 und Aufkonzentrieren (siehe
3.2.6.) fur die Kristallisation (siehe 3.4.) vervden.
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3.3. Adenylatcyclasetest

Die Adenylatcyclaseaktivitat wurde nach dem Verésmhwon Salomon et al. bestimmt [106].
Dazu wurde der Umsatz des Substratd’P]-ATP zu radioaktiv markiertem cAMP durch das
Enzym gemessen. Dies erfolgte nach chromatograpdrisgbtrennung von nicht umgesetztem
Substrat tiber zwei Saulen. Als interner Standandiev{2,8°H]-cAMP verwendet.
Jeder Test wurde als Zweifachmessung durchgeftdmt. Testansatz von 100 pl beinhaltete
40 pl AC-Cocktail, Wasser ad 100 pl, Zuséatze w2 ZAMP oder cGMP, 10 pul Proteinlésung
und 10 pl 750 pM d-**P]-ATP (bei Kinetik verschiedene KonzentrationeAC-Cocktail,
Zusatze und Wasser wurden vorgelegt und gemisath NProteinzugabe wurden die Ansatze
fur 10 min auf Eis vorinkubiert. Danach erfolgtee dugabe von je 10 pbf**P]-ATP. Nach
kurzem Vortexen wurde fiir 10 min bei 37°C unter @t#n inkubiert. Die Reaktion wurde dann
auf Eis mit 150 pl AC-Stopp beendet. Damit keineghotie allosterische Aktivierung erfolgt,
wurden je 10 pl [2,8H]-cAMP erst nach dem Test zugesetzt. Nach Zugaire #50 pl HO
wurden die Proben UbebDowexSaulen (mit 1,2 gDowex-50WX¥% gegeben. Nach dem
Einsickern der Proben wurde je nach Elutionspraddit Saulen mit 3-4 ml Wasser gewaschen.
Anschlie3end wurde mit 5 ml Wasser #@lbx-Saulen (mit 1 Al,O3 90 aktiv, neutrgl eluiert.
Die Elution des gebundenen radioaktiven cAMP et®lgit 4,5 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,5 in
mit 4 ml SzintillatorUltima Gold XRgefullten Szintillationsvials. Diese wurden naath&teln
im Liquid Szintillation Counteausgezahlt.
Zur Bestimmung des Saulenhintergrunds wurden zwabdh ohne Protein angesetzt (Blank).
Ebenso wurde zur Messung der eingesetzten MengéB,&H]-cAMP und [u->*P]-ATP ein
3H- und ein®*P-Total mit 4 ml Szintillator und 4,5 ml 0,1 M TH4CI pH 7,5 ausgezéhlt.
Zur Regeneration wurden die Saulen wie folgt gehvassc

* Dowex: 5ml 2 N HCI, 10 ml Wasser, 5 ml Wasser

e« Alox: 2x 4,5ml 0,1 M Tris/HCl pH 7,5

Die Berechnung der Enzymaktivitat A erfolgte naclyénder Formel:

cpm [azp]Tola cpm [3H] Probe — 3% FZP]Prob( tInkubatior [min] - Protein [Hg]

A [__Pmol[cAMP] )} cpm [*Pleron — cPm FPlaiank cpm PHro _ ATP [uM] - 16
mg [Protein] - min
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3.4. Kristallisation

Die Proteinkristallisation erfolgte nach der hampdrop-Methode (Abb. 3-1).

1l Protein + 1pl Reservoirlésung

/

Reservoir

Abb. 3-1 Prinzip der hanging drop-Methode

In VDX 24-well Kristallisationsplatten wurden 500 des jeweiligen Kristallisationspuffers
(Reservoir) vorgelegt. Davon wurde 1 pl entnommed auf einem Deckglas mit 1 pl Protein
(2-16 pg/ul) vermischt. In manchen Féllen war diet&éinlésung mit 2-5 mM cAMP versetzt.
Das Deckglas wurde dann umgekehrt auf das Resegetegt und luftdicht verschlossen. Die
Platten wurden erschutterungsfrei bei 4, 12 odéCl@elagert und unter dem Lichtmikroskop

Axioskop 4Gausgewertet. Entstandene Kristalle wurden fotdgsap festgehalten.

3.5. Klonierungen

In den gezeichneten Konstrukten sind die N-Terrheligrau, die GAF-Domanen schwarz und
die katalytischen Domé&nen dunkelgrau dargestelle Aeile der PDE10 sind jeweils einfarbig
ohne Schraffur, die der CyaB1l mit Schraffur und dex PDE5 gepunktet gezeichnet. Die
klonierten Endkonstrukte sind durch einen Rahmervdngehoben. Die Nummerierung der
mutierten ASn bezieht sich auf die humane PDE10AL.

Durch die letzte Klonierung in die entsprechendgprE&ssionsvektoren wurden die exprimierten
Proteine mit einem HisTag versehen. Bei Verwendung des Expressions\ssRBET Arugen
die Proteine N-terminal die AS-Sequenz MRG3(Beim VektorpET16b-MCS-pQE6@urden
C-terminal sechs Histidine angehangt.

Die meisten Konstrukte wurden i coli XL1 BlueoderDH50 (Konstrukt 3.5.4.3.) kloniert und
anschlieBend ii. coliBL21 (DE3) [pRep4}ransformiert. Manche wurden auch direkEincoli
BL21 (DE3) [pRep4}ransformiert.

Einige Konstrukte wurden von Anita Schultz, Dr.tM&ber oder Ursula Kurz kloniert.
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3.5.1. Ausgangsklone

Die folgenden vier Ausgangskonstrukte stammen vDn: Quintini, ALTANA Pharma,
Konstanz (Gen fur hPDE10A), Anita Schultz (CyaBlAKtyukt), Dr. Jost Weber (PDE10Al
D87 GAF-A/B) und Dr. Sandra Bruder (PDE5 GAF-CyaRC) [107]. Der Originalklon mit
dem Gen fir CyaB1 (DDBJ/EMBL/GenBank accession D®9623; siehe Anhang B-4) wurde

von Prof. Ohmori aus Tokio zur Verfligung gestéi ]|
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3.5.2. PDE1
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3.5.2.2. PDE10 D397A GAF-CyaB1 AC
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3.5.2.3. PDE10 NKFDE GAF-CyaB1 AC
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EcoRV
Stop

Sphl (1074)
Mfel

Nhel (-71)
BamHI (-5)
Kpnl (162)
Xhol (574)
BStAPI (643)
Stul (689)
Xhal (1156)

N
N

pRSET A B N
PDE10 PDE10 GAF-A und -B Q CyaB1 PAS- und katalytische Doméane % §
N-Term. = oy
7 ZE
n'x
Verdau mit Stul und Spel (=Insert) PDE10 GAF-CyaB1 AC
Einbau in PDE10 NKFDE GAF-A-D397A in pRSET A
GAF-B-CyaB1 AC in pRSET A, mit
Stul/Spel geschnitten (=Vektor)
5] -TE— IS 3 E = 5 T g 2 =
o S35 Q 2
£ & £33 B OBE 2 g g3
pRSET A L 2 L
*e
ZDTElO PDE10 GAF-A und -B CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
-Term.

PDE10 NKFDE GAF-CyaB1 AC
in pRSET A

3.5.2.4. PDE10 NKFDE GAF-A D397A GAF-B-CyaB1 AC

) —
) T35 2
- © N =8 )
= = 0 =0 4 = >
T = = % g = =T x =%
£ s S 23 < c o o =
25 & 2 &3 5 g5 ¢ ; CEy
T3 | L
pBSKIl () — ‘
% N-Term. PDE10 GAF-A und -B 3 CyaB1 PAS- und katalytische Doméane % g
N
PCR D397A \T.:
Q.
2]

mit den Primern XhoBstAPI (s) und
XhoBstAPI (as); Uberlappen gegenseitig
und dienen so als Template: PDE10 D397A GAF-

CyaB1 AC in pBSKIlI (-)

5%
o
X s
- i s
PCR-Produkt c_ %5
NKFDE 88 %8 Verdau mit BstAPI und Spel
oy (=Insert)
T7 | T3 o
> PBSKII) (el |_ Ligation
Einbau in dephosph. EcoRV- :;;'J'

geschnittenen pBSKII (-)

Sequenzierung
Selektion der gewiinschten Orientierung Verdau mit BstAPI und
Spel (=Vektor)

Ligation, Sequenzierung




Methoden

o =
= ° -
23 s g2
X m I =

pBSKII(-)
D397A
~—_
Verdau mit Xhol und Spel
Einbau in PDE10 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A, mit Xhol/Spel
geschnitten
I [ = z
= = ] = T 3 x 2 5
£ & g3z 5 B ¢ 8 £F
pRSET A |
Z'?I_Elo PDE10 GAF-A und -B D397A CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
-Term.

PDE10 NKFDE GAF-A D397A GAF-B-CyaB1 AC

NN

in pRSET A
3.5.2.5. PDE10A1 GAF-CyaB1 AC
- _ _ g 5
g 8 3 5 g
- = = et o T
pCR2.1 Topo : :
iN-Term. PDE10 GAF-A und -B PDE10 Katalytische Doma
H i atalytischne bomane hPDE10A
— -«
PDE10AL BamHI (s) PDE10 Sall (as) (Template)
l PCR
I -
& g 5
o < %2}
| —— 5 CR-Produkt
PDE10A1 PDE10 GAF-A/B
N-Term
-~ © N = - ¥ g N
3 E = 3 = = T 3 g 8%
£ & % 2 5 B & 8 o2&

RSET A

p

PDE10 PDE10 GAF-Aund -B CyaB1 PAS- und katalytische Doméne

N-Term.

Sall (1231)

PDE10 GAF-CyaB1 AC
Verdau mit BamHI und Apal in pRSET A

Ligation mit PCR-Produkt, mit
BamHlI/Apal geschnitten

BamHI
pal
Sphl
Hindlll
Mfel
EcoRV
Stop
Spel

:

PRSET A

PDE10Al PDE10 GAF-A und -B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméane
N-Term.

Nhel
A
Stul

—Kpnl

PDE10Al GAF-CyaB1 AC
in pRSET A




Methoden

3.5.2.6. PDE10A2 GAF-CyaB1 AC

I~ <
N & = N b}
- 5 g
-~ = = = o T
pCR2.1 Topo §
iN-Term. PDE10 GAF-A und -B PDE10 Katalytische Doméane
I P hPDE10A
PDE10A2 BamHI (s) PDE10 Sall (as) (Template)
l PCR
I — —
£ 4 s 3
[s4] < 2] (%]
M PCR-Produkt
PDE10A2 PDE10 GAF-A/B
N-Term. -
~ & = —~ _ < & &
72 0§ 8 g § 3. . g
~ T ~ ~ L ~ ~ = ~
3 E T 3 3 T gE B % g3
$: &8 % 3 5 ££ £ g 5
A7 4777727727727727777 772777777727777777/777/7777777 4%

—K

pRSET A

PDE10 PDE10 GAF-Aund -B ﬁ CyaB1 PAS- und katalytische Doméane
N-Term =
ﬁ PDE10 GAF-CyaB1 AC

Verdau mit BamHI und Sphl in pRSET A

Ligation mit PCR-Produkt, mit
BamHI/Sphl geschnitten

- . P g o3
[7] c [ = < o Q [
z & < < & & £ £ i 25
pRSET A
PDE10A2 PDE10 GAF-Aund -B I % CyaB1 PAS- und katalytische Doméane
N-Term.
h bei Stell bstitution! Mutation! PDE10A2 GAF-CyaB1 AC
Achtung: bei Stelle 889 Substitution! in pRSET A

Reparatur durch Umklonieren des vorderen
nichtmutierten Abschnitts (BamHI/Apal)

Verdau mit BamHI und Apal

Ligation mit PDE10 GAF-CyaB1 AC in
pRSET A, mit BamHI/Apal geschnitten

— = >
- I — — - 3 = x —
T £ c < S = ° T S og
g & B z 5 £E g 8 g2
pRSET A
PDE10A2 PDE10 GAF-Aund -B E CyaB1 PAS- und katalytische Domane
N-Term.

PDE10A2 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A
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3.5.2.7. PDE10A1 V63 GAF-CyaB1 AC

Kpnl (162)

(181)

Sphl (1074)
EcoRI (2017)

Apal (395)
Stul (689)
(1242)

pCR2.1 Topo
PDE10 Katalytische Doméne

Stop

N-Term. § PDE10 GAF-A und -B
: u i hPDE10A
— -
PDE10 V63 BamHiI (s) PDE10 Sall (as) (Template)
PCR
:TE: —
< =
a & 8
|ﬁ PCR-Produkt
—
PDE10A1 PDE10 GAF-A/B
N-Term.
-5 o = = g @ ~
a2 g o ) 5 9 2
T < e g 2 2= > s
T E H K| 5 £ 92 3 S g3
£z & & 3 5 #: £ g g
Z

—K|
NN

pRSET A

PDE10 PDE10 GAF-A und -B
N-Term.

sall (1231)

Verdau mit BamHI und Sphl

Ligation mit PCR-Produkt, mit
BamHI/Sphl geschnitten

EcoRV

?9

Hindlll

—|—|| W 777724777772 77477222
pRSET A

PDE10A1 PDE10 GAF-Aund -B
N-Term.

Nhel
BamHI
Kpnl
Apal
Stul
Sphl

h772272247777777777777777777777277 4777777777777/ 77777777777

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

PDE10 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A

Stop
= Spel

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

PDE10Al V63 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A
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3.5.2.8. PDE10A1 G73 GAF-CyaB1 AC

5 5
g 2 g 5 &
2 3 2 S g
=5 = = = 8 z
S 3 T = = < o =3
S 3 Q 2 S N 9 )
x 2 < 7] 7] s} i] 2]

pCR2.1 Topo

N-Term. PDE10 GAF-A und -B PDE10 Katalytische Doméne hPDE10A
PDE10 G73 BamHiI (s) PDE10 Sall (as) (Template)
PCR
I _
g 5 =
aQ @ Einbau in dephosphor. EcoRV-

PCR-Produkt ——— geschnittenen pBSKII (-)
Sequenzierung

|

PDE10 GAF-A/B

Sphl (1074)
EcoRV

Stop

Spel (2685)

Nhel (-71)
BamHl (-5)
Mfel

L Xtal (1156)
Hindlll

N

—— Kpnl (162)
Apal (395)
Stul (689)

—

pRSET A

PDE10 PDE10 GAF-Aund -B § CyaB1 PAS- und katalytische Doméane
N-Term =
% PDE10 GAF-CyaB1 AC

Verdau mit BamHI und Sphl !
in pRSET A

Ligation mit PCR-Produkt, mit
BamHI/Sphl aus pBSKII (-)
ausgeschnitten

Hindlll

Mfel

EcoRV
Stop
Spel

?

pRSET A

PDE10 GAF-A und -B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

Nhel
BamHI
Apal
Stul
Sphl

R

PDE10Al G73 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A
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3.5.2.9. PDE10A1 D87 GAF-CyaB1 AC

- N
8 & X 3
& ~

9 3 ] 3 8
o e e S 8 z
cd = = = < aQ
5% g ] & 8 5

-t Q = 8 5} S
X < 0 n = w n

pCR2.1 Topo | h
N-Term PDE10 GAF-A und -B H PDE10 Katalytische Doméne

R o Y hPDEL0A

PDE10 D87 BamHI (s) PDE10 Sall (as) (Template)

_ l PCR

E 3 =

§ 2 &

I —— FCR-Produkt

PDE10A1 GAF-A/B ab D87
—-F = = ~ S @
Er & 8 g § 3. N g
TE T =z = = 2 3 % 23
£ 3 % E § B 2 8 g2
VA7777777377777777777777777777777777777407777777777777777777777777777777777777777777777724

PRSET A

PDE10 PDE10 GAF-Aund -B § CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
N-Term. =2
Verdau mit BamHI und Apal g PDE10 GAF-CyaB1 AC
Ligation mit PCR-Produkt, mit in pRSET A
BamHI/Apal geschnitten
— - S
—- I — = 3 - x —
T £ < = < £ 3 <] 2T
8 2 2 & g I = & &

Y

PRSET A

/)
PDE10A1 GAF-A (ab D87) und -B % CyaB1 PAS- und katalytische Domane

PDE10A1 D87 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A
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3.5.3. PDE5-PDE10-CyaB1-Chimaren

3.5.3.1. PDE10

BamHl (-5)

PQE30

N-Term.-PDE5 GAF-A-PDE10 Linker GAF-B

EcoRV (2202)

© &
o o
n -
© o
S ©
o =]
z X

Mfel (1739)

E PDE5 N-Term. i PDE5 GAF-A PDES GAF-B CyaB1 PAS- und katalytische Domane
% iy o -«
PDE10PDES Kpnl (s, PDES5-PDE10 Stul
ul (@s) PDES GAF-CyaB1 AC
in pQE30
zg l PCR o (Ausgangsklon)
s [SX7) von Sandra Bruder

L'
pBSKII (-)

PCR-Produkt

—
Stiick PDES5 GAF-A  Stiick PDE10
PDE10 Linker
N-Term.

Einbau des PCR-Produkts in
EcoRV-geschnittenen pBSKII (-)

Sequenzierung

EcoRV/2
EcoRV/2

Kpnl
Stul

PDE5 GAF-A (mit kurzem Stiick
von PDE10 N-Term. und Linker,
vom Primer) in pBSKII (-)

PDE5 GAF-A

Nachster Schritt: Zusammensetzen des PCR-Produkts Gber Kpnl/Stul mit PDE10 N-Term.,
Linker und GAF-B und CyaB1 AC in pRSET A, aber in PDE10 GAF-CyaB1 AC — pRSET A
befinden sich zwei Kpnl-Schnittstellen; Vektor mit mutierter Kpnl/Pstl verwendet (von Anita

Schultz): Zwischenschritt

Zwischenschritt:

Nhel (-71)
BamHI (-5)

pRSET A

Nhel
BamHI

pRSET A

—

—~ o S

o = wn

© % =1 g

2 <} o= P 8

s 3 3 2 z g o) z
E £

X X 0 T = i 7]

7772277777777 7777777777777 77

i

Kpri(2709)

PDE10 N-Term. GAF-A/B CyaB1 PAS- und katalytische Doméne %—

Sall (1231)

PDE10 GAF-CyaB1 AC in pRSET A
hier ohne Pstl/Kpnl am Ende! (von Anita Schultz)

Kpnl/Stul-Verdau von PDE5 GAF-A in pBSKIlI (-)
(=Insert) und PDE10 GAF-CyaB1 AC (ohne Pstl/Kpnl)
in pRSET A (=Vektor)

Ligation

Stul
Xhal
Hindlll
Mfel

>

% a
o

w

=
S
N4

Nhel/Stul-Verdau

Ligation mit PDE10 GAF-CyaB1 AC in
PRSET A, Nhel/Stul geschnitten (Vektor)

Achtung: durch herausmutierte Pstl/Kpnl- Schnittstelle
im pRSET A wurde Leseregion fir den Sequenzierprimer
. PRSET reverse unterbrochen; durch Einbau in nicht-
Sequenzierung mutiertes Konstrukt PDE10 GAF-CyaB1 AC in pRSET A
repariert
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Nhel
BamHI
Kpnl
Stul
Xhal
Hindlll
Mfel
EcoRV
Stop
Pstl

PRSET A

PDE10 PDES5 GAF-A  PDE10 Linker GAF-B i CyaB1 PAS- und katalytische Doméne :,,’i é—
N-Term.

PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A-
PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC
in pRSET A

3.5.3.2. PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B

Ncol (528)
BamHI (741)
Xbal (1038)
Mfel (1739)

N EcoRV (2202)
N \Spel (2994)

PQE30 I

i PDE5 N-Term. PDE5 GAF-A/B z CyaB1 PAS- und katalytische Doméne

: : 0

— ] =

PDES Bglll (s) PDES5-PDE10 Stul (as) g PDE5 GAF-CyaB1 AC
in pQE30

PCR (Ausgangsklon)

von Sandra Bruder

= 5 I =

? g 5 3

PCR-Produkt

L'J

PDES5 N-Term. PDE5 GAF-A  Stiick PDE10-
Linker (Primer)

Einbau des PCR-Produkts in EcoRV-
geschnittenen pBSKII (-)

Sequenzierung

EcoRV/2
EcoRV/2

I
£
3
o

Bglll
Ncol
Stul

PDES5 N-Term. GAF-A-PDE10
Teil Linker in pBSKII (-)

n %

PBSKII () PDES N- Term. und GAF-A

Verdau mit Bglll und Stul

Einbau in PDE10 GAF-CyaB1 AC in
pPRSET A, mit BamHI/Stul geschnitten

Nhel
Bamdl
Ncol

z
£
<
o

Stul
BsrGl
L Xhal
S~ Hindlll
Mfel
CcoRV
Stop
Spel

e H

pRSET A
Z’ PDE5 N- Term. GAF-A PDE10 Linker GAF-B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

PDES5 N-Term. GAF-A-
PDE10 Linker GAF-B-
CyaB1 AC in pRSET A
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3.5.3.3. PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker D397A GAF-B

M
pBSKII (-)

pRSET A

Nhel

EcoRV/2
EcoRV/2

Bglll
Ncol

PDES5 N-Term. GAF-A-PDE10
Teil Linker in pBSK Il (-)

(siehe 3.5.3.2.)

PDE5 N-Term. und GAF-A

Verdau mit Bglll und Stul

Einbau in PDE10 NKFDE GAF-A-
D397A GAF-B-CyaB1 AC in pRSET A,
mit BamHI/Stul geschnitten

Zﬁ PDE5 N-Term. GAF-A PDE10 Linker CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
GAF-B

PDES5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker
D397A GAF-B-CyaB1 AC in pRSET A

3.5.3.4. PDE5 N-Term. GAF-A Linker-PDE10 GAF-B

PQE30

—H

pRSET A

J—Bam-kl (-5)

Nhel (-71)

a = =3
—~ N
© NS & o
I s S 2
©v T 2 = & =
= = H _ a—
S 5 s g 2 8 o2
z o X I = w 232

%%

@ PDES N- PDE5 GAF-A/B g CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
Term. H
z» — <
PDE5T121Bglli (s) ~ PDE10/5 Linker (as) PDES GAF-CyaB1 AC
in pQE30
(Ausgangsklon)
von Sandra Bruder
=
[
| PCR-Produkt 1
R s o
Teil PDE5 PDES5 GAF-A und Stiick PDE10
N-Term.  Linker GAF-B (Primer)
& o . & a
f o N )
E g 5 % g‘ = g E
g H S 3 Q 2 g S g%
& 53 % & 2 I s 8 &

—K|
AN
—

V7777777777777 7777777777777 772

PDE10 PDE10 GAF-A/B CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
N-Term. iy -
PDES/10 GAFb (s)  PDE11 Mfel (as)

Spel (2685)
Kpnl (2709)

PCR2

l PDE10 GAF-CyaB1 AC
_ = in pRSET A

| 2 g

o T =

PCR-Produkt 2

Stiick PDE5S PDE10 GAF-B  Teil CyaB1 AC
Linker (Primer) (bis Mfel)

58



Methoden

Bglll
Ncol
BamHIl

PCR-Produkt 1

BsrGl
Hindlll
Mfel

7z PCR-Produkt 2

PDES5 T121 Bglll (s) l Fusions-PCR  PPEL Mfel (as)
_ z _ =
= ] £ o ] 3
[=2} (=4 P
@ z & A £ =

PCR-Produkt 3

(-, ~ - A —
Teil PDE5 PDE5 GAF-A und Linker ~ PDE10 GAF-B  Teil CyaB1
N-Term. AC (bis Mfel)

Verdau mit BamHI und BsrGl

Einbau in PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10
Linker GAF-B-CyaB1 AC in pRSET A, mit
BamHI/BsrGlI geschnitten

]
—H

PRSET A % PDE5 N-Term. PDE5 GAF-A PDE10 GAF-B CyaB1 PAS- und katalytische Doméne
und Linker

I — =

35 _ _
£ 2 g.s 3 gg
o o) T = i} 1212

Nhel
Ncol

PDES5 N-Term. GAF-A Linker-
PDE10 GAF-B-CyaB1 AC in

pRSET A
3.5.3.5. PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A Linker-PDE10 GAF-B

—H

pRSET A
L PDE5 N-Term. PDE5 GAF-A PDE10 GAF-B
und Linker

5)
Sall

CyaB1 PAS- und katalytische Doméne

Bl (

PDES5 N-Term. GAF-A Linker-
PDE10 GAF-B-CyaB1 AC in
l Verdau mit Afel und Spel pRSET A

Soi_M

PDE5 GAF-A  PDE10 Linker GAF-B CyaB1 PAS- und katalytische Doméne

. PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A-
R Verdau mit Afel und Spel (=Vektor) PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC
'l Ligation in pRSET A
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pRSET A

BamHI
HindIll
Mfel

Xhal

Nhel

N

k\:

PDE10 PDE5 GAF-A Linker PDE10 GAF-B
N-Term.

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A
Linker-PDE10 GAF-B-CyaB1 AC
in pRSET A

3.5.3.6. PDE5 N-Term.-PDE10 GAF-A-PDES5 Linker GAF-B

s 3
)

N o)
wn -
= I
g8 &
z [ss]

pRSET A

Nhel (-71)

BamHl (-5)

_.
bu
Z

- B3l(H)

PDES5 N-Term. gGAF-A PDE10 Linker GAF-B %
-«
PDE10/5 Nterm (as)

PCR1

|_|— 1 PCR-Produkt 1

R S
pRSET A PDES5 N-Term. Stiick PDE10-

ab T7

pRSET A

Nhel (-71)

GAF-A
g g g T 5 T 8
: = & & g 2 -
€ < 3 s = = g T 3
g & < 2 B & £ s
|
PDE10 PDE10{GAF-A und -B 3
N-Term. i, — p=)
PDES5/10 GAFa(s)  PDE10 Nael (as) g

l PCR2
| — > CR-Produkt 2

Apal
Nael

~—
Stiick PDE10 GAF-A
PDES5-

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

EcoRV

PDES N-Term. GAF-A-
PDE10 Linker GAF-B-
CyaB1 AC in pRSET A

Spel (2685)

Stop

PAS- und katalytische Doméne

PDE10 GAF-CyaB1 AC
in pRSET A
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2
PCR-Produkt 1 J—T— *
: |# PCR-Produkt 2

= l Fusions-PCR -

Apal
Nael

T7(s) PDE10 Nael (as)
@ ® T
= < 2
—— EE——  5CR-Produki 3
— - A - )
pRSET A ab T7 PDE5 N-Term. PDE10 GAF-A
72
%E © S T ® 753 5 % a —
[= 2 E =
£ 5 2 2R Z £t ¢ ; o

PRSET A

°
PDE10 N-Term. GAF-A  PDES5 Linker GAF-B 3 CyaB1 PAS- und katalytische Doméne &

. PDE10 N-Term. GAF-A-
Verdau mit Nhel und Apal

PDES Linker GAF-B-

Ligation mit PCR-Produkt 3, CyaB1 AC in pRSET A
mit Nhel/Apal geschnitten

;
-

pRSET A Al
% PDES5 N-Term. PDE10 GAF-A PDES Linker GAF-B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméane %—

Nhel

PDE5 N-Term.-PDE10 GAF-A-
PDES Linker GAF-B-CyaB1 AC
in pRSET A
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3.5.3.7. PDE10 N-Term. GAF-A-PDES5 Linker GAF-B

Kpnl (162)
(181)

Xhol (574)
BStAPI (643)
Stul (689)
Sphl (1074)
(1242)

ECORI (2017)
Stop

pCR2.1 Topo } ]
IN-Term. i PDE10 GAF-A und -B PDE10 Katalytische Doméane hPDE10A

(Template)

iy
PDE10 BamHI (s) PDE10 Nael (as)

l PCR1
m—  °CR-Produkt 1

PDE10 N-Term. mit GAF-A

BamHI
Nael

Spel (2994)

©
I
%)
Qe
°
3]
z

Xbal (1038)

Stop

=

Hindlll (1572)
L Mfel (1739)
EcoRV (2202)

S

J_BB]'HHI (-5)

pQE30

PDES5 N-Term. PDES5 GAF-A PDES GAF-B

6)

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

PDES5 Nael (s)  PDES5 Sall (as) PDE5 GAF-CyaB1 AC
in pQE30
l PCR2 (Ausgangsklon)
E E von Sandra Bruder

PCR-Produkt 2

PDES Linker mit GAF-B

Einbau beider PCR-Produkte jeweils
getrennt in EcoRV-geschnittenen
pBSKII (-)

Sequenzierung

Q N
S g
3 g
o $E T S o]
& I < w I}
z Gl z z
T3 | |\{ T7 T3 | |
I Il Il I
PBSKII (- = PDELO N-Term. mit GAF-A PESKII () = PDES Linker mit GAF-B
z S Z -, e
Insert Vektor Vektor
beide mit Nael verdaut und Ligation in
pBSKIl (-) mit PDES5 Linker und GAF-B
9
z o
xz >
— ST — 'Y
g b g Z 3
T3 IZ |\| z o PDE10 N-Term. GAF-A-
T T PDES Linker GAF-B in
PESKII() B pBSKII ()
z
Notl/Sall-Verdau
Einbau in CyaB1, pBSKII (-),
Ausgangsklon von Anita, mit
Notl/Xhol geschnitten
I = g o
= £ S O g b =
3 3 g3 iz ¢ g 8%

MH
pBSKIl (-) T
PDE10 N-Term. GAF-A PDES Linker GAF-B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméne & E

PDE10 N-Term. GAF-A-
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Xbal
BamHI

pRSET A

PDE10 N-Term. GAF-A  PDES5 Linker GAF-B g

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane ;,"—

3.5.3.8. PDE10 N-Term. GAF-A Linker-PDE5 GAF-B

Xbal (-149)
Nhel (-71)
BamHl (-5)
Kpnl (162)
Xhol (574)
BStAPI (643)
Stul (689)
Sphl (1074)
Xhal (1156)
Hindlll

o
ol
]
m
~
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-

i N-Term. PDE10 GAF-A PDE10 GAF-B
T7 (s) PDE10 Xbal (as)

l PCR
H—  oo— PCR-Produk

pRSET A PDE10 PDE10 GAF-A mit Linker
ab T7 N-Term.

