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1  E I N L E I T U N G  

1.1 Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung 
In Peptidketten sind die Aminosäuren über kovalente chemische Bindungen verknüpft. 

Diese Peptidbindungen bilden damit die Grundlage für die Generierung der Primärstruktur 
von Proteinen. Mithilfe der Resonanztheorie postulierte LINUS PAULING bereits vor über sech-
zig Jahren die Planarität der Peptidbindung [1]. Die Basis bildet dabei die Delokalisierung des 
freien Stickstoff-Elektronenpaars, die zur Resonanz der Doppelbindung innerhalb der Pep-
tidbindung in unterschiedlichen Resonanzstrukturen und folglich zum partiellen Doppelbin-
dungscharakter der C–N-Bindung führt. Diese Bindung besitzt eine Länge von 1,32 Å und ist 
damit um 0,13 Å kürzer, als sie für eine normale Einfachbindung erwartet würde [2]. Der par-
tielle Doppelbindungscharakter der C–N-Bindung bewirkt eine hohe Rotationsbarriere, 
schränkt damit die freie Rotation um diese Bindung ein und ist letztlich für die Planarität der 
Bindung verantwortlich. Abhängig vom Diederwinkel ω ändert sich die Anordnung der flan-
kierenden Cα-Atome zueinander. Es ergeben sich cis-Isomere (ω ≈ 0°) und trans-Isomere 
(ω ≈ 180°), zwei energetisch begünstigte Konformationen, die durch Isomerisierung ineinan-
der überführt werden können. Dabei muss eine Rotationsbarriere überwunden werden, deren 
energetisches Maximum im Modell in einem orthogonalen Übergangszustand (ω ≈ 90°) zu 
finden ist und mit der Aufhebung des partiellen Doppelbindungscharakters der C–N-Bindung 
sowie einer pyramidalen Ausrichtung beider Atome einhergeht [3]. Aufgrund sterischer Be-
günstigung des trans-Isomers gegenüber dem cis-Isomer in normalen sekundären Amiden, 
nehmen die meisten Peptidbindungen in Proteinstrukturen die trans-Konformation ein [4]. 
Innerhalb der zwanzig gencodierten Aminosäuren bezieht Prolin eine Sonderstellung, da es 
als einzige Aminosäure in Peptiden mit der ihr N-terminal gelegenen Aminosäure eine 
Imidbindung anstelle einer sekundären Amidbindung formt. Die Isomerisierung einer solchen 
Prolylbindung wird als Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerisierung oder kurz Prolyl-
Isomerisierung bezeichnet und ist schematisch in ABBILDUNG 1 dargestellt. Die Symmetrie des 
Pyrrolidinringes der Prolyl-Seitenkette verursacht ähnliche sterische Verhältnisse im cis- und 
trans-Isomer und wird für eine geringere Energiedifferenz zwischen beiden Konformeren im 
Vergleich zu sekundären Amiden verantwortlich gemacht [4]. Berechnungen zufolge liegt die 
Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Imidbindungen in cis-Konformation bei etwa 30 % 
[5]. Untersuchungen bestätigen in Proteinen deutlich höhere Anteile an cis-Prolylbindungen 
als an sonstigen Peptidbindungen in cis-Konformation [6-8].  

Prolyl-Isomerisierungen sind langsame Reaktionen. Sie sind häufig Ursache der lang-
samen Faltungsreaktionen von Proteinen und bilden geschwindigkeitsbestimmende Schritte 
bei der Ausbildung von deren nativer Konformation [9]. Bereits 1984 wurde in Halle von  
FISCHER et al. erstmals ein Enzym aus Schweineniere isoliert, das die Prolyl-Isomerisierung 
beschleunigt und damit eine neue Enzymklasse entdeckt, die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerasen (PPIasen, EC 5.2.1.8.) [10]. Es stellte sich heraus, dass es sich bei diesem Protein 
um Cyclophilin A (CypA) handelt, den hochaffinen Interaktionspartner des Immunsuppressi-
vums Cyclosporin A [11, 12]. Die Vertreter dieser ersten Familie innerhalb der PPIasen wer-
den deshalb als Cyclophiline bezeichnet. Auch der Name der zweiten PPIase-Familie,  
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FK506-bindende Proteine (FKBP), leitet sich von der Entdeckung ihres ersten humanen pro-
totypischen Vertreters FKBP12 ab, welches als Bindeprotein der immunsuppressiv wirkenden 
Substanz FK506 gefunden wurde [13, 14]. Daneben existiert mit den sogenannten Parvulinen 
(Par) eine dritte PPIase-Familie. Der Name Parvulin findet seinen Ursprung im lateinischen 
Wort für klein (parvulus) und deutet auf die geringe Molekülmasse des 1994 entdeckten ers-
ten Vertreters dieser Familie aus Escherichia coli hin, dem Parvulin 10 [15]. Die Aminosäu-
resequenzen der drei Familien zeigen keine Homologien untereinander. Sowohl Cyclophiline 
als auch Pin1 zeigen aber bei ihrer Inhibierung Ähnlichkeiten [16, 17]. 

 
ABBILDUNG 1: ISOMERISIERUNG ZWISCHEN DER CIS- UND TRANS-FORM EINER PEPTIDYL-PROLYLBINDUNG. Abbildung 
nach FISCHER, 2000, verändert [3]. 

 
 

1.2 Cyclosporin A und die Bedeutung extrazellulärer Cyclophiline 
Aus einer im Jahre 1969 aus dem norwegischen Hardangervidda entnommenen Boden-

probe ließ sich ein Pilz isolieren der später als Tolypocladium inflatum identifiziert wurde 
[18-20]. Aus diesem Ascomyceten konnte das hydrophobe cyclische Undekapeptid Cyclospo-
rin A (CsA) gewonnen werden [18]. Nach der Entdeckung der starken immunsuppressiven 
Eigenschaften dieser Substanz kam diese erstmals 1978 bei der Behandlung von Transplanta-
tionspatienten zum Einsatz [20-22].  

Als wesentliche zelluläre Ziele für CsA treten die Cyclophiline in den Vordergrund, von 
denen die meisten durch CsA im nanomolaren Bereich reversibel inhibiert werden [23]. Cyc-
lophiline sind ubiquitär verbreitete und über verschiedene Spezies hoch konservierte Enzyme. 
In menschlichen Geweben sind derzeit achtzehn Mitglieder der Cyclophilin-Familie mit Mo-
lekülmassen zwischen 18 kDa und 358 kDa beschrieben, die entweder lediglich aus einer pro-
totypischen Cyclophilin-Domäne bestehen oder zusätzliche N- bzw. C-terminale Erweiterun-
gen bzw. weitere Domänen aufweisen [24]. Cyclophiline spielen durch ihre PPIase-Aktivität 
eine Rolle in der Proteinfaltung [25].  

Das aus 165 Aminosäuren bestehende prototypische CypA ist hochabundant und wurde 
als erstes CsA-Bindeprotein identifiziert [26]. Die Reste 9, 10, 11, 1 und 2 von CsA formen 
die sogenannte „Cyclophilin-Bindedomäne“ und sind maßgeblich an der Interaktion im kata-
lytischen Zentrum von CypA beteiligt [27-29]. Der CypA-CsA-Komplex ist in der Lage, in 
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Zellen einen ternären Komplex mit dem Zielprotein Calcineurin, einer Ca2+- und Calmodulin-
abhängigen Serin/Threonin-Proteinphosphatase (PP2B) auszubilden und deren Phosphatase-
aktivität zu inhibieren [30]. Die Reste 4 bis 7 von CsA formen die sogenannte „Calcineurin-
Bindedomäne“ und sind für die Wechselwirkung des CypA-CsA-Komplexes mit Calcineurin 
verantwortlich [27-29]. Im Effekt wird die Dephosphorylierung des Calcineurinsubstrates 
NFAT (nuclear factor of activated T-cells) unterdrückt und eine Aktivierung dieses Tran-
skriptionsfaktors in T-Zellen verhindert. Die daraus resultierende Repression der Transkripti-
on von für Cytokine codierenden Genen, wie beispielsweise Interleukin-2, hat die Suppressi-
on der T-Zellaktivierung zur Folge [31-33]. Die Blockierung der Cyclophilin-katalysierten 
Prolyl-Isomerisierung durch Bindung der Cyclophiline an CsA zum einen, die Interaktion des 
CypA-CsA-Komplexes mit Calcineurin und die damit einhergehende Hemmung der Phospha-
taseaktivität des Calcineurins zum anderen sind wenigstens zwei verschiedene Ereignisse, die 
zu den physiologischen Wirkungen von CsA führen [34].  

Obwohl Cyclophiline intrazellulär an vielen physiologischen Funktionen beteiligt sind, 
erfahren extrazelluläre Cyclophiline insbesondere bei der Chemotaxisinduktion von Immun-
zellen und als Vermittler interzellulärer Kommunikation zunehmende Beachtung [35, 36]. 
Momentan ist von drei Cyclophilinen, Cyclophilin A, Cyclophilin B (CypB) und Cyclophi-
lin C (CypC), sowohl intra- als auch extrazelluläre Lokalisation prägnant, wobei sich die Sek-
retionswege aufgrund unterschiedlicher Lokalisierung der einzelnen Isoformen unterscheiden 
[37]. CypA besitzt kein Sekretionssignal [36]. Neben spontaner Sekretion können verschiede-
ne Faktoren wie beispielsweise oxidativer Stress, Bestrahlung oder die Stimulation mit CsA 
bzw. Lipopolysacchariden die Sekretion von CypA aus verschiedenen Zelltypen in den Extra-
zellularraum induzieren [38-41]. In vaskulären glatten Muskelzellen induziert oxidativer 
Stress die Sekretion von CypA über einen vesikulären Sekretionsweg [38, 42]. Das sekretierte 
CypA aktiviert ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) in Abhängigkeit von der PPI-
ase-Aktivität und stimuliert das Wachstum der vaskulären glatten Muskelzellen [38]. Vor 
kurzem wurde die Notwendigkeit der Acetylierung der Seitenketten der Aminosäurereste 
Lys82 und Lys125 in CypA für diesen Sekretionsweg erkannt [43]. Radioaktive Bestrahlung 
von Brustkrebszellen führte zur Sekretion von CypA mit Mustern posttranslationaler Modifi-
kationen von Aminosäureseitenketten durch Acetylierung bzw. Methylierung [44]. Generell 
ist davon auszugehen, dass posttranslationale Modifikation starken Einfluss auf die Protein-
sekretion nimmt [45]. Ein hoher Glukose-Gehalt fördert die Sekretion von CypA aus Mo-
nozyten [46]. Nekroptose stellt eine durch die Kinase RIP1 (receptor-interacting protein 1) 
regulierte Form des programmierten nekrotischen Zelltods dar, bei der die Plasmamembran 
ihre Intaktheit im Verlauf des Vorgangs verliert. Sie geht in einer frühen Phase mit der Ent-
lassung von CypA in den extrazellulären Raum einher, dessen Freisetzung auch als Biomarker 
für Nekroptose diskutiert wird [47]. 

Eine Signalsequenz, wie sie in CypB vorkommt1) und zu dessen Lokalisierung im En-
doplasmatischen Retikulum sie führt, kann ein Protein in Richtung des sekretorischen Sig-
nalwegs dirigieren und dessen Sekretion fördern [35, 36, 48]. Für CypB ist eine schnelle Sek-

                                                
1) Das Signalpeptid am N-Terminus von CypB umfasst 25 Aminosäurereste [35]. 
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retion über einen konstitutiven Sekretionsweg infolge von Stimulation der Zellen mit CsA 
beschrieben [49, 50]. Einige Zelllinien sekretieren CypB auch spontan [51, 52]. 

Das transmembrane Glykoprotein CD147 (cluster of differentiation 147, EMMPRIN, 
extracellular matrix metalloproteinase inducer, Basigin) ist für extrazelluläre Cyclophiline 
der vornehmliche Signalrezeptor zur Signalweiterleitung, die sehr wahrscheinlich PPIase-
Aktivität der Cyclophiline erfordert [37, 53, 54].  

