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Zusammenfassung

Die Familie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) bildet eine grofie
und medizinisch bedeutende Proteinfamilie. Thre Mitglieder nehmen Schliisselpo-
sitionen in unterschiedlichsten Stoffwechselwegen ein und ihre Fehlfunktionen sind
nicht selten mit schweren Krankheitsbildern assoziiert. In Konsequenz ist zu erwar-
ten, dafl viele Erkrankungen, deren Ursachen bisher unbekannt sind, durch Funkti-
onsstorungen noch unidentifizierter SDRs hervorgerufen werden. Diese Doktorarbeit
hatte sich zum Ziel gesetzt, einige bislang nicht eingehender untersuchte Mitglieder
der SDR-Familie umfassend funktionell zu charakterisieren und auf ihre Verbindung
zu Stoffwechseldefekten zu iiberpriifen. Im Mittelpunkt stand dabei die Identifizie-
rung und Beschreibung neuer, génzlich uncharakterisierter SDR-Proteine. Durch
die Kombination von bioinformatischen und experimentellen Untersuchungen wur-
den Verwandschaftsverhéltnisse, subzellulare Lokalisation, Gewebeverteilung, Sub-
stratspezifitit sowie proteomische Wechselwirkungen der ausgewéhlten Kandidaten
bestimmt.

Das humane SDR-Enzym CBR4, laut Namensgebung eine Carbonylreduktase, ist
ein in den Vertebraten hochkonserviertes Protein. Aufgrund eines nicht abgespal-
tenen, N-terminalen Lokalisationssignals wird es in die Mitochondrien transloziert
und dort in die innere oder &uflere Membran integriert. hCBR4 zeigt eine ubiquitére
Gewebeverteilung mit hochster Expression in Magen, Hypophyse und Uterus. Das
Protein weist keinerlei enzymatische Aktivitdt gegeniiber Steroiden und Chinonen
auf, ein katalytisches Potential konnte lediglich gegeniiber Prostaglandin E, nach-
gewiesen werden, dieses erscheint allerdings nicht von physiologischer Relevanz. Die
tatsédchliche Zugehorigkeit hCBR4s zur Familie der Carbonylreduktasen ist aufgrund
der gravierenden Unterschiede zu den iibrigen Mitgliedern der Enzymgruppe hCBR1
und hCBR3 in Frage zu stellen, stattdessen scheint eine Beteiligung des Enzyms am
Fettstoffwechsel wahrscheinlich.

Das humane Mitglied der SDR-Proteinfamilie hDHRS1 weist lediglich Homologe un-
terschiedlicher Spezies mit hoher Sequenzidentitat in seiner phylogenetischen Nach-
barschaft auf und ist ein Enzym der Endoplasmatischen Retikulum-Membran. Sein
Transport ins Zielkompartiment wird durch das Zusammenwirken zweier termina-
ler Signalsequenzen unterschiedlicher Dominanz vermittelt. hDHRS1 zeigt ein ubi-
quitéres Expressionsmuster mit vorherrschender Prisenz der zwei Transkriptionsva-
rianten in Lipid-metabolisierendem Gewebe. Das Protein weist keine katalytische
Aktivitdt gegeniiber Steroiden oder Prostaglandinen auf, eine Beteiligung an den

entsprechenden Stoffwechselwegen kann somit ausgeschlossen werden. Aufgrund der



ermittelten Gewebeverteilung, einer beobachteten Verédnderung der Mitochondrien-
morphologie nach hDHRS1-Expression und den verifizierten Wechselwirkungen ist
seine Rolle im Lipid- (evtl. Insositolphosphat-) oder Zucker-Metabolismus zu ver-
muten.

In vorliegender Arbeit konnte weiter das SDR-Enzym hDHRS6 als erste cytosolische
Hydroxybutyratdehydrogenase charakterisiert werden. Als ,,Backup-System® zur
mitochondrialen Hydroxybutyratdehydrogenase scheint sie durch Verwertung von
Hydroxybutyrat fiir den Energiegewinn in der Zelle mitverantwortlich. Dariiberhin-
aus dient die cytolische Generierung von Acetoacetyl-CoA vermutlich als Baustein
fiir die Fettsdure- oder Sterolsynthese. Die zellbiologische und biochemische Cha-
rakterisierung des Proteins wurde in Kooperation mit dem Structural Genomics
Consortium in Oxford durchgefiihrt.

Bei humanem HSDL1, einem engen Verwandten der 176-HSDs Typ 3 und 12, han-
delt es sich um eine mitochondriale SDR. Nach der Translokation des Proteins ins
Zielorganell, basierend erneut auf dem Zusammenspiel zweier unterschiedlich domi-
nanter terminaler Signale, integriert hHSDL1 in eine der beiden Mitochondrienmem-
branen. Das Protein ist im menschlichen Kérper ubiquitér, allerdings vorwiegend
in steroidogenem Gewebe exprimiert. Durchgefithrte Aktivitéitstests beweisen eine
enzymatische Inaktivitdt hHSDL1s, begriindet in einer Aminosduresubstitution im
aktiven Zentrum. Aufgrund der hohen Konservierung unter den Homologen der Ver-
tebraten und der Identifizierung von Interaktionspartnern scheint hHSDL1 dennoch
in einen bedeutenden Zellprozess involviert, wahrscheinlich ist eine Beteiligung am
Steroid- oder Fettstoffwechsel.

Neben der Charakterisierung bislang unerforschter Mitglieder der SDR-Proteinfa-
milie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein bereits teilweise beschriebenes
SDR-Enzym, das murine Protein ,, WW domain-containing oxidoreductase* (Wwox)
eingehender untersucht. Zur detaillierten Bestimmung der in vivo-Funktion des
Proteins von Interesse mit besonderem Fokus auf den durch die vorhandene SDR-
Doméne vermittelten zelluldren Prozessen stand zunéchst die Etablierung einer ent-
sprechenden KnockOut-Maus im Vordergrund. Die Eliminierung von Wwox zeigte
sich bereits in der Embryonalentwicklung lethal. Dies verdeutlicht die signifikante
Bedeutung des Proteins im Organismus.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein entscheidender Grundstein fiir die detail-
lierte Bestimmung der Rolle der untersuchten SDR-Enzyme im Stoffwechsel gelegt
und ein entscheidender Beitrag zum generell besseren Verstdndnis der metabolischen
Prozesse im Organismus geleistet werden.



Abstract

The family of short-chain dehydrogenases/reductases constitutes a large protein fa-
mily of medical importance. Its members play an essential role in a variety of meta-
bolic pathways and their dysfunctions are often associated with severe disorders. In
consequence, it is expected that many diseases of so far unknown origin are caused
by dysfunctions of still unidentified SDRs. The aim of this PhD thesis was the func-
tional characterization of up to now not further investigated members of the SDR
family and the verification of their contribution to metabolic diseases. By combining
bioinformatical and experimental investigations phylogenetic relationships, subcellu-
lar localization, tissue distribution, substrate specificity and proteomic interactions
were determined.

The human SDR enzyme CBR4, annotated as carbonyl reductase, is a protein with
high conservation among vertebrates. Mediated by a non-cleavable, N-terminal si-
gnal sequence it is translocated to mitochondria where it is subsequently integrated
in the inner or outer membrane. hCBR4 shows an ubiquitous tissue distribution with
highest expression in stomach, pituitary gland and uterus. The protein exhibits no
enzymatic activity towards steroids and quinones, a catalytic potential could solely
be demonstrated towards Prostaglandin E,, although this conversion doesn’t seem
to be of physiological relevance. Due to the significant differences to the two other
members of the enzyme group, hCBR1 and hCBR3, the membership of hCBR4 to
the family of carbonyl reductases has to be put into question. A contribution of the
enzyme in fatty acid metabolism seems to be more probable.

The SDR enzyme hDHRS1 reveals only homologues of different species with high
sequence identity in close proximity and is located in the endoplasmic reticulum
membrane. Its transport to the target compartment is mediated through the coac-
tion of two terminal signal sequences of varying dominance. hDHRS1 shows a ubi-
quitous expression pattern with predominant presence of two transcript variants in
lipid metabolizing tissue. The protein shows no catalytic activity towards steroids
and prostaglandins, therefore a contribution in the according metabolic pathways
can be excluded. Due to the determined tissue distribution, an observed alterati-
on in the morphology of mitochondria after hDHRS1 expression and the detected
protein-protein interactions a role in lipid (possibly in inositol phoshate) or sugar
metabolism can be assumed.

In the work at hand, the human SDR enzyme hDHRS6 could be characterized as
novel, cytosolic hydroxybutyrate dehydrogenase. Acting as “backup” system for the
mitochondrial hydroxybutyrate dehydrogenase it seems to participate in the utili-



zation of hydroxybutyrate for energy supply in the cell. A different role of cytosolic
ketone body utilization might be the cytosolic generation of acetoacetyl-CoA as buil-
ding block for fatty acid and sterol synthesis. The cell biological and biochemical
characterization of the protein was conducted in cooperation with the Structural
Genomics Consortium in Oxford.

Human HSDL1 is a close relative of 173-HSDs type 3 and 12 and turned out to be
a mitochondrial SDR. Based on the coaction of two signal sequences of varying do-
minance, hHSDLI integrates in one of the mitochondria membranes. In the human
body, the protein is ubiquitously distributed with predominant expression in stero-
idogenic tissue. Activity assays proved the enzymatic inactivity of hHSDL1 caused
by an amino acid substitution in the active center. Nevertheless, the high conserva-
tion among the vertebrate homologues and the identification of protein interactors
implies an involvement of hHSDL1 in an essential cellular process. A participation
in steroid or fatty acid metabolism is suggested.

In addition to the characterization of so far unexplored members of the SDR protein
family, an already partially investigated SDR enzyme, the murine “WW domain-
containing oxidoreductase” (Wwox) was analyzed in-depth. Detailed elucidation
of the in vivo function with main focus on the cellular processes mediated by the
present SDR domains centered initially on the establishment of a corresponding
knockout mouse. The elimination of Wwox lead to lethality during embryogenesis.
This observation emphasizes the significant role of the protein in the organism.
The work at hand constitutes the foundation for a more detailed analysis of the me-
tabolic role of the investigated enzymes and contributes to a better understanding
of affected biochemical pathways.



1 Einleitung

Die umfassenden Genomsequenzierungs-Projekte haben der Wissenschaft in den vergangenen Jahr-
zehnten eine beispielslose Fiille an molekularen Informationen zur Verfiigung gestellt, die das
Verstéindnis des Lebens grundlegend revolutionieren. Durch die Identifizierung und Charakteri-
sierung von Genen ist es gelungen, die Basis fiir die erfolgreiche Aufklarung metabolischer Zusam-
menhénge zu schaffen. Da die Analyse von genomischen Sequenzen allein allerdings nur einge-
schréankte Einsichten in die biochemischen Vorgéinge erbringen kann, die die Funktion von Zellen
oder Geweben bestimmen, befindet sich die Wissenschaft heute in einem Umbruch von der ge-
nomischen zur postgenomischen Ara und die Untersuchung des Proteoms ist in den Fokus der
Forschungsarbeit geriickt. Proteomics ist der néchste biologische Flaschenhals im Zuge des um-
fassenden Verstédndnisses der Organismen, deren Genom bereits vollstdndig sequenziert werden
konnte. Die unermessliche Anzahl bislang uncharakterisierter Proteine, sowohl in prokaryotischen
als auch in eukaryotischen Systemen, zeigt jedoch deutlich, daf die Aufklirung der zelluldren Bio-
chemie noch in den Kinderschuhen steckt und der Weg in Richtung einer effizienten Behandlung
von assoziierten Erkrankungen noch ein weiter ist. Auch die vorliegende Arbeit schligt diesen
proteomischen Kurs ein und befasst sich mit einer Familie an Enzymen, die nachgewiesenermafien
in einer Vielzahl an vererbten Storungen des Stoffwechsels von entscheidender Bedeutung ist, der

Proteinfamilie der Short-Chain-Dehydrogenase/Reduktasen.

1.1 Die Short-Chain-Dehydrogenase/Reduktase-Superfamilie

1.1.1 Historischer Hintergrund

Basierend auf der Entdeckung einer prokaryotischen Ribitol-Dehydrogenase [43] [138] und einer
Alkohol-Dehydrogenase aus Drosophila melanogaster [180] [198] wurde im Jahre 1981 die En-
zymfamilie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) definiert [94]. Die zu diesem
Zeitpunkt lediglich aus den besagten zwei Mitgliedern bestehende und im Zuge dessen zunéchst
als ,insect type alcohol dehydrogenase family“ bezeichnete Enzymfamilie liefl sich in kiirzester
Zeit um zahlreiche Mitglieder erweitern, in erster Linie handelte es sich dabei um Proteine bak-
teriellen Ursprungs. Um eine klare Abgrenzung zu den klassischen, Zink-beinhaltenden Alkohol-
dehydrogenasen der ,medium-chain dehydrogenase/reductase superfamily (MDR) zu erreichen -
diese verfligen generell iiber deutlich lingere Polypeptidketten -, erfolgte die Umbenennung der
Enzymfamilie in ,short-chain dehydrogenase/reductase superfamily*. Mit der 15-Hydroxyprosta-
glandindehydrogenase konnte im Jahre 1990 der erste humane Vertreter der SDR-Proteinfamilie
beschrieben werden [106] und die erste umfassende Darlegung der grundlegenden Eigenschaften
der SDRs [167] erlaubte in der Folge die Identifizierung und Eingliederung zahlreicher Proteine

der unterschiedlichsten Vertebraten-Spezies sowie weiterer Proteine aus Prokaryoten, Drosophila
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melanogaster und Caenorhabditis elegans. Wihrend der Enzymfamilie der Short-Chain-Dehydro-
genasen/Reduktasen 1994 noch etwa 60 Enzyme zuzuordnen waren [93], so umfasste sie im Jahre
1999 bereits 1000 [92], 2004 bereits 3000 Mitglieder aller Taxa [154]. Zum heutigen Zeitpunkt
sind etwa 4000 zugehorige Primérstrukturen in Sequenz-Datenbanken annotiert, im menschlichen
Genom sind etwa 70 fiir SDRs kodierende Gene bekannt.

1.1.2 Kilassifizierung der Mitglieder der SDR-Proteinfamilie

Die Enzymfamilie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen iibergreift diverse, von der TUBMB
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology) definierte EC-Klassen. Beim Grofiteil
der ihr zugehorigen Mitglieder handelt es sich um Oxidoreduktasen (EC 1.x.x.x), dariiberhinaus
sind allerdings auch einige Lyasen (EC 4.x.x.x) und Isomerasen (5.x.x.x) der SDR-Proteinfamilie
zuzuordnen.

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Versuche unternommen, die SDR-Proteinfamilie selbst in
einer schliissigen und versténdlichen Art und Weise zu untergliedern. Zunéchst waren lediglich
classical“ und ,,extended“ SDRs unterschieden worden, die Identifizierung weiterer Mitglieder der
Enzymfamilie [166] unter Verwendung eines auf dem multiplen Alignment bekannter SDRs basie-
renden hidden Markov-Modells [99] [100] lieB allerdings eine Einteilung in lediglich zwei Familien
nicht ausreichend erscheinen, stattdessen wurde eine Untergliederung in fiinf Familien fiir sinnvoll
erachtet. Es erfolgte die Etablierung der Familien ,,classical®, ,extended“, ,intermediate“, | diver-
gent” und ,,complex”, die klassischen SDRs wurden in weitere sieben Unterfamilien, die ,,extended*
SDRs in weitere drei Unterfamilien unterteilt (vergleiche Abbildung 1.1) [96].

SDR

Divergent Classical Intermediate Extended Complex

cD1d  cDle cP1 cP2 eD1 eD2 eP1

D2 D3 cP3

Abbildung 1.1: Kilassifizierung der SDR-Familie nach Kallberg et al. 2002 [96]. Auf der ersten Ebene werden
die Mitglieder der SDR-Proteinfamilie in fiinf Familien aufgeteilt, in der zweiten Ebene erfolgt eine weitere

Untergliederung der klassischen Familie in sieben, der Familie der verlangerten SDRs in drei Unterfamilien.

Da sich das eingefiihrte Klassifizierungsystem allerdings deutlich von beispielsweise dem der Aldo-
Keto-Reduktase-Familie unterscheidet - einem System, das lediglich auf Strukturmerkmalen be-
ruht - und eine generelle, auch Familien-iibergreifende Nomenklatur zur besseren Ubersichtlichkeit
anstrebenswert ist, haben sich die fiihrenden Wissenschaftler auf dem Gebiet der Short-Chain-De-
hydrogenasen/Reduktasen mit Forschern der verwandten Gebiete in der ,, The Short-Chain De-
hydrogenase/Reductase (SDR) Nomenclature Initiative“ zusammengefunden [165], um eine neue

Klassifizierung auszuarbeiten.



1 FEinleitung

1.1.3 Strukturelle Merkmale der SDRs

Die meisten beschriebenen SDR-Proteine zeichnen sich durch eine Lénge von 250 bis 400 Ami-
nosdureresten aus. Thre Zugehorigkeit zur Enzymfamilie wird durch die Anwesenheit definierter
Sequenzmotive bestimmt, die gewshnlich sehr stark konserviert sind (vergleiche Tabelle 1.1). Die
Tertidrstruktur der SDRs weist eine Cofaktor-bindende Region im N-terminalen Abschnitt, ein ka-
talytisches Zentrum im Mittelteil, eine Substrat-bindende Region und eine fiir die Oligomerisierung

bedeutende Verldngerung am C-Terminus auf.

Tabelle 1.1: Typische Strukturmotive der SDR-Enzymfamilie

Motiv Position Funktion

TGxxxGxG  12-19 Cofaktor-Bindungsstelle, Aufrechterhaltung des zentralen (-Faltblatts
D 60 Stabilisierung der Adeninring-Tasche, leichte Bindung zum Cofaktor
NNAG 86-89 Stabilisierung des zentralen (-Faltblatts

N 111 Aktives Zentrum, Katalyse-unterstiitzend

S..Y..K 138, 151, 155  Aktives Zentrum

N 179 Verbindung zwischen Substrat-Bindungsstelle und aktivem Zentrum
PG 183-184 Bestimmung der Reaktionsrichtung

T 188 Bildung einer H-Briicke zum Carboxamid des Nicotinamid-Ringes

Die Position der Strukturmotive in der Aminosiuresequenz ist fiir die bakterielle 33/1738-HSD aus C. testosteroni ange-

geben.

Obwohl ein Vergleich der Sequenzen verschiedener SDR-Enzyme lediglich eine Identitét der Ami-
nosiurereste von typischerweise 15-30 % offenbart, zeigen alle zum heutigen Zeitpunkt verfiigbaren
Kristallstrukturen (etwa 110 Eintréige bei PDB) ein hochgradig dhnliches «/f-Faltungsmuster in
einer Ein-Doménenstruktur. Die [-Stringe bilden dabei ein vier- bis fiinf-stringiges [-Faltblatt,
welches auf jeder Seite von zwei bis drei a-Helices umgeben ist. Dieses aus SaS-Einheiten aufgebau-
te Dinukleotid-bindende Motiv wird als Rossmann-Faltung bezeichnet [175] (vergleiche exempla-
risch Abbildung 1.2). Die Rossmann-Faltung ist innerhalb der SDR-Superfamilie sehr konserviert,
toleriert aber einige Mutationen an jeder Position im Faltungsmotiv ohne Funktionsverlust [46].
Die gefalteten SDR-Monomere (durchschnittliches Molekulargewicht 27 kDA [163]) sind generell
unfunktionell und zur Erlangung der enzymatischen Aktivitit des SDR-Proteins ist gewthnlich die
Bildung von Dimeren oder Tetrameren erforderlich. Lediglich vereinzelte Ausnahmen sind als Mo-
nomere aktiv, als Beispiel sei an dieser Stelle die humane Carbonylreduktase des Typs 1 (hCBR1)
genannt [212].

Die Oligomerisierung der einzelnen Untereinheiten kann auf zwei unterschiedliche Wege erfolgen.
Eine Moglichkeit der Monomer-Assoziation ist die sogenannte P-Achsen-Verbindung, welche auf
der antiparallelen Assoziation des -Strangs G und der a-Helix G jeder Untereinheit beruht [62].
Diese Art der Oligomerisierung findet sich gewdéhnlich in homotetrameren SDRs und ist bislang
lediglich in einer dimeren SDR identifiziert worden. Die Q-Achsen-Verbindung dagegen wird aus
den a-Helices E und F jeder Untereinheit gebildet, sie formen ein Vier-Helix-Biindel. Dieses
reprisentiert das bedeutendste Strukturmotiv der Q-Achsen-Verbindung, vorrangig in dimeren

SDR-Proteinen. Wenngleich mehr als die Hélfte der verfiigbaren Kristallstrukturen eine iiberein-
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Abbildung 1.2: Struktur der humanen 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 1, einem Mitglied der
SDR-Proteinfamilie. Dargestellt sind die 3-Strange (blau), die a-Helices (rot), das Substrat Estradiol (gelb)
und der Cofaktor NADPH (griin) [135]. Die Daten gehen auf den PDB-Eintrag 1a27 zuriick.

stimmende Quartérstruktur zeigen ist lediglich das Vier-Helix-Biindel unter den Mitgliedern der
SDR-Proteinfamilie konserviert [62].

Katalytische Triade und Reaktionsmechanismus der SDRs

Nahezu alle klassischen SDR-Enzyme weisen das Ser-Tyr-Lysin-Motiv (Positionen 138, 151, und
155 in der bakteriellen 33/178-HSD aus C. testosteroni) als katalytische Triade auf [93]. Die
Priasenz der besagten Aminosduren ist ausschlaggebend fiir die enzymatische Funktionalitit der
SDR-Proteine, die ihr zugehorigen Reste bewahren eine definierte Position, relativ zum Gertist der
Bap-Einheit und zum Sitz des Cofaktors. Das Tyrosin 151 fungiert als katalytische Base [93], sei-
ne Hydroxylgruppe ist der Protonendonor in einem elektrophilen Angriff auf die Carbonylgruppe
des Substrats in einer Reduktionsreaktion [62]. Die positiv geladene Seitenkette des Lysins 155
geht zur Orientierung des Cofaktors Wasserstoffbriickenbindungen mit der Nicotinamid-Ribose ein,
durch ihre Positionierung in unmittelbarer Nihe zum Sauerstoff-Atom der Tyrosin-Hydroxylgruppe
begiinstigt sie via elektrostatischer Wechselwirkungen den Protonentransfer [10] [16] [62]. Das Se-
rin 138 ist ebenfalls an der Katalyse beteiligt, es stabilisiert zum einen die Reaktionsintermediate
und ist dariiberhinaus ein Bestandteil der Protoneniibertragung [65]. Nachdem das Proton vom
Tyrosin 151 auf das Substrat iibertragen wurde, kann es durch die Umgebung regeneriert wer-
den [46] [62].

In der iiberwiegenden Mehrheit aller SDRs ist zum aktiven Zentrum dariiberhinaus ein einzelner, in
der Helix oE lokalisierter Asparaginrest (Asparagin 111) zu zéhlen, der die Triade zu einer Tetrade
erweitert. Seine Seitenkette wird iiber Wasserstoffbriicken an nicht-konservierte Reste gebunden, es
bildet sich ein Strukturmotiv, welches in der Tertidrstruktur als Knick an besagter Helix-Position
erscheint. Dieser bringt das Riickgrat in eine Position, die es ihm ermdoglicht eine Verbindung zum
Lysin 155 des aktiven Zentrums herzustellen und anstelle der Aminogruppe des Valins 115 in der
Hauptkette - dies wire in einer helikalen Struktur zu erwarten - ein Wassermolekiil zu binden [55].

SDR-Strukturen, die an Position 111 nicht iiber ein Asparagin verfiigen, zeigen stattdessen einen
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Serinrest, der die Ausbildung einer identischen Konfiguration mit einem verbindenden Wassermo-
lekiil zu Lysin 155 erlaubt [55]. Auf diese Weise wird eine Protonen-Weitergabe unter Einbeziechung
der Tyrosin 151-OH-Gruppe, der 2'-OH-Gruppe der Nicotinamid-Ribose, des Lysins 155 und eines
Wassermolekiils, das von Asparagin 111 oder einem homologen Serin positioniert wird, etabliert.

Substratbindung

Die Mehrzahl der in der SDR-Proteinfamilie konservierten Aminoséauren findet sich im Kern der
Rossmann-Faltung und ist vorwiegend hydrophob [46]. Im Substrat-bindenden Spalt sind lediglich
die Aminosiuren der katalytischen Triade (Serin, Thyrosin und Lysin) konserviert, dariiberhinaus
verfiigt das aktive Zentrum iiber keine konservierten Reste. Dies ist bezeichnend, da beispielsweise
die Hydroxysteroiddehydrogenasen eine hohe Spezifitéit fiir ihre physiologischen, steroidogenen
Substrate aufweisen.

Gewohnlich besitzen SDR-Enzyme eine Substrat-bindende Schleife von mehr als 20 Resten, welche
das aktive Zentrum bedeckt und nach einer Hydroxyl- oder Carbonyl-Substratbindung in sehr
geregelter Form vorliegt. Die Schleife befindet sich zwischen -Strang F (GF) und a-Helix G (aG)
und ist in Apostrukturen der SDR-Enzyme (Strukturen ohne Substrat) oftmals ungeordnet. Nach
der Bindung des Substrats zeigt die Schleife eine gut definierte, hauptsichlich a-helikale Geometrie.

1.1.4 Substrate und metabolische Bedeutung der SDRs

Die Oxidoreduktasen der SDR~Proteinfamilie katalysieren die Umwandlung von Hydroxy- zu Keto-
bzw. von Keto- zu Hydroxygruppen der verschiedensten Substrate. Im Zuge der Charakterisierung,
im Speziellen der humanen Vertreter, zeigte sich, dafl die Mitglieder der SDR-Enzymfamilie in der
Lage sind, ein breites Spektrum an Verbindungen zu konvertieren. Sie nehmen somit entscheiden-
de Stellungen im Aminosdure-, Fettsdure-, Gallensidure-, Prostaglandin-, Retinoid-, Steroid- und

Zuckermetabolismus ein und sind in fast alle Bereiche des Intermediarstoffwechsels involviert.

SDR-Enzyme des Intermediarstoffwechsels

Zur Gruppe der am Intermediérstoffwechsel beteiligten SDR-Proteine sind nach heutigen Kenntnis-
sen in erster Linie die Enzyme UDP-Galactose-Epimerase, Dihydropteridin-Reduktase, Sepiapterin-
Reduktase, R-3-Hydroxybutyratdehydrogenase, Dienoyl-CoA-Reduktase und trans-Enoyl-CoA-Re-
duktase zu zéhlen [155]. Die UDP-Galactose-Epimerase katalysiert die Epimerisierung von UDP-
Glucose zu UDP-Galactose oder, alternativ dazu, von UDP-N-Acetylglucosamin zu UDP-N-Acetyl-
galactosamin [119], die Dihydropteridin- und die Sepiapterin-Reduktase sind entscheidende Kom-
ponenten in der Tetrahydrobiopterin-Biosynthese [40]. Bei den Enzymen R-3-Hydroxybutyratde-
hydrogenase und Dienoyl-CoA-Reduktase handelt es sich um mitochondriale Proteine, die an der
(-Oxidation und der Ketogenese beteiligt sind, die peroxisomale trans-Enoyl-CoA-Reduktase ist

ebenfalls in den oxidativen Abbau von Fettsduren involviert.

SDR-Enzyme des Hormon- und Xenobiotika-Metabolismus

Der grofite Anteil an SDR-Enzymen ist durch eine Beteiligung am Lipid-vermittelten Metabo-
lismus oder am Katabolismus von xenobiotischen Carbonyl-Verbindungen charakterisiert [156].
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Die enzymatische Aktivitdt der besagten Proteine schliefit zahlreiche Hydroxysteroiddehydrogen-
asen (HSDs), Prostaglandin-Dehydrogenasen sowie Retinoid-metabolisierende Enzyme ein. Auf-
grund ihrer Substratspezifitdten und den von ihnen katalysierten chemischen Reaktionen, spielen
die SDR-Proteine der besagten Kategorie eine essentielle Rolle in der Entwicklung und Physio-
logie der Vertebraten. Beispielsweise sind 38-Hydroxysteroiddehydrogenasen/A4-5-Isomerasen in
der Biosynthese aller Arten von Steroidhormonen oder Gallensduren unverzichtbar oder fungieren
die 118-Hydroxysteroiddehydrogenasen als entscheidender Zelltyp-spezifischer ,,Schalter* zwischen
dem vom Glucocorticoid-Rezeptor gebundenden Cortisol und dem nicht-aktivierenden Metabolit
Cortison. Dariiberhinaus 148t die Identifizierung einiger Retinoiddehydrogenasen auf eine Betei-
ligung von SDR-Enzymen in Retinolsdure-abhéingigen Entwicklungsprozessen sowie dem Prozess
des Sehens schliefien [47].

Mitunter weisen die Mitglieder der SDR-Proteinfamilie iiberschneidende Substratspezifitdten auf.
So verfiigen beispielsweise 175-Hydroxysteroiddehydrogenasen oftmals auch iiber eine 3a- oder
208-Hydroxysteroiddehydrogenase-Eigenschaft [160], die mikrosomale 118-Hydroxysteroiddehy-
drogenase des Typs 1 zeichnet sich u.a. durch ein katalytisches Potential gegeniiber xenobiotischen
Carbonylverbindungen aus [126] [156].

1.1.5 Medizinische Bedeutung der SDR-Proteinfamilie

Aufgrund der Verschiedenartigkeit der Substratspezifitdten und der katalysierten Reaktionen ist
es nicht verwunderlich, da§ Stérungen in der Funktionalitit der SDR-Enzyme zum Teil schwerste
Erkrankungen nach sich ziehen. In der Vergangenheit konnte nahezu jede genetische Variation
in einer Short-Chain-Dehydrogenase/Reduktase mit klinisch bedeutenden Symptomen in Verbin-
dung gebracht werden. So schliefit beispielsweise die Typ 3-Galactosédmie zahlreiche beschriebene
UDP-Galactose-Defizienzen ein, die mit allelischen Verdnderungen im UDP-Galactose-Epimerase-
Gen assoziiert sind [119] oder verursachen allelische Variationen im Gen der Dihydropteridin-
Reduktase Phenylketonurie des Typs II. Andere SDR-Enzyme spielen bei der Entwicklung von
Steroid-abhéngigem Krebs [207] oder Entziindungs- bzw. degenerativen Deffekten eine Rolle [134]
[199] [208]. Tabelle 1.2 stellt einige der bereits erwidhnten SDR-Enzyme exemplarisch zusammen
und zeigt welche Krankheiten deren Dysfunktionalitdt zur Folge hat.

Die Tatsache, dafl Defekte in Enzymen der SDR-Familie an einer Vielzahl schwerwiegender Erkran-
kungen beteiligt sind, macht diese zu einem interessanten Angriffspunkt im Rahmen medizinisch
relevanter Studien. In den meisten Féllen handelt es sich hierbei um die Entwicklung spezifischer
Inhibitoren (z.B. [45] [115]). Fiir die 113-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 2 konnte bei-
spielsweise ein sekundéres Amid als potenter und selektiver Inhibitor identifiziert werden [206],
mit dessen Hilfe es moglich ist, Einfluss auf die lokale Konzentration aktiver Glucocorticoide zu

nehmen.
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Tabelle 1.2: Beispiele fiir humane SDR-Formen, die mit Krankeiten in Verbindung gebracht werden

SDR Assozierte(s) Erkrankung/Syndrom
Dienoyl-CoA-Reduktase Dienoyl-CoA-Reduktase-Defizienz
Dihydropteridin-Reduktase = Dihydropteridin-Reduktase-Defizienz, Phenylketunorie
Sepiapterin-Reduktase Tetrahydrobiopterin-Defizienz
UDP-Galactose-Epimerase ~ Typ 3-Galactosédmie

36-HSD 1 Adrenale Hyperplasie

36-HSD 2 Adrenogenitales Syndrom

115-HSD 1 Metabolisches Syndrom

115-HSD 2 »Apparent mineralocorticoid excess“-Syndrom
178-HSD 1 Brust-/Prostatakrebs, Endometriose

178-HSD 2 Brust-/Prostatakrebs, Endometriose

176-HSD 3 Pseudohermaphroditismus, Fettsucht

178-HSD 4 ,, D-specific bifunctional protein deficiency“, Prostatakrebs
175-HSD 8 Polyzystische Nierenerkrankung

178-HSD 10 Demenz, Alzheimer

178-HSD 14 Brustkrebs

9cis/11cis-RDH Retinis punctata albescens/Retinis pigmentosa

CBR1 Down-Syndrom

CBR3 Down-Syndrom

1.1.6 Vorstellung einiger bedeutender Mitglieder der SDR-Proteinfamilie

Steroid-metabolisierende Enzyme der SDR-Proteinfamilie - Die 173-Hydroxysteroid-
dehydrogenasen

Der finale Schritt im Zuge der Generierung biologisch aktiver Steroide wird durch 178-Hydroxy-
steroiddehydrogenasen katalysiert [162], Enzyme, die fast ausschliellich der Familie der Short-
Chain-Dehydrogenase/Reduktasen zuzuordnen sind. Sie katalysieren die Cofaktor (NAD(P) bzw.
NAD(P)H) abhingige Oxidation oder Reduktion an Position 17 des Steroidgeriists (vergleiche
Abbildung 1.3) und gliedern sich somit perfekt in das Konzept der Pri-Rezeptor-Regulation hor-
moneller Wirkung ein [164]. In ihrer Funktion als metabolischer ,,Schalter veréndern sie auf
effektive Weise die Affinitéit der Steroide zu ihren genomischen und nicht-genomischen Rezeptoren
und Effektoren.

Bis heute sind in Vertebraten vierzehn Enzyme mit 173-Hydroxysteroiddehydrogenase- Aktivitéit
identifiziert worden, der Mensch verfiigt iiber zwolf von ihnen, die 178-Hydroxysteroiddehydro-
genasen des Typs 6 und 9 wurden lediglich in Nagetieren nachgewiesen. Mit Ausnahme der
173-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 5, ein Vertreter der Aldo-Keto-Reduktase-Familie [84]
[135] [163], handelt es sich bei allen 174-Hydroxysteroiddehydrogenasen um Mitglieder der SDR-~
Proteinfamilie. Sie entstammen unterschiedlichen Genen, variieren deutlich in ihrer Affinitdt zu
Substraten und Cofaktoren, offenbaren verschiedene subzellulére Lokalisationen und katalysieren
unterschiedliche Reaktionsrichtungen [134] [161] [209]. Meier et al. liefert einen Uberblick iiber die
Beteiligung der diversen 175-Hydroxysteroiddehydrogenasen in der Endokrinologie des Menschen

11
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‘ NADPH +H* NADP* 4

-~ 7.
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NADH +H* NAD*
HO HO

Estron Estradiol

Abbildung 1.3: Redox-Reaktion an Position 17 des Steroidgeriists, katalysiert durch 173-Hydroxysteroid-
dehydrogenasen. Die dargestellte Konvertierung von Estron zu Estradiol ist ein Beispiel zur lllustrierung des
stereospezifischen Charakters der Reaktion. Generell dient den 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen NADPH als

bevorzugter Cofaktor zur Katalyse der Reduktion wahrend NAD in der Oxidationsreaktion verwendet wird.

und ihre Assoziationen zu verschiedensten Erkrankungen [129] (siche auch Tabelle 1.2). Die Iden-
titdt der Enzyme basiert auf Analysen hinsichtlich ihrer Aktivitéit, der Zuordnung zu bestimmten
Genen sowie der Chronologie ihrer Entdeckung.

Wenngleich vierzehn Typen der 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen bekannt sind, so sind nicht
alle ausschliefilich am Steroidmetabolismus beteiligt. Die 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen des
Typs 1, 2 und 3, die Schliisselenzyme in der Homeostase der Steroidhormone, werden bislang aus-
schliefllich hinsichtlich einer exklusiven Rolle im Steroidmetabolismus diskutiert, aus Tiermodellen
gewonnene Daten geben allerdings Anlaf§ dies in Frage zu stellen. Die Typen 6, 9 und 11 zeigen
eine Aktivitdt in der Umwandlung von Retinoiden [19] [22] [192], Typ 13 scheint phylogenetisch
den Retinoldehydrogenasen verwandt [15], publiziert wurde bis dato allerdings lediglich eine As-
soziation mit Lipidvakuolen [80]. Den Typen 4, 8 und 12 konnte mehrfach eine Beteiligung am
Fettsdure- oder Gallenséure-Stoffwechsel nachgewiesen werden [135] [137] [168]. Die 178-Hydroxy-
steroiddehydrogenase des Typs 10 verfiigt iiber ein breites Spektrum an potentiellen Substraten,

hierzu zéhlen beispielsweise Isoleucin sowie Fett- und Gallensiuren [183].

Erkrankungen und 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen. Die molekulare Grundlage zahlreicher
menschlicher Erkrankungen ist die Verdnderung der genetischen Organisation in fiir 175-Hydro-
xysteroiddehydrogenasen kodierenden Genen. Inaktivierende Mutationen in den Genen HSD17B3
und HSD17B4 verursachen Pseudohermaphroditismus und postnatal tédliche ,,D-specific bifunc-
tional protein deficiency*. Duplikationen im HSD17B10-Gen fiihren zu Schwachsinn, das entspre-
chende Enzym wurde bereits mit der Alzheimer-Erkrankung in Verbindung gebracht. In einigen
Féllen ist der Verlust der Heterozygositét, beispielsweise hervorgerufen durch eine Deletion eines
Chromosomenabschnitts am Lokus 16q [49], entscheidend mit dem Voranschreiten von Prostata-
krebs assoziiert.

Studien hinsichtlich einer Beteiligung am Steroidmetabolismus werden bereits seit den 70er-Jahren
durchgefiihrt [172]. Das Konzept der in situ-Produktion von aktiven Steroiden aus zirkulieren-
den Vorstufen wie Dehydroepiandrosteron (oder seines Sulfats) resultierte in der Definition der
,Intrakrinologie“ [107]. Lokal produzierte Steroide werden als bedeutende Wachstumsfaktoren
betrachtet [177], auch in Tumoren mit scheinbar Androgen-unabhingigem Status [189]. Einige
176-Hydroxysteroiddehydrogenasen haben bereits einen prognostischen Wert in den verschiedens-
ten Formen der Krebserkrankung. Hohe Expression der 175-Hydroxysteroiddehydrogenasen des
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Typs 1, 2 und 4 korrelieren mit schlechten Prognosen beziiglich Brust-, Kolon- und Prostatatumo-
ren [69] [147] [148]. Gute prognostische Werte fiir Brustkrebs werden bei einer hohen Expression
der 178-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 14 beobachtet [90].

Inhibition der 173-Hydroxysteroiddehydrogenase-Aktivitdt zur therapeutischen Intervention.
Im Zuge der Anstrengungen, Mittel und Wege zu finden, die Pré-Rezeptor-vermittelte Wirkung
von Steroidhormonen zu beeinflussen, sind einige 178-Hydroxysteroiddehydrogenasen, z.B. die Ty-
pen 1, 3 und 5, in den Fokus der Entwicklung therapeutischer Inhibitoren geriickt [26] [27] [169].
Speziell im Kampf gegen Brust- oder Prostata-Krebs konzentrierten sich die wissenschaftlichen
Bemiithungen auf die Generierung sicherer und 178-Hydroxysteroiddehydrogenase-spezifischer Me-
dikamente [111] [196]. Generell mufl beim Design von Inhibitoren in Betracht gezogen werden,
daB die Aktivierung und Inaktivierung von Steroidhormonen stets von unterschiedlichen Enzymen
bewerkstelligt wird, beispielsweise synthetisiert die 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 1
Estradiol aus Estron wihrend die 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 2 die Umkehrreak-
tion katalysiert. Folglich hat ein wirkungsvoller Inhibitor hochgradig Enzym-spezifisch zu sein um
das Level an Steroiden erfolgreich an die therapeutisch erforderlichen Bedingungen anzupassen.
Unter den natiirlich vorkommenden Substanzen sind die Phytoestrogene die potentesten Inhibi-
toren der 17(3-Hydroxysteroiddehydrogenasen [2] [139]. Ungliicklicherweise sind diese allerdings
weitestgehend unspezifisch [38] und haben einen Einflufi auf alle Arten der SDRs oder andere
Enzyme wie z.B. Kinasen. Bereits in der Vergangenheit wurde versucht, hoch-spezifische Inhibi-
toren fiir die 178-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 1 synthetisch zu generieren. Strategi-
en der Inhibitor-Entwicklung umfassten Modifikationen des Steroidgeriists an den Positionen 6,
16 oder 17 [4] [170] [200] oder die Substitution mittels Sulfamaten [171] oder Fluor [39]. Auch
Hybrid-Inhibitoren, beispielsweise eine Verkniipfung von Estradiol mit Adenosin [18], wurden
ebenso beschrieben wie nicht-steroidogene Inhibitoren der 175-Hydroxysteroiddehydrogenasen des
Typs 1 [25] und 2 [68].

Wenngleich die bislang entwickelten Inhibitoren noch nicht die Spezifitéit fiir eine therapeutische
Intervention erreicht haben und weiterhin der Verbesserung bediirfen, so kénnen sie zumindest
der Forschung als wertvolles Hilfsmittel dienen. Alternativ zur Inhibition werden Versuche un-
ternommen, die Aktivitit der 178-Hydroxysteroiddehydrogenasen unter Verwendung der RNAi-
Technologie zu beeinflussen. RNA-Interferenz erlaubt die selektive und transiente Manipulation
von Stoffwechselwegen aber auch von Prozessen, die an der Tumorentwicklung beteiligt sind. Un-
ter den 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen sind zwei Anwendungen bezeichnend fiir das Potential
dieser Methodik. Durch die selektive Herunterregulierung der 178-Hydroxysteroiddehydrogenase
des Typs 7 konnte deren vorherrschende Rolle in der Cholesterol-Biosynthese - nicht wie zunéchst
angenommen in der Estradiol-Biosynthese - demonstriert werden [67]. Im Disput iiber die Beteili-
gung der 178-Hydroxysteroiddehydrogenasen des Typs 1 und 12 konnte das Hauptargument durch
die eleganten Studien in Brustkrebs-Zelllinien geliefert werden [37]. Wenngleich die 173-Hydro-
xysteroiddehydrogenase des Typs 12 in besagten Zellen hoch exprimiert ist, korrelierten lediglich
die siRNA-vermittelten Variationen im Expressionslevel der 1738-Hydroxysteroiddehydrogenase des

Typs 1 mit der Bildung von Estradiol.
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Carbonylreduzierende Enzyme in der SDR-Proteinfamilie

Metabolische Reduktion ist das Gegenstiick zu oxidativen Stoffwechselwegen und spielt eine be-
deutende Rolle im Phase [-Metabolismus Carbonylgruppen-tragender Substanzen. Unter Car-
bonylreduktion versteht man die Bildung einer Hydroxygruppe aus einem reaktiven Aldehyd- oder
Ketonrest. Sie dient grundsitzlich der Inaktivierung oder Entgiftung, da der resultierende Alkohol
leichter zu konjugieren und zu eliminieren ist [77]. Carbonyl-tragende Verbindungen sind nicht le-
diglich in der Umgebung weit verbreitet und in der Lage als Xenobiotika oder Verschmutzung in den
Organismus einzudringen, sie konnen ebenso endogen durch normale katabolische Oxidation oder
Desaminierung generiert werden. Zahlreiche endogene Verbindungen, wie biogene Amine, Steroide,
Prostaglandine und andere Hormone werden iiber Carbonyl-Intermediate metabolisiert [77]. Bei
den an ihrer Verwertung beteiligten Enzymen handelt es sich um NADPH-abhéingige Reduktasen,
die sich generell durch ein breites Substratspektrum auszeichnen. Bislang sind im Menschen zwolf
pluripotente Carbonyl-reduzierende Enzyme bekannt, neben Vertretern der Aldo-Keto-Reduktase-
Familie zdhlen auch Mitglieder der SDR-Proteinfamilie zu dieser Enzymgruppe. Im einzelnen sind
dies 113-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 1, dehydrogenase/reductase (SDR family) mem-
ber 4 (DHRS4), L-Xylulose-Reduktase und die sogenannten Carbonylreduktasen, denen bislang
drei humane Enzyme zugeordnet werden (CBR1, CBR3 und CBR4) [127].

Die humane Carbonylreduktase des Typs 1 (CBR1). Die humane Carbonylreduktase des Typs 1
ist ein cytosolisches und monomeres (30 kDa) Mitglied der SDR-Proteinfamilie [59] [213] [215]. Das
Enzym zeigt ein weitestgehend ubiquitéres Expressionsmuster mit einer vorherrschenden Vertei-
lung in Leber, Epidermis, Magen, Diinndarm, Niere, Nerven- und Gliazellen des ZNS sowie in
glatten Muskelfasern [59] [215]. Die erste Isolierung CBRI1s erfolgte aus Gehirngewebe, aufgrund
der im Zuge dessen bestimmten Eigenschaften des Enzyms wurde zunéchst u.a. eine Identitit mit
der Prostaglandin-9-Ketoreduktase vorgeschlagen [212]. Heute ist bekannt, dafl die Carbonylreduk-
tase des Typs 1 die NADPH-abhingige Reduktion zahlreicher Carbonyl-Verbindungen katalysiert,
die besten Substrate scheinen hierbei die aus polyzyklischen, aromatischen Kohlenwasserstoffen
abgeleiteten p- und o-Chinone zu sein [212] [214]. In der Leber und der Plazenta des Menschen
fungiert CBR1 als wichtigste Chinon-Reduktase, allerdings resultiert die enzymatische Redukti-
on von o-Chinonen im sogenannten ,,Redox cycling®, das die Generierung von Semichinonen und
Superoxid-Anionen zur Folge hat [91]. CBR1 scheint somit an der ,,Entgiftung” als auch an der
,, Vergiftung® von Chinonen beteiligt zu sein.

Als endogene Substrate des Enzyms wurden Prostaglandine, einige 3-Ketosteroide sowie Isatin
vorgeschlagen, wobei Isatin mit einer Affinitét, die den o-Chinonen gleicht, das beste Substrat zu
sein scheint [204]. Dariiberhinaus katalysiert CBR1 die Reduktion von 4-Oxonon-2-enal, einem
Produkt der Lipid-Peroxidation [42] (vergleiche Abbildung 1.4).

Neben den genannten Substraten reduziert humanes CBR1 auch zahlreiche therapeutisch und to-
xikologisch bedeutende Verbindungen [127]. Hierzu zéhlt Daunorubicin, ein Medikament, das die
Reifung und Proliferation von Neoplasma zu hemmen vermag. Da dessen reduziertes Produkt
nachgewiesenermaflen herzschédigend ist, wird CBR1 fiir die mit einer Daunorubicin-Behandlung
einhergehende starke Kardiotoxizitit verantwortlich gemacht [59)].

Da fiir das CBR1-Allel homozygote KnockOut-Miuse nicht lebensfihig sind [152], wurde eine nicht-
redundante Rolle des Enzyms in der Signaltransduktion wéhrend der Embryogenese und der Ent-
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Menadion

Isatin 4-Oxonon-2-enal

Abbildung 1.4: Auswahl an Substraten, die von der humanen Carbonylreduktase des Typs 1 umgesetzt
werden. Wahrend es sich beim umgesetzten Menadion um ein synthetisch hergestelltes Modellchinon handelt,
sind sowohl Prostaglandin E; als auch lIsatin und 4-Oxonon-2-enal endogene Substrate des humanen Enzyms
CBR1.

wicklung vorgeschlagen. Eine Studie der biologischen Funktion von CBR1 in einer Adenokarzinom-
Zelllinie deutete auf eine Beteiligung am apoptotischen Prozess dieser Zellen hin [195]. Im Ge-
gensatz dazu zeigten weitere Studien, dafl eine Herunterregulierung der CBR1-Expression mit
schlechten Uberlebensraten und Lymph-Knoten-Metastasierungen bei Eierstockkrebs [203] und

dem Wachstum von Lungenkrebstumoren korreliert ist [193].

Die humane Carbonylreduktase des Typs 3 (CBR3). Auf der Suche nach Genen, die am Down-
Syndrom beteiligt sind, wurde 1998 eine neue Carbonylreduktase identifiziert, die seitdem unter
der Bezeichnung CBR3 in den Datenbanken gefithrt wird [211] (siehe auch Tabelle 1.2). Das
CBR3-Gen ist 62 kb downstream des CBR1-Gens auf Chromosom 21 lokalisiert, seine genomische
Struktur unterscheidet sich lediglich in den Introns und den umgebenden Regionen, nicht aber
in den drei Exons von der des benachbarten CBR1-Gens. Vergleiche der kodierenden Sequenzen
offenbarten 71 % Aminosiure-Ubereinstimmung, im Zuge dessen wurde CBR3 ebenfalls als mono-
mere NADPH-abhéingige Oxidoreduktase klassifiziert. Hinsichtlich der katalytischen Eigenschaften
konnte bislang allerdings lediglich eine Aktivitit des Enzyms gegeniiber dem Modellchinon Mena-
dion nachgewiesen werden [108]. Auch eine vorwiegend unter der afroamerikanischen Bevolkerung
identifizierte, natiirliche Allelvariante (V244M) zeigte hier ein enzymatisches Potential, der Po-
lymorphismus beeinflusst jedoch die katalytischen Eigenschaften CBR3s. Ein im Chinesischen
Hamster identifiziertes CBR3-Paralog - die Sequenzidentitit zum humanen Enzym betriagt 86 % -
zeigte eine im Vergleich zum humanen CBR3 hohe Aktivitdt gegeniiber Daunorubicin sowie Isatin,
offenbarte allerdings keine Oxidoreduktase-Eigenschaft gegeniiber Prostaglandinen [197].

Angelehnt an das Expressionsprofil CBR1s wird auch fiir CBR3 eine ubiquitire Gewebeverteilung
vorgeschlagen, das Level der Expression scheint aber deutlich geringer zu sein [127]. Microarray-

Analysen wiesen eine einheitliche Hochregulierung CBR3s in Narbengeschwiirgewebe nach [140].
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Eine SDR als Tumorsuppressor - Die Oxidoreduktase WWOX

Bednarek et al. klonierten und beschrieben im Jahre 2000 ein Gen, das innerhalb der ,,Common
Fragile Site (CFS)“ FRA16D auf Chromosom 16q23.3-24.1 lokalisiert ist [14]. Das WWOX-Gen
besteht aus neun Exons und kodiert ein 46 kDa-Protein, das iiber zwei N-terminale WW-Doménen
und eine SDR-Domiine verfiigt. WW-Doméinen sind gekennzeichnet durch die Préasenz von hoch-
konservierten Prolin- und Tryptophan-Resten [21], zusammen mit SH3-Doménen dienen sie der
Interaktion mit Prolin-reichen Liganden und vermitteln somit Protein-Protein-Wechselwirkungen
[86] [120].

WWOX interagiert iiber seine erste WW-Doméne mit dem PPPY-Motiv von p73 [7]. Das p73-
Protein ist ein strukturelles und funktionelles Homolog zum Tumor-Suppressor-Protein p53 [95].
Neben seiner Fahigkeit der Erkennung und Bindung von p53-Response-Elementen ist es wie p53
in der Lage die Transkription von Zielgenen zu aktivieren. WWOX ist im Cytosol lokalisiert, seine
Uberexpression erhéht die proapoptotische Aktivitdt von p73 [7]. Es ist wahrscheinlich, daf der
Verlust von WWOX in Tumorzellen eine reduzierte proapoptotische Wirkung von p73 im Cyto-
plasma zur Folge hat. Interessanterweise bindet humanes WWOX nicht den Tumor-Suppressor
p53, wihrend sein murines Ortholog, Wox1 (in dieser Arbeit im Folgenden Wwox) unter Stress-
bedingungen sowohl mit p53 als auch mit Jnk1l wechselwirkt. Wox1 interagiert synergistisch auch
im Zuge der TNF-vermittelten Apoptose mit p53, diese proapoptotische Funktion wird durch die
Wechselwirkung mit JNK negativ reguliert [30].

Neben der Interaktion zu p73 und einer weiteren zu ErbB4, einem Brustkrebs-Onkogen, konnte
WWOX eine funktionelle Assoziation zu AP-2X nachgewiesen werden [6]. AP-2\ kodiert einen
Transkriptionsfaktor, der h#ufig bei Brustkrebs-Karzinomen identifiziert wird. WWOX bindet
wiederum iiber seine erste WW-Domiéne an das PPPY-Motiv von AP-2\. Seine Expression 16st
die Umverteilung des nukledren Transkriptionsfaktors in das Cytoplasma der Zelle aus und unter-
driickt somit dessen transaktivierende Funktion. Es wird vorgeschlagen, dafi das WWOX-Protein
die onkogene Aktivitdt AP-2As durch dessen Bindung im Cytosol inhibiert.

Eine nicht zu detektierende Expression von WWOX oder die Priisenz abweichender Transkripte
konnte in verschiedensten Krebsarten festgestellt werden [75]. Die hiufige Deletion von WWOX in
multiplen Tumoren deutet auf dessen Wirkung als Tumor-Suppressor-Gen hin. Diese These wird
unterstiitzt von der Feststellung, daf eine experimentelle Uberexpression von WWOX in Krebs-
zellen, die das Protein endogen nicht exprimieren, zur signifikanten Wachstumshemmung und zur
Verhinderung der Tumorentwicklung fiihrt [13] [52]. Des weiteren konnte gezeigt werden, daf die
Wiederherstellung der WWOX-Expression in Krebszellen in Caspase-vermittelter Apoptose resul-
tiert [52].

Wihrend die Funktion der WW-Doméne weitestgehend geklért zu sein scheint und dem WWOX-
Protein den Status als Tumor-Suppressor einbrachte, so ist das Protein hinsichtlich seiner Eigen-
schaften als Mitglied der SDR-Proteinfamilie bislang nicht umfangreich untersucht worden. Zwar
konnten die SDR-typischen Strukturmotive in der Aminoséduresequenz eindeutig identifiziert wer-
den, eine biologische Funktion konnte mit ihnen allerdings bisher nicht in Verbindung gebracht
werden.
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1.2 Ziel der Arbeit

Die Familie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) bildet eine grofie und fiir die
Medizin bedeutende Proteinfamilie. Thre Mitglieder nehmen Schliisselstellungen in den unterschied-
lichsten Stoffwechselwegen ein und ihre Fehlfunktionen sind nicht selten mit schweren Krankheits-
bildern assoziiert. Im Zuge dessen ist es mehr als wahrscheinlich, dafl viele Erkrankungen, deren
Ursachen bisher unbekannt sind, durch Funktionsstérungen noch unidentifizierter SDRs hervor-
gerufen werden. Diese Doktorarbeit hat sich zum Ziel gesetzt, einige bislang nicht eingehender
untersuchte Mitglieder der SDR-Familie umfassend funktionell zu charakterisieren und auf ihre
Verbindung zu Stoffwechseldefekten zu {iberpriifen.

Im Mittelpunkt stand dabei die Identifizierung und zellbiologische sowie bichemische Beschreibung
neuer, ginzlich uncharakterisierter SDR-Proteine. Durch die Kombination von zahlreichen bioin-
formatischen und experimentellen Untersuchungen zur Aufklirung von Verwandschaftsverhéltnis-
sen, subzelluldrer Lokalisation, Gewebeverteilung, Substratspezifitit sowie proteomischer Wechsel-
wirkungen der ausgewéhlten Kandidaten, sollte schluflendlich deren Rolle im Stoffwechsel verifiziert
und ein entscheidender Beitrag zum generell besseren Verstdndnis der metabolischen Prozesse im
Organismus geleistet werden.

Neben der Charakterisierung bislang unerforschter Mitglieder der SDR-Proteinfamilie sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein bereits teilweise beschriebenes SDR-Enzym, das murine Pro-
tein , WW domain-containing oxidoreductase“ (Wwox), eingehender untersucht werden. Zur de-
taillierten Bestimmung der in vivo-Funktion des Proteins von Interesse mit besonderem Fokus
auf den durch die vorhandene SDR-Doméne vermittelten zelluldren Prozessen wurde zunéchst
die Etablierung einer entsprechenden Mausmutante angestrebt. Durch die Charakterisierung ei-
ner Wwox-KnockOut-Maus sollte gezeigt werden, welche nichtredundanten Aufgaben das Protein
in vivo erfiillt bzw. welche biochemischen Defekte durch sein Fehlen hervorgerufen werden. Die
umfassende Phénotypisierung der Tiere sollte schlulendlich Riickschliisse auf humanmedizinische

Syndrome erlauben.
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2.1 Einleitende Worte

Vorliegende Doktorarbeit hatte sich zur Aufgabe gemacht, neue, unter Umsténden fiir den Inter-
medidrstoffwechsel bedeutende Mitglieder der SDR-Proteinfamilie umfassend zu charakterisieren.
In zwei voneinander unabhéngigen Teilprojekten sollte zum einen die enzymatische und zellbiologi-
sche Funktion bisher lediglich in Sequenzdatenbanken hinterlegter Proteine ermittelt, zum anderen
ein bereits partiell untersuchtes SDR-Enzym, die murine Oxidoreduktase Wwox, eingehender un-

tersucht werden.

Das Kapitel ,,Charakterisierung neuer Mitglieder der SDR-Proteinfamilie“ befasst sich
mit den Ergebnissen, die aus den Untersuchungen der bislang funktionell génzlich uncharakterisier-
ten Enzyme hervorgegangen sind. Nach Darlegung des bioinformatischen Prozesses zur Auswahl
der zu behandelnden SDR-Kandidaten und ihrer, mittels phylogenetischer Analysen ermittelten
Verwandtschaftsverhiltnisse, beschreibt es im Detail - zum besseren Uberblick, methodisch geglie-
dert - die experimentelle Verifizierung der subzelluldren Lokalisation, der Gewebeverteilung und der
Substratspezifitdt der Proteine von Interesse. Dariiberhinaus gibt es die im Zuge der Expression
und Aufreinigung sowie der Studien zur Identifizierung von Interaktionspartnern erzielten Resul-
tate wieder. Der Ubersichtlichkeit wegen findet sich eine kurze Zusammenfassung der jeweiligen

Ergebnisse am Ende jedes Unterabschnitts.

Die durchgefiithrten Untersuchungen hinsichtlich der angestrebten, detaillierten Aufklarung der
in vivo-Funktion des bereits teilweise charakterisierten murinen Wwox-Proteins (WW domain-
containing oxidoreductase) werden im Kapitel ,,Charakterisierung der Wwox-Funktion an-
hand der entsprechenden Mausmutante®“ besprochen. Im Vordergrund steht hierbei die Dar-
stellung der Ergebnisse, die im Rahmen der Etablierung der entsprechenden Mauslinie, von der
Entwicklung einer verldsslichen Genotypisierungsstrategie bis hin zur Embryopréaparation, durch-
gefiihrt mit dem Ziel fiir das Wwox-Allel homozygote Méuse (Knock-Out-Maus) zu identifizieren,
erzielt wurden. Ferner werden erste Resultate, hervorgegangen aus einer phénotypischen Untersu-
chung von Nachkommen der etablierten Wwox-Mauslinie, dargelegt. Zum Abschlufl des Kapitels

erfolgt erneut eine knappe Zusammenfassung der gewonnenen Ergebnisse.
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2.2 Charakterisierung neuer Mitglieder der SDR-Proteinfamilie

2.2.1 Auswahl der zu untersuchenden SDR-Kandidaten

Die Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) bilden, wie bereits ausfiihrlich unter 1.1
erldutert, eine grofie und bedeutende Enzymfamilie. Bis zum heutigen Tag sind etwa 4000 ihr
zugehorige Aminosiuresequenzen in Datenbanken hinterlegt, eine umfassende Charakterisierung
allerdings wurde lediglich fiir einen Bruchteil ihrer Mitglieder publiziert. Da sich vorliegende Arbeit
zum Ziel gesetzt hat, einige bislang nicht eingehender untersuchte Mitglieder der SDR-~Familie um-
fassend funktionell zu charakterisieren und auf ihre moégliche Verbindung zu Erkrankungen zu iiber-
priifen, waren zunéchst neue, die typischen SDR-Strukturmotive aufweisende Primérstrukturen zu
identifizieren und daraus, fiir die folgende detaillierte Analyse, eine Auswahl interessanter Proteine
zu treffen. Die Selektion der Kandidaten stiitzte sich dabei im Wesentlichen auf vorbereitende
Studien, durchgefiihrt von Frau Dr. Brigitte Keller [102] und Frau Dr. Rebekka Mindnich [132]

(Helmholtz Zentrum Miinchen), und eigene phylogenetische Sequenzanalysen.

Ergebnisse des SDR-Finders dienen als Fundament der Selektion

Die Identifizierung neuer, uncharakterisierter Mitglieder der SDR-Proteinfamilie wurde von Frau
Dr. Brigitte Keller im Rahmen ihrer Doktorarbeit realisiert [102]. Durch Priifung der in Datenban-
ken hinterlegten Proteinprimérstrukturen auf typische SDR-Strukturmotive unter Verwendung der
Software SDR-Finder (BioNetWorks GmbH) konnten zunéchst 94 Enzyme aus den Spezies Mensch,
Maus und Ratte der Superfamilie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen zugeordnet wer-
den. Nach Ausschlufl von filschlich als SDR-Enzym klassifizierten und bereits charakterisierten
oder redundant identifizierten Proteinen verblieben 38 SDRs fiir eine potentielle Charakterisierung,
von denen schlufiendlich zwolf (vergleiche Tabelle 2.1) zur ausschlielichen Bearbeitung in dieser
Doktorarbeit zur Verfiigung gestellt wurden. Eine detaillierte Beschreibung des Identifizierungs-

verfahrens ist der Doktorarbeit von Frau Dr. Brigitte Keller zu entnehmen [102].

Uberpriifung der getroffenen Vorauswahl auf Zugehorigkeit zur SDR-Superfamilie

Proteine bestehen im Allgemeinen aus einer oder mehreren funktionellen Einheiten, die man als
Doménen bezeichnet. Thre unterschiedliche Kombination ist Ursache fiir die grofle Diversitit der
Proteine in der Natur, ihre Identifizierung macht die Zuordnung zu bestimmten Proteinfamili-
en moglich und erlaubt es dariiber hinaus, Riickschliisse auf die Funktion der sie beherbergen-
den Proteine zu ziehen. Auch die Superfamilie der SDRs zeichnet sich durch das Auftreten von
charakteristischen funktionellen Einheiten aus. In ihnen sind die beschriebenen Strukturmotive,
verantwortlich beispielsweise fiir Bindung von Substrat oder Cofaktor, zusammengefasst. Unter
Verwendung der Datenbank Pfam (Wellcome Trust Sanger Institut) wurden die zwolf vorab aus-
gewihlten Proteinsequenzen auf diese iiberpriift (Pfam-Identifizierung: adh_short) und somit ihre
Zugehorigkeit zu den Short-Chain Dehydrogenasen/Reduktasen abgesichert. Die erzielten Ergeb-
nisse sind aus Tabelle 2.1 ersichtlich.

Abgesehen von den Proteinsequenzen BAB27025.1 (keine Domiéne identifiziert), XP_145308.2
(2-Hydroxysaure-Dehydrogenase-Doméne), AAH47501.1 (Zinkfinger-Doméne) und AAO015022.1
(Immunoglobulin V-set Doméne) konnte allen analysierten Primérstrukturen eine Zugehorigkeit
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Tabelle 2.1: Identifizierung von Protein-Dominen zur Einordnung in die SDR-Superfamilie

Protein-ID Name Spezies Chromosomale identifizierte SDR
Position Doméne

NP_663399.1 Cradl Maus 10D3 adh_short ja
BAB27025.1 unnamed protein product Maus 7B2 — nein
NP_067532.2 RDHI11 Maus 12C3 adh_short ja
XP_284259.1 RIKEN cDNA 8430425D21 Maus TA1 adh_short ja
XP_143618.2  Sdr9 Maus 4A1 adh_short ja
XP_134689.3  similar to Rdh8 [Rind] Maus 9A3 adh_short ja
XP_145308.2  similar to GAPDH [Ratte] = Maus TA1 2-Hacid-dh nein
NP_035433.1 DHRSS3, retSDR1 Maus 4E1 adh_short ja
NP_612461.1 DHRSI1, FLJ25430 Mensch  14q11.2 adh_short ja
AAH47501.1 ZNF329, FLJ12586 Mensch ~ 19q13.43 zf-C2H2 nein
AAO15022.1 TREML2, FLLJ13693 Mensch  16p21.1 V-set nein
AAH21973.1 CBR4, FLJ14431 Mensch  4q32.3 adh_short ja

zur Familie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen nachgewiesen werden. Eine manuelle
Identifizierung der typischen konservierten SDR-Motive TGxxxGxG, D, NNAG, N, S-Y-K, N,
PG und T durch Sequenz-Alignment bestétigte die durch PFAM-Analyse gewonnenen Resulta-
te (vergleiche Abbildung 2.1). Die acht verbleibenden Proteine wurden weiter fiir eine mogliche

Charakterisierung in Betracht gezogen.

Endgiiltige Auswahl zu untersuchender SDR-Kandidaten durch phylogenetische Analysen

Die angestrebte umfassende Charakterisierung einzelner neuer Mitglieder der SDR-Proteinfamilie
erforderte die weitere Einschrinkung der zu untersuchenden Kandidaten. Diese erfolgte in erster
Linie durch die Auswertung durchgefiihrter phylogenetischer Analysen. Zur Ermittlung ihrer Ver-
wandtschaftsverhéltnisse wurden zunichst umfangreiche Datenséitze durch das Abrufen von den
Kandidatenproteinen verwandten Sequenzen (annotiert in der NCBI-Datenbank) erstellt. Hierzu
wurde der auf der entsprechenden Webseite verfiighare BLink-Link verwendet. Erhaltene Sequen-
zen wurden nach der Qualitit des Alignments mit der Kandidatensequenz ausgewihlt (etwa jeweils
100), zumeist handelte es sich hierbei um metazoische Sequenzen, protozoische Primérstrukturen
wurden nur in einigen Féllen in die Berechnungen einbezogen. Bendétigte multiple Alignments
wurden mittels des clustalW-Servers erstellt, die Berechnung der phylogenetischen Baume erfolg-
te nach Aussonderung redundanter Sequenzen mittels der Software MEGA v.3.1 bzw. v.4.1 nach
der Neighbor-Joining-Methode. Zum Test der Phylogenie wurde ein Bootstrapping mit 500 bzw.
1000 Wiederholungen gewahlt.

Nach eingehender Begutachtung der errechneten Stammbé&ume wurde die vorerst endgiiltige Aus-
wahl der in dieser Arbeit sowohl bioinformatisch als auch experimentell zu untersuchenden SDR-
Proteine getroffen. Einige potentielle Kandidaten zeigten eine enge Verwandtschaft zur Familie der
Retinoldehydrogenasen (Abbildungen nicht gezeigt). Diese wurden hinsichtlich einer Charakterisie-

rung nicht weiter beriicksichtigt, da besagte Enzymfamilie bereits seit vielen Jahren umfassend und
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Abbildung 2.1: Alignment der zwdIf vorab ausgewihlten Proteinsequenzen. Abgebildet ist lediglich ein Auszug
des Sequenzvergleichs, die SDR-typischen Strukturmotive sind grau hinterlegt und rot eingefarbt. Abgesehen
von den Kandidaten BAB27025.1, XP_145308.2, AAH47501.1 und AAO15022.1 weisen alle Primarstrukturen
eine hohe Konservierung in den charakteristischen SDR-Motiven auf, andere Bereiche der Proteine zeigen einen
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erfolgreich erforscht wird. Als deutlich interessanter wurden hingegen Proteine eingestuft, die auf-
grund ihrer ermittelten Verwandtschaftsverhéltnisse vermeintlich an sehr verschiedenen und bislang
kaum untersuchten Stoffwechselwegen beteiligt sind. Aus diesem Grund wurden die Proteine CBR4
(AAH21973.1, im Folgenden hCBR4) und DHRS1 (NP_612461.1, im Folgenden hDHRS1) zur
eingehenden funktionellen Charakterisierung ausgewiihlt. Die Ergebnisse ihrer phylogenetischen

Analysen werden gesondert besprochen.

Erweiterung der Studien um zwei weitere Mitglieder der Superfamilie

Im Zuge ihrer Untersuchungen hinsichtlich des evolutionéren Hintergrunds des Vertebraten-Enzyms
176-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 3 identifizierte Frau Dr. Rebekka Mindnich die Aminoséure-
sequenz des humanen Proteins HSDL1 (NP_113651, im Folgenden hHSDL1) als weiteren bislang
uncharakterisierten Vertreter der SDR-Proteinfamilie [132]. Seine Bearbeitung ging ergéinzend zur
Charakterisierung der bereits ausgewéhlten Enzyme hCBR4 und hDHRS1 in vorliegende Arbeit
iiber.

Aufgrund einer Kooperation mit Herrn Dr. Udo Oppermann vom Structural Genomics Consortium
(SGC) in Oxford/UK erweiterte sich die Gruppe der zu untersuchenden neuen SDR-Mitglieder um
das Protein DHRS6 (NP_064524, im Folgenden hDHRS6). Die im Rahmen dieser Arbeit durch-
zufithrenden Studien beschriankten sich neben einer bioinformatischen Sequenzanalyse allerdings
auf die phylogenetische Bestimmung von Verwandtschaftsverhéltnissen und eine Untersuchung der
subzelluldren Lokalisation.

Um zunéchst die Zugehorigkeit der beiden genannten Proteine zur Familie der Short-Chain-Dehy-
drogenasen/Reduktasen zu verifizieren, wurde auch fiir hHSDL1 und hDHRS6 eine Identifizierung
von bekannten Domiénen unter Verwendung der Datenbank Pfam und eine manuelle Ausweisung
von SDR-typischen Strukturmotiven durchgefiihrt (vergleiche Tabelle 2.2 und Abbildung 2.2. So-
wohl hHSDL1 als auch hDHRS6 konnten als Vertreter der SDR-Proteinfamilie bestétigt werden.

Tabelle 2.2: Identifizierung von Protein-Dominen zur Einordnung in die SDR-Superfamilie

Protein-ID Name  Spezies Chromosomale identifizierte SDR

Position Doméne
NP_113651 HSDL1 Mensch  16q24.1 adh_short ja
NP_064524 DHRS6 Mensch  4q24 adh_short ja

Bei detaillierter Betrachtung der Aminosiuresequenz des Kandidaten hHSDL1 fillt auf, daf sie
trotz einer generell hohen Konservierung eine bedeutende Abweichung innerhalb der SDR-typischen
Strukturmotive aufweist. Die ausgewiesene katalytische Triade der SDR-Enzyme (S-Y-K) zeigt
einen Aminosiureaustausch des polaren Tyrosins gegen ein unpolares Phenylalanin (S-F-K, schwarz
hinterlegt).

Zusammenfassung der SDR-Kandidatenauswahl

Die zur umfassenden funktionellen Charakterisierung ausgewihlten SDR-Kandidaten sind in Ta-

belle 2.3 zusammengefasst.
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hDHRS6 —MGRLDGKVIILTAAAQGIGOAAALAFAREGAKVIATDINESKLQELEKYPG--—-——-— 10 53
hHSDL1 DLIKQYGRWAVVSGATDGIGKAYAEELASRGLNIILISRNEEKLQVVAKDIADTYKVETD 120
SDR-Motive TGxxxGIG

hDHRS6 TRVLDVTKKKQIDQFANEVER---LDVLFNVAGFVHHG---TVLDCEEKDWDFSMNLNVR 107
hHSDL1 IIVADFSSGREIYLPIREALKDKDVGILVNNVGVEFYPYPQYFTQLSEDKLWDI-INVNIA 179
SDR-Motive D NNAG N

hDHRS6 SMYLMIKAFLPKMLAQKSGNIINMSSVASSVKGVVNRCVYSTTKAAVIGLTKSVAADFIQ 167
hHSDL1 AASLMVHVVLPGMVERKKGAIVTIS—SGSCCKPTPQLAAESASKAYLDHFSRALQYEYAS 238
SDR-Motive S Y K

hDHRS6 QGIRCNCVCPGTVDITPSLQER-——-———=-—— IQARGNPEEARNDFLKRQKTGRFATAEET 217
hHSDL1 KGIFVQSLIPFYVATSMTAPSNFLHRCSWLVPSPKVYAHHAVSTLGISKRTTGYWSHSIQ 298
SDR-Motive PG T

Abbildung 2.2: Alignment der Proteinsequenzen von hDHRS6 und hHSDL1. Abgebildet ist lediglich ein
Auszug des Sequenzvergleichs, die SDR-typischen Strukturmotive sind grau hinterlegt und rot eingefarbt. So-
wohl hDHRS6 als auch hHSDL1 kann aufgrund der Prasenz konservierter Aminosaurereste eindeutig eine Zu-
gehorigkeit zur SDR-Proteinfamilie nachgewiesen werden. Auffillig jedoch ist ein Aminosdureaustausch in der
katalytischen Triade des aktiven Zentrums (S-Y-K) von hHSDL1 (schwarz hinterlegt).

Tabelle 2.3: Zusammenfassung der SDR-Kandidatenauswahl

Protein-ID Name vollsténdige Spezies Chromosomale
Bezeichnung Position

NP_116172 hCBR4 carbonic reductase 4 Mensch  4q32.3

NP_612461 hDHRS1 dehydrogenase/reductase Mensch ~ 14q11.2

(SDR family) member 1

NP_064524 hDHRS6  dehydrogenase/reductase Mensch  4q24
(SDR family) member 6

NP_113651 hHSDL1  hydroxysteroid dehydrogen- Mensch 16q24.1

ase like 1
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2.2.2 Analyse von Verwandtschaftsverhdltnissen durch Phylogenie

Zur Gewinnung erster Anhaltspunkte beziiglich einer moglichen Distribution der ausgewéhlten
SDR-Kandidatenproteine in der Zelle (subzellulire Lokalisation), ihres zu erwartenden Expressi-
onsprofils im menschlichen Korper (Gewebeverteilung) oder ihrer potentiellen katalytischen Ak-
tivitdt (Substratspezifitét) wurden im Rahmen dieser Arbeit zunéchst bioinformatische Untersu-
chungen hinsichtlich der Verwandtschaftsverhéltnisse der Enzyme von Interesse durchgefiihrt. Die
phylogenetische Analyse erfolgte dabei fiir die Kandidaten hCBR4, hDHRS1 und hHSDL1 sowohl
vor Beginn der experimentellen Arbeiten (Februar 2005) als auch, aufgrund der sich stetig er-
weiternden Datensétze, ein weiteres Mal nach deren Abschluff (Juli 2008). Die Kalkulation fiir
den Kandidaten hDHRS6 wurde lediglich einfach, hinsichtlich einer anstehenden Verdsffentlichung,
durchgefiihrt. Nach der Darstellung von Verwandtschaftsverhéltnissen in Form phylogenetischer
Stammbéaume und deren Evaluierung wurde zur quantitativen Beurteilung der Proteinbeziehun-
gen der Grad der Sequenzidentitéit zwischen den SDR-Kandidatenproteinen von Interesse und den
Proteinen in ihrer unmittelbaren Nachbarschaft bestimmt. Dies erfolgte durch manuellen Sequenz-

vergleich unter Verwendung von Blast2seq.

Phylogenie offenbart lediglich Homologe der Saugetierklasse als unmittelbare Verwandte des
humanen CBR4

Die beiden unabhéngig voneinander berechneten phylogenetischen Stammbéaume fiir den SDR-
Kandidaten hCBR4 gleichen sich trotz der umfangreichen Erweiterung der Datensétze iiber den
Verlauf dieser Arbeit im Wesentlichen in ihrem Informationsgehalt. Aus diesem Grund werden an
dieser Stelle lediglich die Ergebnisse der aktuellen Analyse erortert, die graphische Darstellung der
Verwandtschaftsverhéltnisse ist dem Anhang zu entnehmen (vergleiche A.2.1).

Der SDR-Kandidat hCBR4 weist neben unterschiedlichen humanen Isoformen einige Carbonylre-
duktasen des Typs 4 anderer Sdugetiere in unmittelbarer Nachbarschaft auf. Als nichsten Ver-
wandten von hCBR4 offenbaren die phylogenetischen Analysen ein hypothetisches Protein des
Schimpansen (Pan troglodytes). Dariiber hinaus verfiigen sowohl das Rind (Bos taurus), der
Hund (Canis familiaris) und das Pferd (Equus caballus) als auch die Maus (Mus musculus), die
Ratte (Rattus norvegicus), das Kurzschwanzopossum (Monodelphis domestica) und das Schnabel-
tier (Ornithorhynchus anatinus) iiber ein dem humanen Enzym homologes Protein. Weiter sind
dem Stammbaum Vertreter der Amphibien (Krallenfrésche, Xenopus tropicalis und Xenopus lae-
vis) und der Fische (Zebrabirbling, Danio rerio) als auch ein Reprisentant der Vigel (Haushuhn,
Gallus gallus) zu entnehmen, deren Proteome Enzyme mit groBen Ubereinstimmungen zu hCBR4
aufweisen.

Die detaillierte Betrachtung der Verwandtschaftsverhéltnisse durch Uberpriifung der prozentualen
Sequenzidentitit zwischen hCBR4 und besagten Homologen (vergleiche Abbildung 2.3) verdeut-
licht, dafl der Grad der Konservierung unter den verschiedenen Spezies mit Werten von 66 %
(Xenopus tropicalis) - 99 % (Pan troglodytes) auflergewthnlich hoch ist, was auf eine entscheiden-
de Bedeutung der Carbonylreduktase des Typs 4 im Stoffwechsel schlieflen 1d8t. Da es sich bei
allen identifizierten metazoischen Verwandten von hCBR4 allerdings um bislang uncharakterisierte
Proteine handelt, ist eine Hypothese beziiglich der méglichen metabolischen Funktion des Enzyms

nicht aufzustellen.
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Sequenz-ldentitat
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Abbildung 2.3: Sequenzidentitit zwischen hCBR4 und seinen phylogenetisch identifizierten Homologen. Der
Grad der Aminosduresequenz-Konservierung unter den verschiedenen Spezies ist mit Werten von 66 % (Xenopus
tropicalis) - 99 % (Pan troglodytes) auBergewdhnlich hoch. Dargestellt sind im Diagramm sowohl Spezies
deren Enzyme eine dem hCBR4 identische Proteinlénge aufweisen (dunkelblau), als auch solche, die sich in der
Anzahl an Aminosiuren vom humanen Vertreter unterscheiden (hellblau). Die Sequenz des Schimpansen (Pan
troglodytes) ist in der NCBI-Datenbank lediglich als ,, predicted” annotiert und aus diesem Grund mit einem ,, *"

versehen.