Sall (1231)

Xbal
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Verdau des PCR- Produkts mit Xbal

Einbau in PDE10 N-Term. GAF-A-PDE5
Linker GAF-B-CyaB1 AC in pRSET A, mit
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Xbal
BamHI
— Kpnl
Xhol
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Mfel
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N

PAS- und katalytische Doméne

Spel (2685)
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CyaB1 PAS- und katalytische Doméane :,,C)L

PDE10 N-Term. GAF-A Linker-
PDE5 GAF-B-CyaB1 AC in
pRSET A
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3.5.3.9. PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker-PDE5 GAF-B

—— Kpnl (162)

J— BamHI (-5)

pRSET A =
PDE10 N-Term. GAF-A Linker PDES5 GAF-B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméne :-—

PDE10 N-Term. GAF-A Linker-
Verdau mit Stul und Spel PDES5 GAF-B-CyaB1 AC in
(=Insert) PRSET A

Ligation mit PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10
Linker GAF-B-CyaB1 AC in pRSET A, mit
Stul und Spel geschnitten (=Vektor)

Nhel
Bamdl

—H

pRSET A =
% PDE5 N-Term. GAF-A PDE10 PDE5 GAF-B % CyaB1 PAS- und katalytische Doméne &
Linker

PDES5 N-Term. GAF-A-PDE10
Linker-PDE5 GAF-B-CyaB1 AC
in pRSET A
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3.5.3.10.PDE10 N-Term.
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und Linker
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GAF-A-PDES Linker-PDE10 GAF-B

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane

PDES5 N-Term. GAF-A Linker-
PDE10 GAF-B-CyaB1 AC in
pRSET A
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CyaB1 AC in pBSKII ()

E5 PDE10  Teil CyaB1
ker GAF-B  AC (bis
Hindllly

BamHI/Sphl-Verdau

Einbau in PDE10 GAF-CyaB1 AC in
PRSET A
. & z g
o35 < S T I} o8
Sm & ,?; I S & Bo

Y

PDE5 PDE10 GAF-B E
Linker

G A 4%

CyaB1 PAS- und katalytische Doméane
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3.5.4. PDE10 GAF-Konstrukte zur Kristallisation
3.5.4.1. PDE10A1 D87 GAF-A/B

PQE60

BamHI (-5)
hol

X

PQE30 =
)
o
=z

£3 g

w =z X

Stul

|

PDE10 GAF-A und -B

BamHI (1024)
Hindlll (1036)

Stop

PDE10A1 D87 GAF-A/B
in pQE30
(von Jost Weber)

Verdau mit Ncol und BamHI

Ligation mit Vektor pET16b-MCS-
PQE®60, Ncol/BamHI geschnitten

Stul

BamHI
Hindlll

H-*—[%

PET16b-MCS-

PDE10 GAF-A und -B

3.5.4.2. PDE10A1 V63 GAF-A/B

pCR2.1 Topo N-

Term. §

Kpnl (162)

(181)

Xhol (574)
Stul (689)

Sphl (1074)
Hincll (1119)
(1242)

PDE10 GAF-A und -B

{

PDE10 NcolKris (s)

—— Ncol

lStu - ST
+

——Ncol

PCR

-
PDE10 Sall (as)

Hincll
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Stop

PDE10Al1 D87 GAF-A/B
in pET16b-MCS-pQE60

EcoRI (2017)

Stop

PDE10 Katalytische Doméne
hPDE10A

(Template)

PCR-Produkt

Verdau des PCR-Produkts mit

Ncol,

x
<]
<]

PET16b-MCS-

PQEGO

Xbal

Ncol

Stul und Hincll

Stul

Hincll

I

Ligation mit PDE10A1 D87 GAF-A/B

in pET16b-MCS-

Stul geschnitten

Xhol
Stul

PDE10 GAF-A und -B

PQEG0, mit Ncol/

BamHI
Hindlll

Stop

Hincll
Sall

i |

PDE10A1 V63 GAF-A/B
in pET16b-MCS-pQE60
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3.5.4.3. PDE10A1 V63 GAF-A/B TEV

pCR2.1 Topo

Term.

EcoRlI
Ncol

Kpnl (162)

(181)

Xhol (574)
Stul (689)

Sphl (1074)

PDE10 GAF-A und -B

|

PDE10 NcolKrisl (s)
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pET16b-MCS-

PQE6O
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x
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Xhol
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———
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EcoRI (2017)
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PDE10 Katalytische Doméane

-—

PDE10 BamTEV (as)

BamHI

o

PDE10 GAF-A/B und kurzes Stiick N-Terminus  TEV-

Erkennungs-
sequenz

hPDE10A
(Template)

PCR-Produkt

Verdau des PCR-Produkts mit Ncol

und BamHI

Einbau in PDE10A1 V63 GAF-A/B in
pPET16b-MCS-pQE60, Ncol/BamHI

geschnitten

Sequenzierung

Xhol
Stul

BamHI
Hindlll

Achtung: falscher sense-Primer verwendet,
Konstruktanfang stimmt nicht, ab Stul in

PDE10 GAF-A und -B

Stop

Ordnung!

Verdau mit Xbal und Stul (=Vektor)

Ligation mit Insert Xbal/Stul aus
PDE10A1 V63 GAF-A/B in pET16b-

MCS-pQE60

Xhol
Stul

PDE10 GAF-A und -B

PDE10AL V63 GAF-A/B TEV
in pET16b-MCS-pQE60
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3.5.5. Domanenstrukturen der untersuchten Proteine

Die Reihenfolge der Domanenstrukturen der untetsmchProteine stimmt mit der der
entsprechenden Klonierungsplane uberein. EingeflNtitationen sind als graue Box unter
Angabe der mutierten ASn auf der jeweiligen Domavedche die Mutation enthalt, angeordnet.
Die geschweiften Klammern markieren die verschiederverwendeten Sequenzbereiche.
Darunter ist ihre genaue Herkunft und Position @én j@weiligen Ausgangssequenz angegeben.
Doménen der PDE10 sind weil3, der PDES hellgraudendCyaB1 dunkelgrau dargestelit.

3.5.5.1. PDE10-CyaB1-Chimaren

N @ @ PAS AC C PDE10 GAF-CyaB1 AC

\ A /
' Y
PDE10AL,, ;», CyaB1 356 g59
DIA
N @ @ PAS AC C PDE10 D397A GAF-CyaB1 AC
U N /
Y Y
PDE10AL,, ,», CyaB1 346859

NKFDE
N @ @ PAS AC C PDE10 NKFDE GAF-CyaB1 AC

N
Y Y

PDE10A1,, ,,, CyaB1 g g6

r
\

INKFDE| | D/A |
AF AF

Z

(9]
>

(9]
w
@)

PDE10 NKFDE GAF-A D397A
GAF-B-CyaB1 AC

(

N
Y Y

PDE10Al,, ,,, CyaB1 344 459

\
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N @ @ PAS AC C PDE10Al1 GAF-CyaBl1 AC
N
Y

\ J
Y
PDE10AL, ,, CyaBL 446 g50
N @ @ PAS AC C PDEL0A2 GAF-CyaBl AC
_ N J
Y hd
PDE10A2, ;,, CyaB1 346659
N @ @ e AC C PDE10AL V63 GAF-
CyaB1 AC
§ A =
Y Y
PDE10ALg; 4, CyaBL 446 50

PDE10Al G73 GAF-

N @ @ S AC C cyaB1AC
w J
'
PDE10A1,, 5, CyaB1 556 g5
PDE10Al1 D87 GAF-
OO
\ A _/
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3.5.5.2. PDE5-PDE10-CyaB1-Chiméren

N [tem ]

N N-Term. @@ PAS AC C
- I\ I\ /
' Y -

N

N | N-Term. @@ PAS AC C
— 7\ J\- J
v Y Y

N

N

N

<

Torm. @@ PAS AC
I\ I\. I\
A Y v ~

PDE10A1,,,, PDESAL,,, 5, PDE10AL,; )

CyaB1 346559

PDES5AL, 4,

PDE10AL 5, 42,

CyaB1 346659

PDE5AL, 4,

PDE10AL,;, 4,

CyaB1 346859

PDE5AL,

-

PDE10AL 57 4

CyaB1l 356 g59

N-Term. @@ PAS AC C
AL I\ I\ J
D' Y Y Y

PDE10Al,,,,  PDESALiy s PDEL0AL g, 400

(&

N-Term. @@ PAS AC c
A J\L N S
Y Y Y Y

CyaB1 346 59

PDE5A1,,,; PDE10AL,, .,

—

N-Term. @ @ PAS AC
A\ A
Y Y "l

PDESAL,,; 515

CyaB1 356 g59

/

PDE10AL, 5

PDE5AL;; 515

CyaB1 356 g59

PDE10 N-Term.-PDES
GAF-A-PDE10 Linker
GAF-B-CyaB1 AC

PDE5 N-Term. GAF-A-
PDE10 Linker GAF-B-
CyaB1 AC

PDE5 N-Term. GAF-A-
PDE10 Linker D397A
GAF-B-CyaB1 AC

PDE5 N-Term. GAF-A
Linker-PDE10 GAF-B-
CyaB1 AC

PDE10 N-Term.-PDES5
GAF-A Linker-PDE10
GAF-B-CyaB1 AC

PDES N-Term.-PDE10
GAF-A-PDES5 Linker
GAF-B-CyaB1 AC

PDE10 N-Term. GAF-
A-PDES5 Linker GAF-
B-CyaB1 AC
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PDE10 N-Term. GAF-A
Linker-PDE5 GAF-B-

N[ nN-Tem. |

CyaB1 AC
-
—
PDE10AL,, 6 PDESAL;,7.513 CyaB1 346 659
PDE5 N-Term. GAF-A-
N N-Term. @@ PAS AC PDE10 Linker-PDE5
GAF-B-CyaB1 AC
~ ~" AN ~ -~
PDE5AL, 4, PDE5AL,,,. CyaB1 .,
PDElOAl 231266 347-513 386-859
PDE10 N-Term. GAF-
N-Term. PAS AC C A-PDES5 Linker-PDE10
N GAF-B-CyaB1 AC
- ~ A——A—— ~ ~
PDE10A1,, 530 PDE10A1 557 400 CyaB1 554 659
PDESAL,,; 246

3.5.5.3. PDE10 GAF-Konstrukte zur Kristallisation

Bei allen drei Proteinen ist der C-terminaledligg eingezeichnet.

@ I C PDE10Al1 D87 GAF-A/B
J
Y

pd
f@

PDE10AL,, 450
N @ @ I C PDE10AL V63 GAF-A/B
N J
Y
PDE10AL, 6
N ENLYFQTG C PDE10AL V63 GAF-A/B TEV
w ) TEV-Protease
~
PDE10AL, 406
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4. Ergebnisse

4.1. Untersuchung der PDE10-CyaB1-Chiméaren
4.1.1. Biochemische Charakterisierung der PDE10 GAF-CyaB1

Dr. Tobias Kanacher konnte in seiner Arbeit zeigkass ein Austausch der GAF-Doméanen der
CyaB1l aus dem Cyanobakteriimabaenagegen die GAF-Doménen einer Sauger-PDE, der
PDE2 der Ratte, ohne einen funktionellen Verlusghet ist. Aus einer cAMP-stimulierbaren
wurde eine cGMP-stimulierbare AC. Bei beiden ettioldie Ligandenbindung an die GAF-B
[14, 94]. Ebenso konnten Dr. Sandra Bruder fiur@#A-Doménen der humanen PDE5 sowie
Dr. Marco GroR3-Langenhoff flir das humane PDE11 GARdem zeigen, dass in beiden Fallen
eine funktionelle Chiméare mit der CyaBl AC erzewggrden kann. Eine Stimulation der
katalytischen Domane der AC erfolgte bei beidercldulie Bindung von cGMP an die GAF-A.
Dies verdeutlichte zudem, dass auch eine Signaldlgeng von der GAF-A aus uber eine
gréRere Entfernung zum katalytischen Zentrum mbgsc[79, 107, 108].

Fur die GAF-Doméanen der PDE10 konnte mit Hilfe M@imdungsstudien bisher noch kein
Ligand bestimmt werden [84]. Daher stellte sich lBiage, ob es moglich ist, ebenfalls mit den
PDE10 GAF-Domanen und der CyaBl AC eine funktienellhimare als Testsystem zu
erzeugen und mit dieser den Liganden der PDE10 Géanen zu bestimmen.

Dazu wurde wie unter 3.5.2.1. beschrieben, einen@re aus den GAF-Doméanen der humanen
PDE10A und der PAS- und katalytischen Doméane deBdYausAnabaensloniert (Abb.4-1).

G6l  A218 1419 K490
: ; o

N ' @PAS AC c

M1 1255 R410 G620 K884

(. N J
Y Y

PDE10AL,, ,», CyaB1 556 g59

Abb. 4-1 Doménenstruktur der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Der PDE10 N-Terminus beginnt hier mit Leu-14 derEADALl. Das erste Methionin (M1) wurde als Start
zusatzlich eingefiihrt (siehe auch die Konsensusseqin Abb. 4-2). Die fortlaufend nummerierten ASrer den
vertikalen gestrichelten Linien kennzeichnen demiBe und das Ende der einzelnen Doméanen im exptieme
Protein. Die Positionen der verwendeten Sequenhalite in den jeweiligen Ausgangssequenzen (PDE1SAL
CyaB1) sind unter den geschweiften Klammern angegeber Beginn und das Ende der PDE10 GAF-A- und
GAF-B-Doméanen wurde mit Hilfe von Alignments der PID mit CyaB1, CyaB2, PDE2, 5, 6 und 11 bestimmt.

4 Zur Vereinfachung werden in der Arbeit beide zusem als CyaB1 AC bezeichnet.

72



Ergebnisse

Im Menschen stellen die PDE10Al1 und die PDE10A2 #auptisoformen dar. Sie

unterscheiden sich nur in der Lange ihres N-Tersif@v]. Ab der AS-Sequenz LTDEKV

stimmen beide in ihren Sequenzen Uberein (Abb.. 42) die PDE10 GAF-Doméanen zunachst
unabhangig von der Ladnge des N-Terminus zu charsieeen, wurde als Konstruktbeginn
LTDEKYV gewabhit.

hPDE10Al:  ---------- MRIEERKSQHLTGLTDEKVKAYLSLHPQVLD EFVS 35
hPDE10A2: MEDGPSNNASCFRRLTECFLSPSLTDEKVKAYLSLHPGRS 45
Consensus:  -mmmememememmememeee- MLTDEKVKAYLSLHPQVLD EFVS 23

hPDE10A1: ESVSAETVEKWLKRKNNKSEDESAPKEVSRYQDTNMQONS/YE 80

hPDE10A2: ESVSAETVEKWLKRKNNKSEDESAPKEVSRYQDTNMQIGNS/YE 90

Consensus: ESVSAETVEKWLKRKNNKSEDESAPKEVSRYQDTNMQENNSY 68
GAF-A

Abb. 4-2 Alignment der N-Termini der humanen PDEILOAd PDE10A2

Ab der grau unterlegten Sequenz stimmen PDE10A1RIDE10A2 in ihrer AS-Sequenz Uberein. Der Beginn de
GAF-A ist mit einem Pfeil gekennzeichnet (siehewdaach Abb. 4-38). h=human (Mensch).

Zu Beginn dieser Arbeit wurde die PDE10 GAF-CyaBl-8himare und deren D397A-Mutante
mit Ni®*-NTA gereinigt und fiir die biochemische Charakierisng der PDE10 GAF-Domanen
verwendet. Die daraus erhaltenen Ergebnisse fuhmesammen mit Dr. Marco Grol3-
Langenhoff, der die PDE11 GAF-Doméanen untersuchtdolgender Verodffentlichung:

Grol3-Langenhoff, M., Hofbauer, K., Weber, J., SthuA., Schultz, J. E.
cAMP Is a Ligand for the Tandem GAF Domain of Hunktrosphodiesterase 10 and cGMP for
the Tandem GAF Domain of Phosphodiesterase 11olXIiem 2006; 281: 2841-46.

Da im Laufe der Arbeit festgestellt wurde, dass Nift'-IDA ein besseres Reinigungsergebnis
erzielbar war (siehe 4.1.1.1.), wurden alle nag#otlen Konstrukte mit diesem Material
gereinigt. Um einen Vergleich der Ergebnisse deERDGAF-CyaB1 AC-Konstrukts und
deren D397A-Mutante mit anderen Konstrukten zu eftiolben, wurden alle Untersuchungen
mit beiden Proteinen wiederholt. Die daraus reswdtiden Ergebnisse werden nachfolgend
prasentiert. Die bereits ver6ffentlichten Daterdsm Anhang A-2 zu finden.

Alle in dieser Arbeit angegebenen Werte sind Mittste aus n Einzelwerten + SEMtgndard

error of the meah
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4.1.1.1. Expression und Reinigung der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Die PDE10 GAF-CyaB1 AC-Chimare besitzt einen N-teaten Hig-Tag fiur die Aufreinigung
mit Ni*-NTA oder Nf*-IDA. Das Molekulargewicht des exprimierten Progeifetragt
103,8 kDa. Der IEP liegt bei 5,85.

Die Expression des PDE10 GAF-CyaBl AC-Konstruktsdeuzu Beginn durch Variation der
Temperatur (16°C und 19°C uber Nacht; 22°C, 24°CC2und 30°C fir 5 h) sowie der IPTG-
Konzentration (50 uM, 200 pM, 400 pM, 750 pM undnM IPTG) optimiert. Die optimale
Expressionsbedingung lag bei 24°C fur 5-7 h. Dauktion erfolgte mit 400 uM IPTG. Nach
der Zellernte (siehe 3.2.2.) und Lyse (siehe 3.2v8irde der Uberstand mit 250 pl2NiDA
(anfangs mit 100 pl KI-NTA) fiir 2-4 h auf Eis inkubiert. Die anschlieRenBReinigung wurde
durch Variation der Imidazolkonzentrationen in défasch- und Elutionspuffern sowie der
Wasch- und Elutionsvolumina optimiert. Die optinieReinigung erfolgte wie unter 3.2.4.1.
bzw. 3.2.4.2. angegeben. Wie aus dem Western Blmhélich wird, war eine Verwendung von
Proteaseinhibitor nicht erforderlich (Abb. 4-3).rZentfernung des Imidazols wurde das Protein
sofort nach der Reinigung in Dialysepuffer A fudZ dialysiert (siehe 3.2.5.). Eine Lagerung
des dialysierten Proteins erfolgte bei -20°C.

Die Reinigung unter Verwendung von®NIDA filhrte zu einem viel besser gereinigten Protei
im Vergleich zum Ni'-NTA (Abb. 4-3). Daher wurde fiir weitere Versuché”NDA

verwendet.
SDS-PAGE Western -Blot
Reinigung mit Ni?*-NTA Reinigung mit Ni?*-IDA
kDa kDa kDa
116— 116— - 116-
—> = — — <+—
== - - e
66— i 66— - o 66— .
. i
= ——
45- - - 45—
... -
35—
M 1 2 3 4 M 5 6 7 8 9 10

Abb. 4-3 SDS-PAGE-Gel und Western Blot von PDE1B-GyaB1 AC

SDS-PAGE-GelM: Marker,1+5: Proteineluat (2 ugR+6: Uberstand nach Lyse/Zentrifugation (3 pg),
3+7: Uberstand nach Nickelbindung (3 u4}8: Zellpellet (8 ug)
Western Blot9: Protein nach Ni-NTA-Reinigung (0,1 pg)10: Protein nach Ni-IDA-Reinigung (0,05 ug)
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4.1.1.2. Proteinabhéngigkeit der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Die Proteinabhangigkeit fur die PDE10 GAF-CyaB1 &6imare wurde mit einer Proteinmenge
von 10 bis 1000 ng (1-96 nM Protein) bestimmt. Daaude die spezifische Aktivitdt sowohl
stimuliert (300 uM cAMP) als auch unstimuliert (&h@AMP) gemessen. Unstimuliert stieg die
spezifische Aktivitat mit zunehmender Proteinmefgjeht an (Abb. 4-4). Dies kénnte daraus
resultieren, dass aufgrund der steigenden Prot@igenauch mehr cAMP durch die AC gebildet
wird, welches das Protein wiederum stimuliert. Beier Stimulation mit 300 uM cAMP sank
die spezifische Aktivitat mit zunehmender Proteinge um insgesamt 58% (Abb. 4-4). Dabei
wurde ein wachsender Substratverbrauch beobachtas zur steigenden Bildung von
Pyrophosphat als Nebenprodukt fuhrt. Das wirkt wredh hemmend auf die AC zusatzlich zur
sinkenden Substratmenge [94]. Eine Ausbildung vbgotheren bei hohen Proteinmengen ware
auch denkbar, was zur zunehmenden Hemmung desirBrdigren konnte. Dies wurde mit
einem Cross-Linking-Versuch (siehe 4.1.1.11.) Gh#tp

Aufgrund der beschriebenen Effekte wurden alle S elsther im vorderen Bereich der Kurve,
d.h. mit 50-100 ng Protein durchgefuhrt. Dies emnttp einem Substratumsatz von maximal
10%.

Protein [nM]
0 19 39 58 77 96

m stimuliert
. (300 pM cAMP)

O unstimuliert

N W b

o O O

o O O

N n N
1

Spezifische Aktivitat

[nmol cAMP « mg 1

o4 m—r—
0 200 400 600 800 1000
Protein [ng]

Abb. 4-4 Proteinabhangigkeit der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Die Testbedingungen waren:; 10-1000 ng Protein, ibQ 37°C, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5; n=4, Fehlelien
nicht angegeben.
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4.1.1.3. Dosis-Wirkungskurve der PDE10 GAF-CyaB1 AC

In mehreren AC-Tests (n=4) wurde die spezifischeivitiét der Chimare bei verschiedenen
CAMP- bzw. cGMP-Konzentrationen als mdgliche Ligandjetestet.

(A) (B)
_// T T T T T v T v 500 ’l,, r . T . . . .
8004 ™ CAMP i — ]
= ] ocGMP g S A i
g £ * S E A0
£ + 6007 1 == ' _ I
< o o 3004 | .
v 2 < E
S S S . J
£ o 4] 1 52 200- 1
N > ) Z
[} < o S ] |
@8 » ©
S 2004 1 g 1004 _
E £
0 —/ T T T T T T T T 0 7/ T T T T T T
-6 -5 -4 -3 -6 -5 -4 -3
log cNMP [M] log cNMP [M]

Abb. 4-5 Dosis-Wirkungskurve der PDE10 GAF-CyaB1 AC

nach(A) Ni**-IDA-Reinigung undB) Ni**-NTA-Reinigung [27], siehe Anhang A-2. Testbedingan: 10 min,
37°C, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5; n=4.

Die Chimare zeigte eine enzymatische Aktivitdt mimem Basalwert von 51,7 + 5,3 nmol
CAMP/mg-min. Zudem liel3 sie sich um einen Faktor £6,5 + 1,4 mit 300 pM cAMP maximal
stimulieren. Mit cGMP wurde die spezifische Aktatitnur um das 4 + 0,8-fache bei 3 mM
cGMP erhoht (Abb. 4-5A). Der EgWert fir cAMP lag bei 18,1 + 1 uM. Alle Messwefig
cAMP unterscheiden sich signifikant vom Basalwgr€Q,005). Fiur cGMP gilt dies erst ab
100 uM (p<0,05). Das mit Ki-NTA gereinigte Protein zeigte ebenfalls eine héh&timulation
mit CAMP im Vergleich zu cGMP (Abb. 4-5B und AnhaAgR).

4.1.1.4. Kinetik der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Die Bestimmung der kinetischen Parameter der PDEAB-CyaB1 AC fir ATP mit M§" als

Cofaktor erfolgte nach Lineweaver-Burk sowie in Amd Abwesenheit von 300 uM cAMP.
Die Kn-Werte betrugen 23,5 + 1,1 uM (unstimuliert) bz, 2+ 1,2 uM (stimuliert). Eine
Stimulation der AC verandert demnach nicht dgn Bie erhaltenen K-Werte sind vergleichbar
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mit dem K;, des CyaB1-Holoenzyms von 38 uM [94]. Zudem zegjendass auch weiterhin mit
75 UM ATP als Substrat getestet werden kanfx\ag fur die unstimulierte Chimare bei 25,9 +
0,8 nmol/mg-min und wurde durch Stimulation mit 30d cAMP auf 559 * 25,6 nmol/mg-min
erhoht (Abb. 4-6B). Die Hill-Koeffizienten betrugeh9 + 0,1 (unstimuliert) sowie 1 = 0,04
(stimuliert), d.h. es liegt keine Kooperativitatrv@bb. 4-6C).
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Abb. 4-6 Substratkinetik der PDE10 GAF-CyaB1 AC

(A) nach Michaelis-Menten (n=4(B) Lineweaver-Burk (n=4) unfC) Hill-Plot (n=4). Testbedingungen: 10 min,
37°C, 10-250 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5.

77



Ergebnisse

4.1.1.5. pH-Abhangigkeit der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Das pH-Optimum der PDE10 GAF-CyaB1 AC-Chimare wundigé verschiedenen Puffern in
einem pH-Bereich von 5,6 bis 9,9 bestimmt. Die Ciren zeigte in unterschiedlichen
Puffersystemen bei annédhernd gleichem pH-Wert émalspezifische Aktivitaten. Die Kurven
Uberschneiden sich in diesem Bereich. Das pH-Optirder PDE10 GAF-CyaB1 AC-Chimare
liegt bei pH 7,0. Dort war die spezifische Aktitigowohl stimuliert (300 uM cAMP) als auch
unstimuliert in Tris/HCI am hochsten (Abb. 4-7).rRlle nachfolgenden Tests wurde Tris/HCI
als Puffersystem mit pH 7,5 aufgrund des pH-Optimutes CyaB1l-Holoenzyms verwendet
[94].

) v ) v ) v ) v L) v L)
350 A 4
% 300 1 1 e MES/Tris, stimuliert
é - ] ] A Tris/HCI, stimuliert
£ g 200 - 1 A TrisHc
2 . 1 1 Glycin/NaOH, stimuliert
B % 150 4 ] Glycin/NaOH
o < 1 4
»n O
= 100 4 4
IS 1 |
= 50 - i
0 A FASAN -
L) v T v T T T T T T T
5 6 7 8 9 10
pH

Abb. 4-7 pH-Abhangigkeit der PDE10 GAF-CyaB1 AC
Die Testbedingungen waren: 10 min, 37°C, 75 pM AW 5,6-9,9, Stimulation mit 300 uM cAMP; n=4.