Extrazelluläre Cyclophiline spielen unter pathophysiologischen Gesichtspunkten eine 
besondere Rolle, da in Patienten mit typischen Entzündungserkrankungen erhöhte Konzentra-
tionen an extrazellulärem CypA in den entzündeten Geweben und Körperflüssigkeiten auftre-
ten. Beispielsweise finden sich erhöhte Mengen an extrazellulärem CypA in Gelenkflüssigkei-
ten von Patienten mit rheumatoider Arthritis [55]. Extrazelluläres CypA vermittelt die Adhä-
sion von Monozyten und Makrophagen an die extrazelluläre Matrix und die Steigerung der 
Biosynthese von MMP-9 (Matrixmetalloproteinase-9), einem Vertreter der Proteasen, die an 
den entzündeten Gelenken hauptsächlich für den Abbau der Knorpelsubstanz verantwortlich 
sind [56]. CypA wird deshalb als wichtiges Zielprotein zur Behandlung dieser Erkrankung 
angesehen [57]. Signifikante Anstiege der PPIase-Aktivitäten fanden sich in Seren von Pati-
enten mit Sepsis und eine erhöhte PPIase-Aktivität in Serum korrelierte mit einer erhöhten 
Menge an extrazellulärem CypA sowie einer erhöhten Mortalitätsrate dieser Patienten [58]. 
CypA könnte dabei als Mediator in der Pathophysiologie der Sepsis fungieren, und wird in 
dieser Beziehung als diagnostischer Marker diskutiert [59]. Im Mausmodell zur Simulation 
akuten Lungenversagens wurden erhöhte Mengen an CypA in der Flüssigkeit nach broncho-
alveolärer Lavage detektiert [60]. Erhöhte Mengen von extrazellulärem CypA fanden sich in 
Mausmodellen für akute asthmatische Entzündung und für chronisches allergisches Asthma 
[61, 62]. CypA wird dabei als CD147-abhängiger Induktor der Chemotaxis von aktivierten T-
Zellen (CD4+) angesehen, einem Zelltyp dem besondere Bedeutung bei der Asthmaerkran-
kung beigemessen wird [61]. Der Plasma-CypA-Gehalt korreliert mit dem Alter und dem 
nüchternen Blutzuckerwert und ist in Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich zu 
gesunden Probanden erhöht. In Patienten mit zusätzlicher Koronararterienerkrankung ist die-
ser Effekt noch stärker ausgeprägt. Der Plasma-CypA-Gehalt kommt deshalb als klinischer 
Marker für Gefäßerkrankung bzw. proinflammatorischer Indikator in Patienten mit Diabetes 
mellitus Typ 2 in Betracht [46, 63, 64]. Außerdem wird er in Verbindung mit dem Entzün-
dungsparameter C-reaktivem Protein (CRP) als klinischer Marker für das Risiko von Koro-
nararterienerkrankung vorgeschlagen [65, 66].  

Da die Cyclophilin-CD147-Interaktion bei der Pathogenese von entzündlichen Erkran-
kungen eine wichtige Stellung einnimmt, steht ihre Inhibierung durch CsA und durch dessen 
Derivate als Therapiemöglichkeit im Mittelpunkt. Allerdings ist CsA aufgrund seiner immun-
suppressiven Eigenschaften für die klinische Anwendung als Entzündungshemmer oder 
Krebsmedikament nur wenig geeignet [67]. Das nicht-immunsuppressive CsA-Derivat 
NIM811 wirkt im Mausmodell von akutem Lungenversagen entzündungshemmend [60]. 
NIM811 kann jedoch die Zellmembran passieren und dadurch auch intrazelluläre Cyclophili-
ne inhibieren, was zu Nebenwirkungen beitragen kann [67, 68]. Damit bilden CsA-Derivate 
die Grundlage für die Entwicklung selektiver Inhibitoren extrazellulärer Cyclophiline [34, 69]. 
Das nicht-immunsuppressive, zellimpermeable CsA-Derivat MM218 besitzt ähnliche inhibi-
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torische Aktivität gegenüber CypA wie CsA [69]. Im Mausmodell der akuten allergischen 
Lungenentzündung hemmt es die Leukozytenrekrutierung und wirkt entzündungshemmend 
[70]. Außerdem reduziert es Atemwegsschleim und verbessert die Lungenfunktion [70]. Da-
mit scheinen CsA-Derivate als Basis für die Medikamententwicklung gegen derartige Ent-
zündungserkrankungen geeignet zu sein. 

 
 
 

1.3 Die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase Pin1 
In einem Screening mittels Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde die humane PPIase Pin1 

als Interaktionspartner von NIMA entdeckt [71]. NIMA ist das Produkt des Gens nimA (never 
in mitosis A), einer für das Fortschreiten der Mitose essentiellen Serin/Threonin-spezifischen 
Proteinkinase in Aspergillus nidulans [72-75]. Bei Pin1 (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 
NIMA-interacting 1) handelt es sich um eine PPIase der Parvulin-Familie die vom Gen PIN1 
codiert wird [71]. Viele Organismen besitzen Homologe zum humanen Pin1, beispielsweise 
das essentielle Ess1/Ptf1 (codiert durch das Gen ESS1) in Saccharomyces cerevisiae, in Schi-
zosaccharomyces pombe, das Ssp1 in Neurospora crassa bzw. das Dodo (codiert durch das 
Gen DOD) in Drosophila melanogaster [76-80]. Pin1-Homologe PPIasen finden sich auch in 
verschiedenen Pflanzen [81, 82]. 

Das humane Pin1 ist aus 163 Aminosäureresten aufgebaut und besitzt eine Molekül-
masse von 18243 Da2) [71]. Es ist ein Zwei-Domänen-Protein, das aus einer aminoterminalen 
WW-Domäne und einer carboxyterminalen PPIase-Domäne besteht [71]. Pin1 ist an der Re-
gulation der Mitose beteiligt [71]. Deletion von ESS1 in Hefe und Depletion von Pin1 in He-
La-Zellen führen zu einer Arretierung der Zellen in der Mitose [71]. PIN1 kann ESS1 in Hefe 
funktionell ersetzen [71]. Für HeLa-Zellen, die zusätzliches Pin1 generieren, ist eine Arretie-
rung in der G2-Phase des Zellzyklus beschrieben [71]. In kultivierten Zellen ist Pin1 während 
der Interphase nahezu vollständig im Nukleus lokalisiert und zeigt Ansammlungen in Sub-
strukturen (nuclear speckles) innerhalb des Nukleus [71, 83, 84]. Für diese spezielle Lokali-
sierung wird die WW-Domäne des Proteins verantwortlich gemacht [83, 84]. Daneben ist 
Pin1 auch im Cytoplasma präsent [85]. Pin1 besitzt ein putatives Kernlokalisierungssignal 
(nuclear localization signal, NLS) in der PPIase-Domäne, das für die nukleäre Lokalisierung 
des Enzyms eine wichtige Rolle spielt [85]. Die Interaktion von Pin1 mit Importin α5 lässt 
vermuten, dass Pin1 durch aktiven Transport über ein Importin-Transportsystem in den Nuk-
leus gelangt [85]. 

1.3.1 Die WW-Domäne von Pin1 
WW-Domänen sind kleine, globuläre Proteindomänen, die Protein-Protein-

Wechselwirkungen durch Bindung Prolin-reicher Motive vermitteln [86, 87]. Sie lassen sich 
in verschiedenen regulatorischen und in Signalprozesse involvierten Proteinen finden [86, 88]. 
WW-Domänen umfassen zwischen 35 und 40 Aminosäuren [87]. Zwei hochkonservierte 
                                                
2) UniProt-Eintrag Q13526 (PIN1_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/Q13526 (31.01.2015) 
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Tryptophanreste in der Primärstruktur vieler WW-Domänen sind namensgebend für diese 
Gruppe von Proteindomänen [86]. Die beiden Tryptophanreste weisen einen Abstand von 20 
bis 22 Aminosäuren voneinander auf [87]. Die WW-Domäne von Pin1 wird aus den Amino-
säureresten 1 bis 39 gebildet und trägt die konservierten Tryptophanreste Trp11 und Trp34 [71, 
89]. WW-Domänen zeigen Unterschiede in der Präferenz für Konsensussequenzen ihrer Lig-
anden und werden danach in verschiedene Gruppen unterteilt [90, 91]. Die WW-Domäne von 
Pin1 bindet Liganden mit Serin-Prolin- bzw. Threonin-Prolin-Stellen, die eine Phosphorylie-
rung an der β-Hydroxylgruppe des entsprechenden Serin- bzw. Threoninrestes aufweisen, 
sogenannte phospho-Ser/Thr-Pro-Motive (pSer/Thr-Pro-Motive) [92, 93]. Sie zählt damit zu 
WW-Domänen der Gruppe IV, die eine charakteristische Präferenz für diese Motive zeigt [90, 
93]. Aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften (geringe Größe, hohe Löslichkeit, hin-
reichende thermodynamische Stabilität etc.) eignet sich die isolierte WW-Domäne von Pin1 
als Modellsystem und ist biophysikalisch gut charakterisiert [94-97].  

Die WW-Domäne von Pin1 besteht aus einem dreisträngigen, antiparallelen β-Faltblatt 
[89]. Die Verbindung der einzelnen Stränge, als β1, β2 und β3 bezeichnet, wird über zwei 
Schleifen (loops), loop 1 (zwischen β1 und β2) und loop 2 (zwischen β2 und β3), hergestellt 
[98]. loop 1 ist ungewöhnlich lang und flexibel und liegt direkt an der Binderegion für 
pSer/Thr-Pro-Motive [94, 98]. Die konservierten, aromatischen Aminosäurereste Tyr23 und 
Trp34 bilden eine Furche auf der Oberfläche der WW-Domäne und sind in die Erkennung und 
Bindung prolinhaltiger Liganden involviert [98]. Die Prolylseitenkette des Liganden bindet 
dabei zwischen beiden Resten [93]. Die Phosphatbinderegion umfasst die Seitenketten der 
Aminosäuren Ser16 und Arg17 im loop 1 sowie Tyr23 [93, 98]. Die Guanidiumseitengruppe 
von Arg17 geht elektrostatische Wechselwirkung mit dem Phosphatrest der N-terminal zum 
Prolin gelegenen Aminosäureseitenkette des Liganden ein. Weiterhin bilden sich zwischen 
diesem Phosphatrest und den Seitenketten von Ser16 und Tyr23 Wasserstoffbrückenbindungen 
aus [93]. Die Dissoziationskonstanten KD zwischen der WW-Domäne und verschiedener Lig-
anden liegen im mikromolaren Bereich [93, 94, 99]. Die WW-Domäne selbst besitzt keine 
katalytische Aktivität [92]. 

Die Proteinkinase A ist in der Lage, Pin1 innerhalb der WW-Domäne an Ser16 zu phos-
phorylieren [84]. Eine Phosphorylierung an dieser Position kann die Interaktion von Pin1 mit 
dessen Substraten verhindern [84]. Außerdem wird dadurch die Lokalisierung von Pin1 in 
nuclear speckles unterbunden, was mit einer diffusen Lokalisierung des Proteins innerhalb der 
Zelle einhergeht [84]. Die Funktion von Pin1 kann damit durch Phosphorylierung der WW-
Domäne an Ser16 reguliert werden [84]. 

1.3.2 Die PPIase-Domäne von Pin1 
Die carboxyterminale PPIase-Domäne von Pin1 wird durch die Aminosäurereste 45 bis 

163 gebildet [71, 89]. Ein flexibler Bereich (linker, Aminosäuren 40 bis 45) verbindet in Pin1 
die WW-Domäne mit der PPIase-Domäne [89]. Beide Domänen sind derart angeordnet, dass 
zwischen ihnen eine hydrophobe Kavität entsteht [89]. Das Grundgerüst der PPIase-Domäne 
bildet ein viersträngiges, antiparalleles β-Faltblatt [89]. Vier α-Helices umgeben diese leicht 
gewölbte Struktur [89]. Die PPIase-Domäne von Pin1 zeigt charakteristische Spezifität für 
pSer/Thr-Pro-Motive in Substraten und katalysiert effizient die cis/trans-Isomerisierung der 
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Proylbindung dieser Motive [89, 100]. Pin1 zählt damit zur Gruppe der Parvuline mit Spezifi-
tät für bestimmte phosphorylierte Aminosäurereste von Substraten. Zur Gruppe der Parvuline, 
die diese Spezifität nicht aufweist, gehören Par10 aus Escherichia coli, mit Präferenz für 
Leucyl-Prolylbindungen als Substrate [15] sowie das humane Par14, das die höchste katalyti-
sche Effizienz gegenüber Arginyl-Prolylbindungen zeigt [101].  