Die Annotierung des zu untersuchenden Proteins hCBR4 und seiner Homologen der unterschied-
lichen Spezies als Carbonyl-Reduktase hatte zundchst erwarten lassen, dafl eine Verwandtschaft
dieser Enzymgruppe zu den bereits umfassend charakterisierten Carbonylreduktasen des Typs
1 und 3 (CBR1, CBR3) besteht. Uberraschenderweise konnten diesbeziiglich im Rahmen der
phylogenetischen Analyse keine evolutioniir bedingten Ubereinstimmungen nachgewiesen werden.
Ein manueller Sequenzvergleich offenbarte den geringen Grad der Sequenzidentitit unter besagten
Carbonylreduktasen, ersichtlich in Abbildung 2.4. Wihrend hCBR1 und hCBR3 eine Uberein-
stimmung in ihrer Aminosiuresequenz von 71 % aufweisen, zeigt hCBR4 lediglich einen geringen
Grad an Sequenzidentitit von 25 % zu hCBR1 bzw. 24 % zu hCBR3.

Neben den bislang uncharakterisierten Homologen unterschiedlicher Spezies offenbarten die Un-
tersuchungen der Verwandtschaftsverhéltnisse von hCBR4 Sequenzdhnlichkeiten zu den 3-oxoacyl-
(acyl-carrier-protein)-Reduktasen zahlreicher Protozoen. Die Beteiligung dieser Enzymgruppe an
der Biosynthese von Fettsduren 143t eine Funktion auch von hCBR4 im entsprechenden Stoffwech-

selweg vermuten.
Humanes DHRS1 verfiigt neben Homologen der Vertebraten ausschlieBlich iiber
uncharakterisierte Verwandte

Vergleichbar mit der geschilderten Situation fiir hCBR4 offenbarten auch die Untersuchungen der
Verwandtschaftsverhéltnisse des SDR-Kandidaten hDHRSI1 keine gravierenden Verdnderungen im

Zuge der Erweiterung der Datensétze iiber den Verlauf dieser Arbeit. Die Erlduterung der erziel-
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hCBR1 MSSGIHVALVTGGNK] LATIVRDLCRLFSGDVVLTARDVTRGQ Q0 50
hCBR3 MSSCS LVTGAN LATIARELCRQFSGDVVLTARDVARGO, Q0 50
hCBR4 —---MDKMCANMFEGS RAVAQLMARKG-YRLAVI LEGAK| GD)| 46
hCBR1 QAEGLSPRFHQLDIDDLQSIRALRDFLRKEYGGLDV GIAFKVADP 100
hCBR3 QAEGLSPRFHQLDIDDLQOSIRALRDFLRKEYGGLN VAFKSDDP 100
hCBR4 GGDHEA---FSCDVAKEHDVONTFEELEKHLGRVNE] GINRDGLLV 93
hCBR1 TPFHIQAEVTMKENFFGTRDVETELLPLIKPQ-— SSIMSVRALK 148
hCBR3 MPEDIKAEMTL FEFATRN. ELLPIMKPH--GRVMNISSLOCLRAFE 148
hCBR4 RTKTEDMVSQLHENLLGSMLTEKAAMRTMIQQQGES I GSIVGLKGNS 143
hCBR1 SCSPELQOKFRSETITEEELVGLMNKFVEDTKKGVHQKEGWPS GVT 198
hCBR3 NCSEDLQERFHSETLTEGDLVDLMKKEVEDTKNEVHEREGWPNS PMGVS 198
hCBR4 GQ-——— = SAS 152
hCBR1 IGVTVLSRIHARKLSEQRKGDKILLNACC IN GPKATKSPEEGA 248
hCBR3 LGVTVLSRILARRLDEKRKADRILVNACCPGPVK! DGKDSIRTVEEGA 248
hCBR4 LVGE] LAKEVARKKIR----VNVVARGFVH TKDLKEEHLKKNI 198
hCBR1 ETPVYLALLPPDAEGPHGQFVSEKRVEQW-—-—-----—— 277

hCBR3 ETPVYLALLPPDATEPQGQLVHDKVVONW-—---—----—— 2717

hCBR4 PLGRFGETIEVAHAVVFLLESPYITGHVLVVDGGLQLIL 237

Abbildung 2.4: Alignment der humanen Carbonylreduktasen des Typs 1, 3 und 4. Ubereinstimmungen
sind hellgrau, Konservierungen iiber alle drei humanen Carbonylreduktasen dunkelgrau hinterlegt. W3hrend
hCBR1 und hCBR3 einen hohen Grad an Sequenzidentitit aufweisen (71 %), zeigt hCBR4 eine nur geringe
Ubereinstimmung zu hCBR1 (25 %) und hCBR3 (24 %).

ten Ergebnisse bezieht sich demzufolge auch in diesem Fall lediglich auf den aktuell berechneten
Stammbaum, abgebildet im Anhang (vergleiche A.2.2).

Auch der SDR-Kandidat hDHRS1 weist zunéchst neben verschiedenen Homologen des Menschen
zahlreiche sequenzéhnliche Proteine metazoischer Spezies in unmittelbarer Nachbarschaft auf, die
in den Unterstamm der Vertebraten einzuordnen sind. Es finden sich sowohl weitere Sequenzen aus
der Ordnung der Primaten (Orangutan, Pongo abelii; Rhesusaffe, Macaca mulatta; Schimpanse,
Pan troglodytes) als auch Sequenzen der Nager Maus (Mus musculus) und Ratte (Rattus norve-
gicus) sowie des Rindes (Bos taurus), des Hundes (Canis familiaris) und des Kurzschwanzopos-
sums (Monodelphis domestica) auf dem phylogenetischen hDHRS1-Hauptast wieder. Als einziges
nah verwandtes hDHRS1-Homolog der Vertebratengruppe, das nicht der Klasse der Sdugetiere
zuzuorden ist, wurde ein Protein des Zebrabirbling (Danio rerio) mit hoher Sequenzihnlichkeit
identifiziert.

Die quantitative Evaluierung der Verwandtschaftsverhiltnisse durch Uberpriifung der Sequenz-
identitét offenbart, ahnlich wie im Falle der Carbonylreduktasen des Typs 4, einen hohen Grad an
Konservierung unter den homologen Proteinen der Wirbeltiergruppe. Jeweils verglichen mit dem
humanen Vertreter hDHRS] erstrecken sich die ermittelten Werte von 58 % (Danio rerio) - 97 %
(Pongo abelii) (vergleiche Abbildung 2.5).

Neben der bereits beschriebenen Gruppe, bestehend aus Angehorigen des Vertebraten-Unterstamms,
zeichnet sich der errechnete Stammbaum fiir den SDR-Kandidaten in erster Linie durch die Prisenz
weiterer uncharakterisierter Proteine aus. Mit den hDHRSI1-verwandten Sequenzen des Faden-
wurms Caenorhabditis elegans (Nematoda), des Purpur-Seeigels Strongylocentrotus purpuratus
(Echinodermata) und des Pérchenegels Schistosoma japonicum (Plathelmintes) sowie der Seeane-
mone Nematostella vectensis (Cnidaria) und des vermeintlichen Ursprungsorganismus aller Tiere
Trichoplax adhaerens (Placozoa) finden sich von Sequenzen komplexerer Metazoen bis hin zu

Primérstrukturen der strukturell einfachsten aller vielzelligen Tiere im errechneten Stammbaum.
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Sequenz-ldentitat

Homo sapiens (313 AS)

Bos taurus (312 AS)
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Danio rerio (310 AS)

Macaca mulatta (313 AS)

Spezies

Monodelphis domestica (310 AS)

|
|
Mus musculus (313 AS)
Pan troglodytes (313 AS)
Pongo abelii (312 AS) |

s novegas 01245 |

Abbildung 2.5: Sequenzidentitit zwischen hDHRS1 und seinen phylogenetisch identifizierten Homologen. Der

Grad der Aminosiuresequenz-Konservierung unter den verschiedenen Spezies erstreckt sich von 58 % (Danio
rerio) - 97 % (Pongo abelii) und ist somit durchgehend hoch. Dargestellt sind im Diagramm sowohl Spezies
deren Enzyme eine dem hDHRS1 identische Proteinldnge aufweisen (dunkelblau), als auch solche, die sich in

der Anzahl an Aminosduren vom humanen Vertreter unterscheiden (hellblau).

Dariiber hinaus wurden Sequenzéhnlichkeiten von hDHRS1 zu zahlreichen Proteinen identifiziert,
deren Herkunftsspezies in Gruppen der Protozoen zusammenzufassen sind.

Wenngleich es sich bei allen identifizierten Homologen oder sequenzihnlichen Enzymen um uncha-
rakterisierte Proteine handelt und aus diesem Grund eine Vorhersage hinsichtlich der enzymati-
schen Funktion nicht zu treffen ist, so weisen die grofen Ubereinstimmungen in den Aminosiure-
sequenzen speziell der Wirbeltierenzyme wiederum auf eine bedeutende Rolle des Proteins von

Interesse im Metabolismus hin.

Stammbaumanalyse fiir humanes DHRS6 zeigt Sequenzihnlichkeiten zu protozoischen
(-D-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen auf

Die im Rahmen der Kooperation mit Herrn Dr. Udo Oppermann vom Structural Genomics Con-
sortium (SGC) in Oxford/UK durchgefiihrte und in dieser Arbeit erérterte Stammbaumanalyse
zur Klarung der Verwandtschaftsverhéltnisse von hDHRS6 basiert ausschliefllich auf dem Daten-
bestand vom Juli 2005. Aufgrund der bereits verdffentlichten Ergebnisse der umfassenden Charak-
terisierung des besagten SDR-Kandidaten [70] wurde auf ein erneute phylogenetische Studie mit
vermeintlich erweiterten Datensétzen nach Abschlufl der experimentellen Arbeiten verzichtet.

Aus dem im Anhang abgebildeten Stammbaum (vergleiche A.2.3) ist ersichtlich, dafl sich hDHRS6
zunéchst in eine Gruppe homologer Vertebratenenzyme eingliedert. Der entsprechende phyloge-
netische Zweig trigt neben nicht redundanten humanen Sequenzen Primérstrukturen des Schim-
pansen (Pan troglodytes), des Rindes (Bos taurus), des Hundes (Canis familiaris), der Maus (Mus
musculus) und der Ratte (Rattus norvegicus) sowie der Nichtsduger Haushuhn (Gallus gallus) und
Zebrabérbling (Danio rerio). Diese weisen allesamt einen hohen Grad an Sequenzidentitidt zum
humanen Homolog auf (vergleiche Abbildung 2.6), die prozentualen Werte belaufen sich hierbei

auf 76 % (Danio rerio) - 94 % (Pan troglodytes). Da zum Zeitpunkt der Analyse keinerlei Studien
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beziiglich der identifizierten Wirbeltier-Homologe vorlagen, konnte aufgrund der groflen Sequenz-
Ubereinstimmungen innerhalb der Vertebraten-Gruppe lediglich eine essentielle Bedeutung von

hDHRS6 im Organismus vermutet werden.

Sequenz-ldentitat

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Hormo sapiens (245 AS) —

Bos taurus (245 AS)

Canis familiaris (245 AS)

Danio rerio (245 AS)

Spezies

Gallus gallus (245 AS)

Mus musculus (245 AS)

Pan troglodytes (165 AS)* |

Rattus norvegicus (245 AS) —

Abbildung 2.6: Sequenzidentitit zwischen hDHRS6 und seinen phylogenetisch identifizierten Homologen.

Der Grad der Aminosiuresequenz-Konservierung unter den verschiedenen Wirbeltieren belduft sich auf hohe
76 % (Danio rerio) - 94 % (Pan troglodytes). Dargestellt sind im Diagramm sowoh| Spezies deren Enzyme
eine dem hDHRS6 identische Proteinlinge aufweisen (dunkelblau), als auch solche, die sich in der Anzahl an
Aminosduren vom humanen Vertreter unterscheiden (hellblau). Die Sequenz des Schimpansen (Pan troglodytes)

ist in der NCBI-Datenbank lediglich als , predicted” annotiert und aus diesem Grund mit einem , *" versehen.

Abgesehen von der bereits beschriebenen Gruppe an hDHRS6 homologen Vertebraten-Enzymen
lieferte die Analyse der Datensiitze keine weiteren metazoischen Aminosduresequenzen. Im phy-
logenetischen Stammbaum zeigen sich demzufolge ausschliefllich protozoische Primérstrukturen in
néherer oder entfernterer Verwandtschaft, deren Annotation allerdings auf eine bislang unbekannte
Funktion der entsprechenden Proteine schlielen 148t. Eine Ausnahme bilden hierbei einige wenige
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein)-Reduktasen verschiedener Protozoen und die beiden -D-Hydroxy-
butyrat-Dehydrogenasen aus Pseudomonas sp. GM101 und Bordetella bronchiseptica RB50, deren
prozentuale Sequenzidentititen zu hDHRSG6 sich auf 34 % bzw. 36 % belaufen. IThre Identifizierung
als sequenzéhnliche Proteine deutete bereits zu diesem Zeitpunkt der umfassenden Charakterisie-
rung von hDHRS6 auf dessen mogliche Beteiligung am Fettstoffwechsel hin.

Humanes HSDL1 weist eine Verwandtschaft zu den 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen Typ
3 und 12 auf

Im Gegensatz zu den bereits erlduterten phylogenetischen Analysen fiir hCBR4 und hDHRS1 wur-
den im Zuge der Bestimmung der Verwandtschaftsverhéltnisse des SDR-Kandidaten hHSDL1 die
Auswirkungen der Datensatzerweiterung iiber den Verlauf dieser Arbeit offensichtlich. Die er-
rechneten Stammbé#ume, beide gezeigt im Anhang (vergleiche A.2.4 und A.2.5), offenbarten im
direkten Vergleich signifikante Unterschiede beziiglich des Verwandschaftsgrades sequenzéhnlicher
Proteine zu hHSDL1. Da sich die Versuchsdurchfithrungen und im Folgenden beschriebenen Er-
gebnisse zum Teil auf die zu Beginn dieser Arbeit durchgefiihrte phylogenetische Analyse stiitzen,
konzentriert sich die Beschreibung der Resultate zunéchst auf den zu diesem Zeitpunkt errechneten

Stammbaum. Eindeutige Diskrepanzen, hervorgerufen durch die Aktualisierung des verwendeten
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Datensatzes, werden ergénzend erortert.

Der phylogenetische Stammbaum, errechnet fiir den Kandidaten hHSDL1, zeichnet sich durch die
Présenz zahlreicher homologer Aminosauresequenzen des Unterstamms der Vertebraten in unmit-
telbarer Nachbarschaft des SDR-Kandidatenproteins aus. Neben Proteinen der Sdugetiere Orang-
Utan (Pongo pygmaeus), Maus (Mus musculus), Ratte (Rattus norvegicus) und Hund (Canis
familiaris) sind mit dem Haushuhn (Gallus gallus), dem griinen Kugelfisch (Tetraodon nigroviri-
dis) und dem Zebrabirbling (Danio rerio) ebenfalls Reprisentanten der Vigel und der Fische in der
hHSDL1-homologen Gruppe der Wirbeltiere vertreten. Durch die stetig anwachsende Anzahl in
der Datenbank annotierter Proteine erweitert sich die Vertebratengruppe der hHSDL1-homologen
Sequenzen mit Wiederholung der phylogenetischen Analyse um die Mitglieder Rhesusaffe (Maca-
ca mulatta), Rind (Bos taurus), Kurzschwanzopossum (Monodelphis domestica) und Schnabeltier
(Ornithorhynchus anatinus) sowie um einige humane Isoformen. Die quantitative Beurteilung der
Proteinbeziehungen durch Uberpriifung des Grads der Sequenzidentitéit zwischen hHSDL1 und sei-
nen identifizierten Homologen offenbart eine starke Konservierung, speziell unter den analysierten
Sdugetiersequenzen. Diese belduft sich auf Prozentwerte von 85 % (Monodelphis domestica) - 98 %
(Macaca mulatta, Pongo pygmaeus). Der griine Kugelfisch (Tetraodon nigroviridis) als Vertreter
der Knochenfische weist innerhalb der Wirbeltiergruppe die geringste Sequenziibereinstimmung
mit hHSDL1 auf (45 %) (vergleiche Abbildung 2.7).

Ein besonderes Interesse galt im Rahmen des Sequenzvergleichs der Homologen dem Konservie-
rungsgrad der ausgewiesenen katalytischen Triade der SDR-Enzyme (S-Y-K) innerhalb der Ver-
tebratengruppe. Wie aus 2.2.1 hervorgeht, verfiigt hHSDL1 {iber einen Aminoséureaustausch des
polaren Tyrosins gegen ein unpolares Phenylalanin (S-F-K). Die detaillierte Betrachtung der ho-
mologen Wirbeltier-Sequenzen offenbart, da§ der Grofiteil der analysierten Vertebraten ein dem
hHSDL1 entsprechendes aktives Zentrum aufweist, lediglich der Hund (Canis familiaris), das Kurz-
schwanzopossum (Monodelphis domestica), das Schnabeltier (Ornithorhynchus anatinus) und das
Haushuhn (Gallus gallus) verfiigen iiber eine vermeintlich intakte katalytische Triade (vergleiche
Abbildung 2.7).

Da es sich bei allen Proteinen der erlduterten Vertebratengruppe um uncharaktersierte Verwandte
von hHSDL1 handelt und demzufolge keinerlei Information beziiglich seiner moglichen subzel-
luldren Lokalisation oder Funktion aus den bislang ermittelten Verwandtschaftsverhéltnissen ge-
zogen werden konnte, erfolgte die Beurteilung des errechneten Stammbaums weiter unter Beriick-
sichtigung der illustrierten Nebenéste. Der Stammbaum von hHSDL1 zeigt zunéchst sequenzver-
wandte aber uncharakterisierte Proteine, die jeweils in den Gruppen Caenorhabditis, Neoptera
oder weiterer Nematoda zusammenzufassen sind. Dariiber hinaus offenbaren die phylogenetischen
Analysen eine eindeutige Verwandtschaft hHSDL1s zu den Enzymgruppen 178-Hydroxysteroidde-
hydrogenase Typ 3 und 12. Bei den Mitgliedern dieser Gruppen handelt es sich ausschlieflich um
Proteine des Vertebraten-Unterstamms, ihre humanen Vertreter weisen zu hHSDL1 einen Grad an
Sequenzidentitéit von 38 % (178-HSD Typ 3) bzw. 41 % (178-HSD Typ 12) auf. Nachgewiesene
Verwandtschaft 148t auf eine Beteiligung von hHSDL1 am Androgen-/Estrogen- bzw. Fettsdure-
metabolismus (verzweigt oder langkettig) schlieBen.

Durch die Wiederholung der phylogenetischen Analyse nach umfangreicher Erweiterung der Da-
tensétze verdndert sich der errechnete Stammbaum dahingehend, dal neben der ausgewiesenen

Gruppen der Nematoden (Caenorhabditis, Nematoda) auch die Wirbeltiergruppe der 175-Hydroxy-
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Abbildung 2.7: Sequenzidentitit zwischen hHSDL1 und seinen phylogenetisch identifizierten Homologen. Der
Grad der Aminosiuresequenz-Konservierung innerhalb der Vertebratengruppe belduft sich auf 45 % ( Tetraodon
nigroviridis) - 98 % (Macaca mulatta, Pongo pygmaeus). Dargestellt sind im Diagramm sowohl Spezies deren
Enzyme eine dem hHSDL1 identische Proteinldnge aufweisen (dunkelblau), als auch solche, die sich in der
Anzahl an Aminosiuren vom humanen Vertreter unterscheiden (hellblau).

steroiddehydrogenasen des Typs 3 nicht mehr zu den unmittelbarsten Verwandten von hHSDL1
zéhlt. Durch die Aufstockung der in der Datenbank hinterlegten Sequenzen relativiert sich rein
graphisch die enge Verwandtschaft des SDR-Kandidatenproteins hHSDL1 zur 178-HSD des Typs 3.

Zusammenfassung der Analyse von Verwandtschaftsverhiltnissen durch Phylogenie

Phylogenie offenbart lediglich Homologe der Sdugetierklasse als unmittelbare Verwandte des
humanen CBR4. Der SDR-Kandidat hCBR4 weist neben unterschiedlichen humanen Isoformen
einige Carbonylreduktasen des Typs 4 anderer Sdugetiere mit hohem Grad an Sequenzidentitéit
in unmittelbarer Nachbarschaft auf. Eine evolutionir bedingte Ubereinstimmung zu den bereits
charakterisierten Carbonylreduktasen des Typs 1 und 3 konnte im Rahmen der phylogenetischen

Analyse nicht nachgewiesen werden.

Humanes DHRS1 verfiigt neben Homologen der Vertebraten ausschlieBlich iiber uncharakte-
risierte Verwandte. Der errechnete Stammbaum fiir den SDR-Kandidaten hDHRS1 zeigt neben
verschiedenen Homologen des Menschen und zahlreichen stark sequenzéhnlichen Enzymen meta-
zoischer Spezies des Vertebraten-Unterstammes lediglich uncharakterisierte Proteine in unmittel-
barer Nachbarschaft.

Stammbaumanalyse fiir humanes DHRS6 zeigt Sequenzihnlichkeiten zu protozoischen 3-D-
Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen auf. Der SDR-Kandidat hDHRS6 gliedert sich in eine Gruppe
homologer Vertebratenenzyme ein, welche allesamt einen hohen Grad an Sequenzidentitéit zum

humanen Vertreter aufweisen. In néherer oder entfernterer Verwandtschaft zeigt der errechnete
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Stammbaum zahlreiche protozoische Sequenzen, von denen ein geringer Anteil als 3-oxoacyl-(acyl-

carrier-protein)-Reduktase oder 8-D-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase ausgewiesen ist.

Humanes HSDL1 weist eine Verwandtschaft zu den 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen Typ 3
und 12 auf. Der phylogenetische Stammbaum, errechnet fiir den Kandidaten hHSDL1, zeichnet
sich durch die Présenz zahlreicher homologer Aminosduresequenzen des Unterstamms der Verte-
braten in unmittelbarer Nachbarschaft des SDR-Kandidatenproteins aus. Simtliche identifizier-
te Homologe weisen einen hohen Grad an Sequenzidentitdt zum humanen Représentanten der
Wirbeltier-Gruppe auf, der fiir hHSDL1 nachgewiesene Aminosédureaustausch innerhalb seiner ka-
talytischen Triade ist in weiteren Spezies vertreten. Dariiber hinaus kann mittels phylogenetischer
Analyse eine nahe Verwandtschaft hHSDL1s zur Enzymgruppe der 173-Hydroxysteroiddehydroge-
nasen des Typs 12 und eine etwas weitere zu den 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen des Typs 3
nachgewiesen werden.

2.2.3 Studien zur subzelluldren Lokalisation

Die im Zuge der umfassenden Charakterisierung der ausgewédhlten SDR-Proteine durchgefiihrten
Studien hinsichtlich ihrer subzelluldren Lokalisation erfolgten durch zwei voneinander unabhéngi-
ge Herangehensweisen. Durch eine bioinformatische Vorhersage unter Verwendung von o6ffentlich
verfiigbaren Servern und der niheren Betrachtung der im Rahmen der phylogenetischen Analysen
(vergleiche 2.2.2) bestimmten Verwandtschaftsverhéltnisse sollte zunéchst ein erster Anhaltspunkt
beziiglich der Proteindistribution in der Zelle gewonnen werden.

Die Verifizierung der vorldufigen Erkenntnisse im Experiment erfolgte durch Klonierung der kodie-
renden Sequenz (CDS) der Gene von Interesse in geeignete Expressionsvektoren. Nach Transfektion
der durch DNA-Sequenzierung fiir basentreu befundenen Konstrukte in HeLa-Zellen wurden diese

fiir 24 h inkubiert und nach der unter 4.3.4 beschriebenen Vorgehensweise gefirbt.

Bioinformatische Vorhersage der subzellularen Lokalisation

Fiir im Vorfeld durchgefiihrte bioinformatische Analysen zur Vorhersage der subzelluldren Lokali-
sation von gegebenen Proteinsequenzen stehen im Internet eine Vielzahl von frei zugénglichen Ser-
vern zur Verfiigung. Aufgrund signifikanter Unterschiede in den verwendeten Allgorithmen wurde
im Rahmen dieser Arbeit eine reprisentative Auswahl von sieben Servern zur bioinformatischen
Vorhersage der subzelluldren Lokalisation der zu untersuchenden SDR-Proteine herangezogen. Be-
zeichnungen und entsprechende Internet-Verkniipfungen sind Tabelle 5.14 zu entnehmen.

Waéhrend der Grofiteil der verwendeten Server Wahrscheinlichkeiten fiir eine Kompartimentspezi-
fitdt in Prozent liefert (pSORTII, pTarget, SubLocl.0 und MITOPROT), geben andere lediglich
Wahrscheinlichkeits-Scores an. LOCtree sagt die wahrscheinlichste Lokalisation unter Angabe ei-
nes Reliability index (RI) im Rahmen einer Skala von 1-10 voraus, wobei 10 das Maximum der
VerliaBlichkeit darstellt. TargetP1.1 verzichtet ebenfalls auf die prozentuale Ausgabeform und er-
rechnet stattdessen, vergleichbar mit LOCtree, ebenfalls Wahrscheinlichkeitswerte in Kombination
mit Reliability classes (RC). Wenngleich die kalkulierten Scores keine echten Wahrscheinlichkeiten
reprasentieren und sich nicht zwangsldufig zu 1 addieren, so ist nichts desto trotz der hochste erziel-

te Score gleichzusetzen mit der héchsten Wahrscheinlichkeit einer Lokalisation im entsprechenden
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Kompartiment. Das Verhéltnis der Scores untereinander (Reliability class, RC) dient als Hinweis
auf die Sicherheit der Vorhersage. WoLF PSORT liefert eine Liste an Proteinen mit bekannter
Lokalisation, die eine gréftmogliche Ahnlichkeit in ihren Lokalisationscharakteristika zur eingege-
benen Quelle aufweisen. Hierbei werden auch duale Lokalisationen einbezogen, wie sie fiir Proteine
gelten, die beispielsweise zwischen Cytosol und Nukleus pendeln. Als Zusammenfassung wird die
jeweilige Anzahl an gefundenen Proteinen fiir jeden Bestimmungsort ausgegeben.

Eine Auflenseiterrolle in der Zusammenstellung an verwendeten Servern stellt MITOPROT dar.
MITOPROT beschréankt sich im Gegensatz zu allen anderen aufgefiithrten Servern auf die Vorher-
sage einer Wahrscheinlichkeit hinsichtlich einer moglichen Lokalisation des Proteins von Interesse

in den Mitochondrien.

Vorhersage der subzelluldren Lokalisation aufgrund von Verwandtschaftsverhdltnissen

Ergénzend zur beschriebenen Vorhersage der subzelluldren Lokalisation mittels bioinformatischen
Servern wurde der wiederum lediglich theoretische Ansatz der Betrachtung von Verwandtschafts-
verhéltnissen gewahlt, um erste hilfreiche Hinweise hinsichtlich der méglichen Zielkompartimente
der Kandidatenproteine in der Zelle zu erlangen. Die durch die phylogenetischen Analysen iden-
tifizierten néchsten Verwandten der SDR-Proteine von Interesse wurden zu diesem Zweck einer
eingehenden Literaturrecherche unterzogen und auf bereits bestimmte subzelluldre Lokalisationen

iiberpriift.

Untersuchungen durch Expression in humaner Zellkultur

Zur experimentellen Untersuchung ihrer subzelluldren Lokalisation wurden die ausgewahlten SDR-
Proteine entweder in Fusion mit einem fluoreszierenden Protein oder einem durch Antikérper
nachweisbaren Fusionstag in HeLa-Zellen exprimiert. Uber die Fluoreszenz des fusionierten Pro-
teins, in dieser Arbeit des griinfluoreszierenden Proteins (GFP), oder durch die Verwendung eines
Fluoreszenz-gelabelten Antikorpers gegen das fusionierte Myc-Epitop war es moglich, die Vertei-
lung der zu untersuchenden Proteine in der Zelle mit dem Erscheinungsbild gegengefirbter Zell-
organellen zu vergleichen und somit ihren Bestimmungsort eindeutig zu identifizieren. Neben der
im Vordergrund stehenden Ermittlung der subzelluldren Lokalisation der Proteine von Interesse
zielten die durchgefithrten Experimente auf die Aufklarung moglicher Mechanismen der spezifi-
schen Translokation in die entsprechenden Zellkompartimente. Da besagter Distribution generell
das Auftreten definierter Signalsequenzen in der Primérstruktur zugrunde liegt, wurden die zu
untersuchenden SDR-Enzyme auf solche iiberpriift bzw. diese durch Generierung zahlreicher N-
bzw. C-terminal verkiirzter (trunkierter) Fusionsproteine im Protein ausfindig gemacht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Christina Guggenberger (ehe-
mals Helmholtz Zentrum Miinchen) und Frau Dr. Brigitte Keller ein umfangreiches Protokoll zur
Untersuchung der subzelluldren Lokalisation von Proteinen durch deren Expression in humaner
Zellkultur etabliert werden. Die Ergebnisse dieser Etablierung gehen sowohl aus 4.3.4 als auch aus

den folgenden Abschnitten hervor.

Die Zelllinie. Siamtliche Experimente zur Ermittlung der subzelluldren Lokalisation wurden un-

ter Verwendung der humanen Epithelzelllinie HeLa durchgefiihrt. Neben ihrer starken Anhaftung
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und ihrer guten Transfizierbarkeit empfahl sich besagte Zelllinie in erster Linie durch ihre mor-
phologischen Eigenschaften. Im Vergleich zu den ebenfalls in Betracht gezogenen und in ande-
ren Teilabschnitten dieser Arbeit Anwendung findenden HEK293-Zellen zeichnen sich HeLa-Zellen
durch ein relativ grofles Zellvolumen und ein ldnglicheres und nahezu ausgebreitetes Zellbild aus.
Thre Verwendung ermoglichte eine einwandfreie Visualisierung der einzelnen Kompartimente ohne

ungewollte Uberlagerungseffekte.

Die Expressionskonstrukte. Die CDS der Gene von Interesse wurden zunéchst jeweils in die
Expressionsvektoren pEGFP-C2 und pAcGFP1-N1 insertiert. Wahrend pEGFP-C2 die Protein-
expression eines fluoreszierenden GFP am N-Terminus des zu untersuchenden Proteins kodiert,
resultiert die Proteinexpression ausgehend von pAcGFP1-N1 in einem rekombinanten Protein, be-
stehend aus dem Enzym von Interesse und einem an seinem C-Terminus fusionierten GFP. Durch
die Erzeugung beschriebener Fusionen sowohl am N- als auch am C-Terminus sollte einer eventu-
ellen Maskierung eines terminalen Signalpeptids vorgebeugt werden.

Um sicherzustellen, dafl jegliche fiir die zu untersuchenden Fusionsproteine beobachteten Translo-
kationen in die entsprechenden Zellkompartimente lediglich auf den Eigenschaften der Kandidaten-
proteine selbst und nicht auf Charakteristika des GFP beruhen, wurde im Vorfeld die publizierte
cytosolische Distribution von GFP [201] durch Transfektion der pEGFP-C2- und pAcGFP1-N1-
Leervektoren in HeLa-Zellen tiberpriift. Die Detektion von GFP bestétigte die erwartete Verteilung
(Abbildungen nicht gezeigt).

Alternativ zur Generierung der pAcGFP1-N1-Expressionskonstrukte wurden die CDS der Gene
von Interesse in den Vektor pcDNA4 myc-his Version B kloniert. Die Proteinexpression, basierend
auf besagten Konstrukten, hatte die Fusion eines Myc-His-Tags am C-Terminus des Enzyms von
Interesse zur Folge.

Zur Expression N- bzw. C-terminal trunkierter Fusionsproteine der Kandidaten hCBR4, hDHRS1
und hHSDL1 wurde ebenfalls auf die Generierung von pEGFP-C2- bzw. pcDNA4 myc-his Version
B-Konstrukten zuriickgegriffen.

Alle fiir die Subklonierung verwendeten Primerpaare gehen aus dem Anhang hervor (vergleiche
A3.1).

Die Gegenfarbung der Kompartimente - Organellen im Visier. Um die exprimierten Fusions-
proteine einem spezifischen Bestimmungsort in der Zelle zuordnen zu kénnen, wurde eine kom-
partimentspezifische Gegenfirbung der einzelnen Organellen mit Farbstoffen (ER, Mitochondrien,
Zellkern) und/oder optional Antikérpern (Peroxisomen) durchgefiihrt. Alternativ konnte eine Vi-
sualisierung bestimmter Zellorganellen auch durch Expression kompartimentspezifischer Proteine
erzielt werden. Typische Erscheinungsbilder der einzelnen Zellorganellen nach Farbung sind in

Abbildung 2.8 zusammengefasst.

Humanes CBR4 ist ein mitochondriales Protein

Bioinformatische Vorhersage erlaubt eine Einschrinkung der wahrscheinlichen subzelluldren
Lokalisation von hCBR4 auf Cytosol und Mitochondrien. Tabelle 2.4 fasst die hinsichtlich der
subzelluldren Lokalisation von hCBR4 getroffenen Vorhersagen der sieben verwendeten Server zu-

sammen. Ein Vergleich der Resultate zeigt auf, daf§ alle zur Kalkulation herangezogenen Server
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-

Abbildung 2.8: Die Gegenfirbung der Kompartimente. Zusammenfassung typischer Erscheinungsbilder der
einzelnen Zellorganellen nach Farbung. (A) Zellkern. (B) Mitochondrien. (C) Endoplasmatisches Retikulum.
(D) Peroxisomen. (E) Cytoskelett (F-Actin).

entweder das Cytosol (pSORTII, SubLocl.0, WoLF PSORT) oder die Mitochondrien (LOCtree,
pTarget, TargetP1.1) als wahrscheinlichsten Bestimmungsort von hCBR4 errechnen. MITOPROT
bekréftigt eine Lokalisation in den Mitochondrien durch die Angabe eines Wahrscheinlichkeitswer-
tes von 98,2 %.

Charakterisierte Mitglieder der Carbonylreduktase-Familie lokalisieren im Cytosol. Die durch-
gefithrten phylogenetischen Analysen identifizierten ausschliefSlich die homologen Enzyme aus Maus,
Ratte oder Hund als néichste Verwandte von hCBR4. Untersuchungen beziiglich der subzelluldren
Lokalisationen besagter Proteine wurden bislang nicht veroffentlicht. Eine nicht auf Sequenzver-
gleich basierende Zugehorigkeit zur Familie der Carbonylreduktasen, macht hCBR1 und hCBR3
zumindest annotativ zu Verwandten von hCBR4. Fiir hCBR1 konnte eine Lokalisation im Cytosol
bereits nachgewiesen werden [212], hCBR3 wird aufgrund seiner hohen Sequenzidentitéit zu hCBR1
ebenfalls als cytosolisches Enzym eingestuft [153].

C-terminal markiertes hCBR4 unterliegt der Translokation in die Mitochondrien. Abbildung
2.9 zeigt die intrazelluldre Lokalisation von hCBR4. Wahrend das in N-terminaler Fusion mit
EGFP exprimierte hCBR4 (pEGFP-C2/hCBRA4) eine klar cytosolische Verteilung zeigt (1), konnte
fir das hCBR4-myc-his Fusionsprotein (hCBR4 fusioniert am N-Terminus des Myc-His,
pcDNA4 myc-his Version B/hCBR4) eindeutig eine Translokation in die Mitochondrien nachge-
wiesen werden (2). Aus der Beobachtung, dafi lediglich das am C-Terminus mit einem Myc-His-
Epitop versehene hCBR4 seiner urspriinglichen Distribution in der Zelle nachkommt, wird bereits

der mogliche Einfluss von Art und Position der verwendeten Fusion auf die subzelluldre Lokali-
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Tabelle 2.4: Bioinformatische Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von hCBR4

Server hCBR4
LOCtree mitochondrial RI = 5
pSORTII 39,1 % cytoplasmatisch; 34,8 % mitochondrial;

17,4 % nuklear; 4,3 % Vesikel des sekretorischen Systems;
4,3 % Cytoskelett

pTarget 100,0 % mitochondrial
SubLocl.0 56,0 % cytoplasmatisch (RI = 1)
TargetP1.1 69,9 % mitochondrial; 37,2 % andere;

3,1 % Vesikel des sekretorischen Systems
WoLF PSORT 20,0 cytosolisch; 10,0 mitochondrial
MITOPROT 98,2 % mitochondrial

sation zu untersuchender Proteine ersichtlich. Im Falle von hCBRA4 scheint ein frei zugénglicher
N-Terminus (unfusioniert) fiir die Translokation des Proteins in die Mitochondrien essentiell zu
sein. Eine mogliche Lokalisation von hCBR4 im ER, den Peroxisomen oder dem Zellkern konn-
te durch durchgefiihrte Gegenfirbungen (Abbildungen nicht gezeigt) ausgeschlofien werden. Die
Transfektion des Konstrukts pAcGFP1-N1/hCBR4 fiihrte nicht zur gewiinschten Proteinexpressi-
on in den untersuchten HelLa-Zellen.

Nach Vergleich der erzielten Ergebnisse mit den erlduterten bioinformatischen Vorhersagen mufl
festgestellt werden, dafl zumindest vier aus sieben verwendeten Servern die tatsdchliche subzel-
luldre Lokalisation des Kandidatenproteins hCBR4 richtig prognostiziert haben. Dies entspricht
einer Quote von 57,14 %. Die Analyse der Verwandtschaftsverhiltnisse konnte den korrekten

Bestimmungsort von hCBR4 nicht offenbaren.

Aminosduren 1-59 tragen die fiir die korrekte Verteilung von hCBR4 in der Zelle nétige In-
formation. Im Zuge der Identifizierung des fiir seine Translokation in die Mitochondrien verant-
wortlichen Proteinabschnitts wurden zwei verkiirzte hCBR4-Fusionsproteine in HeLa-Zellen expri-
miert und hinsichtlich Veranderungen in ihrer Verteilung, verglichen zur Distribution der Volle-
Lénge-Fusionsproteine, untersucht. Besagte Verkiirzungen (Trunkierungen) erfolgten aufgrund der
aus den bereits geschilderten Lokalisationsexperimenten gewonnenen Erkenntnisse lediglich am N-
Terminus und beschrankten sich auf grobe Verkiirzungen von hCBR4 um jeweils etwa ein Viertel
des 237 Aminosiure langen Gesamtproteins (59 und 118 Aminosiduren). Alle generierten hCBR4-
Fusionsproteine und die fiir sie ermittelten Bestimmungsorte sind aus Abbildung 2.10 ersichtlich.
Anhand der durchgefithrten Experimente konnte gezeigt werden, dafl bereits die Verkiirzung des
Volle-Lange-Proteins um 59 Aminosaduren zu einem Verlust der eindeutigen mitochondrialen Dis-
tribution von hCBRA4 fithrt. Wenngleich ein sehr geringer Anteil an betrachteten Zellen nach Ex-
pression von hCBRA4trunkiert(AS60-237)-myc-his (4) weiterhin ein mit der Mitochondrienfirbung
iibereinstimmendes Fluoreszenzmuster zeigt, so ist dem Grofiteil an transfizierten HeLa-Zellen eine
diffuse Proteinverteilung gemein, die weder einer mitochondrialen noch cytosolischen gleichkommt
(Abbildungen nicht gezeigt). Mit der Verkiirzung von hCBR4 um weitere 59 Aminoséuren (5) gehen
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Abbildung 2.9: C-terminal getagtes hCBR4 unterliegt der Translokation in die Mitochondrien. Wihrend
GFP-CBR4 eine klar cytosolische Verteilung zeigt (1), weist hCBR4-myc-his eine eindeutige Lokalisation in

den Mitochondrien auf (2).

Beide Abbildungen zeigen jeweils die Gegenfirbung des Zellkerns (A) und der

Mitochondrien (B), die Detektion des rekombinanten hCBR4-Proteins (C) und eine Uberlagerung der einzelnen

Fluoreszenzmuster (D).
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Abbildung 2.10: Zusammenfassung aller generierten hCBR4-Fusionsproteine. Hierbei sind sowoh! Volle-

Lange-Fusionsproteine ((1)-(3)) als auch verkiirzte Varianten ((4) und (5)) in der Aufstellung beriicksichtigt.

Aus den jeweils ermittelten subzelluldren Lokalisationen geht hervor, daB die Aminosiuren 1-59 die fiir die

korrekte Verteilung von hCBR4 in der Zelle nétige Information tragen.
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letzte, den Mitochondrien zuordenbare Distributionen verloren, hCBR4trunkiert(AS119-237)-myc-
his zeigt ausschlieflich eine diffuse Verteilung in den untersuchten HeLa-Zellen (Abbildung ebenfalls
nicht gezeigt). Die erzielten Ergebnisse deuten eindeutig darauf hin, daf§ der N-Terminus, im Spezi-
ellen die Aminosiuren 1-59, die fiir die Translokation von hCBR4 in die Mitochondrien erforderliche
Information tragen. Eine mogliche Hypothese beziiglich des Auftretens einer Signalsequenz in der

Priméarstruktur wird unter 3.3.1 diskutiert.

Humanes DHRSI1 ist ein Protein des Endoplasmatischen Retikulums

Bioinformatische Vorhersagen bzgl. der subzelluliren Lokalisation von hDHRS1 lassen zundchst
eine mitochondriale Distribution des Proteins vermuten. Wihrend die Vorhersagen der subzel-
luldren Lokalisation von hCBR4 zwei wahrscheinliche Bestimmungsorte des Proteins in der Zelle
errechneten, so ergibt sich fiir hDHRS1 bei ndherer Betrachtung der Ergebnisse ein eindeutigeres
Bild (vergleiche Tabelle 2.5). Der Grofteil der verwendeten Server (fiinf aus sieben) prognostiziert
eine Lokalisation von hDHRS1 in den Mitochondrien (LOCtree, pTarget, SubLocl.0, TargetP1.1,
MITOPROT). Lediglich pSORTII und WoLLF PSORT weichen in ihren Vorhersagen ab. pSORTII
identifiert mit einer Wahrscheinlichkeit von 33,3 % ein peroxisomales Targetingssignal, aus den
Ergebnissen des WoLLF PSORT-Servers 1é3t sich keine klare Priiferenz ableiten.

Tabelle 2.5: Bioinformatische Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von hDHRS1

Server hDHRS1

LOCtree mitochondrial RI = 1

pSORTII 33,3 % peroxisomal; 22,2 % cytoplasmatisch;
22,2 % mitochondrial; 22,2 % nuklear

pTarget 62,6 % mitochondrial

SubLocl.0 74,0 % mitochondrial (RI = 2)

TargetP1.1 58,2 % mitochondrial; 48,5 % andere;

2,2 % Vesikel des sekretorischen Systems
WoLF PSORT 10,0 extrazellulér; 9,8 cytosolisch-nuklear;
9,0 nuklear; 6,5 cytosolisch;
6,0 mitochondrial
MITOPROT 91,3 % mitochondrial

Die subzellularen Lokalisationen der nachsten Verwandten sind unbekannt. Aus den ermittel-
ten Verwandtschaftsverhéltnissen geht hervor, daf hDHRS1 ausschliefflich bislang uncharakteri-
sierte Proteine in néchster Nachbarschaft aufweist. Fiir die hDHRS1-Homologen verschiedenster
Spezies konnten via Literaturrecherche keine Informationen hinsichtlich ihrer subzellularen Loka-

lisation gewonnen werden.
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Sowohl C- als auch N-terminal fusioniertes hDHRS1 weisen eine Lokalisation im ER auf. Im
Rahmen der durchgefithrten Studien zur Ermittlung der subzelluldren Lokalisation von hDHRS1
konnte gezeigt werden, dafl das in C-terminaler Fusion mit einem Myc-His-Epitop exprimierte
hDHRS1 eine zum N-terminalem GFP-Pendant identische Verteilung in den verwendeten HeLa-
Zellen aufweist (vergleiche Abbildung 2.11, (1)). Auffillig in diesem Zusammenhang ist, dafl im
Gegensatz zu den Beobachtungen hinsichtlich hCBR4 (siehe oben) keinerlei Abhéngigkeit der Pro-
teinverteilung von der Position der verwendeten Fusion festzustellen ist. Ein Einfluss der Fusi-
onsart auf die korrekte Distribution in der Zelle ist allerdings auch in diesem Fall nicht von der
Hand zu weisen. Im Expressionsmuster von hDHRS1-GFP (basierend auf der Transfektion des
Expressionskonstrukts pAcGFP1-N1/hDHRS1) fallen im Gegensatz zum Erscheinungsbild nach
Expression von hDHRS1-myc-his statt einer kompartimentspezifischen Fluoreszenzverteilung le-
diglich konzentrierte Proteinansammlungen in Form von Einschliissen im HeLa-Zellvolumen auf.
Diese beruhen allem Anschein nach auf der Verwendung des, dem generierten Expressionskonstrukt
zugrunde liegenden Basisvektors pAcGFP1-N1. Im Zuge der Identifizierung des Bestimmungsortes
von sowohl C- als auch N-terminal fusioniertem hDHRS1-Protein konnten zunéchst durch spezifi-
sche Gegenfirbungen der Kompartimente die durch bioinformatische Vorhersage vorgeschlagenen
Organellen (Mitochondrien, Peroxisomen) als tatséchliches Ziel der Distribution ausgeschlossen
werden (Abbildungen nicht gezeigt). Ubereinstimmungen im Fluoreszenzmuster konnten erst nach
Gegenfiirbung des Endoplasmatischen Retikulum erzielt werden (vergleiche Abbildung 2.11, (2)).
Dies weist hDHRSI1 eindeutig als Protein des ER aus.

Bei riickwirkender Betrachtung der mittels Bioinformatik erzielten Ergebnisse wird deutlich, dafl
keiner der sieben verwendeten Servern die tatséichliche subzelluldre Lokalisation des Kandidaten-
proteins hDHRS1 im Endoplasmatischen Retikulum richtig vorhersagen konnte.

AusschlieBliche Distribution ins ER nur in Anwesenheit von N- und C-Terminus gewihrleis-
tet. Bereits aus den Ergebnissen der Studien zur subzelluldren Lokalisation der Volle-Linge-
Fusionsproteine wird ersichtlich, dafl die Situation beziiglicher moglicher Signalsequenzen in der
Primérstruktur von hDHRS1 nicht mit der fiir hCBR4 nachgewiesenen vergleichbar ist und sich
deutlich komplexer darstellt. Durch Generierung und Expression von jeweils um ein Viertel (etwa
78 Aminosduren) des 313 Aminosiure langen Gesamtproteins verkiirzten hDHRS1-Fusionsprote-
inen (vergleiche Abbildung 2.12) sollten die fiir die Translokation ins Endoplasmatische Retikulum
verantwortlichen Abschnitte in der Proteinsequenz aufgedeckt werden. Die Trunkierungen erfolg-
ten dabei, anders als fiir hCBR4, sowohl am C- als auch am N-Terminus.

Aufgrund der bekannten Tatsache, dal der Grofiteil der Proteine, die zum ER transportiert wer-
den, N-terminal orientierte Signal- oder Signalankersequenzen besitzen, wurde im Zuge der Un-
tersuchungen zunéchst das Aminoende von hDHRS1 hinsichtlich der fiir die Translokation ins
ER essentiellen Information iiberpriift. Die Expression lediglich der ersten 78 Aminosiuren des
Proteins hDHRSI in N-terminaler Fusion mit GFP (Fusionsprotein GFP-hDHRS1trunkiert(AS1-
78), (4)) fithrte zu einer cytosolischen/nukledren Lokalisation, die stark an das Fluoreszenzmus-
ter nach Expression von GFP, basierend auf den Leervektoren pEGFP-C2 und pAcGFP1-N1,
in HeLa-Zellen erinnert (siche oben). Offensichtlich wird die Lokalisation des Proteins GFP-
hDHRS1trunkiert(AS1-78) ausschlieflich durch das N-terminal angehiingte GFP bestimmt, die

fiir den Transport ins Endoplasmatische Retikulum essentielle Information scheint indes durch die
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Abbildung 2.11: Sowohl C- als auch N-terminal fusioniertes hDHRS1 weisen eine Lokalisation im ER auf. Die
Proteinverteilung nach Coexpression von GFP-hDHRS1 (griin) und hDHRS1-myc-his (rot) in HelLa-Zellen zeigt
ein libereinstimmendes Fluoreszenzmuster (1), welches eindeutig dem Endoplasmatischen Retikulum zuzuordnen
ist (2). Abbildung (1) zeigt die Gegenfirbung des Zellkerns (A), die Detektion des rekombinanten Proteins
hDHRS1-myc-his (B), die Detektion des rekombinanten Proteins GFP-hDHRS1 (C) und eine Uberlagerung
der einzelnen Fluoreszenzmuster (D). Abbildung (2) zeigt neben der Gegenfirbung des Zellkerns (A) und des
Endoplasmatischen Retikulums (B) die Detektion des rekombinanten Proteins hDHRS1-myc-his (C) und eine

Uberlagerung der einzelnen Fluoreszenzmuster (D)

As 1 78 156 235 313 Distribution

(1) Endoplasmatisches Retikulum

(2)

(3) Myc Endoplasmatisches Retikulum
(4) Cytosol/Nukleus

(5) Cytosol/Nukleus

(6) Cytosol/Nukleus
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Abbildung 2.12: Zusammenfassung aller generierten hDHRS1-Fusionsproteine. Hierbei sind sowohl Volle-
Lange-Fusionsproteine ((1)-(3)) als auch trunkierte Varianten ((4)-(7)) in der Aufstellung beriicksichtigt. Aus
den jeweils ermittelten subzelluldren Lokalisationen geht hervor, da sowohl die Aminosduren 1-78 als auch die

Aminosauren 236-313 eine fiir die Translokation von hDHRS1 ins ER bedeutende Information tragen.
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durchgefiihrte Verkiirzung génzlich verloren gegangen zu sein. Auch eine schrittweise Verlidngerung
des C-Terminus (Fusionsproteine GFP-hDHRS1trunkiert(AS1-156), (5) und GFP-hDHRS1trun-
kiert(AS1-235), (6)) fithrte nicht zur Wiedergewinnung der ER-Lokalisation. Zur Absicherung der
Unbeteiligtheit des N- und der Verantwortlichkeit des C-Terminus im Translokationsprozess wur-
de ein weiteres Fusionsprotein generiert, welches iiber das Carboxyende, dagegen allerdings nicht
iiber das Aminoende verfiigt (Fusionsprotein GFP-hDHRSItrunkiert(AS79-313), (7)). Die allei-
nige Prasenz des C-Terminus fithrte wider Erwarten nicht zu einer eindeutigen Lokalisation des
Proteins im Endoplasmatischen Retikulum. Wenngleich zwar ein geringer Anteil des exprimierten
trunkierten hDHRS1 weiterhin das tatséchliche Zielorganell ER erreichte, so wurde der Grof3teil
des Proteins allerdings in den Mitochondrien nachgewiesen. Mit dem Verlust des N-Terminus
scheinen zumindest ergénzend notwendige Informationen abhanden gekommen zu sein. Die Dis-
kussion einer moglichen Hypothese zum Zusammenspiel der beiden Termini von hDHRS1 in seinem

Translokationsprozess ins Endoplasmatische Retikulum findet sich unter 3.3.2.

Mit Expression von hDHRS1 geht eine Veranderung der Mitochondrien-Verteilung einher.
Im Verlauf der Studien zur subzelluldren Lokalisation von hDHRS1 in HeLa-Zellen war mitunter
eine vom Expressionsgrad des Proteins abhingige signifikante Verinderung der Mitochondrien-
Verteilung zu beobachten. Je stérker sowohl GFP-hDHRS1 ((1)) als auch hDHRS1-myc-his ((3))
(beide sind Volle-Linge-Fusionsproteine) in der Zelle exprimiert wurden, desto gravierender zeigte
sich eine konzentrierte Ansammlung der Mitochondrien um den Nukleus, ihre gewohnte Verteilung
iiber einen groflen Teil des Zellvolumens (vergleiche Abbildung 2.8, (B)) wurde vollstéindig aufge-
hoben. Exemplarisch sind in Abbildung 2.13 die Auswirkungen der Expression von hDHRS1(AS1-
313)-myc-his ((3)) auf die Distribution der Organellen dargestellt. Interessant in diesem Zusam-
menhang ist die Feststellung, dafl weder das C-terminale Pendant zu GFP-hDHRS1, also hDHRS1-
GFP ((2)), noch eines der trunkierten Fusionsproteine ((4)-(7)) &hnliche Auffélligkeiten nach Ex-
pression zeigten.

Um eine enzymatische Ursache der Mitochondrien-Abnormalitéiten auszuschliefen wurde ein im
aktiven Zentrum mutiertes und somit inaktives hDHRS1 (Aminoséureaustausch in der katalyti-
schen Triade von Tyrosin zu Phenylalanin) generiert (GFP-hDHRS1(Y163F) (8)) und auch hier
der Einfluss seiner Expression auf die Mitochondrien iiberpriift. Trotz der Inaktivierung des En-
zyms konnte ein eindeutiger Effekt nachgewiesen werden, eine enzymatische Aktivitdt von hDHRS1
scheint nicht die Ursache fiir die Verédnderung der Mitochondrienverteilung in der Zelle zu sein.
Abbildung 2.14 stellt die gemachten Beobachtungen zusammen. Es sei an dieser Stelle angemerkt,
da die im Diagramm erhobenen Hé#ufigkeiten auf dem rein arbitrédren Grad der Beobachtung
beruhen, eine quantitative Auswertung wurde nicht durchgefiihrt.

Ein oftmals im Zuge beobachteter Mitochondrien-Abnormalitdten genannter Zellprozef ist der pro-
grammierte Zelltod, die sogenannte Apoptose. Sie ist begleitet von zahlreichen morphologischen
Verdnderungen der betroffenen Zelle, wie beispielsweise auftretenden Abschniirungen der Plas-
mamembran, einer Kondensation des Zellkerns, der Degradierung des Cytoskeletts und in einem
spéten Stadium der Kondensation und dem Anschwellen der Mitochondrien. Im Zuge der Unter-
suchung einer proapoptotischen Wirkung der hDHRS1-Expression wurden gefiirbte HeLa-Zellen
zunéchst hinsichtlich der offensichtlichen, fiir den programmierten Zelltod beschriebenen Merkma-

le untersucht. Als Kontrolle dienten hierbei HeLa-Zellen, in denen im Vorfeld der Farbungen durch
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Abbildung 2.13: Mit Expression von hDHRS1 einhergehende Verinderung der Mitochondrien-Verteilung.
Die Expression von hDHRS1(AS1-313)-myc-his fiihrte zu einer konzentrierten Ansammlung der Mitochondrien
um den Nukleus. Die gewohnte Verteilung iiber das Zellvolumen wurde aufgehoben. Die Abbildung zeigt
die Gegenfirbung des Zellkerns (A) und der Mitochondrien (B), die Detektion des rekombinanten Proteins
hDHRS1-myc-his (C) und eine Uberlagerung der einzelnen Fluoreszenzmuster (D)

nahezu immer

héufig
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Abbildung 2.14: Zusammenstellung der Beobachtungen beziiglich der Mitochondrien-Verteilung nach
hDHRS1-Expression. Aufgefiihrt sind die beobachteten Haufigkeiten (arbitrdr) der Mitochondrien-
Verteilung in Folge der Expression von GFP-hDHRS1 (1), hDHRS1-GFP (2), hDHRS1-myc-his (3), GFP-
hDHRS1trunkiert(AS1-78) (4), GFP-hDHRS1trunkiert(AS1-156) (5), GFP-hDHRS1trunkiert(AS1-235) (6),
GFP-hDHRS1trunkiert(AS79-313) (7) und GFP-hDHRS1(Y163F) (8)
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Zugabe von 1 uM Staurosporin aus Streptomyces staurosporeus zum Zellkulturmedium Apoptose
induziert wurde. Die biologische Aktivitdt des Staurosporin beruht in der Inhibition von Prote-
inkinasen (u.a. Proteinkinase C) durch die Verhinderung ihrer ATP-Bindung aufgrund hoéherer
Affinitdt [194] [219].

Wenngleich sich in den Kontrollzellen zwei Stunden nach Induktion der Apoptose die Zellkerne noch
unauffillig zeigten, so waren signifikante Verdnderungen sowohl hinsichtlich des Cytoskeletts als
auch der Mitochondrien offensichtlich. Wahrend die Zelle zunehmend ihre Struktur verlor, began-
nen sich die Mitochondrien wie erwartet um den Nukleus zu konzentrieren (vergleiche Abbildung
2.15, (1)) Die hDHRS1 (hDHRS1-myc-his) exprimierenden HeLa-Zellen zeigten weder Auffallig-
keiten die Zellkerne noch das Cytoskelett betreffend (2). Sowohl die Nuklei als auch die Struktur
der Zelle blieben vollstédndig in Takt.

o

Abbildung 2.15: Untersuchung der Zellmorphologie hinsichtlich Apoptose. Wihrend die Behandlung der

HelLa-Zellen mit Staurosporin eine Konzentrierung der Mitochondrien um den Nukleus und eine Degenierung
des Cytoskeletts nach sich zieht, zeigen die hDHRS1 exprimierenden Zellen keine auffilligen Verdnderungen,
die auf eine proapoptotische Wirkung von hDHRS1 hindeuten. Abbildung (1) zeigt Apoptose-induzierte Hela-
Zellen mit Gegenfarbung des Zellkerns (A), der Mitochondrien (B), des Cytoskeletts (F-Actin, Phalloidin; (C))
und die Uberlagerung der Fluoreszenzmuster (D)). Abbildung (2) zeigt hDHRS1 exprimierende Hela-Zellen mit
Gegenfirbung des Zellkerns (A), das detektierte rekombinante Protein hDHRS1-myc-his (B), die Gegenfarbung
des Cytoskelettes und eine Uberlagerung der einzelnen Fluoreszenzmuster (D).

Erginzend und zur Absicherung der aus den Studien zur subzelluldren Lokalisation gewonnenen
Erkenntnisse wurde die quantitative Messung eines potentiellen proapoptotischen Effekts der Ex-
pression des Kandidatenproteins hDHRS1 in Zellkultur durchgefiithrt. Die Bestimmung der Apop-
toseaktivitit der HeLa-Zellen erfolgte unter Verwendung des Lumineszenzassays Caspase-Glo™,
die eng damit verkniipfte Zellviabilitit wurde mittels des CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viabi-

lity Assays iiberpriift (Abbildung 2.16). In Betracht gezogen wurden hierbei sowohl die Auswirkun-
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gen der Zugabe des Transfektionsreagenzes Fugene6 als auch der Transfektion selbst (Leervektoren
und generierte DNA-Konstrukte), bzw. der daraus resultierenden Expression der Fusionsproteine
GFP-hDHRS1 und hDHRS1-myc-his. Als Positivkontrolle dienten wiederum mit 1 uM Staurospo-
rin behandelte und somit Apoptose-induzierte HeLa-Zellen. Die Messung angefertigter Triplikate
erfolgte zum einen 24 h - dies entspricht dem Zeitpunkt des Zellfarbungsbeginns -, zum anderen
48 h nach Transfektion.

A Apoptose Viabilitat B

pcDNA4 myc-his
Version B/hDHRS 1
PEGFP-C2/hDHRS 1

pcDNA4 myc-his

Version B
PEGFP-C2
Staurosporin
[1 pm]
Transfektions-
reagenz
unbehandelt
" |
600000 500000 400000 300000 200000 100000 0 0 500000 1000000 1500000 2000000 2500000
Lumineszenz [RLU] 024h m48h Lumineszenz [RLU]

Abbildung 2.16: Apoptose und Zellviabilitit in HeLa-Zellen nach Expression von hDHRS1-Fusionsproteinen.
Die Zellen wurden 24 h bzw. 48 h nach Transfektion mit den entsprechenden Assay-Reagenzien behandelt und
anschlieBend die Lumineszenz gemessen. (A) zeigt die Apoptosemessung, (B) gibt Viabilitdt der HelLa-Zellkultur

wieder.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dafl sowohl 24 h als auch 48 h nach Transfektion keine pro-
apoptotische Wirkung des verwendeteten Transfektionsreagenzes Fugene6 oder der Expression der
hDHRS1-Fusionsproteine nachzuweisen war. Die ermittelten Lumineszenzen lagen jeweils im Rah-
men der fiir unbehandelte Zellen gemessenen (A). Auch eine Einschrinkung der Zellviabiltéit war
nicht festzustellen (B), die Ergebnisse gleichen im Wesentlichen denen des Apoptose-Assays. Apop-
tose kann somit als Ursache fiir die beobachteten Mitochondrien-Abnormalitédten ausgeschlossen
werden.

Alternativ zum programmierten Zelltod wurde auch die Anhdufung Reaktiver Sauerstoffspezies
(engl. reactive oxygen species, ROS) als Grund fiir die offensichtliche Verédnderung in der Mito-
chondrienverteilung in Betracht gezogen. Die oft auch ungenau als Sauerstoffradikale bezeichneten
ROS sind schédliche Formen des Sauerstoffs, deren Auftreten bei oxidativem Stress und damit
bei verschiedensten Erkrankungen oder auch dem Alterungsprozess eine wesentliche pathophy-
siologische Rolle spielen. Um die Stresswirkung auf HeLa-Zellen in Folge der Expression von
hDHRS1-Fusionsproteinen zu iiberpriifen, wurde mittels des Image-iT LIVE Green Reactive Oxy-
gen Species Detection Kits versucht, die Bildung von ROS anhand emittierter griiner Fluoreszenz
unter dem Mikroskop zu detektieren. Leider ist es nicht gelungen, die Vorgaben des Herstellers
an die Eigenschaften und Bediirfnisse der verwendeten HeLa-Zellkultur anzupassen. Selbst eine
Visualisierung von ROS nach Induktion von oxidativem Stress mittels des mitgelieferten TBHP
(tert-Butylhydroperoxid, Positivkontrolle) schlug fehl.
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Humanes DHRSG6 zeigt eine cytosolische Verteilung

Bioinformatische Vorhersagen bzgl. der subzelluliren Lokalisation von hDHRS6 zeigen groBBe
Varianz. Die Resultate der bioinformatischen Vorhersage bzgl. der subzelluldren Lokalisation von
hDHRS6 (vergleiche Tabelle 2.6) zeigen deutliche Diskrepanzen in den errechneten potentiellen
Zielkompartimenten des Proteins. Abhingig vom verwendeten Server werden sowohl das Cytosol
(pSORTTI), die Peroxisomen (pTarget) als auch die Mitochondrien (LOCtree, SubLocl.0, WOLF
PSORT) als moglicher Bestimmungsort vorgeschlagen. Da das auf mitochondriale Signalsequenzen
spezialisierte MITOPROT die aufgrund der Hiufigkeit an Nennungen (drei aus sechs Server) wahr-
scheinlichste Lokalisation von hDHRS6 in den Mitochondrien mit einer geringen Wahrscheinlichkeit

von lediglich 20,8 % nahezu ausschliefit, bleibt die bioinformatische Vorhersage uneindeutig.

Tabelle 2.6: Bioinformatische Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von hDHRS6

Server hDHRS6
LOCtree mitochondrial RI = 5
pSORTII 60,9 % cytoplasmatisch; 13,0 % nuklear;

13,0 % mitochondrial; 8,7 % Endoplasmatisches Retikulum;
4,3 % extrazellulér (einschlieflich Zellwand)

pTarget 87,6 % peroxisomal
SubLoc1.0 56,0 % mitochondrial (RI = 1)
TargetP1.1 49,2 % andere; 29,4 % Vesikel des sekretorischen Systems;

11,6 % mitochondrial
WoLF PSORT 15,0 mitochondrial; 12,0 cytosolisch;

7,5 cytosolisch-nuklear; 4,0 extrazellular
MITOPROT 20,8 % mitochondrial

Die Verwandtschaft von hDHRS6 zu BDHs deutet auf eine mitochondriale oder cytosoli-
sche Lokalisation hin. Wie aus den phylogenetischen Analysen zu hDHRS6 hervorgeht, besteht
eine eindeutige Verwandtschaft des DHRS6-Clusters der Vertebraten zu prokaryotischen R-(-
Hydroxybutyratdehydrogenasen (BDHs). Die Vertreter besagter Proteinfamilie aus dem Reich
der Sdugetiere und im Speziellen der Vertebraten werden fast ausschliefilich als mitochondriale
Proteine diskutiert [31] [125]. Einige wenige Versffentlichungen liefern allerdings zwingende Be-
weise fiir die Existenz einer cytosolischen Typ II BDH [105] [112]. Subzelluldre Lokalisationen der
zu hDHRS6 homologen Enzyme aus Huhn, Hund, Maus, Ratte oder Zebrabérbling sind bis dato
nicht bekannt.

hDHRSG6 offenbart ein mit cytosolischer Lokalisation iibereinstimmendes Fluoreszenzmuster.
Die im Rahmen der Kooperation mit dem Structural Genomic Consortium (SGC)/Oxford durch-
gefiithrten Untersuchungen hinsichtlich der subzellulidren Lokalisation von hDHRS6 wiesen besagtes
Protein eindeutig als cytosolisch aus. Sowohl das in N-terminaler Fusion mit EGFP exprimierte
hDHRS6 (pEGFP-C2/hDHRS6) als auch hDHRS1-GFP, das C-terminale Analogon, folgten keiner
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Translokation in spezifische Zellkompartimente, nachgewiesen durch die Gegenfirbung der Orga-
nellen, und waren iiber das ganze Zellvolumen detektierbar (vergleiche Abbildung 2.17). Auff#llig
in diesem Zusammenhang war ein grundsétzlich relativ schwaches Level der Expression, speziell
nach Transfektion des Expressionskonstrukts basierend auf dem Vektor pAcGFP1-N1. Hieraus

erklért sich auch der hohe, in den Abbildungen ersichtliche Fluoreszenzhintergrund.

Abbildung 2.17: hDHRS6 offenbart ein mit cytosolischer Lokalisation iibereinstimmendes Fluoreszenzmuster.
Sowohl GFP-hDHRS6 (1) als auch hDHRS6-GFP (2) zeigen eine klar cytosolische Verteilung. Beide Abbildungen
zeigen jeweils die Gegenfirbung des Zellkerns (A) und der Mitochondrien (B), die Detektion des rekombinanten
hDHRS6-Proteins (C) und eine Uberlagerung der einzelnen Fluoreszenzmuster (D).

Bezugnehmend auf die Ergebnisse der bioinformatischen Vorhersage bleibt festzustellen, dafl er-
neut lediglich ein Server aus sieben die korrekte subzelluldre Lokalisation errechnet hat. Dies ent-
spricht einer Quote von 14,29 %. Die Verwandtschaft zu den R-S-Hydroxybutyratdehydrogenasen
(BDHs) hatte eher ein Vorkommen hDHRS6 in den Mitochondrien vermuten lassen, wenngleich
auch eine cytosolische Distribution aufgrund der im Vorfeld erhobenen phylogenetischen Daten
nicht kategorisch ausgeschlossen werden konnte.

Durch die Bestimmung seiner cytosolischen Lokalisation eriibrigten sich fiir den Kandidaten
hDHRS6 jegliche Untersuchungen hinsichtlich des Auftretens definierter Signalsequenzen in der

Priméarstruktur.

Humanes HSDL1 lokalisiert in den Mitochondrien

Keine eindeutige Vorhersage der subzellularen Lokalisation durch Bioinformatik moglich. Die
bioinformatischen Vorhersagen hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation von hHSDL1 sind in
Tabelle 2.7 zusammengefasst. Vergleichbar mit den Resultaten fiir hDHRS6 (siehe oben) weisen
die Vorhersagen zu hHSDL1 eine grofle Varianz in den mdoglichen Bestimmungsorten auf. Eine
eindeutige Prognose ist aufgrund der errechneten Wahrscheinlichkeiten auch in diesem Fall nicht

zu stellen.

Die nahen Verwandten 175-HSD Typ 3 und 12 lokalisieren im ER. Die durchgefiihrten phylo-
genetischen Analysen offenbarten eine Verwandtschaft von hHSDL1 zu den 173-Hydroxysteroid-
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Tabelle 2.7: Bioinformatische Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von hHSDL1

Server hHSDL1
LOCtree mitochondrial RI = 3
pSORTII 39,1 % cytoplasmatisch; 17,4 % nuklear;

17,4 % mitochondrial; 13,0 % Endoplasmatisches Retikulum;
4,3 % Vesikel des sekretorischen Systems; 4,3 % Golgi;

4,3 % peroxisomal

pTarget 56,3 % peroxisomal
SubLocl.0 74,0 % mitochondrial (RI = 2)
TargetP1.1 86,1 % andere; 19,7 % Vesikel des sekretorischen Systems;

5,0 % mitochondrial

WoLF PSORT 21,0 cytosolisch; 5,0 Plasmamembran;
3,0 Endoplasmatisches Retikulum-mitochondrial; 2,0 mitochondrial;
2,0 Endoplasmatisches Retikulum

MITOPROT 27,1 % mitochondrial

dehydrogenasen Typ 3 und 12. Fiir die beiden humanen Vertreter dieser Enzymgruppe wurde eine
subzelluldre Lokalisation im Endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen [133] [137]. Die Bestim-
mungsorte der hHSDL1-Homologen wurden bislang nicht identifiziert.

hHSDL1 unterliegt sowohl als N- als auch als C-terminales Fusionsprotein einer Translokation in
die Mitochondrien. Die experimentell bestimmte intrazelluldre Lokalisation von hHSDLI ist aus
Abbildung 2.18 ersichtlich. Durch spezifische Gegenfirbung der Mitochondrien konnte sowohl fiir
das N- (GFP-hHSDL1) als auch das C-terminale GFP-Fusionsprotein (hHSDL1-GFP) eine Trans-
lokation in besagtes Kompartiment nachgewiesen werden. FErstaunlich in diesem Zusammenhang
ist die Tatsache, dafl das fusionierte GFP, anders als beispielsweise im Falle von hCBR4 beobachtet,
keinerlei Einfluss auf die korrekte Auslieferung des Proteins in der Zelle nimmt, unabhingig vom
Terminus seiner Fusion. Ein frei zugéngliches Amino- oder Carboxyende scheint fiir den Transport
von hHSDL1 in die Mitochondrien demzufolge nicht von Néten zu sein. Weiter bleibt festzuhalten,
daB3 das Level der Expression, basierend auf dem Vektor pAcGFP1-N1, im Falle von hHSDL1 dem
des N-terminalen Pendants gleichkam und somit fiir eine eindeutige Bestimmung der subzelluldren
Lokalisation weitaus ausreichte. Die aufgrund seines intensiven Fluoreszenzmusters eindeutigste
Expression in den Mitochondrien zeigte allerdings das mit einem Myc-His-Epitop am C-Terminus
(hHSDL1-myc-his) versehene Volle-Linge-Protein (Abbildung nicht gezeigt).

Vergleicht man das Ergebnis der experimentellen Studien zur subzelluldren Lokalisation von
hHSDL1 mit den bioinformatisch getroffenen Vorhersagen, so fillt auf, daf§ wiederum lediglich
zwei aus sieben Servern den tatsédchlichen Bestimmungsort des Proteins richtig prognostiziert hat-
ten. Daraus errechnet sich eine Erfolgsquote von 28,57 %. Die aufgrund der Verwandtschaft zu den
176-Hydroxysteroiddehydrogenasen Typ 3 und 12 vermutete Lokalisation im Endoplasmatischen
Retikulum stellte sich als falsch heraus.
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1B zs

Abbildung 2.18: hHSDL1 unterliegt sowohl als N- als auch als C-terminales Fusionsprotein einer Translokation
in die Mitochondrien. Sowohl GFP-hHSDL1 (1) als auch hHSDL1-GFP (2) werden nach ihrer Expression in
die Mitochondrien transloziert. Beide Abbildungen zeigen jeweils die Gegenfirbung des Zellkerns (A) und der
Mitochondrien (B), die Detektion des rekombinanten hHSDL1-Proteins (C) und eine Uberlagerung der einzelnen
Fluoreszenzmuster (D). Etwaige Hintergrundfluoreszenz beruht auf der Uberlappung der Trennungsgrenzen der

verwendeten Filter.

Eine exklusive Verteilung von hHSDL1 in die Mitochondrien nur in Anwesenheit von N- und C-
Terminus sichergestellt. Vergleichbar mit den durchgefithrten Versuchen zu hDHRS1 erforderte
auch die Suche nach moglichen Signalsequenzen in der Primérstruktur von hHSDL1 die Gene-
rierung und Expression zahlreicher verkiirzter Fusionsproteine. Um die fiir seine Translokation
in die Mitochondrien essentiellen Abschnitte in der Proteinsequenz ausfindig zu machen, wurden
auch im Falle von hHSDL1 jeweils um ein Viertel (das entspricht hier etwa 82 Aminoséuren) des
330 Aminosiure langen Gesamtproteins trunkierte Myc-His-Fusionsproteine (vergleiche Abbildung
2.19) auf ihren Bestimmungsort in den verwendeten HeLa-Zellen iiberpriift.

Angelehnt an Fachliteratur wurde zunéchst der N-Terminus des hHSDL1-Proteins auf eine fiir
den Proteintransport in die Mitochondrien bedeutende Information untersucht. Bereits die Ex-
pression lediglich der ersten 82 Aminosiuren des Proteins hHSDL1 in C-terminaler Fusion mit
einem Myc-His-Epitop (Fusionsprotein hHSDL1trunkiert(AS1-82)-Myc-His, (4)) war ausreichend,
um eine iiberwiegend erfolgreiche Translokation in die Mitochondrien zu gewéhrleisten. Ledig-
lich in einem geringen Anteil an Zellen erreichte das exprimierte Protein sein Zielkompartiment
nicht und zeigte stattdessen ein ER-charakteristisches Verteilungsmuster. Auch die schrittwei-
se Verlangerung des C-Terminus (Fusionsproteine hHSDL1trunkiert(AS1-165)-myc-his, (5) und
hHSDLI11trunkiert(AS1-247)-myc-his, (6)) fithrte nicht zu einer exklusiven Auslieferung in die
Mitochondrien, allerdings schien der kleine, nicht seinen Bestimmungsort erreichende Anteil an
exprimiertem Fusionsprotein diesmal im Cytosol zu verbleiben, zu erkennen an einem, sich iiber
das komplette Zellvolumen erstreckenden, fluoreszierenden Schatten. Die Situation bei Verlust der

carboxystéindigen Aminosiurereste zeigte sich spiegelbildlich. Wiahrend der Grofiteil an Fusions-
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Abbildung 2.19: Zusammenfassung aller generierten hHSDL1-Fusionsproteine. Die gezeigte Aufstellung um-
fasst sowohl Volle-Lange- ((1)-(3)) als auch verkiirzte Fusionsproteine ((4)-(8)). Aufgrund der jeweils ermittelten
subzelluliren Lokalisationen ist abzuleiten, daB sowohl das Amino- (Aminosiuren 1-82) als auch das Carboxyen-
de (Aminos3uren 248-330) fiir die Translokation von hHSDL1 in die Mitochondrien essentielle Informationen
beherbergen.

protein hHSDL1trunkiert(AS83-330)-myc-his ((7)) eine cytosolische Distribution aufweist, kann
in einigen wenigen Zellen dariiberhinaus eine schwache Translokationsrate in die Mitochondri-
en vermutet werden. Mit Trunkierung sowohl des N- als auch des C-Terminus (Fusionspro-
tein hHSDL1trunkiert(AS83-247)-myc-his ((8)) geht jegliche fur die Translokation in die Mito-
chondrien essentielle Information verloren, es ist eine ausschliellich cytosolische Distribution von
hHSDL1trunkiert(AS83-247)-myc-his in den Hela-Zellen zu beobachten. Offensichtlich ist die Kom-
bination beider Termini fiir einen exklusiven Transport ins Zielkompartiment unentbehrlich. Eine

mogliche Hypothese zu ihrem Zusammenwirken findet sich unter 3.3.4.

Zusammenfassung der Studien zur subzelluldaren Lokalisation

Humanes CBR4 (hCBR4) ist ein mitochondriales Protein. Aufgrund einer innerhalb der ami-
noterminalen Aminosduren 1-82 hinterlegten Information wird das Protein verldfilich in sein Ziel-
kompartiment transloziert. Der tatséchliche Bestimmungsort wurde von 57,14 % der bioinforma-
tischen Server richtig vorhergesagt, seine Lokalisation in den Mitochondrien unterscheidet hCBR4

von anderen Mitgliedern der Carbonylreduktase-Familie.

Humanes DHRS1 (hDHRS1) ist ein Protein des Endoplasmatischen Retikulums. Seine exklu-
sive Distribution ins Zielkompartiment wird durch die Anwesenheit von N- (Aminosiuren 1-78)
und C-Terminus (Aminosduren 236-313) gewihrleistet. Eine mit Expression von hDHRS1 einher-
gehende Verdnderung der Mitochondrienverteilung liegt nicht in einer proapoptotischen Wirkung

von hDHRS1 begriindet. Keiner der verwendeten Server stellte eine korrekte Prognose beziiglich
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des tatséchlichen Bestimmungsortes.

Humanes DHRS6 (hDHRSG6) zeigt eine cytosolische Verteilung. Seine tatsichliche subzel-
luldre Lokalisation errechneten lediglich 14,29 % der verwendeten Server richtig. In Kombinati-
on mit den durchgefiihrten phylogenetischen Analysen liefert die Bestimmung der cytosolischen
Distribution von hDHRS6 weitere Hinweise auf die moégliche Existenz einer cytosolischen Typ II
R-B-Hydroxybutyratdehydrogenase (BDH).

Humanes HSDL1 (hHSDL1) lokalisiert in den Mitochondrien. Eine ausschlieflliche Verteilung
zum Bestimmungsort wird nur in Anwesenheit von Amino- (Aminoséuren 1-82) und Carboxyende
(Aminosduren 248-330) des Proteins sichergestellt. Die Mitochondrien als tatséichliches Zielkom-
partiment prognostizierten 28,57 % der verwendeten bioinformatischen Server. Die aufgrund der
Verwandtschaft zu den 178-Hydroxysteroiddehydrogenasen Typ 3 und 12 vermutete Lokalisation

im Endoplasmatischen Retikulum stellte sich als falsch heraus.

2.2.4 Untersuchungen zur Gewebeverteilung

Vergleichbar mit den Studien zur subzelluldren Lokalisation wurde auch im Rahmen der Untersu-
chungen zur Gewebeverteilung sowohl ein theoretischer als auch ein experimenteller Losungsansatz
zur Bestimmung des gewebespezifischen Expressionsmusters der ausgewéihlten Kandidatenproteine
gewahlt. Eine bioinformatische Analyse unter Verwendung eines am Helmholtz Zentrum Miinchen
entwickelten automatisierten in silico Northern Blots (ISNB) und dem o&ffentlich verfiigharen Tool
Unigene sollte zuniichst erste Anhaltspunkte iiber die Verteilung der zu untersuchenden SDR-
Enzyme im menschlichen Korper liefern. Nach Vergleich der auf diese Weise vorhergesagten Ex-
pressionsmuster mit den zum Teil bereits ermittelten Gewebeverteilungen der im Rahmen der
phylogenetischen Analysen ausgewiesenen Verwandten, wurden diese anschliefend durch mRNA-
Nachweis iiberpriift. Hierfiir war in erster Linie der Einsatz von Northern Blot-Technologie vorge-

sehen, alternativ kam die Methode der quantitativen RealTime-PCR zum Einsatz.