4.1.1.6. Temperaturabhéngigkeit der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Das Temperaturoptimum liegt stimuliert (300 uM cAMdPs auch unstimuliert bei 50°C und ist
damit um 10°C hoher als das des CyaB1-Holoenzymd®iC (Abb. 4-8) [94].
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Abb. 4-8 Temperaturabhangigkeit der PDE10 GAF-ClyAR
Die Testbedingungen waren: 10 min, 0-60°C, 75 uMPATris/HCI pH 7,5; n=4.

Zur Berechnung der Aktivierungsenergiea Bwurden die im linearen Bereich der
Temperaturabhangigkeitskurve (Abb. 4-8) liegendegrt@/fir das stimulierte (300 uM cAMP)
und unstimulierte Protein verwendet. Die aus demhdwiusplot berechneten Aktivierungs-
energien betrugen fur das unstimulierte Proteig BOL kJ/(K-mol) (Abb. 4-9A) und fir das mit
300 uM cAMP stimulierte Protein 62,7 + 0,9 kJ/(Kiin@bb. 4-9B). Diese Werte liegen im
Bereich des CyaB1-Holoenzyms mig#65 kJ/(K-mol) [94].

(A) (B)
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1000/T [KY 1000/T [K1]

Abb. 4-9 Arrheniusplot der PDE10 GAF-CyaB1 AC
(A) unstimuliert,(B) stimuliert mit 300 uM cAMP; n=4.
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4.1.1.7. Zeitabhangigkeit und §&-Wertbestimmung der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Die Zeitabhangigkeit der cAMP-Bildung durch PDE1@KsCyaB1l AC verlauft unstimuliert

und stimuliert (300 uM cAMP) linear (Abb. 4-10A uf). Damit kann eine Stimulation durch
von der CyaB1 AC gebildetes cAMP ausgeschlossedemerAbb. 4-10B zeigt bei Auftragung
der spezifischen Aktivitat gegen die Zeit, dass 800 uM cAMP die Kurve nach der vierten
Testminute linear verlauft. Alle in der Arbeit dagefihrten Tests wurden fir 10 min inkubiert.
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Abb. 4-10 Zeitabhangigkeit der PDE10 GAF-CyaB1 AC

(A) Auftragung der Aktivitdt gegen die Zei(B) Auftragung der spezifischen Aktivitdt gegen dieitZe
Testbedingungen: 10 min vorinkubiert, 1-20 min Riaiszeit, 37°C, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5, Stiratibn
mit 300 uM cAMP; n=4.

Der Ko-Wert gibt an, wie schnell cAMP an die GAF-Doméamar PDE10 bindet und zu einer
Stimulation der AC fuhrt. Um diesen zu bestimmenrde der Reaktionsansatz nicht wie bei der
Zeitabhangigkeit fur 10 min auf Eis vorinkubiert. \&urde lediglich 30 s bei 37°C vorgewarmt,
um einen moglichen Temperatureffekt auszuschlieBedem erfolgte der Start der Reaktion
hier durch Proteinzugabe und nicht durch Substgaiize. Der Reaktionsansatz wurde wie bei
der Zeitabhéngigkeit bei 37°C fir 1-20 min inkuhiétbb. 4-11A weist ebenso wie Abb. 4-10A
einen linearen Kurvenverlauf auf. Dies zeigt, ddigs Stimulation durch cAMP sofort erfolgt
und keiner Vorinkubation bedarf. Abb. 4-11B verdieut zusatzlich, dass die Variation der

Vorinkubationszeit keinen Einfluss auf die spezifis Aktivitat hat.
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Abb. 4-11 K,-Wertbestimmung der PDE10 GAF-CyaB1 AC

(A) ohne Vorinkubation, Variation der Reaktionszeit TE20 min, n=4{B) Variation der Vorinkubationszeit fur 2-
20 min, 10 min Reaktionszeit, n=2. Testbedingun@&iC, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5, Stimulation 390 uM
CAMP.

4.1.1.8. Ky-Wertbestimmung der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Mit Hilfe des Ky-Wertes lasst sich die Geschwindigkeit der Abdisgan von cAMP von den
PDE10 GAF-Domanen bestimmen. Zunachst wurde dagiRrair 10 min zur Stimulation mit
100 uM cAMP inkubiert. AnschlieRend erfolgte einerdinnung der Ansatze auf 0,5 uM
cAMP. Nach 1, 2, 5, 10, 30 und 60 min wurde diekdiea durch ATP-Zugabe gestartet.
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Abb. 4-12 K#Wertbestimmung der PDE10 GAF-CyaB1 AC
Die Testbedingungen waren: 10 min, 37°C, 75 uM ATi#s/HCI pH 7,5, n=2.
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Abb. 4-12 zeigt, dass cCAMP bereits innerhalb dsteer Minute nach Verdinnen abdissoziiert.
Die geringen Unterschiede der spezifischen Aktigitdnach 1-60 min sind im Vergleich zum
Ansatz mit 0,5 uM cAMP nicht signifikant (p>0,05).

4.1.1.9. Einfluss anderer Nucleoside und Nucleotide

Um zu untersuchen, ob es neben cAMP noch weiteganiden fur die PDE10 GAF-Doméanen
gibt, die vielleicht sogar mit einer noch hohererffitat binden als cAMP, wurden
verschiedene Nucleoside und Nucleotide mit einemZ€atration von 100 uM getestet. Zudem
wurden auch einige cAMP-Analoga verwendet, um sereiHinweis auf wichtige Gruppen am
cAMP flr die Bindung an die GAF-Doménen zu bekommen

Keine der untersuchten Verbindungen besal} einer&@tienulatorische Wirkung im Vergleich
zu cAMP. Die untersuchten cAMP-Analoga zeigten éeeluktion der Stimulation um 10-83%.
Die Entfernung des N-7-Stickstoffs am Purin hat@ deringsten Einfluss, das Entfernen oder
Ersetzen der Aminogruppe durch Chlorid an der §iion, deren Versetzen zum C-2 des
Adenins sowie ein verandertes N-1 hatten den gnoRBiefluss auf die Stimulation. Dies deutet
auf eine wichtige Rolle der Aminogruppe des Adefliasder Bindung von cAMP an die PDE10
GAF-Domanen hin. Die mit den untersuchten Verbirglamerhaltenen Stimulationen sind alle
signifikant verschieden zu der mit 100 uM cAMP aufdé 7-CH-cAMP (Abb. 4-13).
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mit CAMP [%]

Stimulation im Vergleich
mit CAMP [%]
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Abb. 4-13 Ubersicht tiber die Stimulation durch eaisdene Nucleoside und Nucleotide im VergleichcAliP

Die Testbedingungen waren: 10 min, 37°C, 75 uM ATi#s/HCI pH 7,5; n=4; t-Test: * p<0,05; ** p<0,0Die
Stimulationsfaktoren sind in Bezug auf die Stimiglatmit 100 uM cAMP dargestellt (=100%).
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4.1.1.10.Stabilitat und Lagerung der PDE10 GAF-CyaB1 AC

Die gereinigte und dialysierte PDE10 GAF-CyaB1 AGi@are liel3 sich fur bis zu vier Monate
ohne Beeintrachtigung ihrer Stimulierbarkeit bé°@ mit 35% Glycerin lagern. Erst nach einer
Lagerung von langer als vier Monaten war eine Vigerung der Stimulation mit 300 uM cAMP

zu verzeichnen (Abb. 4-14). Das Protein ist sorbédrieinen langeren Zeitraum stabil.
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Abb. 4-14 Abhéngigkeit der Stimulation der PDE10F32yaB1 AC mit 300 uM cAMP von der Lagerungsdauer
Die Testbedingungen waren: 10 min, 37°C, 75 uM ATis/HCI pH 7,5; n=2.

4.1.1.11.Cross-Linking

Die mogliche Ausbildung von Dimeren oder Oligomedsn PDE10 GAF-CyaB1 AC wurde in

einer Cross-Linking-Reaktion Uberprift. Es wurdebelawie unter 3.2.10. beschrieben,
verfahren. Der Einfluss von cAMP auf die Dimerbiduwurde durch Zugabe von 1 mM cAMP
zum Reaktionsansatz untersucht. Als Kontrollen téidfrotein ohne Glutaraldehyd jeweils mit
und ohne 1 mM cAMP. Der Western Blot in Abb. 4-¥igt deutlich eine Dimerbildung (MW:

207,6 kDa) der Chimare unabhangig vom Zusatz vadlAEine diinne Dimerbande ist bereits
bei den Kontrollen zu erkennen. Die Banden Uber d&mer kdonnten auf ein Tetramer

hindeuten.
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Abb. 4-15 Western Blot nach Cross-Linking-ReaktninPDE10 GAF-CyaB1 AC

(1) Protein ohne Glutaraldehyd und ohne 1 mM cAMP (ikale), (2) Protein ohne Glutaraldehyd und mit 1 mM
cAMP (Kontrolle), (3) Protein mit Glutaraldehyd und ohne 1 mM cAMR) Protein mit Glutaraldehyd und mit
1 mM cAMP; Reaktionsbedingungen: 7 mM Glutaraldet®@D ng Protein + 1 mM cAMP, 30 min, RT.

4.1.1.12 .Regenerierendes System

Um auszuschlie3en, dass in den gereinigten undstgeta Proteinen eventuell vorhandene
E. col-Proteine ebenfalls zur gemessenen Aktivitat bgéinawurde der leere Expressionsvektor
PRSET Ain E. coli BL21 (DE3) [pRep4kellen exprimiert. Der lysierte Zelliberstand nach
Zentrifugation wurde in Anwesenheit von Kreatinlseaund Kreatinphosphat getestet. Die
gemessenen Werte lagen im Bereich des Saulenhimbelg (nicht gezeigt). Damit ist ein

Einfluss vonE. col-Proteinen auf die gemessenen Aktivitaten ausziestd.

4.1.2. Untersuchung der Rolle des NKFDE-Motivs

Wie bereits unter 1.2.2. beschrieben, besitzenet21d GAF-Doméanen der Séauger-PDEn ein
NKFDE-Motiv. Uber die Rolle dieses konservierteng@enzmotivs gibt es verschiedene
Aussagen. Zum einen wird ihm eine Bedeutung bei Beung cyclischer Nucleotide
zugesprochen [33, 34], zum anderen wird dessentiomnitei der Ausbildung und Stabilisierung
der Bindungstasche diskutiert [30, 35].

Bei der humanen PDE10 besitzt nur die GAF-B eirst@hdiges NKFDE-Motiv. Die GAF-A
enthalt an dieser Stelle ein RHFHQ, in dem nurRlas konserviert ist (siehe Abb. 1-3). Es ist
daher denkbar, dass nur die GAF-B an der Ligandelipig beteiligt ist und die GAF-A eine
andere Funktion besitzt. Um dies genauer zu untbesy wurden verschiedene Mutationen in
beiden Doménen eingefuhrt.
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4.1.2.1. PDE10 D397A GAF-CyaB1 AC

Zunachst wurde in der GAF-B das konservierte Asp>3® NKFDE-Motiv zu Ala mutiert, um
zu sehen, welchen Einfluss dies auf die Ligandehbig und die Stimulation der katalytischen
Aktivitat der AC hat.

PDE10 D397A GAF-CyaB1 AC wurde wie unter 3.5.2.@s¢hrieben, kloniert. Das Molekular-
gewicht des exprimierten und gereinigten Proteiesdgt 103,7 kDa (Domanenstruktur unter
3.5.5.1.). Der IEP liegt bei 5,9. Die Expressiofolgte bei 19°C tber Nacht nach Induktion mit
200-400 uM IPTG, weil eine Expression bei 24°C &irh aufgrund des sehr langsamen
Wachstums der Kulturen nicht mdglich war. Die Rgimg des exprimierten Proteins wurde mit
100 pl NF-NTA oder 250 pl Ni'-IDA wie unter 3.2.4.1. bzw. 3.2.4.2. beschrieben,
durchgefiihrt. Mit Ni*-IDA war die Ausbeute an Protein hoher im Vergleimim NF*-NTA.
Nach der Reinigung wurde das Protein fuir mindes®ensm Dialysepuffer A bei 4°C dialysiert
und bei -20°C gelagert. Die Abb. 4-16 zeigt eineasf®rn Blot mit Protein nach der Reinigung
mit Ni®-NTA bzw. N#*-IDA. Die Verwendung von Protease-Inhibitor konrd& unteren
Banden auf dem Western Blot nicht beseitigen. Délagidelt es sich wahrscheinlich um C-
terminale Abbruchprodukte, die eine verkirzte kaigthe Domane besitzen und dadurch nicht
mehr funktionsfahig sind. Der HiFag héngt am N-Terminus, weshalb diese Produkte
detektierbar sind.

Abb. 4-16 Western Blot der PDE10 D397A GAF-CyaB1 AC
Western Blot mi{1) Protein nach Ni-NTA-Reinigung (0,5 pug) un() Protein nach Ni-IDA-Reinigung (0,5 pug).

Die Mutation von Asp zu Ala in GAF-B fuhrte zu emnam 99% verringerten Basalaktivitat von
0,29 + 0,02 nmol cAMP/mg-min, einer mit 3 mM cAMEh@&hten maximalen Stimulation um
das 33,9 + 4,1-fache und einem 33-fach erhéhtesy-B@rt von 596 + 113 pM fur cAMP im
Vergleich zur PDE10 GAF-CyaB1 AC-Chimare (Abb. 4-1Die Bindung von cAMP an die

® Nummerierung bezieht sich immer auf PDE10A1
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GAF-B ist damit stark reduziert, ermdglicht abenidech eine Aktivierung der AC. Mit 3 mM
cGMP war der Stimulationsfaktor von 2,2 + 0,1-faetwas verringert (Abb. 4-17). Die
Unterschiede zur PDE10 GAF-CyaB1 AC sind alle digant (p<0,05).
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Abb. 4-17 Dosis-Wirkungskurve der PDE10 D397A GA@El AC-Chiméare

Nach (A) Ni?*-IDA-Reinigung und(B) Ni*-NTA-Reinigung [27], siehe Anhang A-2. Testbedingen: 10 min,
37°C, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5; n=4. Die gemessespezifischen Aktivitaten der PDE10 D397A GAF-BYa
AC unterscheiden sich signifikant vom Basalwertldb utM cAMP (p<0,05). Alle Messwerte sind signifikan
verschieden von PDE10 GAF-CyaB1 AC (p<0,05).

Um eine Auswirkung der D/A-Mutation auf die enzymahen Eigenschaften der AC
ausschlieRen zu kdnnen, wurden die kinetischemitdea der Mutante bestimmt. DepfVert
(nach Lineweaver-Burk) lag fur das unstimuliertetBin bei 20,6 + 1,2 uM (mit 1 mM cAMP:
11,4 £ 0,4 pM) und liegt damit im Bereich der PDE&AF-CyaB1l AC-Chimare. Max war
deutlich verringert mit 0,4 = 0,05 nmol/mg-min (timaliert) und 10 + 0,5 nmol/mg-min (1 mM
CAMP). Laut den aus dem Hill-Plot bestimmten Hilbéffizienten von 0,62 + 0,13
(unstimuliert) und 0,44 + 0,09 (mit 1 mM cAMP) diewie bei PDE10 GAF-CyaB1 AC keine
Kooperativitat vor (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18 Substratkinetik der PDE10 D397A GAF-ClyaB-Chiméare

(A) nach Michaelis-Menten (n=4{B) Lineweaver-Burk (n=4) un@C) Hill-Plot (n=4). Testbedingungen: 10 min,
37°C, 10-250 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5. Es wurdenrHigs 250 ng Protein verwendet, da mit 50 ng Pnotdine
Stimulation mit cAMP die Messwerte fiir eine Auswerg zu niedrig waren.
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4.1.2.2. PDE10 NKFDE GAF-CyaB1 AC

Zur Kléarung der Frage, ob ein vollstandiges NKFDBtM in der GAF-A der PDE10 zur
Zunahme der Stimulation der CyaB1 AC fuhrt oderasodie Affinitdt der PDE10 GAF-
Domanen fur cAMP oder cGMP erhéht, wurde in GAF-ds RHFHQ-Motiv durch NKFDE
ersetzt (siehe 3.5.5.1.). Das nach 3.5.2.3. klikonstrukt wurde Uber Nacht bei 19°C nach
Induktion mit 400 pM IPTG exprimiert und wie unt8t2.4.1. beschrieben, gereinigt und
anschlielend in Dialysepuffer A dialysiert. In Abb19 ist der Western Blot des gereinigten
Proteins (MW: 103,7 kDa) dargestellt, auf dem netbengewiinschten Proteinbande auch einige
Abbruchprodukte zu erkennen sind.

Die im AC-Test gemessene Basalaktivitat des Prsteig bei 0,3 £ 0,2 nmol cAMP/mg-min und
ist damit um mehr als 99% geringer als die der RDEIAF-CyaBl1 AC-Chimére. Die
spezifische Aktivitdt des Enzyms wurde mit 3 mM cRMim einen Faktor von 14,4 + 5,8 und
mit 3 MM cGMP um das 3,2 + 1,1-fache maximal erh®&r EGy-Wert ist mit 30,5 + 10,7 uM
fur cAMP etwas grof3er im Vergleich zur nicht-mutéer PDE10 GAF-CyaBl AC-Chiméare
(Abb. 4-19). Bis auf die stark verringerte Basalatt liegen alle gemessenen Werte in etwa in
der GroéRRenordnung der vergleichbaren Werte der BOEAF-CyaB1 AC. Die Stimulation der
katalytischen Aktivitat der AC sowie die Affinitater GAF-Domanen fir cAMP oder cGMP
wurde durch die Mutation nicht erhéht.
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Abb. 4-19 Dosis-Wirkungskurve und Western BlotRI2E10 NKFDE GAF-CyaB1 AC
Testbedingungen: 10 min, 37°C, 75 uM ATP, Tris/ig€l 7,5; n=4; Western Blot (rechts): 0,5 pg Protein.
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4.1.2.3. PDE10 NKFDE GAF-A D397A GAF-B-CyaB1 AC

Um den Einfluss eines vollstandigen NKFDE-MotivsGAF-A in Kombination mit der D/A-
Mutation im NKFDE-Motiv in GAF-B auf die cAMP- bzwcGMP-Bindung sowie die
Stimulation der katalytischen Aktivitat der AC zatarsuchen, wurde das RHFHQ-Motiv zum
NKFDE in der GAF-A der PDE10 zusammen mit dem ASf-81 GAF-B zu Ala mutiert (siehe
3.5.2.4. und 3.5.5.1.). Die Expression des Proteifidgte bei 24°C fur 5-6 h nach Induktion mit
400 pM IPTG. Die Reinigung (siehe 3.2.4.1.) und Mialyse (siehe 3.2.5.) wurden wie bisher
durchgefuhrt. Ein Nachweis des gereinigten undydiaiten Proteins (MW: 103,7 kDa) erfolgte
Uber einen Western Blot (Abb. 4-20).

Die Basalaktivitat (1,9 £ 0,5 nmol cAMP/mg-min) isth 96% im Vergleich zur PDE10 GAF-
CyaB1 AC verringert. Mit 3 mM cAMP wurde eine maxdha Stimulation von nur 2,7 = 0,3-
fach erreicht. Mit 3 mM cGMP erfolgte gar keineagiation mehr (0,44 + 0,16-fach). Der
virtuelle EGg-Wert ist mit 662 £ 120 uM fur cAMP um das 37-fadfi@her im Vergleich mit der
PDE10 GAF-CyaB1 AC und liegt etwas uber dems@&@ert der PDE10 D397A-Mutante (Abb.
4-20). Diese Ergebnisse zeigen eine stark redezAdfinitat des Proteins fur cAMP und cGMP.
Die maximale Stimulation der katalytischen Aktivider AC mit CAMP ist im Vergleich zur
PDE10 NKFDE GAF-CyaB1 AC und der PDE10 D397A GAFihte um 81-92% verringert.

_/ll T T T T T T T
{ ®cAvP 1 «pa
8- 0 cGMP 1 116—

(o2}
1
1

66 —

45 —

Spezifische Aktivitat
[nmol cAMP « mg 1 » min-1]
I

1;

35—
0 _/Il T T T v T v ' -
-6 -5 -4 -3
log cNMP [M]

Abb. 4-20 Dosis-Wirkungskurve und Western BlotRI2E10 NKFDE GAF-A D397A GAF-B-CyaB1 AC
Testbedingungen: 10 min, 37°C, 75 uM ATP, Tris/lgél7,5; n=6; Western Blot (rechts): 0,4 pg Protein.
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4.1.3. Untersuchungen zum N-Terminus

Wie bereits erwahnt, unterscheiden sich die beldeananen PDE10-Hauptisoformen PDE10A1
und PDE10A2 im Beginn ihrer N-Termini [87]. Bishewurde in dieser Arbeit der Effekt der
Bindung cyclischer Nucleotide an die PDE10 GAF-Daeté auf die katalytische Domane der
CyaB1 unabhangig vom Sequenzunterschied im N-Tersnimtersucht. Der Einfluss der 13 AS
(PDE10A1) bzw. 23 AS (PDE10A2) am Anfang des N-Tietm der PDE10-Varianten auf die
CAMP- bzw. cGMP-Bindung an die GAF-Domanen und &&mulation der katalytischen

Domane der AC ist nun hier von Interesse.

Zudem wurde durch Dr. Marco Grol3-Langenhoff gezailgiss eine Verkirzung des 197 AS
langen N-Terminus der PDE11 um mehr als 168 ASizer @leutlichen Zunahme der Affinitat

der GAF-Domanen fur cGMP fihrt [108]. Dieser Effekar Anlass fur die Entfernung des
kompletten 72 AS (PDE10A1) bzw. 82 AS (PDE10A2)gan N-Terminus der PDE10. In Abb.
4-21 sind die Startpunkte der verschiedenen N-teaaten PDE10-Konstrukte mit Hilfe eines
Alignments dargestellt. Der Beginn der PDE10 GARwArde aus dem Alignment der GAF-
Domé&nen mit Teilen der N-Termini von PDE2, 5, 6, 10, CyaB1 und CyaB2 in Abb. 4-38
(siehe 4.3.) ermittelt, welches in Anlehnung an dilignment von Martinez et al. mit

Kenntnissen uber die Kristallstruktur der PDE2 GBé&manen der Maus erstellt wurde [35].

Start Start Start PDE10
PDE10A2 PDE10A1l GAF-CyaB1 AC
v
hPDE10Al:  ------—--- NRIEERKSQHLT LTDEKVKAYLSLHPQVLDEFVSESVSAETVE 44
hPDE10A2: NEDGPSNNASCFRRLTECFLS SLTDEKVKAYLSLHPQVLDEFVSESVEAET 54
hr16
Consensus:  mmmmmmmmemmmemmeeeee ot DEKVKAYLSLHPQVLDEFVSESVSAETVE 32

—— Konsensussequenz

Start PDE10AL G73
GAF-CyaB1 AC

l

hPDE10A1: KWLKRKNNKSEDESAPKERYQDTN VYELNSYIEQRDTGGDNQLLLYE 98
hPDE10A2: KWLKRKNNKSEDESAPKERYQDTN VYELNSYIEQRDTGGDNQLLLYE 108
Consensus: KWLKRKNNKSEDESAPKESRYQDTN VYELNSYIEQRDTGGDNQLLLYE 86

Beginn GAF-A

Abb. 4-21 Alignment der N-Termini der humanen PDBE&Optisoformen

Der grau unterlegte Bereich stellt die Sequenz dér,der PDE10Al und PDE10A2 in ihrer AS-Sequenz
Ubereinstimmen. Die Startpunkte der verschiedengéeridinalen Konstrukte sind mit Pfeilen sowie einBahmen
gekennzeichnet und entsprechend beschriftet. Ebenhsier Beginn der GAF-A eingezeichnet. Bei dezelnen,
grau unterlegten AS im PDE10A2 N-Terminus handelt sich um Thrl6, der Phosphorylierungsstelle der
PDE10A2. h=human (Mensch).
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4.1.3.1. PDE10A1 GAF- und PDE10A2 GAF-CyaB1 AC

Die Klonierung beider Konstrukte ist unter 3.5.2u6d 3.5.2.6. beschrieben. Die Expression
(24°C), Reinigung und Dialyse erfolgte wie bisiHeas Molekulargewicht der PDE10A1 GAF-
CyaB1 AC betragt 105,2 kDa und das der PDE10A2 @ABB1 AC-Chiméare 106,2 kDa. Die
Doménenstruktur beider Proteine ist in Abschnith.®81. dargestellt. Die Ausbeuten an
gereinigtem Protein waren im Vergleich zur PDE10RS@yaB1 AC niedriger. Vor allem bei
PDE10A2 GAF-CyaB1l AC waren die verwendbaren Prateimgen sehr gering, jedoch fur die
Durchfihrung der AC-Tests ausreichend. Die SDS-@Gelabb. 4-22 zeigen die gewlnschten
Proteinbanden. In Abb. 4-23 sind die Dosis-Wirklkuggen zusammen mit den entsprechenden
Western Blots der beiden Proteine dargestellt. RIAD21 GAF-CyaBl1 AC zeigt eine
vergleichbare Reinheit mit der PDE10 GAF-CyaB1l ARDE10Al1 GAF-CyaB1 AC weist
dagegen einige dinne Abbruchbanden auf. Tabelle liéfért eine Ubersicht Uber die
Basalaktivitaten, die Stimulationsfaktoren mit cAMId cGMP sowie die EBfgWerte der
beiden Chimaren im Vergleich mit der PDE10 GAF-Cya®C-Chimare.

PDE10Al1 GAF-CyaB1 AC PDE10A2 GAF-CyaB1 AC
kDa kDa
116 === 116 ——
—> — —> L '
66 . 66 — - T
45- 88 —— e 45— — i
35- — 35—
- S —
25— 2548
M 1 2 3 4 M 5 6 7 8

Abb. 4-22 SDS-PAGE-Gele der PDE10A1 GAF- und PDEXBAF-CyaB1 AC

SDS-PAGE-GelM: Marker, 1+5: Proteineluat [(1): 2 pg, (5): 1,5 pdl+6: Uberstand nach Lyse/Zentrifugation
(3 ng),3+7: Uberstand nach Nickelbindung (3 u4¥8: Zellpellet (8 pg)

Konstrukt Basalaktivitat max. Stimulation | max. Stimulation | ECso (CAMP)
[nmol cAMP/mg-min] | mit cAMP [-fach] | mit cGMP [-fach] | [uM]

PDE10 GAF-CyaB1 AC 51,7+53 155+14 4+0,8 1181
(n=4)

PDE10Al GAF-CyaB1 AC13,6 +1,1 18,3+0,7 41+04 22,1+3,.2
(n=4)

PDE10A2 GAF-CyaB1 AC36 + 6,5 7,6+0,8 25+0,2 15,1+2,3
(n=4)

Tab. 4-1 Ubersicht uber die Basalaktivitaten, Stationsfaktoren und E&g-Werte von PDE10A1 GAF- und
PDE10A2 GAF-CyaB1 AC im Vergleich mit PDE10 GAFEBY#AC
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Abb. 4-23 Dosis-Wirkungskurven mit Western BlotRIBE10A1 GAF- und PDE10A2 GAF-CyaB1 AC

(A) PDE10A1 GAF-CyaB1 ACB) PDE10A2 GAF-CyaB1 AC; Testbedingungen: 10 min,G377P5 uM ATP,
Tris/HCI pH 7,5; n=4; Western Blo@,2 pg Protein.

Beide Chimaren zeigen im Vergleich zur PDE10 GARBY AC keine Veranderungen in der
Affinitat fur cAMP. Zudem erfolgte bei PDE10A1 GAByaBl AC die Stimulation der
katalytischen Aktivitat der CyaB1 durch cAMP undMB8 in gleicher Hohe wie bei der PDE10
GAF-CyaB1 AC. Mit der PDE10A2 GAF-CyaB1 AC wurdegaegen die AC mit cAMP und
cGMP um etwa die Halfte geringer stimuliert als lEir PDE10 GAF-CyaBl1 AC. Die
Basalaktivitaten beider Konstrukte liegen etwa®uder des Ausgangskonstrukts.