Die hochkonservierten Aminosäurereste Leu122, Met130 und Phe134 formen eine hydro-
phobe Bindetasche für die zyklische Prolyl-Seitenkette und die Peptidyl-Prolylbindung der 
Substrate [89]. Die Phosphatbindetasche des aktiven Zentrums des Enzyms wird durch die 
drei basischen Aminosäurereste Lys63, Arg68 und Arg69 gebildet [89]. Die beiden Argininreste 
befinden sich in einer Schleifenregion [89]. Ein Austausch dieser Reste gegen Leucin- oder 
Alaninreste geht mit einer deutlich verringerten PPIase-Aktivität des Enzyms gegenüber Pep-
tidsubstraten mit pSer-Pro-Motiven einher [83, 100]. Die Aminosäurereste Cys113, His59, 
His157 und Ser154 sind um die isomerisierende Peptidyl-Prolylbindung des Substrates angeord-
net [89]. Auch Aminosäureaustausche in Pin1 an Position 59 oder 113 gegen Alaninreste füh-
ren zu Pin1-Varianten mit verringerten PPIase-Aktivitäten gegenüber Peptidsubstraten mit 
pSer-Pro-Motiven [83, 100].  

Die PPIase-Domäne von Pin1 zeigte bei Untersuchungen mit konformationsspezifi-
schen substratanalogen Inhibitoren sowohl Affinität zu Inhibitoren in der cis- als auch in der 
trans-Konformation. Allerdings wies die PPIase-Domäne gegenüber dem Inhibitor in cis-
Konformation höhere Affinität auf [102, 103]. Pin1 ist in der Lage, simultan das cis-
Konformer an der WW-Domäne und das trans-Konformer an der PPIase-Domäne zu binden 
[103]. Die Analyse einer Kristallstruktur von Pin1 im Komplex mit einem Dipeptid lässt auch 
eine bevorzugte Bindung von cis-Konformeren vermuten [89].  

Die Affinitäten der Interaktionen phosphorylierter Liganden mit der isolierten PPIase-
Domäne von Pin1 unterscheiden sich leicht von denen mit Pin1-Volllängenprotein und lassen 
eine Modulation der Bindungsaffinität durch Domäneninteraktion mutmaßen [93, 102]. Sub-
stratbindung von Pin1 erhöht die Domäneninteraktion und führt zum Verlust von Flexibilität 
entlang eines Kanals von konservierten hydrophoben Aminosäureresten in der PPIase-
Domäne [103]. Die Aminosäurereste 138 bis 142 der PPIase-Domäne und die Aminosäureres-
te 27 bis 30 der WW-Domäne sind in Pin1 an der Ausbildung einer Berührungsfläche (do-
main interface) beider Domänen beteiligt [104]. Für Pin1 wird eine über diese Berührungsflä-
che vermittelte allosterische Regulation der PPIase-Domäne durch die WW-Domäne vermutet 
[103, 104]. Eine Pin1-Variante, die in dieser Berührungsfläche einen Aminosäureaustausch 
des Isoleucinrestes an Position 28 gegen einen Alaninrest trägt, zeigt reduzierten Interdomä-
nenkontakt im Vergleich zum Wildtyp-Protein, der mit veränderter Substratbindungsaffinität, 
Isomeraseaktivität und Konformationsdynamik einhergeht [104].  

Die Ser/Thr-Kinase DAPK1 (death-associated protein kinase 1) interagiert mit der PPI-
ase-Domäne von Pin1 und besitzt die Fähigkeit, diese spezifisch an Ser71 im katalytischen 
Zentrum zu phosphorylieren [105]. Eine Phosphorylierung an dieser Position führt zu kataly-
tischer Inaktivität des Enzyms [105]. Darüber hinaus unterbindet die Phosphorylierung die 
Lokalisierung von Pin1 im Nukleus [105]. Spezifische Phosphorylierung von Pin1 an Ser65 in 
der PPIase-Domäne durch PLK1 (polo-like kinase 1) unterdrückt die Ubiquitinierung von 
Pin1 und führt zu dessen Stabilisierung [106]. 
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1.3.3 Interaktionen zellzyklusrelevanter Proteine mit Pin1 
Reversible Proteinphosphorylierung ist ein bedeutender Mechanismus zur Signalweiter-

leitung in der Zelle [107]. Der Seitenkettenphosphorylierung von Serin- bzw. Threoninresten 
in Ser/Thr-Pro-Motiven, der sogenannten Prolin-gerichteten Phosphorylierung, kommt dabei 
eine Schlüsselrolle in der Kontrolle vieler Signalmoleküle in einer Vielzahl zellulärer Prozes-
se zu [108-110]. Die Kontrolle des zellulären Gehaltes an phosphorylierten Ser/Thr-Pro-
Motiven erfolgt dabei durch Prolin-gerichtete Proteinkinasen, beispielsweise durch Vertreter 
der Kinase-Familien CDK (cyclin-dependent kinase), ERK (extracellular signal-regulated 
kinase) und PLK (polo-like kinase) [111]. Für einige Prolin-gerichtete Kinasen und Phospha-
tasen wurde gezeigt, dass sie konformationsspezifisch sind und die cis- oder trans-
Konformation der Peptidyl-Prolylbindung ihrer Substrate erkennen [112-114]. Seitenketten-
phosphorylierung verlangsamt in Ser/Thr-Pro-Motiven die bereits langsame cis/trans-
Isomerisierungsgeschwindigkeit der Prolylbindung [100]. Außerdem induziert diese Phospho-
rylierung lokale strukturelle Veränderungen [115]. Die Pin1-spezifische phosphorylierungs-
abhängige PPIase-Aktivität gegenüber Ser/Thr-Pro-Motiven vermittelt der Prolin-gerichteten 
Phosphorylierung enorme Bedeutung, da durch Pin1-katalysierte Prolyl-Isomerisierungen 
Phosphorylierungssignale in Konformationsänderungen transformiert werden können, die 
dann in diversen Zielaktivitäten der zellulären Proteinsubstrate resultieren [111, 116, 117]. 
Pin1 interagiert dabei mit vielen zellzyklusrelevanten Proteinen. Die Interaktion und Aktivität 
von Pin1 kann vielfältige Einflüsse auf die entsprechenden Zielproteine haben [111, 116]. 
Insbesondere kann Pin1 eine verstärkende oder inhibierende Wirkung auf die Stabilität, den 
Phosphorylierungsstatus, die enzymatische Aktivität, die Transkriptionsaktivität und die Pro-
teininteraktionen mit Zielproteinen ausüben [111, 116]. Außerdem ist Pin1 in der Lage, die 
Lokalisierung und Prozessierung von Zielproteinen zu beeinflussen [111].  

Beispielsweise erhöht Pin1 die Stabilität von β-Catenin sowie dessen subzelluläre Loka-
lisierung [118]. Knockout von Pin1 führt zu einer verminderten Menge an β-Catenin in Maus-
geweben [118]. Pin1 bindet in β-Catenin das Motiv pSer246-Pro247 und katalysiert dessen Iso-
merisierung [118]. Dies verhindert die Interaktion von β-Catenin mit APC (adenomatous po-
lyposis coli protein) [118]. Die Menge an β-Catenin im Nukleus erhöht sich dadurch und führt 
zu Transaktivierung von Zielgenen des β-Catenins [118]. Pin1 beeinflusst auch den turnover 
des Regulatorproteins Cyclin E [119]. Cyclin E kann durch CDK2 (cyclin-dependent kina-
se 2) an Ser384 phosphoryliert werden [119]. Diese Phosphorylierung beeinflusst die Interakti-
on des Proteins mit Pin1 [119]. Pin1 unterstützt allerdings die Degradierung von Cyclin E 
[119]. Abwesenheit von Pin1 resultiert in einem erhöhten zellulären Gehalt an Cyclin E [119]. 

In Xenopus laevis reguliert Pin1, abhänging von dessen katalytischer Aktivität, den 
Replikationscheckpoint und verhindert vorzeitigen Eintritt der Zellen in die Mitose [120]. 
Pin1 spielt eine Rolle in der Chromosomenkondensation während der Mitose [121]. Dabei ist 
die Interaktion von Pin1 mit Chromatin in der G2/M-Phase erhöht [121]. Pin1 interagiert mit 
der Topoisomerase TopoIIα und ist in der Lage, in vitro die Phosphorylierung von TopoIIα 
durch die Kinase Cdc2/Cyclin B zu erhöhen und dadurch die Interaktion von Pin1 mit Chro-
matin zu verstärken [121]. In silico wurden zehn potentielle Interaktionsstellen für Pin1 in der 
Topoisomerase TopoIIα gefunden [122]. Die Interaktion von Pin1 mit Chromatin korreliert 
mit der Anwesenheit mitotischer Phosphoproteine am Chromatin [121]. Neuere Untersuchun-
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gen zeigen die Interaktion von Pin1 mit Histon H1 und die Regulation des Histons durch 
phosphorylierungsabhängige Prolyl-Isomerisierung [123]. In vitro ändert Pin1 die Konforma-
tion der C-terminalen Domäne von phosphoryliertem Histon H1, wenn es am Nukleosom ge-
bunden ist [123]. Pin1 fördert die Dephosphorylierung von Histon H1 in vitro [123]. Außer-
dem stabilisiert Pin1 dessen Bindung am Chromatin [123]. Pin1 ist so in die Chromatinregula-
tion involviert [123]. Außerdem ist die Topoisomerase II für die Dissoziation der Replikati-
onsproteine ORC1 (origin recognition complex 1) und RPA (replication protein A) vom 
Chromatin in der späten S-Phase des Zellzyklus verantwortlich und koppelt so die Replikati-
onstermination mit der Entfernung der Replikationskomplexe, um die Replikationskomplexe 
in der Mitose zurückzusetzen [124]. Pin1 ist in diesen Prozess involviert und verhindert die 
Degradation von ORC1 in der Mitose [124].  

Pin1 zeigt zentrosomale Lokalisierung und Überexpression von PIN1 fördert Zentroso-
menduplikation und Aneuploidie [125]. Die Inhibierung des Enzyms verzögert hingegen die 
Zentrosomenamplifikation [125]. Pin1 wird deshalb als Koordinator der Zentrosomenduplika-
tion und DNA-Synthese angesehen, dessen Fehlregulationen zu Störungen bei diesen Prozes-
sen führen [125].  

Während der Zellteilung wird Pin1 zum midbody rekrutiert und zeigt während der Cy-
tokinese Lokalisierung im midbody-Ring [126]. Pin1 interagiert dort mit dem Cep55 (centro-
some protein 55 kDa), einem für die Zelltrennung essentiellen Protein dieses Ringes, welches 
ein Substrat für die PPIase darstellt [126]. Cep55 ist ein mitotisches Phosphoprotein und wird 
durch die Kinasen CDK1 (cyclin-dependent kinase 1) und ERK2 an Ser425 und Ser428 phos-
phoryliert [127]. Die beiden phosphorylierten Aminosäurereste sind Teile von pSer-Pro-
Motiven und stellen die Interaktionsstellen von Pin1 in Cep55 dar [126]. Pin1 vermittelt die 
Interaktion von Cep55 mit der Kinase PLK1 sowie die Phosphorylierung von Cep55 durch 
diese Kinase an Ser436 [126]. Außerdem erhöht Pin1 die Stabilität von Cep55 während der 
Mitose [128]. Knockdown von Pin1 führt zur Steigerung von Defekten bei der Cytokinese und 
unterstreicht dessen wichtige regulierende Funktion bei diesem Prozess [126, 128].  