Bioinformatische Analyse des Expressionsmusters

Durch den sich sténdig vergréflernden, in offentlich zugénglichen Datenbanken hinterlegten Da-
tenbestand an ESTs (expressed sequence tags) ist es moglich geworden, bereits im Vorfeld einer
experimentellen Untersuchung Kenntnisse iiber die Gewebespezifitdt zu charakterisierender Pro-
teine, bzw. der ihnen zugrunde liegenden mRNA zu gewinnen. Da eine auf ESTs basierende
bioinformatische Analyse des Genexpressionsmusters der oftmals zu diesem Zweck im Experiment
angewendeten Northern Blot-Technologie gleicht, wird sie gemeinhin als in silico Northern Blot
(ISNB) bezeichnet. Wihrend seine Durchfiihrung friither auf einer manuellen BLAST-Suche gegen
EST-Datenbanken und dem anschlieBenden gewebespezifischen Summieren der gefundenen Uber-
einstimmungen beruhte, so stehen heute zahlreiche automatisierte Verfahren zur Verfiigung von
denen zwei représentativ in vorliegender Arbeit Anwendung fanden. Angemerkt sei an dieser Stel-
le, dal die aus beiden Verfahren erzielten Ergebnisse lediglich hinsichtlich der auch im Rahmen
der experimentellen Untersuchung (Northern Blot) in Betracht gezogenen Gewebe ausgewertet
wurden.
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ISNB. Die Verwendung des von der Gruppe BioDV am Institut fiir Experimentelle Genetik
(Helmholtz Zentrum Miinchen) entwickelten Tools ermoglichte sowohl die Bestimmung des generel-
len Levels der Expression als auch des Auftretens und der Anzahl an Transkripten in bestimmten
Geweben im Verhiltnis zu anderen. Besagtes Programm bedient sich dabei einem automatischen
Abgleich einer gegebenen mRNA-Sequenz von Interesse mit einer EST-Datenbank des entspre-
chenden Organismus unter Verwendung von blastn, verfiighar bei NCBI. Die erhaltenen Resultate
werden darauthin hinsichtlich spezifischer Transkripte tiberpriift, eine Kongruenz mit dem Gen von
Interesse wird bei einer Sequenzidentitit von > 85 % angenommen. Ermittelte ESTs werden auf
Informationen beziiglich ihres Ursprungsgewebes untersucht und kénnen abschliefend aufgrund

der erhaltenen Daten quantitativ ausgewertet werden.

UniGene. Alternativ zum vom Helmholtz Zentrum Miinchen entwickelten ISNB kam zur bio-
informatischen Analyse von mRNA-Expressionsmustern die Anwendung UniGene, verfiigbar auf
der NCBI-Webseite, zum Einsatz. Bei UniGene handelt es sich um ein experimentelles System
zur automatischen Aufteilung von GenBank-Sequenzen in ein nicht-redundantes Set von Gen-
orientierten Clustern aufgrund von DNA-Sequenzhomologien. Jedes UniGene-Cluster beinhaltet
Sequenzen, die ein einziges Gen reprisentieren sowie mit ihm verkniipfte Informationen beziiglich
der Gewebetypen, in denen das Gen exprimiert wurde, oder der Kartierung. Eine durchgefiihrte
Suchanfrage liefert eine Aufzéhlung an ESTs mit starker Sequenzhomologie zur Quelle, analysiert
nach ihrer Gewebeverteilung. In Konsequenz wird ein Expressionsprofil vorgeschlagen.

Experimentelle Untersuchung der Gewebeverteilung

Die Verifizierung der auf bioinformatischem Wege gewonnenen Hinweise hinsichtlich des Expressi-
onsmusters der zu untersuchenden SDR-Proteine erfolgte durch den Nachweis der ihnen zugrun-
deliegenden mRNA in den unterschiedlichen humanen Geweben. Generell stehen zur Detektion
bestimmter mRNAs und der Bestimmung ihrer Menge in einer Probe an Total- oder Poly(A)-
RNA eine Vielzahl an weit verbreiteten Methoden zur Verfiigung. In dieser Arbeit fand zunéchst
die Technologie der Northern Blot-Analyse Anwendung. Wenngleich sie in ihrer Sensitivitit im
Vergleich zu anderen Verfahren deutliche Defizite aufweist, versprach ihr Einsatz neben einem
vermeintlich einfachen Handling die Moglichkeit einer ungefihren Abschétzung der Transkript-
grofe als auch der Identifizierung alternativer Splice-Varianten. Fiir den Kandidaten hCBR4 wur-
de die experimentelle Untersuchung seiner Gewebeverteilung dariiberhinaus mittels quantitativer
RealTime-PCR durchgefiihrt. Thre Verwendung erlaubt es in Theorie das RNA-Transkript eines
jeden Genes zu detektieren, unabhéngig von der zur Verfiigung stehenden Menge an Startmaterial
oder der relativen Menge der spezifischen mRNA. Insbesondere letzteres, also die Moglichkeit eines
Nachweises auch von Genen niedrigen Expressionslevels, liefl die quantitative RealTime-PCR zur
zweiten Methode der Wahl werden.

Northern Blot Die Durchfithrung der Genexpressionsanalysen mittels Northern Blot erfolgte, wie
unter 4.5.4 beschrieben, durch Hybridisierung der vorgefertigten Northern Blot-Membran First-
Choice Northern Human Blot IT von Ambion. Als Hybridisierungssonden (DNA) kamen hierbei
jeweils Volle-Liange-PCR-Amplifikate der CDS der zu untersuchenden SDR-Kandidaten zum Ein-
satz. Die zur Amplifikation verwendeten Primer sind dem Anhang zu entnehmen. Zur Qualitéits-
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kontrolle der Northern Blot-Membran wurde wiederholt ein spezifisches Fragment der CDS des
humanen housekeeping-Gens [(-Actin an die Membran hybridisiert. Wie erwartet konnten etwa
gleichwertige Mengen an RNA in jeder Blot-Spur detektiert werden. Lediglich die mit mRNA
aus Gehirn, Leber und Pankreas immobilisierten Spuren zeigten geringfiigig kleinere Mengen an
0-Actin (vergleiche Abbildung 2.20)

2kb

1,5kb

Abbildung 2.20: Northern Blot unter Verwendung einer 3-Actin-Sonde zur Qualititskontrolle. Die hybridi-
sierte Membran FirstChoice Northern Human Blot Il zeigt etwa gleichwertige Mengen an RNA in jeder Blot-Spur.
Lediglich die mit mRNA aus Gehirn, Leber und Pankreas immobilisierten Spuren weisen geringfiigig kleinere
Mengen an §-Actin auf.

Quantitative RealTime-PCR Ergéinzend zur Ermittlung der Gewebeverteilung auf mRNA-Ebene
mittels Northern Blot-Technologie wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir den Kandidaten hCBR4 ein
Expressionsprofil durch quantitative RealTime-PCR unter Verwendung des Tissue Scan™ Human
Major Tissue qPCR Arrays von Origene erstellt. Eine detaillierte Versuchsbeschreibung findet
sich unter 4.4.7, die eingesetzten Primerpaare sind im Anhang aufgefiihrt (vergleiche A.3.2). Die
Auswertung der Ergebnisse der quantitativen RealTime-PCR erfolgte nach der AAC,-Methode.
Eine Normalisierung wurde sowohl gegen den Housekeeper GAPDH als auch gegen das niedrigste

Expressionslevel durchgefiihrt.

Humanes CBR4 ist ubiquitdr exprimiert mit héchstem Expressionslevel in Magen, Hypophyse
und Uterus

In silico Northern Blots lassen eine ubiquitare Gewebeverteilung vermuten. Abbildung 2.21
fasst die Ergebnisse der in silico Northern Blots zusammen. Wenngleich die voneinander un-
abhéngigen Tools ISNB und Unigene das hochste Level der Expression in unterschiedlichen Ge-
weben zeigen (ISNB: Plazenta und Prostata; Unigene: Diinndarm und Prostata), ist aus den
Ergebnissen beider bioinformatischen Analysen ein relativ ubiquitires Expressionsmuster hCBR4s
abzuleiten. Allen analysierten Geweben waren im Rahmen der automatisierten Datenbankrecher-
che ESTs hoher Sequenzhomologie zu hCBR4 zuzuordnen. Die Vorhersage der allgegenwértigen
Verteilung deckt sich mit dem bereits experimentell verifizierten Expressionsprofil der zumindest
annotativ verwandten Carbonylreduktase des Typs 1 [59] [215] [216].

Quantitative RealTime-PCR offenbart ubiquitdre Gewebeverteilung mit starker Expression in
Magen, Hypophyse und Uterus. Die im Zuge der Ermittlung des Expressionsprofils des SDR-
Kandidaten hCBR4 durchgefiihrte Northern Blot-Analyse schlug fehl. Trotz mehrfacher Wieder-
holung und zahlreichen Versuchen der Optimierung des Experiments konnten weder unter Ver-
wendung von Fuji-Phosphomimager-Platten noch autoradiographisch Signale auf der Northern
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ISNB Unigene

Ovarium 7:|
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Prostata 7:|
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Abbildung 2.21: In silico Northern Blots lassen eine ubiquitire Gewebeverteilung des Proteins hCBR4 vermu-
ten. Trotz Abweichungen in den Ergebnissen hinsichtlich der Gewebe hdchsten Expressionslevels zeigen ISNB

(links) und Unigene (rechts) eine ubiquitdre Verteilung aller identifizierten ESTs iiber die analysierten Gewebe.

Blot-Membran detektiert werden. Offenbar ist das generell niedrige Level der hCBR4-Expression
mittels der gewéhlten Technologie nicht detektierbar. Aufgrund ihrer bereits beschriebenen Un-
abhéingigkeit von der relativen Menge an spezifischer mRNA in einer Probe wurde nach Scheitern
der Northern Blot-Experimente zur Bestimmung der Gewebeverteilung des Kandidaten hCBRA4 ei-
ne quantitative RealTime-PCR unter Verwendung des Tissue Scan™ Human Major Tissue gPCR
Arrays durchgefithrt. Die hierfiir verwendeten Primer sind dem Anhang zu entnehmen. Abbildung
2.22 zeigt das ermittelte Expressionsprofil.

Aus dem dargestellten Diagramm geht deutlich hervor, dafl es sich bei hCBR4 um ein ubiquitér
exprimiertes Protein handelt. Die ihm zugrunde liegende mRNA konnte in allen 48 analysierten
Geweben detektiert werden. Das Gewebe der geringsten Expression stellt dabei das Muskelgewebe
dar, dessen C-Werte neben den fiir das housekeeping-Gen GAPDH gemessenen zur Normalisierung
dienten. Auffillig im Expressionsprofil ist die hohe Expression von hCBR4 in Magen, Hypophyse
und Uterus. Sie nimmt Werte zwischen dem etwa 150fachen (Hypophyse und Uterus) und dem
200fachen (Magen) des Minimalwertes (Expression in Muskel) an.

Werden zum Vergleich erneut die Ergebnisse der bioinformatischen Analyse herangezogen, mufl
festgestellt werden, dafl sowohl der theoretische als auch der experimentelle Ansatz eine allge-
genwiirtige Gewebeverteilung von hCBR4 offenbaren und somit eine Ubereinstimmung vorliegt.
Es bleibt dennoch anzumerken, daf§ den im in silco Northern Blot am meisten EST zugeordneten
Geweben Diinndarm, Plazenta und Prostata mittels quantitativer RealTime-PCR lediglich eine

durchschnittliche Expression nachgewiesen werden konnte.

Humanes DHRS1 wird vorwiegend in Diinndarm, Kolon und Milz exprimiert

Bioinformatik erlaubt SchluB auf eine allgegenwartige Verteilung. Die Ergebnisse der in sili-
co Northern Blots fiir hDHRS1 gleichen in ihrer Tendenz den bereits fiir hCBR4 beschriebenen.
Wiederum fillt eine Diskrepanz in den Resultaten beziiglich der Gewebe hochster Expression auf.
Wihrend ISNB die grofite Anzahl an hDHRS1 sequenzhomologen ESTs in Pankreas und Kolon
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Abbildung 2.22: Quantitative RealTime-PCR offenbart ubiquitire Gewebeverteilung mit starker Expression
in Magen, Hypophyse und Uterus. In allen 48 analysierten Geweben konnten hCBR4-Transkripte identifiziert

werden. Die hdchste Expression an hCBR4 zeigen die Gewebe Magen, Hypophyse und Uterus, als Gewebe der

geringsten Expression wurde die Muskulatur identifiziert.
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2 Ergebnisse

identifiziert, so ordnet Unigene der Milz die meisten transkribierten Nukleotidsequenzen zu (ver-
gleiche Abbildung 2.23). Eine Ubereinstimmung kann lediglich dahingehend festgestellt werden,
daBl beide Anwendungen ESTs aus allen analysierten Geweben identifizieren konnten, eine Aus-
nahme bildet jeweils das Diinndarmgewebe. Aufler dem Schlufl auf eine ubiquitidre Expression von
hDHRSI lassen die durchgefiihrten bioinformatischen Analysen keine Folgerungen zu. Aufgrund
der Tatsache, dal hDHRSI lediglich iiber uncharakterisierte Proteine in phylogenetischer Nachbar-
schaft verfiigt, konnten anhand von Verwandtschaftsverhéltnissen keine zusétzlichen Informationen

gewonnen werden.
ISNB Unigene

—— O [
I Hoden 7:|
-7 Prostata 7:|
I Milz ]

| Pankreas

Dinndarm

Leber

E—
[E—

Plazenta 7:|
[E—
[
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10 8 6 4 2 0 0 50 100 150 200 250

Vorkommen [Anzahl an Ereignissen] Gewebe Vorkommen [TPM]

Abbildung 2.23: Bioinformatik erlaubt SchluB auf eine allgegenwirtige Verteilung des Proteins hDHRS1.
Aufgrund der gravierenden Unterschiede hinsichtlich der Gewebe héchsten Expressionslevels lassen die Ergeb-
nisse, erzielt mit den Anwendungen ISNB (links) und Unigene (rechts) lediglich die Folgerung einer ubiquitdren
Verteilung von hDHRSL iiber die analysierten Gewebe, ausgenommen dem Diinndarm, zu.

Diinndarm, Kolon und Milz werden mittels Northern Blot als hDHRS1 exprimierende Gewebe
identifiziert. Wiéhrend sich die Northern Blot-Technologie im Falle von hCBR4 aufgrund ihrer
geringen Sensitivitit als ungeeignet herausstellte, zeigt sie sich im Rahmen der Erstellung des Ex-
pressionsprofils von hDHRSI1 als ideale Methode der Wahl. Wie aus Abbildung 2.24 hervorgeht,
konnte autoradiographisch eine starke Expression in den Geweben Diinndarm, Kolon und Milz
nachgewiesen werden, eine aufgrund der bioinformatischen Analysen erwartete mehr oder weniger
ubiquitdre Gewebeverteilung der hDHRS1-mRNA kann allenfalls erahnt werden. Die detektier-
ten Signalintensitdten identifizieren den Diinndarm eindeutig als Gewebe der héchsten hDHRS1-
Expression. Dariiberhinaus ist das Auftreten unterschiedlicher Bandengréflen auf der Northern
Blot-Membran auffillig. Die Spuren, immobilisiert mit mRNA, isoliert aus Diinndarm und Ko-
lon weisen Signale bei einer Transkriptgrofle von etwa 1,1 kb aus (evtl. auch schwach fiir Leber,
Plazenta, Prostata, Hoden und Ovarium), die Bandengréfle detektiert fir das Milzgewebe (evtl.
auch schwach fiir Plazenta und Prostata) betrégt etwa 1,5 kb. Gemachte Beobachtung deutet auf
die Moglichkeit alternativer Splice-Varianten hin. Die erzielten Ergebnisse gleichen im Wesentli-
chen einer Expressionsanalyse von hDHRS] in acht adulten humanen Geweben [218] und erweitern

dessen Expressionsprofil um die Gewebe Diinndarm, Hoden, Kolon, Milz, Ovarium und Prostata.
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2 Ergebnisse

Abbildung 2.24: Diinndarm, Kolon und Milz werden mittels Northern Blot als hDHRS1 exprimierende Gewebe
identifiziert. Die autoradiographische Auswertung erlaubt einen eindeutigen Nachweis von hDHRS1-mRNA in
Diinndarm, Kolon und Milz. Eine ubiquitire Gewebeverteilung ist aufgrund der ansonsten schwachen Expression

lediglich zu erahnen. Auffillig sind zwei unterschiedliche TranskriptgréBen bei 1,1 kb und 1,5 kb.

Eine finale Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus in silico und experimentellem Northern Blot
zeigt auf, daf zwar eine Ubereinstimmung beziiglich eines hohen Expressionslevels von hDHRS1
in Kolon und Milz besteht, der Nachweis von mRNA im Diinndarmgewebe allerdings lediglich im
praktischen Ansatz erbracht werden konnte. Weder ISNB noch Unigene konnten im Vorfeld ESTs
besagtem Gewebe zuordnen.

Humanes HSDL1 weist eine vorherrschende Expression in reproduzierendem Gewebe auf

In silico Northern Blots deuten auf Expression in steroidogenem Gewebe hin. Wihrend die
unterschiedlichen bioinformatischen Ansétze zur Bestimmung der Gewebespezifitdt der zu unter-
suchenden SDR-Kandidaten bislang stark divergierende Ergebnisse lieferten, so gleichen sich im
Falle von hHSDL1 die erzielten Resultate aus ISNB- und Unigene-Analyse. Beide Anwendungen
ordnen jeweils die grofite Anzahl an hHSDL1 homologen ESTs dem Gehirn, der Leber und der
Plazenta zu (vergleiche Abbildung 2.25), Geweben, die am lokalen Steroidmetabolismus beteiligt
sind und nachgewiesenermafien die nah verwandten Proteine 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen
Typ 3 [35] [61] [63] [79] [190] und 12 [118] [137] [176] exprimieren. Unigene identifiziert dariiber

hinaus den Diinndarm als Gewebe hochster Expression.
ISNB Unigene

Ovarium [
Hoden 7:|
Prostata |
Milz
Pankreas

Kolon
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[/
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Abbildung 2.25: In silico Northern Blots deuten auf Expression von hHSDL1 in steroidogenem Gewebe hin.
Sowohl ISNB (links) als auch Unigene (rechts) identifizieren die groBte Anzahl an homologen ESTs im Gehirn,
der Leber und der Plazenta. Dariiberhinaus zeigt Unigene ein hohes Expressionslevel im Diinndarmgewebe auf.
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2 Ergebnisse

Northern Blot weist hHHSDL1-mRNA in reproduzierendem Gewebe nach. hHSDLI zeigt nach
autoradiographischer Auswertung der hybridisierten Northern Blot-Membran eine im Gesamten
lediglich schwache Expression. Trotz der geringen Signalintensitéten lie sich die bioinformatisch
prognostizierte relativ ubiquitdre Gewebeverteilung im Experiment bestétigen, in fast allen Ge-
weben konnte entsprechende mRNA nachgewiesen werden (vergleiche Abbildung 2.26). Auffillig
in diesem Zusammenhang ist eine Dominanz der Signale in reproduzierendem Gewebe (Hoden,
Ovarien und Prostata). Die erzielten Ergebnisse bestétigen eindrucksvoll das Expressionsprofil,
das im Zuge der Identifizierung des hHSDL1-Gens diskutiert wurde [83].

Abbildung 2.26: Northern Blot weist hHSDL1-mRNA in reproduzierendem Gewebe nach. Trotz des relativ
geringen Expressionslevels kann in nahezu allen Geweben hHSDL1-mRNA detektiert werden, eine vorherrschende

Expression ist in den Hoden, den Ovarien und der Prostata zu verzeichnen.

Nach der experimentellen Verifizierung der Gewebeverteilung von hHSDL1 mufl bezugnehmend
auf die erlduterten bioinformatischen Ergebnisse festgestellt werden, dafl sich die erwartete starke
Expression in steroidogenem Gewebe nicht bestétigen lief}. Stattdessen zeigten sich im Experiment
eindeutige Signale in reproduzierenden Geweben, diese waren in der in silico-Analyse nicht in

Erscheinung getreten.

Zusammenfassung der Untersuchungen zur Gewebeverteilung

Tabelle 2.8 fasst die fiir die zu untersuchenden SDR-Kandidaten ermittelten Expressionsprofile

zusaminen.

Tabelle 2.8: Zusammenfassung der Untersuchungen zur Gewebeverteilung

SDR-Kandidat Expressionsprofil

hCBR4 ubiquitar, hochste Expression in Magen, Hypophyse und Uterus
hDHRS1 ubiquitar, hochste Expression in Diinndarm, Kolon und Milz
hHSDL1 ubiquitér, hochste Expression in Hoden, Ovarium und Prostata

2.2.5 Bestimmung der Substratspezifitat

Die Familie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen zeichnet sich, wie bereits aus 1.1.4 her-
vorgeht, durch ein duflerst breites Substratspektrum aus. Thre Mitglieder nehmen entscheiden-
de Stellungen im Aminosdure-, Fettsdure-, Gallensidure-, Prostaglandin-, Retinoid-, Steroid- und
Zuckermetabolismus ein und sind somit in fast alle Bereiche des Intermediirstoffwechsels invol-

viert. Aus diesem Grund kommt die Bestimmung ihres natiirlichen Substrats der Suche einer
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Nadel im Heuhaufen gleich und stellt in Folge dessen die groite Herausforderung im Rahmen der

umfassenden Charakterisierung von SDR-Kandidatenproteinen dar.

Entwicklung unterschiedlicher Strategien zur Bestimmung der Substratspezifitit der
ausgewdhlten SDR-Kandidaten

Aufgrund der geschilderten Vielseitigkeit der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen und den
damit verbundenen, schwierigen Voraussetzungen hinsichtlich der Aufklarung ihrer enzymatischen
Aktivitdt, wurden zur Bestimmung der Substratspezifitit der zu charakterisierenden SDR-Kandi-
daten verschiedene Herangehensweisen gewihlt. Zunichst erfolgte die Uberpriifung des Umsatzes
ausgewahlter, Tritium-markierter Substanzen durch die in Zellkultur exprimierten SDR-Enzyme
in einem auf den Arbeiten von Castagnetta et al. [28] basierenden in vivo-System. Dariiberhin-
aus umfasste die durchzufiithrende Charakterisierung der neuen Mitglieder der SDR-Proteinfamilie
die Untersuchung ihrer Spezifitéit hinsichtlich weiterer Substanzklassen (Chinone, CoA-konjugierte
Fettsiuren, Prostaglandine und Retinoide) unter Verwendung von nichtradioaktiven Substraten
und Zugabe spezifischer Cofaktoren im in vitro-System.

Um das umfangreiche Spektrum an potentiellen Substraten der SDR-Enzyme best moglich abzu-
decken war als erginzendes Vorgehen die Uberpriifung einer Substratbibliothek im Rahmen einer
Fluoreszenz-basierten Cofaktor-Bindungsstudie in Kooperation mit Herrn Dr. Udo Oppermann
vom Structural Genomics Consortium (SGC) in Oxford/UK angestrebt. Da geplanter Assay al-
lerdings die Verfiigbarkeit von aufgereinigtem Protein voraussetzt, war vor Beginn der Messungen
die Expression und Aufreinigung der zu untersuchenden SDR-Kandidaten im grofien Mafistab
durchzufiihren. Die im Zuge dessen gewiihlte Vorgehensweise sowie die erzielten Resultate werden
gesondert in Kapitel 2.2.6 erortert.

Ein alternativer Ansatz widmete sich nicht den potentiellen Substraten der zu untersuchenden
SDR-Kandidatenproteine, sondern den nach ihrer Expression in humaner Zellkultur nachzuwei-
senden Produkten. Durch Vergleich des entstandenen metabolomischen Umfelds mit dem einer
Leerkontrolle, jeweils ermittelt unter Verwendung eines FT-ICR-Massenspektrometers, und der
Detektion von Unterschieden in den entsprechenden Produktzusammenstellungen sollten wichtige
Hinweise auf die Art der katalysierten Reaktionen gewonnen und somit Riickschliisse auf natiirli-
che Substrate der zu untersuchenden SDR-Kandidaten und deren Funktion im metabolomischen

Kontext gezogen werden.

Die Zelllinie. Samtliche Assays in humaner Zellkultur (in vivo-, in vitro-Assay, Untersuchungen
hinsichtlich des metabolomischen Umfelds) wurden unter Verwendung der humanen embryonalen
Nierengewebs-Zelllinie HEK293 durchgefithrt. Die Wahl besagter Zelllinie basierte sowohl auf
Erfahrungswerten von Frau Dr. Brigitte Keller und Frau Dr. Rebekka Mindnich als auch auf
Literaturrecherche [83].

Die Expressionskonstrukte. Die Generierung der fiir die Assays in humaner Zellkultur erforder-
lichen Expressionskonstrukte erfolgte durch Subklonierung der CDS der Gene von Interesse in den
Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen). Die Volle-Liange-CDS der SDR-Kandidaten von Interes-
se wurde durch PCR-Amplifikation auf entsprechender Plasmid-DNA (RZPD) oder im Falle von
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hHSDL1 auf cDNA der humanen Zelllinie HEK293 gewonnen. Die zur Subklonierung verwendeten

Primerpaare gehen aus dem Anhang hervor (vergleiche A.3.1).

Wiederherstellung der SDR-typischen katalytischen Triade hHSDL1s durch gezielte Aminosaure-
substitution. Die detaillierte Sequenzanalyse offenbarte eine Aminoséuresubstitution innerhalb
der katalytischen Triade des SDR-Kandidaten hHSDL1 (vergleiche 2.2.1). Der Austausch des zen-
tralen polaren Tyrosins gegen ein unpolares Phenylalanin und die damit einhergehende drastische
Verinderung des fiir die Familie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen typischen aktiven
Zentrums lieB auf eine mogliche katalytische Inaktivitéit des Enzyms schlieBen. Zur Uberpriifung
aufgestellter Hypothese, die im eindeutigen Widerspruch zur einzig bislang verfiigharen Veroffentli-
chung beziiglich hHSDL1 steht [83], wurde hinsichtlich der Untersuchungen zur Substratsprezifitiit
ein weiteres Expressionskonstrukt generiert, welches die Expression einer hHSDL1-Variante mit
vermeintlich intakter katalytischer Triade (im Folgenden hHSDL1(F218Y)) zur Folge haben
sollte. Die hierfiir benétigte Substitution des vorhandenen Phenylalanins gegen Tyrosin erfolg-
te durch PCR-basierte, zielgerichtete Mutagenese. Die eingefiigte Punktmutation innerhalb des
fiir die entsprechende Aminosdure kodierenden Basen-Tripletts wurde durch DNA-Sequenzierung
verifiziert (vergleiche Abbildung 2.27).

A Phe

430 460
c TG G CTOGOCA|T|T TJT €T G C T T CT

B Tyr
420 430
cC TG GCTGOCA|TAT|IT €T GOCTTCT

Wil

Abbildung 2.27: Wiederherstellung der SDR-typischen katalytischen Triade hHSDL1s durch gezielte Ami-
nos3uresubstitution. Durch PCR-basierte, zielgerichtete Mutagenese (Punktmutation) wurde das fiir das Phe-
nylalanin kodierende Basen-Triplett (TTT) in der CDS des hHSDL1 (A) gegen ein fiir Tyrosin kodierendes
Triplett (TAT) substituiert (B). Generiertes Expressionskonstrukt sollte die Expression einer hHSDL1-Variante
mit vermeintlich intakter katalytischer Triade (im Folgenden hHSDL1(F218Y)) zur Folge haben.

Verifizierung der Kandidatenexpression in HEK293-Zellen durch mRNA-Nachweis. Da es sich
bei allen Proteinen von Interesse um bislang uncharakterisierte Mitglieder der SDR~Proteinfamilie
handelt, waren zu Beginn der experimentellen Untersuchungen keine spezifischen Antikorper zur
Detektion der Proteinexpression in den verwendeten HEK293-Zellen verfiigbar. Ein proteinchemi-
scher Nachweis eines fusionierten Tags war aufgrund der nativen Expression der SDR-Kandidaten
ausgehend vom Vektor pcDNA3 ebenfalls nicht moglich.

Durch die Durchfithrung von RT-PCR auf ¢cDNA (gewonnen aus mit den entsprechenden Expres-
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sionskonstrukten transfizierten HEK293-Zellen) konnte zumindest auf mRNA-Level eine Uberex-
pression der SDR-Kandidaten bestitigt werden (vergleiche Abbildung 2.28).
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Abbildung 2.28: Verifizierung der Kandidatenexpression in HEK293-Zellen durch mRNA-Nachweis. (A)
Kontrolle der cDNA-Synthese durch Amplifikation humaner 3-Actin-cDNA; (B) Negativ-Kontrolle ohne Tem-
plate, (C) Hintergrund-Expression in mock-transfizierten HEK293-Zellen, (D) Uberexpression in transfizierten
HEK293-Zellen, jeweils getestet unter Verwendung von fiir die CDS der entsprechenden SDR-Kandidaten spezi-
fischen Primerpaaren (vergleiche Anhang); (E) Hintergrund-Expression in transfizierten HEK293-Zellen, getestet
unter Verwendung eines fiir die UTR-Region der entsprechenden SDR-Kandidaten spezifischen forward-Primers,
(F) Uberexpression in transfizierten HEK293-Zellen, getestet unter Verwendung eines fiir das Grundgeriist des
pcDNA3-Vektors (T7-Promotors) spezifischen forward-Primers. Eine Uberexpression der SDR-Kandidaten in
HEK?293-Zellen konnte zumindest auf mMRNA-Ebene eindeutig bestatigt werden.

Wenngleich die Existenz von mRNA keinen Beweis fiir die Translation der Proteine von Interesse

darstellte, so lieferte sie doch einen starken Anhaltspunkt fiir deren erfolgreiche Uberexpression.

Auswahl der im in vivo- bzw. in vitro-System zu iiberpriifenden Substrate und Etablierung
der entsprechenden Messverfahren

Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen sind aufgrund ihrer grofien Vielfalt an unterschiedlichen
intermedidren Stoffwechselwegen beteiligt und weisen im Zuge dessen ein umfangreiches Substrat-
spektrum auf. Da eine Uberpriifung aller potentiellen Substrate aufgrund Zeitmangels und der
Einschrankung an technischen Moglichkeiten nicht zu bewerkstelligen war, wurde hinsichtlich der
angestrebten in vivo- bzw. in vitro-Assays eine Auswahl an zu iiberpriifenden Substraten getroffen.
Als besonders interessant wurde die Stoffklasse der Steroide eingestuft. Im Zuge ihrer umfassen-
den Charakterisierung sollten die SDR-Kandidatenenzyme zunéchst auf ihre Spezifitdt hinsichtlich
Vertretern der Androgene (Androst-4-en-3,17-dion, Androsteron, Dehydroepiandrosteron, Dihy-

drotestosteron und Testosteron), der Estrogene (Estron und Estradiol) sowie der Glucocorticoide
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(Corticosteron, Cortisol und Cortison) iiberpriift werden. Die Messung ihres Umsatzes durch die in
Zellkultur exprimierten Proteine von Interesse erfolgte im in vivo-System, basierend auf Arbeiten
von Castagnetta et al. [28] und Frau Dr. Brigitte Keller [102]. Die Verwendung besagter Methode
erschien vielversprechend, da sie, abgesehen von einer verdnderten Steroid- und Proteinkonzentra-
tion in der Zelle, eine Bestimmung der katalytischen Aktivitdt der Kandidaten-Genprodukte unter
nahezu physiologischen Bedingungen erlaubt.

Aufgrund der Verwendung eines bereits etablierten HPLC-Systems [1] wurden die zu testenden
Steroide in Tritium-markierter Form in den Assay eingesetzt. Thre Auftrennung erfolgte fiir Andro-
gene und Estrogene in einem Acetonitril/Wasser-, fiir Glucocorticoide in einem Methanol/Wasser-
Gemisch, jeweils bei einer Flufirate von 1 mL/min, an einer Reverse Phase C18 Sdule. Die unter-
schiedlichen Losungsmittelverhéltnisse der Eluenten sowie die daraus resultierenden Retentionszei-
ten (R,) sind Tabelle 2.9 zu entnehmen.

Tabelle 2.9: Lssungsmittelverhiltnisse der Eluenten und Retentionszeiten zur Trennung Tritium-markierter

steroidogener Substanzen

Substanz Losungsmittelverhéltnis R,

Androst-4-en-3,17-dion 43 % ACN, 57 % H,0 8,0 min
Androsteron 43 % ACN, 57 % H,0 14,1 min
Corticosteron 58 % MeOH, 42 % H,0 6,8 min
Cortisol 43 % MeOH, 57 % H,0 17,0 min
Cortison 43 % MeOH, 57 % H,0 13,6 min
Dehydroepiandrosteron 43 % ACN, 57 % H,0 7,5 min
Dihydrotestosteron 43 % ACN, 57 % H,0 9,7 min
Estron 43 % ACN, 57 % H,0 7,5 min
Estradiol 43 % ACN, 57 % H,0 5,5 min
Testosteron 43 % ACN, 57 % H0 6,0 min

Die Auswahl weiterer zu testender Substrate stiitze sich zum einen auf Literaturrecherche, zum
anderen auf im Laufe dieser Arbeit erzielte Ergebnisse.

Carbonylreduktasen konnte in zahlreichen Studien neben einer Beteiligung am Steroidstoffwechsel
eine Mitwirkung am Prostaglandin-Metabolismus nachgewiesen werden [53] [113] [212]. Dariiber
hinaus zeigten die bislang charakterisierten Mitglieder CBR1 und CBR3 eine hohe Aktivitat
gegeniiber ortho-Chinonen [214]. Aufgrund der Tatsache, dal hCBR4 zumindest annotativ be-
sagter Familie zuzuordnen ist, wurden sowohl représentativ die Prostaglandine D,, E, und Fya
zur Uberpriifung von 9-Ketoprostaglandinreduktase- und 15-Hydroxyprostaglandindehydrogenase-
Aktivitdt als auch das oft verwendete synthetische Chinon-Modellsubstrat Menadion (Vitamin Ks)
in die Studien zur Bestimmung der Substratspezifitit einbezogen. Die Erweiterung der zu tiber-
priiffenden Substanzen um Coenzym Q1, einen weiteren Vertreter der Chinone, lag in den im
Folgenden geschilderten Ergebnissen der Interaktionsstudien beziiglich hDHRS1s begriindet (ver-
gleiche 2.2.7).

Durch die im Zuge der Studien zur subzelluliren Lokalisation identifizierte Distribution von
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hCBR4 und hHSDL1 in den Mitochondrien lag es nahe, auch Produkte des Fettsdureabbaus auf
ihren Umsatz durch die zu charakterisierenden SDR-Kandidaten zu untersuchen. Reprisentativ
und aufgrund ihrer Verfiigbarkeit gewihlt, wurden die kurzkettigen CoA-konjugierten Fettsduren
Acetoacetyl-CoA (Mevalonat-Biosynthese) und Hydroxybutyryl-CoA (Aminoséduremetabolismus
Lysin und Tryptophan) getestet.

Da seit langem bekannt ist, dal Mitglieder der SDR-Proteinfamilie entscheidend am Retinoid-
Metabolismus beteiligt sind [101] [146] und speziell hHSDL1 eine Sequenzéhnlichkeit zu den 175-
Hydroxysteroiddehydrogenasen aufweist, deren Vertreter zum Teil in der Lage sind Retinoide zu
metabolisieren, lielen all-trans-Retinol sowie all-trans-Retinal ebenfalls als geeignete, zu iiber-
priifende Substrate erscheinen.

Samtliche Messungen hinsichtlich der Aktivitdt der zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-
Proteinfamilie gegeniiber den ausgewéhlten Chinonen, kurzkettigen CoA-konjugierten Fettsdu-
ren, Prostaglandinen und Retinoiden erfolgten im Gegensatz zu den Experimenten mit Steroiden
unter Verwendung von nichtradioaktiven Substraten und Zugabe spezifischer Cofaktoren im in
vitro-System. Die Auftrennung der Substanzen wurde durch Verwendung einer Reverse Phase
C18 Séule in einem Acetonitril/Wasser- (Retinoide, Prostaglandine und Coenzym Q1), in einem
Methanol/Wasser- (Menadion) oder in einem Ammoniumacetat/Methanol-Gemisch, jeweils bei
einer Flufirate von 1 mL/min, erreicht. Die unterschiedlichen Losungsmittelverhéltnisse und die
daraus resultierenden Retentionszeiten (R,) sowie die zur UV-Detektion verwendeten Wellenldngen

gehen aus Tabelle 2.10 hervor.

Tabelle 2.10: Loésungsmittelverhiltnisse der Eluenten und Retentionszeiten zur Trennung nicht Tritium-

markierter Substanzen

Substanz Losungsmittelverhéltnis A R,
Retinoide

all-trans-Retinol 92 % ACN, 8 % H,0 345 nm 4,6 min
all-trans-Retinal 92 % ACN, 8 % H,0 345 nm 5,4 min
Prostaglandine

Prostaglandin Dy 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 220 nm 7,6 min
Prostaglandin Eq 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 220 nm 5,8 min
Prostaglandin For 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 220 nm 4,6 min
Chinone

Menadion 70 % MeOH, 30 % Hy,0O 260 nm 5,2 min
Coenzym Q1 70 % ACN, 30 % H,0 270 nm 6,3 min
CoA-konjugierte Fettsiduren

Acetoacetyl-CoA 82 % NH,Ac (10 mM), 18 % MeOH 260 nm 5,0 min
Hydroxybutyryl-CoA 82 % NH,Ac (10 mM), 18 % MeOH 260 nm 6,6 min
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Uberpriifung des Umsatzes steroidogener Substanzen im in vivo-System

Keines der untersuchten, nativen SDR-Enzyme zeigte einen Umsatz der im in vivo-System iiber-
priiften steroidogenen Substanzen. Weder hCBR4 noch hDHRS1 oder hHSDL1 konnte eine Akti-
vitdt gegeniiber Androgenen, Estrogenen oder Glucocorticoiden nachgewiesen werden. Die Chro-
matogramme hingegen, erhalten nach Expression der hHSDL1-Variante mit vermeintlich intakter
katalytischer Triade (hHSDL1(F218Y)) und anschlieBender standardméfiiger Durchfiihrung des in
vivo-Assays, offenbarten einen eindeutigen, wenngleich auch schwachen Umsatz von Androsteron
zu Androstandiol (5,1 %, entspricht 64,4 fmol/h) sowie von Estron zu Estradiol (9,9 %, entspricht
98,6 fmol/h). Weiter zeigte sich nach Zugabe des Substrats Cortisol eine im Vergleich zur endo-
genen Kontrolle (HEK293-Zellen transfiziert mit dem pcDNA3-Leervektor) um 13,1 % (entspricht
68,8 fmol/h) reduzierte Produktbildung (Cortison) (vergleiche Abbildung 2.29). Da die Kataly-
se der entsprechenden Riickreaktion als mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung aufgrund der
fehlenden Aktivitdt hHSDL1(F218Y)s gegeniiber Cortison ausgeschlossen werden muf}, kann die
Reduzierung an gebildetem Produkt unter Umsténden in einer Fahigkeit hHSDL1(F218Y)s zur
Bindung des zugegebenen Substrats aber fehlenden katalytischen Aktivitiat gegeniiber Cortisol be-
griindet liegen. Die erzielten Ergebnisse schlieflen zum einen eine enzymatische Beteiligung der
zu untersuchenden Mitglieder der SDR-Familie hCBR4, hDHRS1 und hHSDL1 am Steroidme-
tabolismus aus und liefern zum anderen einen ersten Beweis fiir die prognostizierte katalytische
Inaktivitdt des nativen hHSDL1-Proteins.
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Produktbildung
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H entstanden durch Umsatz nach Expression

von hHSDL1(F218Y)
Abbildung 2.29: Zusammenfassung der im in vivo-System ermittelten Umsitze steroidogener Substanzen
durch hHSDL1(F218Y). Die Durchfiihrung des in vivo-Assays offenbarte eine schwache katalytische Aktivitat
hHSDL1(F218Y)s gegeniiber Androsteron (Produkt Androstandiol) und Estron (Produkt Estradiol). Die Zugabe
des Substrats Cortisol resultierte in einer Reduzierung des Cortisonlevels im analysierten Zelliiberstand. Darge-
stellt sind jeweils die detektierten Produkte, hervorgegangen aus endogenem Umsatz des zugegebenen Substrats
(hellblau) bzw. entstanden aus dem Umsatz des zugegebenen Substrats nach Expression des SDR-Kandidaten
hHSDL1(F218Y) (dunkelblau).
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2 Ergebnisse

Bioinformatische Vorhersage der Cofaktor-Spezifitat

Hinsichtlich der geplanten in vitro-Assays aber auch im Zuge der generellen Identifizierung der fiir
die katalytische Aktivitdt der zu untersuchenden SDR-Kandidaten essentiellen Coenzyme wurde
sich zunéchst zur Bestimmung der Cofaktor-Spezifitdt einem bioinformatischen Ansatz bedient.
Mittels eines frei im Internet verfiigharen Servers der Universitit Linkoping ( [97] http://bioinfod4.
limbo.ifm.liu.se/coenzyme/) lief} sich basierend auf einem Hidden Markov Modell und Sequenzana-
lyse unter Identifizierung von Rossmann-Faltungsmustern eine Coenzym-Spezifitit (NAD, NADP
oder FAD) fiir die Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen von Interesse vorhersagen. Wéhrend
den Kandidaten hCBR4 und hDHRSI1 eine Bindungsstelle fiir die phosphorylierte Form des Cofak-
tors NAD, also NADP, prognostiziert wurde, konnte der verwendete Server in der Tertidrstruktur
des Kandidaten hHSDL1 (bzw. hHSDL1(F218Y)) kein Rossmann-Faltungsmuster detektieren -
durch die durchgefiihrte Sequenzanalyse konnte eine Prisenz der erforderlichen Motive allerdings
eindeutig bestéitigt werden - und demzufolge keine Spezifitdt vorhersagen. Eine Unterscheidung
zwischen oxidierter (NADP) oder reduzierter Form der ermittelten Cofaktoren (NADPH) erlaubte

der verwendete Server nicht.

Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt gegeniiber ausgewdhlten Chinonen, kurzkettigen
CoA-konjugierten Fettsauren, Prostaglandinen und Retinoiden im in vitro-System

Trotz der bioinformatisch prognostizierten Cofaktorspezifitit fiir NADP(H) wurden die zu un-
tersuchenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie im in vitro-Assay unter Verwendung sédmtlicher
Nicotinamidadenindinukleotide (phosphoryliert, unphosphoryliert; oxidiert, reduziert) hinsichtlich
ihrer enzymatischen Aktivitidt gegeniiber ausgewiihlten Chinonen, kurzkettigen CoA-konjugierten
Fettsduren, Prostaglandinen und Retinoiden iiberpriift.

Die durchgefithrten HPLC-Analysen offenbarten eine Inaktivitét aller getesteten Proteine gegeniiber
den beiden Vertretern der kurzkettigen CoA-konjugierten Fettsiuren Acetoacetyl-CoA und
Hydroxybutyryl-CoA.

Auch der Substanzklasse der Chinone, reprisentiert durch Menadion und Coenzym Q1, konnte
im in vitro-Assay kein Umsatz durch hCBR4 und hHSDL1 bzw. hHSDL1(F218Y) nachgewiesen
werden, lediglich der Kandidat hDHRS1 zeigte eine eindeutige, wenngleich sehr schwache Kon-
vertierung (3,2 %, entspricht 3,7 nmol/h) des synthetischen ortho-Chinons Menadion unter Ver-
wendung des Cofaktors NADPH. Eine Aktivitit hDHRS1s gegeniiber Coenzym Q1, einbezogen
aufgrund der fiir den besagten Kandidaten erzielten und im Folgenden geschilderten Ergebnisse
aus den Interaktionsstudien, konnte hingegen nicht detektiert werden.

Hinsichtlich der getesteten Prostaglandine wies allein hCBR4 katalytisches Potential auf. In drei
unabhéingigen Anséitzen konnte in Anwesenheit des Cofaktors NADPH eine Umwandlung von Pros-
taglandin E, im nahezu physiologischen Mafstab (30,0 %, entspricht 8,4 nmol/h) verifiziert werden.
Aufgrund der fehlenden Identifizierung des entstandenen Produkts und der Tatsache, dafi sich das
erzielte Ergebnis unter Verwendung des entsprechenden Tritium-markierten Substrats trotz Beibe-
haltung der Versuchsbedingungen nicht reproduzieren lief}; blieb der durchgefiihrte in vitro-Assay
den endgiiltigen Beweis fiir eine Aktivitit hCBR4s gegeniiber Prostaglandin E, schuldig.

In einem weiteren in vitro-Assay wurden die zu untersuchenden SDR-Enzyme aufgrund der nahen
Verwandtschaft der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen zur Familie der Retinoldehydroge-
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nasen hinsichtlich eines Umsatzes von Retinoiden iiberpriift. Alle getesteten Enzyme, die iiber ein
vermeintlich intaktes, SDR-typisches aktives Zentrum (S-K-Y) verfiigen, zeigten eine deutliche,
wenn auch schwache Umwandlung von all-trans-Retinal zu all-trans-Retinol in Anwesenheit des
Cofaktors NADPH. Diese belduft sich fiir hCBR4 auf 6,9 % (entspricht 345,0 pmol/h), fiir hDHRS1
auf 6,0 % (entspricht 300,0 pmol/h) und fiir hRHSDL1(F218Y) auf 7,9 % (entspricht 395,0 pmol/h).
hHSDL1, das native Protein, hingegen wies auch in diesem Fall wiederum keinen Umsatz auf. Die
beschriebenen Beobachtungen fiihrten zur Fragestellung, ob unter Umsténden alle SDR-Enzyme in
der Lage sind, Retinoide zu konvertieren. Um eine derartige Hypothese abzusichern, wurden zwei
weitere Enzyme mit in den Assay einbezogen. Die humane 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des
Typs 4, ebenfalls ein SDR-Enzym, zeigte mit 5,4 % (entspricht 240,0 pmol/h) einen den anderen
Kandidaten mit intakter katalytischer Triade vergleichbaren Umsatz von all-trans-Retinal. Die
humane 178-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 5, ein Mitglied der Aldo-Keto-Reduktase-
Superfamilie und demzufolge als Negativ-Kontrolle in den Assay eingesetzt, nimmt mit 2,5 %
(entspricht 125,0 pmol/h) eine Zwischenstellung zwischen aktivem und inaktivem SDR-Enzym

ein. Die Ergebnisse des gesamten Assays sind graphisch in Abbildung 2.30 zusammengefasst.
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Abbildung 2.30: Zusammenfassung des im in vitro-System ermittelten all-trans-Retinal-Umsatzes. Der
durchgefiihrte in vitro-Assay offenbarte eine deutliche, wenn auch schwache Umwandlung von all-trans-Retinal zu
all-trans-Retinol in Anwesenheit des Cofaktors NADPH durch alle getesteten Enzyme, die iiber eine vermeintlich
intakte, SDR-typische katalytische Triade (S-K-Y) verfiigen. hHSDL1, das native Protein, hingegen wies auch
in diesem Fall wiederum keinen Umsatz auf, die als Negativ-Kontrolle eingesetzte humane 17(-Hydroxyste-
roiddehydrogenase des Typs 5 (AKR) zeigte eine in Relation zu den getesteten, aktiven SDRs eine geringere
Aktivitat gegeniiber all-trans-Retinal.

Wenngleich mittels der durchgefiihrten in vitro-Assays keine physiologisch bedeutende Spezifitét
der SDR-Kandidaten hinsichtlich der tiberpriiften Substrate ermittelt werden konnte und auch der
Ausschluf} einer Beteiligung der Enzyme von Interesse an bestimmten Stoffwechselwegen aufgrund
der geringen Auswahl an getesteten Substanzen nicht moglich war, so bestéitigen die Analysen im
in vitro-System zumindest die aufgestellte Hypothese der katalytischen Inaktivitdt des hHSDL1-
Proteins. hHSDL1 ist aufgrund des Aminoséureaustausches innerhalb seines aktiven Zentrums zu

keinerlei Umsatz von Substraten fahig.
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Untersuchung des metabolischen Umfelds von HEK293-Zellen nach Expression der zu
charakterisierenden SDR-Kandidatenproteine

Der Vergleich des metabolomischen Umfelds von HEK293-Zellen nach Expression der zu cha-
rakterisierenden SDR-Kandidatenproteine mit dem einer Leerkontrolle (Leervektor-transfizierte
HEK293-Zellen), durchgefiihrt in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Verteilung, Bindung, Abbau
des Instituts fiir Okologische Chemie (Helmholtz Zentrum Miinchen), setzte zunichst ein verlifli-
ches Verfahren zur Probenvorbereitung hinsichtlich der angestrebten FT-ICR-MS-Untersuchung
voraus. Eine von Herrn Ferdinand Haller (Helmholtz Zentrum Miinchen) etablierte Methode zur
Gewinnung und Aufbereitung von massenspektrometrisch zu analysierenden Zelliibersténden (ver-
gleiche 4.8.1) erwies sich im Laufe der Versuchsdurchfithrung als sehr gut geeignet. Sdmtliche aus
den Messungen erhaltenen Spektrogramme zeugten von einem hohen Reinheitsgrad der angefertig-
ten Proben. Als problematisch hingegen zeigte sich die Evaluierung der gewonnenen massenspek-
trometrischen Daten hinsichtlich des Vergleichs der ermittelten Metabolitenzusammensetzungen.
Bereits die Gegeniiberstellung der aus den angefertigten Duplikaten gewonnenen Messergebnisse
offenbarte signifikante Diskrepanzen. Wenngleich das verwendete FT-ICR-MS eine grofle Messge-
nauigkeit, die identifizierten Massen betreffend, erkennen liefl (bis hin zur dritten Dezimalstelle),
so unterschieden sich die entsprechenden Peakintensitédten bereits unter den Duplikaten oftmals
betrdchtlich. Selbst zwei Spektrogramme, erhalten aus einer Wiederholungsmessung ein und der
selben Probe, zeigten gravierende Abweichungen in den ermittelten Intensitdten. Nichts desto
trotz wurden unter Verwendung einer jeweils durch Korrelation bereinigten Massenliste - Massen,
die Abweichungen in den entsprechenden Intensititen um den Faktor 5 aufzeigten oder lediglich
in einer Probe identifiziert werden konnten, wurden nicht zur Auswertung herangezogen - Quoti-
enten der entsprechend ermittelten Intensitdten berechnet, diese graphisch in einem Scatter-Plot
dargestellt und dadurch signifikante Intensitdtsunterschiede zwischen den zu untersuchenden Pro-
ben visualisiert. Exemplarisch ist der Scatter-Plot, erhalten aus dem Vergleich von Leerkontrolle
und hHSDL1(F218Y)-iiberexprimierenden HEK293-Zellen (positiver Modus), in Abbildung 2.31
dargestellt. Massen, die aufgrund sehr hoher oder sehr niedriger Quotientwerte gravierende Ab-
weichungen in den ermittelten Intensitéiten aufwiesen, wurden daraufhin unter Verwendung des
MassTrix-Servers (Helmholtz Zentrum Miinchen) annotiert.

Bei genauer Begutachtung der mittels MassTrix identifizierten chemischen Verbindungen fallt
zundchst auf, daB die nach Expression der unterschiedlichen SDR-Kandidaten unabhéngig von-
einander durchgefithrten Analysen zahlreiche Ubereinstimmungen lieferten. Aufgrund der bislang
im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse, beispielsweise hinsichtlich subzellulérer Loka-
lisation oder Gewebeverteilung, und der daraus hervorgehenden Uneinheitlichkeit der zu untersu-
chenden Enzyme ist auszuschlieen, daf} es sich bei diesen mehrfach identifizierten Verbindungen
um natiirliche Substrate der Proteine von Interesse handelt. Dariiber hinaus offenbarte der Ab-
gleich der identifizierten Massen mit der KEGG-Datenbank zahlreiche pflanzliche Verbindungen
sowie synthetische Substanzen (Arzneimittel, Insektiziden, Herbizide, etc. ), die ebenfalls nicht als
natiirliche Substrate der humanen SDR-Proteine zu werten sind.

Lediglich einige wenige identifizierte chemische Verbindungen konnten hinsichtlich der zu unter-
suchenden SDR-Kandidaten als potentiell interessant eingestuft werden. Hierzu zdhlen das im
Hypothalamus gebildete Thyreotropin Releasing Hormon (TRH, C16H22N604, m/z = 361,16)
und einige Metaboliten des Inositolphosphat-Stoffwechsels (O18-Isotope von myo-Inositol-Penta-
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Abbildung 2.31: Scatter-Plot, erhalten aus dem Vergleich von Leerkontrolle und hHSDL1(F218Y)-iiberex-
primierenden HEK293-Zellen (positiver Modus). Massen, die signifikante Intensititsunterschiede (sehr hohe
oder sehr niedrige Quotientwerte) aufwiesen, wurden manuell identifiziert (gekennzeichnet durch rote Linie)

und anschlieBend unter Verwendung des MassTrix-Servers annotiert.

kisphosphate, C6H17021P5, m/z = 580,89), jeweils identifiziert im Rahmen der Analyse nach Ex-
pression von hDHRS1 im negativen Modus, oder 6-Hydroxymelatonin (O18-Isotop, C13H16N203,
m/z = 251,13) und 178-Hydroxy-2a-(methoxymethyl)-17-methyl-5a-androstan-3-on (H* durch
Na® ersetzt, C22H3603, m/z = 371,26), identifiziert nach Expression von hHSDL1(F218Y) im
positiven Modus.

Aufgrund der geschilderten Messungenauigkeiten und dem Auftreten weiterer Unwégbarkeiten war
die Signifikanz der erzielten Ergebnisse jedoch schluflendlich stark in Frage zu stellen. Zusammen-
fassend bleibt festzuhalten, dafl die Analyse des metabolomischen Umfelds von HEK293-Zellen
nach Expression der zu charakterisierenden SDR-Kandidatenproteine nur einen sehr geringfiigigen

Beitrag zur Bestimmung der Substratspezifitéit leisten konnte.

Zusammenfassung der Bestimmung der Substratspezifitat

Abschlielend sind in Tabelle 2.11 die verwertbaren Resultate, erzielt im Zuge der Studien zur
Bestimmung der Substratspezifitit der zu untersuchenden SDR-Kandidaten hCBR4, hDHRSI1,
hHSDL1 und hHSDL1(F218Y), zusammengefasst. Die Aufstellung beschrinkt sich hierbei auf
Ergebnisse hervorgegangen aus den durchgefiihrten in vivo- und in vitro-Assays.

2.2.6 Expression und Aufreinigung der zu charakterisierenden Mitglieder der
SDR-Proteinfamilie

Hinsichtlich der angestrebten, in Kooperation mit Herrn Dr. Udo Oppermann vom Structural

Genomics Consortium (SGC) in Oxford/UK durchzufiihrenden Fluoreszenz-basierten Cofaktor-

Bindungsstudie zur Uberpriifung einer Bibliothek an ausgewéhlten Substraten, war die Expression

und Aufreinigung der zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie im grolen Mafistab
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Tabelle 2.11: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Substratumsatz-Assays

Assay  Substrat hCBR4 hDHRS1 hHSDL1 hHSDL1
(F218Y)

in vivo  steroidogene Substanzen
Androst-4-en-3,17-dion - - - -

Androsteron - - - +
Corticosteron - - - _
Cortisol - - - +
Cortison - - - -

Dehydroepiandrosteron - - - -
Dihydrotestosteron - - - -
Estron - - - +
Estradiol - - - -

Testosteron - - - _

in vitro Chinone
Coenzym Q1 - - - -
Menadion - + - -
CoA-konjugierte Fettsiuren
Acetoacetyl-CoA - - - -
Hydroxybutyryl-CoA - - - -
Prostaglandine

Prostaglandin D, - - - -

Prostaglandin E, (+) - - -
Prostaglandin Fya - - - -
Retinoide
all-trans-Retinol - - - -
all-trans-Retinal + + - +

+ = Umsatz detektiert; (+) = Umsatz detektiert, jedoch nicht reproduziert; - = kein Umsatz detektiert
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erforderlich. Ziel war es zunéchst, moglichst grofie Mengen an l6slichem, gefaltetem Protein in einer
leicht aufzureinigenden Form zu gewinnen. Nach bioinformatischer Vorhersage der zu erwartenden
Loslichkeit kamen unter Beriicksichtigung ihrer jeweiligen Vor- und Nachteile zu diesem Zweck

sowohl prokaryotische als auch eukaryotische Expressionssysteme zum Einsatz.

Bioinformatische Vorhersage der zu erwartenden L&slichkeit

Um im Vorfeld der geplanten Experimente zur Expression und Aufreinigung der zu charakterisie-
renden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie bereits einen Eindruck iiber die zu erwartende Loslich-
keit der Proteine von Interesse zu gewinnen, wurden unter Verwendung einer repréisentativen Aus-
wahl an im Internet frei verfiigbaren Servern (vergleiche Tabelle 2.12) bioinformatische Analysen
durchgefiihrt. Durch die Vorhersage von hydrophoben Sequenzabschnitten und potentiellen Trans-
membrandoménen sollte ermittelt werden, ob es sich bei den zu untersuchenden Kandidaten unter
Umsténden um Membranproteine handeln kénnte, deren Gewinnung in Reinstform sich angesichts
der gegebenen Voraussetzungen, im Detail diskutiert unter 3.2.5, als duflerst schwierig gestalten

wiirde.

Tabelle 2.12: Zusammenfassung der bioinformatischen Vorhersagen hinsichtlich der zu erwartenden Lé&slich-

keit
Server vorhergesagte Transmembranhelices (AS)
hCBR4 hDHRS1 hHSDL1
bzw.
hHSDLI1(F218Y)
HMMTOP 0 2 (137-155/275-299) 3 (24-41/170-189/240-257)
SOSUI 2 (119-141/211-233) 0 0
TMHMM v.2.0 0 0 0
TMpred 1 (209-229) 2 (137-159/275-299) 3 (17-42/170-194/242-262)
TopPred 1 (209-229) 2 (137-157/276-296) 3 (173-193/240-260/296-316)

Vom jeweiligen Server als , sicher” eingestufte Vorhersagen sind fett, als ,,mdglich* bewertete Transmembranhelices sind

kursiv abgedruckt.

Fiir hCBR4 kann kein schliissiges Modell zur Transmembran-Topologie vorgeschlagen wer-
den. Die im Rahmen der bioinformatischen Analyse gewonnenen Ergebnisse zur Vorhersage po-
tentieller Transmembranhelices im SDR-Kandidaten hCBR4 weisen bedeutende Unterschiede auf.
Waéhrend zwei der fiinf verwendeten Server hCBR4 als Transmembranhelix-loses Protein identifi-
zieren (HMMTOP, TMHMM v.2.0), errechnen die verbleibenden drei Allgorithmen entweder ein
(TMpred, TopPred) oder zwei Membran-durchspannende Elemente (SOSUI) im Enzym von In-
teresse. Da die fiir jede vorhergesagte Transmembranhelix ermittelten Wahrscheinlichkeitswerte
vom jeweiligen Server jedoch als nicht signifikant eingestuft werden und demzufolge kein schliissiges
Modell zur Transmembran-Topologie erlauben, wird hCBR4 nach zusammenfassender Evaluierung

der erzielten Resultate als 16sliches Protein bewertet.
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Ubereinstimmende Ergebnisse der Server erlauben die Vorhersage zweier Transmembrando-
manen in hDHRS1. Im Gegensatz zu den Analysen hinsichtlich des Kandidaten hCBR4 liefern
die durchgefiihrten Untersuchungen fiir hDHRS1 ein deutlicheres Ergebnis. Wenngleich nur drei
der fiinf verwendeten Server Transmembranhelices im zu charakterisierenden SDR-Kandidaten
vorhersagen (HMMTOP, TMpred und TopPred), so ldsst die starke Ubereinstimmung in den jeweils
identifizierten und als zumeist ,,sicher* beurteilten Aminoséduren auf eine tatséichliche Priasenz der
zwei prognostizierten Transmembrandoménen in hDHRS1 schlieen. Im einzelnen scheinen die
Sequenzabschnitte zwischen den Aminosduren 137-159 und 275-299 an der Integration von hDHRS1
in eine Membran beteiligt. Die Identifizierung von hDHRSI als potentielles Transmembranprotein

148t Schwierigkeiten bei der angestrebten Aufreinigung im grofien Mafistab erwarten.

Bioinformatische Analyse prognostiziert hHHSDL1/hHSDL1(F218Y) drei Membran-durchspan-
nende Helices. Die Resultate der bioinformatischen Analyse beziiglich des SDR-Kandidaten
hHSDL1 (sowie hHSDL1(F218Y)) gleichen im Wesentlichen den fiir hDHRSI erzielten. Wiede-
rum sagen die von SOSUI und TMHMM v.2.0 verwendeten Algorithmen keinerlei Transmembran-
doménen in der Sekundérstruktur voraus, wihrend die Server HMMTOP, TMpred und TopPred
eindeutig und zumeist iibereinstimmend Membran-durchspannende Elemente identifizieren. Eine
Kongruenz in den Ergebnissen besteht im Wesentlichen in der Vorhersage zweier Transmembran-
Helices, definiert durch Bereiche in der Primé#rstruktur zwischen den Aminoséduren 170-194 und
240-262, prognostiziert durch alle drei Server. Dartiber hinaus errechnen HMMTOP und TMpred
eine weitere Helix am N-Terminus des Proteins (im Bereich der Aminoséuren 17-42), TopPred
hingegen zeigt die Moglichkeit einer dritten Transmembrandomine am C-Terminus (Aminosiu-
ren 296-316) auf. Aufgrund der erzielten Ergebnisse mufl davon ausgegangen werden, daf es sich
bei hHSDL1 ebenfalls um ein unlésliches Transmembranprotein handelt, dessen Aufreinigung eine

grofle Herausforderung darstellt.

Strategien zur Expression der zu untersuchenden Kandidatenproteine

Prokaryotische Systeme zur Proteinexpression und -aufreinigung zeichnen sich in erster Linie durch
die leichte Handhabung der zu verwendenden Kulturen, die hohe Wachstumsrate der Bakterien-
zellen sowie die Regulierbarkeit (manuelle Induzierbarkeit) der Proteinexpression aus. Aufgrund
der genannten Vorteile werden sie, trotz ihrem Verzicht auf posttranslationale Modifikationen und
ihrer oftmals ineffizienten Proteinproduktion, begriindet im hohen Anteil an seltenen Codons, ei-
ner moglichen Toxizitéit des rekombinanten Proteins oder dessen Integration in Einschlufkérpern
(inclusion bodies), vielfach genutzt und nicht selten dem eukaryotischen Proteinexpressionssystem
vorgezogen. Auch in dieser Arbeit war die Proteinexpression im prokaryotischen System das erste
Mittel der Wahl.

Als Bindeglied zwischen prokaryotischen Expressionssystemen und eukaryotischen Insekten- und
Séaugerzellsystemen stellen Hefen eine geeignete Maschinerie zur heterologen Proteinexpression dar.
Sie kombinieren die Bereitstellung der meisten eukaryotischen posttranslationalen Modifikationen
wie Phosphorylierung und Glycosylierung mit hohen, regulierbaren Expressionsraten bei kurzen
Generationszeiten und geringen N#dhrmedienanspriichen und verzichten dariiberhinaus auf einen
im Zuge ihrer angestrebten Aufreinigung problematischen Einschluss der exprimierten, heterolo-

gen Proteine von Interesse in ,inclusion bodies“. Besagte Griinde lieflen auch das Hefe-System zur
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Gewinnung der SDR-Kandidaten im groflen Maflstab iiberaus vielversprechend erscheinen.

Da es sich bei allen zu charakterisierenden Mitgliedern der SDR-Familie um Proteine des Men-
schen handelt, wurde neben ihrer Uberproduktion in Bakterien oder der Hefe auch ihre Expression
im Ursprungsorganismus angestrebt. Die Verwendung des humanen Zellsystems ermdoglicht eine
Proteinexpression unter nahezu nativen Bedingungen und liefert demzufolge einen hohen Anteil

an korrekt gefalteten und posttranslational modifizierten Proteinen.

Die Zelllinien. Zur Proteinexpression im prokaryotischen System wurde vorzugsweise der
E. coli-Stamm BL21 CodonPlus (DE3) RP verwendet. Die CodonPlus-Stdmme der Firma Strata-
gene verfiigen {iber zusétzliche Kopien an Genen, die fiir hiufig die Translation heterologer Proteine
in E. coli limitierende tRNAs kodieren. Im Stamm BL21 CodonPlus (DE3) RP handelt es sich
hierbei um fernere Abschriften der Gene argU und proL, kodierend fiir tRNAs, welche die Arginin-
Kodons AGA und AGG bzw. das Prolin-Kondon CCC erkennen. Verglichen mit der nur schwachen
Uberproduktion in herkommlichen BL21-Zellen erlaubt die Verfiigbarkeit beschriebener tRNAs in
BL21 CodonPlus (DE3) RP Zellen die starke Expression heterologer, rekombinanter Gene.

Die Uberexpression der SDR-Kandidatenproteine im eukaryotischen Hefe-System erfolgte unter
Verwendung des S. cerevisiae-Stamms CEN-PK2. Besagter Wildtyp-Stamm wurde sowohl auf-
grund seiner ausgewiesenen Fahigkeit der Galaktose-Verwertung, einem Kriterium essentiell fiir
die Induzierbarkeit der Proteinexpression, als auch aufgrund seiner vielfach erfolgreichen Nutzung
im Zuge der heterologen Uberproduktion, hervorgehend aus umfangreicher Literaturrecherche,
gewahlt.

Nach personlicher Riicksprache mit Herrn Dr. Johannes Gléckner (Helmholtz Zentrum Miinchen)
und in Anlehnung an die bereits beschriebenen Experimente zur Bestimmung der Substratspe-
zifitdt wurden sdmtliche Versuche hinsichtlich der Expression und spéteren Aufreinigung der zu
untersuchenden SDR-Kandidaten im Sdugetierzell-System unter Einsatz der humanen embryonalen
Nierengewebs-Zelllinie HEK293 durchgefiihrt.

Die Expressions- und Aufreinigungssysteme. Sidmtlichen in dieser Arbeit Anwendung finden-
den Expressions- und Aufreinigungssystemen, ob prokaryotischer oder eukaryotischer Natur, liegt
zunichst die zellinterne Uberproduktion der zu untersuchenden SDR-Kandidaten, fusioniert an
spezifische Protein-Tags, zugrunde. Das Anhéngen definierter Aminosiuresequenzen an C- bzw.
N-Terminus der Enzyme von Interesse und die damit einhergehende hohe Affinitdt der exprimierten
Fusionsproteine zu speziell behandelten Matrizes erlaubt deren einfache Aufreinigung und erleich-
tert im Zuge dessen ihre Gewinnung im groflen Maflstab.

Hinsichtlich der bakteriellen Expression und der anschlieBenden Aufreinigung der SDR-Kandida-
tenproteine kamen in dieser Arbeit sowohl das Glutathion S-transferase (GST) Gene Fusion System
(GST-Tag) als auch das StrepTag-System (Strep-Tag II) zum Einsatz (beide ausfiihrlich beschrie-
ben unter 4.6.1). Die Expression und Aufreinigung der rekombinanten Proteine von Interesse in
S. cerevisiae erfolgte unter Verwendung des pYES2.1 TOPO TA Expression Kits (V5-His-Tag),
ihre Gewinnung im Saugetierzell-System wurde mittels des Mem-PER Eukaryotic Membrane Pro-
tein Extraction Reagent Kits (Myc-Tag) durchgefiihrt (vergleiche 4.6.2 und 4.6.3).

Die Expression der zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie in Fusion mit un-

terschiedlichen Tags sowie ihre Akkumulierung in verschiedenen Zellkompartimenten (lediglich im
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prokaryotischen System; Cytosol oder Periplasma) sollte in Kombination mit den entsprechenden
Aufreinigungsstrategien schlulendlich fiir die Folgeanwendung ausreichende Mengen an Protein in

Reinstform liefern.

Die Expressionskonstrukte. Die fiir eine Expression und Aufreinigung im prokaryotischen und
eukaryotischen System erforderlichen Expressionskonstrukte wurden durch Subklonierung der CDS
der Gene von Interesse, gewonnen durch PCR-Amplifikation auf bereits erstellten pEGFP-C2- bzw.
pAcGFP1-N1-Konstrukten (vergleiche 2.2.3), in entsprechende Expressionsvektoren generiert.

Als prokaryotische Expressionsvektoren kamen sowohl pGEXABamHI (N-terminale Fusion von
GST) als auch die pASK-IBA-Plasmide 12 (periplasmatische Expression) und 13+ (cytosolische
Expression) zum Einsatz (beide N-terminale Fusion von Strep-Tag II). Zur Uberproduktion der
rekombinanten Proteine von Interesse in S. cerevisiae wurde der zunéchst zur Erleichterung des
Klonierungsverfahrens um die MCS des pcDNA4 myc-his Version B-Plasmids erweiterte Basis-
vektor pYES2.1/V5-His-TOPO verwendet (C-terminale Fusion von V5-Epitop und His-Tag). Die
Expression im eukaryotischen Séugetierzellsystem erfolgte nach Subklonierung der entsprechenden
CDS in den Vektor pcDNA4 myc-his Version B (C-terminale Fusion von Myc- und His-Tag). Die

zur Subklonierung verwendeten Primerpaare finden sich im Anhang (vergleiche A.3.1).

Zu charakterisierende SDR-Kandidaten lassen sich sowohl in Bakterien als auch in der Hefe

erfolgreich iiberexprimieren

Wihrend die Uberproduktion der zu charakterisierenden SDR-Kandidaten im eukaryotischen Séuge-
tierzellsystem mehrfach fehl schlug, bzw. die nach Aufarbeitung der verwendeten HEK293-Zellen
erhaltene Proteinmenge unterhalb der Nachweisgrenze der im Folgenden durchgefiithrten Coomassie-
Farbung und auch des weitaus sensitiveren Western-Blots lag, konnte sowohl in E. coli als auch
in S. cerevisiae nach Induktion der Transkription eine starke Uberexpression der Proteine von In-
teresse erzielt werden. Exemplarisch sind in Abbildung 2.32 die Coomassie-gefirbten Proteingele
dargestellt, angefertigt nach prokaryotischer Expression der zu untersuchenden Kandidatenprotei-
ne in N-terminaler Fusion mit GST. Sie zeigen einen eindeutigen Zuwachs des jeweiligen Proteins
von Interesse nach Zugabe von IPTG (finale Konzentration 0,5 mM), deutlich ersichtlich in den
analysierten Zellsuspensionen nach Lyse und den in PBS resuspendierten Bakterienpellets, und
bestitigen somit den Erfolg der regulierten Uberexpression der Fusionsproteine GST-hCBR4 (er-
rechnete relative Molekiilmasse ca. 52 kDa), GST-hDHRS1 (ca. 61 kDa) und GST-hHSDL1 (ca.
64 kDa) bzw. GST-hHSDL1(F218Y) (ca. 64 kDa) im verwendeten BL21 CodonPlus (DE3) RP-

Stamm.

Proteine von Interesse zeigen sich unwiederbringlich in der unléslichen Fraktion

Fiir die erfolgreiche Aufreinigung der zu untersuchenden SDR-Kandidatenproteine, hinsichtlich der
geplanten Cofaktor-Bindungsstudie angestrebt im groflen Mafistab, ist das Vorliegen der Enzyme
von Interesse in l6slicher Form unabdingbar. Wie bereits aus Abbildung 2.32 hervorgeht, zeig-
te sich der Hauptanteil der im prokaryotischen System exprimierten GST-Fusionsproteine nach
Lyse der verwendeten BL21 CodonPlus (DE3) RP-Zellen mittels Ultraschallbehandlung jedoch
in der unloslichen Fraktion, dem Bakterienpellet, Spuren der SDR-Kandidaten im gewonnenen
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Abbildung 2.32: Prokaryotische Uberexpression der zu charakterisierenden SDR-Kandidatenproteine in N-
terminaler Fusion mit GST. Die abgebildeten, Coomassie-gefarbten Proteingele (10 % Tricin) bestatigen die
angestrebte Steigerung der Proteinproduktion durch Zugabe von IPTG (+, finale Konzentration 0,5 mM) im
Vergleich zu nicht-induzierten Kontrollkulturen (deutlich ersichtlich in den analysierten Zellsuspensionen nach
Lyse und den in PBS resuspendierten Bakterienpellets) und erbringen somit den Beweis fiir den Erfolg der
regulierten Uberexpression der Fusionsproteine GST-hCBR4 (errechnete relative Molekiilmasse ca. 52 kDa),
GST-hDHRS1 (ca. 61 kDa) und GST-hHSDL1 (ca. 64 kDa) bzw. GST-hHSDL1(F218Y) (ca. 64 kDa) (allesamt
angezeigt durch rote Pfeile) im verwendeten BL21 CodonPlus (DE3) RP-Stamm.

Zelliiberstand konnten nach Anfirben der angefertigten Proteingele mit Coomassie-Blau allenfalls
erahnt werden. Die Uberpriifung besagter Zelllysate durch die Durchfithrung sensitiverer Western-
Blots (Anti-GST-Antikorper) bestétigte zwar die Préisenz geringer Mengen von GST-hCBR4, GST-
hDHRS1, GST-hHSDL1 und GST-hHSDL1(F218Y) in der jeweiligen l6slichen Fraktion (vergleiche
Abbildung 2.33), nach Aufreinigung des tatsichlich in Losung vorliegenden Proteinanteils iiber
Glutathion-Sepharose konnten die SDR-Kandidaten allerdings weder auf Coomassie-Blau gefarb-
ten Proteingelen noch durch Antikérper-Detektion nachgewiesen werden.

Die Menge an exprimierten Fusionsproteinen in den jeweiligen Zelliiberstdnden nach erfolgter Lyse
war offensichtlich fiir ihre Aufreinigung im grofien Mafistab um ein Vielfaches zu gering und konnte
im Folgenden auch durch eine mehrfache Vergroflerung des Kulturvolumens oder die Optimierung
des Lyseverfahrens (Ultraschallbehandlung/Frieren und Tauen) nicht ausreichend erhéht werden.
Auch eine Erniedrigung der Inkubationstemperatur nach Induktion der Proteinexpression auf 28 °C
bzw. 18 °C oder die Reduzierung der finalen Konzentration an IPTG im Ansatz auf bis zu 0,1 mM
zur Vorbeugung eines moglichen Einschlusses der Proteine von Interesse in inclusion bodies fithrte
nicht zur Steigerung der Menge an Protein von Interesse in der 16slichen Fraktion.

Alternativ zum Glutathion S-transferase (GST) Gene Fusion System kam zur prokaryotischen Ex-
pression der zu charakterisierenden Mitglieder der SDR~Proteinfamilie das StrepTag-System zum
Einsatz. Die erzielten Ergebnisse glichen im Wesentlichen den fiir das GST-System beschriebenen.
Trotz des Einsatzes unterschiedlicher Vektoren zum Zwecke der Akkumulation der exprimierten
Kandidatenenzyme in unterschiedlichen Zellkompartimenten (Cytosol und Periplasma) ist es nicht
gelungen, signifikante und fiir eine erfolgreiche Aufreinigung ausreichende Mengen an rekombinan-

tem Protein von Interesse in die losliche Fraktion nach Zelllyse zu tiberfithren. Zu identischen
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Abbildung 2.33: Uberpriifung der nach Lyse gewonnenen Zelliiberstinde auf die Prisenz der GST-
Fusionsproteine von Interesse mittels Western Blot-Technologie. Unter Verwendung des Anti-GST-Antikorpers
konnten in den untersuchten I6slichen Fraktionen jeweils geringe Mengen an GST-hCBR4, GST-hDHRS1, GST-
hHSDL1 und GST-hHSDL1(F218Y) nachgewiesen werden. Die detektierten Signale bei einer relativen Mo-
lekiilmasse von etwa 26 kDa entsprechen GST ohne Fusion des jeweiligen SDR-Kandidaten.

Beobachtungen fiihrte die Analyse der Zellfraktionen nach Expression der SDR-Kandidaten in S.
cerevisiae, der Versuch ihrer Gewinnung im S&ugetierzell-System war, wie bereits erwahnt, schon

an der Uberproduktion der Proteine von Interesse in den verwendeten HEK293-Zellen gescheitert.

Zusammenfassung der Expression und Aufreinigung der zu charakterisierenden Mitglieder der
SDR-Proteinfamilie

Wenngleich zumindest im prokaryotischen als auch im eukrayotischen Hefe-System eine deutli-
che Uberexpression der zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie erreicht werden
konnte, so ist es schluflendlich trotz Verwendung unterschiedlichster Strategien nicht gelungen,
fiir eine Aufreinigung im groflien Mafistab ausreichende Mengen an Protein von Interesse in die
jeweilige losliche Fraktion nach erfolgter Zelllyse zu iiberfithren. Die angestrebte Gewinnung von
hCBR4, hDHRS1, hHSDL1 und hHSDL1(F218Y) in Reinstform schlug somit im vollen Umfang
fehl, die erzielten Resultate lassen auf eine bereits teilweise durch die bioinformatische Analyse
vorhergesagte Integration in bzw. eine Assoziation aller zu untersuchenden Enzyme an die bereits

ermittelten Kompartimentmembranen schlieffen.

2.2.7 ldentifizierung von Interaktionspartnern der zu charakterisierenden
Mitglieder der SDR-Proteinfamilie

Neben der umfassenden Analyse der subzelluldren Lokalisation, der Gewebeverteilung und der

Substratspezifitéit, und dem Versuch der Expression und Aufreinigung der zu untersuchenden Mit-

glieder der SDR-Proteinfamilie, stellten die Studien hinsichtlich der proteomischen Umgebung der

Enzyme von Interesse einen experimentellen Schwerpunkt dieser Arbeit dar.
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Kombination aus Screening- und Verifizierungsverfahren soll Interaktionspartner der
ausgewadhlten SDR-Kandidaten identifizieren

Die eindeutige Identifizierung von Interaktionspartnern bislang uncharakterisierter Proteine er-
fordert stets die Kombination unterschiedlicher molekularbiologischer Verfahren. Im Zuge der
angestrebten Aufklirung des proteomischen Umfelds der Proteine von Interesse ist oftmals das
Yeast-Two-Hybrid-System die erste Methode der Wahl. Im Screening-Verfahren, einem eher em-
pirischen Ansatz, durchgefithrt unter Verwendung einer cDNA-Bibliothek als ,Beute“, konnen
zundchst mogliche Interaktionspartner identifiziert werden. Durch die Moglichkeit des sogenann-
ten ,single matings“ liefert das Yeast-Two-Hybrid-System dariiberhinaus ein ideales Format zu
einer ersten, gezielten Uberpriifung aufgedeckter Wechselwirkungen.