Die kinetischen Parameter sind fur beide Chimaresammengefasst im Vergleich mit der
PDE10 GAF-CyaB1 AC in Tab. 4-2 dargestellt. Abb.241-zeigt die entsprechenden
Auftragungen nach Michaelis-Menten und LineweavarkB sowie den Hill-Plot. Die
Eigenschaften der katalytischen Domane der CyaB1lsh@ unwesentlich verandert. Es liegt
bei beiden Konstrukten keine Kooperativitat vore DiacWerte mit 1 mM cAMP liegen bei
beiden Chimaren etwas unter dggwon PDE10 GAF-CyaB1 AC.

Konstrukt Kn(@mM |Ky Vimax (1 mM Vimax Hill- Hill-
cAMP) (unstimuliert) | cAMP) (unstimuliert) | Koeffizient | Koeffizient
[uM] [uM] [nmol/mg-min] | [nmol/mg-min] | (1 mM (unstimuliert)
cAMP)
PDE10 GAF- 222+12 | 235+1,1 559,0 £ 25,6 259+0,8 | ,040,04 | 09+0,1
CyaB1 AC
(n=4)
PDE10Al1 GAF- [22,6+4,3 | 22,8+3,1 368,9 £ 33,2 175+0,4 | ,790:0,13| 0,52+ 0,04
CyaB1 AC
(n=4)
PDE10A2 GAF- |16 £ 0,6 16,3+34 351,0+£6,2 42,3+2,6 0,81 10,1
CyaB1 AC
(n=2)

Tab. 4-2 Ubersicht tiber die kinetischen ParametsrRDE10A1 GAF- und PDE10A2 GAF-CyaB1 AC-Chimaren
im Vergleich mit PDE10 GAF-CyaB1 AC
Km und v wurden nach Lineweaver-Burk und die Hill-Koeffiaten aus dem Hill-Plot bestimmt.
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Abb. 4-24 Substratkinetik der PDE10A1 GAF- und PO&2 GAF-CyaB1 AC-Chiméren

(A) PDE10A1: Michaelis-Menten (n=4()B) PDE10A2: Michaelis-Menten (n=2)C) PDE10AL: Lineweaver-Burk
(n=4), (D) PDE10A2: Lineweaver-Burk (n=2)E) PDE10A1: Hill-Plot (n=4)(F) PDE10A2: Hill-Plot (n=2).
Testbedingungen: 10 min, 37°C, 10-250 uM ATP, H@&/pH 7,5.
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4.1.3.2. PDE10Al1 G73 GAF-CyaB1 AC

PDE10Al1 G73 GAF-CyaB1 AC beginnt mit der GAF-A (Abb-21). Mit diesem Konstrukt
sollte der Einfluss eines fehlenden N-TerminusdiefcNMP-Bindung und Stimulation der AC
untersucht werden. Die Klonierung ist unter 3.5.2b8schrieben. Die Doménenstruktur des
Proteins ist in Abschnitt 3.5.5.1. aufgefuhrt.

Allerdings stellte sich dieses Konstrukt bezlgliskiner Expression und Reinigung als
problematisch heraus. Trotz Optimierung der Expoas@4°C, 5 h, 100 uM IPTG) wurden bis
auf einen Fall keine verwendbaren Proteinmengealterh Daher konnte auch nur ein AC-Test
durchgefuhrt werden. Die Uberprifung der SDS-Gealgte, dass ein sehr hoher Anteil des
Proteins im Zellpellet in sognclusion bodieenthalten war (nicht dargestellt). Dies konntesein
Erklarung fur die niedrige Ausbeute an loslicherat®in sein.

In Abb. 4-25 ist die Dosis-Wirkungskurve mit dem $t&n Blot der Chimére dargestellt. Der
Blot zeigt die gewlnschte Proteinbande bei 96,8.Kd&a PDE10Al G73 GAF-CyaBl AC
konnte fur cGMP keine Dosis-Wirkungskurve erstetirden, da die gemessenen Aktivitaten im

Bereich des Leerwertes, d.h. der Proben ohne Rrdagien.
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Abb. 4-25 Dosis-Wirkungskurve und Western BlotRI2E10A1 G73 GAF-CyaB1 AC

Dosis-Wirkung nur mit cAMP (n=2), Western Blot: 8,ug Protein; Testbedingungen: 10 min, 37°C, 75AINP,
Tris/HCI pH 7,5.

Die maximale Stimulation mit CAMP von 26,9 + 12#&:h zeigte nur einen geringfligigen
Anstieg (Faktor 1,7) gegenuber der PDE10 GAF-CyAB1 Der EGg-Wert von 19,2 + 2,9 uM
blieb konstant. Dagegen sank die Basalaktivitata@¥% auf 0,4 £ 0,2 nmol cAMP/mg-min im
Vergleich zur PDE10 GAF-CyaB1l AC. Eine Messung daretischen Parameter konnte
aufgrund der oben beschriebenen Probleme nichhdafiahrt werden.
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4.2. Untersuchungen der PDE5-PDE10-CyaB1-Chiméaren

Der Ausgangspunkt fir die Konstruktion dieser Chignédwar die Frage, ob es méglich ist, zwei
GAF-Domanen aus zwei unterschiedlichen PDEn desshtem, der PDE5A1 und der PDE10A,
unter Erhalt ihrer Funktionalitat zu kombiniereraInteressante dabei ist, dass sich die GAF-
Doménen beider PDEn in ihrer Affinitat fir cAMP bzeGMP unterscheiden. So wird cGMP
bevorzugt von der PDES als allosterischer Ligarnaugden [79] und cAMP von der PDE10, wie
aus den Ergebnissen aus Abschnitt 4.1.1. deutlictl. Wudem sollte der Austausch von N-
Terminus und Linker Aufschluss Uber deren Rollerb&ignalisieren geben. Als Beginn des
PDE10 N-Terminus wurde der der PDE10 GAF-CyaBl Aéw&hlt (Abb. 4-21). Die
Startpunkte der einzelnen Domanen und der LinkarRBOES und PDE10 stimmen mit denen in
Abb. 4-1 und Abb. 4-36 Uberein. Zur Klarung diebeagestellungen wurden insgesamt zehn
verschiedene Konstrukte kloniert. Als Reporterenzyunde wieder die katalytische Domane der
CyaBl1 AC verwendet. Zur Ubersichtlichkeit werderesdi Konstrukte nachfolgend in drei
Gruppen unterteilt:

Gruppe I:Diese funf Konstrukte enthalten jeweils die PDEAFR=A und die PDE10 GAF-B in
Kombination mit den N-Termini und den Linkern awsden PDEnN. Zuséatzlich wurde
bei einem Konstrukt in der PDE10 GAF-B das Asp-3Ar Ala mutiert. In den
Abb. 4-26 und Abb. 4-27 sind alle funf Konstruktdematisch dargestellt.

(1) | N-Term. @@ PAS AC
I\ I\ I\
g Y a'g ~"

(. /
PDE10A1,, ,, PDE5AL,,, ., PDE10Al,q ., CyaB1 454 gso
(1N N-Term. @@ PAS AC
\ . A\ I\ S
~ v ~—
PDESAL, 510 PDE10AL 31 45 CyaB1 546 850
D/A
N-Term. @ Linker GAFg PAS AC
(1)
- A\, I\ g
Y Y g
PDESAL, 54, PDE10Al,;, 45, CyaB1 546 659

Abb. 4-26 Schematische Darstellung der PDE5-PDE$8B1-Chimaren der Gruppe |

(I) PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaBC, (Il) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker
GAF-B-CyaB1 AC,(Ill) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker D397A GAF-B-CyaBL
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(V)

V)

N N-Term. @@ PAS AC C
— _\ I\ J
'z Y 'l

PDE5SAL PDE10A1 4, 4, CyaB1 446 g0
N N-Term. @@ PAS AC C
[\ . I\ I\ J

Y g Y ~

PDE10AL,, ,» PDESAL,,, 346 PDE10AL 4, 400 CyaB1 346 g59

Abb. 4-27 Schematische Darstellung der PDE5-PDE$8B1-Chimaren der Gruppe |

(IV) PDE5 N-Term. GAF-A Linker-PDE10 GAF-B-CyaB1 AQ/) PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A Linker-PDE10
GAF-B-CyaB1 AC

Gruppe lI:Diese Gruppe umfasst diejenigen Chimaren, di€&s#ié-A der PDE10 und die GAF-

(V1)

(VII)

(Vi) o @@ pasB  ac
— _A\ N
' Y Y

B der PDE5 in Kombination mit deren N-Termini unthiker besitzen. Diese drei
Konstrukte sind in Abb. 4-28 schematisch dargestell

| N-Term. @@ PAS AC
“ A I\ N v
Y Y Y ~
PDESAL,,,, PDE10Al,;,, PDE5Al,, ., CyaB1 454 550
N-Term. @@ PAS AC
« I\ A J
~ v ~
PDE10AL, 4 550 PDESAL 3, 413 CyaB1l3g6.59

PDE10A1,, 566 PDESALl,,;.5:5 CyaB1 ;45 g5

Abb. 4-28 Schematische Darstellung der PDE5-PDE$8B1-Chiméaren der Gruppe |l

(VI) PDE5 N-Term.-PDE10 GAF-A-PDES5 Linker GAF-B-CyaBTAVII) PDE10 N-Term. GAF-A-PDE5
Linker GAF-B-CyaB1 AC(VIIl) PDE10 N-Term. GAF-A Linker-PDE5 GAF-B-CyaB1 AC

96



Ergebnisse

Gruppe llI: Zur letzten Gruppe gehéren zwei Konstrukte, ineshenur der Linker gegen den der

anderen PDE ausgetauscht wurde. Den schematisalfeatAbeider Chimaren zeigt

Abb. 4-29.

(IX) [ N-Tem. @@ PAS AC
~ ~" A ~" ~

PDESAL, 519 PDE10AL 231'15655'“1347-513 CyaBlg6.59

(X) N-Term. @@ PAS AC
~ ~— Aoy A ~ -~

PDE10ALy g5 o PDELOALy s,  CyaBlaggss

311-346

Abb. 4-29 Schematische Darstellung der PDE5-PDE$8B1-Chimaren der Gruppe Il

(IX) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker-PDE5 GAF-B-CyaBTAX) PDE10 N-Term. GAF-A-PDES Linker-
PDE10 GAF-B-CyaB1 AC

Die Klonierung der Konstrukte ist in Abschnitt 85.angegeben. Die Expression aller zehn
Konstrukte erfolgte bei 24°C fur 5-7 h nach Indaktimit 400 uM IPTG. Die Reinigung und
Dialyse (Dialysepuffer A) wurde wie unter 3.2.4uhd 3.2.5. beschrieben, durchgefuhrt. Dem
Zelllysepuffer wurde Protease-Inhibitor zugesetaty die Bildung von Abbauprodukten zu

verhindern. Die Western Blots der exprimierten ugeleinigten Proteine werden bei den

jeweiligen Dosis-Wirkungskurven angegeben.
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4.2.1. Biochemische Charakterisierung der PDE5-PDE10-Cy@Biinaren der Gruppe |
4.2.1.1. Proteinabhangigkeit

Fur die PDE5S N-Term. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaBC-Chimare (Abb. 4-26l1) wurde
zur Kontrolle die Proteinabhangigkeit bestimmt. ABEBO0 zeigt den gleichen Kurvenverlauf wie
bei PDE10 GAF-CyaB1 AC. Daher wurde auch hier Benazehn Chiméaren mit Proteinmengen
von 50-100 ng getestet, d.h. im vorderen BereiclKdeve.

Protein [ nM]
0 17 35 52 70 87

1607 ﬂ\.\I\. |
1204 I stimuliert

(300 uM CAMP)

O unstimuliert

D

0 200 400 600 800 1000

Spezifische Aktivitat

[nmol cAMP ¢ mg -1 ¢ min-1]
(o]
S

Protein [ng]

Abb. 4-30 Proteinabhangigkeit der PDE5 N-Term. GMMPDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC

Die Testbedingungen waren: 10-1000 ng Protein, ibhQ 37°C, 75 pM ATP, Tris/HCI pH 7,5; n=4; Fehlelten
nicht angegeben.

4.2.1.2. Dosis-Wirkung

Die Dosis-Wirkungskurven mit den dazugehérigen \&tesBlots der funf Chimaren der Gruppe

| zeigen Abb. 4-31 und Abb. 4-32. Alle Konstruktg3ar der PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10
Linker GAF-B-CyaB1 AC (Abb. 4-26ll) zeigen im WesteBlot unterhalb der gewinschten
Proteinbande trotz Protease-Inhibitor noch weitdamden. Bei diesen handelt es sich daher
wahrscheinlich um C-terminale Abbruchprodukte, ke Aktivitat besitzen dirften, da ihnen
ein Teil der katalytischen Doméane der AC fehlt. $8iesind jedoch detektierbar, weil der ¢is

Tag N-terminal lokalisiert ist.
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Abb. 4-31 Dosis-Wirkungskurven mit Western BlotRIBE5S-PDE10-CyaB1-Chiméren der Gruppe |

() PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaBdC (n=6), Western Blot: 0,05 pg Protein
(105,2 kDa),(Il) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC @) Western Blot: 0,5 pg Protein
(114,7 kDa),(lll) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker D397A GAF-B-CyaBYC (n=4), Western Blot: 1 ug
Protein (114,7 kDa)(lV) PDE5 N-Term. GAF-A Linker-PDE10 GAF-B-CyaB1 AC () Western Blot: 0,2 ug
Protein (114,8 kDa). Uber den Dosis-Wirkungskurgerd die Doménenanordnungen der Konstrukte scheohati
dargestellt. Die Abkiirzung AC steht fiir die PASdutie katalytische Doméane der CyaB1. Testbedingunge
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Abb. 4-32 Dosis-Wirkungskurve mit Western Blotrefi2E5-PDE10-CyaB1-Chiméare der Gruppe |

(V) PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A Linker-PDE10 GAF-B-CyaBLT (n=6), Western Blot: 0,2 pug Protein (105,3
kDa). Uber der Dosis-Wirkungskurve ist die Domamemdnung des Konstrukts schematisch dargestelk. Di
Abkurzung AC steht fur die PAS- und die katalytisdoméane der CyaB1. Testbedingungen: 10 min, 373@M
ATP, Tris/HCI pH 7,5.

Die Tab. 4-3 liefert eine Ubersicht iber die Bals@ataten, Stimulationsfaktoren und EB£
Werte der funf Konstrukte im Vergleich mit der PMEGAF-CyaB1l AC (siehe 4.1.1.3.) sowie
der PDE5 GAF-CyaB1 AC (siehe 4.2.4.).

Die Konstrukte PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A-PDE10 LinkeAF-B-CyaB1 AC (Abb. 4-311)
und PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AEbb. 4-31II) unterscheiden sich
nur in ihrem N-Terminus. Beide wurden mit cAMP K&ir stimuliert als mit cGMP, aber
dennoch vergleichsweise geringer als die PDE10 GA&B1 AC. Trotz des Ersetzens der
PDE10 GAF-A sowie des N-Terminus blieb eine Stirtiataerhalten. Die Efg-Werte beider
Konstrukte fir cAMP sind um das 2,5-fache geringevergleich zur PDE10 GAF-CyaB1 AC.
Das zeigt, dass ihre Affinitat fir cAMP deutlichstjegen ist. Ein Ersetzen der PDE10 GAF-A
durch die der PDES5 fuhrte zu einer um einen Faktwr 14 verringerten Basalaktivitat im
Vergleich zur PDE10 GAF-CyaBl1 AC. Durch den zuséftmn Austausch des PDE10 N-
Terminus sank die Basalaktivitat nur um das ZwéiéafTab. 4-3).

Auch die D397A-Mutante (Abb. 4-31l1ll) besitzt einen etwa das 7-fache geringere Basal-
aktivitat als das nicht-mutierte Konstrukt. Die iftat fir cCAMP ist durch die Mutation deutlich
gesunken (Faktor: 20,6), was sich auch in eineringgrten Stimulation der katalytischen
Aktivitat der AC mit cAMP widerspiegelt.
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Die beiden letzten Konstrukte dieser Gruppe mit dBBDES5-Linker weisen die hoéchste
Basalaktivitat im Vergleich zur PDE10- und PDE5S G&faB1 AC sowie zu den anderen drei
Konstrukten ihrer Gruppe auf. Eine Stimulation ducAMP bzw. cGMP erfolgte nicht. Der
Austausch der GAF-B der PDE5 gegen die PDE10 GAFeRIrsachte im Vergleich mit der
PDE5 GAF-CyaBl1 AC einen kompletten Verlust der Station (Abb. 4-311V). PDE10 N-
Term.-PDE5 GAF-A Linker-PDE10 GAF-B-CyaB1 AC scheirsogar einen leichten
Hemmeffekt erfahren zu haben (Abb. 4-32V).

Am Interessantesten ist der Vergleich von Abb. 4-3dit Abb. 4-31IV. Beide Konstrukte
unterscheiden sich nur in ihrem Linker. Ersetztenrdan PDE10 Linker durch den der PDES5,
womit sich vor der PDE10 GAF-B ein fremder Linkefindet, erfolgte keine Stimulation mehr
mit cCAMP und cGMP. Daflr stieg die Basalaktivit@m éraktor 3 an.

Bei keiner der funf Chimaren konnte eine erhOhteMEGAffinitat sowie eine erhohte

Stimulation mit cGMP gezeigt werden.

max. max.
Konstrukt Basalaktivitat Stimulation | Stimulation | ECsg

mit CAMP | mit cGMP

[nmol cAMP/mg-min] | [-fach] [-fach] [uM]

PDE10 GAF-CyaB1 AC 51,7+53 155+14 4+08 , 1181 (cAMP)
(n=4)
PDE5 GAF-CyaB1 AC 126+1,0 1,2+0,1 244 +3 20,1 (cGMP)
(n=4)
(I) PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A- | 3,6 £0,4 73+06| ,8%30,3 7,2 £0,3 (CAMP)
PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC
(n=6)
(I1) PDE5 N-Term. GAF-A- 24,7+29 49+0,5 2,2 7,0 £1,7 (CAMP)
PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC
(n=6)
(1) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10| 3,7+0,1 1,7+01|12+0,1 144 + 66,4 (CAMP
Linker D397A GAF-B-CyaB1 AC
(n=4)
(IV) PDE5 N-Term. GAF-A Linker-| 69,3+ 7,4 1,210 1,3+0,1 nicht bestimmt
PDE10 GAF-B-CyaB1 AC
(n=4)
(V) PDE10 N-Term.-PDE5 GAF-A | 62,8 + 10,7 -
Linker-PDE10 GAF-B-CyaB1 AC
(n=6)

Tab. 4-3 Ubersicht tiber die Basalaktivitaten, Stationsfaktoren und E&-Werte der PDE5-PDE10-CyaB1-
Chimaren der Gruppe | im Vergleich mit PDE10 GAiRd PDE5 GAF-CyaB1 AC
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Um auszuschlieRen, dass die gemessenen Veranderusagle veranderte enzymatische

Eigenschaften der AC basieren, wurden die kinetisdharameter der stimulierbaren Konstrukte
(nach Lineweaver-Burk) bestimmt. Diese werden ib. 7”4 zusammenfassend dargestellt. Die
Kmn-Werte liegen im erwarteten Bereich. Sie stimmem aein Werten der PDE10 GAF- und

PDE5 GAF-CyaB1 AC Uberein. Zudem liegt keine Koepieitat vor.

Kn(@mM Ky Vimax Vinax Hill- Hill-
Konstrukt CAMP) (unstimuliert) | (1 mM cAMP) | (unstimuliert) | Koeffizient Koeffizient
[uUM] [uUM] [nmol/mg-min] | [nmol/mg-min] | (1 MM cAMP) | (unstimuliert)

() PDE10 N-Term.-
PDE5 GAF-A- 19,9+1,4| 235+3,6 36,5+2,7 50,5 0,79+0,08 | 0,58+0,03
PDE10 Linker GAF-
B-CyaB1 AC

(n=4)

(I) PDE5 N-Term.
GAF-A-PDE10 21,9+26| 19654 136,1 + 8,0 240+2,6 0,851 0,66 +0,13
Linker GAF-B-
CyaB1 AC
(n=4)

(1) PDE5 N-Term.
GAF-A-PDE10 228+52| 169+1.3 6,9+0,9 3,740 0,58 £0,05 0,68 £ 0,06
Linker D397A GAF-
B-CyaB1 AC

(n=4)

Tab. 4-4 Ubersicht tiber die kinetischen Parametarsiimulierbaren PDE5-PDE10-CyaB1-Chimaren der @oell

4.2.1.3. Additive Dosis-Wirkungskurve

PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC (Ab#-2611) zeigte eine Stimulation
mit CAMP und etwas geringer mit cGMP (siehe 4.2)1.Raher war es interessant, welchen
Einfluss gleiche Konzentrationen an cAMP und cGMEi lgleichzeitiger Zugabe zum
Reaktionsansatz auf das Enzym haben oder, ob smgar hdhere Gesamtstimulation der
katalytischen Domane der AC erreicht werden kanmdezn wurde in einem zweiten Versuch
die cAMP-Konzentration von 300 pM konstant gehale nur die cGMP-Konzentration im
Reaktionsansatz erhdht, um zu sehen, ob trotz Bomdwon cAMP die Stimulation mit
zunehmender cGMP-Konzentration ansteigt. Abb. 4&8t die Dosis-Wirkungskurven beider

Versuche.
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Abb. 4-33 Additive Dosis-Wirkungskurven der PDEBeNmM. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC

(A) Gleichzeitige Zugabe von gleichen Mengen an cAMB ¢GMP,(B) aufsteigende cGMP-Konzentration mit
300 uM cAMP. Testbedingungen: 10 min, 37°C, 75 uWMPATris/HCI pH 7,5; n=4.

Die Basalaktivitdt beim Versuch in Abb. 4-33A betrd 6,4 + 5,1 nmol/mg-min. Diese liegt
damit geringfligig (Faktor 1,5) unter der Basalakiivdes Enzyms in Abb. 4-31Il. Die
maximale Stimulation von 4,8 + 0,6-fach mit beidgclischen Nucleotiden ist unverandert zu
der, welche mit cAMP allein beobachtet wurde. Egmb6hte Gesamtstimulation des Enzyms
durch einen zusatzlichen Einfluss von cGMP wurdwitlaicht erreicht.

Abb. 4-33B zeigt, dass bereits mit 300 uM cAMP uUngdM cGMP die maximale spezifische
Aktivitat des Enzyms erreicht und durch eine agstede cGMP-Konzentration nicht mehr
verandert wurde. Dies spiegelt die hohe cAMP-Atéhi(EGo: 7,0 £ 1,7 uM) des Konstrukts
wider. Auch bei diesem Versuch hatte cGMP keinarfl&ss auf die maximale Stimulation in
Gegenwart von cCAMP.

4.2.2. Biochemische Charakterisierung der PDE5-PDE10-Cy@Biinaren der Gruppe Il

In Abb. 4-34 sind die Dosis-Wirkungskurven der PEFEBE10-CyaB1-Chiméaren der Gruppe Il
zusammmen mit den entsprechenden Western Blotestafl Die PDE5 N-Term.-PDE10

GAF-A-PDES Linker GAF-B-CyaB1 AC (Abb. 4-34VI) zdigeben der gewiunschten Protein-
bande deutlich zwei weitere Abbruchbanden. Diesemskukt hat sich sehr schlecht
exprimieren lassen und fir den Western Blot wamegas 2 pug Protein notwendig, um eine
Proteinbande zu erkennen. Die Western Blots deerandbeiden Konstrukte besitzen wenige
Abbruchbanden. Die gewlnschten Proteinbanden samalbutlicher zu erkennen.
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Abb. 4-34 Dosis-Wirkungskurven mit Western BlotRI2E5-PDE10-CyaB1-Chimaren der Gruppe Il

(VI) PDE5 N-Term.-PDE10 GAF-A-PDE5 Linker GAF-B-CyaB1CA(n=4), Western Blot: 2 ug Protein
(114,9 kDa),(VIl) PDE10 N-Term. GAF-A-PDE5 Linker GAF-B-CyaB1 AC @) Western Blot: 0,1 ug Protein
(105,3 kDa)(VIll) PDE10 N-Term. GAF-A Linker-PDE5 GAF-B-CyaB1 AC () Western Blot: 0,5 g Protein
(105,3 kDa). Uber den Dosis-Wirkungskurven sind B@manenanordnungen der Konstrukte schematisctedarg
stellt. Die Abkurzung AC steht fiir die PAS- und digtalytische Doméane der CyaB1. Testbedingungermit
37°C, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5.

Tab. 4-5 fasst die Ergebnisse beziglich der Basuit@ken und Stimulationsfaktoren aller drei
Konstrukte zusammen. Zum Vergleich sind die entdpreden Werte der PDE10 GAF-CyaB1
AC (siehe 4.1.1.3.) und der PDE5 GAF-CyaB1 AC (gsiél2.4.) mit angegeben.
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max. max.
Konstrukt Basalaktivitat Stimulation | Stimulation | ECsq

mit CAMP | mit cGMP

[nmol cAMP/mg-min] | [-fach] [-fach] [uUM]

PDE10 GAF-CyaB1 AC 51,7+5,3 155+1/4 4+0,8 , 1181 (CAMP)
(n=4)
PDE5 GAF-CyaB1 AC 126+1,0 1,2+0,1 244+3 2@,1 (cGMP)
(n=4)
(VI) PDE5 N-Term.-PDE10 GAF-A-| 4,0+1,3
PDES5 Linker GAF-B-CyaB1 AC
(n=4)
(VII) PDE10 N-Term. GAF-A- 65,0+5,4 1,2+0,04| 21+0,03
PDES5 Linker GAF-B-CyaB1 AC
(n=4)
(VIII) PDE10 N-Term. GAF-A
Linker-PDE5 GAF-B-CyaB1 AC 45+0,3
(n=4)

Tab. 4-5 Ubersicht tiber die Basalaktivitaten uniim8lationsfaktoren der PDE5-PDE10-CyaB1-Chiméaren d
Gruppe Il im Vergleich mit PDE10 GAF- und PDE5 GBFaB1 AC

Das Ersetzen der PDE5 GAF-A durch die PDE10 GAFekhinderte eine Stimulation der
katalytischen Aktivitat der AC durch cGMP bzw. cAMRudem sank die Basalaktivitat um
Faktor 3 im Vergleich zur nicht-mutierten PDE5 GA&aB1 AC (Abb. 4-34VI). Tauschte man
dagegen zusatzlich noch den PDE5 N-Terminus austjespdie Basalaktivitat um das 5-fache in
die Nahe des Basalwertes der PDE10 GAF-CyaB1l Afe Etimulation mit cGMP und cAMP
erfolgte nicht (Abb. 4-34VIl). Wurden N-TerminusAG-A und Linker der PDE5 durch die der
PDE10 ersetzt, verhielt sich die Chiméare genause @ejenige, bei der nur die GAF-A
ausgetauscht wurde (Abb. 4-34VIIl). Andersherunrdmttet bewirkte ein Ersetzen der PDE10
GAF-B durch die PDE5 GAF-B ein Absinken der Basalatdt um das 11,5-fache. Zudem war
keine Stimulation mit cCAMP und cGMP mdglich (Abb34VIIl). Der zusatzliche PDES5 Linker
erhohte dagegen die Basalaktivitat wieder (Abb4¥18, was durch den PDE5 N-Terminus
aufgehoben wurde. Von beiden Enzymen aus betraaieéetPDES- bzw. der PDE10 GAF-
CyaB1 AC, ergibt sich ein interessantes Bild.
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4.2.3. Biochemische Charakterisierung der PDE5-PDE10-Cy@Biinaren der Gruppe Ili

Die Dosis-Wirkungskurven der PDE5-PDE10-CyaB1-Chignader Gruppe Il zusammen mit
ihren Western Blots zeigt Abb. 4-35. Auch hier sindWestern Blot neben der gewiinschten
Proteinbande wenige Abbruchprodukte erkennbar.
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Abb. 4-35 Dosis-Wirkungskurven mit Western BlotRIBE5S-PDE10-CyaB1-Chiméren der Gruppe llI
(IX) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10 Linker-PDE5 GAF-B-CyaB1CA(n=4), Western Blot: 0,4 pg Protein
(116,2 kDa),(X) PDE10 N-Term. GAF-A-PDES Linker-PDE10 GAF-B-CyaBT (n=4), Western Blot: 0,5 pg
Protein (103,9 kDa). Testbedingungen: 10 min, 37%uM ATP, Tris/HCI pH 7,5.
Die Basalaktivitaten und Stimulationsfaktoren beidenstrukte werden in Gegenuberstellung

mit den Werten der PDE10 GAF- und PDE5 GAF-CyaBliACab. 4-6 angegeben.

max. max.
Konstrukt Basalaktivitat Stimulation | Stimulation | ECsq
mit CAMP | mit cGMP

[nmol cAMP/mg-min] | [-fach] [-fach] [uM]
PDE10 GAF-CyaB1 AC 51,7+5,3 155+14 4+0,8 , 1181 (cAMP)
(n=4)
PDE5 GAF-CyaB1 AC 126+1,0 1,2+0,1 24,4+ 3 20,1 (cGMP)
(n=4)
(IX) PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10| 4,2+0,4 1,4+0,2| ,6%0,5 -
Linker-PDE5 GAF-B-CyaB1 AC
(n=4)
(X) PDE10 N-Term. GAF-A-PDE5 | 33,7+6,0 - - -
Linker-PDE10 GAF-B-CyaB1 AC
(n=4)

Tab. 4-6 Ubersicht tiber die Basalaktivitaten unidn8tationsfaktoren der PDE5-PDE10-CyaB1-Chiméaren de
Gruppe Il im Vergleich mit PDE10 GAF- und PDE5 GA&FaB1 AC
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Ein Ersetzen des PDE5 Linkers durch den der PDEWrkte ein Absinken der Basalaktivitat

des PDE5-Konstrukts um Faktor 3. Zudem wurde dimBation der katalytischen Aktivitat der

AC mit cGMP fast vollstandig unterbunden (Abb. 4>35 Dagegen sank die Basalaktivitat des
PDE10-Konstrukts beim Ersetzen des Linkers durechakr PDES5 nur um das 1,5-fache. Eine
Stimulation mit cCAMP oder cGMP war nicht mehr magli Mit cGMP zeigte sich sogar ein

leichter Hemmeffekt (Abb.4-35X).