Das PP1-spezifische (PP1, protein phosphatase 1) Phosphataseinhibitorprotein I-2 (in-
hibitor-2) interagiert phosphorylierungsabhängig mit Pin1 [129, 130]. Genauere Untersu-
chungen zeigen, dass Pin1 und I-2 in Lösung Tetramere ausbilden [130]. I-2 verändert als 
allosterischer Regulator die Pin1-Bindung zu phosphorylierten Proteinsubstraten [129]. I-2 
wird deshalb eine Rolle als Pin1-Regulator im Zellzyklus speziell beim Mitoseeintritt und 
Mitoseaustritt aber auch in anderen Zellzyklusphasen zugeschrieben [129].  

Das Tumorsuppressorprotein p53 stellt einen sehr gut charakterisierten Protein-
Interaktionspartner von Pin1 dar. p53 ist in sehr viele Signalwege der Zelle involviert. Dem 
Protein kommt eine Schlüsselrolle bei der zellulären Stressantwort zu. Genotoxischer Stress 
führt zur Aktivierung von p53. Die Transkriptionsaktivität des Proteins wird durch posttrans-
lationale Modifizierung, Protein-Protein-Interaktion etc. reguliert. DNA-Zerstörung induziert 
die Phosphorylierung von p53 an Ser/Thr-Pro-Motiven, namentlich an Ser33, Ser46, Thr81 und 
Ser315 und geht mit der Erhöhung der p53-Pin1-Interaktion einher [131-133]. Die Interaktion 
wird über die WW-Domäne von Pin1 vermittelt. Die Transaktivierung von p53-Zielgenen 
erfordert zusätzlich eine funktionale PPIase-Domäne von Pin1. Es wird vermutet, dass Pin1-
katalysierte cis/trans-Isomerisierungen an pSer/Thr-Pro-Motiven konformationelle Änderun-
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gen in p53 hervorrufen, die zur Stabilisierung und Aktivierung des Proteins führen. Für die 
Zelle hat dies die Arretierung des Zellzyklus und eine beschleunigte p53-abhängige Apoptose 
durch Aktivierung proapoptotischer p53-Zielgene zur Folge [131-133]. Pin1-katalysierte 
cis/trans-Isomerisierung an pThr81-Pro82 in p53 induziert in dem Protein die Phosphorylierung 
von Ser20 durch die Kinase Chk2 (checkpoint kinase 2) nach DNA-Schädigung [134]. Eine 
Phosphorylierung an Ser20 in p53 verhindert die Interaktion mit dem Protein Mdm2 (mouse 
double minute 2 homolog) und induziert die Dissoziation des p53-Mdm2-Komplexes [132, 
135, 136]. Bei dem p53-Regulator Mdm2 handelt es sich um eine E3-Ubiquitinligase, welche 
die Ubiquitinierung von p53 vermittelt und damit die Erkennung und Degradierung des Pro-
teins über das Ubiquitin-Proteasom-System sicherstellt [137, 138]. Pin1 beeinflusst so die 
Stabilität von p53 [134].  

Daneben moduliert Pin1 nach Stressinduktion die Transkriptionsaktivität von p53 und 
ist für die effiziente Beladung von p53 auf Promotoren von p53-Zielgenen und für die p53-
abhängige Apoptose erforderlich [139]. Pin1 regt, abhängig von der PPIase-Aktivität, die In-
teraktion von chromatingebundenem p53 mit der Acetyltransferase p300 sowie dessen Acety-
lierung an den Aminosäureresten Lys373 und Lys382 an [139]. Acetylierung von p53 beein-
flusst dessen Aktivität und erhöht die Bindung des Proteins mit dessen Zielgenen [140-142]. 
Nach stressinduzierter Phosphorylierung von p53 an Ser46 vermittelt Pin1 außerdem aktivi-
tätsabhängig die Dissoziation von p53 vom Apoptoseinhibitor iASPP und die nachfolgende 
Expression bestimmter apoptotischer Zielgene [139, 143]. Außerdem spielt Pin1 eine wichtige 
Rolle bei onkogenen Funktionen bestimmter p53-Varianten resultierend aus sinnverändernden 
Mutationen (missense mutations) in dem für p53 codierenden Gen TP53 [144]. Pin1 unter-
stützt dabei die Induktion eines p53-Transkriptionsprogramms zur Erhöhung der Aggressivi-
tät von humanem Brustkrebs [144]. Neuere Untersuchungen zeigen, dass Pin1 die stressindu-
zierte Lokalisierung von p53 in den Mitochondrien fördert. Diesem Prozess geht stressindu-
zierte Phosphorylierung an Ser46 in p53 voraus [145].  

1.3.4 Inhibitoren von Pin1 
Pin1 spielt eine wichtige Rolle bei der Onkogenese und Krebs und PIN1 ist in vielen 

Krebszelllinien überexprimiert [146, 147]. Daneben ist das Enzym in die Pathogenese vieler 
Krankheiten involviert, dazu zählen neben Alzheimer und Asthma auch Infektionskrankheiten 
[148-152]. Pin1 ist für Tumorzellen essentiell. Die Verringerung von Pin1 in humanen Krebs-
zelllinien führt zur Arretierung des Zellzyklus und zur Einleitung der Apoptose [71, 83]. In 
einer Reihe von Tumoren wie Prostata-, Gebärmutterhals-, Lungen-, Darm- und Brustkrebs 
wurden erhöhte Expressionsraten von PIN1 gefunden [147, 153-156]. Bei Brustkrebs unter-
stützt Pin1 die frühen Ereignisse bei der Tumorentwicklung [157]. Knockdown von Pin1 
supprimiert in Prostatakrebszellen sowohl das Zellwachstum als auch die Ausbildung des 
kanzerogenen Phänotyps [158]. Dem Enzym wird deshalb nicht nur ein maßgeblicher Beitrag 
zur Entstehung, sondern auch zur Erhaltung von Prostatakrebstumoren zugeschrieben [158]. 
Untersuchungen an knockout-Mäusen konnten zeigen, dass Pin1 für die Lebensfähigkeit von 
Mäusen entbehrlich ist [159]. Aus den genannten Gründen wird Pin1 als Ziel für ein Medi-
kament zur Behandlung von Krebs diskutiert und es wird nach geeigneten Pin1-Inhibitoren 
gesucht [157, 158, 160]. Bislang wurden zahlreiche Versuche unternommen um einen so po-
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tenten Pin1-Inhibitor zu finden, wie er mit CsA für Cyclophiline bzw. FK506 für FKBP exis-
tiert [161]. Trotz des Screenings von sehr vielen Substanzen mittels speziell dafür entwickel-
ten Hochdurchsatzverfahren oder durch strukturbasiertes Design von Molekülen konnten bis-
lang nur wenige Substanzen als Pin1-Inhibitoren mit hoher Pin1-Affinität und Zellpermeabili-
tät identifiziert werden [17, 162-165].  

Der Naturstoff Juglon (5-Hydroxy-1,4-naphtochinon) kann aus Blättern und Fruchtscha-
len von Walnussbäumen (Juglans) isoliert werden und gilt als einer der ersten bekannten In-
aktivatoren der PPIase-Aktivität von Pin1 [166]. Die inhibierende Wirkung von Juglon beruht 
letztlich auf einer partiellen Entfaltung des aktiven Zentrums von Pin1 und ist Folge einer 
irreversiblen MICHAEL-Addition der reaktiven Substanz an die Thiolgruppe von Cys113 des 
Enzyms [166]. Mittlerweile wurde ein anderer Naturstoff, das Polyphenol Epigallocatechinga-
llat (EGCG), ein Flavonoid aus grünem Tee, als mikromolarer Pin1-Inhibitor (Inhibitions-
konstante KI = 20 µM) identifiziert [167]. Die Röntgenkristallstruktur des EGCG/Pin1-
Komplexes lässt eine Bindung von EGCG an beide Pin1-Domänen vermuten [167]. Im 
Mausmodell konnte EGCG das Tumorwachstum unterdrücken [167].  

Neben diesen Naturstoffen ließen sich, ausgehend von Peptidsubstraten mit niedriger 
cis/trans-Isomerisierungsbarriere in Gegenwart von Pin1, Mimetika natürlicher Peptide her-
stellen und als Pin1-Inhibitoren charakterisieren [168-171]. Allerdings sind phosphorylierte 
Serin- und Threoninreste metabolisch instabil und in vivo impermeabel für Zellmembranen 
[170, 172]. Es wurden deshalb verschiedene Strategien verfolgt, um die entsprechenden Pep-
tide zu stabilisieren und zellpermeabel zu machen. So kann eine Maskierung der negativen 
Ladung die Zellpermeabilität der Substanzen erhöhen und zur Aufrechterhaltung der inhibito-
rischen Wirkung dieser Substanzen in vivo beitragen [170, 172]. Außerdem kann die Zyklisie-
rung ein Peptid vor Proteolyse schützen und gleichzeitig die Spezifität und Affinität zu einem 
Bindepartner erhöhen [172, 173]. Das Spektrum von Pin1-Inhibitoren auf Peptidbasis umfasst 
heute deshalb lineare und zyklische, seitenkettenphosphorylierte und nichtphosphorylierte 
Peptide und Peptidmimetika, die teilweise eine Affinität im nanomolaren Bereich gegenüber 
Pin1 aufweisen [163, 172-175]. 

Der Komplex aus dem Peptid-Inhibitor Ac-Phe-D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 mit 
Pin1 wurde mittels Röntgenkristallstrukturanalyse untersucht [175]. Der Pipecolinsäurerest 
(Pip) imitiert in diesem Peptid den Prolinrest eines Substrates und nimmt im Vergleich zu 
diesem einen größeren Raum ein [175]. Das Vorhandensein dieses Restes und die Ausbildung 
einer intramolekularen Wasserstoffbrückenbindung im Peptid zwischen dem Carbonyl-
Sauerstoff von Phe1 und der Amidgruppe von Nal4 zeigt konformative Homologie zu den na-
türlichen zyklischen FKBP-Inhibitoren FK506 und Rapamycin [175]. Dabei ist zu bemerken, 
dass FKBP12 sehr hohe Affinitäten zu FK506 und Rapamycin aufweist. Für diese Interaktio-
nen wurden Dissoziationskonstanten von KD = 0,4 nM (FK506) bzw. KD = 0,2 nM (Ra-
pamycin) bestimmt und beide Substanzen inhibieren die PPIase-Aktivität von FKBP12 [176]. 
Im FKBP12-FK506-Komplex liegen die Ebenen des Amids und des benachbarten Ketocar-
bonyls von FK506 orthogonal zueinander [177]. Diese räumliche Orientierung ähnelt stark 
der Orientierung einer Peptidyl-Prolylbindung eines gebundenen Peptidsubstrates im postu-
lierten Zustand des „verdrillten Amids“ bei dem die Ebene der Carbonylgruppe orthogonal 
zur Ebene des Prolylringes liegt (vgl. ABBILDUNG 36) [177]. Es wird deshalb vermutet, dass 
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FK506 und Rapamycin diesen Übergangszustand nachahmen und dabei insbesondere als Pep-
tidmimetika des Leucin-Prolin-Dipeptids im Zustand des „verdrillten Amids“ fungieren [177, 
178]. In Anlehnung an die funktionelle α-Ketoamidgruppe im FK506 wurden α-Ketoamide 
als potentielle übergangszustandsanaloge Pin1-Inhibitoren hergestellt. Die schwache Inhibie-
rung von Pin1 durch diese Substanzen unterstützt allerdings keinen der für Pin1 vorgeschla-
genen Katalysemechanismen [179].  