Da es sich bei allen in dieser Arbeit zu untersuchenden Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie um
bislang uncharakterisierte Proteine handelt und demzufolge keine bereits beschriebenen Interak-
tionen zu verifizieren waren, galt es zu Beginn der Studien, ein moglichst breites Spektrum an
potentiellen Wechselwirkungspartnern zu iiberpriifen. Hierfiir schien der Einsatz des Yeast-Two-
Hybrid-Systems die geeignete Strategie zu sein. Als ,,Beute* wurde eine humane Plazenta-cDNA-
Bibliothek in Betracht gezogen (generiert durch Frau Eva Lattka, Helmholtz Zentrum Miinchen).
Neben seinem enormen Potential birgt das in vivo-dhnliche System Yeast-Two-Hybrid auch zahl-
reiche Schwierigkeiten in sich, im Detail erldutert unter 3.2.6. Die Interpretation der unter Ver-
wendung der besagten Methode erzielten Ergebnisse hat demnach mit grofler Vorsicht zu erfolgen,
positive Interaktionen miissen stets mit weiteren proteinchemischen Techniken auch in vitro veri-
fiziert werden. In dieser Arbeit fand zu diesem Zweck in erster Linie der GST-Pulldown Assay,

alternativ hierzu - in einem Einzelfall - die Coimmunoprézipitation Anwendung.

Die Expressionskonstrukte. Die fiir die Durchfithrung des Yeast-Two-Hybrid-Systems erforderli-
chen Koder-Expressionskonstrukte wurden durch Subklonierung der CDS der Gene von Interesse in
den Expressionsvektor pGBKT7 (Clontech) generiert. Die Gewinnung der Volle-Liange-CDS bzw.
der zu untersuchenden Sequenzabschnitte der SDR-Kandidaten erfolgte durch PCR-Amplifikation
auf bereits erstellten Vektorkonstrukten.

Im Rahmen der GST-Pulldown Assays kamen die hinsichtlich der prokaryotischen Expression an-
gefertigten pGEXABamHI-Konstrukte in Kombination mit isolierten pGADT7rec-Konstrukten
der verwendeten cDNA-Bibliothek zum Einsatz, die Coimmunoprézipitation wurde mittels des
generierten pGBKT7/hCBR4-Koderkonstrukts und eines weiteren angefertigten pcDNA3-Expres-
sionskonstrukts durchgefithrt. Die zur Subklonierung verwendeten Primerpaare gehen aus dem
Anhang hervor (vergleiche A.3.1).

Neben den Volle-Lange-Proteinen werden auch verkiirze Konstrukte der SDR-Enzyme von
Interesse im Yeast-Two-Hybrid-System zum Einsatz gebracht

Um die fiir das Yeast-Two-Hybrid-System essentielle Translokation der SDR-Kandidaten in den
Nukleus zu gewéhrleisten, wurden neben den Volle-Lange-Proteinen von Interesse zusétzlich trun-
kierte Konstrukte zum Einsatz gebracht, in denen auf potentielle Transmembrandoménen ver-
zichtet wurde. Die Auswahl der zu untersuchenden Sequenzabschnitte beruhte auf den Daten,

gewonnen durch bioinformatische Vorhersage von hydrophoben Proteinregionen (vergleiche 2.2.6).
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In erster Linie dienten hierbei die Ergebnisse des verwendeten HMMTOP-Servers als Grundlage.

Die Identifizierung von Interaktionspartnern des Kandidaten hDHRS1 erfolgte unter Verwendung
der Koder hDHRS1 (Volle-Lénge-Protein), hDHRS1trunkiert(AS1-136) (N-Terminus des Proteins)
und hDHRS1trunkiert(AS156-274) (Sequenzabschnitt zwischen den beiden prognostizierten Trans-
membranhelices), Wechselwirkungen des Kandidaten hHSDL1 wurden mittels der Kéder hHSDL1
(Volle-Lénge-Protein) und hHSDL1trunkiert(AS190-330) (Sequenzabschnitt nach der vorhergesag-
ten Transmembrandoméne zwischen den Aminosduren 170-189) untersucht. Lediglich fiir den SDR-
Kandidaten hCBR4 wurde aufgrund seiner bioinformatischen Identifizierung als 16sliches Protein
keine Verkiirzung der Aminosduresequenz vorgenommen. Eine Aufstellung aller getesteten Prote-

ine bzw. Proteinfragmente ist Tabelle 2.14 zu entnehmen.

Expression der zu untersuchenden SDR-Kandidaten in Plazenta-Gewebe erlaubt die
Verwendung einer entsprechenden cDNA-Bibliothek im angestrebten
Yeast-Two-Hybrid-Assay

Im Rahmen der durchgefiithrten Untersuchungen zur Gewebeverteilung konnte allen zu charakte-
risierenden Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie ein ubiquitédres Expressionsmuster nachgewiesen
werden (vergleiche 2.2.4). Auch in Plazenta-Gewebe liefl sich mRNA der Kandidaten hCBR4,
hDHRS1 und hHSDL1 detektieren, aufgrund der jeweils lediglich geringen bis durchschnittlichen
Intensitdt der Signale, sowohl nach Durchfiihrung der Northern Blots als auch der quantitati-
ven RealTime-PCR, sollte die Verwendbarkeit der humanen Plazenta-cDNA-Bibliothek vor Be-
ginn der Yeast-Two-Hybrid-Screenings allerdings erneut abgesichert werden. Die Uberpriifung der
Kandidaten-Expression erfolgte mittels RT-PCR auf angefertigter humaner Plazenta-cDNA unter
Verwendung spezifischer Primer (vergleiche A.3.2).

Fiir alle Proteine von Interesse konnte die Prisenz entsprechender mRNA in Plazenta-Gewebe
bestétigt werden (vergleiche Abbildung 2.34). Das Auftreten unterschiedlicher Bandengrofien fiir
den Kandidaten hCBR4 deutet dariiber hinaus auf die Moglichkeit eines alternativen Splicings hin.

Die erzielten Ergebnisse erlaubten die Verwendung der humanen Plazenta-cDNA-Bibliothek.

d d
o NN
o & G
3 o) S O
bp ¢® K I ¢

1118

881

>

Abbildung 2.34: Expression der zu untersuchenden SDR-Kandidaten in Plazenta-Gewebe erlaubt die Ver-
wendung einer entsprechenden cDNA-Bibliothek im angestrebten Yeast-Two-Hybrid-Assay. Allen zu charak-
terisierenden Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie konnte mittels RT-PCR die Prasenz entsprechender mRNA
in Plazenta-Gewebe nachgewiesen werden. Die Detektion unterschiedlicher BandengroBen nach Amplifikation

der mRNA des Kandidaten hCBR4 auf dem angefertigten Agarosegel (1,5 %) 13Bt das Auftreten alternativer
Splice-Varianten vermuten.
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Hefe-Stamme AH109 und Y187 weisen den erwarteten Phanotyp auf

Zum Ausschlufl eines autarken Wachstums der in den Yeast-Two-Hybrid-Screenings zu verwenden-
den Hefe-Stamme auf Minimal-Medien wurden die von der Firma Clontech angegebenen Phéno-
typen des AH109- und Y187-Stamms durch Ausplattieren entsprechender Kolonien auf verschie-
denen DropOut-Medien (Medien, in denen eine oder mehrere essentieller Substanzen fehlten) veri-
fiziert. Laut Angaben des Herstellers ist der Stamm AH109 auxotroph gegen die Aminosiduren
Histidin, Leucin und Tryptophan und die Purin-Base Adenin, kann somit diese Substanzen im
Vergleich zu Wildtyp-Stdmmen nicht synthetisieren und ist demzufolge auf deren Zugabe zum
Medium angewiesen. Der Stamm Y187 weist laut Protokoll neber einer Auxotrophie gegeniiber
den bereits genannten chemischen Verbindungen eine weitere gegeniiber der Pyrimidin-Base Uracil
auf. Beiden S. cerevisiae-Stdmmen sollte in Konsequenz kein Wachstum auf entsprechend selekti-
ven DropOut-Medien moglich sein.

Wéahrend dem Stamm Y187, wie erwartet, keinerlei Wachstum auf den verwendeten DropOut-
Medien nachzuweisen war, zeigte sich auf dem Selektivmedium mit Mangel an Histidin ein schwa-
ches Hintergrundwachstum des Stammes AH109, moglicherweise hervorgerufen durch minimale
Basalexpression (leaky expression) des His3-Reportergens. Dariiber hinaus konnte allerdings auch
fiir den Stamm AH109 ein selbststéindiges Wachstum auf den getesteten Minimal-Medien ausge-
schlossen und somit die Angaben der Firma Clontech bestétigt werden. Auf YPDA-Agar, einem
Medium, welches alle essentiellen Néhrstoffe enthélt, zeigten sowohl AH109 als auch Y187 wie

gewiinscht ein starkes Wachstum.

Western Blots bestatigen die erfolgreiche Expression der Kéder-Fusionsproteine im
Hefe-Stamm Y187

FEine Grundvoraussetzung fiir den Erfolg der angestrebten Yeast-Two-Hybrid-Screenings war die
effektive Expression der an die N-terminalen 147 Aminoséurereste der Gal4-Bindungsdoméne fu-
sionierten Koder-Proteine von Interesse im verwendeten Hefe-Stamm Y187. Der schliissige Beweis
hierfiir wurde durch die Durchfiihrung von Western Blots unter Verwendung des monoklonalen
Primérantikorpers anti-Myc 9B11 aus Maus erbracht, welcher das zwischen Gal4-Bindungsdoméne
und MCS des pGBT7-Vektors gelegene Myc-Epitop erkennt. Die fiir die jeweiligen Koéderkonstruk-

te errechneten relativen Molekiilmassen gehen aus Tabelle 2.13 hervor.

Tabelle 2.13: Errechnete relative Molekiilmassen der zum Einsatz gebrachten Kéderproteine

Koéder-Fusionsprotein errechnete relative Molekiilmasse
Gal4-BD /Myc-hCBR4 ca. 46 kDa
Gal4-BD/Myc-hDHRS1 ca. 55 kDa
Gal4-BD /Myc-hDHRS1trunkiert(AS1-136) ca. 36 kDa
Gald-BD/Myc-hDHRS1trunkiert (AS156-274) ca. 34 kDa
Gal4-BD/Myc-hHSDL1 ca. 58 kDa
Gal4-BD /Myc-hHSDL1trunkiert(AS190-330) ca. 37 kDa

Fiir alle getesteten Koder-Fusionsproteine konnte eine Expression im Hefe-Stamm Y187 bestétigt
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2 Ergebnisse

werden (ersichtlich an Banden starker Intensitét bei den erwarteten Molekiilmassen) (vergleiche
Abbildung 2.35). Das Auftreten von Signalen niedrigerer Intensitéit und Molekiilmasse liegt ver-
mutlich in einer Degradierung der Proteine im Laufe des Extraktionsprozesses begriindet.
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Abbildung 2.35: Western Blots bestitigen die erfolgreiche Expression der Kéder-Fusionsproteine im Hefe-
Stamm Y187. Die Abbildung zeigt die angefertigten Proteingele (10 % Tricin, Coomassie-Férbung) und Western
Blots nach Auftrennung der gewonnenen Proteinextrakte aus Y187-pGBKT7/SDR-Kandidat (A) bzw. Y187-
pGBKT7/SDR-Kandidat trunkiert (B). Als primarer Antikdrper wurde anti-Myc 9B11 aus Maus verwendet, die
Visualisierung der Fusionsproteine erfolgte mittels des Peroxidase-gekoppelten AffiniPure Goat anti-Mouse IgG

+ IgM Antikérpers und anschlieBender ECL-Farbung. Die im Western Blot detektierten Kéder-Fusionsproteine
sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Autonome Reportergen-Aktivierung kann durch Selektion fiir alle getesteten
Koderkonstrukte ausgeschlossen werden

Um der ungewollten Identifizierung einer Vielzahl von falsch-positiven Klonen vorzubeugen, wur-

den alle zu testenden Koderkonstrukte pGBKT7/SDR-Kandidat sowie der Leervektor pGBKT7 vor
der Durchfithrung der Yeast-Two-Hybrid-Screenings gegen die humane Plazenta-cDNA-Bibliothek

auf autonome Reportergen-Aktivierung iiberpriift. Nach Ausplattieren der entsprechenden Plasmid-
tragenden Hefen (Y187) auf selektiven DropOut-Medien zeigten alle getesteten Klone wie erwartet

Wachstum auf YPDA und SD/-Trp, wéhrend auf SD/-Leu, SD/-Leu/-Trp, SD/-Leu/-Trp/-His

(TDO) und SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (QDO) + X-a-Gal kein Wachstum zu verzeichnen war. Eine

Autoaktivierung der Reportergene Ade2, His3, LacZ, Leu2 und Mell konnte hierdurch eindeutig

ausgeschlossen, Y187 als Koder-Stamm bedenkenlos verwendet werden.
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2 Ergebnisse

Mating von Beute- und Kéder-Stamm fiihrt zur Identifizierung von zahlreichen positiven
Klonen

In vorliegender Arbeit wurden insgesamt sieben Yeast-Two-Hybrid-Screenings gegen die huma-
ne Plazenta-cDNA-Bibliothek durchgefithrt. Das Mating von Beute- und Kéderstamm erfolgte
wie unter 4.2.6 beschrieben. Um sicherzustellen, daf§ der groBtmogliche Anteil der Hefezellen mit
cDNA-Inserts einen Matingpartner findet, zeigt sich wihrend dieses Vorgangs im Optimalfall der
die cDNA-Bibliothek tragende Stamm AH109 als der limitierende Partner. Nach Bestimmung der
Anzahl lebensfahiger Klone konnte dies fiir die angestrebten Screenings mit hDHRS1, hHSDL1
und hHSDL1trunkiert(AS190-330) als Beute-Fusionsprotein bestétigt werden, alle anderen Ma-
tings wiesen Y187 als limitierenden Partner auf. Laut Angaben des Herstellers Clontech wird weiter
fiir das erfolgreiche Screening einer vortransformierten cDNA-Bibliothek durch Hefe-Mating eine
Mating-Effizienz von iiber 2 % vorausgesetzt. Mit Werten von 3,32 % (hDHRS1trunkiert(AS156-
274)-Screen) - 42,06 % (hCBR4-Screen) erfiillten alle durchgefiihrten Matings diese grundsétzliche
Bedingung.

Dem erfolgten Mating schlof sich eine bis zu zweiwochige Inkubation der DropOut-Platten im
Brutschrank bei 30 °C an. Klone, die auf inkubierten TDO-Platten gewachsen waren, wurden zur
weiteren Selektion auf QDO + X-a-Gal-Medium ausgestrichen. Aufgrund der deutlichen Zeiter-
sparnis wurde der Mating-Ansatz alternativ in einigen Screenings direkt auf letzterem ausplattiert.
Klone hoher Stringenz zeigen ein Wachstum auf QDO-Medium, was auf eine starke Interaktion
von Beute- und Koéder-Fusionsprotein schlieffen 148t. Dagegen offenbaren Klone einer mittleren
Stringenz lediglich ein Wachstum auf TDO-, nicht aber auf QDO-Platten. Wenngleich das Auftre-
ten von Klonen ausschliefllich auf TDO-Medium oftmals auf falsch-positiven Interaktionen beruht,
so ist durch die Verwendung entsprechender Platten die Detektion auch von schwachen Wechsel-
wirkungen zwischen den Fusionsproteinen moglich. Aufgrund der in allen durchgefiihrten Screens
immensen Anzahl an Kolonien, die auf den QDO + X-a-Gal-Platten gewachsen waren, wurden
allerdings in dieser Arbeit die lediglich auf TDO-Medium gewachsenen Klone nicht zur weiteren
Analyse herangezogen. Zur Verifizierung des gezeigten Phénotyps erfolgte ein weiteres Ausplat-
tieren der zunichst als QDO + X-a-Gal positiv identifizierten Klone auf selbigem Medium und
die erneute Analyse hinsichtlich der erwarteten, eindeutig blauen Férbung. Aus Tabelle 2.14 ge-
hen neben den errechneten Mating-Effizienzen und jeweiligen Anzahlen an gescreenten Klonen die
Summen an gewonnenen und in die weitere Untersuchung eingeflossenen positiven Klonen hervor.

PCR-basierter Kolonie-Screen mit Lysaten QDO + X-a-Gal positiver Klone liefert eine
Vielzahl an sequenzierbaren Produkten

Zur Gewinnung der Bibliotheks-cDNA-Inserts diploider Klone wurden Zelllysate der in den Yeast-
Two-Hybrid-Screenings als QDO + X-a-Gal positiv identifizierten Klone angefertigt und unmit-
telbar in eine PCR-Reaktion eingesetzt. Unter Verwendung pGADT7rec-spezifischer Primer konn-
ten in der Mehrheit aller Fille einzelne, definierte Banden auf den im Folgenden angefertigten
Agarosegelen detektiert werden. Die entsprechenden PCR-Produkte wurden direkt aufgereinigt
und sequenziert. In anderen Ansétzen fiihrte die durchgefithrte PCR-Reaktion hingegen zur Ge-
winnung mehrerer DNA-Amplifikate, visualisiert durch Doppel- oder Dreifach-Banden auf dem
Agarosegel. Nach dem getrennten Ausschneiden besagter Banden und der anschlieSenden Auf-
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2 Ergebnisse

reinigung der DNA wurde auch ihre Basenfolge bestimmt. Generell ist zu bemerken, dafl zur
erleichterten Handhabung gegebenenfalls eine Limitierung der in die Sequenzierungsreaktion ein-
gesetzten PCR-Produkte erfolgte. Abbildung 2.36 zeigt exemplarisch die Ergebnisse eines PCR-
Kolonie-Screens ausgewihlter Klone, Tabelle 2.14 fasst die Resultate aller durchgefiihrten Yeast-

Two-Hybrid-Screenings zusammen.
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Abbildung 2.36: PCR-basierter Kolonie-Screen mit Lysaten QDO + X-a-Gal positiver Klone liefert eine
Vielzahl an sequenzierbaren Produkten. Das Agarosegel (1,5 %) zeigt einen Anteil der im Zuge der Identifizierung
der Bibliotheks-Inserts erzielten PCR-Amplifikate unter Verwendung pGADT 7rec-spezifischer Primer.

Sequenzierung der gewonnenen PCR-Produkte offenbart potentielle Bindungspartner der zu
untersuchenden SDR-Kandidaten

Die Sequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte erfolgte unter Verwendung eines T7-Sequenzie-
rungsprimers. Wie aus Tabelle 2.15 hervorgeht, konnten nicht fiir alle Klone verwertbare Se-
quenzen gewonnen werden, in vereinzelten Fillen brachte die Analyse lediglich Mischsequenzen
oder fiir eine Auswertung zu kurze Basenfolgen hervor. Die Vielzahl der Sequenzierungen lieferte
hingegen eindeutige Elektropherogramme, die entsprechenden Nukleotidsequenzen wurden darauf-
hin mittels blastn gegen die NCBI-Nukleotiddatenbank geblastet. Um sicherzustellen, daf3 der
mogliche Wechselwirkungskandidat tatséchlich als Protein exprimiert wird, erfolgte dariiberhinaus
ein Sequenzvergleich gegen die NCBI-Proteindatenbank (tblastn). Abhéngig vom durchgefiihrten
Screening offenbarten 42,0 % (hDHRS1) - 87,0 % (hDHRS1trunkiert(AS156-274)) der analysier-
ten Sequenzen im Alignment kein signifikantes BLAST-Ergebnis. Nach Ausschlul von weiteren
6,1 % (hCBR4) - 36,0 % (hDHRS1) an vermeintlich falsch-positiven Interaktoren, identifiziert im
Rahmen zahlreicher Yeast-Two-Hybrid-Studien [73], konnte lediglich ein geringer Anteil an ermit-
telten Sequenzen (10,2 % fiir hCBR4 - 22,0 % fiir hDHRS1) - als potentielle Bindungspartner der
zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie in Betracht gezogen werden.

Dennoch sei an dieser Stelle festgehalten, dafl mittels der durchgefiihrten Screenings fiir fast alle
getesteten Koderproteine positive Ergebnisse erzielt werden konnten (aufgrund der Fiille an Daten
wird hier auf eine detaillierte Aufstellung der Resultate des Primiirscreens verzichtet). Lediglich die
Screenings fiir hCBR4 und hDHRS1trunkiert(AS156-274) blieben hinter den Erwartungen zuriick.
Fiir das Koderprotein hCBR4 konnten im durchgefithrten Screening lediglich sehr wenige poten-
tielle Interaktionspartner aufgezeigt werden, die Wiederholung des Experiments schlug génzlich
fehl. Der Screen unter Verwendung des C-Terminus von hDHRS1 (hDHRS1trunkiert(AS156-274))

lieferte neben zahlreichen falsch-positiven keinerlei verwertbaren Treffer.
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Tabelle 2.14: Zusammenfassung der Resultate aus den durchgefiihrten Yeast-Two-Hybrid-Screenings - Teil 1

Screen Mating- Limitierender Anzahl TDO-
Effizienz [%)] Partner gescreenter positive
Klone Klone
hCBR4 42,06 Y187 1,43 x 107 148
hCBR4 (Wiederholung) 12,84 Y187 2,10 x 10° —
hDHRS1 5,97 AH109 1,17 x 107 379
hDHRS1trunkiert(AS1-136) 4,94 Y187 1,13 x 107 —
hDHRS1trunkiert(AS156-274) 3,23 Y187 5,57 x 10° —
hHSDL1 8,94 AH109 2,43 x 107 457
hHSDLItrunkiert(AS190-330) 3,68 AH109 1,09 x 107 —
Screen QDO- QDO + X-a-Gal- gewonnene
positive positive PCR-
Klone* Klone Produkte
hCBR4 49 47 50
hCBR4 (Wiederholung) 0 0 0
hDHRS1 101 56 53
hDHRS1trunkiert(AS1-136) 467 356 red. auf 106
hDHRS1trunkiert(AS156-274) 464 400 red. auf 106
hHSDL1 92 48 48
hHSDL1trunkiert(AS190-330) 359 187 red. auf 192

* = inkl. Wiederausstrich von TDO

Eine erhéhte Anzahl an gewonnenen PCR-Produkten im Vergleich zur Summe der ihnen zugrunde liegenden, als QDO
+ X-a-Gal-positiv identifizierten Klone beruht auf der vereinzelten Gewinnung mehrerer DNA-Amplifikate im Zuge der
durchgefiihrten PCR-Reaktion.
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Tabelle 2.15: Zusammenfassung der Resultate aus den durchgefiihrten Yeast-Two-Hybrid-Screenings - Teil 2

Screen gewonnene gewonnene BLAST-
PCR- Sequenzen Ergebnis
Produkte insignifikant

hCBRA4 50 49 39
hCBR4 (Wiederholung) 0 0 0
hDHRS1 53 50 21
hDHRS1trunkiert(AS1-136) red. auf 106 106 61
hDHRS1trunkiert(AS156-274)  red. auf 106 100 87
hHSDL1 48 43 28
hHSDL1trunkiert(AS190-330)  red. auf 192 180 139

Screen falsch- potentielle

positive Bindungs-
Interaktoren partner

hCBR4 5 5

hCBR4 (Wiederholung) 0 0

hDHRS1 18 11

hDHRS1trunkiert(AS1-136) 29 16

hDHRS1trunkiert(AS156-274) 13

hHSDL1 9 6

hHSDL1trunkiert(AS190-330) 11 30
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Cotransformation von Beute- und Kéderkonstrukten in den Stamm AH109 schlieBt einige
aus dem Primarscreen hervorgegangene Proteine als Interaktionspartner aus.

Da die Aussagekraft der Ergebnisse eines Yeast-Two-Hybrid Screenings oftmals in Frage zu stellen
ist, wurden alle identifizierten potentiellen Interaktionspartner (Anzahl vergleiche Tabelle 2.15)
einem ersten Verifizierungsschritt, ebenfalls basierend auf der Methodik des Yeast-Two-Hybrid
Systems, unterzogen. Hierzu wurden zunéchst aus den QDO + X-a-Gal positiven Klonen mit inte-
ressanten Inserts die Plasmide isoliert. Zur Trennung von Beute- und Koderkonstrukt erfolgte eine
Transformation der Plasmidmischung in E. coli-Zellen und die Selektion von Transformanten auf
LB-Amp Platten. Aufgrund des Ampicillin-Resistenzgens, hinterlegt auf dem pGADT7rec-Vektor,
sollten lediglich Transformanten mit aufgenommenem Beute-Plasmid Wachstum auf dem besagten
Medium zeigen. Da es unwahrscheinlich ist, dafl Bakterien-Zellen wiahrend des Transformations-
vorgangs zwei Plasmide aufnehmen, wurde eine ausschlieflliche Présenz des Beute-Konstrukts in
den gewachsenen Transformanten angenommen. Nach einer weiteren Plasmid-Isolierung erfolgte
neben der Retransformation der gewonnenen Beute-Konstrukte (zur Uberpriifung einer magli-
chen Autoaktivierung der Reportergene) die Cotransformation von Beute-Plasmid und pGBKT7-
Leervektor (Negativ-Kontrolle) bzw. pGBKT7-Kéderkonstrukt in den Hefe-Stamm AH109. Durch
Ausplattieren der Transformationsansétze auf definierten DropOut-Medien - das fiir die Verifi-
zierung einer Interaktion erforderliche Wachstumsmuster ist in Tabelle 2.16 illustriert - war es
schluBlendlich moglich, zahlreiche, aus dem Primérscreen hervorgegangene Wechselwirkungen zu
bestétigen, einige Proteine dagegen auch als tatsédchliche Bindungspartner der SDR-Enzyme von
Interesse auszuschlieBen. Abbildung 2.37 fasst die Ergebnisse des ersten Verifizierungsschritts zu-

sammen.

Tabelle 2.16: Erforderliches Wachstumsmuster zur Verifizierung einer Interaktion
Transformation SD/-Leu/-Trp QDO + X-a-Gal
pGADTTrec/Interaktionspartner - -
pGADTTrec/Interaktionspartner - pPGBKT7 + -
pGADT Trec/Interaktionspartner - pGBKT7/SDR-Kandidat + +

GST-Pulldown Assays bestitigen einige Interaktionspartner von hDHRS1 und hHSDL1

Zur Absicherung der erzielten Resultate wurde eine Auswahl identifizierter Interaktionspartner ei-
nem weiteren Verifizierungsschritt unterzogen. Bei besagtem Experiment handelte es sich um eine
vom Yeast-Two-Hybrid-System vollstéindig unabhingige Methode, den GST-Pulldown Assay. Zur
Untersuchung ausgewihlt wurden potentielle Wechselwirkungskandidaten, die bereits im ersten
Verifizierungsschritt positive Resultate zeigten (vergleiche 2.2.7), deren kodierende Sequenz sich
im Leseraster der fiir das Yeast-Two-Hybrid-Screening essentiellen Aktivierungsdoméne befand
und die dariiberhinaus aufgrund von Mehrfachidentifizierung, besonders starker Blaufirbung etc.
als besonders interessante Kandidaten bewertet wurden. Ihre Gewinnung erfolgte durch in vitro-
Translation, ausgehend vom T7-Promotor des entsprechenden pGADT7rec-Vektorkonstrukts. Die
ebenfalls fiir den GST-Pulldown Assay erforderlichen GST-Fusionsproteine der Koderenzyme
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Screen Potentieller Interaktionspartner
Protein blast Identifizierungen Frame Verifizierung
mit AD
hCBR4 cullin 5, isoform CRA_a 3 i -
microtubule-associated protein 1B isoform 2 1 k -
hCG30600, isoform CRA_c 1 k -
hDHRS1 Ribonuclease P protein subunit p20 (RNaseP protein p20) (hPOP7) 1 k +
Enolase 3 (beta, muscle) 1 k ++
unc-13 homolog D 4 k ++
family with sequence similarity 46, member A 1 k ++
ubiquinol-cytochrome c reductase core protein | 1 k ++
lamin A/C, isoform CRA_c 1 k ++
similar to Complement C3 precursor, isoform CRA_a 1 k +
golgi autoantigen, golgin subfamily b, macrogolgin (with transmembrane signal), 1, isoform CRA_b 1 i -
hDHRS1 deoxyhypusine synthase, isoform CRA ¢ 1 k ++
trunkiert(AS1-136) PP11347 1 i ++
Enolase 3 (beta, muscle) 6 k
amiloride binding protein 1 (amine oxidase (copper-containing)), isoform CRA_d 2 k
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 3, 9kDa 1 k
chromosome 3 open reading frame 60, isoform CRA_a 1 k ++
absent in melanoma 1-like 1 k
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1, isoform CRA_c 1 k
chorionic somatomammotropin hormone 1 isoform 2 1 k n.d.
cytochrome c oxidase subunit Il 1 k n.d.
hHSDL1 Chain A, Crystal Structure Of Human Dead-Box Rna Helicase Ddx3x 2 i -
ALDH7AT1 protein 1 i n.d.
corticotropin releasing hormone precursor 1 i ++
ubiquitin-conjugating enzyme E2D 4 (putative), isoform CRA_b 1 i +
TAK1-binding protein 3, isoform CRA_b / TPA: augmented in rheumatoid arthritis 2 / HMGA2e 1 i ++
hHSDL1 hCG2038631 1 i -
trunkiert(AS190-330) hCG1820921 1 i -
v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian), isoform CRA_b 1 i -
glycosyltransferase 28 domain containing 1, isoform CRA_a 1 i +
ubiquitin-activating enzyme E1 (A159T and BN75 temperature sensitivity complementing) 1 i ++
protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A 3 i
prostaglandin transporter hPGT 1 i -+
trans-prenyltransferase variant 1 i -
G protein-coupled receptor 4 2 i ++
UNC-112 related protein 2, isoform CRA_a 2 i
scotin, isoform CRA_c 2 k -
scotin, isoform CRA_c 1 i
keratin associated protein 1.5 1 i P
GTPase 1 i -+
ancient ubiquitous protein 1, isoform CRA_c 2 i ++
enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase alpha-subunit of trifunctional protein 1 k _
amino acid transporter, isoform CRA_c 1 i ++
apoptosis associated protein 2 i ++
eukaryotic translation elongation factor 1 gamma, isoform CRA_a 1 ? ++
phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase 1 i +
RAB11 family interacting protein 5 (class I), isoform CRA_a 1 i -
abhydrolase domain containing 9 1 i ++
absent in melanoma 1-like 1 k -
map kinase phosphatase-like protein MK-STYX 1 k ++

Abbildung 2.37: Cotransformation von Beute- und Kéderkonstrukten in den Stamm AH109 schlieBt einige aus
dem Primérscreen hervorgegangene Proteine als Interaktionspartner aus. Die dargestellte Abbildung fasst alle
im Primarscreen identifizierten méglichen Bindungspartner der getesteten SDR-Enzyme bzw. -Proteinfragmente
zusammen. Neben der Anzahl an jeweiligen ldentifizierungen ist angegeben, welche Wechselwirkungskandida-
ten im korrekten Leseraster (Frame) mit der fiir das Yeast-Two-Hybrid-System essentiellen Aktivierungsdomane
(AD) kloniert wurden (k = korrekt, i = inkorrekt). Positive Verifizierungen sind mit + gekennzeichnet (+
fiir Wachstum, ++ fiir Wachstum und Blaufarbung; n. d. = kein Klon verfiigbar, deshalb keine Verifizierung
durchgefiihrt), der Grad der Koloniefirbung geht aus den gewihlten Blautdnen hervor. Aufgrund von inkor-

rektem Leseraster (i) oder negativer Verifizierung (-) von weiteren Analysen ausgeschlossene Proteine sind rot

eingefarbt, fiir die Verfizierung in einem weiteren Experiment ausgewahlte Interaktoren sind griin markiert.
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hDHRS1 und hHSDL1 (beide volle Linge) - der SDR-Kandidat hCBR4 wurde aufgrund des Man-
gels an potentiellen Bindungspartnern nach den Yeast-Two-Hybrid-Screenings nicht in die GST-
Pulldown Assays einbezogen - wurden durch prokaryotische Expression gewonnen.

Im GST-Pulldown Assay - zur Absicherung der Resultate dreimalig durchgefiihrt - konnten fiir
das zu charakterisierende Mitglied der SDR-Proteinfamilie hDHRS1 die Proteine Deoxyhypusin-
Synthase (EAW84289), Guaninnukleotid-bindendes Protein (EAW53694), NADH-Dehydrogenase
(Ubiquinon) 1 alpha Subkomplex (NP_004533) und Ubiquinol-Cytochrom C Reduktase (NP_003356)
als Interaktionspartner verifiziert werden (jeweils dreimal bestétigt). Eine Wechselwirkung hDHRS1
zu Enolase 3 (AAH17249) lie sich in zwei der drei durchgefiihrten Experimente nachweisen, das
Amilorid-bindende Protein 1 (EAW54087) zeigte lediglich in einem der Assays ein positives Re-
sultat. Das unc-13 Homolog (NP_954712) mufite nach radiographischer Auswertung als Bindungs-
partner von hDHRS1 ausgeschlossen werden.

Die durchgefiihrten GST Pulldown Assays bestéitigten weiter das Map Kinase Phosphatase-ahn-
liche Protein MK-STYX (NP_057170) als Interaktionspartner von hHSDL1 (zweimal bestétigt),
die mittels Yeast-Two-Hybrid-Technologie eindeutig identifizierte Wechselwirkung zur Enoyl-CoA
Hydratase (BAA03941) stellt sich dahingegen als unzutreffend heraus. Abbildung 2.38 zeigt ex-
emplarisch die Ergebnisse eines der durchgefithrten GST-Pulldown Assays.
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Abbildung 2.38: GST-Pulldown Assays bestitigen einige Interaktionspartner von hDHRS1 und hHSDLLI.
Dargestellt ist das Autoradiogramm eines nach Durchfiihrung eines GST-Pulldown Assays angefertigten 10 %igen
Proteingels (20 % Input: 20 % des Ansatzes zur in vitro-Translation des méglichen Interaktionspartners; GST:
Leerkontrolle, GST ohne Fusion gebunden an GT-Sepharose Beads; GST-SDR-Kandidat: GST-Fusionsprotein
gebunden an GT-Sepharose Beads). Abgebildete Pfeile zeigen auf den in vitro-translatierten, potentiellen
Bindungspartner. Bei positiver Wechselwirkung zeigt sich in der jeweils dritten Gelspur (GST-SDR-Kandidat)
ein deutliches Signal der entsprechenden GréBe. Als Interaktionspartner verifizierte Proteine sind griin eingefarbt,

Proteine, denen keine Wechselwirkung nachgewiesen werden konnte, sind rot markiert.
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Coimmunoprazipitation schlieBt Interaktion von hCBR4 und Prostaglandin E-Synthase aus

Aufgrund des im in vitro-System nachgewiesenen katalytischen Potentials hCBR4s gegeniiber Pros-
taglandin E, (vergleiche 2.2.5) wurde zwischenzeitlich eine Beteiligung des SDR-Kandidaten am
entsprechenden Metabolismus in Erwidgung gezogen. Da die Katalyse eines jeden Stoffwechsel-
weges durch das enge Zusammenwirken unterschiedlicher Enzyme bewerkstelligt wird, erschien
auch fiir hCBR4 im Falle seines tatsichlichen Mitwirkens am Prostaglandin-Metabolismus eine
Interaktion mit anderen involvierten Proteinen nicht unwahrscheinlich. In erster Linie kam als
potentieller Wechselwirkungspartner die vor einer moglichen Umwandlung von Prostaglandin E,
durch hCBR4 aktive Prostaglandin E-Synthase (katalysiert die Isomerisierung von Prostaglandin
H, zu Prostaglandin E,) in Betracht. Die zur Uberpriifung der vorgeschlagenen Interaktion durch-
gefithrte Coimmunoprézipitation - die in vitro-Translation der zu untersuchenden Proteine basierte
auf den generierten Vektorkonstrukten pGBKT7/hCBR4 und pcDNA3/PTGES - schlof allerdings
eine Wechselwirkung von hCBR4 und Prostaglandin E-Synthase eindeutig aus.

Zusammenfassung der ldentifizierung von Interaktionspartnern der zu charakterisierenden
Mitglieder der SDR-Proteinfamilie

Die Studien zur Identifizierung von mdoglichen Interaktionen der zu charakterisierenden SDR-
Enzyme deckten fiir hDHRS1 und hHSDL1 einige vielversprechende Bindungspartner auf, lediglich
fir hCBR4 konnten im Rahmen der Analysen keine Wechselwirkungen identifiziert werden. Tabelle
2.17 fasst die erzielten Ergebnisse zusammen.

Tabelle 2.17: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Studien zur Identifizierung von Interaktionspartnern

SDR-Kandidat Bindungspartner Protein-ID

hDHRS1 Amilorid-bindendes Protein 1 EAW54087
Deoxyhypusin-Synthase EAW84289
Enolase 3 AAH17249
Guaninnukleotid-bindendes Protein EAW53694
NADH-Dehydrogenase (Ubiquinon) 1 alpha Subkomplex NP_004533
Ubiquinol-Cytochrom C Reduktase NP_003356

hHSDL1 Map Kinase Phosphatase-dhnliches Protein MK-STYX NP_057170)

85
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2.3 Charakterisierung der Wwox-Funktion anhand der

entsprechenden Mausmutante

2.3.1 Etablierung der Mauskolonie Wwox

Neben der Charakterisierung neuer Mitglieder der SDR-Proteinfamilie (vergleiche 2.2) sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit ein bereits teilweise beschriebenes SDR-Enzym, das murine Pro-
tein ,, WW domain-containing oxidoreductase* (Wwox), eingehender untersucht werden.

Die angestrebten Studien zur detaillierten Aufklirung der in vivo-Funktion des Proteins von In-
teresse anhand einer spezifischen Mausmutante setzten zunéchst die erfolgreiche Etablierung der
entsprechenden Mauskolonie voraus. Die Durchfithrung dieses Teilprojekts wurde durch den Um-
stand erleichtert, dafl bereits zu Beginn der Doktorarbeit fiir das Wwox-Allel heterozygote Mause
am Helmholtz Zentrum Miinchen verfiighar waren. Bei der bereitgestellten, als , W088C04* be-
zeichneten Mauslinie handelt es sich um eine Linie, die durch das German GeneTrap Consortium
(GGTC; angesiedelt z.T. auch am Helmholtz Zentrum Miinchen) generiert wurde. Thre Erzeugung
geht auf Klone muriner embryonaler Stammszellen zuriick (ES-Zelllinie 129P2, frither 129/0la),
die iiber eine, durch den Einsatz des non-retroviralen GeneTrap-Vektors pT1/5geo herbeigefiihrte,
zuféllige Integration einer lacZ-Reporter-Kassette im Gen, kodierend fiir Wwox, verfiigen. Ver-
paarungen innerhalb dieser Mauslinie zielten auf die Generierung einer Nullmutante, einer so ge-
nannten homozygoten Knock-Out-Maus, die aufgrund der Inaktivierung des Gens Wwox durch
besagte Integration nicht mehr in der Lage ist, das entsprechende Protein funktionell zu exprimie-
ren. Eine phénotypische Untersuchung besagter Knock-Out-Maus beziiglich Reproduktionsbiolo-
gie, Knochenaufbau oder metabolischer Parameter sollte schlulendlich wichtige Erkenntnisse iiber

Funktion und Signifikanz des Wwox-Enzyms im Stoffwechsel liefern.

Entwicklung einer Strategie zur Genotypisierung der Wwox-Mauslinie

Die Etablierung der Mauskolonie erforderte zunéchst die Verfiigbarkeit einer verlédflichen Geno-
typisierungsstrategie. Da sich die Genotypen der zur Verfiigung gestellten Wwox-M&ause sowohl
durch Polymerasekettenreaktion (PCR) als auch durch Southern Blot-Technologie nach Vorga-
ben des German GeneTrap Consortiums trotz mehrfacher Wiederholung nicht bestimmen lieflen,
war vor dem Ansetzen erster Ziichtungsverpaarungen die Entwicklung eines alternativen, funk-
tionstiichtigen Protokolls erforderlich. Alle Anstrengungen konzentrierten sich hierbei auf eine
Verwendung der PCR-Methodik, da diese in Anbetracht der erwarteten Vielzahl an Nachkom-
men einfacher zu handhaben, schneller und kostengiinstiger im Vergleich zu anderen Verfahren
ist. Aufgrund der Tatsache, daf} sich erste Ziichtungsschritte lediglich auf Riickkreuzungen gegen
C57-BL/6-Wildtyp-Miuse beschriinken sollten, war es anfinglich ausreichend, ein Verfahren zur
Differenzierung von Wildtyp- und heterozygoten Mausen zu entwickeln. Um im weiteren Verlauf
der Linien-Etablierung allerdings auch heterozygote von homozygoten M&usen unterscheiden zu
konnen, war die Entwicklung einer weiteren PCR-Strategie von Noten, die im Gegensatz zur be-
reits beschriebenen die Bestimmung der exakten Insertionsposition der lacZ-Reporter-Kassette im

Wwox-Gen voraussetzte.
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Detektion der Reporterkassette erlaubt Unterscheidung zwischen Wildtyp- und heterozygo-
ten (bzw. homozygoten) Wwox-Mé&usen. Zur erfolgreichen Identifizierung von heterozygoten
(oder homozygoten) Nachkommen der Wwox-Mauslinie war lediglich die Insertion der lacZ-Re-
porterkassette, ausgestattet mit einem engrailed-2-Splice-Akzeptor (en-2-SA), dem bakteriellen [3-
Galaktosidase-Reportergen (lacZ) und dem Resistenzmarker Neomycin (neo, in Kombination als
(3-Geo bezeichnet) im Wwox-Gen zu detektieren. Unter Verwendung einer Kassetten-spezifischen
Primerkombination (forward-Primer en-2-spezifisch, reverse-Primer lacZ-spezifisch) und einer wei-
teren Primerkombination als Positiv-Kontrolle (forward- und reverse Primer en-2-spezifisch zur
Amplifizierung von endogenem en-2) ist es gelungen, eine sehr zuverlissige Genotypisierungsstra-
tegie zu etablieren, die zwar keine Differenzierung zwischen hetero- und homozygoten Tieren er-
laubte, dafiir aber den zunéchst angestrebten Ausschlufl von Wildtyp-Mé&usen aus dem weiteren
Ziichtungsbetrieb moglich machte. Die entwickelte Methode fand alleinig Anwendung bis zur fiinf-
ten Nachkommengeneration (Umfang der durchgefithrten Riickkreuzungen) und wurde auch im
spéteren Verlauf der Linien-Etablierung stets erginzend zur Uberpriifung der auf anderem Wege

erzielten Ergebnisse eingesetzt.

lacZ-Reporterkassette insertiert am 3’-Ende des zwischen den Wwox-Exons 4 und 5 gelegenen
Introns. Die fiir eine Identifizierung der angestrebten Knock-Out-Maus unabdingbare Unterschei-
dung zwischen hetero- und homozygoten Wwox-Nachkommen erforderte zunéchst die Ermittlung
der genauen Position der lacZ-Reporterkassetten-Insertion im Wwox-Gen. Durch Analyse einer
vom German GeneTrap Consortium zur Verfiigung gestellten Nukleotidsequenz - diese war durch
RACE-PCR erhalten worden -, konnte die zwischen den Exons 4 und 5 (insgesamt 9 Exons) ge-
legene nicht-kodierende Region (im Folgenden als Intron 4-5 bezeichnet) als Kassetten-tragender
Sequenzabschnitt bestimmt werden. Aufgrund der immensen Grofle des besagten Introns von
40.559 bp war vor der Etablierung der Genotypisierungsstrategie allerdings die weitere Eingrenzung
der Insertionsposition von Noten. Mittels Longrange-PCR-Technologie wurde unter Verwendung
von 16 verschiedenen forward-Primern, gesetzt in 5 kb-Schritten, dabei beginnend am 3’-Ende des
vorgehenden Exons, und einem spezifischen Kassettenprimer (reverse-Primer), die gesamte Linge
des Introns 4-5 auf die Présenz der lacZ-Reporterkassette iiberpriift. Der Erhalt eines etwa 700 bp
grolen PCR-Produkts aus der Primerkombination 16 (vergleiche Abbildung 2.39; forward-Primer
spezifisch fiir die Basenpaare 37.543-37.570 des Introns 4-5, reverse-Primer en-2-spezifisch) und
dessen anschlieBende Sequenzierung identifizierten im erhaltenen Amplifikat eindeutig einen Se-
quenzabschnitt des Wwox-Gens und erlaubten somit die Lokalisierung der lacZ-Reporterkassette
am 3’-Ende des Introns 4-5. Wenngleich eine basengenaue Bestimmung der Insertion aufgrund der
schlechten Qualitéit der gewonnenen Sequenzen nicht moéglich war, so reichte die erzielte Eingren-

zung fiir die Entwicklung der angestrebten Genotypisierungsstrategie aus.

Kurze Elongationszeit schlieBt die Amplifizierung eines Wildtyp-spezifischen PCR-Produkts
in homozygoten Knock-Out-Mausen aus. Durch die prizise Lokalisierung der lacZ-Reporter-
kassette im murinen Wwox-Gen und der damit einhergehenden Identifizierung auch direkt benach-
barter Sequenzbereiche sowohl am 3’- als auch am 5-Ende der Kassette (entspricht Sequenzbe-
reichen des Introns 4-5) war es méglich, eine PCR-Genotypisierung zu etablieren, die eine Un-

terscheidung zwischen hetero- und homozygoten M&usen erlaubte. Die entwickelte Strategie ba-
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Abbildung 2.39: lacZ-Reporterkassette insertiert am 3'-Ende des zwischen den Wwox-Exons 4 und 5 gelege-
nen Introns. Der abgebildete Auszug aus dem angefertigten Agarosegel (1 %) offenbart eindeutig die erfolgreiche
Amplifikation eines etwa 700 bp groBen PCR-Produkts unter Verwendung der Primerkombination 16 (PK 16;
forward-Primer spezifisch fiir die Basenpaare 37.543-37.570 des Introns 4-5, reverse-Primer en-2-spezifisch).

sierte auf einer Kombination aus der Detektion der Reporterkassette (Identifikation hetero- und
homozygoter Méuse, Eliminierung der Wildtypen) und dem Ausschlu8 der Amplifikation eines
Wildtyp-spezifischen PCR-Produkts in homozygoten Nachkommen. Neben der bereits im Rah-
men der Kassettenortung eingesetzten Primerkombination 16 (forward-Primer spezifisch fiir die
Basenpaare 37.543-37.570 des Introns 4-5, reverse-Primer en-2-spezifisch) - diese diente dem Nach-
weis der Insertion -, kam eine weiteres Primerpaar zum Einsatz (forward-Primer spezifisch fiir
die Basenpaare 37.543-37.570, reverse-Primer spezifisch fiir die Basenpaare 38.612-38.639 des In-
trons 4-5), mit dessen Hilfe gegebenenfalls ein Wildtyp-spezifisches PCR-Produkt erzielt werden
konnte. Die Regulierung seiner Amplifikation erfolgte durch eine sehr kurz gewé#hlte Elongati-
onszeit (1 min 20 sec). Aufgrund einer Elongationsgeschwindigkeit der verwendeten, hauseigenen
Taq-Polymerase von etwa 1.000 bp pro min (entspricht etwa 1.200 bp im Zeitfenster der Ketten-
verlingerung) und einer Grofie der moglicherweise insertierten Kassette (6.213 bp) weit iiber der
zu bewerkstelligenden Nukleotidanzahl, war die Amplifizierung eines Produktes unter Verwendung
dieser Primerkombination nur bei Wildtyp- oder heterozygoten Nachkommen zu erwarten. Eine
Gewinnung des spezifischen Amplifikats in den angestrebten homozygoten Knock-Out-Mausen, die
in beiden Kopien des Wwox-Gens iiber die Insertion der lacZ-Reporterkassette verfiigen, konnte
ausgeschlossen werden. Abbildung 2.40 stellt die etablierte Genotypisierungsstrategie schematisch
dar, Tabelle 2.18 fasst die erwarteten Bandenmuster auf dem im Anschlufl an die PCR anzuferti-
genden Agarosegel zusammen. Exemplarisch und zum Beweis der Funktionalitdt der entwickelten
Strategie ist das Abbild eines solchen in Abbildung 2.41 gezeigt.

Tabelle 2.18: Erwartetes Bandenmuster nach Anwendung der etablierten Genotypisierungsstrategie

Genotyp Bandenmuster Produkt-Groéfie

Wildtyp 1 Bande 1.097 bp (Primer 1 + 3)

heterozygot 2 Banden ca. 700 bp (Primer 1 + 2)
1.097 bp (Primer 1 + 3)

homozygot 1 Bande ca. 700 bp (Primer 1 + 2)
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Abbildung 2.40: Kurze Elongationszeit schlieBt die Amplifizierung eines Wildtyp-spezifischen PCR-Produkts
in homozygoten Knock-Out-Mausen aus. Zum Nachweis der lacZ-Reporterkassette kamen ein forward-Primer
(Primer 1), spezifisch fiir die Basenpaare 37.543-37.570 des Introns 4-5 und ein reverse-Primer (Primer 2),
en-2-spezifisch, zum Einsatz. Dies ermdglichte die ldentifikation von hetero- und homozygoten Ma3usen und die
Eliminierung von Wildtypen. Die Identifizierung der homozygoten Knock-Out-M3&use erfolgte unter Verwendung
des identischen forward-Primers (Primer 1) in Kombination mit einem reverse-Primer (Primer 3), spezifisch fiir
die Basenpaare 38.612-38.639 des Introns 4-5. Die Amplifizierung des Wildtyp-spezifischen PCR-Produkts
(Primerpaar 1 + 3) wurde in homozygoten M3usen durch die kurz gewéhlte Elongationszeit von 1 min 20 sec
ausgeschlossen (GroBe der insertierten Reporterkassette 6.213 bp).
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Abbildung 2.41: Exemplarische Darstellung eines Genotypisierungsergebnisses. Das abgebildete Agarosegel
(1,5 %) weist zunéchst die M3use 4 und 6 als hetero- (+/-) oder homozygot (-/-) aus. In beiden Tieren kann
die lacZ-Reporterkassette mittels des Primerpaares 1 + 2 detektiert (A) und somit ein Wildtyp-Genotyp (+/+)
ausgeschlossen werden. Da sowohl Maus 4 als auch Maus 6 nach Amplifikation unter Verwendung der Primer
1 und 3 ein Wildtyp-spezifisches Produkt hervorbringen (B), kann es sich bei beiden Tieren nicht um fiir das
Wwox-Allel homozygote M&use handeln. Die M&use 4 und 6 werden als heterozygote Nachkommen identifiziert.
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Riickkreuzungen auf C57/Bl6J-Maiuse definieren den genetischen Hintergrund der
Wwox-Mauslinie

Voraussetzung fiir die Untersuchung der Effekte eines herbeigefithrten Knock-Outs auf den Phéno-
typ der betreffenden Maus ist die Definition ihres genetischen Hintergrundes im Vorfeld der auf eine
Nullmutante zielenden Ziichtung. Die einzelnen Mauslinien wie z.B. Swiss Sentinel und C57/BI16J
weisen Unterschiede in einer Vielzahl an Parametern auf, die im Rahmen der Analyse der ange-
strebten GeneTrap-Knock-Out-Maus félschlicherweise als Auswirkungen der durch Insertion der
lacZ-Reporterkassette herbeigefithrten Infunktionalitét des Proteins von Interesse ausgelegt wer-
den koénnten. Um etwaigen Missinterpretationen vorzubeugen, wurden die vom German GeneTrap
Consortium zur Verfiigung gestellten, fiir das Wwox-Allel heterozygoten Méuse (vier Ménnchen, ein
Weibchen; Ursprungsstrang Swiss Sentinel, nach krankheitsbedingtem Embryotransfer C57/B16J)
mit C57/Bl6J-Miusen verpaart, die hervorgegangenen Nachkommen nach beschriebener Art und
Weise genotypisiert und als heterozygot identifizierte Tiere erneut auf C57B1/6-Hintergrund riick-
gekreuzt. Die Definition des genetischen Hintergrundes durch Riickkreuzung erstreckte sich bis
hin zur fiinften Generation der zu etablierenden Wwox-Mauslinie, wobei durchweg eine normale
Fortpflanzungsfihigkeit (Wurfzahlen von zwei bis zwolf Nachkommen) der heterozygoten Wwox-
Miuse zu beobachten war. Uber die gesamte Zuchtspanne der Riickkreuzung (1. - 5. Generation)
wurden im Durchschnitt 7,1 Junge pro Wurf geboren. Das Verhiltnis zwischen weiblichen und
ménnlichen Tieren unterlag dabei zwar geringen Schwankungen, pendelte sich aber schlulendlich,
die Gesamtzahl der Nachkommen betrachtet, in etwa bei dem statistisch erwarteten von 50 % /50 %
ein (48,3 % weiblich, 51,7 % ménnlich; vergleiche Abbildung 2.42, A).

Entscheidend fiir die stetige Fortsetzung des Ziichtungsbetriebs war die Gewinnung von heterozy-
goten Tieren in der jeweiligen Nachkommengeneration. Wenngleich auch hier generationsspezifi-
sche Unterschiede zu verzeichnen waren, konnte nach Auswertung der Genotypen aller wihrend der
Riickkreuzung geborenen Tiere das erwartete, ausgeglichene Verhéltnis zwischen Wildtyp- (45,0 %)
und heterozygoten Méusen (48,3 %) bestétigt werden (vergleiche Abbildung 2.42, B; von 6,7 % aller
Nachkommen lie3 sich der Genotyp nicht eindeutig bestimmen). Die Vielzahl an geborenen hetero-
zygoten Tieren ermoglichte einerseits die problemlose Etablierung des C57/Bl6J-Hintergrundes in
der Wwox-Mauslinie und lieferte zum anderen eine stabile Basis fiir die Generierung der angestreb-
ten Nullmutante.

Verpaarungen heterozygoter Nachkommen der fiinften Generation bringen keine
homozygoten Knock-Qut-Mause hervor

Zur Gewinnung der angestrebten homozygoten KnockOut-Maus erfolgten nach Abschlufl der durch-
gefiihrten Riickkreuzungen zahlreiche Verpaarungen fiir das Wwox-Allel heterozygoter Tiere, be-
ginnend in der fiinften Generation. Obwohl den heterozygoten Wwox-Mé&usen wihrend der vorher-
gehenden Ziichtungsspanne eine normale Fortpflanzungsfihigkeit bescheinigt werden konnte, war
nach ihrer Kreuzung untereinander ein deutlicher Riickgang in der Anzahl an Nachkommen pro
Wurf zu verzeichnen, grole Wurfgréfien von neun bis zwolf Neugeborenen, wie aus den Riickkreu-
zungen gewohnt, blieben génzlich aus. Durchschnittlich wurden in den beiden Folgegenerationen
(6. und 7. Generation) lediglich 4,4 Junge pro Wurf geboren, was, verglichen mit der fiir die 1. bis
5. Generation errechneten Anzahl an M#usen, einer Reduzierung um 2,7 Nachkommen pro Wurf
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Abbildung 2.42: Riickkreuzungen auf C57/BI6J-M3use definieren den genetischen Hintergrund der Wwox-
Mauslinie. Trotz geringer generationsspezifischer Abweichungen offenbart die Beurteilung aller liber die Zucht-
spanne der Riickkreuzung geborenen Nachkommen sowohl hinsichtlich der bestimmten Geschlechter (A; 48,3 %
weiblich, 51,7 % ménnlich) als auch der identifizierten Genotypen (B; 45,0 % Wildtyp +/+, 48,3 % heterozygot
+/-, 6,7 % Genotyp unklar) ein ausgeglichenes Verhiltnis.

entspricht. Das Verhéltnis an weiblichen (56,1 %) und ménnlichen Nachkommen (43,9 %) zeigte
sich dabei allerdings erneut als mehr oder weniger ausgeglichen (vergleiche Abbildung 2.43, A).

Den Genotyp betreffend, war fiir die aus der Verpaarung zweier heterozygoter M#use hervorge-
henden Nachkommen ein prozentuales Verhéltnis von 25 % (Wildtyp)/25 % (homoozygot)/50 %
(heterozygot) zu erwarten. Statistisch gesehen sollte ein Viertel der geborenen Tiere aus der 6.
und 7. Generation den fiir das Wwox-Allel angestrebten Knock-Out aufweisen, tatséchlich konn-
te allerdings keine der 66 analysierten M&ause als homozygot identifiziert werden. Stattdessen
offenbarte die durchgefiihrte Genotypisierung eine im Vergleich zu den Riickkreuzungen leicht er-
hobene Anzahl an M#usen mit heterozygotem Genotyp (60,6 %), in den verbleibenden 39,4 % aller
Nachkommen wurde, charakteristisch fiir Wildtyp-M#use, keine lacZ-Reporterkassette nachgewie-
sen (Vergleiche Abbildung 2.43, B). Aufgrund der bereits zu diesem Zeitpunkt reprisentativen
Anzahl an iiberpriiften Individuen, exemplarisch ist in Abbildung 2.41 ein typisches Agarosegel
dargestellt, wurde die Verpaarung von heterozygoten Wwox-M&usen zum Zwecke einer weiteren

Genotypisierung geborener Nachkommenschaft eingestellt.

Genotypisierung von prapariertem Dottersackgewebe identifiziert lediglich Wildtyp- und
heterozygote Embryonen

Da aufgrund der erzielten Ergebnisse, erhalten aus den Genotypisierungen der Nachkommen der
6. und 7. Wwox-Generation, eine Lebensfahigkeit homozygoter Wwox-Knock-Out-M#use in Frage
zu stellen war, wurde die Identifizierung moéglicher homozygoter Embryonen angestrebt. Nach der

erneuten Verpaarung von heterozygoten Méausen der 7. Generation - lediglich ein Ansatz - wurde
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Abbildung 2.43: Verpaarungen heterozygoter Nachkommen der fiinften Generation bringen keine homozy-
goten Knock-Out-Mause hervor. Die Begutachtung aller nach Kreuzung von heterozygoten Wwox-Mausen
geborenen Nachkommen zeigt wie erwartet ein mehr oder weniger ausgeglichenes Verhiltnis zwischen weib-
lichen (56,1 %) und minnlichen Tieren (43,9 %) (A). Die durchgefiihrte Genotypisierung weist 39,4 % aller
tiberpriiften Nachkommen als Wildtyp- (4/+) und 60,6 % als heterozygote M&use (+/-) aus, die angestrebte
homozygote Knock-Out-Maus (-/-) kann im Rahmen der Analyse nicht identifiziert werden (B).

das Weibchen auf einen vaginalen Pfropf aus Samenfliissigkeit untersucht und der Tag des Nach-
weises als Embryonaltag 0,5 festgelegt. Am Embryonaltag 10,5 (E10,5) post coitum wurden dem
Weibchen sémtliche Embryonen (insgesamt zehn) entnommen, wenn méglich das Dottersackgewebe
(sowie die Embryonen selbst fiir eventuelle in situ-Hybridisierungen im weiteren Verlauf der Ar-
beit) prépariert (ein Embryo war resorbiert, somit konnte kein Dottersack gewonnen werden) und
nach Aufreinigung der genomischen DNA nach bekannter Strategie eine Genotypisierung durch-
gefithrt. Wenngleich aufgrund jeweils uneindeutiger Ergebnisse drei Wiederholungen der PCR von
Noten waren, konnten schlulendlich die Genotypen aller neun verbleibenden Embryonen bestimmt
werden. Keiner der analysierten Foten zeigte den gewiinschten, fiir das Wwox-Allel homozygoten
KnockOut-Genotyp. Auffillig in diesem Zusammenhang war eine unverhdltnisméfiig hohe Anzahl
an heterozygoten Embryonen (88,9 %) im Vergleich zu den als Wildtyp identifizierten (11,1 %).
Dieses Verhéltnis entsprach weder den statistischen Erwartungen, noch den Beobachtungen, ge-
macht im Rahmen der Genotypisierung von geborenen Nachkommen der 6. und 7. Generation
und deutet auf eine eventuelle Verunreinigung der analysierten Dottersidcke durch im Zuge ihrer

Préaparation nicht ausreichend entferntes maternales Gewebe hin.

2.3.2 Phéanotypische Untersuchung der Wwox-Mauslinie

Aufgrund der Tatsache, dafl im Rahmen der gesamten Ziichtungsperiode keine auf das Wwox-Allel
homozygote Knock-Out-Maus geboren wurde, konnten lediglich die heterozygoten Nachkommen
der Linie auf phénotypische Unterschiede zu den erhaltenen Wildtyp-Mé&dusen untersucht werden.
Alle 98 als heterozygot identifizierten Tiere (58 Méuse aus der 1. - 5. Generation, 40 Mause aus
der 6. und 7. Generation) zeigten dabei duflerlich keine Auffélligkeiten. Weder beziiglich der of-
fensichtlichen Charakteristika Groéfle und Verhalten noch hinsichtlich der Fortpflanzungsfihigkeit,

beurteilt anhand der erreichten Wurfgrolen im Zuge der durchgefiithrten Riickkreuzungen, konnte
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eine Diskrepanz zu Wildtyp-Nachkommen festgestellt werden. Auf eine detailliertere Analyse hin-
sichtlich Knochenaufbau, metabolischer oder immunologischer Parameter etc. wurde aufgrund der
gemachten Beobachtungen verzichtet.

2.3.3 Zusammenfassung zur Charakterisierung der Wwox-Funktion anhand
der entsprechenden Mausmutante

Durch Riickkreuzung der vom German GeneTrap Consortium zur Verfiigung gestellten, fiir das
Wwox-Allel heterozygoten Mause auf den C57/Bl6J-Inzuchtstamm ist es iiber eine Zuchtspanne
von fiinf Generationen gelungen, den genetischen Hintergrund der Mauslinie W088C04 erfolgreich
zu definieren. Nach Lokalisierung der lacZ-Reporterkassette am 3’-Ende des Wwox-Introns 4-5
und der Etablierung einer verlédfilichen, PCR-basierten Genotypisierungsstrategie zur Unterschei-
dung der verschiedenen Genotypen konnte unter 66 geborenen und analysierten Nachkommen keine
homozygote KnockOut-Maus identifiziert werden. Auch die Préparation und anschlieende Geno-
typisierung von Embryonen am Embryonaltag 10,5 offenbarte nicht die gewiinschte Nullmutante.
Die in vivo-Funktion des Wwox-Proteins konnte demzufolge nicht wie angestrebt im Detail aufge-
klart werden, die geplanten phénotypischen Untersuchungen beschrinkten sich notgedrungen auf

heterozygote Tiere, die allerdings allesamt keine duflerlich erkennbaren Auffilligkeiten zeigten.

93



3 Diskussion

3.1 Generelle Anmerkungen

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, durch die Charakterisierung neuer Mitglieder der
SDR-Proteinfamilie einen Beitrag zum besseren Versténdnis des Intermediarstoffwechsels zu leisten
und auf diese Weise mogliche Angriffspunkte fiir eine therapeutische Intervention bei mit ihnen

assoziierten Erkrankungen zu liefern.

Die detaillierte Beschreibung von Proteinen, im Speziellen von Enzymen, ist ein komplexer Pro-
ze3, der grundsétzlich die unterschiedlichsten Herangehensweisen erlaubt. SchluBlendlich ist es
aber lediglich die sinnvolle Kombination aus biochemischen, bioinformatischen, biophysikalischen,
genetischen und zellbiologischen Methoden, durch die eine umfassende Aufklirung der Funktion
der Proteine und demzufolge ihrer Bedeutung fiir die Zelle bzw. den Organismus erreicht werden
kann. Im ersten Abschnitt dieses Kapitels soll ausgefiihrt werden, welcher Nutzen sich hinsicht-
lich einer erfolgreichen Charakterisierung der SDR-Enzyme von den jeweils gewidhlten Verfahren
versprochen wurde, welches Versuchsdesign sich als sinnvoll entpuppte und welche Erwartungen
sich im Verlauf der Untersuchungen erfiillten. Des weiteren werden Ansatzpunkte genannt, die

zukiinftig ein dhnliches Vorhaben erleichtern kénnen.

Nach der zunéchst methodischen Diskussion der Doktorarbeit widmet sich der zweite Abschnitt
dieses Kapitels den neuen Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie selbst. Die im Rahmen ihrer Cha-
rakterisierung erzielten Ergebnisse werden im Finzelnen diskutiert und hinsichtlich der unterschied-
lichsten Fragestellungen in einen iibergeordneten Zusammenhang gebracht. Weiter wird versucht,
aus den gewonnenen Erkenntnissen eine mégliche Bedeutung der jeweiligen Enzyme im Stoffwechsel

herzuleiten und ihr Potential in Bezug auf weiterfithrende Studien zu unterstreichen.

3.2 Das Vorgehen - die gewdhlten Methoden im Visier

3.2.1 Analyse von Verwandtschaftsverhdltnissen durch Phylogenie

Die Durchfiihrung phylogenetischer Analysen erwies sich iiber die vergangenen Jahre als bedeuten-
des Hilfsmittel im Zuge der Enzym-Charakterisierung. Durch die stetig anwachsende Anzahl an
offentlich zugénglichen Sequenzen unterschiedlichster Spezies, die in umfangreichen Datenbanken
hinterlegt sind, ist es moglich geworden, evolutionér konservierte und verwandte Primérstrukturen
zu identifizieren. Basierend auf der Annahme, dafy der Konservierung von Funktion eine zumindest
partielle Konservierung der Aminosiduresequenz zugrunde liegt [20], bedienen sich Wissenschaftler

heute der Berechnung von phylogenetischen Stammb&umen, einer bioinformatischen Analyse die
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Genom und Evolution in einen Zusammenhang stellt und deshalb gemein hin als Phylogenomics
bezeichnet wird [48]. Phylogenomics eignet sich nicht nur zur Darstellung von Verwandtschaften
verschiedener Spezies sondern dariiber hinaus zur Aufdeckung von Beziehungen unter Proteinen
einer oder mehrerer Enzymfamilien. Auch zur Vorhersage konservierter Funktion von Mitgliedern
der SDR-Proteinfamilie kam die Phylogenetik bereits umfassend zum FEinsatz. In diversen Ar-
beiten konnte gezeigt werden, dafl die Analyse der Verwandtschaftsverhéltnisse besagter Enzyme
oftmals eine Prognose hinsichtlich ihrer subzellulédrer Lokalisation, Substratspezifitdt und somit der
Beteiligung an spezifischen Stoffwechselwegen erlaubt [124] [132]. Aus diesem Grund erschien die
Kalkulation von phylogenetischen Stammb&umen auch fiir die erfolgreiche Charakterisierung der
hier vorgestellten neuen Mitglieder der SDR-Proteinfamilie ein vielversprechender Ausgangspunkt

Zu sein.

Die Abhingigkeit vom Datensatz - Nicht immer ist der Nachbar ein Verwandter

Die Analyse von Verwandschaftsverhéltnissen durch Phylogenie ist wie beschrieben ein rein bio-
informatisches Verfahren, ihr Nutzen steht und féllt mit dem Umfang des zu ihrer Durchfithrung
zur Verfiigung stehenden und schluffendlich verwendeten Datensatzes. Je geringer die Anzahl an
Sequenzen ist, die in die Kalkulation einbezogen werden, desto weniger aussagekriiftig sind die in
einem Stammbaum graphisch illustrierten Verwandschaftsverhéltnisse. Uberspitzt formuliert, ein
Sequenzvergleich zwischen lediglich zwei Proteinsequenzen hat zur Folge, dafl den beiden analy-
sierten Primérstrukturen aus rein phylogenetischer Betrachtungsweise eine direkte Verwandtschaft
attestiert wird, unabéngig davon, wie groB die Ahnlichkeit (Grad an Sequenzidentitit) zwischen
ihnen tatséchlich ist. Um also die Verwandtschaftsverhéltnisse der zu charakterisierenden SDR-
Kandidaten moglichst authentisch darstellen zu kénnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit relativ
umfangreiche Datenséitze ihnen verwandter Sequenzen erstellt, die sich im Durchschnitt auf je-
weils etwa 100 Primérstrukturen beliefen und aus diesem Grund als représentativ bewertet werden
konnten. Da durch voranschreitende Genomsequenzierung unterschiedlichster Spezies die Anzahl
an offentlich zugénglichen Sequenzen stetig anwéchst, erfolgte dieser Prozess sowohl vor Beginn
der experimentellen Arbeiten (Februar 2005) als auch ein weiteres Mal nach deren Abschlufl (Juli
2008).

Wenngleich sich die phylogenetischen Stammbéume fiir die Mehrzahl der analysierten SDR-Enzyme
trotz der umfangreichen Erweiterung der Datensétze iiber den Verlauf dieser Arbeit im Wesentli-
chen in ihrem Informationsgehalt glichen, so mufiten die fiir den Kandidaten hHSDL1 in der ers-
ten Analyse ermittelten Verwandtschaftsverhéltnisse nach wiederholter Durchfithrung relativiert
werden. Die zunéchst graphisch als eng verwandt identifizierte Enzymgruppe der 1738-Hydroxyste-
roiddehydrogenasen des Typs 3 zdhlte nach der Aufstockung des Datensatzes nicht mehr zu den
etwa 100 hHSDL1-dhnlichsten Sequenzen (das humane Homolog wurde lediglich an Position 356
der hHSDL1-dhnlichen Proteine gefiihrt) und trat aus diesem Grund im illustrierten Stammbaum
trotz nach wie vor gegebener Sequenzihnlichkeit nicht erneut in Erscheinung. Auch an diesem
Beispiel wird deutlich, wie grofi die Abhingigkeit der phylogenetisch bestimmten und graphisch
dargestellten Verwandschaftsverhéltnisse vom eingesetzten Datenbestand ist. Eine Ermittlung der
tatséichlichen Sequenzéhnlichkeit unter den im errechneten Stammbaum ins Verhiltnis gesetzten
Primérstrukturen kann aus diesem Grund lediglich durch die Uberpriifung der Sequenzidentitiit

anhand paarweiser Alignments erreicht werden.
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Prozentuale Sequenzidentitit - Ein Spiegel der Wahrheit?

Die quantitative Beurteilung der im Rahmen der phylogenetischen Analyse offenbarten Verwandt-
schaftsverhéltnisse erfordert stets die Bestimmung des Grads an Sequenzidentitit zwischen den
Proteinen in Nachbarschaft. Dies ist beispielsweise durch die Verwendung des auf der NCBI-
Homepage verfiighbaren Blast2seq-Algorithmus zu bewerkstelligen. Hierbei ist allerdings zu beriick-
sichtigen, dafl besagtes Tool zur Berechnung des prozentualen Wertes an Identitéit unter Verwen-
dung der standardméfigen Einstellungen nicht die vollstindige Lange der zur Analyse freigegebe-
nen Sequenzen zur Grundlage nimmt, sondern sich lediglich auf kleinere oder grofiere, allerdings in
jeder Kalkulation unterschiedliche Teilabschnitte mit der héchsten Ubereinstimmung beschrinkt.
Die Angabe der Sequenzidentitét, die mittels des beschriebenen Verfahrens errechnet wurde, ist
infolgedessen stets mit Vorsicht zu genieflen und aus dem Vergleich verschiedener errechneter Se-
quenzidentitdten lediglich eine Tendenz hinsichtlich z.B. Konservierung unter Spezies abzuleiten.
Um diesbeziiglich eine bessere Genauigkeit erzielen zu kénnen, wére eine Verdnderung des ver-
wendeten Algorithmus in Richtung Volle-Lénge-Analyse denkbar. Hierbei wire zunéchst durch
einen Vergleich des zu analysierenden Sequenzpaares die maximale Linge an Aminoséduren zu er-
mitteln (Protein 1: 220 AS, Protein 2: 240 AS; maximale Linge 240 AS) und anschlieflend ein
paarweises Alignment durchzufiithren, wobei die iiberzihligen Aminosduren (im Beispiel 20 AS)
in der Berechnung des endgiiltigen prozentualen Identitiitswerts als negative Ubereinstimmung zu
bewerten wéren. In den in dieser Arbeit angestellten Kalkulationen héitte eine derartige bioinforma-
tische Analyse unter Umsténden eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Spezies untereinander
ermoglicht.

3.2.2 Studien zur subzelluldaren Lokalisation

Im Zuge der Charakterisierung bislang unbekannter Proteine kénnen Studien zur subzelluldren
Lokalisation bedeutende Hinweise auf deren physiologische Rolle im Metabolismus liefern.

Die subzellulidre Lokalisation bestimmt das Umfeld in dem Proteine operieren. Durch die Defini-
tion optimaler biochemischer Bedingungen, beispielsweise des pH-Wertes, und die Kontrolle der
Zuginglichkeit zu bzw. der Verfiigbarkeit von molekularen Interaktionspartnern jeglicher Art -
im Falle von Enzymen handelt es sich hierbei in erster Linie um ihre entsprechenden Substrate
und Cofaktoren - beeinflufit das kompartimentspezifische Milieu entscheidend ihre Funktion. Die
angemessene Ausfithrung der fiir die Proteine charakteristischen biochemischen Aufgaben ist dem-
zufolge von ihrer Translokation in das korrekte intra- oder extrazellulire Kompartiment abhéngig,
falsch geleitete Proteine sind oftmals nicht in der Lage die ihnen typischen chemischen Reaktionen
im geeigneten Mafle auszufithren. Die Bedeutung der addquaten Umgebung wird u.a. am Beispiel
zahlreicher Hydroxysteroiddehydrogenasen deutlich, die ihre Fihigkeit zur bidirektionalen Kataly-
se bestimmter biologischer Prozesse sowohl in vivo als auch unter definierten Bedingungen in vitro
unter Beweis gestellt haben [104].

Die bioinformatische Vorhersage - Eine ernsthafte Alternative zum praktischen Versuch?

Fiir die gewohnlich im Vorfeld der experimentellen Verifizierung durchgefiihrte bioinformatische
Vorhersage der subzelluldren Lokalisation von gegebenen Proteinsequenzen stehen im Internet mehr

als 20 frei zugéingliche Server zur Verfiigung [179], die aufgrund der Beriicksichtigung von unter-
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schiedlichen Protein-Charakteristika in vier Gruppen eingeteilt werden konnen [41]. Wéhrend
einige Algorithmen die generelle Aminoséurezusammenstellung des zu analysierenden Proteins be-
urteilen [82] [174] oder ausschlieflich auf Homologie basierend dessen wahrscheinlichen Bestim-
mungsort errechnen [116] [123], versuchen andere, definierte Signalsequenzen in der eingegebenen
Primérstruktur zu identifizieren [17] [50]. Lediglich in sogenannten Hybrid-Modellen werden unter-
schiedliche Informationsquellen zur Vorhersage der Lokalisation in Betracht gezogen [44] [143] [181].
Aufgrund der erlauterten, signifikanten Unterschiede in den jeweils angewandten Algorithmen wur-
de im Rahmen dieser Arbeit eine représentative Auswahl von sieben Servern (LOCtree [141], pSOR-
TII [142], pTarget [66], SubLocl.0 [82], TargetP1.1 [50], WoLF PSORT [81] und MITOPROT [34]
zur Bestimmung der vermeintlichen Zielkompartimente der zu charakterisierenden Mitglieder der
SDR-Proteinfamilie herangezogen, die spezifischen Ergebnisse sind im Detail unter 2.2.3 geschil-
dert. Wenngleich bereits nach der Gegeniiberstellung der fiir die Kandidaten hCBR4, hDHRSI1,
hDHRS6 und hHSDL1 getroffenen Vorhersagen mit den tatséichlich im Experiment ermittelten sub-
zelluléren Lokalisationen die Verlafilichkeit der bioinformatischen Analyse in Frage zu stellen ist -
lediglich in 25,00 % der Fille konnte eine Ubereinstimmung festgestellt werden - wurden zu einer
umfassenderen Beurteilung der Leistungsfihigkeit besagter Server, in Zusammenarbeit mit Frau
Dr. Brigitte Keller, zehn weitere Proteine sowohl bioinformatisch als auch experimentell auf ihre
subzelluldre Lokalisation iiberpriift [103]. Nach der Erweiterung des zu analysierenden Datensatzes
auf insgesamt 14 Primérstrukturen deckten sich nur noch lediglich 21,79 % aller vorhergesagten
Zielkompartimente mit der im Experiment verifizierten subzelluldren Lokalisation. Im Rahmen der
durchgefiihrten Studie erwiesen sich die Server pSORTII und pTarget mit jeweils fiinf aus 14 kor-
rekt prognostizierten Bestimmungsorten (entspricht 35,71 %) als die noch ,, Vertrauenswiirdigsten*
(vergleiche Abbildung 3.1).

Betrachtet man die erzielten Ergebnisse im Detail, so fillt auf, daf3 die wenigen richtig getroffenen
Vorhersagen sich nicht auf ein bestimmtes Zellkompartiment beschréinken, sondern sich, ganz im
Gegenteil, ohne erkennbares Muster iiber alle iiberpriiften Organellen verteilen. Eine spezifische
Schwiche der Server kann demzufolge nicht ausgemacht werden, die bioinformatische Vorhersage
als Gesamtpaket muf}; zumindest die Ergebnisse dieser SDR-spezifischen Untersuchung betref-
fend, als duflerst unzuverldssig bewertet werden. Da allerdings nicht davon auszugehen ist, dafl
die Translokation von nicht-SDR-Proteinen in ihre entsprechenden Zielkompartimente auf anderen
Mechanismen und Lokalisierungssignalen beruht, sollte die Beurteilung der aus der bioinformati-
schen Analyse zur subzelluldren Lokalisation gewonnenen Ergebnisse generell mit grofiler Vorsicht
erfolgen.

Worin aber liegt die nachgewiesene, so miéflige Effizienz der Server begriindet, die die derzeit
verfiigbare bioinformatische Analyse zu einem mehr oder weniger nutzlosen Hilfsmittel macht [179]?
Mogliche Ursachen liegen auf der Hand. Zunéchst einmal ist davon auszugehen, dafl die Zelle
zahlreiche Proteine beherbergt, die nicht {iber die bereits charakterisierten sondern iiber unkon-
ventionelle oder, mit Sicherheit ebenso wahrscheinlich, bislang unbekannte Targeting-Signale ihren
Bestimmungsort erreichen. Weiter wurden mittlerweile cotranslationale Wege des Protein-Imports
in Organellen beschrieben [36], die bislang noch nicht von den géingigen Algorithmen erfasst werden
konnen. Selbiges Problem stellt sich fiir Proteine, die sich fiir den erfolgreichen Transport zum
entsprechenden Zielkompartiment spezifischen Protein-Wechselwirkungen (backpacking) bedienen.