4.2.4. Biochemische Charakterisierung der PDE5 GAF-CyaEl A

Die PDE5 GAF-CyaB1 AC wurde bereits von Dr. SanBrader charakterisiert, jedoch unter
Bedingungen, die von denen in dieser Arbeit abweiclilO7]. Um einen Vergleich der

Ergebnisse der PDE5-PDE10-CyaB1-Chimaren mit dde3°GAF-CyaB1 AC zu ermdglichen,

wurden die Dosis-Wirkung sowie die kinetischen Reeter der Chimare unter den hier
verwendeten Reinigungs- und Testbedingungen bestirbazu wurde das Konstrukt PDES
GAF-CyaBl1 AC in pQE30 von Dr. Sandra Bruder vernan(siehe 3.5.1., [107]). Dieses

besteht aus dem N-Terminus und den beiden GAF-Demder humanen PDE5A1L, denen die
PAS- und katalytische Doméne der CyaB1 angehangtewfAbb. 4-36).

D144 C310 1522 K593
N c
M1 1347 E513 G723 K987
— N J
' Y
PDESAL, 55 CyaB1 344 g9

Abb. 4-36 Doméanenstruktur der PDE5 GAF-CyaB1 AC
Die nummerierten ASn Uber den vertikalen gestrieimeLinien geben den Beginn und das Ende der @ierel
Doméanen im exprimierten Protein an. Das erste Methi am Proteinanfang wird mit M1 bezeichnet. Die
Positionen der verwendeten Sequenzabschnitte inesdegiligen Ausgangssequenzen (PDE5SAL bzw. CyaBit) s
unter den geschweiften Klammern angegeben.
Die Expression des Proteins erfolgte bei 24°C it b nach Induktion mit 400 uM IPTG.
Zelllyse (mit Protease-Inhibitor), Reinigung undalyse wurden wie bisher durchgefihrt.
In Abb. 4-37A ist die Dosis-Wirkungskurve mit demmtgprechenden Western Blot des

gereinigten Proteins dargestellt. Die Proteinausbeund die Reinheit des Proteins sind
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vergleichbar mit denen der PDE10 GAF-CyaBl AC. Imesférn Blot sind keine
Abbruchprodukte zu sehen. Das Cross-Linking ergab Western Blot eine deutliche
Dimerbande (227 kDa), sowohl mit als auch ohne 1 o@MP. Die dartber liegende Bande
konnte auf ein Tetramer hindeuten (Abb. 4-37B).
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Abb. 4-37 Dosis-Wirkungskurve mit Western Blot Gnaiss-Linking der PDE5 GAF-CyaB1 AC

(A) Dosis-Wirkungskurve der PDE5 GAF-CyaB1 AC. Testhgdngen: 50 ng Protein, 10 min, 37°C, 75 uM ATP,
Tris/HCI pH 7,5, n=4. Western Blot: 0,1 pug Protéiri3,5 kDa).(B) Cross-Linking mit PDE5 GAF-CyaB1 AC:
0,2 pg Protein £ 1 mM cGMP, 7 mM Glutaraldehyd, 8, RT. (1) Protein ohne Glutaraldehyd und ohne 1 mM
cGMP (Kontrolle),(2) Protein ohne Glutaraldehyd und mit 1 mM cGMP (Kol), (3) Protein mit Glutaraldehyd
und ohne 1 mM cGMR4) Protein mit Glutaraldehyd und mit 1 mM cGMP.

Die Chimare besitzt eine Basalaktivitat von 12,6 amol cAMP/mg-min. cAMP stimulierte die
katalytische Aktivitat der CyaB1 AC nicht (Faktdr,2 £ 0,1 mit 3 mM cAMP). Dagegen zeigte
das Konstrukt mit 100 uM cGMP eine maximale Stirtiatamit einem Faktor von 24,4 + 3. Der
ECsc-Wert betragt 2,4 + 0,05 uM cGMP. Vergleicht mae @rgebnisse mit denen von Dr.
Sandra Bruder, so ergibt sich doch ein gewisseituss der Reinigung auf die Ergebnisse. Mit
Ni?*-NTA gereinigtes Protein zeigte eine 10,2-fachenStation mit cGMP mit einem B
Wert von 9,6 £ 1,8 uM [79].

Die kinetischen Parameter wurden aus dem LineweBugi-Diagramm (n=4) ermittelt. Die
Km-Werte betrugen 21,2 + 1,4 uM (mit 1 mM cGMP) urid+11,2 uM (unstimuliert) und liegen
damit im erwarteten Bereich. Wy lag mit 1 mM cGMP bei 353,3 + 36,6 nmol cAMP/mgami
sowie unstimuliert bei 11,5 + 1,2 nmol cAMP/mg-niie aus dem Hill-Plot (n=4) bestimmten
Hill-Koeffizienten von 0,53 = 0,03 (1 mM cGMP) bz®,58 + 0,05 (unstimuliert) zeigen keine
Kooperativitdt an. Auf eine graphische Darstelluley ermittelten Werte wird an dieser Stelle

verzichtet, da die Werte nur Vergleichszwecken elien
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4.3. Kristallisation der PDE10 Tandem-GAF-Doméanen

Zur Aufklarung der raumlichen Struktur der PDE10 FsBomanen sowie der Bindung von
CAMP an diese sollte das PDE10 GAF-Tandem krisiali werden. Zudem wirde die
Kristallstruktur Aufschluss dartber bringen, ob @&F-Domanen der PDE10 als paralleles
Dimer wie bei der PDE2A oder als antiparalleles &iwie bei der CyaB2 vorliegen (vgl. [35,
36]).

Insgesamt wurden dafur drei Kristallisationskondiuin einen modifizierteppET16bVektor
mit der MCS depQE606Vektors PET16b-MCS-pQEGQAbDb. 2-1) kloniert (siehe 3.5.4.). Die
drei Konstrukte unterscheiden sich in ihren N-teraen Startpunkten sowie in der An- bzw.
Abwesenheit des C-terminalen kliBags. Zur Ermittlung der N-terminalen Startpunkter
PDE10-Konstrukte wurde ein Alignment mit der AS-8eogz der GAF-Doménen mit einem Teil
des N-Terminus der humanen PDE10A1 im Vergleicldernen der humanen PDE2A, PDE5A1
und PDE11A4 zusammen mit démabaenaACn CyaBl und CyaB2 erstellt (Abb. 4-38 und
Abb. 4-39). Dabei diente ein Alignment von Martiretzal. als Anhaltspunkt [35]. Mit Hilfe des
erstellten Alignments wurde der Beginn der PDE10Faund das Ende der GAF-B bestimmit.
Fur die GAF-Domanen der PDE2A der Maus und der QyaBstieren bereits Kristallstrukturen
(siehe [35, 36]). Die Anfangs- und Endpunkte diek@nstrukte sind zum Vergleich im
Alignment eingezeichnet.

Beginn der Kristallisationskonstrukte:

al-Helix a2-Helix
AL

hPDE2A : AVQNPPEGTAEDQKGGAAYTDR-DRESLCGELYD-LBASHOL LQ:ﬁQQ\ET‘SRC LY%-SEDNL 272

hPDEDSA : SDSEKKEQMPLTPPRFD:HDE SOSRLR=LVKDISSHLDVTARCHHEFLHNHGLISADRY EDSSND 197
hPDE10A: EDESAPKHYSRYQDTNMQG\aNKSYI=QRIDTGG--DNQELYHESSI FKIATKADGF -GECNN 122
hPDE11A: RVNLPQYPPTAIDYKCHLKKHERQFHR=LVKDISNDLDLTYESYHRLIF \\CLMVIEDRC EGAAAGK 250
CyaBl : RVKDLSVNEFVCLLDFITAEFQ [@FLRAISILINNEALENMLENLE LKEGQILQREHT. D----YD 95

CyaB2 : PLTQDTFKQVVTEVEQKLRIVHETLSMIDS---HGFENILQE ILQIRTLKTGELLJADRT DE----E 112
PDE10A1 V63 Start PDE10A1 PDE10A1 D87
GAF-A (G73)

Abb. 4-38 1. Ausschnitt aus einem maodifiziertarsal W-Alignment

Ausschnitt aus einem von Hand modifizierten ClustalAlignment der AS-Sequenzen von PDE2A, PDE5SAL,
PDE10Al, PDE11A4 (h=human) zusammen mit CyaBl uydB2 ausAnabaena Gezeigt ist ein Teil der N-
Termini mit den Anfangsbereichen der verschiede@éir-A-Doméanen. Mit einem Rahmen sind die jeweiligen
ASn gekennzeichnet, mit denen die Kristallisatiamskrukte von PDE2A, PDE10A und CyaB2 beginnen. Die
gestrichelte Linie kennzeichnet den Beginn der G¥dBomanen. Dienl- unda2-Helices sind nach Martinez et al.
eingezeichnet [35]. Die sich &hnelnden Bereichd billgrau bis schwarz unterlegt. Je dunkler, ugré®er ist die
Sequenzahnlichkeit.
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Ende der Kristallisationskonstrukte:

hPDE2A : W : HSIIGKKYNEAQK RSHLANEM 570
hPDES5A : P [ENRNS : NTEAEAYERAMAKQMZEV 525
hPDE10A: A HCANRNHAIRHSECIYRVJEK 434
hPDE11A: P [§DD/SeRLFEM NNTIFADQKKSWAKQS\#DV 580
CyaBl :S ENARREENYLLEKQYQKDHEQS 397
CyaB2 :S NA KQQERMQRIRS 453

T

Ende PDE10A1
GAF-B (C426)

Abb. 4-39 2. Ausschnitt aus einem modifiziertarstal W-Alignment

Ausschnitt aus einem von Hand modifizierten ClustalAlignment der AS-Sequenzen von PDE2A, PDE5SAL,
PDE10A1, PDE11A4 (h=human) zusammen mit CyaB1 upaB2 ausAnabaenaGezeigt ist der Endbereich der
verschiedenen GAF-B-Doméanen. Die gestrichelte Lkdanzeichnet das Ende der GAF-B-Doméanen. Mit einem
Rahmen sind die jeweiligen ASn gekennzeichnet,deiten die Kristallisationskonstrukte von PDE2A, RDE

und CyaB2 enden. Die sich ahnelnden Bereiche s#igrhu bis schwarz unterlegt. Je dunkler, umsd&egrast die
Sequenzahnlichkeit.

4.3.1. Kristallisationskonstrukt PDE10A1 D87 GAF-A/B

Das erste Kristallisationskonstrukt wurde ohneadieHelix der GAF-A ab D87 (PDE10A1 87-
426) kloniert (siehe Abb. 4-38 und 3.5.4.1.). Denfliss der fehlendeml-Helix auf die
Stimulation und cAMP-Affinitat wurde durch einen Alast mit der PDE10A1l D87 GAF-
CyaB1 AC (siehe 3.5.2.9. und 3.5.5.1.) Uberprués Protein war unverandert stimulierbar und
zeigte auch keine Veranderung in der Affinitat. ig Basalaktivitat war um 94% im Vergleich
zur PDE10 GAF-CyaB1 AC verringert (Abb. 4-40). Zodel3 sich das Protein extrem schlecht
exprimieren. Aufgrund der sehr geringen erhalteReoteinmengen konnten die kinetischen

Parameter nicht Uberprift werden.
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Abb. 4-40 Dosis-Wirkungskurve und Western BlotRI2E10A1 D87 GAF-CyaB1 AC

Dosis-Wirkung mit cAMP und cGMP (n=2), Western BI6t4 pg Protein (95,2 kDa). Testbedingungen: 10, mi
37°C, 75 uM ATP, Tris/HCI pH 7,5. Maximale Stimutat mit cAMP: 20,8t 7,3-fach, cGMP: 4,4 0,1-fach; EG,
(CAMP): 16,6+ 2,9 uM; Basalaktivitat: 3,2 0,1 nmol cAMP/mg-min.
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Die optimierte Expression des Kristallisationskonists PDE10A1 D87 GAF-A/B erfolgte bei
19°C uber Nacht (18-20 h) nach Induktion mit 400 JRTG. Um einen moglichst hohen
Reinheitsgrad und eine hohe Proteinausbeute ziclegre wurde die Reinigung durch Variation
der Imidazolkonzentration im Lyse- und Waschpuffewie der Waschvolumina und der Dauer
der Bindung an Ni-IDA optimiert. Zudem wurde zum Vergleich die Regjunng mit Nf*-NTA
durchgefiihrt. Mit Ni*-IDA erhielt man ein reineres Protein. Die optingeReinigung wurde
wie unter 3.2.4.1. beschrieben, durchgefuhrt. DestlyZepuffer wurde Protease-Inhibitor zur
Vermeidung eines Proteinabbaus zugegeben. Die Bindn 250 pl Ni-IDA erfolgte ein- bis
zweimal fir 2-4 h. Das gereinigte Protein wurde @iycerin ad 35% versetzt und bei -20°C
gelagert. Abb. 4-41 zeigt ein SDS-PAGE-Gel zusammireinem Western Blot des gereinigten

Proteins (Doméanenstruktur siehe 3.5.5.3.).

kDa kDa

116 — i 116

66 — == 66 -
45 - = — 45 -
- —
35-= ' 35—-
25 — i 25+
18— i _—— 18-

M 1 2 3 4 5

Abb. 4-41 SDS-PAGE-Gel und Western Blot von PDETRBVIGAF-A/B

SDS-PAGE:M: Marker,1: Proteineluat (2 ugR: Zellpellet (8 pg)3: Uberstand nach Lyse/Zentrifugation (3 pg),
4: Uberstand nach Nickelbindung (3 pg); Western Bo0,5 g Protein.

Das SDS-Gel zeigt, dass sehr viel unlgsliches Prate Zellpellet ininclusion bodiessorliegt.
Auch aus dem Uberstand nach Lyse und Zentrifugagidennt man, dass nur sehr wenig
|6sliches Protein enthalten ist. Die durchscheitéi Ausbeute an loslichem Protein betrug
1,4 mg Protein/Liter Kultur. Fir Kristallisationsecke war dies recht niedrig, aber noch
ausreichend. Das l6sliche Protein (MW: 39 kDa; IER) hatte die erwartete Grof3e. Im Western
Blot sind neben der gewtinschten Proteinbande Keabeuchbanden zu erkennen.

Das gereinigte Protein wurde fur die Kristallisatifir 4 h oder Uber Nacht dialysiert (siehe
3.2.5.). Dazu wurden mehrere Proteineluate vereimdgschlielend erfolgte das Aufkon-
zentrieren je nach Volumen mitivaspin 2, NANOSEP 10k OMEGAoder ULTRAFREE-0.5
Konzentratoren (siehe 3.2.6.). Das aufkonzentrieregein wurde mit 2 mM cAMP versetzt, um
im Falle einer auflésbaren Kristallstruktur die Wiselwirkungen zwischen den GAF-Doménen

der PDE10 und ihrem Ligand cAMP ermitteln zu kénnen
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Der erste Screen wurde mit in Dialysepuffer B, nesatzlich 1 mM MgGlund 10 mM NaCl
enthielt, dialysiertem Protein nach 3.4. durchg#fiibazu wurden die Hampton Research-Kits
Crystal ScreemundCrystal Screen 2ohne die phosphat- und arsenhaltigen Puffer; 2yotein)
verwendet. Die Platten wurden bei 12°C gelagert. dén PuffernCrystal Screen 12Crystal
Screen 1ndCrystal Screen 2-4@urden nach 25 Tagen nadelférmige Kristalle egma{iAbb.
4-42). Tab. 4-7 liefert eine Ubersicht (ber die aasensetzung der drei verschiedenen
Kristallisationspuffer sowie die Form der erhalteri€ristalle und deren Grél3e. Diese Kristalle
waren reproduzierbar. Kontrollen ohne Protein eegakeine Kristalle, was darauf hindeutet,
dass es sich bei den Kristallen um Protein- untitnien Salzkristalle handelt. Allerdings waren
die mitCrystal Screen 2-48rhaltenen Kristalle nicht stabil. Sie |6sten sielch 10 Wochen auf.
Es wurde von Prof. Dr. T. Stehle und Dr. C. Sclfhiterfakultares Institut fir Biochemie,
Universitat Tubingen) versucht, Kristalle mi€rystal Screen 12fir die Messung im
Rontgenstrahl zu fischen, doch dies scheitertendaass sich die Kristalle dabei auflésten.

Abb. 4-42 Kristalle von PDE10A1 D87 GAF-A/B

(A) Crystal Screen 14B) Crystal Screen 19C) Crystal Screen 2-4@Protein: 4 pg (mit 1 mM MgGlund 10 mM
NacCl), 12°C, 2 mM cAMP. Mit allen drei Kristallisgahspuffern wurden nadelférmige Kristalle erhaltelie in
Gruppen angeordnet sind.

Kristallisationspuffer | Zusammensetzung | Kristallform Grolde

Crystal Screen 12 30% Isopropanol Nadeln Lange: 50-60 um
0,1 M Na-Hepes pH 7,5 (einzeln odeBreite: < 15 um (Gruppen)
0,2 M MgC} in Gruppen)

Crystal Screen 19 30% Isopropanol Nadeln Lange: 35-50 um

0,1 M Tris/HCI pH 8,5 | (einzeln oderBreite: < 20 um (Gruppen)
0,2 M Ammoniumacetatin Gruppen)
Crystal Screen 2-40 | 25% tert.-Butanol Nadelgruppehdnge: 10-25 um
0,1 M Tris pH 8,5 Breite: <5 um (Gruppen)
Tab. 4-7 Zusammenstellung der Pufferzusammenseizulgstallform und -grofl3e

Um groBere und breitere Kiristalle zu bekommen, agshl sich eine Optimierung der
Kristallisationsbedingungen an. Ansatze mit alleai dristallisationspuffern, aber mit Protein

(2,6 pg, mit 2 mM cAMP), welches ohne NaCl und Mgdialysiert wurde, ergaben ebenfalls
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Kristalle (Bilder nicht gezeigt). MitCrystal Screen 12vuchsen nadelférmige Kristalle von
gleicher Lange wie zuvor, die sich aber zu breite@ruppen zusammenlagerten (<35 pum).
Zudem bildeten sich quadratische Kristalle von e®@x20 pum. Bei Ansatzen mfiCrystal
Screen 19ergaben sich neben den nadelférmigen Kristalleddx35um) lange rechteckige
Kristalle mit bis zu 400 um Lange und 50 um Brefech hier I6sten sich die Kristalle beim
Fischen auf. Daher war eine Auswertung im Rontgehkhicht méglich. MitCrystal Screen 2-
40 wurden wieder Nadelgruppen von anndhernd gleiGréRRe erhalten, die aber nicht stabil
waren.

Tab. 4-8 zeigt eine Ubersicht {iber das weitere ¥oeg bei der Optimierung der Kristalle.
Dabei wurden die beiden erst€nystal ScreesPuffer unter Variation des pH, der Konzentration
an Prazipitanz (Isopropanol) und an Salz selbsgdstellt. Als Kontrollen dienten wieder
Ansétze ohne Protein. Diese zeigten kein Kristathgtum, was wiederum darauf hindeutet,
dass die erhaltenen Kristalle Proteinkristalle sir&uf eine weitere Optimierung der
Bedingungen miCrystal Screen 2-4@vurde aufgrund der geringen Gréf3e und Instabidltit
Kristalle verzichtet. Abb. 4-43 zeigt zwei Kristalder, die mit zwei der optimierten
Bedingungen aus Tab. 4-8 erhalten wurden. In ABB3A4 erkennt man nadelférmige und
rechteckige (Pfeil) Kristalle. In Abb. 4-43B sindadel- und stdbchenférmige Kristalle
dargestellt. Diese wurden von Dr. C. Schall im Rénstrahl gemessen, ergaben aber keine

auswertbaren Streubilder. Es handelt sich aber nateiRkristalle.

Abb. 4-43 Kristalle von PDE10A1 D87 GAF-A/B nachifjerung

(A) Nadelférmige Kristalle mit 30% Isopropanol, 0,1 Wa-Hepes pH 7,5, 0,15 M MggC(Protein: 3 pg, 2 mM
CcAMP, ohne 1 mM MgGlund 10 mM NacCl, 12°C), Pfeil: rechteckige KristgIB) Stabférmige Kristalle mit 30%
Isopropanol, 0,1 M Tris/HCI pH 8,5, 0,35 M Ammoniacetat (Protein: 2 pg, ohne 1 mM Mg@hd 10 mM NacCl,
2 mM cAMP, 12°Q.
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Kristallisationspuffer Kristalle Bedingungen

pH | Isopropanol [%] ‘Na-Hepes [M]| MgClI,[M]

Variation des pH-Wertes und der Konzentration anédRipitanz

6 20/25/30 0,1 0,2 Nadeln (10-70x<5-10 pm) Proteipy
6,5 20/25/30 0,1 0,2 Nadeln (20-50x<5-15 pum) 2 mM cAMP
7 20/25/30/35 0,1 0,2 Nadeln (25-70x<5-15 pm) 12°C

7,5| 20/25/30/35 0,1 0,2 Nadeln (40-70x5-20 pm)

7,5 30 0,1 0,2 Rechtecke (10x10-15 pm)

8 20/25/30/35 0,1 0,2 Nadeln (20-50x<5-15 um)

8 25/30 0,1 0,2 Rechtecke (20-40x15-25 pm)
8,5| 20/25/30/35 0,1 0,2 Nadeln (5-50 um lang)

9 20/25/30/35 0,1 0,2 Nadeln (25-60 um lang)

Variation der Salzkonzentration
7,5 30 0,1 0,05 Nadeln (30-40x<5-10 pum) Protein: 3 g
7,5 30 0,1 0,1 Rechtecke (15-20 um lang) 2 mM cAMP
7,5 30 0,1 0,15 Nadeln (25-35 um); Rechtecke (20x20 um) | 12°C
7,5 30 0,1 0,2 Nadeln (25 pm); Rechtecke (15x20 pm)
7,5 30 0,1 0,25 Nadeln (25x<5 pm)
7,5 30 0,1 0,3 Nadeln (50x5 pm)
7,5 30 0,1 0,35 Nadeln (25-35x5-10 um)
Kristallisationspuffer Kristalle Bedingungen

pH | Isopropanol [9%] | Tris/HCI [M] | NH.AC[M]

Variation des pH-Wertes und der Konzentration andRipitanz

6,5 20/25 0,1 0,2 Nadeln (bis 75 um); Stébe (50-70x% um Protein: 2 ug
7 20/25 0,1 0,2 Nadeln (bis 75x<5 pm); Stabe (346700 um) | 2 mM cAMP
7,5 20/25 0,1 0,2 Nadeln (30-70 pum); Stabe (30-75xptAN) 12°C

8 20/25 0,1 0,2 Nadeln (25-50 pm); Stabe (30-60xrH

8,5 20/25/30 0,1 0,2 Nadeln (30-60 pm); Stabe (35-60xrH

9 15/20/25/30 0,1 0,2 Nadeln (bis 100 um); Stalie7@x5-10 um)

Variation der Salzkonzentration

8,5 30 0,1 0,05 Nadeln (bis 25 pum) Protein: 2 pig
8,5 30 0,1 0,1 Nadeln 2 mM cAMP
8,5 30 0,1 0,15 Nadeln 12°C
8,5 30 0,1 0,35 Nadeln (bis 100x<5 pm); Stabe (50-783%tm)

Tab. 4-8 Ergebnisse der Optimierung der Kristaliisasbedingungen mit PDE10A1 D87 GAF-A/B
Dargestellt sind nur die Bedingungen, mit denerstiétie erhalten worden sind. Die Ausgangsbedingunggren:
30% Isopropanol, 0,1 M Na-Hepes pH 7,5, 0,2 M Mgi@w. 30% Isopropanol, 0,1 M Tris/HCI pH 8,5, 0,2 M
Ammoniumacetat (NEAC).

Ein Austausch des Ammoniumacetats gegen Ammonidai®rgab keine Kristallbildung mehr.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die PDEEMGA&ENen ohnel-Helix in Gegenwart
von cAMP kristallisieren. Jedoch waren die mit ddyen gezeigten Bedingungen erhaltenen
Kristalle zu klein und zum Teil zu instabil fir eiduswertung im Rontgenstrahl und damit fur

eine Strukturaufklarung. Daher wurde ein neues Kakskloniert.
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4.3.2. Kristallisationskonstrukt PDE10A1 V63 GAF-A/B

Beim nachsten Kristallisationskonstrukt wurde dieHelix der GAF-A mit einbezogen. Als N-
terminaler Startpunkt des Konstrukts wurde V63 (RDEL 63-426) gewahlt, d.h. es befinden
sich noch 10 AS des PDE10 N-Terminus vor der GAB& Wahl dieses Startpunkts erfolgte
in Anlehnung an die Kristallisationskonstrukte dmreits kristallisierten GAF-Doméanen der
PDE2A der Maus und der CyaB2 (siehe Abb. 4-38). Kl@nierung des Konstrukts PDE10Al
V63 GAF-A/B wurde wie unter 3.5.4.2. beschriebenyctigefiihrt (Domanenstruktur siehe
3.5.5.3.).

Wie beim vorherigen Konstrukt wurde die Stimulatidar AC und die Affinitat der GAF-
Doménen fur cAMP mit Hilfe der PDE10A1 V63 GAF-CyRB\C-Chiméare (siehe 3.5.2.7. und
3.5.5.1.) uberprift. Die Expression, Reinigung indlyse des Proteins erfolgte wie bisher. Die
Chimére wies eine maximale Stimulation von 23, ifgnit 1 mM cAMP) und von 6,1 + 1,1-
fach (mit 3 mM cGMP) auf. Diese liegt geringflgigei den Faktoren der PDE10 GAF-CyaB1
AC. Der EGyWert von 21,9 £ 4 uM cAMP zeigte keine VerdnderuDge Basalaktivitat des
Proteins sank auf 18,3 £ 0,6 nmol cAMP/mg-min (Adbgl4). Eine Bestimmung der kinetischen
Parameter der Chimare schloss einen Einfluss degingderten N-Terminus auf die
enzymatischen Eigenschaften der AC aus (Daten geheigt). Damit fihrte der verkirzte N-
Terminus zu keiner nennenswerten Anderung der $iion der AC mit cAMP und cGMP
sowie der Affinitat der GAF-Domaénen fir cAMP.
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Abb. 4-44 Dosis-Wirkungskurve und Western BlotRI2E10A1 V63 GAF-CyaB1 AC
Testbedingungen: 10 min, 37°C, 75 uM ATP, Tris/igél 7,5; n=4; Western Blot: 0,2 pg Protein.
Die Expression des Kristallisationskonstrukts PDBAMEB GAF-A/B erfolgte bei 19°C Uber
Nacht (18-20 h) nach Induktion mit 400 uM IPTGi Ber Zelllyse wurde Protease-Inhibitor im
Zelllysepuffer verwendet. Die Reinigung wurde mis02ul NF*-IDA wie unter 3.2.4.1.
beschrieben, durchgefiihrt. Die Inkubation des Uhades nach Zelllyse und Zentrifugation mit
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Ni**-IDA erfolgte ein- bis viermal, denn wie Abb. 4-#%igt, war das exprimierte Protein
reichlich als I6sliches Protein im Uberstand nackr Zelllyse vorhanden. Der hohe
Reinheitsgrad des Proteins blieb von der Haufigiteit Inkubation mit Ni'-IDA unbeeinflusst.