Durch Röntgenkristallstrukturanalyse des Komplexes aus dem Peptid-Inhibitor Ac-Phe-
D-Thr(PO3H2)-Pip-Nal-Gln-NH2 mit Pin1 konnte die Raumgeometrie des seitenkettenphos-
phorylierten D-Thr2 des Peptids im aktiven Zentrum der PPIase-Domäne ermittelt werden 
[175]. Dieser liegt in einer basischen Kavität von unerwarteter Größe [175]. Die Aminosäu-
rereste Lys63 und Arg69 von Pin1 haben direkten Kontakt zum Phosphatrest [175]. Der Ami-
nosäurerest von Arg68 bleibt hingegen ungeordnet und zeigt keine direkte Interaktion zum 
Inhibitorpeptid [175]. Durch die Größe der Phosphatbindetasche ist eine „rollende Bewe-
gung“ des Phosphatrestes bei der Isomerisierungsreaktion unter Aufrechterhaltung der elekt-
rostatischen Wechselwirkung mit den basischen Seitenketten denkbar [175]. 

Ausgehend von der Hypothese, die Katalyse von Pin1 verliefe nach dem Übergangszu-
standsmodell des „verdrillten Amids“, führte die Suche nach geeigneten Pin1-Inhibitoren 
zielgerichtet zu übergangszustandsanalogen Substanzen. Dabei rückten Aryl-1-indanylketone 
in den Forschungsfokus, von denen angenommen wird, diesem Kriterium zu genügen [180]. 
Die Grundstruktur dieser Substanzen bildet ein Keton dessen Reste von einem Aryl- bzw. 
Biaryl- und einem an der C1-Position verknüpften Indanylrest gebildet werden. Formal weisen 
diese Verbindungen mit ihrer Ketofunktion strukturelle Äquivalenz zur Carbonylgruppe einer 
Peptidyl-Prolylbindung auf. Der Cyclopentenring am Indanylrest zeigt dabei Ähnlichkeit zum 
Prolinrest der Prolylbindung und lässt eine verdrillte Konformation zwischen dessen Ebene 
und der Ebene der Carbonylgruppe erwarten (ABBILDUNG 36) [180]. Die Bestimmung des 
Diederwinkels durch Kristallstrukturanalyse einer Substanz ergab einen Torsionswinkel von 
92° und bestätigte die verdrillte Konformation [180]. Einige Vertreter dieser Substanzklasse 
erwiesen sich bereits als starke, reversible Pin1-Inhibitoren mit Inhibitionskonstanten im 
submikromolaren Bereich [180]. Einige Substanzen sind zellgängig und inhibierten in der 
Brustkrebszelllinie MCF-7 die Aktivität eines p53-Reportergens [180]. Damit zeigen Aryl-1-
indanylketone biologische Aktivität und sind als Basis für die Weiterentwicklung hochaffiner 
zellgängiger Pin1-Inhibitoren mit biologischer Wirksamkeit geeignet.  

Auch andere Substanzen können den postulierten Übergangszustand des „verdrillten 
Amids“ eines Pin1-Substrates simulieren und dadurch als Pin1-Inhibitoren fungieren. Für ein 
Peptidmimetikum auf Basis eines reduzierten Amids konnte dies durch Röntgenstrukturanaly-
se eines Komplexes mit Pin1 bestätigt werden [171]. Die Kristallstruktur dieses Inhibitors 
zeigt im Komplex mit Pin1 eine trans-Pyrrolidin-Konformation des Prolinringes [171]. Dieser 
Inhibitor weist gegenüber Pin1 eine höhere Affinität auf, als ein vergleichbares Peptidmimeti-
kum auf Basis eines Alkenisosters in cis-Konformation [170, 171]. Stereoisomere der Cyclo-
hexyl-Keton-Inhibitoren Ac-pSer-Ψ[C=OCH]-Pip-Tryptamin als Substratanaloga sind gegen-
über Pin1 nur niedrigaffin und zeigen beim Molecular modelling ins katalytische Zentrum 
von Pin1 eine trans-diaxiale Cyclohexan-Konformation [181]. Für den Katalysemechanismus 
von Pin1 lässt sich deshalb eine Senkung der Isomerisierungsbarriere durch Streckung der 
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Substrate in eine trans-Pyrrolidin-Konformation vermuten, die mit einer pyramidalen Anord-
nung des Stickstoffatoms im Prolylring einhergeht [181].  

 
 
 

1.4 Der MCM2-7-Komplex und die Bedeutung des DNA replication 
licensing factor MCM3 
Viele Proteine, die eine Relevanz für das Fortschreiten des Zellzyklus innehaben, wer-

den durch Pin1 reguliert [182]. Pin1 ist dadurch in viele Abläufe innerhalb des Zellzyklus 
involviert, zu denen auch der Replikationsprozess zählt [120, 124, 182]. Fundamental für die 
Zellteilung ist die vorherige exakte Replikation der DNA, die einen effizienten Mechanismus 
zur Entwindung der doppelsträngigen DNA bedingt [183]. Die replikative Helikase in Euka-
ryoten, die an den Replikationsgabeln für diesen Prozess verantwortlich ist, wird aus dem 
sogenannten CMG-Komplex (Cdc45-MCM-GINS) gebildet [184]. Dieser setzt sich aus drei 
Replikationsfaktoren zusammen, dem Cdc45-Protein und zwei Proteinkomplexen, dem 
MCM-Komplex (minichromosome maintenance) und dem GINS-Komplex (go ichi ni san, 
japanisch für fünf, eins, zwei, drei; tetramerer Komplex aus Cdc105, Cdc101, Cdc102 und 
Cdc103) [184, 185]. Der CMG-Komplex besteht damit aus insgesamt elf Proteinen (Cdc45, 
sechs MCM-Untereinheiten und vier GINS-Untereinheiten), deren codierende Gene über alle 
Gruppen der Eukaryoten konserviert sind [186, 187].  

Die MCM-Proteine MCM2, MCM3, MCM4, MCM5, MCM6 und MCM7 sind Adeno-
sintriphosphatasen (ATPasen) der Superfamilie AAA+ (ATPases associated with diverse cel-
lular activities) und bilden die Untereinheiten des heterohexameren MCM2-7-Komplexes 
(MCM2-7) [188]. Die MCM-Proteine tragen zentral eine etwa 200 Aminosäuren umfassende 
charakteristische ATPase-Domäne, die sogenannte MCM-Box [188]. Die MCM-Box enthält 
die hochkonservierten Motive für ATP-Bindung und Hydrolyse zur Bereitstellung der Energie 
für die Helikasefunktion: Walker A und Walker B sowie ein Arginin-Finger-Motiv [188]. Die 
MCM-Proteine assemblieren zu einem definierten ringförmigen Heterohexamer in einer Wei-
se, dass die konservierten Walker-Motive eines MCM-Proteins mit dem Arginin-Finger des 
direkt benachbarten MCM-Proteins in trans aktive Zentren bilden [189]. Die einzelnen Prote-
ine sind in der Reihenfolge MCM5-MCM3-MCM7-MCM4-MCM6-MCM2 im MCM2-7-
Komplex organisisert [184, 189-191]. MCM-Proteine wurden auch in Archaeen gefunden, die 
jedoch häufig nur ein einzelnes MCM-Protein besitzen, das Homooligomere ausbilden kann 
[186, 187]. 

Eukaryoten besitzen auf ihren Chromosomen mehrere Replikationsursprünge (Origins) 
als Startpunkte der Replikation, die als Bindestellen für den Proteinkomplex ORC (origin of 
recognition complex) dienen [192]. Für die Replikation bildet sich hier während der späten 
M-Phase und der frühen G1-Phase des Zellzyklus der Präpreplikationskomplex aus [184]. 
Dazu rekrutiert der am Origin gebundene ORC zunächst das Protein Cdc6 [184, 193]. Außer-
dem findet die Assemblierung des MCM2-7-Komplexes statt [184]. Die anschließende Bela-
dung des Chromatins mit dem MCM2-7-Komplex zusammen mit dem Protein Cdt1 bildet den 
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finalen Schritt der Formierung des Präreplikationskomplexes [184, 193]. Die Beladung des 
Origins mit den MCM-Proteinen erfolgt als MCM-Doppelhexamerkomplex, bei dem beide 
MCM-Komplexe „Kopf an Kopf“ stehen [194, 195]. In Saccharomyces cerevisiae werden 
beide Hexamere durch MCM3 zum Origin rekrutiert [196]. Dabei interagiert der Carboxy-
Terminus von MCM3 mit ORC-Cdc6 und regt die ATPase-Aktivität von ORC-Cdc6 an [196]. 
Die ATP-Hydrolyse beeinflusst sowohl die Chromatinbeladung als auch die Chromatinentla-
dung mit MCM2-7 [196]. Während der G1-Phase des Zellzyklus erhöht sich sukzessive und 
irreversibel die chromatingebundene MCM-Proteinfraktion, sodass die Mehrheit der MCM-
Proteine direkt vor Beginn der S-Phase in diesem Zustand vorliegen [197]. Zwischen den 
Komplexuntereinheiten MCM2 und MCM5 befindet sich ein „Gate“, welches vermutlich die 
bei der Beladung der DNA mit dem Helikase-Komplex erforderliche Ringöffnung und Ring-
schließung des MCM2-7-Komplexes gewährleistet [190, 198-200]. 

Die Replikationsinitation am Beginn der S-Phase geht mit der Disassemblierung des 
Präreplikationskomplexes und der Ausbildung des CMG-Komplexes einher [184]. Die Bela-
dung mit MCM2-7 korreliert mit verringerter Assoziation des Origins mit ORC, Cdc6 und 
Cdt1 [193]. Die Assemblierung mit Cdc45 und dem GINS-Komplex führt zur Aktivierung der 
ATPase- und Helikase-Aktivität des MCM2-7-Komplexes [185]. Mit fortschreitender S-
Phase gehen die chromatingebundenen MCM-Proteine allmählich wieder in die ungebundene 
Form über und dieser Prozess erfordert Replikation [197]. Durch die G2-Phase bis zur Mitose 
liegen die MCM-Proteine dann ungebunden in der Zelle vor [197]. Bei Arretierung der Repli-
kation bleiben die MCM-Proteine chromatinassoziiert [197].  

Die Replikationsinitation wird in Eukaryoten durch die Zellzykluskinasen CDK und 
DDK (Dbf4/Drf1-dependent kinase, Cdc7) kontrolliert und die Kinasen sind für die Assemb-
lierung und Aktivierung des CMG-Komplexes erforderlich [201-205]. Der Präreplikations-
komplex assembliert bei niedriger CDK-Aktivität in der späten M- und frühen G1-Phase des 
Zellzyklus [205-207]. Der Helikasekomplex wird durch steigende CDK-Aktivität am Beginn 
der S-Phase aktiviert [201, 202]. Ein hoher CDK-Gehalt bleibt im Verlauf der S- und G2-
Phase des Zellzyklus erhalten, bis die Kinasen am Ende der M-Phase inaktiviert werden. Dies 
gewährleistet die einmalige Initiation der Replikation im Zellzyklusverlauf [201, 202, 208]. 