Neben den geschilderten Limitationen der Bioinformatik als Grund fiir die geringe Verlasslichkeit
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Anzahl an durchgefiihrten Vorhersagen
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Abbildung 3.1: Zuverlissigkeit der verwendeten Server zur bioinformatischen Vorhersage der subzelluliren Lo-
kalisation. Der Vergleich der fiir 14 Proteine bioinformatisch vorhergesagten Zielkompartimente mit ihren jeweils
im Experiment verifizierten, tatsdchlichen Bestimmungsorten offenbart eine erschreckend geringe VerlaBlichkeit
der verwendeten Server. Die Algorithmen, angewendet in pSORTII und pTarget, zeigen sich mit jeweils fiinf aus
14 korrekt prognostizierten Bestimmungsorten (entspricht 35,71 %) als die vertrauenswiirdigsten, TargetP1.1
und WoLF PSORT (lediglich fiir die Vorhersage von vier Primarstrukturen eingesetzt) erscheinen am unzu-
verldBigsten.

der zur Verfiigung stehenden Server mufl ebenso in Betracht gezogen werden, dafl es sich bei
der zu analysierenden subzelluldren Lokalisation nicht zwangslédufig um eine statische Begebenheit
handeln muf8. Dem humanen Homolog des in vorliegender Arbeit untersuchten murinen Wwox-
Proteins (hWWOX) beispielsweise konnte eine eindeutig mitochondriale Distribution nachgewiesen
werden, nach seiner Aktivierung unterliegt es jedoch einer Translokation in den Zellkern [29]. Es
ist demzufolge vorstellbar, dal auf den ersten Anschein die vorhergesagten und eindeutig als falsch
beurteilten Bestimmungsorte in Wirklichkeit alternative Lokalisationen unter verdnderten Bedin-
gungen sind. Wo auch immer die Griinde tatsichlich liegen mogen, fest steht, dafi die Methode
der bioinformatischen Vorhersage der subzelluldren Lokalisation allgemein breite Anwendung fin-
det und demzufolge ohne Zweifel eine hohere Zuverlissigkeit bieten mufl. Um dies zu erreichen,
wire u.a. eine Beriicksichtigung auch von sekundéiren Merkmalen durch die angewandten Algorith-
men denkbar. Durch beispielsweise die zusétzliche Identifizierung von Protease-Spaltstellen, die
zur Abtrennung des hydrophoben Signalpeptids mitochondrialer Proteine benotigt werden, oder
die Uberpriifung der Anzahl an potentiellen, intramolekularen Disulfid-Briicken zur Vorhersage
einer ER-Lokalisation, konnte die Effizienz der bioinformatischen Vorhersage entscheidend verbes-
sert werden. Bis jedoch eine verldfiliche Methode zur Verfiigung steht, bleibt die Bestimmung der

tatséchlichen subzelluldren Lokalisation von Proteinen in erster Linie dem Experiment vorbehalten.

Die experimentelle Verifizierung - Der Weg zu einem verldBlichen experimentellen Design

Die experimentelle Bestimmung der subzelluldren Lokalisation der zu charakterisierenden Mitglie-

der der SDR-Proteinfamile erfolgte in vorliegender Arbeit durch Expression der Proteine von Inte-
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resse im Zellkultursystem. Im Laufe der zahllosen durchgefiihrten Untersuchungen zur Ermittlung
des tatséchlichen Zielkompartiments und zur Aufklarung moglicher Mechanismen der spezifischen
Translokation, kristallisierte sich heraus, daf} eindeutige Ergebnisse nur durch ein optimales Design

der Experimente zu erzielen sind.

Eine Linie verschafft den Durchblick - Die Verwendung der HelLa-Zellen Da es sich bei al-
len in dieser Arbeit zu untersuchenden SDR-Kandidaten um Proteine des Menschen handelt, bot
es sich an eine humane Zelllinie fiir die Studien zur subzelluldren Lokalisation zu verwenden.
Wenngleich das zelluldre System zur Direktion von Proteinen zumindest unter den Vertebraten
konserviert und demzufolge auch speziesiibergreifend die Distribution ins tatséchliche Zielkom-
partiment gewiihrleistet scheint - als Beispiel hierfiir kann die nachgewiesene Ubereinstimmung
in der subzelluldren Lokalisation von hHSDL1 sowie seinem Homolog aus Zebrabérbling genannt
werden [130] - konnte durch ihren Einsatz ein annihrend physiologisches Umfeld geschaffen und
somit das Risiko einer falschen Expression oder Distribution der Proteine von Interesse aufgrund
von etwaigen Verdnderungen oder Behinderungen des entsprechenden Zellapparates minimiert wer-
den. Als humane Zelllinie der Wahl erwies sich die aus einem Cervixkarzinom hervorgegangene
Epithelzelllinie HeLa. Neben ihrer Fihigkeit zur starken Anhaftung (Adhéranz) - einem essentiel-
len Kriterium im Zuge der angestrebten Experimente, da das anzuwendende Zellfarbungsprotokoll
zahlreiche Waschschritte beinhaltet - und ihrer nachgewiesenen, guten Transfizierbarkeit, empfahl
sich besagte Zelllinie durch ihre ausgezeichneten morphologischen Eigenschaften. Das ihr eigene,
grofle Zellvolumen und ihr gestrecktes und nahezu ausgebreitetes Erscheinungsbild machten eine
einwandfreie Visualisierung der unterschiedlichen Kompartimente méoglich, etwaige Uberlagerungs-
effekte, wie beispielweise bei den zunéchst ebenfalls fiir die Untersuchungen in Betracht gezogenen
Hek293-Zellen beobachtet, blieben génzlich aus.

Die Gegenfarbung der Kompartimente - die Organellen im Visier Die eindeutige Zuordnung zu
analysierender Proteinen zu einem spezifischen Bestimmungsort in der Zelle erfordert stets die in-
dividuelle Gegenfiarbung der einzelnen Organellen. Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Studien zur subzelluldren Lokalisation wurden diesbeziiglich drei unterschiedliche Strategien ver-
folgt. Das Handling betreffend zeigte sich die Verwendung von kompartimentspezifischen Trackern
als ein durchaus pragmatisches. Durch die Zugabe des jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffes zum Zell-
kulturmedium und eine anschliefende 30-miniitige Inkubation der verwendeten HeLa-Zellen konnte
die Markierung des gewiinschten Zellkompartiments (Mitochondrien oder Endoplasmatisches Re-
tikulum) auf schnelle und unkomplizierte Art und Weise erreicht werden. Der zur Farbung der
Mitochondrien eingesetzte MitoTracker Orange CMTMRos, ein Fluoreszenzmarkiertes Molekiil,
das passiv durch die Plasmamembran diffundiert und anschliefend in aktiven Mitochondrien ak-
kumuliert, rechtfertigte seine Verwendung durch stets verléssliche Resultate und ein gut zu detek-
tierendes Fluoreszenzsignal. Lediglich die oftmals beobachtete aber als charakteristisch eingestufte
Parallelfiirbung der Kernkérperchen (Nukleoli, vergleiche Abbildung 3.2) kann unter Umsténden
von Nachteil sein, in den hier durchgefiithrten Untersuchungen war der geschilderte Nebeneffekt
nicht von Bedeutung.

Wihrend der verwendete MitoTracker Orange CMTMRos iiber die gesamte Dauer der Zellfar-

bungsprozedur bis hin zur Analyse der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop stets ein stabi-
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Abbildung 3.2: MitoTracker Orange CMTMRos firbt parallel zu den Mitochondrien die Kernkdrperchen
(Nukleoli). Dargestellt sind erneut die Ergebnisse, erzielt im Rahmen der Identifizierung von hCBR4 als mit-
ochondriales Protein (vergleiche auch Abbildung 2.9). (A) zeigt die mittels MitoTracker Orange CMTMRos
gegengefirbten Mitochondrien und Nukleoli, (B) die Uberlagerung der einzelnen erzielten Fluoreszenzmuster.

Die angefarbten Nukleoli sind mit Pfeilen markiert.

les Signal lieferte, hielt der zur Farbung des ER verwendete ER-Tracker Blue-White DPX der
Aldehyd-basierten Fixierung und der fiir eine Antikérper-Farbung notwendigen Permeabilisierung
der Zellen gewohnlich nicht stand. Im Gegensatz zum MitoTracker wird er nicht kovalent im Ziel-
kompartiment gebunden und demzufolge im Zuge der auf seine Verwendung folgenden Schritte des
Farbungsprotokolls kontinuierlich ausgewaschen. Dies zog in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten einen derart drastischen Qualitédtsverlust des Fluoreszenzsignals nach sich, dafl auf
den Einsatz des ER-Trackers Blue-White DPX in der Folge verzichtet wurde. Stattdessen wurde
die Gegenfarbung des Endoplasmatischen Retikulums im weiteren Versuchsverlauf durch Coex-
pression der Proteine von Interesse mit ER-spezifischen Fusionsproteinen erreicht, die entweder
direkt {iber Autofluoreszenz (Signalsequenz und Riickhaltesignal von Calreticulin in Fusion mit
Discosoma sp. RFP) oder iiber den Einsatz eines Fluoreszenz-markierten Antikorpers (178-Hy-
droxysteroiddehydrogenase Typ 12A aus Zebrafisch in C-terminaler Fusion mit einem Myc-Tag) zu
detektieren waren. Wenngleich die Expression beider Fusionsproteine in den hier geschilderten Ex-
perimenten stets eine einwandfreie Markierung des gewiinschten Zellkompartiments lieferte und die
durchgefiihrte Coexpression allem Anschein nach keinerlei negative Auswirkungen auf die korrekte
Distribution der Proteine von Interesse hatte, bleibt eine generelle Anwendung dieses Verfahrens
aufgrund der bestehenden Moglichkeit der Verfilschung der Resultate durch die simultane Uber-
expression zweier Proteine in den verwendeten Zellen kritisch zu beurteilen. Um derartige Effekte
rigoros ausschlieen zu konnen, bietet sich, falls entsprechende Antikorper verfligbar, die immun-
fluoreszente Detektion von endogen exprimierten Proteinen an, wie sie im Rahmen der peroxiso-

malen Gegenfirbung zum Einsatz kam. Durch Verwendung eines spezifischen Antikorpers gegen
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176-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 4 und dessen Detektion durch einen zweiten, fluoreszenz-

markierten Antikorper konnten die Peroxisomen wunschgeméf markiert werden.

Ein Expressionsvektor mit Schwichen - Das Problemkind pAcGFP1-N1 Im Zuge der Bestim-
mung der subzelluldren Lokalisation der zu charakterisierenden SDR-Kandidatenproteine kamen
in vorliegender Arbeit verschiedene Expressionskonstrukte zum Einsatz. Wihrend die Uberpro-
duktion der Proteine von Interesse, basierend auf den Vektoren pEGFP-C2 und pcDNA4 myc-his
Version B, in fast allen durchgefiihrten Experimenten eine eindeutige Distribution der exprimier-
ten Fusionsproteine in ihre entsprechenden Zielkompartimente zur Folge hatte, erwies sich die
Expression der SDR-Enzyme, basierend auf dem Vektor pAcGFP1-N1, zumeist als iiberaus pro-
blematisch. Zunéchst bleibt festzustellen, daf3 die Transfektion von generierten und als basentreu
befundenen pAcGFP1-N1-Konstrukten nicht immer zur ausreichenden Expression der Kandidaten-
proteine in der HeLa-Zellkultur fithrte. Nach Transfektion des Konstrukts pAcGFP1-N1/hCBR4
beispielsweise war keinerlei griine Fluoreszenz in den HeLa-Zellen zu detektieren, die Transfekti-
on von pAcGFP1-N1/hDHRS6 hatte augenscheinlich lediglich eine sehr schwache Expression des
fluoreszierenden Fusionsproteins hDHRS6-GFP zur Folge. Die beobachteten Umstédnde mogen
zum einen auf einer schlechten Expressionsfihigkeit des Vektors hinsichtlich spezifischer Protei-
ne beruhen, lassen sich zum anderen aber auch mit den schwachen Fluoreszenzeigenschaften des
fusionierten AcGFP begriinden. Der Vektor pAcGFP1-N1 kodiert ein GFP aus Aequorea coe-
rulescens, welches im Gegensatz zu EGFP (eine in den Rot-Bereich verschobene Variante des
Wildtyp-GFPs, kodiert vom Vektor pEGFP-C2) nicht auf eine hellere Fluoreszenz und hohere
Expression im Sidugetierzellsystem optimiert ist und demzufolge, im Vergleich zu EGFP bzw. sei-
nen entsprechenden Fusionsproteinen, deutlich schwerer zu detektieren ist. Neben den bereits
erlauterten offenbarte die Verwendung des pAcGFP1-N1-Vektors weitere gravierende Schwéchen.
Die Expression basierend auf dem Vektor pAcGFP1-N1 lieferte immer wieder Resultate, die nicht
in Einklang mit den Ergebnissen, erhalten aus der von pEGFP-C2 oder pcDNA4 myc-his Version
B kodierten Proteinexpression, zu bringen waren. Exemplarisch sind in Abbildung 3.3 die Ver-
teilungen von hDHRS1-GFP (hDHRS1 fusioniert am N-Terminus des GFP; Expressionskonstrukt
pAcGFP1-N1/hDHRS1) und hDHRS1-myc-his (hDHRS1 fusioniert am N-Terminus des Myc-His;
Expressionskonstrukt pcDNA4 myc-his Version B/hDHRS1) dargestellt.

Abbildung 3.3: Durch GFP-Expression auftretende Probleme bei der Zellfirbung. HelLa-Zellen transfiziert
mit (A) pAcGFP1-N1/hDHRS1 (Expression von hDHRS1-GFP) und (B) pcDNA4 myc-his Version B/hDHRS1
(Expression von hDHRS1-myc-his).
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Die in C-terminaler Fusion mit AcGFP exprimierten Proteine von Interesse neigten in den ver-
wendeten HeLa-Zellen grundsétzlich dazu, sich in zahlreichen konzentrierten Einschliissen zu ak-
kumulieren, sie wurden somit nicht zu ihrem eigentlichen Bestimmungsort transportiert. pEGFP-
C2-kodierte Proteinexpression fithrte nur in ganz vereinzelten Fillen zu einem vergleichbaren Er-
scheinungsbild, das sich allerdings weitaus milder zeigte und die Ergebnisse in keinster Weise
beeinflusste. Da das im Zuge der Verwendung des pAcGFP1-N1-Vektors aufgetretene Phidnomen
nicht lediglich in dieser Arbeit, sondern dariiberhinaus in anderen Studien beobachtet wurde [103],
muf} davon ausgegangen werden, dafl die nachgewiesenen Proteinansammlungen nicht auf der spe-
zifischen Kombination zwischen den hier untersuchten Enzymen und dem C-terminal fusionierten
AcGFP, sondern in der generellen Verwendung des besagten Basis-Vektors begriindet liegen. Auf-
grund der geschilderten Schwierigkeiten wurde die Strategie der C-terminalen Fusion zu einer
ausschliefllichen Verwendung des pcDNA4 myc-his Version B-Vektors verandert.

Auto- oder Immunfluoreszenz? - Ein Tag fiir alle Falle Neben der akkuraten Expression und
Distribution der Proteine von Interesse in der verwendeten Zellkultur ist die erfolgreiche Detektion
eine Grundvoraussetzung fiir die experimentelle Verifizierung der subzelluldren Lokalisation. In
vorliegender Arbeit wurde dies sowohl iiber Auto- als auch iiber Immunofluoreszenz bewerkstel-
ligt. Abgesehen von den bereits erlauterten Problemen im Zuge der Verwendung einiger GFP-
Expressionskonstrukte (pAcGFP1-N1) zeigte sich im Verlauf der Studien, dafi die tatsichlichen
Bestimmungsorte der zu untersuchenden SDR-Enzyme nach ihrer rekombinanten Expression in
Fusion mit einem Myc-Epitop, basierend auf dem Expressionsvektor pcDNA4 myc-his Version
B, oftmals einfacher zu bestimmen waren. Speziell in den feinen Strukturen der Zellorganellen,
wie beispielsweise den Randbereichen des Endoplasmatischen Retikulums, konnten die Proteine
von Interesse durch den Einsatz von fluoreszierenden Antikérpern detaillierter visualisiert wer-
den. Die Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von Proteinen durch Epitop-Markierung und
anschliefende Detektion iiber Immunfluoreszenz erscheint aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse
die erste Methode der Wahl. Von einer Unbrauchbarkeit des auf Autofluoreszenz basierenden und
somit deutlich zeitsparenden Verfahrens kann dennoch nicht die Rede sein. Auch nach Expressi-
on von GFP-Fusionsproteinen, vorwiegend basierend auf dem Vektor pEGFP-C2, ist es zumeist
gelungen, die Zielkompartimente der zu charakterisierenden SDR-Mitglieder eindeutig und iiber-
zeugend zu identifizieren. Nach sorgféltiger Auswahl des zu verwendenden Expressionsvektors
(nicht pAcGFP1-N1) kann die Strategie der Autofluoreszenz-Fusion ebenfalls bedenkenlos einge-

setzt werden.

Maskierung von Signalsequenzen - Die Bedeutung der Fusions-Orientierung Wenngleich die in
dieser Arbeit Anwendung findende Methode der Tag-Fusion unbestritten ein wertvolles Hilfsmittel
zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation von Proteinen darstellt - in den seltensten Féllen
sind Antikorper verfiigbar, die deren direkte Detektion erlauben -, so muf} bei ihrer Verwendung
immer in Betracht gezogen werden, daf}, unabhéngig davon, ob es sich beim fusionierten Tag um
ein vollstéindiges Protein (GFP) oder ein kleines Epitop (Myc-Epitop) handelt, die Moglichkeit
einer Beeinflussung der korrekten Protein-Lokalisation durch die Maskierung von Signalsequen-
zen gegeben ist. Fiir GFP-Fusionsproteine beispielweise konnte gezeigt werden, dafl die richtig

ausgewihlte Position des Tags (C- oder N-Terminus) fiir die korrekte Verteilung der analysier-
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ten Proteine in deren tatséchliches Zielkompartiment oftmals von entscheidender Bedeutung sein
kann [186]. Um einer moglichen Blockierung von Signalsequenzen, assoziert mit dem Import in die
spezifischen Zellorganellen, vorzubeugen, wurden die im Rahmen dieser Arbeit zu untersuchenden
SDR-Enzyme sowohl amino- als auch carboxystédndig markiert. Wahrend drei der SDR-Kandidaten
(hDHRS1, hDHRS6 und hHSDL1) unabhéngig von der Position des angehéngten Tags den Weg zu
ihrem Bestimmungsort fanden, konnte hCBR4 lediglich mit einem frei zugénglichen N-Terminus
korrekt transferiert werden. Die Fusion von GFP am Aminoende des Proteins hatte ein Verblei-
ben im Cytosol zur Folge und erlaubte bereits erste Spekulationen hinsichtlich einer N-terminalen

Signalsequenz.

Trunkierte Proteinkonstrukte - Eine Chance zur Aufdeckung von Translokationsmechanismen
Durch die durchgefithrten Studien zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation konnten im
Rahmen dieser Arbeit drei der vier zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie als
organellspezifische Enzyme identifiziert werden. Da sowohl dem co- als auch dem posttranslatio-
nalen Transport von Proteinen in spezifische Zellkompartimente generell das Auftreten definierter
Signalsequenzen in der Primérstruktur zugrunde liegt, war zu vermuten, dafl auch die Proteine
von Interesse iiber charakteristische Abfolgen an Aminosduren verfiigen, die ihre Translokation
zum Bestimmungsort gewéhrleisten. Nachdem diesbeziiglich durch bioinformatische Analyse keine
verldllichen Aussagen getroffen werden konnten, wurde erneut der experimentelle Weg gewéihlt, um
die zu untersuchenden SDR-Kandidaten auf zielsteuernde Transitpeptide zu iiberpriifen bzw. diese
gegebenenfalls im Enzym ausfindig zu machen. Eine zu diesem Zweck verbreitete Methode ist die
Verkiirzung (Trunkierung) der Proteine von Interesse um méglicherweise am Translokationspro-
zess beteiligte Aminoséiuren und die anschlieBende Verifizierung der Auswirkungen des Verlustes
auf die Distribution des Proteins in der Zelle. Basierend auf den Erkenntnissen der vorangegange-
nen Untersuchungen wurden fiir die Kandidaten hCBR4, hDHRS1 und hHSDL1 zahlreiche N- bzw.
C-terminal trunkierte Fusionsproteine generiert. Da keinerlei detaillierte Vorinformation verfiighar
war und somit nicht die basengenaue Identifizierung von Signalsequenzen sondern lediglich eine
Eingrenzung von verantwortlichen Proteinabschnitten das Ziel sein durfte, beschrénkten sich die
durchgefiihrten Trunkierungen auf grobe Verkiirzungen der Enzyme von Interesse um ein bis meh-
rere Viertel des Gesamtproteins. Wenngleich sich die ermittelten Verteilungen oftmals indifferent
zeigten, so konnte schluffendlich auf diese Weise fiir alle SDR-Kandidaten eine Hypothese hinsicht-
lich ihres Transports in das entsprechende Zielkompartiment aufgestellt werden. Eine endgiiltige
Verifizierung der Ergebnisse durch beispielsweise chimére Proteine konnte aus Zeitgriinden nicht

erfolgen.

3.2.3 Untersuchungen zur Gewebeverteilung

Die Regulation der Expression ist das entscheidende Mittel eines Organismus, sich seinen momen-
tanen Bediirfnissen anzupassen. Es wird von Bakterien bis hin zu héheren Metazoen wie den
Vertebraten genutzt, um die erforderliche Zusammensetzung an Proteinen in einem bestimmten
Gewebe, bzw. dessen Zellen, zu einem spezifischen Zeitpunkt oder zu spezifischen Bedingungen zu
gewihrleisten. Das Expressionsmuster ist der Spiegel dieser Bediirfnisse und im Zuge dessen ein
essentieller Anhaltspunkt beziiglich der Funktion der erzeugten Genprodukte. Wiahrend ubiquitér

exprimierte Gene - als typische Vertreter seien an dieser Stelle 5-Actin oder das Glykolyseenzym
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Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) genannt - Funktionen erwarten lassen, die
einer strukturellen Aufrechterhaltung der Zelle oder einer Aufrechterhaltung des grundlegenden
Metabolismus dienen, so zeigen spezialisiertere Proteine deutlich spezifischere Expressionsmuster.
Die 174-Hydroxysteroiddehydrogenasen des Typs 1, 2 und 3 beispielsweise, die Schliisselenzyme in
der Homdoostase der Steroidhormone, sind geméfl ihrer Funktion hauptséchlich in steroidogenem
Gewebe exprimiert [129] [136]. Auch innerhalb eines Gewebes ist die Expression nicht statisch
sondern an die gegebenen Bedingungen angepaf}t, ein Umstand der besonders in der Entwick-
lung der Organismen von Bedeutung ist. Gene der Cholesterol-Biosynthese z.B. sind wahrend der

Embryogenese in bestimmten Geweben lediglich zu definierten Zeiten exprimiert [109] [110].

in silico Northern Blots - Anwendung mit generell schwacher Effizienz

Eine géngige Vorgehensweise im Zuge der Bestimmung der Gewebeverteilung von zu charakterisie-
renden Proteinen bzw. der ihnen zugrunde liegenden mRNA ist es, sich im Vorfeld der experimen-
tellen Untersuchungen durch bioinformatische Analysen einen Uberblick zu verschaffen. Die im
Verlauf der letzten Jahre signifikant erweiterten EST (expressed sequence tags)-Datenbanken bie-
ten hierfiir eine vielversprechende Voraussetzung und erlauben generell eine breitgeficherte Analyse
iiber eine Vielzahl an Geweben. Auch vorliegende Arbeit machte sich diese Grundlage zu Nut-
ze. Unter Verwendung der zwei, unterschiedliche Strategien verfolgenden und somit unabhéngigen
in silico Northern Blot-Anwendungen ISNB und Unigene (vergleiche 2.2.4) wurde eine bioinfor-
matische Vorhersage beziiglich des zu erwartenden Expressionsmusters der zu charakterisierenden
Mitglieder der SDR-Proteinfamilie durchgefithrt. Im Rahmen der Analysen mufite zunéchst eine
grofle Divergenz zwischen den Ergebnissen der beiden Verfahren festgestellt werden. Hinsichtlich
der ermittelten Gewebe der wahrscheinlich hochsten Expression erzielten die beiden Anwendungen
generell keine Einigkeit, verglichen zu den im Anschlufl experimentell verifizierten Daten lagen
beide Algorithmen - abgesehen von einer Ausnahme (hDHRS1) - grundlegend falsch. Lediglich
die mehr oder weniger ubiquitire Gewebeverteilung der drei SDR-Kandidaten konnte aus der
bioinformatischen Vorhersage abgeleitet werden. Zusammenfassend muf3 der in silico Northern
Blot-Analyse eine schwache Effizienz bescheinigt werden, zur Verwendung der einen oder anderen
Anwendung bei zukiinftig durchzufithrenden Untersuchungen kann aufgrund der erzielten Ergeb-

nisse nicht geraten werden.

Northern Blot vs. quantitative RealTime-PCR - And the winner is ...!

Zur experimentellen Verifizierung des Expressionsmusters, basierend auf mRNA-Nachweis, kam in
dieser Arbeit zunichst ausschliefllich die Northern Blot-Technologie zum Einsatz. Die Verfiigbar-
keit einer entsprechenden, bereits vorgefertigten Membran (FirstChoice Northern Human Blot IT)
und die im Zuge dessen erwartete, relativ schnelle und einfache Durchfithrung des Experiments
lie} besagtes Verfahren zum ersten Mittel der Wahl werden. Alle durchgefiihrten Hybridisierungen
erfolgten zunéchst unter Verwendung lediglich einer Membran, was deren erfolgreiches Strippen
zwischen den einzelnen Experimenten voraussetzte. Die Kontrolle des Stripping-Vorgangs durch
Autoradiographie offenbarte, daf sich die eingesetzten radioaktiven Sonden nicht problemlos wieder
von der Membran entfernen lielen. Im Speziellen die zur Qualitétskontrolle des Blots eingesetzte
(-Actin-Sonde bereitete immense Schwierigkeiten. Die gemachte Beobachtung erforderte in Kon-

sequenz eine Optimierung des Stripping-Protokolls sowie eine Abstrahlungsperiode zwischen zwei
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Membranhybridisierungen, die die Eindeutigkeit der erzielten Ergebnisse sicherstellte. Fiir die
Kandidaten hDHRS1 und hHSDL1 konnte unter Verwendung der Northern Blot-Technologie die
Gewebeverteilung, wenngleich auch erst nach mehreren Anldufen, eindeutig bestimmt werden. Thr
Einsatz stellte sich dahingehend als vorteilhaft heraus, da sich im Zuge der Untersuchungen fiir den
Kandidaten hDHRS1 unterschiedliche Transkriptionsvarianten identifizieren lielen, welche unter
Verwendung anderer Methoden aller Voraussicht nach unerkannt geblieben wiren. Lediglich fiir das
zu untersuchende SDR-Protein hCBR4 war trotz mehrmaliger Wiederholung unter stets aufs neue
optimierten Versuchsbedingungen keine Bestimmung des Expressionsmusters moglich. Als Grund
hierfiir wird ein Expressionslevel des Kandidaten angenommen, das deutlich unter der Nachweis-
grenze der Methodik liegt. Hinsichtlich der Sensitivitdt hat der zudem lediglich semi-quantitative
mRNA-Nachweis durch Northern Blot-Hybridisierung im Vergleich zu anderen Verfahren deutliche
Schwéchen. Schluflendlich wurde das Expressionsprofil fiir den Kandidaten hCBR4 im Rahmen die-
ser Arbeit durch quantitative RealTime-PCR unter Verwendung des Tissue Scan™ Human Major
Tissue qPCR Arrays erstellt. Das Verfahren zeigte sich als auflerordentlich schnell und benutzer-
freundlich und dariiberhinaus als sehr sensitiv. Lediglich das Versuchsdesign des Herstellers zeigte
sich als umsténdlich und gibt Anlaf§ zur Kritik. Da lediglich ein Fluoreszenzfarbstoff verwendet
werden konnte, mufite die Amplifizierung von Targetgen und endogener Kontrolle in unterschiedli-
chen Reaktionen erfolgen, was hinsichtlich der zu erfolgenden Normalisierung als nicht optimal zu
bewerten ist. Zusammenfassend muf festgestellt werden, dafl die quantitative RealTime-PCR das
einfachere Verfahren ist. Trotz der auf den ersten Blick hoheren Kosten - die Erfahrungen mit der
Northern Blot-Technologie relativieren diesen Aspekt - rechtfertigt die hohe Sensitivitét sowie der

eindeutig geringe Aufwand ihren Einsatz.

Proteinvielfalt durch Transkriptvarianten - Das alternative Splicing

Im Rahmen der durchgefithrten Northern Blot-Experimente konnten dem Kandidaten hDHRSI,
wie bereits angekiindigt, zwei unterschiedlich groe mRNA-Transkripte nachgewiesen werden. Al-
lem Anschein nach scheint die dem Protein zugrundeliegende pra-mRNA einem alternativen Spli-
cing zu unterliegen, welches die Bildung mehrerer verschiedener reifer mRNA-Molekiile und somit,
durch deren Translation, die Generierung von mehreren unterschiedlichen Polypeptiden zur Folge
hat. Ob es sich dabei schlulendlich um tatséchlich lediglich zwei Transkripte handelt, bleibt nach
Bewertung dieser Ergebnisse in Frage zu stellen. Grundsétzlich besteht die Moglichkeit, dafl wei-
tere Transkripte erzeugt werden, die allerdings in den untersuchten Geweben nicht exprimiert sind
oder aufgrund der generell schlechten Auflésung der Northern Blot-Technologie bei dhnlicher Tran-
skriptlange nicht von den detektierten unterschieden werden kénnen. Wie auch immer, die Présenz
unterschiedlicher Varianten von hDHRS1 kann ein Indiz fiir die Vielseitigkeit des zu untersuchenden
Proteins sein, wenngleich die generelle Bedeutung des alternativen Splicings bislang weitestgehend
unklar ist. Der Mythos, ein moglicherweise im Verhéltnis zu anderen Spezies gehéduftes Auftreten
des alternativen Splicings sei dafiir verantwortlich, dafl der Mensch der vermutlich komplexeste
Organismus ist, mufite im Verlauf zahlreicher Studien als falsch befunden werden. Die Anzahl an
Splicing-Geschehnissen ist im Tierreich im Allgemeinen mehr oder weniger vergleichbar, es beste-
hen keine signifikanten Unterschiede zwischen Mensch und anderen Spezies [23]. Erwéhnenswert in
diesem Zusammenhang ist die Tatsache, daf} es sich beim ,, Rekordhalter® fiir alternatives Splicing

um ein Drosophila-Gen, genannt DScam, handelt, das iiber 38.016 Splice-Varianten verfiigt.
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3.2.4 Bestimmung der Substratspezifitat

Enzyme sind die Biokatalysatoren der Zelle. Durch die Verminderung der Aktivierungsenergie
beschleunigen sie die Gleichgewichtseinstellung chemischer Reaktionen und erméglichen so die
Umsetzung von Ausgangsstoffen (Substraten) in ihre Reaktionsprodukte in einem physiologisch
bedeutenden Mafistab. Auch die Mitglieder der SDR-Proteinfamilie sind der Gruppe der Enzy-
me zuzuordnen, sie katalysieren mittels ihrer Oxidoreduktase-Eigenschaft die Umwandlung von
Hydroxy- zu Keto- bzw. von Keto- zu Hydroxygruppen der verschiedensten Substrate und neh-
men somit eine Schliisselstellung in den unterschiedlichsten Stoffwechselwegen ein. Im Zuge dessen
versteht es sich von selbst, dafl die Verifizierung der Substratspezifitit ein Schwerpunkt einer Cha-
rakterisierung von SDR-Proteinen sein mufl. Erst die Kenntnis ihrer natiirlichen Substrate bzw.
der chemischen Reaktion, die durch sie beschleunigt wird, gibt den endgiiltigen Aufschluf} iiber
die Rolle der Enzyme im Metabolismus und eréffnet eine entscheidende Moglichkeit der therapeu-
tischen Intervention, beispielsweise durch die Entwicklung spezifischer Inhibitoren, bei mit ihnen

assoziierten Erkrankungen.

pcDNA3 - der Verzicht auf ein Tag kann den Unterschied machen

Alle in dieser Arbeit Anwendung findenden Strategien zur Bestimmung der Substratspezifitiit
der ausgewiihlten SDR-Kandidaten setzten zuniichst deren Uberexpression in einer eukaryotischen
Zelllinie voraus. Grundsétzlich stehen hierfiir eine Vielzahl an Vektoren zur Verfiigung, deren
Verwendung neben zahlreichen Vorteilen allerdings meistens auch gewisse Nachteile mit sich bringt,
die bei ihrer Auswahl beriicksichtigt werden miissen. Wenngleich eine Uberproduktion in Fusion
mit einem Tag den Nachweis der Proteine von Interesse mittels Western Blot-Technologie erlaubt,
so kann die Préisenz eines Tags einen ungewollten Einfluss auf die Faltung oder die ordnungsgeméfe
Verteilung des Enzyms in der Zelle haben. Dies konnte im Rahmen der Studien zur subzelluldren
Lokalisation eindrucksvoll bestétigt werden. Da beide Kriterien jedoch eine Grundvoraussetzung
fiir die funktionelle Aktivitdt von Enzymen sind, wurde von der Strategie der Fusionsexpression

abgesehen und stattdessen der Vektor pcDNA3 verwendet.

HEK?293-Zellen - eine geeignete Expressionsmaschinerie

Aufgrund des humanen Ursprungs der zu charakterisierenden SDR-Enzyme, wurde wie fiir die Stu-
dien zur subzelluldren Lokalisation auch fiir die Bestimmung der Substratspezifitdt hauptséchlich
die Verwendung einer humanen Zelllinie in Betracht gezogen. Wiederum sollte auf diese Weise
ein nahezu den physiologischen Bedingungen entsprechendes Umfeld geschaffen werden, um die
Funktionalitét der Proteine von Interesse zu gewéhrleisten (vergleiche auch 3.2.2). Ein entschei-
dendes Kriterium bei der Auswahl der Zelllinie war das Ausmafl der endogenen Umwandlung der
zu testenden Substrate im in vivo-System (Inkubationszeit 24 h). Da im Rahmen der angestrebten
Untersuchungen die Uberpriifung der katalytischen Aktivitit gegeniiber steroidogenen Substanzen
im Vordergrund stand, konnte sich auf Erfahrungswerte von Frau Dr. Brigitte Keller und Frau Dr.
Rebekka Mindnich bezogen werden. Nach der Sicherstellung einer erfolgreichen Uberexpression
der Kandidatenproteine durch mRNA-Nachweis, wurde zur bestmoglichen Minimierung des un-
gewiinschten Effekts die oftmals eingesetzte humane embryonale Nierengewebs-Zelllinie HEK293

(vergleiche z.B. [83]) gewiihlt. Diese zeigte iiber den Verlauf der in vivo-Untersuchungen gene-

106



3 Diskussion

rell den erwartet geringen Hintergrundumsatz, lediglich hinsichtlich des zugegebenen Substrats
Cortisol wurde eine bedeutende endogene Aktivitdt gemessen, die allerdings fiir die erfolgreiche
Durchfithrung der Experimente weiter keine grofie Bewandnis hatte. Fiir die ebenfalls im Rahmen
dieser Arbeit durchgefithrten Messungen im in vitro-System war die endogene Substratkonvertie-
rung aufgrund der kurz gewéhlten Inkubationszeit ohnehin nicht von Bedeutung, nichtsdestotrotz

wurden auch in diesem Fall stets Leervektor-transfizierte Kontrollen mitgefiihrt.

in vivo- und in vitro-System - ein zuverldssiges Gespann

Die Uberpriifung der katalytischen Aktivitit der zu untersuchenden SDR-Enzyme gegeniiber aus-
gewdhlten Substraten erfolgte im Rahmen dieser Arbeit unter der Verwendung zweier unterschied-
licher Assays. Ein auf den Arbeiten von Castagnetta et al. [28] basierendes in vivo-System, von
Frau Dr. Brigitte Keller optimiert auf die Durchfithrung im 12 well Format, sollte zunéchst Auf-
schluf} iiber das Umsetzungspotential der zu untersuchenden Kandidaten gegeniiber steroidogenen
Substanzen liefern. Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften sind diese in der Lage, sowohl die
Plasmamembran als auch intrazellulire Membranen durch passive Diffusion zu iiberwinden, was
ihre Messung in lebenden Zellen nach dem unter 4.7.1 beschriebenen Verfahren méglich macht.
Wenngleich der besagte in vivo-Assay in den hier durchgefithrten Studien als auch vergleichbare
Versuchsdesigns, beispielsweise im Zuge der Charakterisierung der 173-Hydroxysteroiddehydroge-
nase des Typs 12 [118], mehrfach erfolgreich Anwendung fanden, muf} festgehalten werden, daf
Lebendzell-Messungen zum einen nur fiir eine limitierte Anzahl an Stoffklassen und zum anderen
lediglich fiir eine ,,Umsatz: Ja oder Nein“-Entscheidung geeignet sind. Fiir im Laufe der Bestim-
mung der Substratspezifitdt oftmals angestrebte Kinetik-Studien erscheint der in vivo-Assay nur
bedingt einsetzbar, da der Einflufl der Zellvermehrung auf die erzielten Ergebnisse nur schwer faf3-
bar und demzufolge nicht einzukalkulieren ist.

Neben den beschriebenen in vivo-Studien umfasste die durchzufithrende Charakterisierung der
neuen Mitglieder der SDR~Proteinfamilie die Untersuchung ihrer Spezifitit hinsichtlich weiterer
Substanzklassen (Chinone, CoA-assoziierte Fettsduren, Prostaglandine und Retinoide) im in vitro-
System. Abgesehen von der Tatsache, daf§ die Durchfithrung aufgrund der Moglichkeit des Ein-
satzes nichtradioaktiver Substanzen und den im Vergleich zum in vivo-Assay deutlich verkiirzten
Inkubationsperioden eine praktische Erleichterung erfuhr, erlaubte es die Uberpriifung der kataly-
tischen Aktivitéit unter manuell definierten Bedingungen. Beispielsweise konnten durch die Zugabe
von spezifischen Cofaktoren Hinweise auf die Art der chemischen Reaktion (Oxidation bzw. Re-
duktion) und somit auf die priferierte Reaktionsrichtung der Enzyme von Interesse gewonnen
werden. In Zusammenarbeit mit Herrn Ferdinand Haller (Helmholtz Zentrum Miinchen) ist es
gelungen, die Analysesysteme fiir CoA-konjugierte Fettsduren und Retinoide zu optimieren und
dariiberhinaus neue Verfahren fiir die Auftrennung der ausgewéhlten Chinone und Prostaglandine
zu etablieren. Kritisch zu bemerken sind lediglich die im Zusammenhang mit den Messungen der
Spezifitdt gegeniiber den Prostaglandinen aufgetretenen Detektionsschwierigkeiten. Da die meis-
ten Prostaglandine und ihre Metaboliten aufgrund isolierter Doppelbindungen und dem Fehlen
weiterer Chromophore lediglich bei einer Wellenlénge von 192 nm absorbieren [57], waren sie mit
dem verwendeten UV-Detektor nur schwer nachzuweisen. Zur Absicherung der erzielten Ergebnis-
se wurde aufgrund dessen das alleinig umgesetzte Prostaglandin E, in radioaktiv-markierter Form

angeschafft und in den Assay eingesetzt.
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Metabolomics statt Proteomics - Gut gedacht, schlecht gemacht?

Seit der nahezu vollstindigen Sequenzierung des menschlichen Genoms ist das Hauptziel der funk-
tionellen Genomik die Funktion der Produkte neu identifizierter Gene zu bestimmen, sowie die-
jenigen unter ihnen ausfindig zu machen, die als Angriffspunkt fiir die Therapie von Krankhei-
ten dienen kénnen. Bis heute konzentrierten sich die im Zuge dessen angewandten Strategien
grofitenteil auf die Untersuchung der Genexpression (Transcriptomics), sowie die Erstellung von
Proteinprofilen (Proteomics). Mit der Entwicklung zahlreicher Verfahren, die es erlauben, niedrig
molekulargewichtige Molekiile zu identifizieren und deren jeweilige Konzentration zu bestimmen,
ist es moglich geworden, auch die Stoffwechselaktivitit messbar zu machen. Die Herangehensweise,
die den metabolischen Zustand zu definierten Endpunkten aber auch intermediéire Prozesse durch
Dynamikerfassung quantifizieren oder differenzieren kann, wird als Metabolomics bezeichnet. Me-
tabolomics beschreibt die vollstdndige Zusammensetzung an Metaboliten bzw. Intermediaten mit
niederigem Molekulargewicht, die abhingig vom Kontext und entsprechend der Physiologie, der
Entwicklung oder des pathologischen Zustandes einer Zelle, eines Gewebes oder eines Organismus
variiert [150] [151]. Anders formuliert: Metabolomics ist die systematische Untersuchung des ein-
zigartigen, chemischen Fingerabdrucks, den spezifische zellulidre Prozesse hinterlassen.

Alternativ zu den alt bew#hrten ,,proteomischen Ansétzen zur Bestimmung der Substratspezifitéit
der zu charakterisierenden Mitglieder der SDR-Proteinfamilie wurde auch in dieser Arbeit eine Stu-
die durchgefiihrt, die sich nicht, wie gewohnt, den potentiellen Substraten der zu untersuchenden
Kandidatenenzyme, sondern den nach ihrer Expression in humaner Zellkultur nachzuweisenden
Produkten widmete. Die Verwendung des FT-ICR-Massenspektrometers sollte einen Vergleich der
entstandenen Metabolitenzusammensetzung zu der einer Leerkontrolle und somit die Identifizie-
rung der durch die Enzyme von Interesse katalysierten Reaktion erlauben. Wenngleich die Idee
nach wie vor als generell vielversprechend eingestuft wird, so zeigten die erzielten Ergebnisse auf,
dafl das angewendete System, abgesehen von der als ideal zu bewertenden Probenvorbereitung,
einer intensiven Optimierung bedarf. Zunéchst war eine deutliche Diskrepanz in den fiir die jewei-
ligen Metaboliten ermittelten Peakintensitéiten selbst unter den gemessenen Duplikaten aufgefallen,
was einen verlafllichen Vergleich zweier unterschiedlicher Proben, wie angestrebt, nahezu unmdoglich
machte. Da das verwendete Gerét eine grofle Préazision die identifizierten Massen betreffend offen-
barte, ist nicht davon auszugehen, dafl die beobachteten Varianzen lediglich auf Messungenauig-
keiten des Massenspektrometers zuriickzufithren sind. Stattdessen kénnte die Komplexitdt der zu
untersuchenden Metabolitenzusammensetzung fiir die aufgetretenen UnregelméfBigkeiten verant-
wortlich sein. Die analysierten Gemische an unterschiedlichsten Molekiilen unterliegen wihrend
des ITonisierungsprozesses in der Quelle des Massenspektrometers einer kontinuierlichen Kompeti-
tion um die angebotenen Ladungen. Diese werden auf die einzelnen Analyten verteilt, bei derart
komplexen Losungen geschieht dies allerdings von Probe zu Probe vermutlich in unterschiedlicher
Art und Weise. Eine ungleichméfige Ionisierung schliagt sich beim Vergleich zweier Metaboliten-
zusammensetzungen folglich in unterschiedlichen Signalintensitéten (m/q) nieder.

Worin auch immer die Unterschiede schlulendlich im Detail begriindet liegen mégen, ihnen ist ent-
gegenzuwirken durch eine Erhohung der Anzahl an gemessenen Proben pro jeweiligem Transfek-
tionsansatz. Die anschlieende Bildung eines Mittelwertes aus einer Vielzahl an Peakintensitéiten
(im Vergleich zu lediglich zwei) wiirde eine realistischere Darstellung der tatséchlichen metabolo-

mischen Situation in der Zelle erlauben. Weiter mufl die Frage gestellt werden, ob die durch eine
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transiente Uberexpression der SDR-Kandidaten in den HEK293-Zellen herbeigefiihrten Veréinde-
rungen in der Metabolitenzusammensetzung generell signifikant genug sind, um durch das besagte
Verfahren detektiert werden zu konnen. Dieser Problematik wére beispielsweise durch die Generie-
rung einer stabil transfizierten Zelllinie zu begegnen, die die Expression der Enzyme von Interesse
nicht nur fiir einen begrenzten Zeitraum sondern kontinuierlich erlaubt und somit aller Voraus-
sicht nach einen deutlicheren Effekt auf das Metabolom der verwendeten Zellen hitte. Ein auf das
selbe Resulat zielender, aber generell gegensiitzlicher Ansatz wire die Ausschaltung (KnockOut)
oder die Herunterregulierung (KnockDown) der den SDR-Kandidaten zugrundeliegenden Gene

beispielsweise durch RNAi-Technologie.

3.2.5 Expression und Aufreinigung der zu charakterisierenden Mitglieder der
SDR-Proteinfamilie

Die Verfiigbarkeit von Protein in Reinstform ist einer der entscheidenden Triimpfe im Zuge der
erfolgreichen Charakterisierung von bislang unbekannten Proteinen. Sie erméglicht die Anwendung
einer Vielzahl an Verfahren, die jeweils fiir sich oder in Kombination mit anderen, einen erheblichen
Beitrag zur umfassenden Aufklarung der physiologischen Funktion von Proteinen leisten konnen.
Durch den Einsatz aufgereinigter Enzyme gelingt es beispielsweise, ihr katalytisches Potential
gegeniiber ausgewéhlten Substraten im eng definierten in vitro-System im Detail zu ermitteln und
gegebenenfalls eine Inhibition der Reaktion durch definierte Zugabe von chemischen Komponenten
zu erreichen. Dariiberhinaus ist es moglich Wechselwirkungen mit anderen Proteinen durch die
Durchfithrung von Methoden wie GST-Pulldown Assay oder Coimmunoprizipitation zu erfassen
und somit auch hier einen Angriffspunkt fiir die therapeutische Intervention zu liefern (vergleiche
auch 3.2.6). Das wohl grofite Potential des Proteins in Reinstform liegt in der Méglichkeit seiner
Verwendung zur Strukturaufkldrung. Durch Rontgenkristallographie und andere Verfahren kann
die Tertidrstruktur der Proteine von Interesse exakt bestimmt und somit essentielle Bereiche fiir
z.B. Substrat- oder Cofaktorbindung aufgedeckt werden. Besagtes Wissen 148t sich dann wiederum
zur Entwicklung spezifischer Inhibitoren und langfristig zur Generierung von vielversprechenden
Medikamenten nutzen.

In dieser Arbeit verfolgte die Expression und Aufreinigung der zu charakterisierenden Mitglieder
der SDR-Proteinfamilie in erster Linie das Ziel, ihre natiirlichen Substrate zu ermitteln. Die
angestrebte Durchfithrung einer fluoreszenz-basierten Cofaktor-Bindungsstudie - oftmals bereits
erfolgreich genutzt zur Aufklarung der Spezifitit von SDR-Enzymen, als Beispiel sei an dieser
Stelle lediglich humanes DHRS10 genannt [117] - in Kooperation mit Herrn Dr. Udo Oppermann
vom Structural Genomics Consortium (SGC) setzte zunéchst die Verfigbarkeit der Enzyme von

Interesse in Reinstform voraus.

Vorhersage der Proteintopologie - ein wertvolles Hilfsmittel!

Zur Einschétzung der zu erwartenden Loslichkeit bzw. der Moglichkeit einer Membransténdigkeit
von aufzureinigenden Proteinen sind im Internet zahlreiche Algorithmen verfiigbar, die eine Vor-
hersage der Protein-Topologie (Orientierung und Lage von Transmembranhelices) erlauben. Ein
Grofiteil dieser Anwendungen basiert auf einem typischen hidden-Markov-Modell oder der ein-

fachen Beurteilung der Hydrophobizitét, andere hingegen stellen eine statistische Analyse gegen
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Datenbanken natiirlich vorkommender Transmembranproteine an [32]. Die im Rahmen dieser Ar-
beit durchgefithrten Analysen beschréankten sich reprisentativ auf fiinf der zuginglichen Server
(HMMTOP [202], SOSUI [76], TMHMM [188], TMpred [78] und TopPred [51] [210] [187], die
erzielten Ergebnisse sind unter 2.12 zusammengefasst. Im Vergleich zu den bioinformatischen Vor-
hersagen zur subzelluldren Lokalisation gestaltet sich die Bewertung der im Rahmen dieser Analyse
erzielten Ergebnisse deutlich schwieriger, da die im Anschlufl durchgefiihrten Experimente keine
detaillierte Verifizierung zulassen. Wihrend die einzelnen Server zumeist eine wahrscheinliche An-
zahl an Transmembrandoménen und deren jeweilige Position in der Aminosiuresequenz vorschla-
gen, konnten die Versuche zur Expression und Aufreinigung lediglich einen Beleg dafiir liefern,
ob es sich bei den Kandidaten hCBR4, hDHRS1 und hHSDL1 um l6sliche Proteine handelt oder
nicht. Nichts desto trotz kann nach den gewonnenen Erkenntnissen festgestellt werden, dafl im
Gesamten 60,00 % der getroffenen Vorhersagen hinsichtlich einer generellen Loslichkeit der zu un-
tersuchenden Proteine mit dem experimentellen Resultat {ibereinstimmten, TopPred zeigte hierbei
mit 100,00 % die hochste Effizienz. Wenngleich dies im Vergleich zur bioinformatischen Bestim-
mung der subzelluldren Lokalisation fiir eine grofle VerlédBlichkeit der verwendeten Server spricht,
muf} die weitaus geringere Anzahl an analysierten Sequenzen angemerkt werden (drei Sequenzen
gegeniiber 14 Sequenzen, 15 Vorhersagen gegeniiber 98 Vorhersagen), die den représentativen Wert
der hier durchgefiihrten bioinformatischen Vorhersage zur Topologie mehr als in Frage stellt. Auch
wenn die Bewertung der Anwendung TopPred als zuverlissigster Algorithmus eindeutig der in einer
umfangreichen Studie gewonnenen Erkenntnis, dal Hydrophobizitéits-basierte Methoden weniger
akkurat sind, als fortschrittlichere (z.B. hidden-Markov-Modell) entgegensteht [32], scheint die in
der Gesamtanalyse ermittelte Tendenz die richtige zu sein. Zumindest um einen Eindruck iiber
die zu erwartende Loslichkeit der Proteine von Interesse zu gewinnen offenbart sich die Topologie-

Vorhersage als wertvolles Hilfsmittel.

Bakterien, Hefe, Zellkultur - Drei Systeme, ein Ergebnis

Die Aufreinigung von Proteinen im grofien Maflstab kann durch die Verfolgung unterschiedlichster
Strategien erreicht werden. Eine weit verbreitete Methode ist ihre rekombinante Expression in
Fusion mit einem spezifischem Tag (His-Tag, GST-Tag, etc. ), das dem Protein von Interesse eine
Bindungsaffinitéit verleiht, iiber die es unter nativen Bedingungen nicht verfiigt, und somit dessen
Gewinnung aus der Gesamtheit aller in der Zelle exprimierten Proteine deutlich erleichert. Auch
im Rahmen dieser Arbeit war besagtes Verfahren das Mittel der Wahl. Zur rekombinanten Expres-
sion der SDR-Kandidaten mit dem Ziel ihrer anschlieBenden Aufreinigung in ausreichender Menge
(hinsichtlich des geplanten Assays), kamen sowohl prokaryotische als auch eukaryotische Systeme
zum Einsatz, von denen zwar jedes seine individuellen Stérken und Schwichen aufweist (vergleiche
2.2.6), die aber schluendlich alle eine gemeinsame Einschrinkung teilen. Sie alle gelangen an
ihre Grenze, sobald es sich bei den zu gewinnenden Proteinen von Interesse um Membran- bzw.
membranassoziierte Proteine handelt. Diese Erkenntnis bestétigte sich im vollem Umfang im Zuge
der Untersuchungen. Unabhéngig davon, ob es sich beim verwendeten System um Bakterien oder
Hefen - die Expression in Zellkultur schlug generell fehl, hétte aber ein dhnliches Resultat zur Folge
gehabt -, oder beim fusionierten Tag um ein GST-, Strep- oder V5-His-Tag handelte, ist es nicht
gelungen, die zu gewinnenden SDR-Enzyme in ausreichendem Mafle in die nach Zelllyse erhaltene

l6sliche Fraktion zu {iberfiihren, um sie anschliefend iiber ihre Affinitét zu speziell behandelten
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Matrizes in Reinstform gewinnen zu konnen. Urséchlich dafiir ist aller Wahrscheinlichkeit nach
eine Integration der Proteine von Interesse in die jeweiligen Membranen ihrer Zielkompartimente.
Wenngleich die erhoffte Aufreinigung der Kandidatenenzyme nicht bewerkstelligt werden konnte,
so lieferten die gewonnenen Ergebnisse zumindest einen deutlichen Beleg fiir die Membranstéandig-

keit der zu charakterisierenden Proteine.

Der Einsatz von Detergenzien - nicht immer fiihrt der Weg zum Ziel

Detergenzien sind eine Klasse von polaren, wasserloslichen Lipiden, deren einzigartige Eigenschaf-
ten die Manipulation von Wechselwirkungen zwischen hydrophoben und hydrophilen Molekiilen in
biologischen Proben erlauben. In der Wissenschaft werden sie u.a. zur Zelllyse und zur Solubilisie-
rung von Membranproteinen verwendet. Da es, wie erwéhnt, trotz Verwendung unterschiedlichster
Expressionssysteme nicht gelungen ist, die rekombinanten SDR-Enzyme von Interesse in 16slicher
Form zu gewinnen, wurde auch im Rahmen dieser Arbeit der Einsatz von Detergenzien in Erwégung
gezogen. Aus zwel Griinden, die im Folgenden erldutert werden, wurde schlulendlich von ihrer

Verwendung abgesehen.

Denaturierung der Proteinstruktur. Der Einsatz von Detergenzien kann zu einer Denaturierung
und somit zu einem Aktivitédtsverlust des aufzureinigenden Proteins fithren. Speziell ionische De-
tergenzien, die ein enormes Solubilisierungspotential aufweisen, neigen dazu, die Tertifirstruktur
gravierend zu zerstoren. Da die SDR-Proteine von Interesse nach Aufreinigung einem Bindungs-
assay unterzogen werden sollten, erschien ihre Verwendung ein zu risikoreiches Unterfangen, zumal
aufgrund der zunéchst unbekannten Substratspezifitit der Enzyme hCBR4, hDHRS1, hHSDL1
und hHSDL1(F218Y) keine Uberpriifung der Faltung/Aktivitiit, beispielsweise in einem in vitro-
Substratassay, moglich war. Durch die Verifizierung eines Retinoidumsatzes im spiteren Verlauf
der Arbeit steht nun ein geeignetes Kontrollsystem zur Verfiigung, das unter Umstédnden die Solu-

bilisierung durch Detergenzien erlaubt.

Beeinflussung der Folgeanwendung. Detergenzien, die weniger denaturierende Eigenschaften be-
sitzen, sind beispielsweise nicht-ionische Verbindungen. Hinsichtlich des Faltungsmusters kann ihr
Einsatz bedenkenlos erfolgen. Im Gegensatz zu ionischen Detergenzien lassen sie sich allerdings
nur schwer aus der angefertigten Probe dialysieren, ein Umstand, der eventuell eine Beeinflus-
sung der im Anschlufl durchzufithrenden Anwendung nach sich zieht. Hinsichtlich der geplanten
Fluoreszenz-basierten Cofaktor-Bindungsstudien zur Uberpriifung einer Bibliothek an ausgewiihl-

ten Substraten, wurde auch auf ihre Verwendung verzichtet.

3.2.6 Identifizierung von Interaktionspartnern der zu charakterisierenden
Mitglieder der SDR-Proteinfamilie

Proteine werden in ihrer physiologischen Funktion oftmals durch nicht-kovalente Interaktionen

beeinfluflit. Sie wirken gemeinsam mit Bindungspartnern oder als Komponenten eines grolen Mul-

tiproteinkomplexes, die zeitliche und rdumliche Variabilitit der bestehenden Wechselwirkungen

ermoglicht es der Zelle, ihre Funktionen auszufithren und den dufleren Bedingungen anzupassen.
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Entscheidend fiir das umfassende Verstdndnis biologischer Stoffwechselwege bzw. mit ihnen asso-
ziierter Krankheitsbilder und fiir die im Zuge dessen unerlédfiliche Aufkldrung der physiologischen
Rolle von bislang uncharakterisierten Proteinen, wie beispielsweise den in dieser Arbeit zu unter-
suchenden Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie, ist es demzufolge, deren spezifische Wechselwir-
kungspartner zu identifizieren und besagte Interaktionen im Detail zu verstehen.

Fiir eine Vielzahl an SDR-Enzymen ist es in den vergangenen Jahren bereits gelungen, Interak-
toren zu bestimmen und somit einen entscheidenden Beitrag zur Aufklidrung ihrer Funktion im
Organismus zu leisten. Als reprisentatives Beispiel sei an dieser Stelle die 113-Hydroxysteroid-
dehydrogenase des Typs 1 genannt. Besagtes Enzym katalysiert die Konvertierung der inaktiven
Glucocorticoide Cortison und 11-Dehydrocorticosteron unter Verwendung von NADPH in ihre ak-
tiven Formen Cortisol und Corticosteron. Die Verfiigbarkeit des benttigten Cofaktors wird dabei
durch die Hexose-6-phosphat-Dehydrogenase (H6PDH) gesteuert [74]. In umfassenden Studien
konnte gezeigt werden, dafl HGPDH nicht, wie zunéchst angenommen, lediglich funktionell an 113-
HSD 1 gekoppelt ist, sondern die beiden Proteine direkt, durch Protein-Protein-Wechselwirkung,
miteinander interagieren [9]. Wihrend sowohl 113-HSD 1 als auch HGPDH schon frither als Ziel
eines therapeutischen Eingriffs in die mit der Oxoreduktase-Aktivitit des Enzyms 115-HSD 1
assozilerten menschlichen Krankheiten (Insulin-Resistenz, Metabolisches Syndrom) in Erwigung
gezogen wurden, so erdffnet die gewonnene Erkenntnis eine neue Moglichkeit der Intervention,
beispielsweise durch die Entkopplung der wechselwirkenden Enzyme mittels kleinmolekularer Li-

ganden.

Yeast-Two-Hybrid - Ein System mit Einschrankungen

Aufgrund seiner einfachen und schnellen Handhabung und der im Vergleich zu anderen Verfah-
ren grofen Kostenersparnis ist das Yeast-Two-Hybrid-System seit seiner erstmaligen Beschreibung
[54] zu einer der beliebtesten Technologien zur Detektion von Protein-Protein-Wechselwirkungen
avanciert. Die Moglichkeit, eine Untersuchung von Interaktionen in zumindest in vivo-ahnlichen
Verhiiltnissen, d.h. im Milieu einer Zelle und mit den fiir Eukaryoten typischen posttranslationalen
Modifikationen wie Glykosylierung, Palmitoylierung oder Faltung durch Chaperone durchfiihren zu
konnen ohne dabei {iber Vorkenntnisse hinsichtlich der potentiell interagierenden Proteine verfiigen
zu miissen, hat das Verfahren in zahlreichen Studien, wie auch in dieser Arbeit, zum ersten Mittel
der Wahl werden lassen. Insbesondere in der Erforschung von Signalkaskaden spielte das Yeast-
Two-Hybrid-System in der Vergangenheit vielfach eine bedeutende Rolle, da der Wechselwirkungs-
nachweis durch Reportergenaktivierung im Vergleich zu direkten biochemischen Methoden erlaubt,
auch die fiir diese Prozesse charakteristischen schwachen oder transienten Interaktionen zu detek-
tieren. Wenngleich die genannten Vorziige dem Yeast-Two-Hybrid-System zweifellos ein enormes
Potential bescheinigen, so bleibt anzumerken, dafl besagte Methode auch Einschrinkungen unter-
liegt, die vor oder im Zuge ihrer Verwendung in Betracht gezogen werden miissen. So eignen sich
beispielsweise einige Proteinklassen generell nicht fiir die Analyse im besagten System. Hierzu
zihlen u.a. Transkriptionsfaktoren, die die Transkription der Reportergene ohne jegliche Interak-
tion aktivieren kénnten, Membranproteine, die nicht der essentiellen Translokation in den Nukleus
unterliegen oder Proteine die im Vorfeld einer Wechselwirkung die Modifikation durch cytoplas-
matische oder membran-assozierte Enzyme benétigen.

Da es sich bei allen in dieser Arbeit zu untersuchenden Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie um
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bislang uncharakterisierte Proteine handelte und demzufolge keine bereits beschriebenen Inter-
aktionen zu verifizieren, sondern stattdessen unbekannte aufzudecken waren, erschien das Yeast-
Two-Hybrid-System die einzig vielversprechende Methode zu sein. Eine Zugehorigkeit zur Pro-
teinklasse der Transkriptionsfaktoren konnte im Vorfeld ausgeschlossen werden, die Problematik
der hydrophoben Transmembrandoménen wurde im Verlauf der Analysen durch Generierung von
trunkierten Enzymkonstrukten umschifft. Im Verlauf der Untersuchungen taten sich dafiir andere

System-charakteristische Schwierigkeiten auf, diese sind detailliert im Folgenden besprochen.

Frame oder nicht Frame - das ist hier die Frage! Dem Yeast-Two-Hybrid-System liegt zunéchst
die Generierung von Expressionkonstrukten zu Grunde, die eine Fusion der Proteine von Interesse
an die Aktivierungs- bzw. Bindedoméne des Transkriptionsfaktors Gald gewiihrleisten. Wahrend
im Falle des eingesetzten Koderkonstrukts (Insert: CDS des auf Interaktionspartner zu untersu-
chenden Kandidaten) die Einhaltung des erforderlichen Leserasters (Frame) durch die definierte
Amplifikation des Inserts und die gewéhlte Klonierungsstrategie einfach zu bewerkstelligen ist,
so ist die Erzeugung der Beutekonstrukte (Insert: ¢cDNA-Bibliothek) ein weitestgehend zufiilliger
Prozess. Somit weist durchschnittlich lediglich etwa jede sechste klonierte cDNA ein identisches
Leseraster mit der Gald-Aktivierungsdomine auf [205], die im Rahmen eines Yeast-Two-Hybrid-
Screening erhaltenen Nukleotidsequenzen potentieller Interaktionspartner miissen demzufolge stets
hinsichtlich des korrekten Frames iiberpriift werden. Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihr-
ten Untersuchungen zeigte sich dieser oftmals versetzt. Wenngleich die Hefe generell in der Lage
ist, translationale Leserrasterverschiebungen vorzunehmen und in einigen Fillen ein grofler ORF
(Open Reading Frame) im falschen Raster durchaus mit dem exprimierten Protein korrespondieren
kann, so ist deutlich wahrscheinlicher, dal Transkription und Translation basierend auf den ent-
sprechenden Konstrukten die Generierung eines unnatiirlichen Beuteproteins zur Folge hat, welches
zwar mit dem Koderprotein interagieren kann, physiologisch aber keinerlei Bedeutung hat. Da eine
zusétzliche Verifizierung der identifizierten Wechselwirkungspartner im falschen Leseraster einen
immensen Mehraufwand bedeutet hitte (Amplifizierung ihrer Vollen-Linge-CDS, Klonierung ei-
nes im GST-Pulldown Assay oder der Coimmunoprizipitation nutzbaren Expressionskonstrukts),

wurden diese in der weiteren Analyse nicht beriicksichtigt.

Interaktion: falsch-positiv - Die ldentifizierung , falscher Freunde®. Transkription ist ein nu-
kledrer Prozess. Die erfolgreiche Durchfithrung eines Yeast-Two-Hybrid-Screening setzt demzufol-
ge, wie mehrfach beschrieben, die erfolgreiche Translokation der generierten und zu analysierenden
Fusionsproteine in den Zellkern voraus. Durch spezifische Verfahren, wie beispielsweise die be-
wuBBte Aussparung von hydrophoben Transmembrandoménen, ist der Transfer in den Nukleus,
zumindest fiir die zu untersuchenden Koderproteine, weitestgehend sicherzustellen. Eine zellkern-
spezifische Problematik, auf die dagegen keinen Einflufl genommen werden kann, ist die Faltung
der transferierten Proteine im Hefe-Zellkern. Da sich dessen Milieu von dem der Kompartimen-
te, in denen sich die zu untersuchenden Proteine gewohnlich aufhalten, unterscheidet, mufl in
Betracht gezogen werden, dafl ihre Tertidrstrukturen nicht immer den Faltungsmustern in der ur-
spriinglichen Umgebung entsprechen. Dies kann zur Folge haben, dafl Proteine, die normalerweise
miteinander interagieren, im Hefezellkern aufgrund ihrer verinderten Oberflichenstruktur keine

Wechselwirkung zeigen (falsch-negativ), fiir andere sich dagegen Interaktionen nachweisen lassen,
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die unter den eigentlichen Faltungsbedingungen nicht moglich wéren (falsch-positiv). Neben die-
sen zumeist in einem nachfolgenden Verifizierungsschritt aufgedeckten, spezifischen falsch-positiven
Wechselwirkungen, offenbaren Yeast-Two-Hybrid-Screenings in der Regel eine Reihe an Interakto-
ren, die aufgrund ihres immer wiederkehrenden und offensichtlich vom eingesetzten Koderprotein
unabhéingigen Auftretens in einer Vielzahl an Studien ebenfalls als falsch-positiv eingestuft werden.
Besagte Proteine scheinen im Falle einer Fusion an die Gal4-DNA-Bindungsdoméne selbststéndig
in der Lage, die Transkription der Reportergene zu aktivieren. Eine Zusammenfassung verbrei-
teter falsch-positiver Wechselwirkungspartner findet sich auf der Homepage von Erica Golemis et
al. (http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/Interaction TrapInWork.html). Zu ihnen sind ne-
ben zahlreichen Collagen-verwandten, mitochondrialen oder ribosomalen Proteinen beispielsweise
Heatshock- und Zinkfinger-Proteine sowie Ferritin, die Transfer-RNA-Synthase und Untereinheiten
des Proteasoms zu zihlen. Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Yeast-Two-Hybrid-
Assays konnten 18,93 % aller identifizierten Interaktoren eindeutig dieser Gruppe zugeordnet und
somit als falsch-positiv bewertet werden. Auf ihre weitere Analyse mittels vom Yeast-Two-Hybrid

unabhéngiger biochemischer Verfahren wurde im Zuge dessen verzichtet.

Partner nur fiir den Moment - Bindungen ohne physiologische Relevanz. Da im Yeast-Two-
Hybrid-System durch die Verwendung einer cDNA-Bibliothek als ,Beute® idealerweise alle vor-
stellbaren Kombinationen an Protein-Protein-Interaktionen des Koderproteins iiberpriift werden,
ist im Laufe eines durchgefiihrten Screening-Verfahrens stets die Moglichkeit einer Identifizierung
von artefaktischen Partnern gegeben. Aufgrund der sogenannten Zeit/Raum-Beschrinkung ist es
vorstellbar, dafl die als potentielle Wechselwirkungspartner bestimmten Proteine sich unter physio-
logischen Bedingungen nie in unmittelbarer Néhe zueinander befinden. Dies wiire beispielsweise der
Fall, wenn besagte Proteine in unterschiedlichen Zelltypen exprimiert werden oder in verschiedenen
subzelluldren Kompartimenten der selben Zelle lokalisiert sind. Dariiberhinaus ist eine Expressi-
on der interagierenden Proteine zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiahrend der Embryogenese oder
des Zellzyklus denkbar. Es ist demnach essentiell, nach der Identifizierung zweier wechselwirkender
Partner, die biologische Relevanz ihrer Interaktion zu bestimmen. In dieser Arbeit erfolgte dies
erst nach Verifizierung der im Yeast-Two-Hybrid-System aufgedeckten Wechselwirkungen durch
den GST-Pulldown-Assay, fiir einige der ermittelten Interaktionen war daraufhin eine physiologi-

sche Bedeutung in Frage zu stellen.

GST-Pulldown-Assay - Verifizierung leicht gemacht

Da die Aussagekraft der Ergebnisse eines Yeast-Two-Hybrid-Screenings nicht zuletzt aufgrund
der genannten Aspekte oftmals in Frage zu stellen ist, ist zu einer eindeutigen Verifizierung von
aufgedeckten Interaktionen stets die darauffolgende Anwendung einer alternativen, von besagtem
System unabhingigen Methode erforderlich. Hierfiir stehen generell eine Vielzahl an biochemischen
Verfahren zur Verfiigung, in vorliegender Arbeit bot sich durch die Verfiigbarkeit der benotigten
Expressionskonstrukte in erster Linie der Einsatz des GST-Pulldown-Assays an. Besagte Methode
stellte sich als unkompliziert heraus und lieferte weitestgehend unzweifelhafte Ergebnisse. Fiir die
beiden SDR-Kandidaten hDHRS1 und hHSDL1 konnten auf diese Weise im Yeast-Two-Hybrid-
System identifizierte Wechselwirkungspartner bestétigt werden.

Kritisch anzumerken ist in diesem Zusammenhang lediglich, dafl durch das gew#hlte Versuchs-
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design keinerlei Aufschlufl iiber die Stérke einer verifizierten Bindung zwischen SDR-Kandidat
und seinem Interaktionspartner gegeben werden konnte. Hierzu wére der Einsatz einer definierten
Proteinmenge in den Assay zwingend gewesen. Wenngleich dies fiir die in vitro-translatierten In-
teraktionspartner nach Messung der Protein-Konzentration im Ansatz einfach zu bewerkstelligen
gewesen wéire, so hétte die Bindung einer festgesetzten Menge an SDR-Protein (in Fusion mit
GST) an die verwendeten Glutathion-Sepharose-Beads zunéchst dessen erfolgreiche Aufreinigung
erfordert. Da dies im gesamten Verlauf der Arbeit nicht gelungen ist, wurde ohne vorherige Verifi-
zierung die maximal mogliche GST-Fusionsproteinmenge gebunden. Der Einfachheit halber wurde
hinsichtlich der Negativ-Kontrolle (GST alleine an die Sepharose immobilisiert) ebenso verfahren.
Natiirlich stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, inwieweit aufgrund der unterschiedlich ge-
koppelten Proteinmengen ein Vergleich zwischen eigentlichem Reaktionsansatz und seiner Negativ-
Kontrolle zuléssig ist, wie verlidBlich die erzielten Ergebnisse des GST-Pulldown-Assays unter diesen
Bedingungen wirklich sind. In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dafl das entscheidende Kri-
terium fiir die tatséichliche VerliaBlichkeit des angewandten Systems der Uberschuff an gebundenem
Protein in der Negativ-Kontrolle ist. Bekanntermaflen handelt es sich bei GST um ein Protein,
das nach Expression und Zellaufschluss vollsténdig in Losung vorliegt. Demzufolge wurde beim
durchgefiihrten Bindungsprozess (Gesamtes Zelllysat auf 100 uL Glutathion-Sepharose-Beads) ei-
ne groe Menge an GST-Protein an die Sepharose immobilisiert. Es ist sogar davon auszugehen,
daf} die verwendeten Beads aufgrund der perfekten Bindungseigenschaften des GST nach Abschluf3
der Kopplung geséttigt waren. Im Gegensatz dazu waren die SDR-Kandidaten in Fusion mit GST
nach Uberproduktion und Lyse nur in sehr geringem Mafie im Zelliiberstand vertreten, was unter
identischen Bindungskonditionen aller Wahrscheinlichkeit nach die Immobilisierung einer weitaus
geringeren Proteinmenge an die Glutathion-Sepahrose zur Folge hatte. Im Bestfall hiitte aber auch
hier maximal eine Séttigung der Beads erreicht werden kénnen. Aufgrund der definierten Menge
an in den Assay eingesetztem Tragermaterial konnte also ein eindeutiges Signal bzw. ein Signal
hoherer Intensitdt in der zu analysierenden Probe im Vergleich zur Negativ-Kontrolle nicht auf
eine groflere Menge an gekoppeltem Protein zuriickgefithrt werden, sondern als giiltiger Beweis fiir

eine tatsdchliche Interaktion gelten.

3.2.7 Etablierung einer KnockOut-Mauslinie

Im Laufe des letzten Jahrhunderts hat sich die Maus aufgrund der starken genetischen als auch
physiologischen Ahnlichkeiten zum Menschen und der leichten BeeinfluBbarkeit und Analysierbar-
keit ihres Genoms zum beliebtesten Sédugetiermodell der genetischen Forschung entwickelt. Wenn-
gleich Hefen, Wiirmer und Fliegen exzellente Modelle zur Studie des Zellzyklus oder einer Vielzahl
entwicklungsbiologischer Prozesse sind, erwies sich die Maus als weitaus besseres Hilfsmittel zur
Untersuchung von komplexen physiologischen Systemen, Systemen, die allen Sdugetieren gemein
sind. Wie Menschen und andere Vertreter der Sdugetierspezies entwickelt auch die Maus Erkran-
kungen, die diese Systeme betreffen. Hierzu zdhlen beispielsweise Atherosklerose, Bluthochdruck,
Diabetes, Krebs, Osteoporose und der griine Star. Dariiberhinaus kénnen bestimmte Krankheits-
bilder, die gewthnlich lediglich der Mensch aber nicht die Maus entwickelt, wie z.B. Mukoviszidose
und Alzheimer, durch Steuerung des Umwelteinflusses oder Manipulation des Mausgenoms indu-
ziert werden. Eine weit verbreitete Methode der genetischen Manipulation ist der KnockOut. Der

KnockOut von Genaktivitét liefert wertvolle Hinweise darauf, welcher Funktion das entsprechende
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Gen im Organismus nachkommt. Da Mensch und Maus in einer Vielzahl an Genen Uberein-
stimmungen zeigen, erlaubt die phinotypische Untersuchung von KnockOut-M&usen ein besseres
Versténdnis dariiber, wie spezifische Gene eine menschliche Erkrankung verursachen oder zu ihrer
Entstehung beitragen.

Auch hinsichtlich der Erforschung der SDR-Proteinfamilie leistete die Mausgenetik bereits sig-
nifikante Beitrige. Die Inaktivierung der 174-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 4 durch
KnockOut beispielsweise wurde bereits im Jahre 2000 publiziert [11] und offenbarte eine primére
Rolle des Enzyms im Fettsduremetabolismus. Besagtes Modell liefert bis heute ein bedeutendes
Hilfsmittel zur detaillierten Untersuchung der menschlichen Erkrankung ,,D-specific bi-functional
protein deficiency“. Des weiteren konnte u.a. aufgrund von Daten aus der Analyse diverser loss-
of-function-Modelle eine iiber den Steroidstoffwechsel hinausgehende Funktion fiir die 175-Hy-
droxysteroiddehydrogenasen des Typs 1 und 2 prognostiziert werden [129]. Dem in dieser Arbeit
zu charakterisierenden SDR-Protein Wwox wurden bislang lediglich Interaktionen mit p53, p73,
JNK1 oder anderen Proteinen unterschiedlichster Signalkaskaden nachgewiesen, was ihm den Sta-
tus eines neuen Vermittlers von apoptotischen Prozessen oder Antwort auf Stress einbrachte. Mit
den SDR-typischen Sequenzmotiven konnte im Falle von Wwox allerdings bislang keine biologische
Funktionen in Verbindung gebracht werden. Durch die Charakterisierung einer entsprechenden
KnockOut-Maus sollte gezeigt werden, welche nichtredundanten Funktionen das Protein in vi-
vo erfilllt, bzw. welche biochemischen Defekte durch sein Fehlen hervorgerufen werden. Unter
Umsténden sollte eine umfassende Phénotypisierung sogar erlauben, dhnlich wie fiir 178-Hydroxy-
steroiddehydrogenasen des Typs 4 beschrieben, Riickschliisse auf humanmedizinische Syndrome zu

ziehen.

Definition des genetischen Hintergrundes - C57/BI6J die Linie der Wahl

Im Zuge der Etablierung einer aussagekriftigen Mauslinie ist die Eliminierung von genetischen
Hintergrundeffekten vor der Analyse der durch Manipulation herbeigefiihrten Mutation ein ent-
scheidender Aspekt [221]. Dies erfolgt gewohnlich durch eine mehrere Generationen iiberdauernde
Riickkreuzung der mutanten Mauslinie auf einen Standard-Inzuchtstamm. Fiir diesen als Defi-
nition des genetischen Backgrounds bezeichneten Vorgang stehen eine Vielzahl an Inzuchtlinien
zur Verfiigung. Da in Studien gezeigt werden konnte, dafl eine einzige Mutation signifikant un-
terschiedliche Phanotypen zur Folge haben kann, abhéingig davon wie der genetische Hintergrund
definiert ist, ist die Auswahl der Inzuchtlinie von grofler Bedeutung. Ist man beispielsweise an
der Untersuchung des Fellfarbe-Phénotyps interessiert, sollte als Background keine Albino-Linie
gewihlt werden, da deren Melatonin-Synthese genetisch defekt ist. Andere Inzuchtstimme wie
C3H, die eine rezessive retinaldegenerierenden Mutation tragen [184], sind dagegen fiir Untersu-
chungen visueller Funktion nicht geeignet. Da hinsichtlich des murinen Wwox-Gens keine Einfliisse
des KnockOuts auf spezielle physiologische Systeme untersucht werden, sondern sich stattdessen
ein breiter Uberblick iiber Veréinderungen méglichst vieler Kérperfunktionen verschafft werden soll-
te, wurde ein genetischer Hintergrund gewéhlt, der dies aller Voraussicht nach gewéhrleisten kann.
Die Inzuchtmaus C57/Bl16J ist eine iiber viele Forschungsgebiete eingesetzte Mauslinie die neben
einer im Alter eintretenden gravierenden Gehorlosigkeit lediglich geringfiigigere Auffilligkeiten wie
eine niedrige Knochendichte oder eine Anfilligkeit gegeniiber Futter-abhéingiger Adipositas, Diabe-
tes des Typs 2 oder Atherosklerose zeigt. Aufgrund der Tatsache, daf jede verfiighare Inzuchtlinie
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ihre Defizite aufweist und beziiglich des Wwox-KnockOuts im Vorfeld der Untersuchungen keine zu
erwartenden Phéanotypen definiert werden konnten, erschien die sich gut vermehrende, langlebende
und grundsitzlich fiir jede Mutation verwendbare C57/Bl6J-Mauslinie ein geeigneter genetischer

Hintergrund zu sein.

Gefangen im Trap - Probleme im Zuge der zufilligen Integration der Reporter-Kassette

Zur Generierung von KnockOut-Méusen ist im Wesentlichen die Anwendung zweier Strategien
denkbar. Wéhrend im Zuge des sogenannten Gene-Targetings durch homologe Rekombination
im Nukleus von ES-Zellen eine definierte Manipulation eines spezifischen Gens erreicht wird, so
basiert das Gene-Trapping-Prinzip auf einer zufélligen Integration einer Reporter-Kassette im Ge-
nom der Maus zur Mutation und Identifizierung des ,,gefangenen* Locus. Beide Verfahren zeichnen
sich sowohl durch Vor- als auch durch Nachteile aus [58], ihr Einsatz ist stark vom angestrebten
Versuchsziel abhéingig. Da im Rahmen dieser Arbeit nicht die Neugenerierung eines KnockOuts
angestrebt war, sondern fiir die detaillierte Aufklédrung der in vivo-Funktion des Proteins von In-
teresse anhand einer spezifischen Mausmutante bereits fiir das Wwox-Allel heterozygote Tiere,
erzeugt durch GeneTrap-Technologie, zur Verfiigung gestellt wurden, eriibrigte sich die Auswahl
des anzuwendenden gentechnischen Verfahrens.