Die Proteinausbeute lag fiinf- bis zehnfach tberddsr vorherigen Konstrukts. In Abb. 4-45
erkennt man neben der gewilnschten Proteinbande (MW9 kDa) keine weiteren
Abbruchbanden im Western Blot. Das gereinigte Rmoteurde mit 40% Glycerin bei -20°C
gelagert oder, wie es meist der Fall gewesenafbytsiiber Nacht bei 4°C dialysiert. Die Dialyse
musste allerdings anfangs optimiert werden, daPdakein im bisherigen Dialysepuffer B bei pH
7,5 stark ausgefallen war. Die optimierte Dialydelgte im Dialysepuffer C mit pH 9,0. Dieser

pH lag ausreichend entfernt vom isoelektrischerkPdes Proteins (IEP: 7).
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Abb. 4-45 SDS-PAGE-Gel und Western Blot von PDEMBRLGAF-A/B

SDS-PAGE:M: Marker,1: Proteineluat (2 ngg: Zellpellet (8 ng)3: Uberstand nach Lyse/Zentrifugation (3 pg),
4: Uberstand nach Nickelbindung (3 pg); Western Bo0,1 pg Protein.

Das dialysierte Protein wurde anschlieRend\iaspin 2 oderAmicon Ultra-15 (Ultracel-5k)-
Konzentratoren aufkonzentriert. Mit dem aufkonzenten Protein wurden folgende Screening-
Ansétze pipettiert (siehe 3.4.):

e 13-16 pg Protein mit 2 mM cAMRCrystal ScreenCrystal Screen 2ind Crystal Screen

Lite (Hampton Research) sowizard lundll (Emerald Biosystems)
e 8 ug Protein mit 5 mM cAMPCrystal ScreenCrystal Screen 2indCrystal Screertite
(Hampton Research)

e 13 g Protein ohne cAMRrystal ScreemndCrystal Screen 2Hampton Research)
Dabei wurden keine arsen- und phosphathaltigerePuffd nur diejenigen Puffer, deren pH um
mindestens eine Einheit Uber oder unter dem IEFPdeteins lag, verwendet. Denn wie bereits
bei der Dialyse erwéhnt, fiel das Protein um seigseBlektrischen Punkt herum aus. Die Platten
wurden bei 12°C gelagert. Dr. C. Schall (Interfaéwds Institut fir Biochemie, Universitat
Tubingen) setzte zuséatzlich Platten mit 16 pg Rratet 2 mM cAMP Wizard lundll) an und
lagerte diese bei 4°C. Die Anséatze mit 2 mM undNs cAMP zeigten keine Kristallbildung.
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Auch weitere Ansatze mit 12 pug Protein mit 5 mM cRNCrystal ScreenCrystal Screen 2
Wizard |) bei einer Temperatur von 18°C fuhrten nicht zistétlen.

Allerdings wuchsen mit Protein ohne cAMP mit zwerschiedenen Puffern bereits nach einer
Woche Kiristalle. MitCrystal Screen 2-325% Ethylenglykol) bildeten sich kleine Plattchen
(<5 um).Crystal Screen 2-1&@% Polyethylenimin, 0,1 M Na-Citrat pH 5,6, 0,5N&CI) ergab
hexagonale Kristalle (max. 450x250 um) (Abb. 4-48)dem bildeten sich nach zwei Wochen
mit Crystal Screen 440,2 M Mg-Formiat) dreidimensionale Tafelchen (). Alle Kristalle
waren reproduzierbar.

Abb. 4-46 Kristalle von PDE10Al V63 GAF-A/B
(A) +(B) 2% Polyethylenimin, 0,1 M Na-Citrat pH 5,6, 0,5NACI, Protein: 13 pg, ohne cAMP; 12°C.

Eine Optimierung der Bedingungen ndltystal Screen 2-8ind 44 fuhrten zu keinen gré3eren
Kristallen (nicht gezeigt). Deshalb wurde auf west@&nsétze verzichtet. Aufgrund dessen, dass
mit Crystal Screen 2-18ehr schone grol3e, flr eine Messung im Rontgénhstiaale Kristalle
erhalten wurden, erfolgte mit diesem Kristallisaipuffer eine ausfuhrliche Optimierung der
Kristallisationsbedingungen. Die Ergebnisse sindlab. 4-9 und Tab. 4-10 dargestellt. Zwei
Fotos optimierter Kristalle zeigt Abb. 4-47. Man kemnt deutlich, dass sich ohne
Polyethylenimin im Bereich von pH 5,6 die Kristaliim andert.

Abb. 4-47 Kristalle von PDE10A1 V63 GAF-A/B nachi@ferung

(A) 2,5% Polyethylenimin, 0,05 M Na-Citrat pH 5,650 NacCl, Protein: 8 pg, ohne cAMP; 12°@®) 0,25 M Na-
Citrat pH 5,6, 0,5 M NaCl, Protein: 13 pg, ohne cAM°C.
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Kristallisationspuffer Kristalle Bedingungen| Bemerkung
PEI [%] | Na-Citrat pH 5,6 [M] | NaCl [M]
Variation der Konzentrationen von Puffer, Prazipita und Salz
3 0,1 0,5 hexagonal (100-225 um lang) Protein: 8|ug bis 7 A
2,5 0,05 0,5 hexagonal (75-300 pm lang) 12°C (Synchrotron
2 0,05/0,15 0,5 hexagonal (225x150 pum) ohne cAMP
1,5 0,25 0,5 hexagonal (250x100 pm)
1 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 600 um lang)
0,5 0,1 0,5 hexagonal (100x50 pm)
Senkung der Inkubationstemperatur
3 0,15 0,5 hexagonal (650 pm lang) Protein: 18 ug8-12A
2 0,05/0,25 0,5 hexagonal (175x175 pum) 4°C
1,5 0,25 0,5 hexagonal (bis 200 um lang) ohne cAMP
1 0,2/0,25 0,5 hexagonal (bis 475 um lang)
0,5 0,25 0,5 z.T. abgerundet, hexagonal (470x15pum
- 0,15/0,2/0,25/0,3 0,5 oval (25-300 um lang)
Uberschichtung der Reservoirldsung mit je 100 pligonol und Paraffingl
3 0,1 0,5 hexagonal (200-300 um lang) Protein: 4.8 u8,5-14A
2,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-600 pm)lan 12°C
2 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (200-700 um lang) ohne cAMP
2 0,1 0,4/0,6 | hexagonal (150-400 um lang)
1,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (180-600 pm)lan
1 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-550 um lang)
0,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (50-500 pm)lang
- 0,1 0,5 hexagonal (bis 200 um lang)
Zusatz von 10 mM MgGlzum Kristallisationspuffer
3 0,1 0,5 hexagonal (500 um lang) Protein: 13 p,5-13A
2,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (150-550 pm)lan 12°C
2 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-550 um lang) ohne cAMP | Kristalle z.T.
2 0,1 0,4/0,6 | hexagonal (300-600 pm lang) keladan
1,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-500 pm)lan Kanten
1 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-600 um lang)
0,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-500 pm)lan
Zusatz von 20 mM CaGlzum Kristallisationspuffer
3 0,1 0,5 hexagonal (250-400 um lang) Protein: 48 u 8-12A
2,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (200-450 pm)lan 12°C
2 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (100-500 um lang) ohne cAMP | Kristalle z.T.
2 0,1 0,4/0,6 | hexagonal (200-400 um lang) kelatan
1,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (bis 550 pmg)lan Kanten
1 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (bis 500 pm lang)
0,5 0,05/0,1/0,15/0,2 0,5 hexagonal (50-400 pm)lang
- 0,1 0,5 hexagonal (bis 200 um lang)

Tab. 4-9 Ergebnisse der Optimierung der Kristaliisasbedingungen mit PDE10 V63 GAF-A/B (I)

Dargestellt sind nur die Bedingungen, mit denerstatie erhalten worden sind. Die Ausgangsbedinguag 2%
Polyethylenimin, 0,1 M Na-Citrat pH 5,6, 0,5 M Na@s wurden nicht alle erhaltenen Kristalle im Rygmistrahl
vermessen. Die Messungen wurden von Prof. Dr. 8hl&tnd Dr. C. Schall (Interfakultéres Institut Biochemie,
Universitat Tubingen) durchgefihrt.
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Kristallisationspuffer Kristalle Bedingungen | Bemerkung
pH |PEI[%] | Na-Citrat[M] |NaCl[M]
Variation des pH-Wertes von Na-Citrat
4.5 2 0,1 0,5 hexagonal (250-500 pm lang) Profrug | 7,5-11,5 A,
4.8 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 300 um lang) 12°C Kristalle
5,1 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (50-250 um lang) atiidP z.T abgerundet
5,4 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 350 um lang)
5,6 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 300 um lang)
4,5 - 0,1 0,5 hexagonal (100-400 um lang) Proteinug | Kristalle nicht
4.8 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 300 um lang) 12°C vermessen;
5,1 - 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 250 um lang) atidP z.T abgerundet
5,4 - 0,1/0,25 0,5 hexagonal/oval (bis 150 um lang) keine
5,6 - 0,1/0,25 0,5 hexagonal/oval (bis 200 um lang) glatten Kanten
5,8 0,25 0,5 hexagonal/oval (bis 300 pm lang)
Reinigung mit 0,02%-Monothioglycerol (in Lyse-, Wasch- und Elutionspiefr)
4,5 2 0,1 0,5 hexagonal (50 um lang) Protein: 7 p#ristalle nicht
4.8 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 450 um lang) 12°C vermessen;
51 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 250 um lang) axidP z.T abgerundet
5,6 2 0,1 0,5 hexagonal (180 um lang) keine
4,5 - 0,1/0,2 0,5 hexagonal (50-300 pm lang) tgaKanten
4.8 - 0,1/0,2 0,5 hexagonal (50-250 pum lang)
51 - 0,1/0,2 0,5 hexagonal (50-200 um lang)
5,4 - 0,2 0,5 hexagonal (bis 500 um lang)
5,6 - 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 100 um lang)
Kristallisationspuffer Kristalle Bedingungen | Bemerkung
pH | PEI[%] | NH.-Acetat [M] | NaCI [M]
Austausch von Na-Citrat gegen NfHAcetat
4.8 2 0,1 0,5 hexagonal (300-330 pum lang) Profiinug | Kristalle nicht
5,1 2 0,1 0,5 hexagonal (bis 250 um lang) 12°C esgan,
5,4 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (450 um lang) ohne BAM |z.T abgerundet
5,6 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 350 um lang) ineke
5,8 2 0,1/0,25 0,5 hexagonal (bis 300 um lang) attgh Kanten
6,1 2 0,1 0,5 hexagonal (bis 300 um lang)
6,4 2 0,1 0,5 hexagonal (bis 250 um lang)
6,7 2 0,1 0,5 hexagonal (bis 300 um lang)
Kristallisationspuffer Kristalle Bedingungen | Bemerkung
pH  |[PEI[%] | Na-Acetat[M] |NaCl[M]
Reinigung mit 0,02%- Monothioglycerol
4.8 2 0,1 0,5 hexagonal (400 um lang) Protein: 7 1@-13 A,
5,1 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 250 um lang) 12°C Kristalle
5,4 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 500 um lang) atxd P z.T abgerundet
5,6 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (bis 300 um lang) nekei
5,8 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (150-400 um lang) tteglakanten
6,1 2 0,1/0,2 0,5 hexagonal (100-350 um lang)
6,4 2 0,1 0,5 hexagonal (bis 250 um lang)
5,1 - 0,2 0,5 hexagonal (100 pm lang)

Tab. 4-10 Ergebnisse der Optimierung der Krissationsbedingungen mit PDE10 V63 GAF-A/B (Il)
Dargestellt sind nur die Bedingungen, mit denerstdtie erhalten worden sind. Die Ausgangsbedinguag 2%

Polyethylenimin, 0,1 M Na-Citrat pH 5,6, 0,5 M Na@Es wurden nicht alle erhaltenen Kristalle im Rygmistrahl
vermessen.
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Kontrollen ohne Protein zeigten keine Kristallbihdy was auf Proteinkristalle bei den
erhaltenen Kristallen hindeutet. Dies wurde durcbesBingen der Kristalle aus verschiedenen
optimierten Ansatzen im Rontgenstrahl durch Prof. . Stehle und Dr. C. Schall
(Interfakultares Institut flr Biochemie, UnivergitEibingen) bestatigt (siehe auch Tab. 4-9 und
4-10). Alle gemessenen Kristalle zeigten aber kdiessere Auflosung als 7 A. Aus den
erhaltenen Streubildern konnte man nur erkenness dee Einheitszelle der Kristalle wie die
Kristalle selbst hexagonal war. Eine weitere Auswey fur die Aufklarung der Struktur der
PDE10 GAF-Domé&nen war damit nicht mdglich. Somikie auch durch die Optimierung der
Kristallisationsbedingungen wie z.B. durch Variatioles pH-Wertes oder eine verringerte
Inkubationstemperatur oder die Uberschichtung deseR/oirlosung mit Silikon- und Paraffinol
fur eine kontrollierte Verdunstung (bzw. Dampfdgfon) keine bessere Auflosung erzielt
werden. Die letzten beiden MalRnahmen wurden gewahtt das Kristallwachstum zu
verlangsamen, da dies eventuell Einfluss auf didlé&ung haben koénnte. Zu schnelles
Kristallwachstum konnte die innere Ordnung der tatle moglicherweise stéren. Auch der
Austausch von Na-Citrat gegen Na-Acetat oder deaZuvon zweiwertigen Kationen wie Kig
und C&" erbrachte keine verbesserte Auflésung.

Zur Uberprifung der Quartarstruktur des dialysieniad aufkonzentrierten Proteins wurde ein
Gelfiltrationslauf tGber ein&uperdex 200 (16/6&aule mit Laufpuffer fir Superdex 200 (pH 9)
an einelAKTA-Anlage nach 3.2.11. durchgefiihrt (Abb. 4-48).

300TTr——T—
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Abb. 4-48 Gelfiltrationslauf von PDE10A1 V63 GAIBA

Gelfiltration mit PDE10A1 V63 GAF-A/B: Superdex 20@6/60), Laufpuffer: 10 mM Tris/HCI pH 9, 10%
Glycerin, 150 mM NaCl, 0,05%-Monothioglycerol; Flussrate: 1ml/mik=280 nm; FraktionsgréRe: 0,25 ml.
Fraktionierung ab 35 ml Retentionsvolumen.

Dieser Lauf (Abb. 4-48) verdeutlicht, dass das @ronicht als reines Dimer, sondern auch

mindestens als Tetramer vorliegt. Das konnte eidgliche Ursache fiir die schlechte Auflésung
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der Kristalle sein. Daher wurden mit dem fraktiotéa reinen Dimerpeak ebenfalls
Kristallisationsansatze pipettiert, in denen diesgangsbedingung (2% Polyethylenimin, 0,1 M
Na-Citrat pH 5,6, 0,5 M NaCl) wie oben nach pH, Kentration der einzelnen Bestandteile und
Ersetzen des Na-Citrats durch Na-Acetat variiertdeu(13 pg Protein, ohne cAMP, 12°C).
Zuvor wurde das Protein in Dialysepuffer C bei pEU® Reduktion der NaCl-Konzentration auf
10 mM dialysiert und anschlieBend aufkonzentri®ch auch hier lag die Auflésung der

erhaltenen hexagonalen Kristalle nicht unter 7,5 A.

4.3.3. Kristallisationskonstrukt PDE10A1 V63 GAF-A/B TEV

Eine weitere Mdglichkeit fur die schlechte Aufloguder Kristalle mit PDE10AL1 V63 GAF-A/B
konnte der C-terminale Hisag sein, der eine mdgliche Stdérung der korrekatiung des
Proteins bewirkt. Deshalb wurde dieser im nachdfemstrukt entfernt. Dazu wurde das
Konstrukt PDE10A1 V63 GAF-A/B TEV nach 3.5.4.3. wiert. Der N-terminale Startpunkt mit
V63 (PDE10Al 63-426) blieb im Vergleich zum vorlgem Konstrukt (siehe 4.3.2.)
unverandert. Allerdings wurde hier zusatzlich direlor dem C-terminalen HisTag die
Erkennungssequenz bzw. Schnittstelle (ENLYFQG) die TEV-Protease eingefiihrt. Dies
ermoglicht die Abspaltung des His-Tags durch eiWendau des gereinigten Proteins mit der
TEV-Protease (Abb. 4-49).

E366 G372H377H382

PDE10A1L, .6

Abb. 4-49 Schematische Darstellung von PDE10A1GAB-A/B TEV mit TEV-Schnittstelle

Die Expression und Reinigung dieses Kristallisatlamstrukts erfolgte wie bisher. Die
Inkubation des Uberstandes nach Lyse/Zentrifugatién250 pl Nf*-IDA wurde in der Regel
zweimal durchgefihrt. Die Proteinausbeute und denkeit des Proteins unterschieden sich

nicht vom vorherigen Konstrukt (siehe 4.3.2.). ABEG0 zeigt ein SDS-PAGE-Gel zusammen
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mit einem Western Blot des gereinigten und unverta@roteins. Sowohl auf dem Gel als auch
auf dem Western Blot ist die gewtlinschte ProteinbafMW: 42,8 kDa) zu sehen. Zudem

erkennt man deutlich, dass auch noch nach der #&tikarb des Uberstandes nach

Lyse/Zentrifugation eine grol3e Menge an |oslicheotdin enthalten ist.

Das gereinigte Protein wurde vor dem TEV-Verdau Beseitigung des Imidazols in

Dialysepuffer C bei pH 9 dialysiert. Ein pH-Wertrv® war auch hier aufgrund des IEP des

Proteins von 6,8 erforderlich, um eine Ausfallures dProteins zu verhindern. Der TEV-Verdau
erfolgte wie unter 3.2.12. beschrieben. Das Ergelames TEV-Verdaus ist in Abb. 4-50

dargestellt. Diese zeigt, dass beim Verdau bei d@bB€r Nacht ein vollstandiger Umsatz des

Proteins erfolgte.

vor Verdau
kDa

116-
66 -
45 - —
T S —
35—
25-

18-

nach Verdau
kDa

116—
66 —
45—

— et

35—

unverdaut (42,8 kDa)
verdaut (41,5 kDa)

25—

18-

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 4-50 SDS-PAGE-Gel (vor und nach TEV-Verdad)Western Blot von PDE10A1 V63 GAF-A/B TEV

Vor Verdau:_SDS-PAGE(1) Proteineluat (2 pg)2) Uberstand nach Lyse/Zentrifugation (3 u¢g) Uberstand
nach Nickelbindung (3 pgj4) Zellpellet (8 ug);_Western Blo{5) unverdautes Protein (0,25 pg); Nach Verdau:
SDS-Gel:(6) unverdautes Protein (0,5 pg, 42,8 kD@), mit S219V-TEV-Protease verdautes Protein, 4°C,. i.N
(0,5 ug, 41,5kDa).

In Abb. 4-51 ist das Ergebnis eines Verdaus mitTdev-Protease in Abhangigkeit von der Zeit
mit Hilfe eines SDS-Gels sowie eines Western Bttaggestellt. Die obere Bande (unverdautes
Protein) im Gel wird mit zunehmender Inkubationsetaschwacher. Nach einem Uber-Nacht-
Verdau ist sie vollstandig verschwunden. Man siehitnoch die Bande des verdauten Proteins.
Auch im Western Blot erkennt man die Abnahme déensitdt der Bande des unverdauten
Proteins mit zunehmender Inkubationszeit mit de¥-Hfotease. Das unverdaute Protein ist im
Blot nicht zu erkennen, da durch die TEV-Proteasendittels Antikdrper detektierbare His-Tag
abgespalten wurde. Alle durchgefihrten Verdauaassatmrden aufgrund der erhaltenen

Ergebnisse bei 4°C lber Nacht inkubiert.
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(A) (B)
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Abb. 4-51 Zeitabhangigkeit des TEV-Verdaus von FI28 V63 GAF-A/B TEV

(A) SDS-PAGE-Gel{(M) Marker, (unv.) unverdautes Protein, Dauer desdaus: 1-8 h oder Gber Nacht (i.N.); je
1,8 pg Protein; TEV-Verdau mit ACTEV (Invitrogenkib4°C; (B) Western Blot:Beschriftung wie SDS-Gel,
0,25 pg Protein je Spur. Es ist nur unverdautesePrau sehen, da der detektierbare His-Tag duiehT&V-
Protease beim verdauten Protein abgespalten wBeleden oberen Banden handelt es sich wahrscheiniic
Dimer.

Eine Dialyse des verdauten Proteins (IEP: 6,3®)ialysepuffer C pH 8,5 vor der Abtrennung
der TEV mittels Ni*-IDA erwies sich als notwendig, um EDTA und DTT entfernen. Diese
wirken storend auf die Bindung der TEV-Proteasalasn Nickelmaterial. Nach der Abtrennung
der TEV-Protease wurde das Protein nochmals imyBepluffer C pH 8,5 dialysiert und mit
Hilfe von Vivaspin 2 und ULTRAFREE-0.%onzentratoren aufkonzentriert. Mit dem aufkon-
zentrierten Protein (13 pg) wurden ohne cAMP meh&areening-Ansatze mit den Puffern der
Hampton-KitsCrystal Screerund Crystal Screen Zowie der Emerald-Kit$Vizard | und I
pipettiert. Die Lagerung der Platten erfolgte b2i@. Es wurden auch hier nur diejenigen Puffer
verwendet, deren pH um etwa eine Einheit GUber odéer dem IEP des Proteins lag. Zudem
wurden keine arsen- und phosphathaltigen Puffeyesietzt.

Mit dem KristallisationspuffeiWizard 1-29(10% PEG 8000, 0,1 M CHES pH 9,5, 0,2 M NaCl)
wurden nach etwa einer Woche nadelférmige Krist@dE0 pm) erhalten (Abb. nicht gezeigt).
Diese waren jedoch zu klein fir eine Messung imtgémstrahl. Mit allen anderen Bedingungen
wuchsen keine Kristalle. Auch die Bedingungen, oginen mit dem Protein mit His-Tag
Kristalle (siehe 4.3.2.) erhalten wurden, zeigterin& Kristallbildung. Dies verdeutlicht ein
vollkommen anderes Verhalten des Proteins ohneHisiTag im Vergleich zum vorherigen
Konstrukt.

Kristallisationsansatze mit Puffern derystal Screen-Crystal Screen 2 Wizard + und II-Kits
sowie mit 5 mM cAMP versetztem Protein (13 pug) eagabei 12°C keine Kristalle. Der pH-
Wert der Puffer wurde wie oben beriicksichtigt. Bisenhaltigen Puffer wurden ausgeschlossen.
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Zur Uberprifung der Quartarstruktur des verdautigalysierten und aufkonzentrierten Proteins
wurde wie beim vorherigen Konstrukt eine Gelfilioat Uber eineSuperdex 200 (16/6&aule
mit Laufpuffer fir Superdex 200 (pH 8,5) nach 312.durchgefiihrt.
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Abb. 4-52 Gelfiltrationslauf des TEV-verdauten leimns PDE10A1 V63 GAF-A/B TEV

Gelfiltration Uber Superdex 200 (16/60)-Saule ameefkta-Anlage, Laufpuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,5, 10%
Glycerin, 150 mM NacCl, 0,05%-Monothioglycerol; Flussrate: 1ml/mi&=280 nm.

Der Lauf (Abb. 4-52) zeigt, dass das verdaute Rraaders als das Konstrukt PDE10Al V63
GAF-A/B (Abb. 4-48) fast ausschlie3lich als Dimeprhegt. Der His-Tag scheint die
Ausbildung von Oligomeren zu férdern. Dennoch wiar Kdristallisation mit Protein ohne His-
Tag bisher weitgehend erfolglos.

Die Kristallisation der PDE10 GAF-Doméanen mit deronistrukt PDE10A1 V63 GAF-A/B
TEV wird von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Bt (Interfakultares Institut fur Biochemie,
Universitat Tubingen) weitergefuhrt.
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5. Diskussion

5.1. cAMP als Ligand der PDE10 Tandem-GAF-Doméanen

Die Sauger-PDE-Familien PDE2, 5, 6, 10 und 11 besitzwei N-terminale Tandem-GAF-
Doménen. Fur PDEZ2, 5, 6, und kirzlich fur PDE11 ais Ligand der GAF-Domanen cGMP
bestimmt worden. Der Ligand der PDE10 GAF-Domanablunbekannt und konnte auch nicht
durch Bindungsstudien bestimmt werden [84]. Aufgiruter Sequenzahnlichkeiten der PDE10
GAF-Doméanen mit denen der PDE2, 5 und 6 vermuteda, rdass die PDE10 ebenfalls eine
cGMP-bindende PDE ist [83].

Uberraschenderweise konnte in der vorliegenden iAd#eMP als Ligand des GAF-Tandems
der humanen PDE10 nachgewiesen werden. Dazu wigdBatsache genutzt, dass die beiden
GAF-Domanen der CyaB1 durch die GAF-Doménen eigeg8r-PDE, der PDE2 aus der Ratte,
unter Funktionserhalt austauschbar sind [14]. FR&rRDE10 konnte hier gezeigt werden, dass
ebenfalls eine funktionelle Chimére bestehend aums N-Terminus (ab Leu-14 der PDE10A1l)
und den beiden GAF-Domanen der PDE10 sowie der RAS- katalytischen Doméane der
Adenylatcyclase CyaBl ausabaenaerzeugt werden kann. Dies ermdglichte die Bestingnu
des Liganden sowie die Charakterisierung der GAR&uwen der dual-spezifischen PDE10
durch Trennung von Ligand und Substrat. Die erz®RE10 GAF-CyaB1 AC-Chimare zeigte
eine maximale Stimulation der katalytischen Akt&vitler AC mit cCAMP um den Faktor 15,5.
Dagegen war mit cGMP eine Stimulation nur um dasrfdche maoglich (siehe 4.1.1.3.). Auch
die Untersuchung der Stimulierbarkeit der Chimareweiteren Nucleosiden und Nucleotiden
bestéatigte CAMP in seiner Rolle als Ligand der PDEIAF-Domanen. Die Veranderung der
C6-Aminogruppe des Adenins vom cAMP in verschiedeo&MP-Analoga hatte einen grol3en
Einfluss auf die Stimulation der AC. Diese konnteruell eine Rolle bei der Diskriminierung
gegenuber cGMP spielen. In der PDE2A GAF-B wurdé Hilfe der Kristallstruktur eine
Wechselwirkung von Asp-439 mit dem C6 und dem N& @eanins vom cGMP beschrieben
[35].

Damit ist die humane PDE10 die einzige der funfgg@PDENn mit CAMP als Ligand. Daneben
gibt es inTrypanosoma bruceidem Erreger der Schlafkrankheit beim Menschen, dar
TbPDE2B ebenso eine PDE, welche Uber ihre GAF-Dem&aAMP bindet [28].

Der EGo-Wert der PDE10 GAF-CyaB1 AC fur cAMP liegt mit 18.M Utber der zellularen
cAMP-Konzentration. Eine physiologische Bedeutungser Tatsache lasst sich nur schwer

125



Diskussion

abschatzen. Denkbar waren auch Regulationsmechamisdie eine Erhdhung der cAMP-
Affinitat der PDE10 GAF-Domanen bewirken. Der etelie EGy-Wert liefert jedoch eine
Erklarung dafur, dass bisher noch kein Ligand fiér BDE10 GAF-Domanen gefunden wurde
sowie fur das negative Ergebnis des BindungsasgagsSoderling et al., die eine cGMP-
Konzentration von 9,2 uM einsetzten [84]. DiesansBezug auf einen EgWert von 18,1 uM
fur cAMP und aufgrund der gezeigten niedrigen Skation mit cGMP zu gering. Zudem kdnnte
die hohe Dissoziationsrate von cCAMP von den GAF-Boan, wie hier gezeigt wurde, die
Durchfihrung solcher Bindungsstudien erschweremiddest bestatigen die erhaltenen Daten
die Vermutung von Soderling et al., dass dqrfif cGMP Uber 9 uM liegen mul3 bzw. die
Bindung eines anderen Molekiils mit hdherer Affiniticht auszuschliel3en ist [84].