Verschiedene Untersuchungen beschreiben die MCM2-7-Komplexproteine als Ziele für 
multiple Phosphorylierungen [201, 202, 204, 209-213]. Proteinphosphorylierung von MCM3, 
MCM4 und einer Untereinheit des GINS-Komplexes durch die Aktivität von Chk2 (check-
point kinase 2) kann den CMG-Komplex in Drosophila melanogaster inhibieren [209]. Auch 
die Assemblierung des MCM2-7-Komplexes und die Beladung des Chromatins mit diesem 
Komplex geschehen zellzyklusabhängig und werden durch Phosphorylierung beeinflusst [201, 
202, 211]. Besondere Bedeutung kommt dabei der Komplexuntereinheit MCM3 zu [201, 202]. 
Dessen CDK1-abhängige Phosphorylierung an Ser112 löst die Assemblierung mit den restli-
chen Untereinheiten des MCM-Komplexes und die folgende Chromatinbeladung aus [202]. In 
NIH 3T3-Zellen ist die chromatinassoziierte Menge an MCM3-Variante S112A signifikant 
geringer im Vergleich zum Wildtyp-Protein [202]. MCM3 stellt auch ein Substrat für Cyc-
lin E/CDK2 dar [201]. Die Kinase kann MCM3 an Thr722 phosphorylieren und diese Phos-
phorylierung reguliert die Chromatinbeladung des Proteins [201]. Ein Aminosäureaustausch 
gegen Alanin an dieser Position führt zu einer deutlich verminderten Menge an chromatinge-
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bundenem MCM3 [201]. Außerdem inhibiert die Überexpression des Wildtyp-Gens, jedoch 
nicht die Überexpression des Mutanten-Gens den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus [201]. 
Ein Experiment mit HEK 293T-Zellen zeigt, dass alle vier FLAG-fusionierten MCM3-
Varianten, in denen ein Aminosäureaustausch gegen Alanin in je einer der Phosphorylie-
rungsstellen der Serin/Threonin-Prolin-Motive von MCM3 vorliegt, reduzierte Chromatinbe-
ladung aufweisen [201]. Die Menge an chromatinassoziierter MCM3-Variante T722A ist um 
über 80 % geringer im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-Protein und zeigt innerhalb 
dieser Reihe die geringste Affinität zum Chromatin [201]. Außerdem kann die Inhibierung 
von Serin/Threonin-Kinasen durch 6-Dimethylaminopurin die Beladung des Chromatins mit 
Xenopus MCM3 unterbinden [214-216]. Die MCM2-7-Proteine zeigen sehr hohe Abbundanz, 
die chromatinassemblierten MCM2-7-Komplexe sind jedoch nicht an direkten Replikations-
orten lokalisiert, sondern zeigen eine Verteilung auf nichtreplikativer DNA. Außerdem wird 
die DNA mit einer größeren Menge an MCM-Hexameren beladen als Origins und ORCs exis-
tent sind. Diese Phänomene werden als sogenanntes „MCM-Paradox“ bezeichnet [208, 217]. 

Proteine, die bei der DNA-Replikation beteiligt sind, übernehmen zeitlich differenzierte 
Funktionen in verschiedenen Kompartimenten innerhalb der Zelle [218]. Dazu zählen neben 
Proteinen des ORC auch MCM-Proteine, die wahrscheinlich abseits ihrer Funktionen bei der 
DNA-Replikation noch andere Rollen innerhalb des Zellzyklus spielen [219, 220]. Das 
Zentrosom stellt ein Zellorganell dar, in dem Präreplikationskomplexproteine einschließlich 
den ORC- und MCM-Proteinen lokalisiert sind [219, 220]. Die MCM-Proteine scheinen 
durch den gesamten Zellteilungszyklus dort stabil gebunden zu bleiben und sind für die Regu-
lation der Zentrosomenreduplikation verantwortlich [218, 219]. Knockdown oder Überexpres-
sion codierender Gene des ORC- bzw. MCM-Proteinkomplexes führt zur Fehlregulation der 
Zentrosomenbiogenese [218]. Ablation von MCM5 führt in CHO-Zellen (Chinese hamster 
ovary) zur Reduplikation des Zentrosoms [221]. Die Rekrutierung von MCM5 zum Zentro-
som kann durch die Interaktion des Proteins mit Cyclin A bzw. Cyclin E erfolgen [221, 222]. 
Die Inhibierung der Zentrosomenreduplikation erfordert keine weiteren Untereinheiten des 
MCM-Komplexes [221, 222]. Der genaue funktionelle Mechanismus der MCM-Proteine am 
Zentrosom ist allerding unklar [218]. Die Anwesenheit von Proteinen des ORC und MCM-
Komplexes am Zentrosom lässt aber die Möglichkeit der zeitlichen Koordination zwischen 
DNA-Replikation und Chromosomensegregation zu [218].  

 
 
 

1.5 Ziele der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist es, neue Interaktionspartner der PPIase Pin1 zu identifizieren, eine 

ausgewählte Interaktion mit biochemischen Methoden zu untersuchen und den Einfluss des 
Enzyms auf den Interaktionspartner unter physiologischen Gesichtspunkten zu charakterisie-
ren. Ferner sollen neue niedermolekulare Substanzen auf die Inhibierung der PPIase-Aktivität 
von Pin1 in vitro getestet werden. Darüber hinaus soll mithilfe neuer CsA-Derivate eine Me-
thode zur Identifizierung von PPIasen in biologischen Proben entwickelt werden. 
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2  M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N  

2.1 Chemikalien, Peptide, Peptidderivate, Proteine, Inhibitoren, 
Oligonukleotide, Vektoren und Antikörper 

2.1.1 Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von SIGMA-ALDRICH, St. Louis 

bezogen, sofern sie nicht in TABELLE 1 aufgeführt sind. 

TABELLE 1: VERWENDETE CHEMIKALIEN UND DEREN HERSTELLER. 

Bezeichnung Hersteller 
Agar ROTH, Karlsruhe 
α-Chymotrypsin MERCK, Darmstadt 
Ammoniumperoxodisulfat SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Ampicillin APPLICHEM, Darmstadt 
β-Mercaptoethanol MERCK, Darmstadt 
Brij 35 SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Bromphenolblau APPLICHEM, Darmstadt 
Calciumchlorid MERCK, Darmstadt 
Citrat ROTH, Karlsruhe 
Complete Proteaseinhibitor ROCHE DIAGNOSTICS, Basel 
Coomassie Brillant Blau R 250 ROTH, Karlsruhe 
Coomassie Brillant Blau G 250 SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Cyclosporin A (CsA) LC LABORATORIES, Woburn 
DAPI  CHEMICON INTERNATIONAL, Temecula 
Dimethylsulfoxid (DMSO, Uvasol) MERCK, Darmstadt 
Dithiothreitol ROTH, Karlsruhe 
Essigsäure ROTH, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) ROTH, Karlsruhe 
Ethanol (Uvasol) MERCK, Darmstadt 
Glukose ROTH, Karlsruhe 
Glycin MP BIOMEDICALS, Solon 
Hefeextrakt SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsäure) APPLICHEM, Darmstadt 
Immersionsöl ROTH, Karlruhe 
Isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranosid (IPTG) APPLICHEM, Darmstadt 
Kaliumchlorid APPLICHEM, Darmstadt 
Kanamycin APPLICHEM, Darmstadt 
Magnesiumchlorid MERCK, Darmstadt 
Milchpulver APPLICHEM, Darmstadt 
Natriumchlorid APPLICHEM, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat APPLICHEM, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Paraformaldehyd ROTH, Karlruhe 
PBS Tabletten LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad 
Pepton (enzymatischer Verdau) SIGMA-ALDRICH, St. Louis 
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PhosSTOP Phosphataseinhibitor ROCHE DIAGNOSTICS, Basel 
Piperazin-N,N’-bis-(2-ethansulfonsäure) PIPES SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Rotiphorese-Gel 30 ROTH, Karlruhe 
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA BACHEM, Bubendorf 
Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA BACHEM, Bubendorf 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) ROTH, Karlruhe 
Trichloressigsäure (TCA) MERCK, Darmstadt 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) APPLICHEM, Darmstadt 
Triton X-100 APPLICHEM, Darmstadt 
Trypsin SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Trypsin-EDTA-Lösung PAA, Cölbe 
Tween 20 SERVA ELECTROPHORESIS, Heidelberg 
Wasser, destilliert, Super Q entionisiert MERCK MILLIPORE, Darmstadt 

 

2.1.2 Peptide, Peptidderivate, Proteine und Inhibitoren  
Die verwendeten Peptide einschließlich der membrangebundenen Peptide und der CsA-

Derivate 9 und 11 wurden von Dr. M. MALEŠEVIĆ synthetisiert. CsA-Derivat 10 wurde von 
Dr. V. KAHLERT synthetisiert. Humanes CypA, humanes CypB und murines CypC wurden 
von Dr. C. SCHIENE-FISCHER rekombinant hergestellt und gereinigt. Die Pin1-Inhibitoren 
wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. BRAUN der Universität Düsseldorf synthetisiert. 
Alle Substanzen wurden von den genannten Personen freundlicherweise für diese Arbeit zur 
Verfügung gestellt. 

2.1.3 Oligonukleotide und Vektoren 
TABELLE 2 liefert eine Übersicht zu den in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und Oli-

gonukleotiden. Sämtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-BIOTECH, Ebersberg 
bezogen. Alle im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Vektoren wurden mit üblichen molekular-
biologischen Methoden (KAPITEL 2.2) hergestellt. Die Richtigkeit der verwendeten DNA-
Sequenzen wurde durch kommerzielle DNA-Sequenzierung (MWG-BIOTECH, Ebersberg) der 
entsprechenden DNA-Abschnitte überprüft. Die codierende Sequenz von MCM3 wurde durch 
Amplifikation des entsprechenden DNA-Abschnitts mittels Polymerase-Kettenreaktion (KA-

PITEL 2.2.2) an einer cDNA-Bibliothek erhalten. Diese cDNA-Bibliothek wurde von 
Dr. M. FROST aus einer mRNA-Präparation aus HeLa-Zellen hergestellt und freundlicher-
weise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt.  
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TABELLE 2: VERWENDETE VEKTOREN UND OLIGONUKLEOTIDE UND DEREN HERKUNFT. 

Herstellung von hPin1-pET28a bzw. Pin1-PPIase 
Vektor pET28a(+) (EMD BIOSCIENCES, Darmstadt)  
kloniert von S. HOTTENROTT 
Restriktionsstellen NcoI/HindIII 
Antibiotikaresistenz Kanamycin 
Verwendung Transformation in E. coli BL21 zur Herstellung und Reinigung von Pin1 

(Pin11-163) bzw. Pin1 PPIase-Domäne (Pin1 PPIase, Pin145-163) 
Herstellung von pPin1-WW a) 
Vektor pGEX-4T1 (GE HEALTHCARE, Chalfont St. Giles) 
Restriktionsstellen EcoRI/XhoI 
Primer 5’-ATAGAATTCATCGACGGGAGGGCGGACGAGGAGAAGCTG-3’ 

5’-TATCTCGAGTCAGCCGCTGGGCCGCTCCCA-3’ 
Antibiotikaresistenz Ampicillin 
Verwendung Transformation in E. coli BL21 zur Herstellung von Pin1 WW mit N-

terminaler GST-Fusion (GST-Xa-WW) und anschließender Reinigung von 
Pin1 WW (Pin12-39)  

Herstellung von pEGFP-Pin1 
Vektor pEGFP-C1 (BD BIOSCIENCES CLONTECH, Franklin Lakes) 
kloniert von S. DAUM 
Restriktionsstellen XhoI/EcoRI 
Antibiotikaresistenz Kanamycin, Neomycin 
Verwendung Transfektion in HeLa-Zellen zur transienten Biosynthese von Pin1 mit N-

terminaler eGFP-Fusion (eGFP-Pin1) 
Herstellung von pGST-Pin1 und pGST-Pin1_W34A, pGST-Pin1_K63A sowie pGST-Pin1_R68/69A b) 
Vektor pGEX-4T (GE HEALTHCARE, Chalfont St. Giles) 
kloniert von T. STUKENBERG [223] 
Antibiotikaresistenz Ampicillin 
Mutageneseprimer für 
pGST-Pin1_W34A: 
 
pGST-Pin1_K63A: 
 
pGST-Pin1_R68/69A: 

 
5’-CGCCAGCCAGGCGGAGCGGCCCAG-3’ 
5’-CTGGGCCGCTCCGCCTGGCTGGCG-3’ 
5’-CCTGCTGGTGGCGCACAGCCAGTC-3’ 
5’-GACTGGCTGTGCGCCACCAGCAGG-3’ 
5’-CAGCCAGTCAGCGGCGCCCTCGTCCTG-3’ 
5’-GGACGAGGGCGCCGCTGACTGGCTGTG-3’ 

Verwendung Transformation in E. coli BL21 zur Herstellung und Reinigung von Pin1 und 
Pin1-Varianten mit N-terminaler GST-Fusion (GST-Pin1, GST-Pin1 W34A, 
GST-Pin1 K63A bzw. GST-Pin1 R68/69A) 

Herstellung von pGST-WW 
Vektor pET42_mod_TEV [224] 
kloniert von P. BAYER [224] 
Restriktionsstellen NcoI/EcoRI 
Antibiotikaresistenz Kanamycin 
Verwendung Transformation in E. coli BL21 zur Herstellung von Pin1 WW-Domäne mit 