Im Verlauf der durchgefiihrten Untersuchungen stellte sich allerdings der urspriingliche Einsatz des
Gene-Trappings zur Generierung der KnockOut-Maus schon rein experimentell als nachteilig her-
aus. In erster Linie bereitete die Genotypisierung der Nachkommen der Wwox-Mauslinie erhebliche
Schwierigkeiten, da sie zunéchst die Identifizierung der zufillig intergrierten lacZ-Reporterkassette
im Wwox-Gen voraussetzte. Durch ein angefertigtes RACE-PCR-Produkt konnte zwar auf einfache
Weise der Ort der Integration eingegrenzt werden (Intron 4-5, 40.559 bp), die zur Etablierung einer
verlaflichen Genotypisierungsstrategie essentielle Lokalisierung ihrer exakten Position war dagegen
iiberaus zeit- und kostenintensiv. Die beschriebene Problematik wére bei einer definierten Muta-
tion durch Gene-Targeting-Technologie nicht gegeben gewesen. Ein Einsatz besagten Verfahrens
ist beziiglich des Wwox-KnockOuts grundsétzlich vorstellbar, da die Sequenz des entsprechenden
murinen Gens seit ldngerem bekannt ist. Hinsichtlich der Effizienz des angefertigten KnockOuts
ist nur schwer eine Aussage zu treffen, Spekulationen diesbeziiglich finden sich in einem spéteren
Kapitel (vergleiche 3.4).

3.3 Feststellungen zu den charakterisierten Mitgliedern der
SDR-Proteinfamilie

3.3.1 humanes CBR4 - Die ,,Carbonylreduktase* der anderen Art

Die Identifizierung der humanen Carbonylreduktase des Typs 4 als Mitglied der SDR-Proteinfamilie
geht auf die Arbeiten von Frau Dr. Brigitte Keller zuriick [102]. Die Annotierung von hCBR4 als
Carbonylreduktase liefl zunéchst eine phylogenetische als auch funktionelle Verwandtschaft zu den
bereits charakterisierten Angehorigen dieser Proteingruppe vermuten, im Zuge dessen steht ein

Vergleich zu den menschlichen Carbonylreduktasen des Typs 1 und 3 im Fokus dieser Diskussion.
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Phylogenie

Die sowohl zu Beginn als auch gegen Ende der experimentellen Untersuchungen angestellten phy-
logenetischen Analysen offenbarten lediglich Homologe der Sidugetierklasse als unmittelbare Ver-
wandte der humanen Carbonylreduktase des Typs 4. Aus dem ermittelten, hohen Grad an Sequenz-
identitdt im illustrierten CBR4-Cluster wurde auf eine signifikante Bedeutung des Kandidaten im
Stoffwechsel der Vertebraten geschlossen. Uberraschenderweise traten die humanen Carbonylre-
duktasen des Typs 1 und 3 gegen alle Erwartungen nicht im kalkulierten Stammbaum in Erschei-
nung. Eine detaillierte Analyse hinsichtlich der Ahnlichkeiten der entsprechenden Proteine lief
zwar grofie Ubereinstimmungen in den Aminosiuresequenzen von hCBR1 und hCBR3 erkennen,
hCBR4 wies jedoch zu beiden Enzymen lediglich geringe Sequenzidentitéit auf (25 % zu hCBR1
bzw. 24 % zu hCBR3). Eine sequenzbedingte, enge Verwandschaft kann demzufolge ausgeschlossen
werden, ein eventuell gemeinsamer evolutionérer Ursprung erscheint weitestgehend unwahrschein-
lich.

Wenngleich mit der Konservierung von Funktion oftmals ein hoher Grad an Konservierung der
Aminosiuresequenz verbunden ist [20], so ist der Umkehrschluf}; signifikante Unterschiede in der
Sequenz wiirden eine gemeinsame Funktion generell ausschlieBen, nicht zuléssig. Dies wird u.a.
am Beispiel der humanen 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 12 deutlich, die trotz ei-
ner relativ geringen Sequenzidentitét von lediglich 24 % in der Lage ist, die in erster Linie durch
die humane 178-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 1 bewerkstelligte Reduktion von Estron
zu Estradiol zu katalysieren [118]. Aus diesem Grund wurde eine zumindest funktionelle Verbin-
dung zwischen dem ermittelten CBR4-Cluster und den Enzymgruppen CBR1 und CBR3 weiter in

Erwégung gezogen.

Subzelluldre Lokalisation und Proteintopologie

Die im Rahmen vorliegender Arbeit durchgefiihrten Studien identifizierten hCBR4 eindeutig als
mitochondriales Protein. Dies war in sofern unerwartet, da der Vielzahl an bislang charakteri-
sierten Carbonyl-reduzierenden Enzymen - darunter auch hCBR1 [212], fiir hCBR3 wird aufgrund
seiner hohen Sequenzidentitit zu hCBR1 selbiges stark angenommen [153] - eine subzelluldre Loka-
lisation im Cytosol nachgewiesen werden konnte [59]. Dafl die Reduzierung von Carbonylgruppen
jedoch nicht zwangsldufig cytosolischen Enzymen vorbehalten ist, zeigen u.a. die Untersuchungen
der tetramerischen pulmonalen Carbonylreduktasen diverser Nagetiere (beispielsweise CBR2 der
Maus), die, wie hCBR4, als mitochondriale Proteine identifiziert wurden [128] [145].

Wenngleich somit die Lokalisation von hCBR4 in den Mitochondrien einen tatséchlichen Carbo-
nylreduktase-Charakter des Enzyms nicht ausschliefit, so bleibt an dieser Stelle festzuhalten, dafl
neben den erheblichen Sequenzabweichungen zu hCBR1 und hCBR3 nun auch ein Zielkomparti-
ment ermittelt wurde, das nicht dem der beiden anderen humanen Carbonylreduktasen entspricht.
Es stellte sich die Frage welcher Abschnitt des hCBR4-Proteins den Unterschied macht, welches
Segment fiir diese abweichende Verteilung in der Zelle verantwortlich ist. Durch die Generierung
von trunkierten Fusionsproteinen ist es gelungen, einen Aminosidurebereich am N-Terminus zu iden-
tifizieren (AS 1-59), in dem die benétigte Information fiir den Transport ins Zielorganell hinterlegt
ist (vergleiche Abbildung 3.4).

Die Verifizierung der aminosténdigen Reste als Signalsequenz-tragendes Element entspricht im
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Abbildung 3.4: Signalhypothese zur Translokation des SDR-Kandidaten hCBR4 in die Mitochondrien. Die
bendtigte Information fiir den Transport ins Zielorganell ist in einem Sequenzabschnitt am N-Terminus (S,

innerhalb der ersten 59 Aminos&uren) hinterlegt.

Grundsatz dem géngigen Modell der Zielsteuerung in die Mitochondrien. Dennoch ist schwer vor-
stellbar, dal hCBR4 dem konservativen Mechanismus, beschrieben fiir den Import von Proteinen in
besagtes Kompartiment, folgt. Dieser beruht auf einem N-terminalen Signalpeptid - 15-35 AS, die
eine amphipathische a-Helix ausbilden -, welches nach Erfiillung seiner Aufgabe von einer Signal-
Peptidase entfernt wird, um ein tatséchlich funktionsfihiges Protein zu schaffen. Bei Betrachtung
der Aminosiuresequenz von hCBR4 fillt auf, dal mehr oder weniger unmittelbar am N-Terminus
das SDR-typische Cofaktor-Bindungsmotif TGxxxGxG lokalisiert ist, dessen Abspaltung zweifel-
los zu einem Funktionsverlust des Enzyms fithren wiirde. Stattdessen scheint im Falle von hCBR4
die N-terminale und somit eindeutig essentielle Abschnitte der Rossmann-Faltung beinhaltende
Signalsequenz erhalten zu bleiben, eine Beobachtung die bereits fiir andere Mitglieder der SDR-
Proteinfamilie, beispielsweise die 178-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 10 [60] [56], gemacht
wurde. Auf welche Art und Weise hCBR4 schlulendlich in sein Zielorganell gelangt, konnte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr geklirt werden. Die posttranslationale Translokati-
on mitochondrialer Proteine zu ihrem Bestimmungsort ist nicht zuletzt aufgrund des komplexen
Aufbaus des Organells (Auﬁere Membran, Intermembranraum, Innere Membran, Matrix) ein kom-
pliziertes Unterfangen und erfordert deshalb eine detaillierte Analyse. Aufgrund der Tatsache,
daf es sich bei hCBR4 bewiesenermafien um ein unlésliches Protein handelt (vergleiche 2.2.6), das
durch Fusion einer Gal4-Bindungsdoméne als Volle-Lénge-Protein nicht in den Hefe-Zellkern zu
iiberfithren war (vergleiche unten), kann lediglich auf eine Integration des Enzyms von Interesse,
beispielweise iiber die zwar vage aber mehrfach vorhergesagte Transmembrandoméne zwischen den

Aminosduren 209 und 229, in eine der beiden Kompartimentmembranen geschlossen werden.

Gewebeverteilung

Durch die Durchfithrung einer quantitativen RealTime-PCR konnte ein ubiquitdres Expressions-
muster von hCBR4 mit hochsten Leveln in Magen, Hypophyse und Uterus ermittelt werden. Dies
deckt sich grundsétzlich mit der bereits ermittelten Gewebeverteilung von hCBR1 [59] [215] [216].
Besagtem Enzym konnte durch immunohistochemische Farbung ebenfalls eine Prisenz in allen ana-
lysierten Geweben nachgewiesen werden, hierbei zeigten sich Leber, Epidermis, Magen, Diinndarm,
Niere, Nerven-und Gliazellen sowie glatte Muskelfasern als die Gewebe hochster Expression. Fiir
hCBR3 wird ein vergleichbares Expressionsprofil vorgeschlagen, wenngleich ein weitaus geringeres
Expressionslevel zu erwarten ist [127]. Aufgrund der Tatsache, daf lediglich unter Verwendung der
Northern Blot-Technologie die Gewebeverteilung von hCBR4 nicht bestimmt werden konnte, mufl

auch fiir das Enzym von Interesse eine im Vergleich zu hCBR1 geringere Expression angenommen
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werden. Im Falle einer tatséchlich iibereinstimmenden metabolischen Funktion - diese lé8t sich fiir
hCBR4 allein aus der ubiquitdren Gewebeverteilung nicht herleiten - wire demzufolge von einer
untergeordenten Rolle hCBR4s im entsprechenden Stoffwechselweg auszugehen.

Substratspezifitit

Carbonylreduktasen sind in der Lage ein breites Spektrum an Substraten zu metabolisieren. Thr
Ziel ist es dabei, die chemisch reaktive Carbonyl-Gruppe zu ,,entgiften oder zu inaktivieren. Zahl-
reiche Untersuchungen weisen auf eine Beteiligung der bislang charakterisierten Mitglieder der En-
zymgruppe im Prostaglandin und Steroidmetabolismus hin [53] [113] [212]. Nicht physiologisch
hohe K, - und niedrige Turnover-Werte in einigen Geweben geben allerdings Grund zur Annah-
me, daf} es sich bei den besagten Stoffklassen nicht um die tatséchlichen endogenen Substrate
handelt [178] [214]. Wermuth zeigte, dafl Chinone, abgeleitet aus polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffverbindungen, deutlich bessere Substrate darstellen als Prostaglandine und Ste-
roide [214].

Basierend auf diesem Wissen wurde die Spezifitit hCBR4s in erster Linie fiir eine Auswahl an
steroidogenen Substanzen, Prostaglandinen sowie Chinonen bestimmt. Das Enzym von Interesse
zeigte keinerlei Akitvitéit gegeniiber den getesteten Steroiden, eine Beteiligung am Steroidstoffwech-
sel kann somit eindeutig ausgeschlossen werden. Auch gegeniiber dem Modellchinon Menadion,
das sowohl von hCBR1 als auch von hCBR3 in betrichtlichem Mafle umgesetzt wird, offenbar-
te hCBR4 keinerlei katalytisches Potential, was aufgrund des représentativen Charakters der in
den Assay eingesetzten Verbindung eine Metabolisierung von Chinonen mehr als unwahrscheinlich
macht. In den durchgefiihrten Messungen konnte lediglich ein Umsatz von Prostaglandin E, de-
tektiert werden. Wenngleich dieser in einem durchaus physiologischen Maflstab nachzuweisen war,
geben einige Aspekte Anlafl; die aufgedeckte Spezifitit mit Skepis zu beurteilen. Zunéichst muf3
festgehalten werden, dafl die Umsetzung von Prostaglandin E, trotz zunéchst mehrmaliger Ve-
rifizierung im UV-basierten HPLC-System nach Verwendung eines Tritium-markierten Substrats
nicht mehr zu reproduzieren war. Dariiberhinaus ist es schluflendlich nicht gelungen, das aus
der Reaktion hervorgegangene Produkt eindeutig zu identifizieren und somit die katalytische Re-
aktion klar einzuordnen. Die bislang durchgefiihrten in vitro-Assays blieben in Konsequenz den
endgiiltigen Beweis fiir eine Aktivitat hCBR4s gegeniiber Prostaglandin E, schuldig. Sollte sich ein
katalytisches Potential in weiterfiihrenden Studien bestéitigen lassen, so ist nichts desto trotz die
biologische Relevanz der Katalyse in Frage zu stellen. Das aufgrund einer moéglichen Prostaglandin
Ey-9-Ketoreduktase-Eigenschaft hCBR4s (nachgewiesen u.a. fiir hCBR1 [212]) erwartete Produkt
der Reaktion Prostaglandin Fya bindet an einen spezifischen Rezeptor, der in der Plasma-Membran
verankert ist [71] [173]. Aufgrund der nachgewiesenen subzelluldren Lokalisation des Enzyms von
Interesse in den Mitochondrien erscheint eine entsprechende Umsetzung als duflerst unékonomisch
und aus diesem Grund wenig wahrscheinlich. Ernsthaft Sinn wiirde eine Verbindung dieser Art
lediglich dann machen, sollte die Zelle neben dem intergrierten Membranrezeptor eine zusétzliche,
intrazellulédre Isoform besitzen, wie sie beispielsweise dem Prostaglandin E,-Rezeptor nachgewiesen
werden konnte [72]. Die Funktion hCBR4s als 15-Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase (ebenfalls
nachgewiesen fiir hCBR1 [212]) zur Inaktivierung des potenten Prostaglandin E, - das Produkt
wére 13,14-Dihydro-15-Ketoprostaglandin E, - ist aufgrund des im in vitro-Assay zugegebenen
Cofaktor NADPH ohnehin auszuschlieflen.
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Protein-Protein-Wechselwirkungen

Dem zu charakterisierenden SDR-Kandidaten hCBR4 konnten durch die Durchfiithrung zweier
Yeast-Two-Hybrid-Screenings im Rahmen vorliegender Arbeit keine Interaktionen nachgewiesen
werden. Dennoch ist nicht auszuschliefen, dafl das Enzym von Interesse seine Aufgabe in der
Zelle durch das Zusammenwirken mit anderen Proteinen verrichtet. Das Scheitern der Experimen-
te muf} vielmehr mit dem gewéhlten Versuchsdesign in Verbindung gebracht werden. Zahlreiche
Anhaltspunkte deuten auf eine Membranstindigkeit des Enzyms hCBR4 hin, der Einsatz lediglich
des Volle-Lénge-Proteins im Rahmen der Screenings verhinderte demzufolge aller Voraussicht nach
das fiir die Verifizierung von Wechselwirkungen unter Verwendung des besagten Systems essenti-
elle Eintreten des Enzyms in den Zellkern der Hefe. Um der aufgetretenen Problematik Abhilfe
zu schaffen, wére ein erneutes Screening mit trunkierten, potentielle Transmembrandoménen aus-
schlieBenden hCBR4-Fragmenten oder die Anwendung neuer, alternativer Assays, die nicht mehr
von der Translokation von Beute und Koéder in den Nukleus abhéingig sind und somit auch die
Interaktionen von membranintegrierten bzw. membran-assoziierten Proteinen erlauben, denkbar.
Nachdem zwischenzeitlich eine Beteiligung des SDR-Kandidaten am Prostaglandin-Metabolismus
in Erwagung gezogen wurde, erfolgte ergédnzend zu den Yeast-Two-Hybrid-Screenings eine spe-
zifische Uberpriifung der Wechselwirkung von hCBR4 mit der nachgewiesenermafien beteiligten
Prostaglandin E-Synthase durch Coimmunoprézipitation. Die erhoffte Interaktion konnte nicht
verifiziert werden, ein weiteres Indiz dafiir, dal hCBR4 in der Metabolisierung von Prostaglandin

E, keine Rolle spielt.

Metabolischer Kontext

Carbonylreduktasen sind laut Definition alle Enzyme, die in der Lage sind Carbonylgruppen zu
reduzieren. In der Nomenklatur wird der Begriff der Carbonylreduktase allerdings deutlich en-
ger gefasst. Als Carbonylreduktase werden lediglich diejenigen Enzyme bezeichnet, die zum einen
Mitglieder der SDR-Proteinfamilie sind - also keine Aldo-Keto-Reduktasen beispielsweise -, zum
anderen dabei aber nicht der Enzymgruppe der Hydroxysteroiddehydrogenasen angehoren [213].
Somit konnten im Menschen bislang lediglich zwei entsprechende Enzyme, die Carbonylredukta-
sen des Typs 1 (hCBR1) und 3 (hCBR3), identifiziert und eingehend charakterisiert werden. Die
Sequenzierung des humanen Genoms offenbarte die Existenz einer dritten humanen Isoform, der
Carbonylreduktase des Typs 4 (hCBR4), deren durch die Namensgebung abzuleitende Verwandt-
schaft zu hCBR1 und hCBR3, aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mehr
als in Frage zu stellen ist. Abgesehen von den gravierenden Sequenzunterschieden ist auch ein
gemeinsames Substratspektrum der verglichenen Enzyme nahezu auszuschlieflen, eine entschei-
dende Bedeutung hCBR4s im Steroid- und Prostaglandin-Metabolismus oder eine Beteiligung an
der Chinon-Verwertung erscheint nach den gewonnenen Erkenntnissen mehr als unwahrschein-
lich. Aufgrund seiner Lokalisation in den Mitochondrien ist dagegen fiir hCBR4 eine Rolle im
Fettsaurestoffwechsel denkbar. Beispielsweise wire eine Metabolisierung von endogenen Carbonyl-
Verbindungen, die aus der Lipid-Peroxidation hervorgehen oder von fettartigen Aldehyden méglich,
wie sie bereits fiir die tetrameren mitochondrialen Carbonylreduktasen, isoliert aus der Lunge di-
verser Spezies, vorgeschlagen wurde [144]. Wenngleich die im Rahmen vorliegender Arbeit durch-
gefiihrte Charakterisierung nicht endgiiltig Aufschlufl iiber die tatséichliche Funktion der humanen
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Carbonylreduktase des Typs 4 geben konnte, so ist es gelungen, einen bedeutenden Grundstein fiir
die Verifizierung der metabolischen Bedeutung des Enzyms zu legen. Ob die Annotation als Car-
bonylreduktase, die zweifellos eine funktionelle Verwandtschaft zu hCBR1 und hCBR3 impliziert,
schluflendlich eine gliickliche ist, wird erst nach weiterfithrenden Studien zu bewerten sein.

3.3.2 humanes DHRS1 - das SDR-Enzym mit unbekannter Funktion

Der humane Kandidat ,,dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1“ (hHDHRS1) wurde eben-
falls im Rahmen der Doktorarbeit von Frau Dr. Brigitte Keller [102] identifiziert und flof fiir eine
umfassende Charakterisierung, ebenso wie hCBR4, in vorliegende Arbeit ein. Zu Beginn der Un-
tersuchungen war neben der Beschreibung seiner Entdeckung durch ,large-scale“-Sequenzierung
lediglich ein Expressionprofil vertffentlicht, das sich allerdings auf acht analysierte Gewebe be-
schriankte [218].

Phylogenie

Die beiden unabhéingig voneinander kalkulierten Stammb&ume zur Ermittlung von Verwandt-
schaftsverhéltnissen des Kandidaten hDHRS1 sind ein Beispiel dafiir, dafl phylogenetische Analysen
im Zuge einer Proteincharakterisierung nicht immer von erheblichem Nutzen sind. Neben verschie-
denen Homologen des Vertebraten-Unterstammes konnten lediglich uncharakterisierte Proteine in
unmittelbarer Nachbarschaft identifiziert werden. Als einzig wertvolle Information ist der betracht-
liche Grad an Konservierung zu beurteilen, der aus dem Vergleich der Aminosiduresequenzen des
hDHRS1-Clusters hervorgeht. Aus der ermittelten, hohen Sequenzidentitét ist eine essentielle Rolle

des Proteins von Interesse im Metabolismus der Wirbeltiere abzuleiten.

Subzelluldre Lokalisation und Proteintopologie

Durch die Expression diverser hDHRS1-Fusionsproteine konnte dem zu charakterisierenden Mit-
glied der SDR-Proteinfamilie eindeutig eine subzellulire Lokalisation im Endoplasmatischen Re-
tikulum nachgewiesen werden. Auffillig in diesem Zusammenhang ist, dal im Gegensatz zu den
Beobachtungen hinsichtlich hCBR4 (siehe oben) keinerlei Abhéingigkeit der Proteinverteilung von
der Position der verwendeten Fusion festzustellen war, ein frei zugénglicher Amino- oder Carboxy-
Terminus scheint demnach nicht fiir die korrekte Translokation des Proteins von Interesse ins
Zielkompartiment essentiell zu sein. Nichtsdestotrotz konnte in durchgefiihrten ,, Fine mapping*-
Experimenten (Generierung zahlreicher trunkierter hDHRS1-Varianten) die Bedeutung der beiden
Termini fiir den ordnungsgeméflen Transport des Proteins von Interesse in das Endoplasmatische
Retikulum aufgedeckt werden. Aufgrund der jeweils fiir die unterschiedlichen Proteinfragmente er-
mittelten Zellverteilungen scheint hDHRSI1 iiber ein schwaches Lokalisationssignal am N-Terminus
(innerhalb der ersten 78 Aminoséduren) und ein weiteres, deutlich stérkeres, am C-Terminus (in-
nerhalb der Aminoséuren 236 und 313) zu verfiigen (vergleiche Abbildung 3.5)

Die Beobachtung, dafl lediglich die Prisenz beider Proteinabschnitte, in diesem Fall mit einem
besonderen Einflufl des C-Terminus - die Verteilung des Enzyms von Interesse in das Endoplasma-
tische Retikulum gewihrleistet, ist dahingehend iiberraschend, da der vorgeschlagene Translokati-
onsmechanismus nicht mit dem allgemein giiltigen iibereinstimmt. Dieser beruht auf lediglich einer

Signal- oder Signalankersequenz am N-terminalen Ende des zu leitenden Proteins, die etwa 16-36
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Abbildung 3.5: Signalhypothese zur Translokation des SDR-Kandidaten hDHRS1 in das Endoplasmatische
Retikulum. Lediglich das Zusammenwirken eines starken Signals am C-Terminus (S1, innerhalb der Aminos3uren
236 und 313) und eines schwicheren am N-Terminus (S2, innerhalb der ersten 78 Aminosiuren) gew3hrleistet

den ordnungsgemiBen Transport des Proteins in das Zielkompartiment.

Aminosiuren lang ist und auf der Lumenseite des ER von einer Signalpeptidase abgespalten wird.
Das aminoterminale Signal des hDHRS1 ist mit diesem nicht gleichzusetzen, da bereits die Ami-
nosdure 13 einen essentiellen Bestandteil der SDR-typischen Cofaktor-Bindungsstelle TGxxxGxG
reprisentiert und eine Abspaltung in Konsequenz eine Inaktivitdt des Enzyms zur Folge hitte.
Lediglich im Falle des C-terminalen Signals wire eine derartige Modifikation vorstellbar, da das
Carboxyende von hDHRST1 in keinerlei SDR-Strukturmotiv einbezogen ist. Wenngleich die durch-
gefithrten Experimente keinen Aufschluf iiber den genauen Ablauf des Transports des Proteins
von Interesse in das Endoplasmatische Retikulum geben konnten, so ist dennoch festzustellen, dafl
die Translokation einem Mechanismus folgt, der bislang unbekannt ist. Fine interne Signalsequenz
wie sie fiir einige Proteine des ER beschrieben wurde, ist fiir hDHRS1 ebenfalls auszuschlieen, da
in diesem Fall der Verlust von C- und N-Terminus, anders als beobachtet, keinerlei Einflufl auf die
Translokation in das Zielkompartiment hat.

Hinsichtlich des genauen Aufenthaltsortes des zu untersuchenden SDR-Enzyms im Zellorganell
wird aufgrund der schlechten Loslichkeit hDHRS1 - diese offenbarte sich im Zuge der Versuche sei-
ner Aufreinigung - eine Integration in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums vermutet.
Unter Einbeziehung der weitestgehend iibereinstimmenden bioinformatischen Vorhersagen wird in
Abbildung 3.6 ein Modell vorgeschlagen, das aufgrund der Présenz zweier Transmembranhelices
sowohl das N- als auch das C-terminale Ende von hDHRS1 dem Cytosol zugerichtet sieht.

Cytosol C

ER-Membran

ER-Lumen

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung einer méglichen Membranintegration von hDHRS1. Das abgebil-
dete Modell basiert auf den Vorhersagen der Server TMpred und TopPred. Potentielle Transmembranhelices
sind mit 1 (AS 137-159) und 2 (AS 275-299) bezeichnet, sie durchqueren die Membran des Endoplasmatischen

Retikulums.

Im Zuge der Identifizierung des SDR-Kandidaten hDHRS1 als Protein des Endoplasmatischen
Retikulums war mitunter eine vom Expressionsgrad des Enzyms abhéngige signifikante Verdnde-
rung der Mitochondrien-Verteilung zu beobachten. Zunéchst war als Ursache fiir den drastischen

Effekt eine moglicherweise proapoptotische Wirkung hDHRS1 in Betracht gezogen worden. Der
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programmierte Zelltod (Apoptose) schien eine schliissige Erkldrung fiir das aufgetretene Phéno-
men zu sein, da er bekanntermaflen von zahlreichen morphologischen Verdnderungen der Zelle, u.a.
auch der Kondensation und dem Anschwellen der Mitochondrien, begleitet ist [98]. Nach Einsatz
zweier unabhéngiger Zellkultur-Assays mufite von der aufgestellten Theorie allerdings ebenso ab-
gesehen werden wie von einem enzymatischen Ursprung der verifizierten Organell-Abnormalitéten.
Letzteres war durch die Generierung eines vermeintlich inaktiven hDHRS1-Enzyms - das zentrale,
polare Tyrosin der katalytischen Triade wurde gem#f8 hHSDL1 gegen ein unpolares Phenylala-
nin ausgetauscht - auszuschliefen, da dessen Expression ebenfalls eine verédnderte Verteilung der
Mitochondrien nach sich zog. Wenngleich bis heute aufgrund eines fehlgeschlagenen Experiments
kein eindeutiger Hinweis erbracht werden konnte, so erscheint auch die Anhdufung von Reaktiven
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) als Grund fiir die offensichtliche Verénde-
rung in der Mitochondrienverteilung in Frage zu kommen. Weiter ist vorstellbar, da8 die anomale
Distribution der Mitochondrien auf einen, durch die Expression von hDHRS1 bedingten, unaus-
geglichenen Ca’*-Haushalt in der Zelle zuriickzufiihren ist. Zahlreiche Studien offenbarten eine
Koordination der Ca’*-Signalwirkung zwischen ER und Mitochondrien [24] [220]. Das ER ist der
bedeutendste intrazellulire Ca**-Speicher und die regulierte Freisetzung von Ca®' aus besagtem
Organell ist essenstiell fiir die zelluldre Signalgebung. Es wird vorgeschlagen, dafl sich zur Er-
leichterung der Vermittlung von Signalen die Mitochondrien an Orten in der Zelle lokalisieren, an
denen Ca®" aus dem ER freigesetzt wird [122]. Oftmals zeigt sich dies in einer Konzentrierung der
Mitochondrien, wie auch des Inositol-1,4,5-Triphosphat-Rezeptors (IP3R, ligandenaktivierter Ca®*-
Kanal in der Membran des ER) - um den Zellkern [88]. Ob weiterfiihrende Experimente in die eine
oder andere Richtung schlufiendlich die beobachteten Organell-Anomalien erkliren kénnen oder
ein bislang vollig aufler Acht gelassener Aspekt fiir die verdnderte Verteilung der Mitochondrien in

der Zelle verantwortlich ist, bleibt abzuwarten.

Gewebeverteilung

Dem SDR-Kandidaten hDHRS1 konnte im Rahmen der Untersuchungen zur Gewebeverteilung
neben einer schwachen ubiquitdren Expression ein hohes Level an mRNA in den Geweben Diinn-
darm, Kolon und Milz nachgewiesen werden. Ergédnzt man zur Erstellung eines umfassenderen
Expressionsprofils die Ergebnisse des durch Wu et al. versffentlichten Northern Blots [218], so
zeigt hDHRS1 die stirkste Expression in den Geweben Diinndarm, Herz, Kolon, Leber und Milz.
Da der Grofiteil dieser Gewebe entscheidend am Lipidmetabolismus beteiligt ist, erlaubt ihre Iden-
tifizierung als Ort der héchsten mRNA-Présenz, eine Beteiligung des Enzyms von Interesse im
entsprechenden Stoffwechsel zu vermuten. Generell ist hDHRS1 aber nach der Zusammenfassung
beider Analysen eine allgegenwirtige Verteilung zu bescheinigen, in der auch beispielsweise endo-
krine Gewebe wie Pankreas und Plazenta geringfiigig in Erscheinung treten.

Abgesehen von der erliuterten Gewebeverteilung offenbarte das durchgefithrte Experiment mit
dem Nachweis unterschiedlich langer Transkripte einen weiteren interessanten Aspekt. Auch diese
Beobachtung war bereits von Wu et al. dokumentiert worden und es wird wiederum nach Ver-
gleich der beiden durchgefiihrten Analysen ersichtlich, dafl sich beide Transkripte (etwa 1,1 kb und
1,5 kb) grundlegend in ihrer Gewebeverteilung unterscheiden (vergleiche Tabelle 3.1). Aus dieser
Beobachtung ist unter Umstédnden eine Mulitfunktionalitdt des Enzyms von Interesse abzuleiten,

das gewebe- und womdglich auch lokalisationsspezifisch seine Aufgabe in der Zelle erfiillt.
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Tabelle 3.1: Zusammenfassung der hDHRS1-Transkriptverteilung iiber die Gewebe

Transkript Gewebeverteilung

1,1 kb Diinndarm, Herz, Kolon
(Hoden, Leber, Niere, Ovarium, Pankreas, Plazenta, Prostata, Skelettmuskel)
1,5 kb Leber, Milz

(Herz, Niere, Pankreas, Plazenta, Prostata, Skelettmuskel)

Substratspezifitit

Von allen in vorliegender Arbeit zu charakterisierenden Proteinen wird am Beispiel des Kandi-
daten hDHRS1 am stérksten deutlich, dafl die Bestimmung der Substratspezifitdt der Mitglieder
der SDR-Proteinfamilie ein schwieriges Unterfangen ist und oftmals der Suche nach der berithm-
ten Nadel im Heuhaufen gleicht. Ohne wichtige Hinweise aus der vorhergehenden phylogeneti-
schen Analyse oder einem eindeutigen Expressionsprofil wurden in den durchgefiihrten in vivo-
und in vitro-Assays zahlreiche Substanzklassen, die zum einen interessant erschienen und zudem
leicht verfiigbar waren, auf einen Umsatz durch hDHRSI iiberpriift. Bedauerlicherweise zeigte
der Kandidat, abgesehen von einem verschwindend geringen katalytischen Potential gegeniiber
dem Modellchinon Menadion, keinerlei enzymatische Aktivitit. Aufgrund der Uberpriifung ei-
ner reprisentativen Auswahl an Androgenen, Estrogenen und Glucocorticoiden kann zumindest
eine Beteiligung des Enzyms von Interesse am Steroidmetabolismus mit ziemlicher Sicherheit aus-
geschlossen werden. Auch eine Rolle in der Verstoffwechselung von Prostaglandinen erscheint
aufgrund der erzielten Ergebnisse eher unwahrscheinlich. Die nachgewiesene Umsetzung von Me-
nadion ist dagegen kein entscheidender Fingerzeig in Richtung Substratspezifitéit, da nach Aussage
von Herrn Dr. Wermuth (personliches Gespriich) eine Vielzahl an SDR-Proteinen in der Lage sind,
das besagte Modellchinon zu konvertieren. Mit Coenzym Q1, in den Assay einbezogen aufgrund der
Ergebnisse aus den Studien zur Identifizierung von Interaktionspartnern, konnte kein tatséchliches
Chinon-Substrat des Enzyms hDHRSI1 identifiziert werden. Ebenso wurden mit Acetoacetyl-CoA
und Hydroxybutyryl-CoA nicht die treffenden Vertreter des Lipidstoffwechsels ausgewéhlt. Da die
Messung von lediglich zwei CoA-konjugierten Fettsduren allerdings nicht als repréisentativ fiir die
Klasse der Lipide eingeschétzt werden kann, erscheint weiter eine Beteiligung am entsprechenden
Metabolismus denkbar. Vielleicht ist es moglich in naher Zukunft anhand der kiirzlich von der
Arbeitsgruppe um Dr. Udo Oppermann in der PDB-Datenbank veroffentlichten Kristallstruktur
(PDB-ID 2qg5) einen Anhaltspunkt auf das natiirliche Substrat von hDHRS1 zu gewinnen.

Protein-Protein-Wechselwirkungen

Durch die Durchfiithrung von Yeast-Two-Hybrid-Screenings unter Einsatz dreier verschiedener
Koderproteine ist es gelungen, einige vermeintliche Wechselwirkungspartner von hDHRS1 zu identi-
fizieren. Auffillig in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, daf} lediglich das Volle-Lénge-Protein
hDHRS1 und die verkiirzte Variante hDHRS1trunkiert(AS1-136) Interaktionen offenbarten, nicht
aber hDHRS1trunkiert(AS156-274), der vermeintlich nicht im Cytosol sondern im Lumen des En-

doplasmatischen Retikulums befindliche Abschnitt des Proteins von Interesse. Die gemachte Be-

125



3 Diskussion

obachtung unterstiitzt somit die in Abbildung 3.6 vorgeschlagene Orientierung hDHRS1s in der
Kompartimentmembran. Des weiteren ist aus den Ergebnissen der beiden erfolgreichen Screenings
ersichtlich, daB sich unter den mit unterschiedlichen Kédern ermittelten Interaktionspartnern Pro-
teine befinden, die mehrfach identifiziert wurden oder denen in der Vergangenheit eine funktionelle
Verbindung nachgewiesen werden konnte (vergleiche Abbildung 3.7). Diese Feststellung erhsht
zweifellos die Wahrscheinlichkeit einer tatséchlichen physiologischen Relevanz der entdeckten und

im GST-Pulldown-Assay verifizierten Wechselwirkungen.

hDHRS1 hDHRS1trunkiert(AS1-136)

Amilorid-bindendes Protein 1
sekretiertes Protein/
extrazellularer Raum

Deoxyhypusin-Synthase

|

Cytosol

Cytosol

Y

Cytosol

Guaninnukleotid-bindendes Protein . . spezifiziert

Ubiquinol-Cytochrom C Reduktase ) <> NADH-Dehydrogenase (Ubiquinon) 1 alpha Subkomplex

Mitochondrien/ Mitochondrien/
Innere Membran Innere Membran

Abbildung 3.7: Zusammenfassung der verifizierten Wechselwirkungspartner des SDR-Kandidaten hDHRSL.
Interagierende Proteine, die unter Einsatz eines Kéderproteins mehrfach identifiziert wurden oder eine funk-
tionelle Verbindung aufweisen sind blau gekennzeichnet, Interaktionspartner, die aus unabhingigen Screenings
hervorgehen und eine entsprechende Art der Ubereinstimmung zeigen sind rot markiert. Falls bekannt sind

zusatzlich die jeweiligen subzelluldren Lokalisationen vermerkt.

Die identifizierten Interaktionspartner Amilorid-bindendes Protein 1 (ABP1) und Deoxyhypusin-
Synthase werden beide mit dem Wachstumsfaktor Spermidin in Verbindung gebracht. Wé&hrend
ABP1 als Diamino-Oxidase an der generellen Degradierung von Polyaminen wie Putrescin, Hista-
min, Spermin und auch Spermidin beteiligt ist [182], so katalysiert die Deoxyhypusin-Synthase die
oxidative Spaltung von Spermidin und den darauffolgenden Transfer des Butylamin-Restes auf die
e-Aminogruppe eines spezifischen Lysin-Restes des elF-5A-Vorlauferproteins zur Bildung eines in-
termedi&ren Deoxyhypusin-Restes [157] [158]. Wenngleich besagte Prozesse im weitesten Sinne der
Biosynthese der Aminosiuren zuzuordnen sind und auch SDR-Proteine hierbei eine Rolle spielen
konnen, scheint aber im Falle von Spermidin eine Beteiligung von hDHRS1 als Dehydrogenase bzw.
Reduktase aufgrund fehlender Keto- oder Hydroxygruppen in besagter Verbindung nicht schliissig.
Die in beiden Screenings unabhéingig identifizierte Enolase 3 wird als Enzym der Glykolyse beschrie-
ben. Nach heutiger Erkenntnis katalysiert sie die reversible Umsetzung von 2-Phospho-D-glycerat
zu Phosphoenolpyruvat, also den vorletzten Schritt des energiegewinnenden Abbaus der Glucose zu
Pyruvat. Da auch Mitglieder der SDR-Proteinfamilie in den Metabolismus der Zucker involviert
sind - als exemplarischer Vertreter sei hier lediglich die humane UDP-Galaktose-Epimerase ge-
nannt - klingt die nachgewiesene Wechselwirkung zwischen dem cytosolischen Protein und hDHRS1
zunéchst sehr vielversprechend, nach Vergleich der jeweiligen Expressionmuster muf3 die biologische
Relevanz der Interaktion allerdings in Frage gestellt werden. Laut Literatur scheint die Enolase
3 ihre Funktion hauptsichlich im Skelettmuskel zu erfiillen, hDHRS1 dagegen zeigt eine weitest-
gehend ubiquitdre Gewebeverteilung mit héchstem Expressionslevel in Lipid-metabolisierendem
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Gewebe. Lediglich das a-a-Homodimer der Enolase (Enolase 1) wird in den meisten adulten Ge-
weben, einschlieflich Leber, Gehirn, Niere, Milz und Fettgewebe, exprimiert [131]. Sollte sich in
weiterfithrenden Studien eine Interaktion von hDHRSI1 speziell mit der a-Untereinheit der Enolase
nachweisen lassen, so erscheint auch eine Beteiligung des Enyzms von Interesse am Zuckerstoff-
wechsel moglich.

Ebenfalls unter Einsatz zweier unterschiedlicher Kéderproteine identifizierte Wechselwirkungspart-
ner sind der NADH-Dehydrogenase (Ubiquinon) 1 alpha Subkomplex und die Ubiquinol-Cytochrom
C Reduktase, Enzyme, die eng mit der Atmungskette verkniipft sind. Aufgrund ihrer subzelluléren
Lokalisation in der Inneren Mitochondrienmembran erscheint auch in diesem Fall eine Interaktion
mit dem im Endoplasmatischen Retikulum lokalisierten hDHRS1 physiologisch irrelevant. Wenn-
gleich es sich bei den detektierten Proteinen vermutlich also um falsch-positive Interaktoren handelt
(vergleiche wiederum http://www.fcce.edu/research/labs/golemis/Interaction TrapInWork.html),
stellt sich die Frage, ob nicht die verifizierten Interaktionen in irgendeiner Art und Weise fiir die
nachweislich drastische Verinderung der Mitochondrienverteilung nach Uberexpression des Kandi-
daten hDHRS1 verantwortlich sein konnten. Um hierauf eine klare Antwort zu finden, sind in der
Folge weitere umfassende Untersuchungen hinsichtlich der beschriebenen Mitochondrienalteration

von Noten.

Metabolischer Kontext

Die Ergebnisse der Untersuchungen des Kandidaten hDHRS1 ausschweifend zu diskutieren und in
einen schliissigen metabolischen Zusammenhang zu bringen, stellt eine besonders grofie Herausfor-
derung dar. Anders als bei den iibrigen zu untersuchenden Mitgliedern der SDR-Proteinfamilie
waren an seine experimentelle Charakterisierung keinerlei Erwartungen gekniipft, weder seine Be-
nennung noch die mittels phylogenetischer Analyse offenbarten Verwandtschaftsverhéltnisse lieflen
im Vorhinein eine potentielle Rolle im Stoffwechsel erahnen. Trotz der unterschiedlichsten Heran-
gehensweisen ist es im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht gelungen, die tatséchliche Funktion
von hDHRS1 endgiiltig zu bestimmen. Fest steht, darauf weist sowohl die hohe Sequenziden-
titdt unter den homologen Wirbeltiersequenzen als auch das weitestgehend ubiquitére Expressi-
onsmuster hin, da das Enzym von Interesse an einem oder aufgrund der zwei nachgewiesenen
Transkripte sogar an mehreren essentiellen zelluldren Prozessen beteiligt ist. Der Steroidmeta-
bolismus kann diesbeziiglich mit ziemlicher Sicherheit ausgeschlossen werden, dagegen erscheint
aufgrund der erzielten Ergebnisse eine Mitwirkung am Lipid- oder Zuckermetabolismus mdoglich.
Von besonderem Interesse ist hierbei die Verkniipfung des in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums lokalisierten hDHRS1 mit gravierenden Effekten in einem anderen Zellkompartiment,
den Mitochondrien. Unter Einbeziehung aller im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
scheint diesbeziiglich eine Beeinflussung des Ca®*"-Haushaltes in der Zelle durch hDHRS1 am wahr-
scheinlichsten. Dies konnte sowohl auf der Ebene des Zuckerstoffwechsels (als Interaktionspartner
wurde Enolase 3 identifiziert) als auch des Phospholipidmetabolismus (die Untersuchungen des me-
tabolomischen Umfelds offenbarten Verdnderungen in Inositolphosphat-Stoffwechsel-spezifischen,
chemischen Verbindungen) geschehen und eine gesteigerte Bindung von Inositol-1,4,5-trisphosphat
an seinen in der ER-Membran verankerten Rezeptor (IP5R) zur Folge haben. In Konsequenz wird
vermehrt Ca’* aus dem ER freigesetzt, die Mitochondrien konzentrieren sich um den Ort der Frei-

setzung (Konzentrierung um den Zellkern) und nutzen das Ca®' beispielsweise als Stimulus fiir

127



3 Diskussion

die Oxidative Phosphorylierung zur Erhohung der Atmungskettenaktivitit und demzufolge der
ATP-Produktion. Um die erzielten Ergebnisse allerdings in einen eindeutigen zelluldren Kontext
stellen zu konnen, ist die Ermittlung des physiologischen Substrats des Enzyms von Interesse als

entscheidende Grundlage unentbehrlich.

3.3.3 humanes DHRSG6 - eine neue, cytosolische Typ 2
R-(-Hydroxybutyratdehydrogenase

Das bislang génzlich uncharakterisierte Mitglied der SDR-Proteinfamilie hDHRS6 wurde aufgrund
einer Kooperation mit Herrn Dr. Udo Oppermann vom Structural Genomics Consortium (SGC)
in Oxford/UK in diese Doktorarbeit einbezogen. Neben der in der NCBI-Datenbank hinterlegten
Nukleotid- und Aminoséuresequenz waren zu Beginn der Untersuchungen keinerlei Informationen

beziiglich des Kandidaten verfiigbar.

Phylogenie

In zwei unabhingig voneinander durchgefithrten, bioinformatischen Analysen wurden zunéchst
zahlreiche DHRS6-Homologe der unterschiedlichsten Spezies identifiziert, die untereinander einen
hohen Grad an Sequenzidentitit aufweisen und somit auf eine entscheidende Bedeutung des En-
zyms von Interesse im Metabolismus schlieflen lassen. Des weiteren offenbarten die phylogeneti-
schen Stammbé&ume - sowohl der in dieser Arbeit kalkulierte, als auch der des Structural Genomics
Consortium - eine starke Sequenzéhnlichkeit des DHRS6-Clusters zu bakteriellen Hydroxybutyrat-
dehydrogenasen. Die vorliegende Arbeit beziffert diese auf 34 - 36 %, das SGC fasst die Identititen
geringfiigig weiter und bestimmte sie in einem Bereich von 30 - 40 %, ein Level das in jedem Fall
hoher ist als die bislang fiir jedes andere SDR-Paralog ermittelten (30 %). Bereits diese Er-
kenntnisse zu Beginn der Studien deuteten auf eine mogliche Funktion von hDHRS6 (bzw. seinen

Homologen) als Hydroxybutyratdehydrogenase hin.

Subzelluldre Lokalisation

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisation konnte hDHRS6
eindeutig als cytosolisches Protein identifiziert werden. Hinsichtlich der phylogenetisch prognos-
tizierten, metabolischen Rolle des Enzyms von Interesse schien dies zunéchst im Widerspruch zu
stehen, da alle charakterisierten Sédugetier- bzw. Vertebraten-BDHs bis dato lediglich als mitochon-
driale Proteine diskutiert wurden [31] [125]. Aufgrund der Tatsache, dafi weitere Publikationen
allerdings zwingende Beweise fiir die Existenz einer Typ 2 BDH mit cytosolischer Verteilung lie-
ferten [105] [112], wurde speziell die aufgestellte Hypothese in ergéinzenden Studien weiterverfolgt.

Substratspezifitat und Kristallstruktur

Die umfassende Charakterisierung von hDHRS6 erfolgte grofitenteils durch am Structural Geno-
mics Consortium in Oxford durchgefithrte Untersuchungen. Ein Substrat-Screening unter Ver-
wendung eines Fluoreszenz-basierten Assays [70] [117] mit zahlreichen Hydroxybutyryl-Derivaten
offenbarte eine katalytische Aktivitat des Enzyms gegeniiber R-3-Hydroxybutyrat allerdings nicht
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gegeniiber dessen S-Enantiomer, R- oder S-Hydroxybutyryl-CoA-Derivaten oder S- oder R-Hy-
droxyisobutyrat. Fiir die NAD"-abhingige Umwandlung von R-8-Hydroxybutyrat zu Acetoacetat
wurde ein K _-Wert von ungefihr 10 mM bestimmt, dies entspricht in etwa dem Plasma-Level
zirkulierender Ketonkorper in Situationen des Hungerns oder der Ketoazidose. Der Gruppe um
Dr. Udo Oppermann ist es weiter gelungen, das Enzym von Interesse zu kristallisieren und in Folge
dessen seine Struktur zu bestimmen. Humanes DHRS6 zeigte dabei eine tetramerische Organi-
sation mit den SDR-typischen Faltungsmustern. Docking-Analysen von R-G-Hydroxybutyrat im
aktiven Zentrum offenbarten ein mit den Experimenten tibereinstimmendes Modell der Carboxylat-
Bindung und eine katalytisch kompetente Orientierung. Wenngleich die Moglichkeit besteht, dafl
hinsichtlich der Spezifitit aufgrund der engen Auswahl an iiberpriiften Verbindungen mogliche
natiirliche Substrate iibersehen wurden, so offenbarte die Begutachtung des aktiven Zentrums von
hDHRS6 eine duflerst kompakte Liganden-bindende Tasche, die wahrscheinlich nicht geeignet ist,
lingere Kettenlingen als C4 von Fettsdure-Acyl-Resten zu beherbergen. Eine bioinformatische
Suche gegen die KEGG-Liganden-Datenbank beschrénkte die im Zuge dessen vorstellbaren Sub-
strate auf die ohnehin bereits getesteten. Mit R-3-Hydroxybutyrat scheint demnach das tatséchlich
physiologische Substrat identifiziert worden zu sein.

Metabolischer Kontext

Entsprechend der gewonnenen Erkenntnisse kénnte hDHRS6, wie unter Umsténden auch seine
identifizierten Homologen, eine signifikante Rolle in der peripheren Verwertung von R-3-Hydroxy-
butyrat spielen.

Wenngleich der Vergleich der kinetischen Parameter zwischen rekombinanten mitochondrialen
BDHs und hDHRS6 zeigt, daBl letzteres eine in etwa 2- bis 3-fach niedrigere katalytische Spe-
zifitéit gegeniiber R-S-Hydroxybutyrat aufweist [31] [64], so bestétigt der fiir hDHRS6 ermittelte
K, -Wert dessen Fahigkeit bei hohen Leveln an zirkulierendem R-3-Hydroxybutyrat zu agieren, wie
sie zu Zeiten des langfristigen Hungerns oder der Ketoazidose gegeben sind. Des weiteren erlaubt
das hohe cytosolische Niveau an oxidiertem NAD? eine effiziente Umsetzung in Acetoacetat, wel-
ches anschlieflend in die Mitochondrien eintreten und in den Zitratzyklus eingespeist werden kann.
Besagte Aspekte deuten auf eine mogliche Bedeutung von hDHRSG6 als ,,Backup“-System zur Ver-
wertung von Hydroxybutyrat zum Energiegewinn hin, einem zelluldren Prozess bei dem zweifellos
die in den Mitochondrien lokalisierte Typ 1 BDH die Hauptrolle spielt. Eine weitere Bedeutung
der Nutzung cytosolischer Ketonkorper ist mutmaflich die Vor-Ort-Generierung von Acetoacteyl-
CoA als Baustein zur Fettsdure- oder Sterolsynthese. Diese Spekulation wird unterstiitzt durch den
Nachweis einer cytosolischen Acetoacteyl-Synthetase [149], die effizient Acetoacetat zu Acetoacetyl-
CoA konvertiert, welches in Lipide eingebunden wird. In diesem Stoffwechselweg kénnte hDHRS6
als Enzym zur Bereitstellung geniigend grofler Mengen an cytosolischem Acetoacetat fungieren. Im
Einklang mit dieser Hypothese steht die Identifizierung von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen
in der Promotor-Region von hDHRS6, die bekanntermaflen am Lipidmetabolismus beteiligt sind.
Entsprechend der fiir hDHRS6 beschriebenen Funktionen ist eine Deffizienz des Enzyms moglicher-
weise mit Storungen der Keton-Verwertung (wie beispielsweise bei einem hyperketonischen, hypo-
glykédmischen Zustand) oder der Fettsiure- oder Cholesterol-Synthese in Verbindung zu bringen.
Zur Absicherung der postulierten Rolle des Mitglieds der SDR-Proteinfamilie hDHRS6 sind sicher-

lich weitere Studien in zelluldren Modellen von Noten. Schlufiendlich bleibt aber festzustellen, dafl
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nicht zuletzt die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen einen entscheidenden
Beitrag zur Identifizierung einer neuen, cytosolischen Typ 2 R-{-Hydroxybutyratdehydrogenase
geleistet haben [70].

3.3.4 humanes HSDL1 - ein SDR-,,Enzym“, ohne enzymatische Aktivitat

Im Zuge ihrer umfangreichen phylogenetischen Untersuchungen hinsichtlich des evolutionédren Hin-
tergrunds der Vertebraten-Enzyme 176-Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 3 und 12 identifizier-
te Frau Dr. Rebekka Mindnich die Aminosduresequenz des humanen Proteins ,hydroxysteroid
dehydrogenase like 1% (hHSDL1) als weiteren bislang uncharakterisierten Vertreter der SDR-
Proteinfamilie [132]. In der Hoffnung ein weiteres Enzym mit entscheidender Bedeutung am Me-
tabolismus identifizieren zu konnen, ging die Bearbeitung des bislang lediglich in einer Veroffent-

lichung Erwiihnung findenden Proteins [83] ergénzend in vorliegende Arbeit mit ein.

Phylogenie und Sequenzanalyse

Die zur Ermittlung des Ursprungs und méglicher Funktionen des humanen HSDL1 durchgefiihrten
phylogenetischen Analysen offenbarten zunéchst zahlreiche stark verwandte Aminosduresequen-
zen der Vertebraten in néchster Verwandtschaft. Die hohe Sequenzidentitéit der identifizierten
Primérstrukturen, speziell unter den Sdugetieren, zeigt den starken Konservierungsgrad hHSDL1s
auf und deutet auf eine signifikante Bedeutung im entsprechenden Organismus hin.

Hinsichtlich einer moglichen Funktion des HSDL1-Clusters bestétigten sich die Erkenntnisse von
Frau Dr. Rebekka Mindnich, das zu untersuchende Protein geht zusammen mit den 175-Hydro-
xysteroiddehydrogenasen des Typs 3 und 12 auf den selben evolutionédren Ursprung zuriick. Erst
kiirzlich konnte gezeigt werden, daf} letztere zwar phylogenetisch eng verwandt sind [132], hinsicht-
lich ihrer Funktion allerdings nicht iibereinstimmen [136]. Wenngleich beide Enzyme steroidogene
Substrate akzeptieren, so ist die physiologische Rolle der 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des
Typs 12 eher im Fettsduremetabolismus einzuordnen. Demnach konnte anhand der phylogeneti-
schen Daten eine Beteiligung von hHSDL1 sowohl am Steroid- als auch am Lipidstoffwechsel in
Betracht gezogen werden.

Fiir alle in die phylogenetischen Analysen eingeflossenen humanen HSDL1-Sequenzen wurde im
Rahmen der Untersuchungen ein Aminoséiureaustausch des polaren Tyrosins (Y) gegen ein unpola-
res Phenylalanin (F) im konservierten, fiir die SDR-Proteinfamilie charakteristischen katalytischen
Motiv S-Y-K [96] [154] [165] identifiziert. Diese Beobachtung widerspricht der Verdffentlichung
von Huang, der eine vollstdndig intakte katalytische Triade aufzeigt [83]. Da die Aminosdure Ty-
rosin 218 als katalytische Base erachtet wird, mufite die aufgedeckte Substitution bereits zu diesem
frithen Zeitpunkt der Studien auf eine enzymatische Inaktivitdt hHSDL1 schlieflen lassen.

Ein multiples Alignment mit homologen Sequenzen offenbarte, dafl das humane Enzym das modi-
fizierte aktive Zentrum mit einer Vielzahl verwandter Sequenzen des vertebraten Ursprungs teilt
- eingeschlossen die Vertreter der Primaten und der Nager, das Rind sowie der Zebrabérbling -,
ein erster Beweis dafiir, dafi der Identifizierung des (S-F-K)-Motivs des hHSDL1 nicht lediglich
ein Annotierungs- bzw. Sequenzierungsfehler zugrunde liegt. Letzte Zweifel dahingehend konnten
durch Sequenzierungen der kodierenden Sequenz hHSDL1s, gewonnen durch Amplifizierung auf

einer Vielzahl an unterschiedlichen humanen Zelllinien-cDNAs, ausgerdumt werden. Die Tatsache,
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dafl Sequenzen anderer Vertebraten gegen alle Erwartungen eine intakte katalytische Triade aufwei-
sen, unterstiitzt die Vermutung eines evolutionér bedingten Verlusts des zentralen Tyrosin-Restes

in Homo sapiens, Danio rerio und anderen.

Subzelluldre Lokalisation und Proteintopologie

Die Studien zur subzelluldren Lokalisation zeigten eine eindeutige Verteilung von hHSDL1 in den
Mitochondrien, eine Beobachtung, die {iberraschend war, da den durch phylogenetische Analyse
identifizierten Verwandten 178-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 3 und 12 erst kiirzlich ei-
ne Lokalisation im Endoplasmatische Retikulum nachgewiesen worden war [133] [137]. Besagter
Aspekt konnte auf eine von den bereits charakterisierten Enzymgruppen abweichende Funktion
hHSDL1s im Organismus hindeuten.

Hinsichtlich des Transports in die Mitochondrien selbst fiel auf, dafl hHSDL1 das Zielkompartiment
erreichte, unabhéingig davon, an welchem Terminus eine Fusion erfolgte. Wenngleich entsprechend
dieser Beobachtung ein freies Amino- oder Carboxyende offensichtlich nicht fiir den Transport ins
Zielkompartiment erforderlich ist (oder das Tag potentielle Signalsequenzen im Protein nicht aus-
reichend maskiert), wurde die Bedeutung der beiden Termini im Translokationsprozel im Laufe
der durchgefiihrten ,Fine mapping“-Experimente (Generierung zahlreicher trunkierter hHSDL1-
Varianten) ersichtlich. Gemé$ der erzielten Ergebnisse mufl von einem starken mitochondrialen
Lokalisationssignal am N-Terminus (innerhalb der ersten 82 Aminosiduren) und einem zweiten, et-
was schwiicheren, am C-Terminus (zwischen den Aminoséuren 248 und 330) ausgegegangen werden
(vergleiche Abbildung 3.8)

| AA1-330

«~ S1 «— S2 —

Abbildung 3.8: Signalhypothese zur Translokation des SDR-Kandidaten hHSDL1 in die Mitochondrien. Le-
diglich das Zusammenwirken eines starken Signals am N-Terminus (S1, innerhalb der ersten 82 Aminosiuren)
und eines schwicheren am C-Terminus (S2, zwischen den Aminosiuren 248 und 330) gewihrleistet die ord-
nungsgemaBe Auslieferung des Proteins in das Zielkompartiment.

Offensichtlich stellt, dhnlich wie bei hDHRS1, auch im Falle von hHSDL1 ausschliefSlich das Zu-
sammenwirken beider Proteinabschnitte - mit einem vorherrschenden Einflul des N-Terminus -
die ordnungsgeméfle und exklusive Verteilung hHSDL1s in das Zielorganell sicher. Ob die identifi-
zierten Proteinbereiche lediglich Signalsequenzen beherbergen oder stattdessen tatséchliche Signal-
peptide beinhalten, die nach der Translokation in die Mitochondrien abgespalten werden, konnte
im Rahmen der Analyse nicht bestimmt werden. Fest steht, daf hHSDL1 sowohl am N- als auch
am C-Terminus iiber Sequenzabschnitte verfiigt, die nicht unmittelbar die SDR-typischen Struk-
turmotive tragen. Die fiir die Cofaktorbindung essentielle Aminosaurefolge TGxxxGxG findet
sich im Protein von Interesse (in geringfiigig abgewandelter Form) erst bei Aminoséure 73 wieder.
Weiter ist die Frage zu kldren in welchem Bestandteil des Zellorganells hHSDL1 tatséchlich loka-
lisiert ist. Da sich das Protein von Interesse im Rahmen der Aufreinigungsversuche als génzlich
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unloslich zeigte und somit als Membranprotein eingestuft wird, ist eine Integration in die Innere
oder AuBere Mitochondrienmembran, beispielsweise iiber die vorhergesagten und als sicher gelten-
den Transmembrandoménen wahrscheinlich. Ein mégliches Modell der Integration, erstellt anhand
der Vorhersagen der Server HMMTOP und TMpred, ist in Abbildung 3.9 ersichtlich.

Innen N

Innere/AuBere Membran

Aullen C

Abbildung 3.9: Schematische Darstellung einer mdglichen Membranintegration von hHSDL1. Das abgebildete
Modell basiert auf den Vorhersagen der Server HMMTOP und TMpred. Potentielle Transmembranhelices sind
mit 1 (AS 17-42), 2 (AS 170-194) und 3 (AS 240-262) bezeichnet, sie durchqueren die Innere bzw. AuBere
Mitochondrienmembran.

Gewebeverteilung

In einer ersten Beschreibung konnte dem SDR-Kandidaten hHSDL1 durch Northern Blot-Techno-
logie unter Verwendung eines kommerziell erhéltlichen Gewebe-Panels ein hohes Level an mRNA-
Expression in Prostata-Gewebe nachgewiesen werden [83]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
gewonnenen Erkenntnisse ebenfalls auf Basis besagter Methode iiberpriift und das Expressionspro-
fil des SDR-Proteins um weitere humane Gewebe erweitert. Die erzielten Ergebnisse bestéitigen
eindrucksvoll die publizierte Gewebeverteilung. In allen analysierten Geweben konnte, trotz gene-
rell schwachem Expressionslevel, hHSDL1-mRNA detektiert werden. Als mRNA-reichste Gewebe
zeigten sich Plazenta, Prostata und Ovarien. Die gemachte Beobachtung deutet auf eine Be-
teiligung hHSDL1s in steroidogenem Gewebe spezifischem Metabolismus hin und erscheint auch
im Vergleich zu den Gewebeverteilungen der phylogenetisch verwandten 173-Hydroxysteroidde-
hydrogenasen des Typs 3 und 12 iiberaus schliissig. Wihrend die 178-Hydroxysteroiddehydro-
genase des Typs 3 hauptsiichlich im Hoden exprimiert wird (dariiberhinaus im Gehirn, im Blut,
in der Haut und in Fettgewebe) [35] [61] [63] [79] [190] zeigte die 173-Hydroxysteroiddehydro-
genase des Typs 12 eine generell ubiquitire Gewebeverteilung mit vorherrschender Expression in
Lipid-metabolisierendem (Leber, Herz, Niere und Skelettmuskel) und endokrinem Gewebe (Hoden,
Hypophyse, Nebenniere, Pankreas und Plazenta) [118] [137] [176].

Substratspezifitat

Gemifl den Erwartungen, basierend auf der intensiven Sequenzanalyse, zeigte hHSDL1 in den
durchgefiihrten Messungen zur Bestimmung seiner Spezifitdt keinerlei katalytisches Potential ge-
geniiber den {iberpriiften Substanzen, weder gegen die aufgrund der phylogenetischen Verwandt-
schaft zu den 170-Hydroxysteroiddehydrogenasen des Typs 3 und 12 als wahrscheinlichste Sub-
strate eingestuften steroidogenen Verbindungen, noch gegeniiber den getesteten Chinonen, CoA-
konjugierte Fettsduren oder Prostaglandinen. Erst eine Wiederherstellung der katalytischen Triade
durch Substitution des zentralen Phenylalanins gegen das SDR-typische Tyrosin in Position 218
der Aminoséuresequenz hatte eine enzymatische Aktivitit gegeniiber Estron und Androsteron zur

Folge. Des weiteren konnte eine Reduzierung der Produktbildung verglichen zu Kontrollzellen nach
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Zugabe von Cortisol beobachtet werden, die sich lediglich mit einer erlangten Bindungsfihigkeit
des mutanten Proteins hHSDL1(F218Y) gegeniiber dem angebotenen Substrat begriinden 14ft.
Aufgrund seiner ausschliefllichen Reduktaseeigenschaft scheint es allerdings nicht iiber das kataly-
tische Potential zu verfiigen, das aufgenommene Cortisol tatséchlich zu metabolisieren.

Wenngleich die gemessenen Umsetzungsraten weit unter der physiologischen Relevanz liegen, sind
die im Rahmen der Untersuchung gewonnenen Daten ausreichend, um die enzymatische Aktivitét
der hHSDL1-Mutante hHSDL1(F218Y) und in Konsequenz die Inaktivitit des nativen Proteins zu
belegen. Eine von Herrn Dr. Udo Oppermann (Structural Genomics Consortium, Oxford/UK) in
einem personlichen Gesprich geduflerte Vermutung, das aktive Zentrum des SDR-Proteins hHSDL1
sei unter Umsténden lediglich geringfiigig in Richtung des C-Terminus verschoben, kann mit den er-
zielten Ergebnissen eindrucksvoll widerlegt werden. Durch die nachgewiesenen Ubereinstimmungen
im Substratspektrum mit den 173-Hydroxysteroiddehydrogenasen des Typs 3 und 12 unterstreicht
die generierte hHSDL1-Mutante auf der einen Seite die nahe Verwandtschaft des HSDL1-Clusters
zu den besagten Oxidoreduktasen und liefert auf der anderen Seite den klaren Beweis fiir den
bereits vermuteten Verlust der hHSDL1-Aktivitdt im Zuge der Evolution. Kombiniert man die
gemachten Beobachtungen mit dem verifizierten Expressionsprofil, mufl von einer nicht enzyma-
tischen Rolle des nativen Proteins (sowie aller Homologen ohne intakte katalytische Triade) im

Organismus ausgegangen werden.

Protein-Protein-Wechselwirkungen

Aufgrund der nachgewiesenen Inaktivitdt des zu charakterisierenden Mitglieds der SDR-Prote-
infamilie hHSDL1 waren die Studien zur Identifizierung seiner Interaktionpartnern von beson-
derer Bedeutung. Unter Einsatz des Volle-Linge-Proteins sowie einer verkiirzten Variante (zur
Sicherstellung der Translokation des Proteins von Interesse in den Nukleus der Hefe) konnten im
Yeast-Two-Hybrid-Screening zwei mogliche Wechselwirkungspartner identifiziert werden. Bei der
Enoyl-CoA-Hydratase/3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase (Alpha-Untereinheit des trifunktionel-
len Proteins) handelt es sich um ein in den Mitochondrien lokalisiertes und demnach auch von
der biologischen Relevanz sehr interessantes Enzym. Es katalysiert den zweiten Schritt in der (-
Oxidation (Umsetzung von trans-2(oder 3)-Enoyl-CoA zu 3S-3-Hydroxyacyl-CoA, reversibel) und
ist demzufolge ein essentieller Bestandteil des Fettsduremetabolismus [3] [12]. Das Map-Kinase-
Phosphatase-éhnliche Protein MK-STYX wird als mogliche Pseudophosphatase beschrieben, deren
Bindungstasche zumindest ausreichend konserviert ist um phosphorylierte Substrate zu binden und
diese vor der Phosphorylierung durch Phosphatasen zu bewahren [121] [185] [217]. Die Expres-
sion MK-STYXs ist in S#ugetiergewebe nahezu ubiquitéir [191], die subzellulire Lokalisation des
Proteins ist bislang unbekannt. In einem anschliefenden GST-Pulldown-Assay konnte eine Wech-
selwirkung zwischen hHSDL1 und letzerem bestétigt werden. Da trifunktionelle Proteine in vitro
oder in Bakterien lediglich als Unterdoménen und nicht als vollstdndiges Protein - die molekulare
Masse betréigt in diesem Fall mehr als 80 kDa [114] - exprimiert werden kénnen, wird die nicht
nachgewiesene Interaktion mit der Enoyl-CoA-Hydratase/3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase auf

eine Beschrinkung des Verifizierungssystems zuriickgefiihrt.
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Metabolischer Kontext

Die Familie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen definiert sich in erster Linie durch die
Prisenz von einigen wenigen konservierten Sequenzmotiven und fasst mit Oxidoreduktasen, Lyasen
und Isomerasen eine grofle Vielzahl unterschiedlicher Enzyme zusammen. Trotz der eindeutig
nachgewiesenen SDR-typischen Strukturmerkmale erfiillt der im Rahmen dieser Arbeit charakte-
risierte Kandidat hHSDL1 laut Definition ein entscheidendes Kriterium fiir seine Einordnung in
besagte Proteinfamilie nicht: er weist keinerlei katalytische Aktivitdat auf. Mit seiner umfassenden
Charakterisierung scheint ein Beispiel dafiir gefunden worden zu sein, dafl neben Proteinen, die
sich durch die Katalyse chemischer Reaktionen auszeichnen, auch solche der Familie angehoren, die
ihre Funktion in der Zelle auf nicht enzymatische Weise erfiillen. Aufgrund der Konservierung des
SDR-Mitglieds hHSDL1 iiber zahlreiche Spezies, die Priasenz entsprechender kodierender mRNA
in den unterschiedlichsten Geweben und den Nachweis von spezifischen Wechselwirkungspartnern,
kann trotz des fehlenden katalytischen Potentials von einer bedeutenden Rolle des Proteins in ei-
nem essentiellen Prozefl des Zellmetabolismus ausgegegangen werden. Wenngleich eine konkrete
Hypothese aufgrund der erzielten Ergebnisse nicht moglich ist, so scheint eine Beteiligung von
hHSDL1 am Steroid- oder Fettsdurestoffwechsel wahrscheinlich [130].

3.3.5 Retinoldehydrogenasen - Die ,,Mutter* der SDRs?

Es ist seit langem bekannt, dafl auch Mitglieder der SDR-Proteinfamilie entscheidend am Retinoid-
Metabolismus beteiligt sind [101] [146]. In der Retina beispielsweise zéhlen die RDHs zu den
bedeutenden Elementen des Seh-Prozesses und ihre Mutationen sind nicht selten mit retinalen
Erkrankungen verkniipft. Exemplarisch seien an dieser Stelle lediglich Fundus albipunctatus (11-
cis RDH) [85] oder CSRD (childhood-onset of severe retinal dystrophy, RDH12) [89] genannt.
Aus diesem Grund erschien es iiberaus sinnvoll, auch die in dieser Arbeit zu charakterisierenden
SDR-Enzyme auf eine Aktivitit gegeniiber all-trans-Retinol und all-trans-Retinal zu iiberpriifen.
Im Zuge der durchgefiihrten in vitro-Assays wurde diesbeziiglich eine interessante Entdeckung ge-
macht. Alle getesteten Enzyme, die {iber ein vermeintlich intaktes, SDR-typisches aktives Zentrum
(S-K-Y) verfiigen (hCBR4, hDHRS1, hHSDL1(F218Y) und h178-HSD 4), zeigten eine deutliche,
wenn auch schwache Umwandlung von all-trans-Retinal zu all-trans-Retinol in Anwesenheit des
Cofaktors NADPH. hHSDL1, das nachgewiesenermaflen inaktive Protein hingegen, wies keinen
Umsatz auf. Wenngleich die Anzahl der iiberpriiften SDR-Enzyme nicht als repréisentativ gelten
kann, so 148t sich aufgrund der erzielten Ergebnisse zumindest dariiber spekulieren, ob nicht alle
Mitglieder der SDR-Proteinfamilie Retinoide als Substrat akzeptieren und in der Lage sind, deren
Umwandlung zu katalysieren. Konnte fiir die aufgebrachte Theorie durch die Uberpriifung einer
groflen Vielzahl an SDR-Enzymen ein Beweis erbracht werden, so wiirde dies unter Umsténden
auf einen Ursprung der SDR-Familie im Retinoid-Metabolismus hindeuten. Rein evolutionir wiére
damit ein gemeinsamer Vorldufer denkbar, aus dem sich die grofle Vielfalt der SDR-Enzyme iiber

die Jahrtausende entwickelt hat.
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3.4 Charakterisierung der Wwox-Funktion anhand der

entsprechenden Mausmutante

Zur detaillierten Aufklarung der in vivo-Funktion des bereits teilweise charakterisierten muri-
nen SDR-Proteins Wwox war im Rahmen dieser Arbeit die Generierung einer entsprechenden
KnockOut-Mauslinie angestrebt. Wahrend die Wechselwirkungen der Tryptophan-reichen Domé-
nen mit diversen Proteinen unterschiedlichster Signalkaskaden bereits im Ansatz verstanden sind
und dem Protein von Interesse den Status eines neuen Vermittlers von apoptotischer Antwort oder
Antwort auf Stress einbrachten, so konnten mit den SDR-typischen Strukturmotiven bislang kei-
nerlei biologische Funktionen in Verbindung gebracht werden. Die angestrebte phénotypische Un-
tersuchung der besagten KnockOut-Maus beziiglich Reproduktionsbiologie, Knochenaufbau oder
metabolischer Parameter sollte schluflendlich in erster Linie wichtige Erkenntnisse iiber die Rolle
des Wwox-Proteins als Short-Chain-Dehydrogenase/Reduktase im Metabolismus liefern.

Bedauerlicherweise ist es allerdings iiber die gesamte Dauer vorliegender Arbeit nicht gelungen,
fiir das Wwox-Allel homozygote Méuse in der Nachkommenschaft zu identifizieren, die hinsichtlich
der genannten Aspekte mit Wildtyp-Tieren verglichen hétten werden kénnen. Aus diesem Grund
muf sich die Diskussion zum jetzigen Zeitpunkt auf das Faktum beschrinken, dafl die vollstdndige
Inaktivierung des Wwox-Gens offensichtlich schon wéhrend der Embryonalentwicklung lethal zu
sein scheint. Der beobachtete Umstand unterstreicht auf der einen Seite die bereits verifizierte
Signifikanz des Wwox-Proteins im Organismus, ist auf der anderen Seite aber mehr als verwun-
derlich, da Daten aus der Untersuchung einer unabhéngig generierten Wwox-KnockOut-Mauslinie
hiermit nicht korrelieren. Von Ageilan et al. unter Verwendung des Gene-Targeting-Verfahrens
erzeugte, fiir das Wwox-Allel heterozygote Méuse - diese waren genau wie in vorliegender Studie
rein duflerlich nicht von Wildtyp-Tieren zu unterscheiden -, brachten nach Verpaarung unterein-
ander durchaus homozygote KnockOut-Méuse zur Welt, die erst im Alter von etwa 4 Wochen
verstarben [8]. Als mogliche Ursache fiir die abweichenden Resultate wurden zunéchst die un-
terschiedlichen KnockOut-Strategien in Erwégung gezogen, bei ihrer genauen Begutachtung fillt
allerdings auf, daf§ eine embryonale Letalitit, wenn iiberhaupt, eher bei den von Ageilan et al.
generierten Mausen zu erwarten gewesen wire. Wihrend die Insertion der GeneTrap-Reporter-
Kassette erst im Wwox-Intron 4-5 erfolgte und somit in den entsprechenden M#usen ein Pro-
teinfragment exprimiert wird, das zumindest noch die vom Exon 4 kodierten Aminosiuren mit
einschliet, so wurden von Agqeilan et al. mittels Rekombination die Exons 2, 3 und 4 durch die
eingefiigte Reporter-Kassette ersetzt und somit ein weitaus kiirzeres Protein mit noch geringerer
Chance auf Funktionalitéit exprimiert. Ein einfaches Genotypisierungsproblem kann als Grund fiir
den unterschiedlichen Verlauf der beiden Studien ebenfalls ausgeschlossen werden. Selbst wenn die
im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Genotypisierungsstrategie gegen alle Erwartungen fehlerhaft
sein sollte und keine tatsichliche Unterscheidung der Genotypen erlaubt, so wéren im Alter von 4
Wochen etwa 25 % der aus der Verpaarung von heterozygoten Tieren hervorgegangenen Nachkom-
men, also die homozygoten KnockOut-Méuse, verstorben, eine Gegebenheit, die nicht aufgetreten
ist. Abschliefend bleibt zu bemerken, daf keine logische Erklarung fiir die unterschiedlichen Unter-
suchungsergebnisse gefunden werden konnte. Eine Identifizierung fiir das Wwox-Allel homozygoter
Embryonen in weiterfithrenden Studien wire eine Moglichkeit der Letalitéit des KnockOuts weiter

auf den Grund zu gehen und dariiberhinaus die in vivo-Funktion von Wwox zu verifizieren.
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3.5 AbschlieBende Worte und Ausblick

In vorliegender Dissertation wurden einige weitere humane Mitglieder der SDR-Proteinfamilie im
Detail beschrieben und somit ein entscheidender Beitrag zum besseren Verstédndnis der metabo-
lischen Prozesse im menschlichen Organismus geleistet. Im Rahmen der durchgefiihrten Studien,
die sowohl bioinformatische Analysen als auch experimentelle Untersuchungen umfassten, ist die
Komplexitéit dieses Unterfangens mehr als deutlich zum Ausdruck gekommen. Aufgrund ihrer im-
mensen Vielseitigkeit stellt die Charakterisierung der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen
eine Herausforderung dar, der nur durch die Kombination der unterschiedlichsten Methoden aus
den verschiedensten Forschungsfeldern beizukommen ist. In den vergangenen Kapiteln wurde eine
Herangehensweise aufgezeigt, mit der es mir schlulendlich gelungen ist, einen bedeutenden Grund-
stein fiir die Identifizierung der physiologischen Funktion der Proteine von Interesse zu legen, die
dargestellten Ergebnisse verdeutlichen aber auch, daf§ bis zu einer erfolgreichen Vollendung der
angestrebten Beschreibung oftmals ein langer Weg ist, der iiber das Gezeigte hinaus alternative
Ansétze und die Fortfiihrung der Untersuchungen erfordert.

Beispielsweise wiire der Regulation der zu untersuchenden Enzyme von einer anderen Seite zu be-
gegnen als sie hier gezeigt wurde. Promotor-Studien, die die Gen-Transkription und deren antrei-
bende (bzw. inhibierende) Faktoren beleuchten, sind in den vergangenen Jahren zu einem wichtigen
Hilfsmittel im Zuge der Funktionsbestimmung von Proteinen aber auch der Aufklarung der ihnen
zugrunde liegenden Mechanismen geworden. Hinsichtlich der in der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten SDR-Proteine muf} in naher Zukunft selbstverstandlich die Bestimmung der Substratspezifitéit
im Vordergrund stehen. Wenngleich in den vorgestellten Untersuchungen ein gewisses Spektrum
an Substanzen abgedeckt und somit eine Beteiligung der Enzyme von Interesse an ihrer Umsetzung
ausgeschlossen werden konnte, so war die getroffene Auswahl an Substraten nicht umfangreich und
reprisentativ genug um die biologisch relevante, katalytische Aktivitdt der SDR-Kandidaten zu
ermitteln. Mit der Verifizierung eines Retinoidumsatzes durch alle zu charakterisierenden Proteine
ist allerdings nun ein Kontrollsystem geschaffen, das deren Aufreinigung unter Verwendung von
Detergenzien und im Anschlufl die Uberpriifung, wie urspriinglich angestrebt, einer Substratbiblio-
thek oder ihre Kristallation erlaubt. Die Identifizierung des natiirlichen Substrats ist der Schliissel
zur Rolle des Enzyms im Stoffwechsel, er 6ffnet, moglicherweise zusammen mit einem generierten
Mausmodell, ungeahnte Tiiren der therapeutischen Intervention bei eventuell assoziierten Erkran-
kungen. Denn gerade in der erfolgreichen Entwicklung von Enzym-Inhibitoren steckt das groflie
Potential, den Menschen langfristig gesiinder zu machen, unter Umsténden bereits praventiv bei

einer bestehenden genetischen Pridisposition.
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4.1 Generelle Methoden zur Arbeit mit Bakterien

4.1.1 N3hrmedien

Alle verwendeten Nihrmedien wurden bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Festmedien wurde vor
dem Autoklavieren Agar in einer Konzentration von 1,5 % (w/v) zugesetzt. Temperaturempfind-

liche Zusétze wurden sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugegeben.

e LB-Medium
10 g Casein-Hydrolysat
5 g Hefe-Extrakt
4 g NaCl
HyOpigese (PH 7,4), ad 1 L

¢ SOC-Medium
2 g Trypton
0,5 g Hefe-Extrakt
0,2 g MgCl, x 6 H,0O
0,25 g MgSO, x 7 H,0O
0,36 g Glucose
HyOp;igest (PH 7,4), ad 0,1 L

4.1.2 Inhibitorische und selektive Medienzusitze

Die verwendeten Hemmstoffe und Medienzuséitze wurden sterilfiltriert und nach dem Abkiihlen
der Medien auf ~50 °C (Festmedien) oder unmittelbar vor Inokulation (Fliissigmedien) zugesetzt.
Als selektive Antibiotika kamen Ampicillin in einer Arbeitskonzentration von 50-100 pg/mL und
Kanamycin in einer Arbeitskonzentration von 30 pug/mL (beide gelost in HyOy,40) zum Einsatz.