Das verwendete Testsystem hat sich bereits nebefP@E2 auch mit anderen PDE GAF-
Doménen, z.B. der PDES5 und PDE11, bewéhrt [14108]. Wie bei diesen Chiméren blieben
auch bei der PDE10 GAF-CyaBl AC und allen weitet¢onstrukten die kinetischen
Eigenschaften der katalytischen Doméne der CyaBg&rdandert. Das zeigt zum einen, dass die
erhaltenen Ergebnisse nicht aus einem veranderé&halfen der CyaB1 AC resultieren, und
zum anderen beeinflussen die PDE10 GAF-DoméanerAdienicht negativ. Allerdings muf3
dabei beachtet werden, dass die hier bestimmtesnEafpaften der PDE10 GAF-Domanen nicht
vom PDE10-Holoenzym, sondern von einer kinstlich@nimére stammen, in der eine
Veranderung der Eigenschaften der GAF-Doméanen niolistandig ausgeschlossen werden
kann. Betrachtet man die Ergebnisse anderer PDBLG¢Zhimaren im Vergleich mit ihren

Holoenzymen, ist dies aber eher unwahrscheinlidh29, 30, 35, 79].

5.2. Die Bedeutung des NKFDE-Motivs der PDE10 GAF-Donmane

Wie einleitend bereits erwahnt, enthalten 12 deril4sauger-PDEn vorhergesagten GAF-
Doménen ein NK/R¥FX3sDE-Motiv [17]. Durch die hohe Konservierung des NBEMotivs in
den GAF-haltigen Sauger-PDEn sowie den ACn CyaBd (QyaB2 ausAnabaenawurde
angenommen, dass dieses Motiv direkt an der Binayotischer Nucleotide beteiligt ist. Dies
wurde zunachst durch Mutationsstudien der PDEShgs{33, 34]. Zudem wirkte ein fehlendes
NKFDE-Motiv zusammen mit einer nicht vorhandenerVii&Bindung der GAF-Domane des
Proteins YKG9 auSaccharomyces cerevisibekraftigend auf dieses Argument [109]. Doch die
Aufklarung der Kristallstruktur der PDE2A GAF-Donginder Maus ergab, dass das NKFDE-
Motiv entfernt von der cGMP-Bindungsstelle liegtduaher nicht direkt an der cGMP-Bindung
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beteiligt ist [35]. Dennoch zeigt dieses Sequenaraatine Bedeutung fur die cGMP-Bindung,
was in verschiedenen Mutationsstudien untersuchtdevuEine Mutation der einzelnen ASn
dieses Motivs zum Ala fuhrte in der PDE2 und PDEb einer stark verringerten cGMP-
Affinitdt. Wahrscheinlich spielt es bei der Aushilty und Stabilisierung der Bindungstasche
eine Rolle [30, 79].

In der humanen PDE10A enthélt nur die GAF-B einstéahdiges NKFDE-Motiv. Die GAF-A
besitzt dagegen an dieser Stelle ein RHFHQ-Motiviem nur das Phe erhalten geblieben ist
(siehe Abb. 1-3). Daher ware es denkbar, dassiauBAF-B an der cAMP-Bindung beteiligt ist
und der GAF-A eine andere Funktion zukommt. Zur ddsuchung der Rolle des NKFDE-
Motivs bei der cyclischen Nucleotidbindung bzw. Bastimmung der cNMP-bindenden GAF-
Doméne wird haufig das konservierte Asp im NKFDEtMaum Ala mutiert [30, 79], da dieses
an einer stabilisierenden Salzbriicke zusammen ysitoeteiligt ist [30, 35, 36]. Diese Mutation
wurde beim Asp-397 der GAF-B (PDE10A1) ebenfallsgefiihrt. Die D397A-Mutation fuhrte
zu einer drastischen Reduktion der Basalaktivitata9% sowie der cAMP-Affinitat (E£g=596
MM) um das 33-fache im Vergleich zur nicht-mutiert€himéare (siehe 4.1.2.1.). Diese
Ergebnisse zeigen zum einen die Bedeutung des Aspefdes NKFDE-Motivs in der GAF-B
der humanen PDE10 fur die Bindung von cAMP unddasaum anderen schlussfolgern, dass
cAMP an die GAF-B der PDE10 bindet. Ein komplettdxschalten der Aktivierung der CyaB1
AC durch cAMP konnte jedoch nicht erreicht werdesas die Beteiligung weiterer ASn oder
Sequenzbereiche vermuten l&sst.

Als nachster Schritt war die Funktion der GAF-A mhitem RHFHQ-Motiv von Interesse. Die
Umwandlung dieser Sequenz in ein vollstandiges NEfotiv fiihrte zu keiner Anderung der
Stimulation und nur zu einer geringfugig verringeriAffinitat zu cAMP gegentber der PDE10
GAF-CyaB1 AC. Nur die Basalaktivitat wurde dabeirktreduziert (siehe 4.1.2.2.). Das deutet
darauf hin, dass die GAF-A keinen direkten Beitrag Bindung von cAMP leistet. In
Kombination zum vollstandigen NKFDE in GAF-A wurde GAF-B wieder das Asp-397 zum
Ala mutiert. Diese Chiméare zeigte einen deutlichéerlust der Stimulation mit cAMP und
cGMP sowie eine starke Reduktion der cAMP-Affintiéit das 37-fache im Vergleich zur nicht-
mutierten Chimare. Die Basalaktivitdt war um 96%dreser verringert (siehe 4.1.2.3.). Damit
scheint die bereits oben erhaltene Erkenntnis tigistdlass der GAF-B mit ihrem NKFDE-
Motiv eine Bedeutung bei der Bindung von cAMP zukamDie GAF-A konnte eher eine
Funktion bei der Dimerisierung bzw. der Ausbildwtey korrekten Raumstruktur des PDE10-
Dimers besitzen wie dies bei der PDE2 der FallDsirt ist ebenfalls die GAF-B die cyclische
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Nucleotidbindende Doméane und die GAF-A ist fur Dienerisierung verantwortlich [35]. Die
PDE10 GAF-B besitzt die grofdite AS-Sequenzidentitdtder PDE2 GAF-B im Vergleich zu
den anderen GAF-Domanen der Sauger-PDEn. Sie kdrsdmit von einem gemeinsamen
Vorlaufergen stammen [17]. Ahnliche Eigenschaftewiszhen beiden PDEnN beziiglich
Ligandenbindung und Dimerisierung waren daher natiglidedoch besteht ein gravierender
Unterschied zwischen beiden: PDE2 besitzt cGMP RD&10 cAMP als Ligand. Eine genaue
Aufklarung der Verhaltnisse bringt erst die Kristaltion der PDE10 GAF-Doméanen.

Die Dimerisierung der PDE10 GAF-CyaBl1 AC konntedieser Arbeit mittels einer Cross-
Linking-Reaktion gezeigt werden. Dabei war die Dibielung unabhangig vom Vorhandensein
von cAMP (siehe 4.1.1.11.). Man geht davon auss di#ie stabilisierenden Krafte fur die
Dimerisierung N-terminal zur katalytischen Domaretegen sind [46]. Dass die Dimerisierung
der PDE10 GAF-CyaBl AC-Chimare Uber die PDE10 GAfanen erfolgt, ist recht
wahrscheinlich, da Cross-Linking-Versuche mit datakytischen Doméane CyaBsk sso allein

keine Dimerisierung ergaben [94].

5.3. Die Rolle des PDE10 N-Terminus

Die Hauptisoformen der PDE10 im Menschen sind didEFOAL1 und die PDE10A2. Beide
unterscheiden sich nur im Beginn ihrer N-Terminelge Abb. 1-7). Ab Leu-24 (PDE10A2)
stimmen sie in ihrer AS-Sequenz Uberein [87, 88h&thst wurden die PDE10 GAF-Domanen
unabhangig von der N-terminalen Lange beider Fordueoh Beginn mit der Konsensussequenz
charakterisiert (siehe 4.1.1.). Dennoch war eirfl&ss der 13 (PDE10A1) bzw. 23 (PDE10A2)
N-terminalen ASn auf die Affinitat der GAF-Doméanend die Stimulation der katalytischen
Aktivitat der AC nicht vollstandig auszuschlie3&aher wurden beide Isoformen kloniert und
getestet. Bei beiden war keine Veranderung der nidfi fur cAMP gegeniber dem
Ausgangskonstrukt zu verzeichnen. Die Stimulatidiebb mit dem PDE10Al N-Terminus
konstant. Der langere PDE10A2 N-Terminus verrirgelie Stimulation um die Halfte zum
Ausgangskonstrukt und zur PDE10A1 GAF-CyaB1l AC.ski&rgebnisse zeigen, dass die 13
bzw. 23 N-terminalen ASn keinen Einfluss auf dieMfA-Affinitat der GAF-Domanen haben
und damit das Konstrukt beginnend mit der Konsesesusenz fur die Charakterisierung der
PDE10 GAF-Doménen geeignet ist. Eine physiologisBeeleutung der leicht veranderten
Stimulation mit dem PDE10A2 N-Terminus ist eherzusshliel3en, da der Stimulationsfaktor

stark von der Basalaktivitat abhangt und damit scgeringe Schwankungen der Messwerte
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einen Einfluss darauf haben kdnnen. Der Unterscimeder Stimulation der PDE10A2 GAF-
CyaB1 AC im Vergleich zum Ausgangskonstrukt ist dafir eine eindeutige Aussage viel zu
gering und daher eher zu vernachlassigen.

Bei der PDEL11 fuihrte ein Entfernen des 197 AS langelerminus zur Zunahme der cGMP-
Affinitat [108]. Ein &hnlicher Effekt zeigte sicrebder PDES. Dort stieg ab einem verkirzten N-
Terminus von 108 AS die Basalaktivitat sowie didirfat fir cGMP an [79]. Ein vollstandiges
Entfernen des PDE10 N-Terminus bis zum G73 (PDE)@*dab keine Anderung der Affinitat
fur cAMP sowie einen unwesentlichen Anstieg dem@tation der AC um Faktor 1,7 (siehe
4.1.3.2.). Damit unterscheidet sich die PDE10 stark den Verhaltnissen in der PDES und 11.
Mit Beginn des Konstrukts bei G73 war ein deutlgidsinken der Basalaktivitat zu erkennen.
Ein Fehlen des N-Terminus wirkt hemmend auf diealggische Aktivitat ohne cAMP,
unterbindet aber nicht bei Anwesenheit von cAMP 8iedung an die GAF-B und die
Stimulation der AC. Damit scheint er nicht die Aildbng der Bindungstasche zu stéren. Dies
ahnelt der Mutation des RHFHQ-Motivs in der GAF-Anz NKFDE-Motiv. Es wére daher
maoglich, dass dem N-Terminus eine unterstitzendekttan bei der Ausbildung der
dreidimensionalen Struktur der PDE10 bzw. der PDEKAF-Doméanen zukommt. Einen so
grof3en Einfluss wie bei der PDE5 oder PDE11 schi@ntN-Terminus jedoch nicht zu haben,
da sowohl mit ihm als auch ohne ihn eine cAMP-Bmgluind Stimulation erfolgen kann. Dies
konnte auch in seiner geringen Lange von 72 AS (RIA&) bzw. 82 AS (PDE10A2) begrindet
sein. Eine Kristallisation der GAF-Domanen mit deallstandigen N-Terminus oder sogar des
PDE10-Holoenzyms wirde Aufschluss lber die genavscthselwirkungen bringen. Eine
weitere Moglichkeit zur Aufklarung der Funktion ddsTerminus wéren weitere spezifische N-

terminale Verkurzungen.

5.4. Chimaren aus PDES5, PDE10 und CyaB1

Nachdem durch Dr. Tobias Kanacher gezeigt werdemtep dass ein Ersetzen der Tandem-
GAF-Doméanen der CyaBl auBnabaenazusammen mit ihrem N-Terminus durch die
entsprechenden Bereiche der PDE2 der Ratte furétiordglich ist [14], stellte sich die Frage,
ob auch zwei verschiedene GAF-Doméanen aus untediathien Sduger-PDEn zusammen mit
der katalytischen Doméane der CyaB1 eine funktienEliinheit bilden. Mit dem Austausch der
humanen PDE10A GAF-A durch die der humanen PDE5Aidnte mit der CyaBl AC als

Reporterenzym ein funktionelles Konstrukt geschaffeerden (siehe Abb. 4-261), welches
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sowohl mit cAMP als auch mit cGMP stimulierbar wadit der PDE5 GAF-A wurde eine
cGMP-bindende [110] und mit der PDE10 GAF-B eineMiAbindende GAF-Domane
verwendet, wie in dieser Arbeit bereits gezeigtdeurAllerdings bestand die Vermutung, dass
die Stimulation durch cGMP mit Hilfe der PDE5 GAFsteigt, was jedoch nicht der Fall war.
Diese blieb in etwa gleich. Dagegen nahm die Affinifir cCAMP zu, die Stimulation der
katalytischen Doméane der AC aber um die Halfte iemgieich zum PDE10-Konstrukt ab (siehe
4.2.1.2.). Dies deutet auf veranderte Wechselwglkardurch die PDE5 GAF-A hin.

Auch eine CyaB1-Chimare bestehend aus dem N-Tesnind der GAF-A der humanen PDE5
sowie dem Linker und der GAF-B der humanen PDE1€hés Abb. 4-2611) ergab ein durch
CAMP und cGMP stimulierbares Konstrukt, wobei abeh diesem die Stimulation mit cAMP
Uberwog. Der zusétzliche PDE5 N-Terminus hatte eeikinfluss auf die cAMP-Affinitat,
jedoch wahrscheinlich auf die erh6hte BasalaktivitiVergleich zum vorherigen Konstrukt. Er
fuhrte aber auch nicht zu einer erhéhten cGMP-Sétian (siehe 4.2.1.2.).

Eine Mutation des Asp-397 zu Ala in der PDE10 GAR& PDE5 N-Term. GAF-A-PDE10
Linker GAF-B-CyaB1 AC (siehe Abb. 4-26lll) fihrteuz drastischen Reduktion der cAMP-
Affinitat sowie zur Verringerung der Basalaktivit&lie Stimulation mit cGMP ging vollstandig
verloren und war mit CAMP stark vermindert (sieh2.2.2.). Das zeigt, dass die cyclische
Nucleotidbindung in dieser Chimare Uber die GAF-& &#DE10 erfolgt, welche cAMP als
Ligand besitzt. Trotzdessen, dass die PDE5 GAF#e @iGMP-bindende GAF-Domane ist,
scheint eine cGMP-Bindung an diese Domane hiertraaherfolgen. Das bestatigte auch die
Messung der spezifischen Aktivitat bei gleichzetigugabe von cAMP und cGMP zur PDES
N-Term. GAF-A-PDE10 Linker GAF-B-CyaB1 AC (siehe Bb4-261l), bei der keine erhdhte
Gesamtstimulation zu erkennen war. Dagegen lagtielationsfaktor im Bereich von cAMP.
Auch eine steigende cGMP-Konzentration in Gegenwir¢r konstanten cAMP-Menge flhrte
zu keiner Zunahme der Stimulation. Bereits beirggn cGMP-Konzentrationen wurde mit
cAMP die maximale spezifische Aktivitat erreichiefge 4.2.1.3.). Diese hohe cAMP-Affinitat
der Chiméare spiegelt auch der £@on 7 M wider. Damit zeigt sich, dass die Kombimader
PDES5 GAF-A und der PDE10 GAF-B, unabhangig davoelcher N-Terminus sich vor beiden
Doménen befindet, eine vorrangig cCAMP-bindende stitdulierbare CyaB1-Chiméare ergibt. In
dieser Chiméare scheinen jedoch beziglich Liganaehinig und Aktivierung der AC nicht beide
GAF-Domanen individuell zu wirken, sondern es zeigh eher eine Dominanz der PDE10
GAF-B, die aber bei Betrachtung der erh6hten cAMRrA&At unter dem Einfluss der PDES
GAF-A steht.
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Entscheidend fir die Funktionsfahigkeit dieser CGirenscheint der Linker zwischen GAF-A und
GAF-B zu sein. Ersetzt man den PDE10 Linker in Karid Il durch den der PDES (siehe Abb.
4-271V), womit sich vor der PDE10 GAF-B nun einrfrder Linker befindet, verschwindet die
Affinitat fir cAMP zusammen mit der Stimulierbarkeles Konstrukts. Nur die Basalaktivitat
nimmt deutlich zu. Dabei ist wieder die Herkunfsd¢-Terminus unwesentlich. Denn auch ein
Konstrukt mit dem PDE10 N-Terminus (siehe Abb. 4/P¥t nicht durch cAMP oder cGMP
stimulierbar. Es zeigt auch eine stark erhohte Basaitat (siehe 4.2.1.2.), d.h. in beiden
Konstrukten ist ohne cAMP oder cGMP eine Aktivitiégts katalytischen Zentrums vorhanden,
doch eine Stimulation der katalytischen Aktivit@r dAC mit cAMP oder cGMP nicht mdglich.
Von Seiten der PDE10 konnte man diesen Effekt aeh dorhandenen PDES5 Linker
zuruckfuhren. Die fehlende Affinitdt und Stimulatikdnnte auf eine gestérte Faltung der beiden
Chiméaren und eine Unterbrechung der Signalweiterigi zur katalytischen Domé&ne hindeuten.
Vergleicht man das Ganze mit der PDE5 GAF-CyaB1 #dflihrt ein Ersetzen der PDE5 GAF-
B durch die PDE10 GAF-B in Konstrukt IV zu einem riist der cGMP-Affinitdt und
Stimulierbarkeit der AC durch cGMP. Denkbar warerteine gestorte Signalweiterleitung von
der GAF-A zur katalytischen Doméane der AC durchRIBEE10 GAF-B-Domane.

Die Schlusselrolle des Linkers fur das Signalisietiber die GAF-Domanen zeigen auch zwei
Chiméren der Gruppe I, in denen der jeweilige Ken durch den der anderen PDE ersetzt
wurde. Ein in die PDE10 eingefuihrter PDES Linkerelig Abb. 4-29X) fuhrt zu einer
vollstandigen Abschaffung der Stimulation und soheiogar hemmend auf die katalytische
Doméane zu wirken (siehe 4.2.3.). Als Ursache d&iimnte wie bereits oben diskutiert die
gestoérte Ausbildung der korrekten Raumstruktur dawhit eine Stérung der Signalweiterleitung
oder sogar der Bindung von cAMP an die PDE10 GABel. Eine Beteiligung des PDE10
Linkers an der Dimerisierung der PDE10 GAF-Doméamnea bei der PDE2A der Maus ware
denkbar. Im Falle der PDES5, deren Linker durch denPDE10 ersetzt wurde (siehe Abb. 4-
291X), zeigte sich ebenfalls keine bemerkenswettsBation mehr (siehe 4.2.3.). In diesem
Konstrukt kdnnte die Weiterleitung des Signals vder GAF-A Uber die GAF-B zur
katalytischen Doméane durch den PDE10 Linker, wiekimmstrukt IV durch die PDE10 GAF-B,
gestort sein.

Die Chimaren der Gruppe Il (siehe 4.2.2.) bewethach ihre fehlende Stimulation ber cAMP
und cGMP, dass die cNMP-bindende GAF-Doméane der3Pii& GAF-A bzw. der PDE10 die
GAF-B ist. Ein Ersetzen der PDE10 GAF-B durch dez BDES (siehe Abb. 4-28VIIl) fihrte

zur deutlichen Reduktion der Basalaktivitat sowie Yerhinderung einer Stimulation durch
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CAMP oder cGMP. Damit ist die PDE10 GAF-A, wie obbareits bemerkt, nicht an der
Ligandenbindung beteiligt. Auch das gegenteiligengtaukt flir die PDES (siehe Abb. 4-28VI)
ergab, dass die PDE5 GAF-B keine cNMP-bindende Damsét, sondern die PDE5 GAF-A,
was mit Ergebnissen aus der Literatur Ubereinstifdih0, 111]. Zudem deutet die um 68%
(PDE5) bzw. um 91% (PDE10) gesenkte Basalakti&itbeiden Konstrukten im Vergleich
zum jeweiligen nicht-mutierten Konstrukt auf einamchtigen Beitrag der bindenden GAF-
Doméanen zu intramolekularen Wechselwirkungen odeereKonformationsanderung fur die
Aktivierung der katalytischen Doméane hin. Auch di&imare aus PDE10 N-Terminus und
PDE10 GAF-A sowie aus PDES5 Linker und PDE5S5 GAF-iBl{s Abb. 4-28VII) zeigte ebenfalls
keine Stimulation aufgrund der Kombination der tibimdenden GAF-Doméanen von PDE5 und
PDE10 in dieser Chimare.
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5.5. Die Kristallisation der Tandem-GAF-Domanen der PDE1

Fur die PDE1O ist bisher nur die Kristallstruktwar katalytischen Doméane bekannt [50]. Eine
Struktur der GAF-Domanen oder des Holoenzyms komaeh nicht gezeigt werden. Wie
bereits betont, gibt erst die Kristallstruktur Aclituss tUber die genauen Wechselwirkungen bei
der Ligandenbindung und der Dimerisierung. Auch Are und Weise der Dimerisierung der
PDE10 GAF-Domanen, d.h. parallel oder antiparakéhnte so geklart werden. Zudem kénnte
die Struktur der PDE10 GAF-Doménen Aufklarung darulbringen, ob die Unterschiede
zwischen den beiden bekannten KristallstruktureanG#F-Domanen der PDE2A der Maus und
der CyaB2 aug\nabaenaevolutionar bedingt sind. So bilden die GAF-Doméder PDE2A ein
paralleles Dimer und die GAF-Doménen der CyaBZaaitiparalleles Dimer (Abb. 5-1) [35, 36].

(A) (B)
GAF A GAF A’
GAF B GAF B

GAF A GAF B’

Abb. 5-1 Kristallstrukturen der GAF-Doméanen der PI2Eder Maus und der CyaB2 aus Anabaena

(A) Kristallstruktur der GAF-Doméanen der PDE2A der Mamit gebundenem cGMP, Auflésung: 2,9 A (aus [35]),
(B) Kristallstruktur der GAF-Doménen der CyaB2 aArsabaenamit gebundenem cAMP, Auflésung: 1,9(Bach
[36]).

In der PDE2A erfolgt die Dimerisierung uber den Brfinus der GAF-A und die ersten sieben
Windungen der Verbindungshelix zwischen GAF-A undiF=B. Beide Monomere kreuzen sich
an der Verbindungshelix und laufen nach einem GCgstRCys-386) auseinander, so dass die
beiden GAF-B-Domanen raumlich keinen Kontakt habZwischen den Cysteinen beider
Monomere besteht eine Disulfidbriicke. An beide G&BPomanen ist je ein cGMP-Molekdil
gebunden [35]. Im antiparallelen Dimer der CyaB2c&MP an jede der vier GAF-Doméanen

gebunden. In jedem CyaB2-Monomer sind die beider--GaAméanen auf derselben Seite der
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Verbindungshelix lokalisiert und wechselwirken Ubeme Salzbriicke miteinander. Die
Dimerisierung erfolgt hier hauptsachlich durch dest parallel zueinander verlaufenden
Verbindungshelices beider Monomere sowie durch 2M«grminale Helices der GAF-A- und
einer C-terminalen Helix der GAF-B-Domanen [36].rEluihre Sequenzahnlichkeit zur PDE2A
[17] sowie die GAF-B als Ligandenbindungsstelle imdgemeinsames Vorkommen in Saugern
ware eine Kristallstruktur der PDE10 GAF-Domanenligh zu der der PDE2 denkbar.

Dies zeigt, welche Bedeutung einer Kristallstruktier PDE10 GAF-Domé&nen zukommt. In
dieser Arbeit wurden bei Kristallisationsversuchewar Kristalle mit den PDE10 GAF-
Doméanen sowohl mit als auch ohne Ligand erhaltechdeine Aufklarung der Struktur der
GAF-Domanen war mit diesen aufgrund der zum Tédileieden bzw. schlechten Auflésung
nicht moglich. Es sind daher noch weitere Krissallionsversuche notwendig. Zum einen ist das
Potential des Kristallisationskonstruktes PDE10AG3VGAF-A/B mit und ohne His-Tag noch
nicht vollstandig ausgeschopft. Es kdnnten mit édiéfines Pipettierroboters noch Gber 1000
Bedingungen getestet werden. Zum anderen wére aeisu¢h der Kristallisation ausgehend von
dem Konstrukt PDE10Al V63 GAF-A/B mit einem um wgsi ASn verkirzten oder
verlangerten N-Terminus im Bereich der AS V63 eweitere Mdoglichkeit, um eventuell
Kristalle mit einer besseren Auflésung zu erhalteenn wie sich gezeigt hatte, lie sich das
Konstrukt mit einem 10 ASn langen N-Terminus (al8)Yaénd deral-Helix der GAF-A besser
exprimieren und kristallisieren als das Konstrukh® N-Terminus undl1-Helix (ab D87). Der
N-terminale Startpunkt ab V63 scheint in der rigati Region zu liegen, ist jedoch bezuglich der
Auflésung der Kristalle noch nicht ideal. Did-Helix scheint aul3erdem fir die Kristallisation
der PDE10 GAF-Domanen wichtig zu sein, wie das den Kristallisationskonstrukten von
PDE2 und CyaB2 ebenfalls der Fall war (siehe AbB3) Ein weiterer Ansatzpunkt fur die
weitere Kristallisation konnte auch ein Konstruker dAPDE10 GAF-Domanen mit ihrem
vollstdndigen N-Terminus sein. Vielleicht ist dieseie bereits angedeutet, fir die Ausbildung
der korrekten Raumstruktur der PDE10 GAF-Doméandweiadig. Zudem sollte auch weiterhin
versucht werden, die GAF-Domanen in An- und Abwésénihres Liganden cAMP zu
kristallisieren. Durch die Kristallisation der PDEGAF-Domanen mit und ohne Ligand kdnnte
man verstehen, welche Konformationsdnderung dageiRrdurch die Bindung des Liganden
erfahrt. Aufgrund dessen, dass gebundenes cAMP ¢2MP an die GAF-Doménen der CyaB2
bzw. PDE2A fast vollstandig in der Bindungstasckegvaben ist, geht man davon aus, dass es
eine offene Konformation der GAF-Doménen vor dandBing geben muss, welche dann durch

die Bindung des Liganden in eine geschlossene Kordton Gbergeht [35].
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5.6. Die physiologische Bedeutung der humanen PDE10

Die physiologsiche Rolle der PDE10A ist bisher @mnt. Die Tatsache, dass der Ligand der
PDE10 GAF-Domanen cAMP ist und es sich bei der RDHEth eine dual-spezifische PDE
handelt, die sowohl cAMP als auch cGMP hydrolysigkann, die cGMP-Hydrolyse aber durch
cAMP hemmbar ist, schreibt dieser PDE eine Funkbeinder Regulation des zellularen cAMP-
und cGMP-Spiegels zu [83].

Durch ihr reichliches Vorkommen im Putamen und ioclus caudatus des Gehirns kdnnte die
PDE10 an der Kontrolle von Verhaltens- und motdrsc Funktionen beteiligt sein [83, 89].
Seeger et al. konnten PDE10A immunhistochemisciNuoleus caudatus, Nucleus accumbens
und im olfaktorischen Tuberkel im Rattengehirn, gk in den Medium Spiny-Neuronen des
Striatums nachweisen. Der Neurotransmitter Dopapewirkt Gber den von diesen Neuronen
exprimierten D1-Rezeptor die Stimulation einer Aglattyclase, die cAMP synthetisiert und
somit zu einer Aktivierung der Proteinkinase A fiif89, 90]. Der Signalweg tber den D1-
Rezeptor ist an der Regulation von Verhaltensariemound motorischen Ablaufen beteiligt.
Eine Regulation des cAMP-Spiegels an dieser Steiteh die PDE10 ware denkbar. Der andere
von den Neuronen exprimierte Dopaminrezeptor-Sybtgpr D2-Rezeptor, ist in die
Unterdrickung von Verhaltensantworten involvierie BBindung von Dopamin an den D2-
Rezeptor fuhrt zu einer Hemmung der Adenylatcycl88¢89].