N-terminaler GST-Fusion (GST-Pin1 WW) 
Herstellung von pGST-PPIase 
Vektor pGEX-5X1 (GE HEALTHCARE, Chalfont St. Giles) 
kloniert von B. HERNANDEZ 
Restriktionsstellen EcoRI/XhoI 
Antibiotikaresistenz Ampicillin 
Verwendung Transformation in E. coli BL21 zur Herstellung von Pin1 PPIase-Domäne mit 

N-terminaler GST-Fusion (GST-Pin1 PPIase) 



 2   M A T E R I A L  U N D  M E T H O D E N 

 

 19 

Herstellung von pSuper-Pin1 a) 
Vektor pSUPERIOR.neo+gfp (OLIGOENGINE, Seattle) 
Restriktionsstellen BglII/HindIII 
Primer 5’-GATCCGCCGAGTGTACTACTTCAATTCAAGAGATTGAAGTAGTAC 

ACTCGGCTTTTTTGGAAA-3’ 
5’-AGCTTTTCCAAAAAAGCCGAGTGTACTACTTCAATCTCTTGAATT 
GAAGTAGTACACTCGGCG-3’ 

Antibiotikaresistenz Ampicillin, Neomycin 
Verwendung Transfektion in HeLa-Zellen zur transienten Biosynthese von Pin1-

gerichteten siRNA’s (RNAi gegen Pin1) 
Herstellung von pHisMax-Pin1 a) 
Vektor pcDNA4/HisMax B (LIFE TECHNOLOGIES, Carlsbad) 
Restriktionsstellen EcoRI/XhoI  
Primer 5’-GATTAGAATTCTGCGGACGAGGAGAAG-3’ 

5’-CTAGACTCGAGTCACTCAGTGCGGAGG-3’ 
Antibiotikaresistenz Ampicillin, Zeocin 
Verwendung Transfektion in HeLa-Zellen zur transienten Biosynthese von Pin1 mit N-

terminaler Hexahistidin-Fusion (His6-Pin1) 
Herstellung von pFLAG-MCM3 a) und pFLAG-MCM3_S112A, pFLAG-MCM3_T464A, pFLAG-
MCM3_S611A, pFLAG-MCM3_T722A sowie pFLAG2-MCM3 b) 
Vektor pCMV-Tag2B (AGILENT TECHNOLOGIES, Santa Clara) 
Restriktionsstellen EcoRI/XhoI 
Primer für die Klonierung 5’-ATGATAGAATTCGCGGGTACCGTGGTGCTGGACGAT-3’ 

5’-ATGATACTCGAGTCAGATGAGGAAGATGATGCCCTC-3’ 
Antibiotikaresistenz Kanamycin, Neomycin 
Mutageneseprimer für 
pFLAG-MCM3_S112A: 
 
pFLAG-MCM3_T464A: 
 
pFLAG-MCM3_S611A: 
 
pFLAG-MCM3_T722A: 
 
pFLAG2-MCM3: 

 
5’-CTCCAAGCACGTCGCCCCGCGGACTC-3’ 
5’-GAGTCCGCGGGGCGACGTGCTTGGAG-3’ 
5’-GACCAGTATAAGGCTCCAATGGAGAAC-3’ 
5’-GTTCTCCATTGGAGCCTTATACTGGTC-3’ 
5’-CCGCCAGGACAGCTCCAGTTACAGC-3’ 
5’-GCTGTAACTGGAGCTGTCCTGGCGG-3’ 
5’-CTCAAGTACACGCTCCAAAGACGGC-3’ 
5’-GCCGTCTTTGGAGCGTGTACTTGAG-3’ 
5’-GATGACGACGATAAGGCCCCGGGCGGAGCCCCCGGGCTGCAG-3’ 
5’-CTGCAGCCCGGGGGCTCCGCCCGGGGCCTTATCGTCGTCATC-3’ 

Verwendung Transfektion in HeLa-Zellen zur transienten Biosynthese von MCM3 und 
MCM3-Varianten mit N-terminaler FLAG-Fusion (FLAG-MCM3, FLAG-
MCM3 S112A, FLAG-MCM3 T464A, FLAG-MCM3 S611A, FLAG-MCM3 
T722A) bzw. mit modifizierter N-terminaler FLAG-Fusion (FLAG2-MCM3) 

Herstellung von pEGFP-MCM3 a) 
Vektor pEGFP-C1 (BD BIOSCIENCES CLONTECH, Franklin Lakes) 
Restriktionsstellen EcoRI/XhoI 
Primer für die Klonierung 5’-GATCTCGAGCTGCGGGTACCGTGGTGCTG-3’ 

5’-TGGATGAATTCTCAGATGAGGAAGATGAT-3’ 
Antibiotikaresistenz Kanamycin, Neomycin 
Verwendung Transfektion in HeLa-Zellen zur transienten Biosynthese von MCM3 mit N-

terminaler eGFP-Fusion (eGFP-MCM3) 
a) Der entsprechende Vektor wurde im Rahmen dieser Arbeit kloniert. b) Im vorhandenen Vektor wurden im 
Rahmen dieser Arbeit die entsprechenden Mutationen eingeführt.  
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2.1.4 Antikörper 

TABELLE 3: VERWENDETE ANTIKÖRPER UND DEREN HERSTELLER. 

Antikörper  Antigen Hersteller Bezeichnung 
Alexa-Fluor 546-Anti-Maus IgG  MOLECULAR PROBES, Eugene A11003 
Anti-β-Aktin β-Aktin SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, Dallas sc-1616 
Anti-BrdU BrdU BIOLEGEND, San Diego 317901 
Anti-CypA CypA PAB PRODUCTION, Hebertshausen  
Anti-γ-Tubulin γ-Tubulin SIGMA-ALDRICH, St. Louis T3559 
Anti-GFP GFP SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, Dallas SC-8334 
Anti-FLAG FLAG-Tag BETHYL LABORATORIES, Montgomery A190-102A 
Anti-Histon H3 Histon H3 CELL SIGNALING TECHNOLOGY, 

Cambridge 
#9715 

Anti-MCM2 MCM2 MBL, Japan M069-3S 
Anti-MCM3 MCM3 ABD SEROTEC, Puchheim AHP839 
Anit-MCM3 (phospho-Thr722) MCM3  

phospho-Thr722 
BIORBYT, Cambridge orb128348 

Anti-MCM4 MCM4 ABD SEROTEC, Puchheim AHP840 
Anti-MCM5 MCM5 ABD SEROTEC, Puchheim MCA1860 
Anti-MCM6 MCM6 BD BIOSCIENCES, Heidelberg 557595 
Anti-MCM7 MCM7 BIOLEGEND, San Diego 602701 
Anti-Pin1 Pin1 BIOGENES, Berlin  
Anti-pThr-Pro phospho- 

Thr-Pro 
NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich #9391S 

FITC-Anti-Maus IgG  SIGMA-ALDRICH, St. Louis F9006 
Peroxidase-Anti-Kaninchen IgG  SIGMA-ALDRICH, St. Louis A6154 
Peroxidase-Anti-Maus IgG  SIGMA-ALDRICH, St. Louis A5902 
Peroxidase-Anti-Ziege IgG  SIGMA-ALDRICH, St. Louis A-5420 
Rhodamin Red-X-Anti-
Kaninchen IgG 

 MOLECULAR PROBES, Eugene R-6394 

Texas Red-Anti-Ziege IgG  SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, Dallas SC-2786 
 

 
 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Plasmid-Präparation 
Präparationen von Plasmid-DNA erfolgten üblicherweise mithilfe des GenElute Plas-

mid Miniprep Kits (SIGMA-ALDRICH, St. Louis) nach Angaben des Herstellers. Plasmid-
Präparationen im größeren Maßstab wurden nach Herstellerangaben mit dem GenElute HP 
Plasmid Maxiprep Kit (SIGMA-ALDRICH, St. Louis) durchgeführt. Die Bestimmung der Kon-
zentration der präparierten DNA geschah an einem Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 
(PEQLAB BIOTECHNOLOGIE, Erlangen) durch Messung der Absorption bei einer Wellenlänge 
von 260 nm. Als Referenz diente der jeweils verwendete Puffer. Die Lagerung der präparier-
ten DNA erfolgte bei −20 °C. 
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion 
Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) für Klonierungen wurden mit dem Phusion High-

Fidelity PCR Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) durchgeführt. Polymerase-
Kettenreaktionen für die ortsgerichtete Mutagenese erfolgten mit dem Pfu DNA Polymerase 
Kit (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham). Polymerase-Kettenreaktionen für analytische 
Zwecke wurden mithilfe des Taq DNA Polymerase Kits (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 
Waltham) durchgeführt. Sämtliche Polymerase-Kettenreaktionen erfolgten nach Protokollen 
des Herstellers in einem Mastercycler gradient (EPPENDORF, Hamburg). Zur Analyse und 
Reinigung der amplifizierten DNA-Zielsequenzen wurde die Methode der Agarosegel-
Elektrophorese (KAPITEL 2.2.3) verwendet. Die Lagerung amplifizierter DNA-Zielsequenzen 
erfolgte bei −20 °C. 

2.2.3 Agarosegel-Elektrophorese 
Die Agarosegel-Elektrophorese wurde in einer horizontalen Trennkammer mit Netzge-

rät EV-243 (BIOTEC-FISCHER, Reiskirchen) in TAE-Puffer (40 mM TRIS/HCl pH 8,0, 
0,1142 % (v/v) Essigsäure, 1 mM EDTA) bei einer konstanten Spannung von 90 V durchge-
führt. Hierfür wurden Agarosegele mit einer Größe von 10 × 10 cm mit 0,5 – 2 % Agarose 
und 0,01 % (v/v) SYBR Safe DNA Gel Stain (INVITROGEN, Eugene) in TAE-Puffer verwendet. 
DNA-Proben wurden mit Gel Loading Dye Blue (6X) (NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich) 
versetzt. Als Referenz wurde ein DNA-Größenstandard 1 kb DNA Ladder bzw. 100 bp DNA 
Ladder (NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich) mitgeführt. Die Analyse der Agarosegele erfolgte 
an einem Geldokumentationssystem DIANA II (RAYTEST, Straubenhardt). Extraktion von 
DNA aus dem Agarosegel wurde mithilfe des EasyPure DNA Purification Kits (BIOZYM SCI-

ENTIFIC, Hessisch Oldendorf) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

2.2.4 Restriktionsverdau 
Restriktionsverdaus von DNA für Klonierungen mittels Restriktionsendonukleasen 

(NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich) erfolgten unter Bedingungen des Herstellers, üblicher-
weise für 2 h bei 37 °C. Anschließend wurden die Ansätze durch Agarosegel-Elektrophorese 
(KAPITEL 2.2.3) analysiert und gereinigt. Danach wurde die verdaute DNA aus dem Agarose-
gel eluiert und für die Ligation eingesetzt. Restriktionsansätze für ortsgerichtete Mutagenesen 
wurden mit DpnI des QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kits (AGILENT TECHNOLOGIES, 
Waldbronn) für 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 4 µl des Restriktionsansatzes 
direkt zur Transformation (KAPITEL 2.2.6) in E. coli DH5α eingesetzt. Die Lagerung verdauter 
DNA erfolgte bei −20 °C. 

2.2.5 Ligation 
Die Ligation von DNA für Klonierung erfolgte mithilfe der T4 DNA Ligase (THERMO 

FISHER SCIENTIFIC, Waltham) unter den Spezifikationsangaben des Herstellers, üblicherweise 
in einem Horizontalschüttler Thermomixer comfort (EPPENDORF, Hamburg) für 1 h bei 20 °C. 
Danach wurde der gesamte Ligationsansatz direkt zur Transformation (KAPITEL 2.2.6) in 
E. coli DH5α eingesetzt. 
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2.2.6 Transformation 
Die Transformation von DNA erfolgte in chemisch kompetente Zellen E. coli DH5α 

oder E. coli BL21. Diese wurden von der Arbeitsgruppe SCHIENE-FISCHER bereitgestellt. Für 
die Transformation wurde ein bei −80 °C gelagertes Aliquot der kompetenten Zellen für 
10 min auf Eis inkubiert. Es folgte die Zugabe der zu transformierenden DNA. Die Zellen 
wurden anschließend für weitere 60 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock der Zellen für 
90 s bei 43 °C in einem Thermomixer comfort wurden die Zellen erneut für 3 min auf Eis in-
kubiert. Danach wurde 400 µl LB-Medium zugegeben und die Zellen für 1 h in einem Ther-
momixer comfort bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden schließlich auf Agarplatten mit LB-
Medium und entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und diese für 16 h im Brutschrank bei 
37 °C inkubiert. 