4.1.3 Zellanzucht

Das Uberimpfen von E. coli auf Festmedien oder die Inokulation von Fliissigkulturen wurde mit
einer ausgeglithten Impfose oder einer sterilen Pipettenspitze, ausgehend von Einzelkolonien auf

Agarplatten oder Glycerinkulturen, durchgefiihrt. Fliissigkulturen mit einem Volumen gréfier als
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30 mL wurden aus iiN gewachsenen Vorkulturen (5 mL) in Verdiinnung 1:100 beimpft. Die Inku-
bation erfolgte bei 37 °C in Brutschrinken bzw. Rundschiittlern bei mind. 200 rpm.

4.1.4 Stammhaltung und Lagerung

iiN bei 37 °C inkubierte E. coli-Kulturen kénnen auf mit Parafilm (American National Can) um-
wickelten Agarplatten iiber mehrere Monate bei einer Temperatur von 4 °C gelagert werden. Fiir
eine langfristigere Aufbewahrung wurden, ausgehend von Fliissigkulturen, Glycerinkulturen ange-
fertigt, die bei -80 °C iiber mehrere Jahre stabil sind. Zu deren Herstellung wurden Einzelkolonien
in 5 mL Selektivmedium iN bei 37 °C kultiviert. 800 pL dieser Kulturen wurden entnommen,
in einem Verhéltnis von 1:1 mit 80 %igem sterilen Glycerin gemischt und in Cryo Tube™ Vials
(Nunc) bei -80 °C gelagert.

4.1.5 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation von
Plasmid-DNA

Herstellung chemokompetenter E. coli (RbCl-Methode, 1994)

250 mL LB-Medium, versetzt mit 20 mM MgSO,, wurden mit einer E. coli iN-Kultur in einem
Verhéltnis von 1:100 angeimpft und bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte (ODgyg ) von 0,4-0,6
inkubiert. Nach einer 15-miniitigen Zentrifugation der Bakteriensuspension bei 4 °C und 4500 rpm
wurde das Pellet in 1 mL kaltem TFBI resuspendiert, die entstandene Suspension 5 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es erfolgte
die Aufnahme der Bakterien in 10 mL kaltem TFB2. Nach einer 15-60 miniitigen Inkubation auf
Eis wurde die Suspension in 100 uL. Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

e TFB1
30 mM KAc
100 mM RbCl
10 mM CaCl,
50 mM MnCl,
10 % Glycerin
mit KAc auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren

e TFB2
10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCl,
15 % Glycerin
mit KAc auf pH 5,8 einstellen und sterilfiltrieren
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Transformation chemokompetenter E. coli durch Hitzeschock

Die verwendete Methode der chemischen Transformation folgt der Beschreibung von Mandel und
Higa (1970) und Cohen et al. (1972). Auf Eis aufgetaute, kommerziell erhéltliche oder selbst her-
gestellte hitzekompetente Bakterienzellen (50-100 pL Aliquots) wurden mit 1-5 ng Plasmid-DNA
oder einem Aliquot eines Ligationsansatzes (1-8 pL) sanft vermischt und fiir 20 min auf Eis in-
kubiert. Nach erfolgtem Hitzeschock von 30-60 sec (abhéngig vom verwendeten Bakterienstamm)
in einem 42 °C-Wasserbad und einer unmittelbar anschlieBenden Kiihlung des Ansatzes fiir 1 min
auf Eis, wurden den Zellen 400 puL. SOC-Medium oder, alternativ dazu, antibiotikumfreies LB-
Medium zugegeben und die Bakterienkultur fiir 45-60 min unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert.
Abschlielend wurden 20-400 pL. Bakterienzellsuspension auf LB-Agar mit entsprechendem Selek-

tionsantibiotikum ausplattiert.

4.2 Generelle Methoden zur Arbeit mit Hefen

4.2.1 N3hrmedien

Alle verwendeten Nidhrmedien wurden bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Festmedien wurde,
wenn nicht im Folgenden anders beschrieben, vor dem Autoklavieren Agar in einer Konzentration
von 2 % (w/v) zugesetzt. Temperaturempfindliche Zusitze wurden sterilfiltriert und nach dem

Autoklavieren zugegeben.

e SD-Medium
26,7 g Minimal SD Base
entsprechende Menge an jeweiligem DropOut(DO)-Zusatz (laut Vorgabe des Herstellers)
HyOpiqest (PH 7,4), ad 1 L

e SD-Agar
46,7 g Minimal SD Agar Base
entsprechende Menge an jeweiligem DropOut(DO)-Zusatz (laut Vorgabe des Herstellers)
HyOpigest (PH 7,4), ad 1 L

e YPDA-Medium
50 ¢ YPD
0,003 % (w/v) Adeninhemisulfat
HyOpiqest (PH 7,4), ad 1 L

e YPDA-Agar
50 ¢ YPD
0,003 % (w/v) Adeninhemisulfat
2 % Agar
HyOlidest (PH 7,4), ad 1 L
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e SD-Agar/X-a-Gal
46,7 g Minimal SD Agar Base
entsprechende Menge an jeweiligem DropOut(DO)-Zusatz (laut Vorgabe des Herstellers)
2 mL X-a-Gal (20 mg/mL in DMF)
HyOlidest (PH 7,4), ad 1 L

4.2.2 Zellkultivierung
Kultivierung in Fliissigkultur

Zu verwendende Hefen wurden, ausgehend von Glycerolstocks oder angefertigten Stock-Agarplatten
(Kolonien nicht élter als 2 Monate), in 3-5 mL YPDA-Medium inokuliert und bis zu zwei Tage im
Rundschiittler bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. Zur Selektion mit bestimmten Plasmiden trans-
formierter Hefen wurde im Anschlufl ein Aliquot der angezogenen Fliissigkultur auf ein geeignetes,
einen Mangel an entsprechenden Aminoséuren bzw. Nukleotiden aufweisendes DropOut-Medium
iiberfiihrt.

Kultivierung auf festen Nahrmedien

Alternativ zur Flissigkultur konnen Hefen ebenso auf Agar-Platten kultiviert werden. Um, aus-
gehend von einem Glycerolstock, eine Vereinzelung der Kolonien zu erreichen, wurden die Hefen
auf YPDA-Agar ausgestrichen und bei 30 °C fiir 3-5 Tage im Brutschrank inkubiert. Fiir trans-
formierte Hefen, die bereits Plasmide mit spezifischen Reportergenen tragen, erfolgte ein weiteres
Ausstreichen der erhaltenen Kolonien auf ein geeignetes, einen Mangel an entsprechenden Ami-
nosduren bzw. Nukleotiden aufweisendes DropOut-Medium. Hefen, die aus Transformations- oder
Mating-Ansétzen hervorgingen, wurden direkt mittels steriler Glasperlen auf DropOut-Medium

ausplattiert.

Stammhaltung und Lagerung

Die Stammhaltung und Lagerung von Hefekulturen entspricht im Wesentlichen der fiir Bakterien
beschriebenen (vergleiche 4.1.4). Zur Anfertigung von Glycerolstocks zur Langzeit-Aufbewahrung
von S. cerevisiae wurden 800 uL einer angezogenen Fliissigkultur in einem Verhéltnis von 1:1 mit
sterilem 50 %igem Glycerin in Cryo Tube™ Vials (Nunc) gemischt. Eine Lagerung bei -80 °C
ermoglicht eine Aufbewahrung der Stocks iiber mehrere Jahre.

4.2.3 Herstellung kompetenter Hefen und Transformation von Plasmid-DNA

Die in dieser Arbeit angewandte Technik der Transformation von Plasmid-DNA in kompetente
Hefe-Zellen folgte der Lithiumacetat- (LiAc-) vermittelten Methode, beschrieben von Ito et al. [87].
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Herstellung kompetenter Hefen

Die zur Transformation benotigten Hefe-Stdmme wurden ausgehend von einem Glycerolstock auf
YPDA-Agarplatten ausgestrichen und fiir 3-5 Tage bei 30 °C in einem Brutschrank inkubiert. Eine
Einzelkolonie wurde in 1 mL YPDA-Fliissigmedium inokuliert und nach einer weiteren Inkubation
in 50 mL YPDA iiberfiihrt. Diese 50 mL Kultur wurde unter Schiitteln bei 250 rpm und 30 °C bis
zur stationdren Phase (~2 Tage; ODgoo nm = 1,5) angezogen. Einer anschlieBenden Verdiinnung
der Zellen in YPDA-Medium auf eine ODgq 1, von 0,2-0,3 und einer Inkubation bei 30 °C bis zu
einer ODgyg p von 0,4-0,5 folgten zunéchst ein Zentrifugationsschritt von 5 min bei 1000 x g und
4 °C und das Waschen des Zellpellets in 25 mL sterilem, deionisiertem H,O Im Anschlufl an eine
weitere Zentrifugation von 5 min bei 1000 x g und RT wurde das Pellet in 500 uL 1.1x TE/1.1x LiAc
resuspendiert. Die gewonnenen kompetenten Hefezellen wurden unmittelbar nach ihrer Erzeugung

fiir die Transformation verwendet.

e 10x TE
100 mM Tris-HCL (pH 7.4)
10 mM EDTA (pH 8.0)

e 1.1x TE/1.1x LiAc
1,1 mL 10x TE
1,1 mL 1 M LiAc
Hy0,40s¢ (PH 7,4), ad 10 mL

Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Hefen

Die Transformation der Kéder-Plasmide und die Cotransformation von Kéder- und Beute-Plasmi-
den in kompetente Hefe-Zellen wurde angelehnt an das small-scale yeast transformation Protokoll
des Clontech BD Matchmaker™ Library Construction & Screening Kit Manuals durchgefiihrt. In
einem 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefafl wurden zun#chst 0,1-0,25 ug der jeweiligen Plasmid-DNA,
100 pg denaturierter Heringssperma-Triger-DNA und 100 puL. kompetenter Hefe-Zellen gemischt.
Nach Zugabe von 600 pL steriler PEG/LiAc-Losung und einem sanftem Vortexen wurde der An-
satz fiir 30 min bei 30 °C und 200 rpm inkubiert und es erfolgte das Beimischen von 70 L DMSO.
Nach anschlieSendem Invertieren der Reaktionsgefifie und einem Hitzeschock der Zellen fiir 15 min
in einem 42 °C Wasserbad wurde der Ansatz fiir 2-5 min auf Eis inkubiert. Das durch eine 15-
sekundige Zentrifugation bei 14000 rpm und RT erhaltene Pellet wurde in 1 mL YPDA-Medium
resuspendiert. Nach einer Inkubation unter Schiitteln fiir 90 min bei 30 °C wurde die Kultur
erneut fiir 15 sec bei 14000 rpm und RT abzentrifugiert und das resultierende Pellet in 1 mL
NaCl-Losung (0,2 %) resuspendiert. 100 pL einer 1:10-, 1:100- und 1:1000-Verdiinnung wurden
- abhéingig vom Nahrstoff-Marker, getragen vom jeweiligen Plasmid - auf 100 mm SD/-Leu oder
SD/-Trp-Platten ausplattiert. Die Platten wurden bei 30 °C fiir 2-4 Tage im Brutschrank inkubiert
und die erhaltenen Klone zur Anfertigung von Master-Platten auf adiquatem Selektiv-Medium er-

neut ausgestrichen.
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¢ PEG/LiAc-Losung
8 mL 50 % PEG 3350
1 mL 10x TE
1 mL 1 M LiAc

4.2.4 Das Gal4-Yeast-Two-Hybrid-System (Y2H)

Das Yeast-Two-Hybrid-System (Y2H) ist ein wertvolles Hilfsmittel fiir den Nachweis von neuen
Protein-Protein-Interaktionen in vivo. In einem Gal4-basierten System wird das Kéder-Gen als Fu-
sion an die DNA-Bindungsdomiine des Transkriptionsfaktors Gald exprimiert (Hefestamm Y187;
Kodervektor pGBKT7, Selektionsmarker Tryptophan), wihrend ein weiteres Gen einer cDNA-
Bibliothek als Fusion an die Gal4-Aktivierungsdoméne exprimiert wird (Hefestamm AH109; Beu-
tevektor pGADT7rec, Selektionsmarker Leucin). Die entsprechend transformierten Hefestimme
AH109 und Y187 werden durch ein Mating zu diploiden Hefezellen verschmolzen. Im Falle einer
Interaktion zwischen Kéder- und Beute-(Bibliotheks-)Fusionsprotein werden die beiden Domiéinen
von Gal4 in enge Nachbarschaft gebracht und hierdurch die Transkription verschiedener Reporter-
gene (His3, Ade2 und Mell) aktiviert (vergleiche Abbildung 4.1).

Die Expression von His3 und Ade2 verleiht den Hefezellen die Eigenschaft zur de novo Synthese
von Histidin und Adenin, wodurch ihnen ein Wachstum auf histidin- und adeninfreiem Medium
moglich wird. Die Transkription von Mell fiihrt zur Bildung einer a-Galaktosidase.

Der Nachweis einer Proteininteraktion kann durch Selektion der diploiden Hefeklone auf Medium
ohne Adenin, Histidin, Tryptophan und Leucin erfolgen. Das Wachstum auf adenin- und his-
tidinfreiem Medium wird dabei durch die Aktivierung der Reportergene (Interaktion von Kéder
und Beute) erreicht, wahrend das Wachstum auf tryptophan- und leucinfreiem Medium durch
die entsprechenden Gene auf dem Koéder- und Beuteplasmid moglich ist. Die Aktivierung des a-
Galaktosidasegens wird durch einen a-Galaktosidasetest gepriift (siehe 4.2.8). Um falsch positive
Interaktoren, die entweder selbst oder iiber andere Transkriptionsfaktoren an eine strangaufwérts
liegende Sequenz eines Reportergens binden, weitestgehend auszuschlielen werden fiir jedes Re-
portergen unterschiedliche UAS und TATA-Box-Sequenzen verwendet.

In dieser Studie wurden zur Identifizierung potentieller Interaktoren der drei zu untersuchenden
Kandidatenproteine Screenings gegen eine humane Plazenta-cDNA-Bibliothek (hergestellt durch
Frau Eva Lattka, Institut fiir Experimentelle Genetik, Helmholtz Zentrum Miinchen) unter Ver-
wendung des BD Matchmaker™ Library Construction & Screening Kits der Firma Clontech durch-
gefiihrt.

4.2.5 Testen des Koéders auf autonome Reportergen-Aktivierung

Die generierten Koderkonstrukte pGBKT7/SDR-Kandidat (sowie der Leervektor pGBKT7) wur-
den in den Hefe-Stamm Y187, der eine Defizienz fiir His, Ade, Trp und Leu aufweist, transformiert.
Das Trp-Gen des Vektors pGBKT7 erlaubte die positive Selektion von Plasmid-tragenden Hefen.
Ein positiv getesteter Klon wurde daraufthin auf SD/-Leu, SD/-Leu/-Trp und SD/-Leu/-Trp/-His
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A Beute

(cDNA-Bibliothek)

Koder AD-
Gal4
/

BD-
Gal4 ’_>I

Gal4 UAS Reporter
Ade2, LacZ, His3, Mel1

B Beute
(cDNA-Bibliothek)

Koder AD-
Gal4

/

BD- o
Transkription

| Gal4 UAS Reporter
Ade2, LacZ, His3, Mel1

Abbildung 4.1: Das Gal4-Yeast-Two-Hybrid-System (Y2H). (A) Das Kdder-Gen wird als Fusion an die
DNA-Bindungsdomine des Transkriptionsfaktors Gal4 (BD-Gal4) exprimiert, welche an Upstream Activating
Sequenzen (UASs) auf dem Hefe-Chromosom bindet, wihrend Gene der cDNA-Bibliothek als Fusion an die Gal4-
Aktivierungsdomine (AD-Gal4) exprimiert werden. Sind K&der- und Beuteprotein nicht in der Lage miteinander
zu interagieren, fiihrt dies zu einer Entkopplung von Aktivierungsdomane und DNA-Bindungsdomane und somit
zu einem Funktionsverlust. Die Reportergene werden nicht transkribiert. (B) Im Falle einer Interaktion zwischen
Koder- und Beuteprotein, werden BD-Gal4 und AD-Gal4 in unmittelbare Nachbarschaft gebracht und kénnen
so die Transkription der Reportergene Ade2, His3, LacZ und Mell einleiten.
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(TDO) ausplattiert, um den Kéder auf autonome Reportergen-Aktivierung von Leu und His zu
testen. Die Platten wurden fiir 4 Tage bei 30 °C inkubiert.

4.2.6 Screening einer vortransformierten cDNA-Bibliothek durch
Hefe-Mating

Zur Herstellung einer konzentrierten iiN-Kultur des mit dem entsprechenden Koderkonstrukt trans-
formierten Hefestamms Y187 wurde eine 2-3 mm grofle, weniger als 2 Monate alte Kolonie in 50 mL
SD/-Trp Fliissigmedium inokuliert und {iN unter Schiitteln bei 30 °C und 250 rpm inkubiert. An-
gezogene Zellen wurden bei 600 x g fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet in 5 mL SD /-Trp Medium
resuspendiert. Diese 5 mL Kultur wurde mit einem 1 mL Aliquot der vortransformierten AH109
cDNA-Bibliothek in einem sterilen 2 L Erlenmeyerkolben kombiniert. Nach Zugabe von 45 mL
YPDA-Medium und zweimaligem Waschen des Bibliothek-Vials mit jeweils 1 mL YPDA erfolgte
eine Inkubation der Zellen fiir 24 h bei 30 °C unter leichtem Schiitteln (45 rpm). Der Mating-
Ansatz wurde bei 1000 x g fiir 10 min abzentrifugiert und der verwendete Kolben zweifach mit
jeweils 50 mL YPDA-Medium gewaschen. Die zugegebenen 100 mL YPDA-Medium wurden im
Anschluf8 unmittelbar zur Resuspendierung des Pellets verwendet. Nach einer erneuten Zentrifu-
gation bei 1000 x g fiir 10 min wurde das Zellpellet final in 7 mL YPDA-Medium aufgenommen.
200 pL der Zellsuspension wurden mittels steriler Glasperlen auf 25 SD/-His/-Leu/-Trp (Triple
DropOut, TDO) Platten (150 mm) ausplattiert. Es erfolgte eine bis zu zweiwochige Inkubation
der Platten im Brutschrank bei 30 °C. Klone, die auf den inkubierten TDO-Platten gewachsen
waren, wurden zur weiteren Selektion auf SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp (Quadrupole DropOut, QDO)
+ X-a-Gal-Platten (siche 4.2.8) ausgestrichen. Alternativ hierzu wurde der Mating-Ansatz eben-
falls direkt auf 25 QDO + X-a-Gal Platten (150 mm) ausplattiert. Lediglich Klone einer Grofle
> 2 mm mit eindeutig blauer Farbung wurden als Ade+/His+/lacZ+ Klone erachtet und zur

weiteren Analyse herangezogen.

4.2.7 Ermittlung der Mating-Effizienz und der Anzahl gescreenter Klone

Zur Ermittlung der Mating-Effizienz und der Anzahl gescreenter Klone wurden jeweils 100 L einer
1:10-, 1:100-, 1:1000- und 1:10000-Verdiinnung des Mating-Ansatzes auf SD/-Trp, SD/-Leu und
SD/-Leu/-Trp Platten (100 mm) ausplattiert. Nach Inkubation der Platten fiir 4 Tage bei 30 °C
wurden die gewachsenen Klone (30-300 cfu) ausgezihlt und zuniichst die Anzahl der lebensfihigen
Zellen (cfu/mL) nach folgender Formel bestimmt:

cfu

= lebensfiahige Zell 1 L
Ausplattiertes Volumen (mL) x Verdiinnungsfaktor ebensfshige Zellen (cfu/mL)

# cfu/mL von SD/-Leu = Lebensfihigkeit des AH109-Matingpartners
# cfu/mL von SD/-Trp = Lebensféhigkeit des Y187-Matingpartners
# cfu/mL von SD/-Leu/-Trp = Lebensfihigkeit der Diploiden
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Der Stamm mit der geringsten Lebensfihigkeit (cfu/mL) ist der limitierende Matingpartner, im
Optimalfall ist dies der die cDNA-Bibliothek tragende Stamm AH109. Dies stellt sicher, dass der
grofite Anteil der Hefezellen mit ¢cDNA-Inserts einen Matingpartner findet. Die Kalkulation der
Mating-Effizienz erfolgte anhand folgender Formel:

# Lebensfihigkeit Diploide (cfu/mL) x 100

= % Diploid
# Lebensfihigkeit limitierender Matingpartner (cfu/mL) % Diploide

Die Anzahl der gescreenten Klone wurde nach folgender Formel ermittelt:

# Lebensfihigkeit Diploide (cfu/mL) x Resupensionsvolumen (mL) = # gescreenter Klone

4.2.8 Der o-Galaktosidasetest

Zum Ausschlufl méglichst vieler falsch-positiver Klone kann neben Ade2 und His3 die Expression
eines dritten Reportergens, Mell, getestet werden. Um die selektionierten Hefeklone auf ihre a-
Galaktosidaseaktivitit zu iiberpriifen, wurde den verwendeten QDO-Platten X-a-Gal (5-Bromo-4-
Chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranosid) in einer Konzentration von 20 pg/mL zugegeben. Da das
Enzym a-Galaktosidase X-a-Gal in einen blauen Farbstoff umwandeln kann, ist die Expression des
Mell-Gens durch die Blaufarbung der entsprechenden Hefeklone direkt nachweisbar.

4.3 Generelle Methoden zur Arbeit mit Saugetierzellkulturen

4.3.1 Kultivierung von Zelllinien

HelLa-Zellen. HeLa-Zellen sind humane Epithelzellen eines Cervixkarzinoms (Gebdrmutterhals-
krebs) und die ersten menschlichen Zellen, aus denen eine permanente Zelllinie etabliert wurde.
Sie zeichnen sich in erster Linie durch ihre gute Anhaftung und ihre gute Transfizierbarkeit aus.
HeLa-Zellen wurden in Modified Eagle Medium (MEM; Gibco), versetzt mit 10 % Fetal Bovine Se-
rum (FBS; Gibco), 2 mM L-Glutamin (Gibco) und jeweils 100 U/mL Penicillin und Streptomycin
(Gibco), kultiviert.

HEK293-Zellen. Bei den HEK293-Zellen handelt es sich um eine Zelllinie aus humanem embryo-
nalen Nierengewebe (human embryonal kidney). Sie wurden in High Glucose Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM; Gibco), versetzt mit 10 % FBS, 2 mM L-Glutamin (Gibco), 100 U/mL
Penicillin und 100 U/mL Streptomycin (Gibco), kultiviert.
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4.3.2 Allgemeine Methoden zur Zellkultur
Auftauen von Zellen

In fliiigem Stickstoff kryokonservierte eukaryotische Zellen wurden bei 37 °C im Wasserbad auf-
getaut und in 10 mL vorgewédrmtem Kulturmedium aufgenommen. Nach einer Zentrifugation fiir
2-3 min bei 1000-1700 rpm und Abnahme des Uberstands wurde das Zellpellet in 3 mL frischem
Medium resuspendiert und in eine 25 mL Zellkulturflasche mit vorgelegtem Medium iiberfiihrt.
Da das im Einfriermedium enthaltene DMSO (Dimethylsulfoxid) fiir aufgetaute Zellen toxisch ist,
sollte der Vorgang des Auftauens moglichst ziigig durchgefiihrt werden.

Passagieren von Zellen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen wachsen als epithelienéihnlicher Monolayer. Wihrend
HeLa-Zellen eine Verdopplungszeit von 40-48 h besitzen, verzweifacht sich die Zellzahl in einer
HEK?293-Kultur bereits in etwa 24 h. Spitestens bei Erreichen einer Konfluenz von 90-100 % ist
ein Transfer der Zellen in eine neue Kulturflasche nétig (Splitting). Hierzu wurde zunéchst das
verbrauchte Medium abgenommen, die Zellen mit vorgewédrmten PBS gewaschen und zu deren
Ablosung 1 mL (25 mL Zellkulturflasche) bzw. 2-3 mL (75 mL Zellkulturflasche) Trypsin/EDTA
(Gibco) zugegeben. Nach einer Inkubation fiir 3-5 min bei 37 °C wurde die Trypsinierung durch
Zugabe von Medium gestoppt, die Zellen 2 min bei 1500 rpm abzentrifugiert und das Pellet, in fri-
schem Medium (Volumen abhingig vom gewiinschten Verdiinnungsverhiltnis) resuspendiert. Die
Verdiinnung wurde je nach Wachstumsrate der jeweiligen Zelllinie und Anforderungen des Expe-

riments gewé#hlt und lag iiblicherweise zwischen 1:2 und 1:20.

e PBS
10 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 7,4
150 mM NaCl

Kryokonservierung von Zellen zur langfristigen Aufbewahrung

Zur Kryokonservierung wurden Zellen in einer 75 mL Zellkulturflasche bis zu einer maximalen Kon-
fluenz von 90 % kultiviert. Nach Absaugen des Mediums und Waschen mit 10 mL PBS wurden
die Zellen mit 2 mL Trypsin/EDTA (Gibco) abgelost (Inkubation fiir 3-5 min bei 37 °C) und in
10 mL frischem Medium aufgenommen. Es erfolgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 rpm, ein
Verwerfen des Uberstands und das Resuspendieren der Zellen in 3 mL Einfriermedium (Medium
mit 10 % DMSO). Die Zellsuspension wurde abschlieend auf zwei Cryo Tube™ Vials (Nunc) ver-
teilt, die in einem auf RT temperierten Einfrierkontainer (Cryo 1 °C Freezing Container; Nalgene)
mit einer Abkiihlrate von -1 °C pro min bei -80 °C eingefroren wurden. Fiir eine langfristigere
Aufbewahrung wurden die Zellen in fliifligen Stickstoff iiberfiihrt.
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Transiente Transfektion

In dieser Arbeit wurde zur transienten Transfektion von eukaryotischen Zelllinien das Reagenz
Fugene6 (Roche) verwendet. Fugene6 ermoglicht den Einschlufl der zu transfizierenden Plasmid-
DNA in Lipid-Tropfchen, die im Folgenden an die Plasmamembran der Zielzelle fusioniert werden
konnen.

Die transienten Transfektionen wurden je nach Anforderung des Experiments in unterschiedlichen
Volumina durchgefiihrt. Sie erfolgten gewohnlich bei einer Konfluenz der Zellen von 30-40 %
basierend auf dem Protokoll des Herstellers.

Nach Zugabe des Transfektionsreagenzes Fugene6 zu serumfreiem Medium und einer Inkubation fiir
5 min bei RT wurde die zu transformierende Plasmid-DNA beigemischt. Fiir alle in dieser Arbeit
verwendeten Zelllinien geschah dies in einem Verhéltnis Fugene6 (uL) zu transfizierender DNA
(ug) von 3:1. Es erfolgte eine weitere Inkubation fiir 20 min bei RT bevor der Transfektionsansatz
dann tropfenweise auf die Zellen gegeben und diese bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert wurden.

Zahlen von Zellen

Fiir zahlreiche Anwendungen war die Bestimmung der Zellzahl in Kultur unabdingbar. Zu diesem
Zweck wurden angezogene Zellen zunéichst in 10 mL PBS gewaschen, mittels 2 mL Trypsin/EDTA
(Gibeo) vom Flaschenboden (75 mL Zellkulturflasche) gelést und in 10 mL des entsprechenden Kul-
turmediums resuspendiert. Zum Z#hlen der Zellen wurden 25 pLb der Suspension in eine Neubauer-
Zihlkammer {iberfiihrt, vier Quadrate unter dem Mikroskop (Axiovert 40 CFL, Zeiss) ausgezéhlt
und ein Mittelwert ermittelt. Erhaltener Mittelwert multipliziert mit 10* ergab die Anzahl der
Zellen pro mL Suspension (X x 10* = Zellzahl/mL).

Ernten von Zellen

Zur Gewinnung von Zellpellets definierter Zellzahl, wie sie beispielsweise zur Messung der Sub-
stratspezifitit in vitro (vergleiche 4.7.2) benétigt wurden, war das Ernten angezogener Zellen von
Noten. 24-48 h nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen hierzu wie gewohnt zunéchst in 10 mL
PBS gewaschen, mittels 2 mL Trypsin/EDTA (Gibco) vom Flaschenboden (75 mL Zellkulturfla-
sche) gelost und in 10 mL des entsprechenden Kulturmediums resuspendiert. Nach Ermittlung der
Zellzahl wurde die Zellsuspension fiir 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und der Mediumiiberstand
vorsichtig abgenommen. Das Zellpellet wurde in einem adédquaten Volumen an PBS resuspendiert
und die Suspension anschliefend in Aliquots von jeweils 1-4 x 10° Zellen (abhéngig von der Fol-
geanwendung) auf 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefifie verteilt. Eine abschlieflende Zentrifugation
fiir 10 min bei 15000 x g und 4 °C und das Abnehmen der Uberstinde erbrachte die erwiinschten

Zellpellets, die dann bis zur weiteren Verwendung bei -80 “C gelagert werden konnten.

4.3.3 Aussdhen von Zellen und Transfektion in unterschiedlichen Formaten

Fiir alle im folgenden beschriebenen Anwendungen wurden die entsprechenden Zellen entweder in 6
bzw. 12 well Platten oder 75 mL Zellkulturflaschen ausgesédt. Um eine gleichméBige Verteilung der
Zellen im Medium zu gewéhrleisten, wurden sowohl Platten als auch Flaschen leicht horizontal in
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Form eines Achters geschwenkt. Vor den anstehenden Transfektionen erfolgte eine iiN-Inkubation
der Zellen bei 37 °C und 5 % CO.,,.

Anzucht von Hela-Zellen fiir subzellulire Lokalisationsstudien

Zur Durchfithrung von Experimenten zur subzelluliren Lokalisation wurden 5 x 10* HeLa-Zellen in
jedes well einer 6 well Platte ausgesét. In diese waren zuvor sterile Deckgléschen (Menzel Glaeser)

und 2 mL Zellkulturmedium vorgelegt worden. Die Transfektion erfolgte mit 1 pug DNA pro well.

Anzucht von HEK293-Zellen zur Messung der Substratspezifitit in vivo

Fiir Assays zur Uberpriifung des Substratumsatzes wurden HEK293-Zellen in mit 900 pL Zellkul-
turmedium befiillte 12 well Platten ausgesit. Nach Anzucht der Zellen in einer 75 mL Zellkul-
turflasche bis zu einer Konfluenz von 90-100 % wurden die Zellen wie beschrieben trysiniert und
anschliefiend in 15 mL Medium aufgenommen. In jedes well einer 12 well Platte wurden 1,5 x 10°
Zellen ausgesit und es folgte eine Inkubation fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO,. Zur Transfektion
der Zellen wurden 0,5 ug DNA (pcDNA3-Expressionskonstrukte, Leervektor von Invitrogen) in
jedes well zugegeben.

Anzucht von HEK293-Zellen zur Messung der Substratspezifitit in vitro

In Vorbereitung der Messung zur Substratspezifitit in vitro wurden HEK293-Zellen zunéchst in
einer 75 mL Zellkulturflasche bei 37 °C und 5 % CO,, bis zu einer Konfluenz von 30-40 % angezogen.
Nach Transfektion der Zellen mit 8 ug DNA erfolgte eine weitere Inkubation fiir 24-48 h.

Anzucht von HEK293-Zellen zur Proteinaufreinigung bzw. zur Untersuchung ihres
Metaboloms nach Proteinexpression

Die Anzucht von HEK293-Zellen zur Proteinaufreinigung bzw. zur Detektion von Verdnderungen
hinsichtlich ihres Metaboloms nach Expression der in dieser Arbeit zu charakterisierenden Proteine
entsprach der Vorgehensweise, die fiir die Anzucht zur Messung der Substratspezifitdt in vitro

gewahlt wurde.

4.3.4 Immuncytochemische Methoden fiir subzelluldre Lokalisationsstudien

Zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisation der zu untersuchenden Kandidatenproteine wurden
ausschlieBlich HeLa-Zellen verwendet. Diese erschienen besonders geeignet, da sie sich morpholo-
gisch durch ein relativ grofies Zellvolumen auszeichen, was eine Visualisierung der subzelluldren
Lokalisation erleichtert.

Farbung der Mitochondrien und des ER

Farbung der Mitochondrien und des ER unter Verwendung kompartimentspezifischer Tracker.
Zur Féarbung der Mitochondrien und des Endoplasmatischen Retikulums (ER) wurden Fluoreszenz-
gekoppelte Tracker verwendet. Der Transport der besagten Tracker in die entsprechenden Zellkom-
partimente erfolgt aktiv, d.h. zur Farbung von Mitochondrien und ER bedient man sich zellinter-

ner Mechanismen. Demzufolge erfolgte dieser Schritt jeweils zu Beginn der Farbungsprozeduren
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in noch lebenden HeLa-Zellen. Beide Tracker (Molecular Probes) wurden in Zellkulturmedium
(MEM; Gibco) verdiinnt (Endkonzentrationen MitoTracker Orange CMTMRos: 300 nM, ER-
Tracker Blue-White DPX: 500 nM) und zu den Zellen gegeben. Nach einer 30-miniitigen Inkubati-
on bei 37 °C und 5 % CO, wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen anschlieflend

2x mit sterilem PBS gewaschen.

Alternative Farbung des ER durch Expression von kompartimentspezifischen Fusionsproteinen.
Alternativ zur Verwendung des spezifischen Trackers erfolgte die Farbung des ER durch Expression
kompartimentspezifischer Proteine (entweder 173-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs 12A aus
Zebrafisch in Fusion mit einem C-terminalen Myc-Tag oder Signalsequenz und Riickhaltesignal von
Calreticulin in Fusion mit Discosoma sp. RFP). Hierzu wurden entsprechende DNA-Konstrukte
(pcDNA4 myc-his Version B/zf17HSD12; pDsRed2-ER (Clontech)) in die HeLa-Zellen transfor-
miert und die exprimierten Fusionsproteine, gegebenenfalls mittels Antikérpern, detektiert (siehe

unten).

Fixierung der Zellen

Die Fixierung der HeLa-Zellen erfolgte durch Zugabe von 2 mL 3,7 % Formaldehyd (in PBS) und
Inkubation bei 37 °C fiir 10 min. Anschlieflend wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen.

Permeabilisierung der Zellen

Eine fiir Antikorper- oder Phalloidin-Farbung notwendige Permeabilisierung der fixierten HeLa-
Zellen wurde durch die Zugabe von 2 mL 0,5 % Triton-X (in PBS) in jedes Well und eine Inkubation
fir 5 min bei RT erreicht. Es folgte ein zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS.

Antikorper-Farbung

Fiir die Antikorper-Farbung bestimmter zelluldrer Kompartimente oder zu untersuchender Myc-
getaggter Proteine wurden die permeabilisierten Zellen zunichst zur Vermeidung einer unspezifi-
schen Antikérperbindung fiir 30 min in 3 % BSA (in PBS) bei RT blockiert. Primére und sekundére
Antikoérper wurden in Blockierungslosung verdiinnt und jeweils fiir 1 h auf die Zellen gegeben. Vor

und nach deren Zugabe erfolgte ein zweimaliges Waschen der Zellen in PBS.

Anfarben der Peroxisomen mittels Immunfluoreszenz. Zur Anfiarbung der Peroxisomen wurde
endogen in den verwendeten HeLa-Zellen exprimierte 175-Hydroxysteroiddehydrogenase des Typs
4 mittels des monoklonalen Antikorpers IgM h32 5A7-1-1 aus Ratte (unverdiinnt; Dr. Elisabeth
Kremmer, Helmholtz Zentrum Miinchen) immuncytochemisch detektiert. Als zweiter Antikorper
kam goat-anti-mouse IgG, gekoppelt mit Cy3 (Verdiinnungsverhiltnis 1:800; Dianova), zum Ein-

satz.

Immunofluoreszente Detektion von Myc-fusionierten rekombinanten Proteinen. Myc-fusionierte
Proteine wurden durch die Verwendung des monoklonalen Antikérpers 9B11 aus Maus (Verdiinnungs-
verhéltnis 1:1000; New England Biolabs) detektiert. Als zweiter Antikorper kam goat-anti-mouse
IgG, gekoppelt mit AlexaFluor488 ((Verdiinnungsverhéltnis 1:2000; Invitrogen), zum Einsatz.
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Farbung des Cytoskeletts

Die Féarbung des Cytoskeletts erfolgte durch die Visualisierung des zelluldren F-Actins mittels Phal-
loidin. Phalloidin, ein Toxin des Griinen Knollenblitterpilzes (Amanita phalloides), hier markiert
mit AlexaFluor488 (griin) oder AlexaFluor568 (rot, beide Invitrogen) wurde 1:50 in 5% FBS/PBS
verdiinnt und 30 min bei RT im Dunkeln auf den Zellen inkubiert. Nach der Férbung erfolgte ein

zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS.

Farbung des Zellkerns

Zur Visualisierung des Zellkerns kamen sowohl Hoechst33342 als auch DAPI (4',6-Diamidino-2--
phenylindol-dihydrochlorid) (beide Invitrogen) zum Einsatz. Hoechst33342 wurde in einer 1:5000-
Verdiinnung in PBS, DAPI in einer Konzentration von 300 nM in Wasser fiir 1-2 Minuten auf die
Zellen gegeben. Abschlielend erfolgte ein zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS.

Einbetten der gefirbten Zellen

Nach Abschluf§ der Fiarbungsprozedur wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und auf
Super-Frost Plus Objekttriagern (Menzel Glaeser), versehen mit einem Tropfen des Fluoreszenz-
verstirkers Vectashield (Vectalabs), eingebettet.

Detektion der Fluoreszenz und Dokumentation

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit einem Zeiss Axiophot Fluoreszenzmikroskop, ausgestat-
tet mit einem geeigneten Filterset, unter Verwendung eines 40x Olimmersions-Objektives. Uber
eine angeschlossene Kamera konnten die angefirbten HeLa-Zellen mit Hilfe der ISIS Software (Me-

tasystems) photografiert werden. Eine Auftrennung der Farbkanile wurde durch die Verwendung
von Photoshop CS (Adobe) erreicht.

4.3.5 Zellkultur-Assays
Assay zur Messung von Apoptose

Zur Messung eines potentiellen proapoptotischen Effekts der Expression des Kandidatenproteins
hDHRS1 in Zellkultur wurde der Caspase-Glo™ 3/7-Assay (Promega) verwendet. Beim Caspase-
Glo 3/7-Assay handelt es sich um einen Lumineszenz-Assay, welcher die Aktivitdten von Caspase
3 und Caspase 7 - zweier Proteasen, denen eine Schliisselrolle bei der Apoptose in Sdugetierzellen
zukommt - in der Zelle misst. Der Assay enthilt ein prolumineszierendes Caspase 3/7-Substrat nach
dessen Spaltung ein Substrat fiir Luciferase (Aminoluceferin) freigesetzt wird. Eine anschliefende
Luciferase-Reaktion hat die Produktion von Licht zur Folge. Nach Angaben des Herstellers ist
der Assay fiir eine Hochdurchsatz-Anwendung im 96 well Format ausgelegt. In dieser Arbeit
erfolgte die Durchfithrung im 12 well Format, etabliert und optimiert durch Frau Dr. Christina
Guggenberger (ehemals Institut fiir Experimentelle Genetik, Helmholtz Zentrum Miinchen). Zum
Zeitpunkt der Messung wurde verbrauchtes Zellkulturmedium abgenommen und die verwendeten
HeLa-Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Nach Lyse der Zellen in je 200 uL 1x Passive Lysis

Buffer und Schiitteln fiir 15 min bei RT wurden aus jedem well 3 x 20 uL in eine weifle 96 well
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Platte (Nunc) iiberfiihrt. AnschlieBend wurden in jedes well 20 uL. Caspase-Glo 3/7 Reagenz
zugegeben, die Losungen zum Mischen leicht geschwenkt und nach 10 min das Luciferasesignal
gemessen. Dies erfolgte im GeniosPro (Tecan) mit Hilfe der XFlour4GeniosPro Software. Das

gemessene Lumineszenz-Signal ist direkt proportional zur Menge der aktiven Caspase.

Assay zur Uberpriifung der Zellviabilitat

Die Ermittlung der Anzahl lebender Zellen in Kultur erfolgte mit Hilfe des CellTiter-Glo™ Lu-
minescent Cell Viability Assays (Promega). Besagter Assay basiert auf der Quantifizierung des in
metabolisch aktiven Zellen vorhandenen ATP. Luciferin wird durch das Enzym Firefly Luciferase
in Anwesenheit von Mg®*, ATP und molekularem Sauerstoff zu Oxyluciferin umgewandelt. Die
Menge an ATP wird als direkt proportional zu der Anzahl an metabolisch aktiven Zellen ange-
nommen. Nach Angaben des Herstellers ist der Assay fiir eine Anwendung im 96 well Format
ausgelegt. In dieser Arbeit erfolgte die Durchfithrung im 12 well Format, etabliert und optimiert
durch Frau Dr. Christina Guggenberger (ehemals Institut fiir Experimentelle Genetik, Helmholtz
Zentrum Miinchen). Zum Zeitpunkt der Messung wurde verbrauchtes Zellkulturmedium abge-
nommen und die verwendeten HeLa-Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Nach Lyse der Zellen in
je 200 pL 1x Passive Lysis Buffer und Schiitteln fiir 15 min bei RT wurden aus jedem well 3 x
20 pL in eine weifle 96 well Platte (Nunc) iiberfiihrt. AnschlieBend wurden in jedes well 20 uL
CellTiter-Glo Reagenz zugegeben, die Losungen zum Mischen leicht geschwenkt und nach 10 min
Inkubation bei RT das Luciferasesignal gemessen. Dies erfolgte im GeniosPro (Tecan) mit Hilfe
der XFlour4GeniosPro Software.

Detektion von ROS (Reactive Oxygen Species) als Indikator fiir oxidativen Stress

Zur Detektion von ROS (Reaktive Oxygen Species) als Indikator fiir oxidativen Stress in lebenden
Saugetierzellkulturen (in dieser Arbeit HeLa-Zellen) wurde der Image-iT LIVE Green Reactive
Oxygen Species Detection Kit (Invitrogen) verwendet. Das im Assay enthaltene nichtfluoreszie-
rende 5-(und-6)-Carboxy-2',7-dichlorodihydrofluoresceindiacetat (Carboxy-H,DCFDA) dringt in
lebende Zellen ein und wird von unspezifischen, intrazelluliren Esterasen deacetyliert. In An-
wesenheit von nichtspezifischen ROS, welche unter Normalbedingungen in kontrolliertem Mafle,
in Zeiten oxidativen Stress jedoch gehauft auftreten, wird die reduzierte Fluorescein-Verbindung
oxidiert und emittiert helle, griine Fluoreszenz, die mittels eines Zeiss Axiophot Fluoreszenzmi-
kroskops detektiert werden kann (siehe auch 4.3.4). Der Image-iT LIVE Green Reactive Oxygen

Species Detection Kit wurde strikt nach Vorgaben des Herstellers verwendet.

4.4 Molekulargenetische Methoden mit DNA

4.4.1 Praparation von Plasmid-DNA
Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde je nach gewiinschter DNA-Menge in zwei un-
terschiedlichen Mafistidben durchgefiihrt: Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Mafstab
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(Mini-Priparation) wurden 1-5 mL iiN-Kultur und das NucleoSpin Plasmid Kit (Macherey & Na-
gel) verwendet, die Isolierung im mittleren Mafistab (Midi-Préparation) erfolgte unter Verwendung
einer 50 mL iN-Kultur und des NucleoBond PC100 Kit (Macherey & Nagel). Nach Ernte der Bak-
terien durch Zentrifugation bei 4 °C und 4500 rpm folgte eine Resuspendierung des Zellpellets im
entsprechenden Puffer des Kits. Die Isolierung der DNA wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die im Zuge der Mini-Priparation durchzufithrende Elution der DNA von der Saule
erfolgte mit 35-50 uL. AE-Puffer (enthalten im Kit) oder HyOy,qest, die aus der Midi-Préparation
gewonnene DNA wurde gewohnlich in 105 gL HyOy 4. resuspendiert.

Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe wurde der ChargeSwitch Plasmid Yeast Mini Kit (In-
vitrogen) verwendet. Diese Aufreinigung basiert auf Magnetbead-Technologie und liefert Plasmid-
DNA ohne Verunreinigung durch genomische DNA oder Protein. Die Plasmid-Préparation erfolgte
ausgehend von 1 mL iiN-Kultur nach Vorgabe des Herstellers.

4.4.2 Aufreinigung von dsDNA
Aufreinigung von dsDNA aus wassrigen Lésungen

Die Aufreinigung von dsDNA aus Losungen, die Enzyme, dNTPs oder Salze aus Pufferlosungen
enthalten, erfolgte mittels des Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systems (Promega) oder des
QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen), jeweils nach Angaben des Herstellers. Zur Elution
wurden 35 pL HyOp, 404 2ugegeben.

Aufreinigung von dsDNA aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von dsDNA aus Agarosegelen wurde diese zunéchst unter Verwendung von Ethi-
diumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht und anschlieBend mit Hilfe eines Skalpells aus dem
verwendeten TAE-Gel ausgeschnitten. Das die DNA enthaltende Gelfragment wurde in ein 2 mL
Reaktionsgefif iiberfithrt und die dsDNA gemifl den Herstellerangaben mit dem Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) oder dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aufgerei-
nigt. Die Elution erfolgte mit 30-35 puL HyOy;g0st-

e 50x TAE
2 M Tris
1 M Essigsédure
0,1 M EDTA
ad 1 L HyOpjqeq
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4.4.3 Isolierung genomischer DNA zur Genotypisierung
Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen

Die Genotypisierung lebensfihiger Nachkommen der im Rahmen dieser Arbeit zu etablierenden
Mauslinie setzte zunéchst die Isolierung genomischer DNA voraus. Hierzu wurde drei bis vier
Wochen alten Mé&usen etwa 0,5 mm der Schwanzspitze entfernt und hieraus anschlielend die ge-
nomische DNA unter Verwendung des Wizard SV Genomic DNA Purication Systems (Promega)
gewonnen. Die Isolierung wurde nach der Spin-Methode, strikt nach Angaben des Herstellers,
durchgefiihrt. Die finale Elution der genomischen DNA erfolgte mit 2 x 200 pyL HyO4; 0t

Isolierung genomischer DNA aus Dottersack-Gewebe

Zur Genotypisierung von Embryonen der zu etablierenden Mauslinie wurde tréchtigen Weibchen
am ausgewihlten Embryonaltag fetales Dottersackgewebe entnommen. Die Isolierung der geno-
mischen DNA hieraus erfolgte mittels des Wizard SV Genomic DNA Purication Systems (Prome-
ga) nach der Spin-Methode und den Vorgaben des Herstellers. Die genomische DNA wurde mit
2 x 150 pL HyOp;q0¢¢ von den Séulchen eluiert.

4.4.4 Fillen von DNA

Sehr stark verdiinnte oder verunreinigte DNA kann zur Erhohung der Konzentration oder des
Reinheitsgrades gefillt werden. Hierzu wurden der DNA-Losung sowohl ein Zehntel Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) als auch 2,5 Volumen Ethanol (absolut) zugegeben. Nach Mischen der
Losung und einer Inkubation fiir mindestens 2 h bei -20 °C erfolgte eine 15-miniitige Zentrifugation
bei 14000 rpm und 4 °C und das Verwerfen des Uberstands. Das resultierende Pellet wurde in
-20 °C kaltem 70 % Ethanol gewaschen (Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C),

getrocknet und abschlieend in einem angemessenen Volumen HyOy ;4. Tesuspendiert.

4.4.5 Messung von DNA-Konzentration und Qualitatsabschatzung
Auftrennung und Betrachtung mittels Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die qualitative Evaluierung von DNA wurden zu untersuchende DNA-Lésungen mittels der
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und analysiert. Zum Erreichen einer optimalen Auftren-
nung wurde, entsprechend der zu erwartenden Grofle der DN A-Fragmente, unterschiedlich konzen-
trierte Agarose (0,5 % fiir dsDNA >5 kb, 1 % fiir dsDNA ~2-5 kb, 2 % fiir dsDNA ~0,5-2 kb
und 3 % fiir dsDNA <0,5 kb) in 1x TBE verwendet. Fiir die Analyse wurde 6x Loading Dye zur
DNA-Lésung gegeben, gemischt und auf ein Gel, versetzt mit 0,5 pg/mL Ethidiumbromid, aufge-
tragen. Die Auftrennung der DNA erfolgte in einem konstanten elektrischen Feld von 80-200 V
(abhiingig von Gelgréfie und Agarosekonzentration). Die DNA-Banden wurden mittels eines UV-
Transilluminators (A = 254 nm, BioVision Gel-Dokumentationssystem; PeqLab) visualisiert und
mit Hilfe der angeschlossenen Kamera dokumentiert. Durch die Zugabe von 6x Loading Dye zu
den Proben konnte der Gellauf wihrend der Elektrophorese beobachtet und entsprechend gestoppt
werden. Die Farbelosungen enthalten Bromphenolblau und Xylencyanol FF und verhalten sich
auf einem 0,8 %igem Agarosegel wie dsDNA-Fragmente mit 0,3 und 4 kb Groéfie.
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e 10x TBE
108 g Tris
55 g Borsdure
9,3 g EDTA
ad 1 L HyO 4uq

e 6x Loading Dye
15% Ficoll 400 (Pharmacia)
0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF
oder als Fertiglosung kauflich erworben bei MBI Fermentas.

GroBenbestimmung von DNA-Fragmenten

Innerhalb einer Agarosegel-Matrix ist die Laufgeschwindigkeit von linearen dsDNA-Fragmenten
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekulargewichts. Somit ist es
moglich, die Lange von DNA-Fragmenten unbekannter Gréfle im Vergleich zu den Ri-Werten von
Léngen standardisierter Fragmente abzuschétzen. Aus diesem Grund wurde jedes Gel neben den
zu untersuchenden DNA-Fragmenten mit einem DNA-Standard beladen. In dieser Arbeit kamen
hierzu, je nach erwarteter Fragmentgrofle, die Marker pUC Mix (Marker 8), ADNA /EcoRI + Hin-
dIIT (Marker 3) bzw. O'GeneRuler 100 bp DNA Ladder (alle MBI Fermentas) zum Einsatz.

Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Ermittlung von Quantitit und Qualitit angefertigter Nukleinsdure-Praparationen wurde die
optische Dichte (OD) der DNA- (oder RNA-) haltigen Losungen bei den Wellenlédngen A = 260 nm
(zur Quantifizierung) und A = 280 nm (zur Qualitdtsabschétzung) mit Hilfe eines UV-Spektro-
photometers bestimmt. Hierbei kamen sowohl das ND-1000 UV /Vis Spectrophotometer der Firma
NanoDrop als auch das Gerdt DU530 der Firma Beckmann zum Einsatz. Bei Verwendung des
DU530 war im Vorfeld der Messung die Herstellung einer Verdiinnung in HyO, erforderlich. Die

Konzentration der Nukleinsdurelésung wurde anschliefend anhand folgender Formel berechnet:

ODyg( x Verdiinnungsfaktor x 50 ng/uL = ¢ [ng/uL]

Die Qualitatsbestimmung erfolgte anhand des Wertes R, der das Verhéltnis von ODygq ,p 20
ODygp nm Peschreibt. Der Quotient aus ODygg 1, Und ODygg 1, SOllte zwischen 1,6 und 2,0 liegen,
der optimale Wert fiir dsDNA liegt bei R = 1,8.
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4.4.6 Klonierungsstrategien
Klonieren iiber Restriktionsschnittstellen

Fiir die Generierung der meisten DNA-Konstrukte wurden DNA-Fragmente iiber Restriktions-
schnittstellen in die gewiinschten Vektoren insertiert. Der Verdau von DNA-Fragment und Vektor
mit Restriktionsendonukleasen erzeugt DNA-Enden, die fiir die im Anschluf} folgende Ligation

genutzt werden kénnen.

Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen. Restriktionsendonukleasen zeichnen sich
durch ihre Féhigkeit aus, doppelstriangige DNA an definierten Erkennungssequenzen (iiblicherwei-
se vier bis acht Nukleotide lang) zu schneiden. Einige Restriktionsendonukleasen spalten hierbei
beide DNA-Striinge in der Mitte der Erkennungssequenz (blunt-end), die meisten Restriktionsen-
zyme, die in dieser Arbeit Anwendung fanden, hingegen produzieren iiberhidngende Enden, sog.
sticky-ends. Uber diese ist es moglich, zwei identisch geschnittene DNA-Fragmente in definierter
Reihenfolge und, bei Verwendung zweier unterschiedlicher Restriktionsenzyme, gerichtet wieder
zusammenzufiigen. Fiir die Generierung von DNA-Konstrukten als auch fiir die Analyse von Plas-
miden wurden DNA-Fragmente und Vektoren mit speziellen Restriktionsendonukleasen verdaut.
Dabei wurden 1-10 pg DNA in einem 20-50 uL. Reaktionsansatz, der die entsprechend konzentrier-
ten Puffer und gegebenenfalls BSA (im Falle der Verwendung von New England Biolabs Enzymen)
enthielt, mit 5-20 U des Enzyms fiir 2-16 h bei 37 °C inkubiert. Der Berechnung der angemessenen
Menge von einzusetzendem Enzym wurde die Annahme zugrunde gelegt, dass 1 U Enzym unter
optimalen Bedingungen in 1 h 1 ug DNA verdaut. Das Stoppen der Reaktion erfolgte wenn méoglich
durch Hitzeinaktivierung. Optional wurde das Enzym unter Verwendung des Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, siehe auch Kapitel 4.4.2) aus dem Ansatz entfernt. Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme stammten von den Firmen MBI Fermentas
und New England Biolabs. Die Erkennungssequenzen, Reaktionspuffer und Inkubations- sowie

Hitzeinaktivierungsbedingungen sind den Produktbeschreibungen der Hersteller zu entnehmen.

Dephosphorylierung von linearen DNA-Fragmenten durch alkaline Phosphatase. Um eine Re-
ligation von restriktionsverdautem, linearisiertem Vektor zu verhindern, konnen unter Verwendung
von alkaliner Phosphatase terminale 5-Phosphatgruppen abgespalten werden. Diese Dephophory-
lierung kann im vorhandenen Restriktionsendonukleasen- oder in einem speziellen, mit dem En-
zym gelieferten Puffer durchgefiihrt werden. Gewohnlich wurde dem Vektorverdau fiir die letzten
30 min der Inkubation aus Kalbsdarm gewonnene alkaline Phosphatase (CIAP, MBI Fermentas)

direkt zugegeben und mit dem Restriktionsansatz hitzeinaktiviert bzw. aufgereinigt.

Ligation von DNA-Fragmenten. Die Ligation eines gewiinschten und verdauten Inserts mit ei-
nem entsprechend linearisierten Vektor wurde unter Verwendung des Enzyms T4 DNA Ligase (MBI
Fermentas oder New England Biolabs) durchgefiihrt. Fiir gewshnlich wurden 150 ng Vektor-DNA
mit der fiinffachen molaren Menge an Insert-DNA gemischt und zusammen mit 1x Ligasepuffer
und 5 U T4 DNA Ligase in einem Gesamtvolumen von 20 pL fiir 2-4 h bei RT oder iiber Nacht bei

16 °C inkubiert. Das Protokoll zur anschlieSenden Transformation ist Kapitel 4.1.5 zu entnehmen.
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Nachverdau der Ligation. Im Falle einer blunt-end-Klonierung kann zum Ausschluf einer spéte-
ren Transformation von religiertem Vektor ein Nachverdau des Ligationsansatzes durchgefiihrt
werden. Hierbei bedient man sich der Tatsache, dass durch das Insertieren eines DNA-Fragments
in einen blunt-end verdauten Vektor, die urspriingliche Erkennungssequenz zerstoért wird. Lediglich
in einem religierten Vektor bleibt diese erhalten und kann durch die erneute Zugabe der entspre-
chenden Endonuklease wiederum gespalten werden. Die Aufnahme von linearisiertem Vektor durch
die anschlielende Transformation vermittelt dem Bakterium nicht die erforderliche Resistenz auf
Selektivmedium. Zum Nachverdau eines Ligationsansatzes (20 uL) wurden diesem 10 L entnom-
men, erneut mit 5-20 U des entsprechenden Restriktionsenzyms und Reaktionspuffers versehen,
und fiir 1-2 h bei 37 °C inkubiert. Besagter Ansatz konnte nach erneuter Hitzeinaktivierung oder

Aufreinigung direkt in den Transformationsansatz eingesetzt werden.

TOPO-TA Kilonierung

Um die Sequenzierung von aus PCR-Reaktionen gewonnenen DNA-Fragmenten zu erleichtern,
konnten diese gegebenenfalls direkt und ohne vorherige Aufreinigung unter Verwendung des TOPO-
TA Cloning Kits (Invitrogen) subkloniert werden. Die beschriebene Methode bedient sich der
nicht-template abhéngigen terminalen Transferase-Aktivitéit der Tag-Polymerase, die wihrend des
Elongationsschrittes einzelne Deoxyadenosine (A) an das 3-Ende des PCR-Produkts anhéingt. Der
im Kit enthaltene linearisierte Vektor verfiigt iiber einzelne 3" Deoxythymidin (T) Reste, welche
dem PCR-Insert eine erfolgreiche Ligation mit dem gewiinschten TOPO-Vektor erméglichen. Die
Effizienz der Ligation wird dabei durch die Topoisomerase erhoht, die an der Klonierungsstelle
des Vektors verankert ist (TOPO-Klonierung). Nach der Amplifikation der DNA mittels PCR
wurden 4 pL. des Reaktionsmixes in die Ligationsreaktion mit den Vektoren pCRII, pCR2.1 oder
pPENTR/UG eingesetzt. Anschliefflend wurde der Ansatz nach Angabe des Herstellers in chemo-
kompetente TOP10-Zellen transformiert (vergleiche 4.1.5) .

4.4.7 PCR-basierte Methoden
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden PCRs im 20 und 50 uL. Mafistab
durchgefiihrt. Die jeweiligen Ansétze setzten sich aus 0,2 mM dNTP-Mix, jeweils 0,5 uM Forward-
und Reverse-Primer und 0,5-2,5 U Polymerase in 1x PCR-Puffer zusammen. Fiir Screening-PCRs
wurde die hauseigene Tag DNA Polymerase verwendet, bei schwer zu amplifizierenden Templates
oder speziellen Anwendungen, wie moglichst fehlerfreien PCRs zu Klonierungszwecken, kam entwe-
der PfuTurbo DNA Polymerase oder Herculase Hotstart DNA Polymerase (beide Stratagene) zum
FEinsatz. Als DNA-Templates dienten in dieser Arbeit sowohl genomische DNA, Plasmid-DNA,
lineare dsDNA, ¢cDNA, und priméire PCRs (ohne vorherige Aufreinigung) als auch Bakterien- und
Hefe-Kulturen. Das Standard-Programm an einer RoboCycler-PCR-Maschine (Stratagene), wel-
ches in Abhéngigkeit vom verwendeten Template leicht angepafit wurde, beinhaltete eine anfing-
liche Denaturierung fiir 5 min bei 95 °C (im Falle von genomischer DNA 10 min) gefolgt von
35 Zyklen a 30 sec bei 95 °C, 35 sec bei Annealing-Temperatur (T,; T, = spezifische Schmelztem-
) - 3°C) und 1 min pro 1 kb bei 72 °C. Abschlieend
erfolgte ein Elongationschritt fiir 10 min bei 72 °C.

peratur des eingesetzten Primerpaares (T

m
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e 10x PCR Buffer
100 mM Tris-HCI, pH 9,0
500 mM KCI
15 mM MgCl,

PCR-basierte, zielgerichtete Mutagenese

Insert-Sequenzen von Plasmiden kénnen durch zielgerichtete Mutagenese manipuliert werden. Zum
Zweck des Austausches, des Entfernens oder des Hinzufiigens einer bestimmten Anzahl von Nu-
kleotiden wurde ein Paar komplementérer und spezifischer Primer designed, welche die Mutation
in ihrer Kernregion einbinden und sie sowohl in 3’- als auch in 5-Richtung um 15-20 bp flankieren.
In dieser Arbeit wurde die PCR-basierte, zielgerichtete Mutagenese in erster Linie zur Nukleotid-
substitution und einem daraus resultierenden Aminosdureaustausch nach Translation eingesetzt.
Durch die jeweilige Kombination der Mutagenese-Primer mit Primern, die urspriinglich der Volle-
Léange-Amplifikation der entsprechenden cDNA dienten, wurden zwei PCR-Fragmente gewonnen,
die im Anschluf} in einer weiteren Reaktion als Template dienen und unter Verwendung der beiden
Volle-Lénge-Primer fusioniert werden konnten (Vergleiche Abbildung 4.2). Reaktionsansatz und

PCR-Programm entsprachen dabei im Wesentlichen den Standardangaben.

Sequenzierung von DNA

Die Identifizierung oder Verifizierung von DNA-Fragmenten oder Plasmiden wurden auf dem ABI
PRISM 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Fiir die Sequenzier-PCR wurde
der BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) nach Angaben des Her-
stellers verwendet. Die Aufreinigung der Proben erfolgte entweder mit dem Dye Ex 2.0 Spin Kit
(Qiagen) oder dem Montage™ SEQqq Sequencing Reaction Cleanup Kit (Millipore) jeweils nach
Herstellerprotokoll.

Quantitative RealTime-PCR

Die quantitative RealTime-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsiduren, die auf dem
Prinzip der herkémmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, dariiber hinaus aber die
Quantifizierung der gewonnenen DNA ermoglicht. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluo-
reszenz-Messungen durchgefiihrt, die withrend eines PCR-Zyklus (RealTime) erfasst werden. In
vorliegender Arbeit erfolgte die Detektion mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I, einem
interkalierenden Farbstoff, der sich in die doppelstringige DNA einlagert. Der so entstehende
DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei einer Wellenldnge von 480 nm und
emittiert griines Licht bei 520 nm. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zu. Am Ende eines Laufs (der aus mehreren Zyklen besteht) wird anhand von erhaltenen

Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen.
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Abbildung 4.2: PCR-basierte, zielgerichtete Mutagenese. (A) Unabhingige PCR-Reaktionen zur Amplifi-
zierung zweier Teilfragmente der durch zielgerichtete Mutagenese zu manipulierenden Insert-Sequenz. Durch
die Verwendung von komplementiren und spezifischen Primern (Mutagenese-Primern) in Kombination mit Pri-
mern, die urspriinglich der Volle-Linge-Amplifikation der entsprechenden cDNA dienten (Klonierungs-Primer),
entstehen zwei Teilfragmente, die beide die gewiinschte Mutation aufweisen. (B) In einer Fusions-PCR, bei
der die im ersten Schritt erhaltenen Teilfragmente als Template dienen, wird unter Verwendung der beiden

Klonierungs-Primer eine vollstdndige Insert-Sequenz amplifiziert, welche die erwiinschte Mutation in sich tragt.
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Template zur Expressionsanalyse. Die Erstellung eines Expressionsprofils auf mRNA-Ebene der

™ Human

in dieser Arbeit zu untersuchenden Proteine wurde unter Verwendung des Tissue Scan
Major Tissue qPCR Arrays (Origene) durchgefiihrt. Besagte Panels enthalten 48 first-strand
cDNAs, die aus unterschiedlichen menschlichen Geweben gewonnen wurden. Zum Ausschlufl einer
Detektion von individuellen Unterschieden in der Genexpression aus Individuen mit verschiedener
ethnischer Herkunft wurden diese gepoolt. Die grofle Variabilitdt an Templates erméoglichte eine

umfassende gewebespezifische Analyse.
Selektion und Test der Primer. Zum Design addquater Primer fiir die angestrebten quantita-

tiven RealTime-PCRs wurde das frei im Internet verfiighare Programm Primer3 verwendet. Die

Kriterien zur Auswahl der Primer sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Parameter fiir die Primerauswahl mit Primer3.

Parameter Auswahlbereich
Mispriming Library Human
Target X,20*
Produktgrofie 120-220 bp
Max 3" Stability 7
Max Mispriming 10
Pair Max Mispriming 20
Primerlénge 18-22 bp
Schmelztemperatur Primer (T,,) 58-61 °C
Max T,, Differenz 1,50
GC-Gehalt 45-56 %
Max Self Complementarity 6
Max 3’ Self Complementarity 2

1 X“ kennzeichnet eine Exon-Intron-Grenze; die Zahl ,, 20" hinter dem Komma gibt dabei an, dass der Bereich 10 bp vor

und hinter dieser Grenze auf jeden Fall im Amplifizierungsprodukt einbezogen sein muss.

Alle mittels Primer3 designten Primerpaare wurden vor der eigentlichen quantitativen RealTime-
PCR-Analyse auf ihre Eignung iiberpriift. Zur Ermittlung von Spezifitdt und Linearitdt der
Reaktion wurden Verdiinnungsreihen verfiigbarer cDNAs (zumeist 1:10, 1:100 und 1:1000) unter
Verwendung des standardisierten Amplifizierungsprotokolls getestet. Die Beurteilung der Spezi-
fitdt erfolgte durch Auswertung der Schmelzkurven eines Amplifizierungsproduktes der qRT-PCR.
Zeigte die Spitze einer Schmelzkurve einen einzelnen Peak mit einem Maximum, das einen klar er-
kennbaren Schmelzpunkt definiert, so wurde das verwendete Primerpaar als geeignet eingeschétzt.
Primerpaare, die hingegen zusétzliche Peaks oder Verschiebungen in der Schmelztemperatur und

somit unerwiinschte Nebenprodukte aufzeigten, wurden verworfen.
Standardisierte Amplifizierungsbedingungen. Aufgrund der Verwendung des vorgefertigten Tis-

sue Scan™ Human Major Tissue qPCR Arrays (Origene) und lediglich eines Fluoreszenzfarbstoffs

(SYBR Green I) mufte die Amplifizierung von Targetgen und endogener Kontrolle in unterschiedli-
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chen Reaktionen erfolgen. Aus diesem Grund wurden alle Experimente am TagMan Real Time-PCR
Detektionssystem ABI Prism 9700HT (Applied Biosystems) nach standardisierten Bedingungen
(vergleiche Tabelle 4.2) durchgefiihrt.

Tabelle 4.2: Amplifizierungsprotokoll fiir den ABI Prism 9700HT.

Prozess Temperatur Zeit [min] Anzahl Zyklen
Aktivierung der Hotstart Taq 95 °C 10:00 1
Denaturierung 95 °C 0:15 39
Annealing und Amplifizierung 60 °C 1:00
Schmelzkurve 95 °C 0:15 1

60 °C 0:15

95 °C 0:15

Die einzelnen PCR-Ansiitze wurden mit dem 2x konzentrierten iTaq™ SYBR Green Supermix with
ROX (BioRad) angesetzt (vergleiche Tabelle 4.3). Das cDNA-Template lag bereits in definierter
Konzentration und lyophilisiert im Panel vor.

Tabelle 4.3: Reaktionsansatz fiir die quantitative RealTime-PCR.

Reagenz eingesetztes Volumen
iTaq SYBR Green Supermix with ROX (2x) 750 pL
Primer forward (10 pM) 50 pL
Primer reverse (10 pM) 50 puL
Hy0 gest 650 pL

Auswertung der qRT-PCR-Ergebnisse. Die Auswertung der Ergebnisse der quantitativen Real-
Time-PCR erfolgte nach der AAC,-Methode. Eine Normalisierung wurde sowohl gegen den Hou-
sekeeper GAPDH als auch gegen das niedrigste Expressionslevel durchgefiihrt.

4.5 Molekulargenetische Methoden mit RNA

4.5.1 Isolierung und Prazipitierung von RNA
Gewinnung von gesamt-RNA aus eukaryotischen Zelllinien

Zur Isolierung von gesamt-RNA aus eukaryotischen Zelllinien wurde das SV Total RNA Isolation
System (Promega) verwendet. Nach direkter Zugabe von 175 pL. S-mercaptoethanol-haltigem SV
RNA Lysis Buffer auf die zweifach mit kaltem PBS gewaschenen Zellen (gewthnlich 3 x 10° Zellen

oder ein konfluent bewachsenes Well einer 6-well-Platte) und dem Uberfithren der Suspension in
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ein steriles 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefiaf erfolgte die Gewinnung der gesamt-RNA strikt nach
Herstellerangaben. Alternativ wurde das Lysat bis zur RNA-Extraktion bei -80 °C aufbewahrt.
Die RNA wurde mit einem Volumen von 40 pL nukleasefreiem H,O von den Sdulen eluiert. Nach
erfolgter Isolierung wurden Quantitidt und Qualitit der angefertigten Nukleinsdure-Praparation

wie unter 4.4.5 angegeben ermittelt.

Prazipitierung von RNA

Ahnlich wie bei DNA kann die Konzentration und die Reinheit von RNA in sehr stark verdiinnter
oder ungeniigend reiner Losung durch Fallung erhoht werden. Die angewendete Methode entspricht
der bereits fiir DNA beschriebenen (siehe 4.4.4).

4.5.2 Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Die reverse Transkription von mRNA in ¢DNA wurde mit dem RevertAid™ First Strand ¢cDNA
Synthesis Kit (MBI Fermentas) nach den Angaben der Hersteller durchgefiihrt. Je nach Anwen-

dung erfolgte die Umschreibung mit Oligo (dT),5; oder Random Hexamer Primern.

4.5.3 Handhabung und Messung

Nach Préparation von RNA wurden dieser zur Verhinderung ihrer Degradierung 20-40 U Ribonu-
klease-Inhibitor (MBI Fermentas) zugegeben. Die Aufbewahrung der gewonnenen RNA erfolgte
bei -80 °C.

Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte analog zur Bestimmung der Konzentration von
DNA (vergleiche 4.4.5). Thre Berechnung erfolgte geméif folgender Formel:

ODyg0 nm x Verdiinnungsfaktor x 40 ng/uL = ¢ [ng/pL]

Die Qualitdtsabschétzung erfolgte anhand des Wertes R, der das Verhéltnis von ODgygq p 20
ODyg0 nm beschreibt. Der Quotient aus ODyg r, und ODggq p, sollte fiir RNA optimalerweise bei
R = 1,8 liegen.

Bestimmung der RNA-Integritit mittels Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Integritéit isolierter RNA wurde diese auf einem 1 %igem Agarosegel in
TBE-Puffer (vergleiche 4.4.5) aufgetrennt. Obwohl fiir die RNA-Separation normalerweise de-
naturierende Formaldehydgele mit MOPS-Puffer verwendet werden, reicht die Auftrennung iiber
TBE-Agarosegele fiir die Abschétzung ihrer Qualitat aus.
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4.5.4 Analyse der Genexpression durch Northern Blot
Hybridisierung von cDNA-Sonden an membrangebundene RNA: Northern Blot

Zur Durchfithrung von Genexpressions-Analysen kann RNA an Nylonmembranen immobilisiert
und anschliefend mit DNA- oder RNA-Sonden hybridisiert werden. Der Prozefl des Transfers und
der Immobilisierung von RNA auf besagte Membranen wird in Anlehnung an die entsprechende
DNA-Technik (Southern Blot; benannt nach seinem Entwickler Edward Southern) als Northern
Blotting bezeichnet.

In vorliegender Arbeit wurde die bereits vorgefertigte Northern Blot-Membran FirstChoice Nor-
thern Human Blot IT (Ambion) in Kombination mit den empfohlenen Wasch- als auch Ultrahyb-
Hybridisierungslésungen nach Angaben des Herstellers verwendet.

Als Hybridisierungssonden kamen jeweils aufgereinigte (vergleiche 4.4.2) und mittels des Strip-EZ
DNA Kit (Ambion) und [**P]-a-ATP Nukleotiden (Amersham Biosciences) radioaktiv markierte
PCR-Produkte, strikt nach Protokoll des Herstellers, zum Einsatz. Bei besagten Produkten han-
delte es sich zumeist um Volle-Lénge-Amplifikate der kodierenden Sequenz der zu untersuchenden
Gene.

Sowohl Prihybridisierung als auch Hybridisierung der Northern Blot-Membran wurden unter Ver-
wendung der auf 68 °C vorgewirmten Ultrahyb-Losung in einem Rotationsofen bei 42 °C durch-
gefiihrt. Am Folgetag erfolgte zunéchst ein zweimaliges Waschen der hybridisierten Membran mit
Ambion’s NorthernMax Low Stringency Wash-Losung bei 42 °C, im Anschlufl eine Wiederholung
des Waschschrittes mit NorthernMax High Stringency Wash-Losung, ebenfalls bei 42 °C.

Nach dem Waschen wurde die Northern Blot-Membran in Klarsichtfolie eingeschweifit und bis zur

spéteren Exposition in einer mit Verstéirkerfolie ausgestatteten Filmkassette (Kodak) aufbewahrt.

Detektion der Signale und Dokumentation

Fiir eine schnelle und umgehende Detektion von Signalen wurden Fuji-Phosphoimager-Platten fiir
2 h auf der Membran exponiert. Das Auslesen der Signale wurde mittels des Phosphoimagers
FLA3000 (FujiFilm) durchgefiihrt, zum Scannen der Bilder wurde AIDA Software verwendet. Im
Falle von lediglich schwachen Signalen, fiir deren Detektion das Verfahren des Phosphoimaging
aufgrund niedriger Sensitivitdt ungeeignet ist, erfolgte die Detektion autoradiographisch unter
Verwendung von BioMax XAR Filmen (Kodak). Besagte Filme wurden iiber Nacht bis hin zu
einigen Tagen auf der radioaktiven Membran exponiert und anschliefend in einem Filmentwickler

entwickelt.

Strippen einer bereits hybridisierten Membran

Vor der Wiederverwendung, d.h. einer erneuten Hybridisierung einer bereits genutzten Northern
Blot Membran war ein sogenanntes Strippen von Noten, welches nach dem Protokoll des Strip-EZ
DNA Kits (Ambion) durchgefithrt wurde. Zur Uberpriifung des Verfahrens wurden radioaktive

Signale sowohl mit einer Ionisierungskammer ausgemessen als auch autoradiographisch detektiert.
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4.6 Proteinbiochemische Methoden

4.6.1 Proteinexpression und -aufreinigung in Bakterien
Uberexpression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Es ist bekannt, dafl Plasmid-kodierte Gene in Bakterien in selbem Mafle wie zelleigene Gene expri-
miert werden. Da die Produktion von Fremdproteinen wéhrend des Wachstums der Bakterien to-
xisch wirken kann, wird der tac-Promotor des verwendeten pGEX/GST-Vektors (pGEXABamHI,
basierend auf pGEX 2T, Amersham) wihrend der exponentiellen Wachstumsphase durch den
Plasmid-kodierten lac-Repressor inhibiert. Erst bei einer optischen Dichte ODggq oy von ca.0,7
(Ubergang zur stationdiren Phase) wird die Proteinproduktion durch Zugabe von Isopropyl-G-D-
thiogalactosid (IPTG) zur Bakteriensuspension induziert. Die Repression wird aufgehoben, da
IPTG eine weitere Kopplung des lac-Repressors an den tac-Promotor verhindert. In Folge der In-

duktion produziert die Bakterienkultur das GST-Protein iiber mehrere Stunden in grofien Mengen.

Uberexpression. Die Synthese von rekombinanten GST-Fusionsproteinen erfolgte durch regulier-
te Uberexpression in E. coli. Um lediglich die Induzierbarkeit der Proteinexpression zu iiberpriifen
wurden 25 mL, fiir die Expression hinsichtlich einer spiteren Aufreinigung der rekombinanten Pro-
teine wurden 200 mL LB-Amp Medium mit einem, das entsprechende DNA-Konstrukt tragenden
Bakterienklon (iiblicherweise BL21 CodonPlus (DE3) RP) angeimpft (zumeist mit einer 1/100-
Verdiinnung einer vorbereiteten Ubernachtkultur). Bei Erreichen einer optischen Dichte ODgpg um
von 0,6-1,0 (Zeitspanne von etwa 3 h) wurde die Expression des Fusionsproteins durch Zugabe von
IPTG (finale Konzentration 0,1-0,5 mM) induziert und die Kultur bei 37 °C (um einer Bildung
von inclusion bodies vorzubeugen wahlweise auch bei 18 °C oder 28 °C) weiter geschiittelt. Bei
einer optischen Dichte ODyg ,,, von >2,8 (Zeitspanne nach Induktion etwa 3,5 h) wurden Bakteri-
enpellets (im Falle der Testexpression lediglich aus 1,8 mL-Aliquots der Zellsuspension, ansonsten
aus der Gesamtkultur) durch 10-miniitige Zentrifugation bei 4 °C und 4500 rpm gewonnen und bis

zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

ZellaufschluB. Das im Rahmen der Uberexpression eines Proteins erhaltene Bakterienpellet (die
im Folgenden beschriebene Durchfithrung bezieht sich auf die Aufarbeitung eines Bakterienpellets,
resultierend aus einer 200 mL Kultur) wurde in 5 mL PBS resuspendiert und die Suspension
im Anschluff mit Protease-Inhibitor (final 1x) und Lysozym (finale Konzentration 0,1 mg/mL)
versetzt. Nach einer Inkubation von 5 min bei RT erfolgte der Zellaufschlufl durch mehrmaliges
Einfrieren in fliifigem Stickstoff und unmittelbarem Auftauen der Bakteriensuspension in einem
warmen Wasserbad. Alternativ hierzu konnte der Zellaufschluf§ auch durch Ultraschallbehandlung
(4-5x [10 s Ultraschall, 15 s auf Eis]) erzielt werden. Die Zugabe von ca. 1 U Benzonase (=
Endonuklease) und 300 gL 100 mM MgCl, fithrte nach einer Inkubation von 45 min bei RT
zur vollstdndigen Degradierung der in der Suspension befindlichen genomischen DNA. Eine finale
Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C und 4500 rpm befreite die Suspension von Zelltriimmern und

DNA-Bestandteilen und lieferte ein klares, proteinreiches Lysat.

Proteinaufreinigung. Die Aufarbeitung der exprimierten GST-Fusionsproteine erfolgte nach Vor-

schrift des GST Gene Fusion Systems (Amersham Biosciences). 400 pL Glutathion-Sepharose-
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Beads (Glutathion-Sepharose 4 B, Amersham Biosciences) wurden zunéichst bei 500 rpm und 4 °C
fiir 5 min abzentrifugiert und im Anschlu8 3x mit dem 10fachen Volumen an eiskaltem PBS ge-
waschen. Bevor das Proteinextrakt (5 mL, vergleiche Zellaufschlul) auf die vorbereitete Matrix
gegeben wurde, konnte optional eine Probe von 10 uL (Proteinextrakt vor der Kopplung an die
Beads) zur spéteren Analyse auf einem SDS-Gel entnommen werden. Die Anbindung der GST-
Proteine an die Matrix erfolgte iiN bei 4 °C in einem Rotorschiittler. Anschlieffend wurden die
Beads bei 500 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand fiir die Kontrolle der
Reinigung auf einem analytischen SDS-Proteingel gesammelt. Die Matrix wurde erneut 3x mit
dem 10fachen Volumen an eiskaltem PBS gewaschen. Die einzelnen Waschschritte waren ebenfalls
aufzubewahren.