Durch ihre mdgliche Rolle bei dopaminergen Signgeve konnte die PDE10 eine potentielle
Bedeutung bei neurologischen Erkrankungen wie Raoki oder Schizophrenie haben [10, 47,
112]. Zudem gibt es die Moglichkeit einer genetesth/erbindung zwischen der PDE10 und
juvenilen Parkinson, da das PDE10A-Gen auf Chrommo&m26 liegt und der Lokus flr
juvenilen Parkinson 6g25-g27 ist [83, 87].

Auch eine Rolle der PDE10 bei der Spermatogenese eich ihre Lokalisation in den Hoden
denkbar [88]. Mittels spezifischer Antikorper koardie PDE10 zusammen mit der PDE4D im
Akrosom und dem Flagellum reifer Maus-Spermatozoachgewiesen werden. Damit konnte
die PDE10 an der cAMP-Regulation bei der Kapaztabeteiligt sein [113].

Zur genauen Bestimmung der physiologischen Rolle 8®E10 sind noch weitere
Untersuchungen notwendig. Die Entwicklung selektindibitoren kdnnte dies erleichtern.
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5.7. Offene Fragen und Ausblick

Trotz der vielfaltigen Untersuchungen zur Funktiord Struktur der PDE10 GAF-Domanen in
dieser Arbeit sind einige Fragen offen geblieben.les haben sich neue Denkanst6éRe ergeben.
Wie in dieser Arbeit gezeigt, ist die PDE10 diezege der funf GAF-enthaltenden Sauger-
PDEN, die cAMP als Ligand besitzt. Damit nimmt sine Sonderrolle gegentiber den anderen
PDEn ein. Dies ist gerade bei der noch nicht gustaedenen physiologischen Bedeutung ein
interessanter Punkt, den es noch weiter zu erfersdilt. Hilfreich kdnnten dabei selektive
Inhibitoren sein. Doch diese sind fiur die PDE10modacht bekannt bzw. vertffentlicht. Die
Strukturaufklarung des PDE10-Holoenzyms wirde duwieklung von Inhibitoren erheblich
erleichtern, da sowohl die GAF-Domanen als auchkdtalytische Domane als Angriffspunkte
maoglich sind. Zudem wirde die Struktur des Holoemzy einen Einblick in die
Signalweiterleitung von den GAF-Domanen zur katstyten Domane ermdglichen. Auch die
Rolle des PDE10 N-Terminus kdnnte so besser gekknden, der aufgrund der hier erhaltenen
Ergebnisse eine andere Funktion als bei der PDEBRIOE11 vermuten lasst.

Man kdnnte sich aber auch bezuglich des N-Termiragen, ob dieser aufgrund des fehlenden
Effekts der Abspaltung auf die cCAMP-Affinitat delAG-Doméanen und die Stimulation der AC
nicht sogar langer ist als hier mittels eines Atigmts (siehe Abb. 4-38) bestimmt wurde. Dies
wuirde allerdings im Widerspruch zu den anderen PHE?2, 5 und 11) stehen, die alle einen
weitgehend identischen N-terminalen Startpunkt@&F-A aufweisen und nach dem Alignment
in Abb. 4-38 alle am Beginn der GAF-A did-Helix enthalten (siehe auch [35]), was mit dem
in dieser Arbeit bestimmten Beginn der PDE10 GAkereinstimmt. Eine Strukturvorhersage
fur die Sekundarstruktur der PDE10 mit den Programmsipred, jnet und ssprergab eine:-
Helix von E57 bis L86 und von G89 bis K108 der PDE1. Diese kdnnten nach ihrer Position
der al-und a2-Helix nach Martinez et al. [35] entsprechen undrden damit einen weiter C-
terminal gelegenen Startpunkt der PDE10 GAF-A undrelangeren N-Terminus ausschliel3en.
Zudem scheint der Bereich ab G73 bezuglich der IBebatat des Enzyms in gewisser Weise
empfindlich zu sein, da das Konstrukt ab V63 (siét&2.), d.h. mit einem 10 ASn langen N-
Terminus, eine hohere Basalaktivitat als die bemteeren verkirzten Konstrukte ab G73 (siehe
4.1.3.2.) bzw. ab D87 (siehe 4.3.1.) zeigte. Alflesitet darauf hin, dass der in dieser Arbeit
bestimmte Beginn der PDE10 GAF-A im richtigen Seqadschnitt liegt. Dennoch lasst dieser

® Alle gemeinsam unter http://www.sbg.bio.ic.ac. /e
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Diskussion

Punkt beziglich der Funktion und der Eigenschafies relativ kurzen PDE10 N-Terminus wie
schon oben erwahnt noch einige Fragen offen bAzardsrt weitere Untersuchungen.

Ein weiterer noch nicht untersuchter Punkt ist Berfluss einer Phosphorylierung des Thr-16
der PDE10A2 auf die Stimulation der katalytischektivitat der AC und auf die Affinitat der
GAF-Domanen fur cAMP im Vergleich zur PDE10A1, a#ne solche Phosphorylierungsstelle
im N-Terminus fehlt. Dies ware im Zusammenhang da&t von Kotera et al. beschriebenen
Anderung der subzellularen Lokalisation nach eifA-vermittelten Phosphorylierung
interessant [91].

Auch die physiologische Bedeutung des Uber demulzedn cAMP-Spiegel liegenden BE
Wertes bleibt noch zu klaren. Ein Einfluss einesspalitbaren N-Terminus scheint
unwahrscheinlich. Interessant ist dabei die Fragehranderen Regulationsmdglichkeiten der
PDE10 zur Erh6hung der cAMP-Affinitat.

Weiterhin bleibt die Struktur der PDE10 GAF-Doménerbekannt. Diese kdnnte wie bereits
angedeutet, Fragen Uber die Funktion der GAF-A pigisveise bei der Dimerisierung
beantworten. Auch die Bedeutung des Linkers, dieglititerweise ebenfalls in der
Dimerisierung liegt, wirde so geklart werden kdénnZmdem sind die genauen Wechsel-
wirkungen bei der Ligandenbindung und der ErzeugiergSpezifitat fir cAMP noch zu klaren.
Die fur die cAMP-Spezifitat der PDE10 GAF-Doméanesrantwortlichen ASn sind bisher noch
unbekannt. Durch Mutationsstudien der PDE2A GAFeB laus gelten F438, D439 und T488
als wichtige Reste fur die Unterscheidung zwisct®MP und cGMP [30]. Doch alle drei ASn
sind in der PDE10 GAF-B konserviert. Es mul3 dahmrhnweitere, die Spezifitdt betreffende
Reste geben, weil cCAMP und nicht cGMP der Ligand EBE10 GAF-Domanen ist. In der
Struktur der PDE2A wurden insgesamt elf ASn bestijydire cGMP binden bzw. mit diesem
wechselwirken [35]. In der PDE10 sind nur die dk&n S424, Y481 und E512 der PDE2A der
Maus von den insgesamt elf ASn nicht konservieie Bedeutung dieser drei ASn fur die
Spezifitat der PDE10 GAF-B gegenuber cAMP mufd ngeklart werden. Die Beteiligung
weiterer Reste ist denkbar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden unter Verwegduklnstlicher Chimaren aus
Sequenzabschnitten von zwei oder drei verschiedéheteinen aus zwei unterschiedlichen
Organismen erhalten. Dies muR beim Versuch der ttdgegmg dieser Daten auf das native
Holoenzym beriicksichtigt werden. Die Ubereinstimmurit den Verhéltnissein vivo muR erst
noch bestatigt werden. Dennoch geben die hier geamen Erkenntnisse zumindest einen

Anhaltspunkt fur die Richtung der weiteren Forsanuar.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Der Ligand der PDE10A GAF-Domanen war vor diesebeMr noch unbekannt. Durch die
Erzeugung einer funktionellen Chimare aus dem Nnlmus und den beiden GAF-Domanen der
humanen PDE10A sowie der PAS- und katalytischen &wnder Adenylatcyclase CyaBl1 aus
Anabaenawar es mdglich, cAMP als Ligand des PDE10 GAF-THns zu bestimmen. Durch
dieses Testsystem war eine Trennung von Ligand 8uobstrat der PDE mdglich. Als
ligandenbindende Doméne konnte die GAF-B der PDB&8timmt werden. Eine cAMP-
Bindung an die GAF-B erfolgte mit einem EGron 18 uM, der Uber der zellularen cAMP-
Konzentration liegt. Eine Stimulation der katalghen Aktivitat der AC mit cAMP war um
einen Faktor von 15,5 maoglich. cGMP dagegen stientdinur vierfach. Eine Veranderung der
Affinitat fir cAMP mit den N-Termini der beiden hamen PDE10-Hauptformen PDE10Al und
PDE10A2 zeigte sich nicht. Fir die GAF-A wurde lketAMP- oder cGMP-bindende Funktion
gefunden. Eine Bedeutung dieser bei der Dimerisgerigst wahrscheinlich. Ein Entfernen des
relativ kurzen PDE10 N-Terminus zeigte keinen Hkis$l auf die cAMP-Affinitat und
unterscheidet sich damit deutlich von den Verhgsten in der PDES oder PDE11.

Die Kombination der GAF-A der humanen PDE5A1 mit @AF-B der humanen PDE10A ist
unter Erzeugung einer funktionsfahigen Chimére der CyaBl AC als Reporterenzym
gelungen. Damit konnte eine cGMP-bindende GAF-Daméit einer cAMP-bindenden GAF-
Domane gekoppelt werden. Dabei war es irrelevaetchver N-Terminus sich vor dem GAF-
Tandem befand. Mit beiden N-Termini erhielt man Kiwonsfahige Chiméaren. Allerdings
erfolgte die Stimulation der katalytischen Aktitider AC vorrangig iber cAMP und nicht wie
vermutet, verstarkt tber cGMP. In diesen Chimastndie PDE10 GAF-B offensichtlich die
ligandenbindende Doméane. Damit scheint die PDES5 -BAR gewisser Weise die Funktion der
GAF-A der PDE10 zu ubernehmen. Dennoch nicht ohnenegewissen Einfluss auf die
Affinitat und Stimulation mit cAMP, denn die Affitit erhdhte sich auf 7 uM cAMP unter
Verringerung der maximalen Stimulation. Ein Ersetzes PDE10 Linkers in dieser PDE5-
PDE10-CyaB1-Chiméare fuhrte zum Verlust der Stimatater katalytischen Aktivitat der AC
mit CAMP und cGMP. Damit nimmt der Linker eine Sit$delrolle beim Signalisieren Uber die
GAF-Domaénen ein. Chiméaren aus den nicht-bindendaf&-Bomanen der PDE5 und PDE10
waren wie erwartet nicht stimulierbar.

Eine Kristallisation des PDE10 GAF-Tandems war ontl ohne cAMP mdglich. Allerdings
konnte mit den erhaltenen Kristallen nicht die Btino der GAF-Doméanen aufgeklart werden.
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Anhang

A Humane PDE10A

A-1 Kinetische Daten aus der Literatur

Isoform cAMP cGMP Inhibitoren Ref.
hsPDE10Al K, = 0,26 £ 0,05 pMK,=7,2+ 0,6 puM IBMX =17 uM (cCAMP) [83]
Vmax= 0,63 £ 0,12 ¥Max= 1,4 £0,08 | Zaprinast =22 uM (cAMP)
pmol/min/ug pmol/min/ug Dipyridamol = 1,2 uM (cAMN
cGMP = 14 pM (cCAMP)
cAMP = 0,39 uM (cGMP)
hsPDE10Al K, = 0,28 uM Ky =14 uM [90]
hsPDE10A2 K,,= 0,22 uM Kon=13 uM

A-2 Bereits veroffentlichte Daten der PDE10 GAF-CyaEl1 it D397A-Mutante

[27]

PDE10 GAF-CyaB1 AC

Dosis-Wirkung

Kinetik
(Lineweaver-Burk

Basalaktivitat: 45 + 3,9 nmol cAMP/mg-min
max. Stimulation mit 300 pM cAMP: 9,2 + 0,6-fa
max. Stimulation mit 3 mM cGMP: 3 * 0,4-fach
EGy 19,8+ 1,6 uM

Hill-Koeffizient: 1,0

unstimuliert: K, = 27+ 0,8 uM
Max = 84,5+ 15 nmol cAMP/mgnin
stimuliert: K, =30 £ 0,7 uM
¥ax = 8591 146 nmol cAMP/mgnin

PDE10 D397A GAF-CyaB1 AC

Dosis-Wirkung

Kinetik
(Lineweaver-Burk

Basalaktivitat: 1,5 £ 0,1 nmol cAMP/mg-min
max. Stimulation mit 1 mM cAMP: 10,7 + 0,4-fag
max. Stimulation mit 3 mM cGMP: 1,1 + 0,1-fach
EGq 268 £ 4,2 uM
Hill-Koeffizient: 0,3

unstimuliert: K, = 18,3+ 4,2 uM
Max = 1,6+ 0,2 nmol cAMP/mgmin
stimuliert: K;=9,9+ 1,6 uM

N

¥ax = 8,2 0,1 nmol cAMP/mgnmin
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Anhang

B Seqguenzen

B-1 Humane PDE10Al

gi: 4894715
Acc. nb.: AAD32595
GenelD (PDE10A): 10846

bp AS
ATG AGG ATA GAA GAG AGG AAA TCC CAA CAT TTA ACA GGT TTG 42
M R | E E R K S Q H L T G L 14

ACA GAT GAA AAA GTG AAG GCA TAT CTT TCT CTT CAC CCC CAG 84
T D E K \Y K A Y L S L H P Q 28

GTA TTA GAT GAA TTT GTA TCT GAA AGT GTT AGT GCA GAG ACA 126
GTA GAG AAA TGG CTG AAG AGG AAG AAC AAC AAA TCA GAA GAT 168
GAA TCG GCT CCT AAG GAA GTC AGC AGG TAC CAA GAT ACG AAT 210
ATG CAG GGA GTT GTA TAT GAA CTA AAC AGC TAT ATA GAA CAA 252
CGG TTG GAC ACA GGA GGA GAC AAC CAG CTA CTC CTC TAT GAA 294
CTG AGC AGC ATC ATT AAA ATA GCC ACA AAA GCC GAT GGA TTT 336

L S S I I K I A T K A D G F 112

GCA CTG TAT TTC CTT GGA GAG TGC AAT AAT AGC CTG TGT ATA 378
A L Y F L G E C N N S L C I 126

TTC ACG CCA CCT GGG ATA AAG GAA GGA AAA CCC CGC CTC ATC 420
F T P P G I K E G K P R L I 140

CCT GCT GGG CCC ATC ACT ACG GGC ACC ACC GTC TCT GCT TAT 462
P A G P I T Q G T T \Y S A Y 154

GTG GCC AAG TCC AGG AAA ACA CTG CTA GTA GAA GAC ATC CTT 504
\Y A K S R K T L L \% E D I L 168

GGA GAT GAA CGA TTT CCA AGA GGT ACT GGA CTG GAA TCA GGG 546
G D E R F P R G T G L E S G 182

ACT CGT ATC CAG TCT GTT CTT TGC TTA CCA ATT GTC ACT GCA 588
T R I Q S \% L C L P I \% T A 196

ATT GGT GAC TTG ATT GGT ATT CTC GAG CTG TAT CGG CAC TGG 630
I G D L I G I L E L Y R H W 210

141



Anhang

GGC AAA

G K

GCA AAT

GTA TGC

CTA CTC

ATA GAT

CTG GTG

AAG AAC

GAA AAG

AGA TTT

ACA GGG

CGC TTT

CGG AAC

ATA GGT

TTC TCT

TTT TGT

ATT CGC

CTG TCC

CTC ATG

GAA

CTT

AGA

GAC

TCT

AAT

AAG

GAA

TCA

GAA

AAC

ATC

GTG

AAA

GCT

CAC

TAC

CAA

GCC

GCC

GGC

GTA

CTA

GCC

GAG

GGA

ATT

GTC

AGA

CTG

GTG

ACA

TTA

TCA

CAT

TTC

TTC

TGG

CTT

TCA

CTT

GAT

TTA

GAG

CTG

GAA

TGC

CAG

GAT

GCC

GAG

AGC

ACC

TGT

GCT

GCC

AAA

GAA

CGT

TAT

CCT

AAA

AAC

GTA

ATG

ATG

GAA

TTA

TGC

ATT

CTT

CTT

TCA

AAA

ACA

CAC

TGT

TCA

GTC

GGA

ATT

GAC

CccC

GTC

AAC

CAC

ATT

TGT

CCC

AGT

GTA

CAG

TAT

ATA

GCA

GAC

TTC

ATT

CCA

TG

ATC

AAC

AAC

TGT

TAC

ACT

GTG

CAC

GCA

ACA

TTT

ATG

CTT

CTT

AAG

GCT

GAT

TAC

GTC

TTC

n

GCT

CGG

TCA

CGT

CAG

ATA

GAA

GAT

ATA

TTC

TTT

AAG

GGC

GCC

ACA

AGC

ATC

AAA

AAT

GTA

GAA

CTC

GAG

CAT

TG

AAC

TAT

CAG

GAT

ACC

CAA

TAT

GGC

CGA

AGT

ATG

ATG

ACG

GAG

TGC

GTT

CAG

AAT

ATA

GCA

GTG

ATT

GTA

GCA

TAC

GGC

GGC

TTT

TAT

ATG

TGG

=

GCA

GTG

GAC

GTT

AAA

GAC

GGA

GAG

GCA

GAC

ACC

AGC

AGT

GCC

CAT

GAA

CAA

GAA

ACA

CAG

TTC

GCA

AAC

CAT

GAG

ATA

AGA

CCA

ACG

GTG

GCC

GTC

AGA

AAG

GGT

ATT

bp
672

714

756

798

840

882

924

966

1008

1050

1092

1134

1176

1218

1260

1302

1344

1386

AS

224

238

252

266

280

294

308

322

336

350

364

378

392

406

420

434

448

462
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AAC

ATG

CCC

TGG

ATT

TTA

GGA

TGC

AAG

GCG

AAT

ATT

AAC

TAC

GTG

CTG

AAA

AGG

CTT

ATG

GTT

GCT

CCT

TTC

ATT

TTT

AAG

GTC

CAC

GCG

AGC

TCC

TCC

AGC

GCC

AAG

AAT

ACT

ACA

GAG

ATG

CAC

TTT

GAG

AAC

ACT

ACG

TGT

TAC

ACT

ATC

TCC

ATC

CAG

AAT

GCC

GGT

ATG

TTT GAC

F D

GTC TAC

CTT GAA

TAT CGG

GTA GCA

CTT TTC

CTG TGT

CTG CAG

TCC ACC

CTC CAG

AGT GAA

ATT GCC

TTG GAA

CAA TCA

TGT GAC

TTG ACG

GAT GAA

GAC AGA

ATG

TG

TAT

ACA

GAG

CAT

CTT

GCA

ATG

GAC

GGT

GTT

TG

GTT

TGC

GAC

GAC

TTC

GAG

AAG

AAG

TTT

CGG

CGT

TAT

TAT

GAG

GAC

CAC

CAC

CAC

GTG

GCT

CAG

CGT

GTG

ATA

TG

GAT

CTT

TTA

ACC

GTA

ACA

TAT

GGA

GAA

AAC

TGT

ATT

AAC

ATA

AAA

AGG

CTG

TTC

ATC

GAG

TAC

GGA

ATT

GCA

ATA

GTC

ATG

GGG

ATG

TGG

CTT

GGA

GGC

GCC

TCC

TTC

ATC

TTT

TCA

GGT

CTG

GAA

CAG

CCC

TGG

ACA

TCT

AAG

CAG

CTG

TTC

GCT

CAG

TCC

ATC

GGA

CTA

TTG

TGG

TTC

CCT

CAA

bp
1428

1470

1512

1554

1596

1638

1680

1722

1764

1806

1848

1890

1932

1974

2016

2058

2100

2142

AS

476

490

504

518

532

546

560

574

588

602

616

630

644

658

672

686

700

714
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bp AS
GGC CAG CTT GGG TTC TAC AAT GCC GTG GCC ATT CCC TGC TAT 2184
G Q L G F Y N A \% A | P C Y 728

ACA ACC CTT ACC CAG ATC CTC CCT CCC ACG GAG CCT CTT CTG 2226
T T L T Q I L P P T E P L L 742

AAA GCA TGC AGG GAT AAT CTC AGT CAG TGG GAG AAG GTG ATT 2268
K A C R D N L S Q W E K \% I 756

CGA GGG GAG GAG ACT GCA ACC TGG ATT TCA TCC CCA TCC GTG 2310

R G E E T A T W I S S P S \% 770
GCT CAG AAG GCA GCT GCA TCT GAA GAT TGA 2340
A Q K A A A S E D . 779

B-2 Humane PDE10A2

gi: 5902441
Acc. nb.: AB026816
GenelD (PDE10A): 10846

Gezeigt ist die Sequenz bis zur UbereinstimmungdenitPDE10A1 (ab LTDEKV).

bp AS
ATG GAA GAT GGA CCT TCT AAT AAT GCG AGC TGC TTC CGA AGG 42
M E D G P S N N A S C F R R 14
CTG ACC GAG TGC TTC CTG AGC CCC AGT 69
L T E C F L S P S 23
B-3 Humane PDE5SAL: N-Terminus mit GAF-A und -B
gi: 61744434
Acc. nb.: NM_001083
GenelD (PDE5SA): 8654
bp AS
ATG GAG CGG GCC GGC CCC AGC TTC GGG CAG CAG CGA CAG CcAG 42
M E R A G P S F G Q Q R QO 0 14

CAG CAG CCC CAG CAG CAG AAG CAG CAG CAG AGG GAT CAG GAC 84
Qe Q P Q Q Q K Q@ Q Q@ R D Q D 28

TCG GTC GAA GCA TGG CTG GAC GAT CAC TGG GAC TTT ACC TTC 126
S \% E A W L D D H W D F T F 42

TCA TAC TTT GTT AGA AAA GCC ACC AGA GAA ATG GTC AAT GCA 168
S Y F Vv R K A T R E M Vv N A 56

144



Anhang

TGG

GGT

CAG

AGG

ATT

GAC

TTT

TTA

TGT

GAC

GAC

TCA

TGG

CCcC

GCA

CTT

GTA

TTT

TTT

ATC

AGT

AAA

GTT

TCA

GAT

GTG

CAC

CGC

AAG

ACA

AAC

TTG

GAA

TGT

GCC

ACT

GCT

AGA

CCT

ATC

GTC

GAA

CAT

AAG

AAA

TAT

TTT

CTG

AAA

AAC

GTT

ATG

CAG

GAA

AAG

GAT

GAT

ATT

TCC

CTT

GAA

GGC

ATC

GAC

CCA

GCC

AGA

CAC

GCA

GCC

GAT

AAG

GAA

ATT

TTC

CTG

ATC

GAA

ATT

AAA

CAA

ATT

ATC

GAT

GTT

ACC

GAT

TCT

TCT

GAA

GGG

TCT

TTG

TTC

AGC

GTT

GTG

GAT

ATT

AAG

AAC

GAA

ACC

TCT

AGT

TTT

GGA

ATG

CAG

CAT

ATC

GTC

CTC

AAT

CAT

TAT

GGC

CAT

AAA

GAC

ATC

TGC

GTC

GAC

ACT

CCT

TGC

TG

CAT

TGT

TTT

AAC

GTG

GAG

TAC

AGG

TCA

TTT

CCT

TCT

CCT

CGG

GTG

CTA

TCA

GAT

GGA

GAA

GAT

TGT

GCA

GAT

AAG

GAA

GGA

GCT

GTG

TGT

GGA

CCT

AGC

ACC

AGA

GTC

CTG

GAC

GTT

ATC

GCG

CCT

ACA

GAG

AAC

GCT

TGC

CCC

ACA

CTT

TTC

CCT

CTC

ACA

ATA

AGC

GCT

CGC

CTT

CGG

CAA

GTT

GGT

TAT

AAG

TTG

CCA

AGA

CTC

CCA

TTG

GCC

TCT

TCC

GAA

TTA

GGT

TTC

AGC

GTT

GGG

TTG

GAA

CAG

ACC

CccC

TCT

AGG

GAA

TTA

GCT

AAT

GGT

GAA

GAG

AAT

ATT

GGT

ACA

GCA

bp
210

252

294

336

378

420

462

504

546

588

630

672

714

756

798

840

882

924

AS

70

84

98

112

126

140

154

168

182

196

210

224

238

252

266

280

294

308
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TGT

CTG

AGT

AAG

TTT

TCA

AAT

CTT

ACA

AGT

GTT

ACT

CTG

ACG

GGT

CTG

TTA

AAA

TGC

TCT

TCT

TAC

AAT

ACT

TG

ATA

GGC

GAA

CAG

ATT

GAG

ATT

ATA

ACC

AGT

GAT

ATG

ATC

GAA

CTT

GGG

AAG

GCT

ATG

GTT

AAC

TTT

GCT

ATT

GTG

ACA

TAT

CCA

AAT

TGT

GTT

GTT

TTT

TAT

CTT

AAG

GAA

GCC

TTC

TTT

TTA

GCT

GAT

ACA

ACA

TGC

AAG

GTC

GAA

CAT

AGA

GAA

ACT

ATA

CAC

ACA

CAG

GTC

GGA

CCT

CAA

CCT

ATC

GCA

ATA

CTT

TTC

TTT

GTG

GCT

CAG

TGT

GAG

CAG

GTG

TCA

TCT

GAA

TGT

CAT

AAA

GAT

AAC

AAT

AAT

CGA

GGC

AAA

CAG

GGA

AAG

AAT

TG
L

TAT

CTT

GAA

ATG

TGC

GAA

GCA

ACT

AGA

CAG

AAG

ATG

GAC

GGG
G

TTT

TGC

AAG

GAG

GAA

ATC

ACT

CTT

ATT

GTG

GAT

GAA

GAA

CccC

ATT

AAT

GAG

CAG

CAG

bp
966

1008

1050

1092

1134

1176

1218

1260

1302

1344

1386

1428

1470

1512

1539

AS

322

336

350

364

378

392

406

420

434

448

462

476

490

504

513

146



Anhang

B-4 CyaBl1

gi: 15553049
Acc. nb.: D89623
GenelD (CyaB1): 1105863

bp AS
ATG ACT CTT CCC AAT CCT GGT AGC GTT TTG GCT TCG TTA ACA 42

GAA CTG ACT CAA GTT AAT CGT ACC CAC GCT TTA TTIG CGT CGG 84
GTC AAA GAC CTT TCT GTT AAC GAA TTT GTT TGC TTG CTA GAC 126
TTT ATC ACT GCC GAA TTC GAA CAA TTT CTC AGA GCA ATT GAA 168
CTC ATT AAT AAT GAA GCC CTA GAA AAT ATG TTG GAG AAA GTG 210
TTG GAA GCA ATT ACA CTG AAA ATC GGT CAA ATT CTC CAA GCA 252
GAA CAT ACA GCC ATT TTC TTA GTT GAC TAT GAT AAA TGT CAA 294
TTA TGG TCA AAA GTA CCC CAA GAT AAT GGG CAG AAA TTT TTA 336

L W S K \Y P Q D N G Q K F L 112

GAA ATT CGT ACT CCC ATT ACT GTA GGA ATT CCT GGT CAT GTT 378
E I R T P I T \% G I P G H \% 126

GCT AGT ACA GGT CAA TAT TTA AAT ATC TCA GAA ACT GCT ACT 420
A S T G Q Y L N I S E T A T 140

CAT CCT TTG TTT AGC CCA GAA TTA GAG AGA CAA ATG GGC TAT 462
H P L F S P E L E R Q M G Y 154

AAG ATT AAT AAT ATT TTA TGT ATG CCT GTC GTT AGT AGC AAA 504
K I N N I L C M P \% \% S S K 168

GAT CCA ATT GTC GCA GTA GTA CAA TTA GCT AAT AAG ACA GGA 546
D Q I \Y A \Y, Vv Q L A N K T G 182

AAT ATA CCC TTC AAT CGA AAT GAT GAA GAG TCT TTT CGT GAT 588
N I P F N R N D E E S F R D 196

TTT GCT GCT TCT ATT GGG ATT ATT TTA GAA ACC TGT CAA TCT 630
F A A S I G I [ L E T C Q S 210
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