Die Abtrennung des gebundenen Proteins von der Matrix konnte durch zwei unterschiedliche Ver-
fahren erreicht werden. Da der verwendete Vektor derart konstruiert ist, daf§ sich zwischen GST
und dem einklonierten Protein eine Thrombin-Spaltstelle befindet, konnte das Protein von Inter-
esse zum einen durch Verdau mit der Serinprotease Thrombin von GST abgespalten und dadurch
von der Saule eluiert werden. Hierzu wurden auf die mit GST-Fusionsprotein beladenen Sepharose-
Beads jeweils 400 pL Thrombinlosung (20 pL Thrombin, 1:20 in eiskaltem PBS verdiinnt) gegeben
und fiir 3 h bei RT im Rotorschiittler inkubiert. Es folgte das Abzentrifugieren der Sepharose-
Matrix und die Abnahme des Uberstands, der nun das vom GST abgespaltene Protein enthielt.
Wiederum wurde die Matrix im Anschluff 3x mit 200 pL eiskaltem PBS gewaschen und die ein-
zelnen Waschschritte fur das analytische SDS-Gel gesammelt. Optional bestand die Moglichkeit,
die vorliegende Proteinfraktion abschlieflend vom eingesetzten, sich nach wie vor in der Losung be-
findlichen Thrombin zu befreien. Dies geschah durch eine weitere Aufreinigung unter Verwendung
von Benzamidin-Sepharose 4 fast flow (Amersham Biosciences). Zu diesem Zweck wurden 100 yL
Benzamidin-Sepharose-Beads bei 500 rpm und 4 °C fiir 5 min abzentrifugiert und im Anschluf3
3x mit dem 10fachen Volumen an eiskaltem PBS gewaschen. Die Anbindung der in der Losung
erhaltenen Serinprotease Thrombin an die Matrix erfolgte iiN bei 4 °C in einem Rotorschiittler.
AnschlieBend wurden die Beads bei 500 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Dieser enthielt nun das gewiinschte Protein in Reinstform. Die Benzamidin-Matrix
wurde abschliefend 3x mit dem 10fachen Volumen an eiskaltem PBS gewaschen und die einzelnen
Waschschritte zum spéteren Auftragen auf ein analytisches SDS-Proteingel aufbewahrt.

Eine weitere Moglichkeit zur Wiedergewinnung des an die Glutathion-Sepharose gebundenen Pro-
teins war die Elution des GST-Fusionsproteins durch Verwendung von reduziertem Glutathion
(Kompetitition). Bei Verwendung dieses Verfahrens wird das interessierende Protein als Fusions-
protein von der Matrix gelost. Das GST verbleibt nicht, wie nach der eben geschilderten Throm-
binspaltung, an der Matrix gebunden, sondern ist nach der Elution weiter an das Protein von
Interesse angehéngt. Nach Zugabe von 200 pL reduziertem Glutathion auf die Sepharose-Matrix
folgte eine Inkubation von 3 h bei RT im Rotorschiittler. Die Beads wurden anschlielend fiir
10 min bei 500 rpm und 4 °C abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und fiir das Uberpriifen
der Reinigung auf einem SDS-Proteingel gesammelt. Der Vorgang war mit frischen Aliquots des

reduzierten Glutathions zwei weitere Male zu wiederholen.

164



4 Methoden

Uberexpression von StrepTag-Fusionsproteinen

Die StrepTag-Technologie (IBA Technologies) basiert auf der hochst selektiven Bindung von gen-
technisch manipuliertem Streptavidin (Strep-Tactin) an StrepTagll-Fusionsproteine. Laut Anga-
ben des Herstellers erlaubt sie die einfache Aufreinigung fast aller rekombinanten Proteine unter,
fiir das Bewahren ihrer Bioaktivitdt essentiellen, physiologischen Bedingungen. Das StrepTag-
System kann dazu verwendet werden, funktionelle StrepTagll-Proteine aus grundsétzlich jedem
Expressionssystem (z.B. Baculovirus, Siugetierzellen, Hefen oder Bakterien) zu gewinnen. In die-
ser Arbeit wurde besagtes System, alternativ zum bereits beschriebenen GST Gene Fusion System,
zur prokaryotischen Proteinexpression eingesetzt.

Die Expressionskassetten der pASK-IBA-Vektoren stehen unter der Kontrolle des tet A-Resistenz-
gens, das nach Zugabe von geringen, nicht antibiotisch wirksamen Konzentrationen an Anhydro-
tetracyclin (AHT) die Expression der klonierten ¢cDNA induziert. In Abwesenheit des Induktors
wird der Promotor durch das ebenfalls auf dem Vektor kodierte tet-Repressorgen reprimiert, um
einen Wachstumsnachteil der Bakterien durch die Produktion des Fremdproteins zu vermeiden. Da
der tetA-Promotor/Operator keinen weiteren zelluldren Regulationsmechanismen unterliegt, kann
weitestgehend jeder E. coli-Bakterienstamm verwendet werden.

Durch die Verwendung zweier unterschiedlicher Vektoren (pASK-IBA12 zur periplasmatischen,
pASK-IBA13+ zur cytosolischen Expression der Proteine von Interesse; beide fusionieren das acht
Aminosduren lange Strep-Tag WSHPQFEK am N-Terminus des rekombinanten Proteins) sollte
eine Expression der Proteine von Interesse im groflen Maflstab hinsichtlich einer spéteren Aufrei-

nigung erzielt werden.

Uberexpression. Die Synthese von rekombinanten StrepTag-Fusionsproteinen erfolgte, wie auch
die der GST-Fusionsproteine, durch eine regulierte Uberexpression in E. coli. Um im Vorfeld
einer moglichen Gewinnung im groflen Mafistab die Induzierbarkeit der Proteinexpression zu iiber-
priifen, wurden 25 mL LB-Amp Medium mit einem, das entsprechende DNA-Konstrukt tragenden
Bakterienklon (iiblicherweise BL21 CodonPlus (DE3) RP) angeimpft (zumeist mit einer 1,/100-
Verdiinnung einer vorbereiteten Ubernachtkultur). Bei Erreichen einer optischen Dichte ODgog 1
von 0,6-1,0 (Zeitspanne von etwa 3 h) wurde die Expression des Fusionsproteins durch Zugabe von
Anhydrotetracyclin (finale Konzentration 200 ug/L) induziert und die Kultur bei 37 °C (um einer
Bildung von inclusion bodies vorzubeugen wahlweise auch bei 18 °C oder 28 °C) weiter geschiittelt.
Bei einer optischen Dichte ODg m voR >2,8 (Zeitspanne nach Induktion etwa 3,5 h) wurden Bak-
terienpellets aus 1,8 mL-Aliquots der Zellsuspension durch 10-miniitige Zentrifugation bei 4 °C und

4500 rpm gewonnen und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

ZellaufschluB. Die Gewinnung eines klaren proteinreichen Lysats nach cytosolischer als auch peri-
plasmatischer Expression der StrepTag-Fusionsproteine erfolgte geméifl den Angaben des Herstellers
(IBA Technologies). Alternativ hierzu wurden die nach Expression gewonnenen Bakterienpellets
nach dem beschriebenen Protokoll zur Praparation von GST-Fusionsprotein-haltigen Lysaten auf-
gearbeitet.
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4.6.2 Proteinexpression und -aufreinigung in Hefen

Fiir die heterologe Proteinexpression stellen Hefen ein Bindeglied zwischen prokaryotischen Ex-
pressionssystemen und eukaryotischen Insekten- und S&ugerzellsystemen dar. Sie kombinieren
die Vorteile der Bereitstellung der meisten eukaryotischen post-translationalen Modifikationen wie
Phosphorylierung und Glycosylierung mit hohen Expressionsraten bei kurzen Generationszeiten
und geringen Ndhrmedienanspriichen.

In typischen S. cerevisiae-Laborstdmmen ist die Transkription, ausgehend vom GALI1-Promotor,
in Anwesenheit von Glucose reprimiert. Das Entfernen der Glucose und die Zugabe von Galacto-
se als Kohlenstoffquelle induzieren die Transkription. H&lt man die Zellen in Glucose, so ist die
grofftmogliche Repression und die geringste basale Transkription des GAL1-Promotors gewéhrleis-
tet. Erst der Transfer der Zellen von Glucose- zu Galactose-reichem Medium hebt die Repression
des GAL1-Promotors auf und induziert die Transkription der Zielgene. In dieser Arbeit kam zur
Expression der rekombinanten Proteine von Interesse in Hefen das pYES2.1 TOPO TA Expression
Kit (Invitrogen) zum Einsatz. Mittels des um eine MCS (basierend auf pcDNA4 myc-his Version
B; Invitrogen) erweiterten pYES2.1/V5-His-TOPO-Vektors (Invitrogen) sollte nach dessen Trans-
formation in den S. cerevisiae-Stamm CEN-PK2 und anschlieender Induktion der Transkription
mittels Galactose eine fiir die im Folgenden geplante Aufreinigung hinreichende Expression der

gewiinschten Fusionsproteine (C-terminale Fusion mit V5-Epitop und His-Tag) erzielt werden.

Uberexpression. Die Gewinnung von rekombinanten V5-His-Fusionsproteinen im eukaryotischen
System erfolgte durch regulierte Expression in S. cerevisiae. Nach Inokulation einer Einzelkolo-
nie des, das generierte pYES2.1-Konstrukt tragenden CEN-PK2-Stammes (entnommen von einer
Masterplate oder einem Glycerolstock) in 50 mL Induktionsmedium wurden die Hefezellen fiir 1-
2 Tage bei 30 °C und 250 rpm angezogen. Anschlieend wurden die Zellen bei 1500 x g und 4 °C
fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und erhaltenes Pellet in 500 pL sterilem H,0
resuspendiert. Nach Uberfiihren der Suspension in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefifl und einer
finalen Zentrifugation fiir 30 sec bei 14000 rpm wurde der Uberstand erneut abgenommen und die

Pellets bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

e Induktionsmedium
6,70 g Yeast Nitrogen Base
0,77 g DropOut(DO)-Zusatz (-Ura)
ad 900 mL H,0, 40« (PH 7,4)
Autoklavieren des Nihrmediums bei 121 °C fiir 20 min
100 mL 20 % Galactose (steril-filtriert)

ZellaufschluB. Das im Rahmen der Uberexpression erhaltene Hefepellet (die im Folgenden be-
schriebene Durchfiihrung bezieht sich auf die Aufarbeitung eines Hefepellets, resultierend aus einer
50 mL Kultur) wurde in 500 pL Breaking-Puffer aufgenommen und die erhaltene Suspension im
Anschlus fiir 5 min bei 1500 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands erfolgte ein

erneutes Resuspendieren der Zellen in 500 pL. Breaking-Puffer und die Zugabe des entsprechenden
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Volumens an sterilen Glasperlen (Sigma). Zur endgiiltigen Lyse der Hefezellen wurde die Zellsus-
pension 30 sec gevortext und anschliefend 30 sec auf Eis gekiihlt. Dieser Schritt war im Folgenden
weitere vier Male zu wiederholen. Es folgte eine Zentrifugation der die Glasperlen enthaltenden
Suspension fiir 10 min bei 14000 rpm. Der erhaltene Uberstand wurde sorgfiltig abgenommen
und in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefiaf} iiberfithrt. Das proteinreiche Lysat konnte daraufhin

mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 4.6.4) analysiert werden.

¢ Breaking-Puffer
50 mM Natriumphosphat (NaP,, pH 7,4)
1 mM PMSF
5 % Glycerol

4.6.3 Proteinexpression und -aufreinigung in Saugetierzellkultur

Zur Expression und spéteren Aufreinigung der Kandidatenproteine in Siugetierzellkultur wur-
den zunichst HEK293-Zellen angezogen und mit den entsprechenden pcDNA4 myc-his Version B
(Invitrogen)-Konstrukten transient transfiziert (vergleiche Anzucht von HEK293-Zellen zur Mes-
sung der Substratspezifitéit in vitro, 4.3.3). Zur Gewinnung der Proteine von Interesse wurde der
Mem-PER Eukaryotic Membrane Protein Extraction Reagent Kit (Pierce Biosciences) gemifl den
Angaben des Herstellers verwendet.

4.6.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Schiigger und von Jagow erreicht. Die Wahl
der Prozentigkeit des Gels richtete sich dabei nach der Gréfle und dem gewiinschten Trennungsgrad
der aufzutragenden Proteine. Fiir jeweils zwei Tricingele, gegossen unter Verwendung des Mini-
PROTEAN 3 Systems (BioRad), wurden folgende Komponenten eingesetzt (vergleiche Tabelle
4.4):

Tabelle 4.4: Trenn- und Sammelgel fiir die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese.

Reagenz 10 % Trenngel 4 % Sammelgel
30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid 3,30 mL 0,67 mL
Gelpuffer 3,00 mL 0,67 mL
H50pidest 1,00 mL 3,67 mL

50 % Glycerin 2,50 mL

TEMED 20 pL 10 pL

10 % APS 50 puL 40 pL

Die fiir die Gelelektrophorese bestimmten Proteinlésungen wurden mit 5x Lammli- Auftragspuffer
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versetzt und 5 min auf 95 °C erhitzt. Nach Vorbereitung der Proben konnten diese in die Gel-
taschen des Sammelgels pipettiert und die fiir die Auftrennung erforderliche Spannung angelegt
werden. Die Elektrophorese wurde mit einem konstanten elektrischen Feld von 80 V gestartet und
nach Einlaufen der Probenfront in das Trenngel fiir ca. 90 min bei 100-140 V fortgefiithrt. Der Lauf
wurde beendet, nachdem die Farbstoff-Front das Ende des Gels erreicht hatte. Nach Entnahme
der Gele aus der Elektrophorese-Kammer wurden diese fiir ca. 30 min bei RT in Coomassie-Blau
gefiarbt. Im Anschlufl wurde nicht spezifisch an das Protein gebundener Farbstoff durch Aufkochen
oder Inkubation des Gels in 10 %iger Essigsiure entfernt. Zur lingeren Aufbewahrung wurde das
Gel zwischen zwei Lagen Zellophan im Vakuum 2 h bei 80 °C getrocknet (Slab Gel Dryer, BioRad).

e Gelpuffer
3 M Tris/HCI, pH 8,45
0,3 % SDS

¢ Kathodenpuffer
100 mM Tris
100 mM Tricin
0,1 % SDS

e Anodenpuffer
200 mM Tris/HCI, pH 8,9

e SDS-Probenpuffer (5x Limmli)
50 % Glycerin
160 mM Tris/HCl, pH 6,8
5 % (B-Mercaptoethanol
2 % SDS
0,02 % Bromphenolblau

e Coomassie-Firbelosung
500 mg Coomassie Brilliant Blue G-280
200 mL Methanol
5 mL Essigsdure
ad 500 mL HyO g

4.6.5 Western Blot

Proteine, die durch SDS-PAGE aufgetrennt wurden, kénnen auf Nitrocellulose-Membranen iiber-
tragen und mit proteinspezifischen Antikorpern detektiert werden. Zu diesem Zweck wurde ei-
ne auf Grofe des Proteingels zugeschnittene PVDF-Membran (Pall Corporation) zunéchst mit

100 %igem Methanol benetzt und anschlieBend in Blot-Puffer iiberfiihrt. Das zuvor angefertigte
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Proteingel wurde zur Equilibrierung ebenfalls fiir 15-30 min in den Blot-Puffer gegeben, entspre-
chend zugeschnittene Filterpapiere wurden in besagtem Blot-Puffer getrankt. Nach Ablauf der
Equilibrierungszeit wurden zwei Filterpapiere, die Membran, das Proteingel und erneut zwei Filter-
papiere zwischen die Elektroden des Blot-Geriits geschichtet (BioRad Trans-Blot, SDSemidry-Blot-
System). Die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte durch Anlegen einer Spannung
von 20 V fiir 30 min. Um unspezifische Antikérperbindungsstellen zu blockieren wurde die geblot-
tete Membran anschlieend etwa 30 min in 5 % Magermilchpulver geschwenkt und anschlieflend mit
PBS gewaschen. Nach iiN-Inkubation der Membran mit dem ersten Antikérper, verdiinnt in 0,5 %
Milchpulverlésung, bei 4 °C und dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Membran fiir weitere 1-
2 h mit einem zweiten Antikorper (Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG + IgM,
Dianova, verdiinnt 1:1000 in 0,5 % Milchpulverlosung) bei RT inkubiert. Verwendete Antikorper
sind unter 5.1.1 aufgefithrt. AbschlieBend erfolgten erneut drei Waschschritte mit PBS und die
Visualisierung mittels DAB- bzw. ECL-Férbung. Zur Férbung mittels DAB wurde die Membran
in entsprechender Firbelosung inkubiert. Nach ca.10 min war eine ausreichende Farbung erreicht
und die Reaktion konnte durch Waschen der Membran mit HyO ., gestoppt werden. AbschlieSend
erfolgte eine Trocknung der Membran. Alternativ hierzu wurde eine ECL-Farbung unter Verwen-
dung des Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer) durchgefiihrt. Sie
erfolgte strikt nach Angaben des Herstellers. Zur Visualisierung der Signale wurde die Blotmem-
bran auf BioMax XAR Filmen (Kodak) exponiert.

¢ Blot-Puffer
48 mM Tris
39 mM Glycin
1,3 mM SDS
20 % Methanol

e DAB-Firbepuffer (5x)
0,225 g NaH,PO,
1,590 g Na,HPO,
11,000 g NaCl
8,500 g Imidazol
625 puL. Tween-20
ad 250 mL Hy0 4.4

Zur Herstellung des 1x Farbepuffers wurden 5 mL 5x Farbepuffer mit HyO4. auf 256 mL aufgefiillt.
AnschlieBend wurden 100 uL CoCl, (10 mg/mL) und eine Spatelspitze 3,3-Diaminobenzidintetra-
hydrochlorid (Sigma) zugegeben. Kurz vor der Farbung folgte die Zugabe von 10 uL H,0,.

4.6.6 In vitro-Translation von Proteinen

Zellfreie Systeme fiir die Genexpression und Proteinsynthese in vitro existieren fiir zahlreiche pro-
karyotische [222] und eukaryotische Systeme [5] [159]. Bei den sogenannten gekoppelten zellfreien

Systemen wird eine prokaryotische Phagen-RNA Polymerase mit eukaryotischen Extrakten kom-
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biniert und zur in vitro-Synthese des Proteins von Interesse der Phagen Promotor (T7, SP6 oder
T3) auf dem Vektortemplate verwendet. Somit kénnen Transkription und Translation direkt in
einem Reaktionsansatz erfolgen. In dieser Arbeit wurde zum Zwecke der in vitro-Translation von
Proteinen das TNT Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega) verwendet. Die
Translation der Proteine erfolgte mit Hilfe von Kaninchen Reticulozyten Lysat in Anwesenheit von
[358]—Methionin im 25 puL. Maflstab. Die jeweiligen Ansétze setzten sich aus 20 L TNT T7 Quick
Master Mix, 1 pL [**S]-Methionin (1 zM), 0,5 ug Plasmid-DNA (mit T7-Promotor) und HyOy, 4.
(ad 25 pL) zusammen. Es folgte eine Inkubation des Reaktionsansatzes fiir 2-4 h bei 30 °C.

Zur Uberpriifung der Translation wurden 5 uL des Translationsansatzes mit 20 pL 5x Lammli-
Auftragspuffer versetzt, 10 min auf 95 °C erhitzt, 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert und 7,5 uL
des daraus resultierenden Uberstands auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde anschlie-
Bend fiir 15 min in 10 %iger Essigsdure inkubiert und im Geltrockner zwischen Zellophan bei
80 °C getrocknet. Das translatierte Protein enthilt radioaktives [*°S]-Methionin und ist nach einer

iiN-Exponierung des Gels autoradiographisch an entsprechender Stelle nachweisbar.

4.6.7 GST-Pulldown Assay

Zur Verifizierung von Protein-Protein-Interaktionen wurden GST-Pulldown Assays durchgefiihrt.
Bei besagtem Assay wird das zu untersuchende GST-Fusionsprotein X iiber den GST-Teil an das
Triigermaterial (Glutathion-Sepharose) immobilisiert und mit dem in vitro-translatierten, [*°S]-
markierten potentiellen Interaktionspartner Y inkubiert. Interagieren Protein X und Protein Y
miteinander, bleibt die Radioaktivitéit auch nach mehreren Waschschritten in der Probe und kann
mittels SDS-PAGE und Autoradiographie nachgewiesen werden.

Fiir den GST-Pulldown Assay wurden 100 pL Glutathion-Sepharose-Beads in 15 mL Falcon-Tubes
iiberfithrt und dreimal mit 1 mL kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation: 500 rpm/4 °C/5 min).
Zur Immobilisierung des exprimierten GST-Fusionsproteins an die Glutathion-Sepharose-Beads
wurde der bei der Lyse gewonnene Zelliiberstand auf die Beads gegeben. Die Kopplung erfolgte
unter Schiitteln (850 rpm) bei 4 °C fiir mindestens 2 h, als Negativ-Kontrolle wurde GST alleine an
die Sepharose immobilisiert. Anschlieend wurden die immobilisierten Beads erneut dreimal mit
1 mL PBS gewaschen (Zentrifugation: 500 rpm/4 °C/5 min), ein Volumen von 10 pL auf 1,5 mL
Eppendorf-Tubes aliquotiert, mit 10 uL. des in vitro-translatierten, [358]—markierten Proteins ver-
setzt und bei 4 °C in 200 pL Bindungspuffer fiir mindestens 2 h im Schiittler inkubiert. Nach drei
Waschschritten & 20 min mit jeweils 200 pL Waschpuffer (Zentrifugation: 500 rpm/RT/2 min)
und Abnehmen des Uberstands wurden die Beads mit 20 pL 5x Lammli-Auftragspuffer versetzt,
10 min auf 95 °C erhitzt und anschlieBend fiir 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert. 7,5 uL des
resultierenden Uberstands wurden gelelektrophoretisch mittels SDS-Page aufgetrennt. Zur Kon-
trolle wurden zusiitzlich 20 % des in vitro-translatierten, [*°S]-markierten Proteins auf das Gel
aufgetragen. Nach dem Lauf wurde das Gel 15 min in 10 %iger Essigsidurelosung inkubiert, bevor
es bei 80 °C zwischen Zellophan unter Vacuum getrocknet wurde. Das getrocknete Gel wurde
abschlieflend mittels des Phosphoimagers FLA3000 (Fujifilm) oder BioMax XAR Filmen (Kodak)
autoradiographisch - dies erfolgte sowohl manuell als auch densitometrisch - ausgewertet.
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¢ Bindungspuffer
100 mM NaCl
50 mM KH,PO,, pH 7,4
1 mM MgCl,
10 % Glycerol
0,1 % Tween-20
1,5 % BSA

e Waschpuffer
100 mM NaCl
50 mM KH,PO,, pH 7,4
1 mM MgCl,
10 % Glycerol
0,1 % Tween-20

4.6.8 Coimmunoprazipitation

Alternativ zum GST-Pulldown Assay kam in dieser Arbeit zur Verifizierung von Protein-Protein-
Interaktionen die sogenannte Coimmunoprézipitation zum Einsatz. Hierbei wird zunédchst durch
Co-Inkubation zweier in vitro-translatierter und [**S]-markierter Proteine (Fusionsprotein X und
Protein Y) die Bildung eines Proteinkomplexes ermoglicht. Durch die spezifische Erkennung
eines Antikérpers und die anschlieBende Immobilisierung des entstandenen Antikérper/Protein-
Komplexes an ein Triigermaterial (Protein A/G-Sepharose) wird das Fusionsprotein X, im Falle
einer Interaktion der Protein-Komplex aus Fusionsprotein X und Protein Y prézipitiert. Der Nach-
weis erfolgt, wie auch beim GST-Pulldown Assay, mittels SDS-Page und Autoradiographie.

Fiir die Coimmunoprézipitation wurden zunéchst die auf ihre Interaktion zu untersuchenden Pro-
teine mit dem TNT Quick Coupled Transcription/Translation System (Promega) in Anwesenheit
von [358]—Methionin in vitro-translatiert. Zum Zwecke einer ersten Reinigung der Lysate wur-
den je 10+10 pL Lysat mit 500 uL. TNT-Coimmunoprizipitationspuffer gemischt, die Mischung
auf 10 pL Protein A-Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences), vorgelegt in einem 1,5 mL
Eppendorf-Reaktionsgefifl, gegeben und unter Rotieren fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Nach dem
Pelletieren der Beads durch kurze Zentrifugation (30 sec, 14000 rpm) und der Abnahme des Uber-
stands erfolgte die Bindung des Antikorpers an das Fusionsprotein durch Zugabe von 5 pl des
monoklonalen Antikérpers anti-Myc 9B11 aus Maus (New England Biolabs) zum Uberstand und
eine {iN-Inkubation unter Rotieren bei 4 °C. Anschlieend wurden 10 pL Protein A-Sepharose zuge-
geben und die Losung erneut unter Rotieren bei 4 °C fiir 1-2 h inkubiert. Der Probenansatz wurde
fiir 2 min in einer Tischzentrifuge bei 14000 rpm zentrifugiert, die radioaktiven Ubersténde entsorgt
und das Protein A-Sepharosepellet fiinf mal mit TNT-Coimmunoprézipitationspuffer gewaschen.
Nach dem restlosen Entfernen des fliissigen Uberstands wurde die Sepharose mit 10 L 5x Lammli-
Auftragspuffer versetzt, 10 min auf 95 °C erhitzt und anschliefiend fiir 5 min bei 14000 rpm zen-
trifugiert. 7,5 pL des resultierenden Uberstands wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Zur
Kontrolle wurden zusitzlich 20 % des in vitro-translatierten, [**S]-markierten Proteins auf das Gel

aufgetragen. Nach dem Lauf wurde das Gel 15 min in 10 %iger Essigsdurelosung inkubiert, bevor
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es bei 80 °C zwischen Zellophan unter Vacuum getrocknet wurde. Das getrocknete Gel wurde
abschliefilend mittels des Phosphoimagers FLA3000 (Fujifilm) oder BioMax XAR Filmen (Kodak)
autoradiographisch ausgewertet.

e TNT-Coimmunoprizipitationspuffer
20 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM DTT
0,5 mM PMSF
0,1 % Tween-20

4.7 Messung der Substratspezifitat

4.7.1 Messung des Substratumsatzes im in vivo-System

Im Zuge der umfassenden Charakterisierung neuer Mitglieder der SDR-Proteinfamilie sollten diese
u.a. auf ihre Spezifitiat hinsichtlich steroidogener Substanzen iiberpriift werden. Zu diesem Zweck
wurde fiir eine Vielzahl von steroidogenen, Tritium-markierten Substanzen (Perkin-Elmer, ARC)
eine Messung ihres Umsatzes durch die in Zellkultur exprimierten SDR-Enzyme im in vivo-System
durchgefiihrt. Besagter Assay basiert auf den Arbeiten von Castagnetta et al. [28], die eingesetzten

Substanzen und ihre entsprechenden Konzentrationen sind Tabelle 4.5 zu entnehmen.

Tabelle 4.5: Tritium-markierte, steroidogene Substanzen, verwendet zur Messung des Substratumsatzes im

in-vivo-System

Steroid SH-markierte Position Konzentration der Stocklésung
Androst-4-en-3,17-dion 1, 2, 6, 7-°’H (N) 11,0 uM
Androsteron 9,11-°H (N) 30,3 uM
Corticosteron 1,2-*H (N) 20,8 uM
Cortisol 1,2,6,7-°H (N) 12,6 uM
Cortison 1,2-°H (N) 20,0 uM
Dehydroepiandrosteron  1,2,6,7-°H (N) 15,9 uM
Dihydrotestosteron 1,2,4,5,6,7-°H (N) 8,4 uM
Estron 2,4,6,7-°H (N) 23,9 uM
Estradiol 6,7-°H (N) 20,0-24,0 pM*
Testosteron 3,7-°H (N) 14,3 uM

* = Konzentration abhingig vom verwendeten Lot

Nach Aussidhen, Anzucht und Transfektion der im Assay verwendeten HEK293-Zellen im 12 well
Format und einer Inkubation von 24 h bei 37 °C und 5 % CO, (vergleiche 4.3.3) wurde zur
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Uberpriifung des Substratumsatzes zunichst 1 pL Tritium-markiertes Substrat in den Zellkul-
turiiberstand gegeben. Nach einer weiteren Inkubation von 24 h bei 37 °C und 5 % CO,, erfolgte
die Abnahme des Zellkulturiiberstandes und dessen Aufreinigung fiir die folgende HPLC-Analyse
(vergleiche 4.7.3). Um repréisentative Resultate zu erzielen wurden sémtliche Tests in Mehrfach-

bestimmung durchgefiihrt.

4.7.2 Messung des Substratumsatzes im in vitro-System

Die im Rahmen dieser Arbeit durchzufithrende Charakterisierung neuer Mitglieder der SDR-
Proteinfamilie umfasste neben den bereits beschriebenen Uberpriifungen beziiglich ihres Umsat-
zes von steroidogenen Substanzen die Untersuchung ihrer Spezifitéit hinsichtlich einiger weiterer
Substanzklassen. Die Messung ihrer Aktivitdt gegeniiber ausgewahlten Chinonen, kurzkettigen
CoA-konjugierten Fettsduren, Prostaglandinen und Retinoiden (vergleiche Tabelle 4.6) erfolgte im
Gegensatz zu den Experimenten mit Steroiden unter Verwendung von nichtradioaktiven Substraten

und Zugabe spezifischer Cofaktoren im in-vitro-System.

Tabelle 4.6: Substanzen, verwendet zur Messung des Substratumsatzes im in-vitro-System

Substanz Konzentration Cofaktor

der Stocklésung

Chinone

Menadion 5,8 mM NADH, NADPH

Coenzym Q1 8,0 mM NADH, NADPH
CoA-konjugierte Fettsiuren

Acetoacetyl-CoA 1,0 mM NADH, NADPH
Hydroxybutyryl-CoA 1,0 mM NAD, NADP
Prostaglandine

Prostaglandin D, 2,8 mM NAD, NADP, NADH, NADPH
Prostaglandin E, 2,8 mM NAD, NADP, NADH, NADPH
Prostaglandin Foo 2,8 mM

Retinoide

all-trans-Retinol 5,0 mM NAD, NADP*
all-trans-Retinal 5,0 mM NADH, NADPH

Nach Aussidhen, Anzucht, Transfektion und Ernten der im Assay verwendeten HEK293-Zellen,
ausgehend von einer 75 mL Zellkulturflasche (vergleiche 4.3.2 und 4.3.3) wurden zur Uberpriifung
des Substratumsatzes zunichst angefertige Aliquots von 1 x 10° Zellen in 450 uL Reaktionspuffer
resuspendiert und in Reagenzglédschen iiberfithrt. Nach Zugabe von 5 pL Substrat und 50 pL des
entsprechenden Cofaktors (5 mg/mL) zum Starten der Reaktion erfolgte eine Inkubation des Reak-
tionsansatzes fiir 15 bzw. 30 min unter Schiitteln im Inkubator (HLC) bei 37 °C. Zum Stoppen der
Reaktion nach Ablauf der definierten Inkubationszeit wurden 200 pL eiskaltes MeOH zugegeben.
Fiir die Messungen der kurzkettigen CoA-konjugierten Fettsiuren wurde lediglich eine Zellzahl

von 0,5 x 10° in den Assay eingesetzt. Bei einem eingesetzten Volumen von 10 pL Substrat betrug
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die Inkubationszeit fiir diese Substanzklasse aufgrund ihrer hohen Instabilitdt lediglich 5-15 min.
AbschlieBend erfolgte die Aufreinigung fiir die folgende HPLC-Analyse (vergleiche 4.7.3). Um re-
présentative Resultate zu erzielen wurden sédmtliche Tests in Mehrfachbestimmung durchgefiihrt,
aufgrund der hohen Lichtempfindlichkeit der Retinoide erfolgten beschriebene Arbeiten fiir diese

Substanzklasse ausschliellich im Dunkeln.

¢ Reaktionspuffer
50 mM NaPi, pH 7,4
1 mM EDTA (optional)

4.7.3 Aufreinigung von HPLC-Proben mittels Festphasenextraktion

Die Aufreinigung von Proben fiir die folgende HPLC-Analyse erfolgte mittels Festphasenextrak-
tion. Abhéngig von der aufzureinigenden Substanz kam hierbei unterschiedliches Sdulenmaterial
zum Einsatz (vergleiche Tabelle 4.7). Nach Standardprotokoll wurden die verwendeten S&ulchen
zunéichst 2x mit jeweils 1 mL MeOH gewaschen und anschlieflend 2x mit 1 mL Hy0,4. equili-
briert. Nach Auftragen der Probe und zweimaligem Waschen der Siulchen erfolgte die Elution der
Metabolite mit 2x 200 uL. MeOH oder im Falle der kurzkettigen CoA-konjugierten Fettsiduren mit
2x 200 pL Ethylacetat. Die Aufreinigung der Retinoide wurde nach einem von Chetyrkin et al.
veroffentlichten Protokoll durchgefiihrt [33].

Tabelle 4.7: Aufreinigung von HPLC-Proben mittels Festphasenextraktion

Substanz Sdulenmaterial Hersteller
Chinone Strata C8 Phenomenex
CoA-konjugierte Fettsduren Oasis HLB lcc Waters
Prostaglandine Oasis HLB 1cc Waters
Retinoide Strata C-18E Phenomenex
steroidogene Substanzen Strata C-18E Phenomenex

4.7.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)
Detektion mittels Radioaktivitdtsmonitor

Die chromatographische Trennung von Tritium-markierten, steroidogenen Substanzen sowie Tri-
tium-markiertem Prostaglandin E, und seinen méglichen Konversionsprodukten wurde durch die
Verwendung einer Reverse Phase Luna 5 p C18 Sdule (125 mm x 4 mm, Partikelgréfie 5 pm,
Phenomenex) bei einer Flufirate von 1 mL/min erreicht. Aufgrund der unpolaren Beschaffen-
heit besagter Séule verbleiben Substanzen mit niedrigerer Polaritit langer an das Trégermaterial

gebunden, eine geringere Ahnlichkeit zur immobilen Phase fithrt zu kiirzeren Retentionszeiten.
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Die unterschiedlichen Loésungsmittelverhéltnisse (mobile Phase), die im Rahmen dieser Arbeit zur
Anwendung kamen, und die daraus resultierenden Retentionszeiten (R,) fiir die einzelnen Tritium-
markierten Substanzen sind Tabelle 4.8 zu entnehmen. Das verwendete HPLC-System Gold Basic
(Beckman-Coulter) bestand aus zwei HPLC-Pumpen und einem UV-Detektor und unterlag der
Kontrolle der 32Karat-Software (Beckman-Coulter). Die Detektion der Tritium-markierten Sub-
stanzen erfolgte nach Mischen des Eluats mit Szintillations-Fliissigkeit (Mischverhéltnis 1:1, Ready
Flow ITI, Beckman-Coulter) durch einen Radioaktivitéitsmonitor LB 506D (Berthold). Die erhalten
Chromatogramme wurden mittels der oben erwdhnten Software analysiert. Die Berechnung des

Substratumsatzes erfolgte durch den Vergleich von integrierten Peakflichen.

Tabelle 4.8: HPLC-Bedingungen und Retentionszeiten zur Trennung Tritium-markierter Substanzen

Substanz Losungsmittelverhéltnis R,
Prostaglandine

Prostaglandin E, 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 8,1 min
steroidogene Substanzen

Androst-4-en-3,17-dion 43 % ACN, 57 % H,0 8,0 min
Androsteron 43 % ACN, 57 % H,0 14,1 min
Corticosteron 58 % MeOH, 42 % H,0 6,8 min
Cortisol 43 % MeOH, 57 % H,0 17,0 min
Cortison 43 % MeOH, 57 % H,0 13,6 min
Dehydroepiandrosteron 43 % ACN, 57 % H,0 7,5 min
Dihydrotestosteron 43 % ACN, 57 % H,0 9,7 min
Estron 43 % ACN, 57 % Hy0 7,5 min
Estradiol 43 % ACN, 57 % H,0 5,5 min
Testosteron 43 % ACN, 57 % H,0 6,0 min

Detektion mittels UV-Monitor

Die chromatographische Trennung von nicht Tritium-markierten Chinonen, kurzkettigen CoA-
konjugierten Fettsduren, Prostaglandinen und Retinoiden, sowie ihren moglichen Konversionspro-
dukten wurde durch die Verwendung einer Reverse Phase Synergi 4 © Fusion RP18 Siule (150 mm
x 4,6 mm, Partikelgréfie 4 pm, Phenomenex) bei einer Flufirate von 1 mL/min erreicht. Die unter-
schiedlichen Lésungsmittelverhéltnisse (mobile Phase), die im Rahmen dieser Arbeit zur Anwen-
dung kamen, und die daraus resultierenden Retentionszeiten (R,) sowie Detektionswellenldngen ()
fiir die einzelnen Substanzen sind Tabelle 4.9 zu entnehmen. Zur Analyse wurde das HPLC-System
Series 200 (Mikropumpen, Autosampler) von Perkin Elmer verwendet. Es unterlag der Kontrol-
le der TotalChrom-Software (Perkin Elmer). Die Detektion der Substanzen erfolgte durch einen
UV/Vis-Monitor (Perkin Elmer). Die erhaltenen Chromatogramme wurden mittels der erwéihn-
ten Software analysiert. Die Berechnung des Substratumsatzes erfolgte durch den Vergleich von

integrierten Peakflichen.
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Tabelle 4.9: HPLC-Bedingungen und Retentionszeiten zur Trennung nicht Tritium-markierter Substanzen

Substanz Losungsmittelverhéltnis A R,
Chinone

Coenzym Q1 70 % ACN, 30 % H,0 270 nm 6,3 min
Menadion 70 % MeOH, 30 % H,0 260 nm 5,2 min
CoA-konjugierte Fettsiduren

Acetoacetyl-CoA 82 % NH,Ac (10 mM), 18 % MeOH 260 nm 5,0 min
Hydroxybutyryl-CoA 82 % NH,Ac (10 mM), 18 % MeOH 260 nm 6,6 min
Prostaglandine

Prostaglandin D, 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 220 nm 7,6 min
Prostaglandin E, 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 220 nm 5,8 min
Prostaglandin Fya 35 % ACN, 65 % H50, 0,002 % TFA 220 nm 4,6 min
Retinoide

all-trans-Retinol 92 % ACN, 8 % H,0 345 nm 4,6 min
all-trans-Retinal 92 % ACN, 8 % H,0 345 nm 5,4 min

4.8 Untersuchung des metabolischen Umfelds mittels
FT-ICR-MS

In Ergénzung zu den Messungen der Substratspezifitit (vergleiche 4.7) wurde im Rahmen dieser
Arbeit auch eine Untersuchung des metabolischen Umfelds von HEK293-Zellen nach Expressi-
on der SDR-Kandidatenproteine durchgefithrt. Unter Verwendung eines Fouriertransformations-
Ionenzyklotronresonanz-Massenspektrometers (FT-ICR-MS) wurde die nach Expression entstande-
ne Metabolitenzusammenstellung analysiert und mit der einer Leerkontrolle verglichen. Detektierte
Unterschiede sollten Hinweise auf die Art der katalysierten Reaktion liefern und Riickschliisse auf
natiirliche Substrate der zu untersuchenden SDR-Enzyme und deren Funktion im metabolischen

Kontext erlauben.

4.8.1 Probenvorbereitung

Nach Aussihen, Anzucht, Transfektion und Ernten der verwendeten HEK293-Zellen, ausgehend
von einer 75 mL Zellkulturflasche (vergleiche 4.3.2 und 4.3.3) wurden zur Untersuchung ihres
metabolischen Umfelds zuniichst angefertige Aliquots von 1 x 10° Zellen 2x mit jeweils 1 mL sterilem
H,0 gewaschen. Auf ein Resuspendieren des Zellpellets wurde hierbei bewusst verzichtet. Nach
Aufnahme in 100 gL HyO,,, erfolgte der Aufschlul der Zellen durch Ultraschallbehandlung (4-5x
[10 s Ultraschall, 15 s auf Eis]) und die Zugabe von 400 uL eiskaltem, HPLC geeignetem MeOH
zur Proteinfillung. Ein finaler Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 4 °C und 14000 rpm lieferte
einen metabolitenhaltigen Uberstand, der zur folgenden Analyse im FT-ICR-Massenspektrometer

in entsprechende Glas-Vials mit Snap-Cap-Verschluf iiberfithrt wurde.
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4.8.2 Analyse von Metaboliten mittels FT-ICR-MS

Die Metabolitenzusammensetzung transfizierter HEK293-Zellen wurde mittels des FT-ICR-MS
Systems Apex Qe 12 T (Bruker Daltonics) analysiert. Die Ionisierung erfolgte iiber Elektrospray
(Quelle Apollo IT ESI) nach Direktinfusion mittels Spritzenpumpe sowohl im positiven als auch
im negativen Modus. Die Ionisierungsspannung betrug 3,5 kV bei einem Gegendruck von 0,5 psi.
Beide MS-Elektroden wurden auf 0 V gesetzt, der Flufl des auf 200 °C erhitzten Heater-Gases be-
trug 4 L s*. Samtliche Spektren wurden im Breitband-Modus aufgenommen, die Kalibrierung des
Instruments erfolgte unter Verwendung von Arginin-Cluster-Ionen (10 ppm in 50 % MeOH/0,1 %
Ameisensiure) im erforderlichen Massenbereich. Die Einstellungen des Massenspektrometers wur-
den derart abgestimmt, dafl eine optimale Sensitivitit und Auflésung zwischen m/z 200 und 300
erreicht wurde. Die Spektren wurden im Massenbereich von m/z 147-2000 mit einer time domain
size von 1 Mword aufgenommen. Die Akkumulationsdauer der Tonen im Hexapol H2 (Kollisionszel-
le) betrug 100 ms. Die Flugzeit der Ionen von der Quelle zur ICR (Ionenzyklotronresonanz)-Zelle
betrug 1,2 ms. Fiir ein vollstdndiges Spektrum wurden 500 Scans akkumuliert, die jeweiligen

Proben wurden jeweils im Duplikat gemessen.

4.8.3 Auswertung der massenspektrometrischen Daten

Die fiir jede gemessene Probe vom FT-ICR-MS identifizierten Massepeaks und ihre entsprechenden
Intensititen wurden zunichst als Datentabelle exportiert. Der Abgleich der Werte, die durch die
Messung einzelner Duplikate gewonnen wurden, erfolgte durch ihre Korrelation. Um Messungenau-
igkeiten entgegenzuwirken, wurden hierbei lediglich drei Dezimalstellen der identifizierten Massen
beriicksichtigt. Werte, die Abweichungen in den entsprechenden Intensitdten um den Faktor 5
aufzeigten, wurden nicht zur Auswertung herangezogen. Vergleiche der Metabolitenzusammen-
setzung transfizierter HEK293-Zellen erfolgten ebenfalls durch Korrelation der gemessenen Daten.
Massen, die lediglich in einer Probe identifiziert werden konnten, wurden nicht beriicksichtigt. Da-
durch ergab sich eine korrigierte Massenliste. Die Quotienten entsprechender Intensitdten wurden
in einem Scatter-Plot graphisch dargestellt und dadurch signifikante Intensitétsunterschiede visua-
lisiert. Die Annotierung der gefundenen Massen erfolgte unter Verwendung des MassTrix-Servers
(Helmholtz Zentrum Miinchen).

4.9 Etablierung einer Mauslinie

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Etablierung der Mauslinie Wwox (W088C04) erfolgte
gemiB den Kriterien der FELASA. Die Organisation und die Uberpriifung des Hygienestatus wur-
de von der Abteilung fiir vergleichende Medizin (AVM) durchgefiihrt. Die vom German GeneTrap
Consortium (GGTC) erhaltenen, fiir das Wwox-Allel heterozygoten Mause wurden zunéchst zur
Definition des genetischen Hintergrundes iiber fiinf Generationen auf C57Bl1/6-Tiere riickgekreuzt.
Zur Gewinnung der angestrebten homozygoten Knock-Out-Méuse erfolgten Verpaarungen hetero-
zygoter Tiere, beginnend in der fiinften Generation. Nachkommen wurden jeweils im Alter von
3 Wochen abgesetzt und genotypisiert. Erneute Verpaarungen erfolgten im Alter von 8 Wochen.

177



4 Methoden

4.10 Bioinformatische Methoden

4.10.1 In silico Northern Blot

In Ergénzung zur experimentellen Bestimmung von mRNA-Expressionsmustern mittels quantita-
tiver RealTime-PCR~ oder Northern Blot-Technologie wurden im Rahmen dieser Arbeit bioinfor-
matische Analysen, sogenannte in silico Northern Blots (ISNBs), durchgefiihrt. Unter Verwen-
dung eines von der Gruppe BioDV am Institut fiir Experimentelle Genetik (Helmholtz Zentrum
Miinchen) entwickelten Tools (http://anthea.gsf.de/isbn2.html) konnten sowohl das generelle Level
der Expression als auch das Auftreten und die Anzahl an Transkripten in bestimmten Geweben im
Verhiltnis zu anderen ermittelt werden. Besagtes Programm bedient sich dabei einem automati-
schen Abgleich einer gegebenen mRNA-Sequenz von Interesse mit einer EST-(Expressed Sequence
Tag) Datenbank des entsprechenden Organismus unter Verwendung von blastn, verfiigbar bei
NCBI. Die erhaltenen Resultate werden daraufhin hinsichtlich spezifischer Transkripte iiberpriift,
eine Kongruenz mit dem Gen von Interesse wird bei einer Sequenzidentitit von > 85 % angenom-
men. Ermittelte ESTs werden auf Informationen beziiglich ihres Ursprungsgewebes untersucht und
konnen abschlieend aufgrund der erhaltenen Daten quantitativ ausgewertet werden. Alternativ
zum beschriebenen Vorgehen kam zur bioinformatischen Analyse von mRNA-Expressionsmustern

die auf der NCBI-Webseite verfiighare Anwendung UniGene zum Einsatz.

4.10.2 Alignments und Phylogenie

Der Vergleich zweier Protein- bzw. DNA-Sequenzen erfolgte unter Verwendung von bl2seq, einem
auf der NCBI-Webseite verfiigbarem Alignment-Tool. Zur Generierung von multiplen Sequenz-
Alignments wurde der clustalW-Server herangezogen. Fiir die Erstellung der paarweisen oder
multiplen Sequenzvergleiche mittels der aufgefithrten Programme wurden sémtliche wihlbaren Pa-
rameter in der default-Einstellung belassen.

Zur Durchfiithrung von phylogenetischen Analysen wurden zunéichst umfangreiche Datensétze durch
das Abrufen von den Kandidatenproteinen verwandten, in der NCBI-Datenbank annotierten Se-
quenzen erstellt. Hierzu wurde der auf der entsprechenden Webseite verfiigbare BLink-Link verwen-
det. Erhaltene Sequenzen wurden nach der Qualitidt des Alignments mit der Kandidatensequenz
ausgewahlt, zumeist handelte es sich hierbei lediglich um metazoische Sequenzen, protozoische
Sequenzen wurden nur in einigen Féllen beriicksichtigt. Bendttigte multiple Alignments wurden
mittels des clustal W-Servers erstellt, die Berechnung der phylogenetischen Bdume erfolgte mittels
der Software MEGA v.3.1 bzw. v.4.1 nach der Neighbor-Joining-Methode. Fiir erste Testkalku-
lationen wurde ein Bootstrapping mit 500 bzw. 1000 Wiederholungen gewéhlt. Die erhaltenen
Sequenzanalysen wurden manuell auf redundante Sequenzen iiberpriift und diese vor einer Neube-

rechnung der phylogenetischen Biume aus dem multiplen Alignment entfernt.

4.10.3 Bioinformatische Vorhersagen
Bioinformatische Vorhersage der subzellularen Lokalisation

Zur bioinformatischen Vorhersage der subzelluldren Lokalisation von Proteinen sind im Internet

zahlreiche Server frei verfiighbar. Aufgrund signifikanter Unterschiede in den verwendeten Algorith-
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men wurde im Rahmen dieser Arbeit eine representative Auswahl an Servern zur bioinformatischen
Analyse herangezogen. Bezeichnungen und entsprechende Internet-Verkniipfungen sind Tabelle

5.14 zu entnehmen.

Bioinformatische Vorhersage zur Topologie von Transmembranproteinen

Fiir Vorhersagen hinsichtlich potentieller Transmembrandoménen bzw. der Topologie von Trans-
membranproteinen stehen im Internet ebenfalls eine Vielzahl von 6ffentlich zugénglichen Servern
zur Verfiigung. Ahnlich wie die Werkzeuge zur Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von Pro-
teinen bedienen sich auch diese Server unterschiedlichen Algorithmen. Aus diesem Grund kamen

im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Server, aufgelistet in Tabelle 5.15, zum Einsatz.
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5.1 Material

5.1.1 Antikorper

Primare AntikGrper
176-HSD4 h32 5A7-1-1 IgM, monoklonal rat

anti-GST mouse

anti-His

anti-Myc 9B11, monoklonal mouse
anti-FLAG IgG, polyklonal rabbit
StrepTactin HRP conjugate
anti-V5H

Sekundire Antikorper

AlexaFluor 488 Goat anti-Mouse IgG

AlexaFluor 568 Goat anti-Mouse 1gG

Cy3 conjugated Goat anti-Rat IgG

Peroxidase conjugated AffiniPure Goat anti-Mouse IgG + IgM

5.1.2 Chemikalien, Medien, Seren und Zusatze

Adeninhemisulfat
Acetoacetyl-CoA

Acetonitril (HPLC Grade)
Acrlyamid/Bisacrylamid (30 %/0,8 %)
Agarose

all-trans-Retinal
all-trans-Retinol
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Ampuwa

Anhydrotetracyclin

Bacto-Agar
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Zymed

Boehringer Mannheim
New England Biolabs
Sigma Aldrich

IBA Technologies

Invitrogen

Molecular Probes
Molecular Probes
Dianova

Dianova

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth

Biozym
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Fluka
Fresenius

IBA Technologies
Difco

Helm-
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Bacto-Pepton
(B-Mercaptoethanol
Benzamidin-Sepharose 4 fast flow
Borséure

BSA

Casein-Hydrolysat

Coomassie blue G250

Coenzym Q1
3,3"-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs

DropOut(DO)-Zusatz
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Essigsdure

Ethanol (HPLC Grade)
Ethidiumbromid

Ethylacetat (HPLC Grade)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fetal Bovine Serum (FBS)
Formaldehyd, 37 %

FuGene6

Galactose

Glucose

Glutathion

Glutathion-Sepharose 4 B
Hefe-Extrakt
Heringssperma-Triger-DNA

High Glucose Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)

Hydroxybutyryl-CoA

Imidazol
Isopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG)
Kaliumacetat
Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin

ADNA /EcoRI + HindIIT (Marker 3)
Lithiumacetat

L-Glutamin

Loading Dye (6x)

Manganchlorid (Tetrahydrat)
Menadion

Methanol (HPLC Grade)

Minimal SD Base

Difco

Merck

Amersham Biosciences
neolab

New England Biolabs
Difco

Biomol

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

MBI Fermentas

BD Biosciences (Clontech)

Biomol

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Merck

Biomol
Biochrom AG
Roth

Roche Diagnostics
Fluka

Merck

Sigma Aldrich
Amersham Biosciences
Nordwald
Sigma Aldrich
Gibco

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
DCL

Merck

Merck

Sigma Aldrich
MBI Fermentas
Sigma Aldrich
Gibco

MBI Fermentas
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

BD Biosciences (Clontech)

Minimal SD Agar Base BD Biosciences (Clontech)
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Modified Eagle Medium (MEM)
NAD

NADH

NADP

NADPH

Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
NorthernMax High Stringency Wash
NorthernMax Low Stringency Wash
O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder
PEG 3350

Penicillin/Streptamycin

Precision Plus Protein Prestained Standards, All Blue
2-Propanol

Prostaglandin D,

Prostaglandin E,

Prostaglandin Fyo

Protein A-Sepharose 4 Fast Flow
pUC Mix (Marker 8)

Ready Flow III

Rubidiumchlorid

TEMED

Triflouressigsiure

Trisbase

Triton-X100

TRIzol

Trypsin/EDTA

Trypton

Tween-20
Ultrahyb-Hybridisierungslosung
Western Lightning Chemiluminiscence Reagent Plus
X-a-Gal

YPD-Medium

5.1.3 Enzyme

Alkaline Phosphatase

Benzonase

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
Herculase Hotstart DNA Polymerase
Lysozym

PfuTurbo DNA Polymerase
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Gibco

Serva

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Merck

Serva

Merck

Ambion
Ambion

MBI Fermentas
BD Biosciences
Gibco

Biorad

Merck
Calbiochem
Calbiochem
Calbiochem
Amersham Biosciences
MBI Fermentas
Beckman-Coulter
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck
Invitrogen
Invitrogen
Difco

Merck

Ambion

Perkin Elmer
Glycosynth

BD Biosciences (Clontech)

Roche Diagnostics
Sigma Aldrich
MBI Fermentas
Stratagene

Merck

Stratagene
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Protease-Inhibitor

Restriktionsendonukleasen

Ribonuklease-Inhibitor
RQ1 RNase-free DNase I
Taq DNA Polymerase

T3, T7 und SP6 RNA Polymerasen
T4-DNA-Ligase

Thrombin

Trypsin

5.1.4 Equipment

Laborgerate

ABI PRISM 3730 DNA-Analyzer

Axiophot Fluoreszenzmikroskop

Axiovert 40 CFL

BioVision Gel-Dokumentationssystem
Brutschriinke/Inkubatoren

CO, Incubator MCO-17 A/C

Concentrator 5301

Einfrierkontainer Cryo 1 °C Freezing Container
FT-ICR-MS System Apex Qe 12 T

Gene Pulser 11

GeniosPro

HPLC Radioaktivititsmonitor LB 506D
HPLC-System Gold Basic

HPLC-System Series 200

HPLC Series 200 UV /Vis-Detektor
Kiihlzentrifuge Universal 32 R

Life Science UV /Vis Spectrophotometer DU530
Mikropipetten

Mini-PROTEAN 3 System

ND-1000 UV/Vis Spectrophotometer

Oasis HLB 1cc Séule

pH-Meter 766 calimatic

Phosphoimager FLLA3000

Power Supply PA300

Reverse phase LUNA 5 i C18 (2) S#ule
Reverse phase Synergi 4 y Fusion RP18 Siule
RoboCycler 96

Strata C8 Sdule
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Roche Diagnostics

MBI Fermentas, New England
Biolabs

MBI Fermentas

Promega

MBI Fermentas, Helmholtz Zen-
trum Miinchen

MBI Fermentas

New England Biolabs, Promega
Sigma Aldrich

Gibco

Applied Biosystems
Zeiss

Zeiss

Peqlab

Heareus Instruments
Sanyo

Eppendorf

Nalgene

Bruker Daltonics
Biorad

Tecan

Berthold
Beckman-Coulter
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Hettich
Beckman-Coulter
Gilson

Biorad

NanoDrop Technologies
Waters

Knick

FujiFilm

Biorad
Phenomenex
Phenomenex
Stratagene

Phenomenex
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Strata C-18E Saule
SubCell GT Elektrophoresekammer

TagMan RealTime-PCR Detektionssystem ABI Prism 9700HT

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge 5415C

Tischzentrifuge Avanti J-20
Trans-Blot SD - Semidry Transfer Cell
Varioklav

Vortexer

Wasserbad Hanke P5 DC10

Sonstiges

6 well und 12 well Platten

Biomax X-Omat AR-5, XAR-5 Photofilme
Cryo Tube™ Vials, 1,8 mL

Deckglédschen

Eppendorf-Reaktionsgefiafie, 1,5 mL und 2 mL
Falcon tubes, 15 mL und 50 mL
Filmkassetten

FluoroTrans W Membran (PVDF)
Fuji-Phosphoimager-Platten

Glasbeads

Northern Blot Membran FirstChoice Northern Human Blot 1T
Parafilm

PCR Tubes, Streifen und Platten
Petri-Schalen

Super-Frost Plus Objekttrager
Zellkulturflaschen, T25 and T75

5.1.5 Kits

BD Matchmaker™ Library Construction & Screening Kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

Caspase-Glo™ 3/7-Assay

CellTiter-Glo™ Luminescent Cell Viability Assay
ChargeSwitch Plasmid Yeast Mini Kit

Dye Ex 2.0 Spin Kit und DyeEx96

Image-iT LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection Kit
iTaq™ SYBR Green Supermix with ROX

Mem-PER Eukaryotic Membrane Protein Extraction Reagent

Kit
Montage™ SEQqg Sequencing Reaction Cleanup Kit
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Phenomenex

Biorad

Applied Biosystems

Eppendorf

Eppendorf

Beckman-Coulter

Biorad

H+P

Scientific Industries Vortex Genie
Hanke

Becton & Dickinson oder NUNC
Kodak

NUNC

Menzel Glaeser
Eppendorf

Becton & Dickinson
Kodak

Pall Corporation
FujiFilm

Sigma Aldrich

Ambion

American National Can
Applied Biosystems
Becton & Dickinson
Menzel Glaeser

NUNC

BD Biosciences (Clontech)
Applied Biosystems
Promega

Promega

Invitrogen

Qiagen

Invitrogen

Biorad

Pierce Biosciences

Millipore



5 Material, Organismen und Programme

Nucleobond PC100 Kit

NucleoSpin Plasmid Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

RevertAid™ First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
Strip-EZ DNA Kit

SV Total RNA Isolation Kit

Tissue Scan™ Human Major Tissue qPCR Array
TNT Quick Coupled Transcription/Translation System
TOPO TA Cloning Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
Wizard SV Genomic DNA Purification System

5.1.6 Losungen zur Zellfdarbung

4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPT)
ER-Tracker Blue-White DPX

Hoechst33342

MitoTracker Orange CMTMRos

Phalloidin, AlexaFluor488 oder 568

Vectashield

5.1.7 Radionuklide

Tritium-markierte Substanzen

Androst-4-en-3,17-dion (1,2,6,7-°H (N))
Androsteron (9,11-°H (N))
Corticosteron (1,2-H (N))

Cortisol (1,2,6,7-°H (N))

Cortison (1,2-°H (N))

Dehydroepiandrosteron (1,2,6,7-°H (N))
Dihydrotestosteron (1,2,4,5,6,7-°H (N))
Estron (2,4,6,7-°H (N))

Estradiol (6,7-°H (N))

Prostaglandin E, (5,6,8,11,12,14,15-°’H (N)
Testosteron (3,7-°H (N))

Phosphor-markierte Substanzen

[*P]-a-dATP
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Machery & Nagel
Machery & Nagel
Qiagen

Qiagen

MBI Fermentas
Ambion

Promega

Origene

Promega
Invitrogen
Promega

Promega

Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Molecular Probes
Vectalabs

Perkin-Elmer
Biotrend (ARC)
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer

Amersham Biosciences/Biotrend

(ARC)

Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer
Perkin-Elmer

Amersham Biosciences
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Schwefel-markierte Substanzen

[>*S]-Methionin

5.1.8 Vektoren

pAcGFP1-N1

pASK-IBA12

pASK-IBA13+

pcDNA3

pcDNA4 myc-his Version B

pcDNA4 myc-his Version B/zf17GHSD12

pCR2.1

pCRII

pEGFP-C2

pENTR /UG

pGADT7rec

pGEXA BamHI (urspriinglich pGEX 2T PL2)
pGBKT7?

pDsRed2-ER

pYES2.1/V5-His-TOPO

5.2 Organismen

5.2.1 Bakterienstamme

E. coli BL21 CodonPlus (DE3) RP (Stratagene)

Amersham Biosciences

Clontech

IBA Technologies
IBA Technologies
Invitrogen
Invitrogen
Ferdinand Haller, Helmholtz Zen-
trum Miinchen
Invitrogen
Invitrogen
Clontech
Invitrogen
Clontech
Amersham
Clontech
Clontech

Invitrogen

B F-, ompT, hsdS(rB-, mB-), dem+, Tet’, gal A(DE3), endA, Hte [argU, proL, Cam’]

E. coli DH5« (Stratagene)

F-, ®80dlacZDM15, D(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44,

A-thi-1, gyrA96, relAl [F’ proAB lacl® ZAM15 Tnl0 (Tet")]

E. coli TOP10 (Invitrogen)

F-, merA, A(mrr-hsdRMS-merBC), #80dlacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, araD139 A(ara-

leu)7697, galU, gal/K, rpsL(Str(*), endAl, nupG

E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene)

A(mcrA)183, A(merCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac [F’

proAB lacl® ZAM15 Tnl0 (Tet")]
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5.2.2 Hefestamme

S. cerevisiae AH109 (Clontech)
MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA, gal80A, LYS2 :: GALly,g-GALLpppa-

S. cerevisiae CEN.PK2 (Clontech)
MATa/MAT«, ura3-52/ura3-52, trp1-289/trpl-289, leu2-3.112 /leu2-3_112, his3A1/his3A1, MAL2-
8°/MAL2-8°, SUC2/SUC2

S. cerevisiae Y187 (Clontech)
MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trpl-901, leu2-3, 112, galdA, met-, galS0A, URAS3 :: GALLy 4o
GALLyyps-lacZ, MEL1

5.2.3 Séaugetierzelllinien

HeLa (human cervix carcinoma) DMSZ
HEK?293 (human embryonal kidney) DMSZ

5.3 Programme

32Karat (Beckman-Coulter)

Kontrolle des HPLC-Systems Gold Basic von Beckman-Coulter. Des weiteren eingesetzt zur Ana-
lyse der erhaltenen Chromatogramme.

AIDA (Advanced Image Data Analysis, Fuji)

Auswertung und Annotierung von Bildmaterial mit spezifischen Modulen fiir alle relevanten Bio-
Imaging-Anforderungen.

BioEdit (Ibis Therapeutics)

Analyse von Aminoséure- und Nukleotidsequenzen mit Hauptaugenmerk auf Alignment und Phy-
logenie.
Freier Download unter http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

BLAST (basic linear alignment search tool, NCBI)

Vergleich von Aminoséure- und Nukleotidsequenzen paarweise oder gegen Datenbanken.

bl2seq: Paarweiser Vergleich zweier Sequenzen unter Verwendung eines der verfiigharen BLAST-
Programme

blastn: Vergleich Nukleotidsequenz gegen Nukleotidsequenz

blastp: Vergleich Aminosiduresequenz gegen Aminosiduresequenz,
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blastx: Vergleich translatierte Nukleotidsequenz gegen translatierte Nukleotidsequenz
tblastn: Vergleich translatierte Nukleotidsequenz gegen Aminosduresequenz
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

clustalW (EMBL-EBI)

Generierung multipler Alignments von Aminosdure- und Nukleotidsequenzen.
http://www2.ebi.ac.uk/clustalw

FinchTV (Geospiza)

Ansicht und Editierung von DNA-Sequenzierungsdaten (Elektropherogrammen).
Freier Download unter http://www.geospiza.com/finchTV.html

ISIS3 V2.33 (MetaSystems)

Aufnahme und Berabeitung von digitalem Bildmaterial.

ISNB (BioDV/Helmholtz Zentrum Miinchen)

Ermittlung sowohl des generellen Levels der Expression als auch des Auftretens und der Anzahl
an Transkripten in bestimmten Geweben im Verhéltnis zu anderen.
http://anthea.gst.de/isbn2.html

KEGG Compound (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

Chemische Struktur-Datenbank fiir metabolische Verbindungen und andere chemische Substanzen,
die in biologischen Systemen von Relevanz sind.

http://www.genome.jp/kegg/compound/

MassTrix (MIPS u. 10C/Helmholtz Zentrum Miinchen)

Annotierung von Metaboliten in Massenspektrometrie-Daten und Markierung der identifizierten
chemischen Verbindungen in Organismus-spezifischen KEGG-Stoffwechselwegen.
http://mips.gsf.de/proj/metabolomics/

MEGA V3.1

Phylogenetische Analyse von Aminosiure- und Nukleotidsequenzen.

Freier Download unter http://www.megasoftware.net

Primer3

Design adédquater Primer fiir quantitative RealTime-PCRs.

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3.-www.cgi
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Reverse Complement

Konvertierung von DNA-Sequenzen (revers, komplementéir, revers-komplementir).
http://www.bioinformatics.org/SMS /rev_comp.html

Rossman fold prediction (Universitdt Linkdping)

Vorhersage eines Rossmann-Faltungsmusters in Aminosiduresequenzen und einer hypothetischen
Cofaktor-Priferenz der entsprechenden Enzyme.
http://bioinfo4.limbo.ifm.liu.se/coenzyme/coenz1.pl

TotalChrom (Perkin Elmer)

Kontrolle des HPLC-Systems Series 200 von Perkin Elmer. Des weiteren eingesetzt zur Analyse

der erhaltenen Chromatogramme.

Unigene (NCBI)

Bioinformatische Analyse von mRNA-Expressionsmustern.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/

Vector NTI (Informax)

Verwaltung und Analyse von Aminosidure- und Nukleotidsequenzen.

Vorhersage der subzelluldren Lokalisation

Zur bioinformatischen Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von Proteinen wurden folgende,

frei im Internet verfiigbare Server verwendet:

Tabelle 5.14: Server, verwendet zur bioinformatischen Vorhersage der subzelluliren Lokalisation von Protei-

nen.

Server URL

LOCtree http://cubic.bioc.columbia.edu/services/loctree

pSORTII http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html

pTarget http://bioinformatics.albany.edu/~ptarget /

SubLocl.0 http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/eu_predict.htm
TargetP1.1 http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

WoLF PSORT  http://wolfpsort.seq.cbre.jp/
MITOPROT http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html

Vorhersage zur Topologie von Transmembranproteinen

Die bioinformatischen Vorhersage zur Topologie von Transmembranproteinen erfolgte unter Ver-

wendung der folgenden, frei im Internet verfiighbare Server:
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Tabelle 5.15: Server, verwendet zur bioinformatischen Vorhersage zur Topologie von Transmembranproteinen.

Server URL

HMMTOP http://www.enzim.hu/hmmtop/

SOSUI http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosuisignal /sosuisignal _submit.html
TMHMM v.2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM

TMpred http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED_from_parser

TopPred http://bioweb.pasteur.fr/seqanal /interfaces/toppred.html

XFlour4GeniosPro (Tecan)

Generelle Bedienung des GeniosPro und Darstellung erhaltener Rohdaten in Excel.
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A Anhang

A.1 Protein-ldentifikationsnummern der Datensatze zu den
phylogenetischen Analysen

Die den abgebildeten phylogenetischen Stammb&umen zugrunde liegenden Datensédtze wurden aus fol-
genden Protein-Identifikationsnummern (NCBI-Datenbank) erstellt. Nicht alle Sequenzen treten in der
graphischen Darstellung in Erscheinung, da einige aus dem Grund der Redundanz entfernt und andere,
zur besseren Ubersichtlichkeit, in Gruppen zusammengefat wurden.

A.1.1 Datensatz zu hCBR4

AAIFAT7.1, AAH09118.1, AAH21973.1, AAH33650.1, AAH65615.1, AAH68653.1, AAHS0139.1, AAHS6378.1,
AAI34483.1, AAP70488.1, AAVS82180.1, ABASS684.1, ABB26702.1, ABB34391.1, ABB56716.1, ABC19264.1,
ABC44435.1, ABI45582.1, ABP67197.1, ABR48906.1, ABV87814.1, ABW30582.1, ACH40108.1, BAB55045.1,
BAC31519.1, BAD79035.1, BAE29830.1, BAE84449.1, BAF84445.1, BAG03212.1, CAE08367.1, CAG74702.1,
CAH10582.1, CAK27584.1, CAO91447.1, CAO97068.1, EAQ69571.1, EAQ74970.1, EAT15928.1, EAT53246.1,
EAU70455.1, EAX04797.1, EAX04798.1, EBK51016.1, ECA17139.1, ECA17873.1, ECR00102.1, ECR03022.1,
ECV84936.1, ECW46386.1, EDA75174.1, EDC95842.1, EDL28650.1, EDL28651.1, EDL87203.1, EDL87204.1,
NP_001007873.1, NP_001077186.1, NP_001084717.1, NP_116172.2, NP_663570.1, NP_872613.1, NP_897943.1,
NP_991219.1, Q68ER2.1, Q6NUE2.1, Q6POH7.1, Q7TS56.1, Q8N4T8.2, Q91VT4.2, XP_001365677.1,
XP_001499252.1, XP_001508580.1, XP_420403.1, XP_526726.2, XP_534547.1, YP_001180388.1, YP_001226937.1,
YP_001320565.1, YP_001502349.1, YP_001519901.1, YP_001658404.1, YP_001760421.1, YP_001907951.1,
YP_002139904.1, YP_049897.1, YP_155720.1, YP_171555.1, YP_356854.1, YP_377746.1, YP_380046.1,
YP_399703.1, YP_429807.1, YP_444200.1, YP_518893.1, YP_731339.1, ZP.01079595.1, ZP_01084914.1,
ZP_01312316.1, ZP_01369664.1, ZP_01470074.1

A.1.2 Datensatz zu hDHRS1

2QQ5, AAA82327.2, AAF60486.1, AAG24139.2, AAH03930.1, AAH14057.1, AAH15943.1, AAH72703.1,
AAH79263.1, AAI12529.1, AAI64751.1, AAN32660.1, AAP06340.1, AAX27589.2, ABA24503.1, ABG51825.1,
ABG94404.1, ABG98410.1, ABP43742.1, ABQ22778.1, ABQ22854.1, ACB53874.1, ACC81222.1, BAB23093.1,
BAB71694.1, BAB74951.1, BAD56131.1, BAD58430.1, BAE02536.1, BAE27072.1, BAE35519.1, BAE40086.1,
BAE40112.1, CAD38773.1, CAD62314.1, CAF97706.1, CAF97711.1, CAH92610.1, CAL37921.1, CAL38469.1,
CAP25711.1, CAP32799.1, CAP36449.1, CAQ13505.1, EAM50760.1, EAW43550.1, EAW66036.1, EAW66037.1,
EAW66038.1, EAW66039.1, EAW66040.1, EAZ88942.1, EDI14392.1, EDL36244.1, EDL36245.1, EDM14275.1,
EDO34536.1, EDP33330.1, EDT61238.1, EDV25953.1, EDV25954.1, NP_001002205.1, NP_001007622.1,
NP_001039759.1, NP_081095.2, NP_487292.1, NP_498146.1, NP_505327.2, NP_508580.2, NP_612461.1,
QO6LJ7.1, Q99L04.1, XP_001113707.1, XP_001113806.1, XP_001113836.1, XP_001169595.1, XP_001182580.1,
XP_001369623.1, XP_001626636.1, XP_001664845.1, XP_001674527.1, XP_001676394.1, XP_001897810.1,
XP_002111986.1, XP_002111987.1, XP_509871.2, XP_537393.2, XP_797581.1, YP_001132530.1, YP_001805940.1,
YP_001866165.1, YP_117495.1, YP_119794.1, YP_325398.1, YP_702562.1, YP_706568.1, YP_722298.1,
ZP_00516163.1, ZP_01631835.1, ZP_01731642.1, ZP_02941202.1
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A.1.3 Datensatz zu hDHRS6

A99950, AAF75282.1, AAHO01953.1, AAH37277.1, AAH95414.1, AAQ89200.1, AF3105, B86724, B95928,
BAB51360.1, CAA68181.1, CAG33590.1, D85885, F98181, NP_001017809.1, NP_064524.3, NP_081484.1,
NP_228136.1, NP_229523.1, NP_274915.1, NP_283350.1, NP_311324.2, NP_416921.3, NP_624679.1, NP_639406.1,
NP_644485.1, NP_659924.1, NP_708278.2, NP_754842.1, NP_769975.1, NP_770554.1, NP_812682.1, NP_880609.1,
NP_884542.1, NP_888293.1, NP_890607.1, NP_903084.1, NP_948811.1, NP_978135.1, P37440, XP_215705.3,
XP_371837.1, XP_420669.1, XP_517375.1, XP_518649.1, XP_535676.1, XP_593322.1, XP_638521.1, XP_664259.1,
YP_006017.1, YP_044476.1, YP_070103.1, YP_110801.1, YP_145316.1, YP_149744.1, YP_167644.1, YP_195711.1,
YP_203176.1, YP_209169.1, YP_213513.1, YP_217431.1, YP_221006.1, YP_245216.1, ZP_00006816.1,
ZP_00207054.1, ZP_00213766.1, ZP_00213851.1, ZP_00279106.1, ZP_00302322.1, ZP_00302621.1, ZP_00382185.1,
ZP_00421178.1, ZP_00447483.1, ZP_00460867.1, ZP_00472600.1, ZP_00501320.1, ZP_00508605.1, ZP_00533224.1,
ZP_00570670.1, ZP_00573577.1, ZP_00599786.1, ZP_00600581.1, ZP_00601484.1, ZP_00601805.1, ZP_00611583.1,
ZP_00622136.1

A.1.4 Datensatz zu hHSDL1

A5PJF6.1, ASWWC6.1, AAD44482.1, AAF53580.3, AAH12043.1, AAH18084.2, AAH41194.1, AAH48053.1,
AAH61543.1, AAH65074.1, AAH74162.1, AAHS84629.1, AATI86821.1, AAH97457.1, AAI04219.1, AAI04220.1,
AAT06918.1, AAT42093.1, AAK15047.1, AAK16927.1, AAM11201.1, AAN10974.1, AAN10975.1, AAN10976.2,
AANT1421.1, AAP36605.1, AAS58450.1, AAS58451.1, AAW25162.1, AAW27771.1, AAW27868.1, AAX08960.1,
AAY42207.1, ABW03509.1, BAC11262.1, BAC40340.1, BAC40401.1, BAD08526.1, BAD96601.1, BAE29726.1,
BAE31180.1, BAF85314.1, BAG52039.1, BAG52086.1, CAE59108.1, CAE66201.1, CAE66202.1, CAE68425.1,
CAET72516.1, CAG12961.1, CAG32125.1, CAH71615.1, CAH92260.1, CAI11665.1, CAJ83357.1, CAN88283.1,
D89134, EAL31581.1, EAL33589.1, EAL39713.1, EAW68082.1, EAW68088.1, EAW95502.1, EAW95503.1,
EAW95504.1, EDL11602.1, EDL79606.1, EDL92671.1, EDO41444.1, EDV25139.1, EDV54886.1, EDV99297.1,
EDW11504.1, NP_001005837.1, NP_001008607.1, NP_001017234.1, NP_001020067.1, NP_001074384.1,
NP_001080055.1, NP_001088370.1, NP_001092341.1, NP_001097168.1, NP_001126323.1, NP_032317.1,
NP_057226.1, NP_113651.3, NP_114455.1, NP_446459.1, NP_498386.2, NP_506449.1, NP_507092.1,
NP_508591.1, NP_572420.1, NP_609816.1, NP_609817.1, NP_724022.2, NP_724023.1, NP_780394.1, NP_955907.1,
NP_957175.1, Q10130, Q28IUL.1, Q3SXM5.2, Q4V8B7.1, Q53GQ0.2, QSE9H7.1, Q5R7KO0.1, Q5XG4l.1,
Q5ZJG8.1, Q6PTRS.1, Q8AVYS.1, Q8BTX9.1, T15867, XP_001112230.1, XP_001112266.1, XP_001158375.1,
XP_001179990.1, XP_001189408.1, XP_001356525.1, XP_001374727.1, XP_001509376.1, XP_001603427.1,
XP_001633507.1, XP_001949331.1, XP_001974486.1, XP_001993372.1, XP_002002062.1, XP_002113029.1,
XP_317611.2, XP_317612.2, XP_341697.1, XP_393710.2, XP_396586.1, XP_520709.1, XP_536765.1, XP_536765.2,
XP_788968.2, XP_848504.1, XP_966502.1

206



A Anhang

A.2 Phylogenetische Stammbdume

A.2.1 Phylogenetischer Stammbaum zu hCBR4

NP_116172.2, Carbonic reductase 4 [Homo sapiens]
XP_526726.2, PREDICTED: Hyp! ical protein [Pan

EAX04798.1, Carbonic reductase 4, isoform CRA_b [Homo sapiens]

Q8N4T8.2, Carbonyl reductase 4 [Homo sapiens]

A4IFA7.1, Carbonyl reductase 4 [Bos taurus]

¥P_534547.1, PREDICTED: similar to Carbonic reductase 4 [Canis familiaris]
XP_001499252.1, PREDICTED: similar to Carbonyl reductase 4 [Equus caballus]
Q77556.1, Carbonyl reductase 4 [Rattus norvegicus]

Q91VT4.2, Carbonyl reductase 4 [Mus musculus]

EDL28650.1, Carbonyl reductase 4, isoform CRA_a [Mus musculus]

XP_001365677.1, PREDICTED: similar to Carbonyl reductase 4 [Monodelphis domestica]
XP_001508580.1, PREDICTED: similar to Carbonyl reductase 4 [Ornithorhynchus anatinus]
XP_420403.1, PREDICTED: similar to Carbonyl reductase 4 [Gallus gallus]

Q68ER2.1, Carbonyl reductase 4 [Xenopus tropicalis]

Q6NUE2.1, Carbonyl reductase 4 [Xenopus laevis]

99 | AAH68653.1, Cbré protein [Xenopus laevis]

| AAH65615.1, Zgc:77144 [Danio rerio]

9 IQéP0H7 1, Carbonyl reductase 4 [Danio rerio]

3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase [verschiedene Protozoen]
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A.2.2 Phylogenetischer Stammbaum zu hDHRS1

CAD38773.1, hypothetical protein [Homo sapiens]

EAW66039.1, dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1, isoform CRA_c [Homo sapiens] G ruppe der
AAH14057.1, DHRS1 protein [Homo sapiens] ve rt ebrat en
CAH92610.1, hypothetical protein [Pongo abelii]

AAH15943.1, DHRS1 protein [Homo sapiens]

NP_612461.1, dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Homo sapiens]

¥P_001113806.1, PREDICTED: similar to dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 isoform 2 [Macaca mulatta]

¥P_509871.2, PREDICTED: hypothetical protein isoform 2 [Pan troglodytes]
AAH79263.1, Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Rattus norvegicus]

iy

7 Q99L04.1, Dehydrogenase/reductase SDR family member 1 [Mus musculus]
AAI12529.1, Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Bos taurus]

¥P_537393.2, PREDICTED: similar to dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Canis familiaris]

S
3
g
u
[

¥P_001369623.1, PREDICTED: similar to Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Monodelphis domestical

AAH72703.1, Dehyd tase (SDR family) member 1 [Danio rerio]
100 NP_505327.2, F59E11.2 [Caenorhabditis elegans]
15 XP_001674527.1, Hypothetical protein CBG19152 [Caenorhabditis briggsae AF16]
NP_508580.2, DeHydrogenases, Short chain family member (dhs-26) [Caenorhabditis elegans]
100 |: XP_001676394.1, Hypothetical protein CBG14194 [Caenorhabditis briggsae AF16]

100 |®_797581.1, PREDICTED: similar to Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Strongylocentrotus purpuratus]

XP_001182580.1, PREDICTED: similar to Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 1 [Strongylocentrotus purpuratus]
14 AAP06340.1, SICHGC02362 protein [Schistosoma japonicum]

94 AAX27589.2, SJICHGCO5166 protein [Schistosoma japonicum]

XP_002111987.1, hypothetical protein TRIADDRAFT_23710 [Trichoplax adhaerens)

XP_002111986.1, hypothetical protein TRIADDRAFT_55571 [Trichoplax adhaerens)

XP_