 
 
 

2.3 Präparative Methoden 

2.3.1 Anzucht von Escherichia coli 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die K-12-Sicherheitsbakterienstämme E. coli DH5α 

und E. coli BL21 (DE3) verwendet. Alle Arbeiten wurden an einer Sicherheitswerkbank 
HERAsafe (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) durchgeführt. Die Kultivierungen der 
E. coli-Zellen in Flüssigkulturen erfolgten je nach Maßstab in sterilen Kulturröhrchen oder in 
Erlenmeyerkolben. Als Kulturmedium diente steriles LB-Medium (10 g/l Pepton, 5 g/l Hefe-
extrakt, 10 g/l NaCl), dem das entsprechende Antibiotikum (100 µg/ml Ampicillin bzw. 
10 µg/ml Kanamycin) zugesetzt wurde. Für die Herstellung von Festkulturen in Petrischalen 
wurden dem Medium zusätzlich 20 g/l Agar zugesetzt. Die Kulturgefäße wurden mit einer 
ausgeglühten Impföse mit den entsprechenden E. coli-Zellen angeimpft und für 16 h bei 
37 °C inkubiert. Festkulturen wurden in dem Inkubator Unitherm BE 67 (UNIEQUIP, Martins-
ried) inkubiert. Flüssigkulturen wurden in einem Inkubationsschüttler Innova 4330 (NEW 

BRUNSWICK SCIENTIFIC, Edison) bei 200 U/min schüttelnd inkubiert.  
Für die Anzucht von E. coli-Zellen zur Proteinherstellung wurden Erlenmeyerkolben 

mit je 1 l LB-Medium und entsprechendem Antibiotikum mit je 50 ml einer Vorkultur ange-
impft. Diese Hauptkulturen wurden dann so lange kultiviert, bis die optische Dichte bei 
600 nm einen Wert zwischen 0,5 und 0,7 erreicht hatte. Die Bestimmung der optischen Dichte 
erfolgte an einem UV/VIS-Spektrophotometer Novaspec II (PHARMACIA LKB BIOTECHNO-

LOGY, Uppsala) in Einmalküvetten aus Acryl (SARSTEDT, Nümbrecht) mit Schichtdicken von 
1 cm. Die Genexpression wurde zu diesem Zeitpunkt durch Zusetzen von 1 mM IPTG indu-
ziert. Die Hauptkulturen wurden dann für 4 h weiterkultiviert. Die Zellen wurden schließlich 
durch Zentrifugation in der Zentrifuge Sorvall RC 5B Plus (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 
Waltham) mit dem Rotor SLA-3000 (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) pelletiert 
(6000 U/min, 15 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde bis zu dessen Verwendung bei –80 °C ge-
lagert. 
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2.3.2 Aufschluss von Escherichia coli-Zellen für Proteinpräparation 
Für den Zellaufschluss wurden üblicherweise 8 g E. coli-Pellet auf Eis mit 50 ml des 

jeweiligen Lysepuffers versetzt und eine Zellsuspension hergestellt. Der Zellaufschluss er-
folgte anschließend mechanisch mit dem Hochdruckzellaufschlusssystem TS 0.75 (CONSTANT 

SYSTEMS LIMITED, Daventry) bei einer Temperatur von 4 °C und einem Druck von 2,5 kbar. 
Dieser Arbeitsschritt wurde einmal wiederholt. Danach wurde das Lysat in einer Ultrazentri-
fuge Sorvall WX 100 Ultra (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) mit dem Rotor T-647.5 
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) pelletiert (35000 U/min, 15 min, 4 °C). 

2.3.3 Präparation von Pin1 und Pin1 PPIase 
Die mechanischen Aufschlüsse der E. coli-Zellen erfolgten in Lysepuffer 10 mM HE-

PES pH 7,2, 1 mM DTT. Die gesamten Reinigungsprozeduren erfolgten bei 4 °C. Die Reini-
gung von Pin1 (Pin11-163)  bzw. Pin1 PPIase (Pin145-163) aus dem Überstand des E. coli-Lysats 
nach der Ultrazentrifugation erfolgte mittels Säulenchromatographien in drei Trennschritten. 
Detaillierte Beschreibungen zu den verwendeten Chromatographiesäulen und den Bedingun-
gen der einzelnen Trennungen finden sich in TABELLE 4.  

TABELLE 4: BEDINGUNGEN DER SÄULENCHROMATOGRAPHIEN FÜR DIE PRÄPARATION VON PIN1 BZW. PIN1 PPIASE. 

Trennschritt 1 – Anionenaustauschchromatgraphie 
Säulenmaterial Fractogel EMD-DEAE-650(M) (MERCK, Darmstadt) 
Säulenvolumen 70 ml 
Flussgeschwindigkeit 2 ml/min 
Laufpuffer 10 mM HEPES pH 7,2, 1 mM DTT 
Trennschritt 2 – Kationenaustauschchromatgraphie 
Säulenmaterial S-Sepharose (AMERSHAM PHARMACIA, Uppsala) 
Säulenvolumen 30 ml 
Flussgeschwindigkeit 1,5 ml/min 
Laufpuffer 10 mM HEPES pH 7,2, 1 mM DTT 
Elutionspuffer Laufpuffer, 1 M NaCl 
Gradientvolumen 200 ml 
Fraktionsvolumen 1,5 ml 
Trennschritt 3 – Größenauschlusschromatgraphie 
Säulenmaterial HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade (AMERSHAM PHARMACIA, Uppsala) 
Säulenvolumen 120 ml 
Flussgeschwindigkeit 0,8 ml/min 
Laufpuffer 10 mM HEPES pH 7,8, 150 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 mM DTT 
Fraktionsvolumen 1,5 ml 

Die Analysen nach den einzelnen Reinigungsschritten erfolgten mittels SDS-PAGE 
(KAPITEL 2.4.2) und 15-prozentigen SDS-PA-Gelen. Zunächst wurde das Rohextrakt auf eine 
mit Laufpuffer äquilibrierte Anionenaustauschsäule aufgetragen. Dieser Trennschritt wurde 
an einem Chromatographie-System LKB (AMERSHAM PHARMACIA, Uppsala) durchgeführt. 
Unter den gewählten Bedingungen band Pin1 bzw. Pin1 PPIase nicht an die Säulenmatrix und 
befand sich im Durchlauf der Säule. Dieser wurde gesammelt und auf eine mit Laufpuffer 
äquilibrierte Kationenaustauschsäule gegeben. Dieser Trennschritt wurde an einem FPLC-
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System (AMERSHAM PHARMACIA, Uppsala) durchgeführt. Pin1 bzw. Pin1 PPIase band an die 
Säulenmatrix. Die Säule wurde mit zehn Säulenvolumina Laufpuffer gespült. Danach wurde 
Pin1 bzw. Pin1 PPIase durch den Elutionspuffer von der Säulenmatrix eluiert. Die Elutions-
fraktionen, die Pin1 bzw. Pin1 PPIase enthielten, wurden vereinigt. Die Proteinlösung wurde 
anschließend mit einer Ultrafiltrationseinheit Vivaspin 20 (SARTORIUS, Göttingen) mit einem 
Molekulargewichtsausschluss von 5 kDa bis zu einem Volumen von 2 ml konzentriert. Diese 
Lösung wurde final durch Größenausschlusschromatographie an einem ÄKTAprime-System 
(GE HEALTHCARE, Chalfont) getrennt. Pin1 eluierte bei einem Retentionsvolumen von 80 ml. 
Pin1 PPIase eluierte bei einem Retentionsvolumen von 86 ml. Die Pin1 bzw. Pin1 PPIase 
enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt. Die Proteinlösung wurde erneut konzentriert. Die 
finale Analyse der gereinigten Proteine mittels SDS-PAGE lieferte einzelne Banden im SDS-
PA-Gel nach der Coomassie-Färbung (ABBILDUNG 43A bzw. ABBILDUNG 44A). Die Identität 
der Proteine wurden durch Massenspektrometrie belegt (TABELLE 17). Die Konzentrationen 
der gereinigten Proteinlösungen wurden spektrophotometrisch bestimmt (KAPITEL 2.4.1). Die 
Lösungen wurden aliquotiert. Die Lagerungen erfolgten bei −80 °C. Mithilfe des proteasefrei-
en PPIase-Assays wurden die PPIase-Aktivitäten der rekombinant hergestellten Proteine 
nachgewiesen (ABBILDUNG 43B bzw. ABBILDUNG 44B). Die Proteine wurden außerdem mittels 
CD-Spektroskopie charakterisiert (ABBILDUNG 43C, D bzw. ABBILDUNG 44C). Die Fern-UV-
CD-Spektren von nativem und thermisch denaturiertem Pin1 sowie dessen thermische Stabili-
tät stimmen gut mit den bereits publizierten Daten überein, Pin1 zeigt keine Reversibilität 
nach thermischer Denaturierung  [225-227]. 

2.3.4 Präparationen von Pin1 WW 
Der mechanische Aufschluss der E. coli-Zellen erfolgte in Lysepuffer (50 mM 

TRIS/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 1 mM DTT, 1 Tablette/50 ml Complete Pro-
teaseinhibitor). Die gesamte Reinigungsprozedur von Pin1 WW (Pin2-39) aus dem Überstand 
des E. coli-Lysats nach Ultrazentrifugation erfolgte bei 4 °C. Die zwei säulenchromatographi-
schen Trennschritte wurden an einem ÄKTAprime-System (GE HEALTHCARE, Chalfont) 
durchgeführt. Detaillierte Angaben zu den dabei verwendeten Bedingungen finden sich in 
TABELLE 5. Die Analysen nach den einzelnen Reinigungsschritten erfolgten mittels SDS-
PAGE (KAPITEL 2.4.2) und 15-prozentigen SDS-PA-Gelen. Zunächst wurde das Rohextrakt 
auf eine mit Laufpuffer äquilibrierte GST-Affinitätschromatographiesäule aufgetragen. 
Pin1 WW mit N-terminaler GST-Fusion (GST-Xa-WW) band an die Säulenmatrix. Die Säule 
wurde mit zehn Säulenvolumina Laufpuffer gespült. Danach wurde das Fusionsprotein GST-
Xa-WW durch den Elutionspuffer von der Säulenmatrix eluiert. Die Elutionsfraktion, die 
GST-Xa-WW enthielt, wurde anschließend mit einer Ultrafiltrationseinheit Centricon 3000 
(MERCK MILLIPORE, Darmstadt) mit einem Molekulargewichtsausschluss von 3 kDa bis zu 
einem Volumen von 5 ml konzentriert. Die Proteinlösung wurde dann mit 100 µg Factor Xa 
Protease (NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich) versetzt und für 18 h bei Raumtemperatur inku-
biert um die GST-Fusion abzuspalten. Der gesamte Ansatz wurde final durch Größenaus-
schlusschromatographie getrennt. Pin1 WW eluierte bei einem Retentionsvolumen von 
221 ml. Die Fraktionen, die Pin1 WW enthielten wurden vereinigt und konzentriert. Die Ana-
lyse des gereinigten Proteins mittels SDS-PAGE lieferte eine einzelne Bande im SDS-PA-Gel 
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nach der Coomassie-Färbung (ABBILDUNG 44A). Die Identität des Proteins wurde durch Mas-
senspektrometrie belegt (TABELLE 17). Die Konzentration der gereinigten Proteinlösung wur-
den spektrophotometrisch bestimmt. Die Proteinlösung wurde aliquotiert und bei −80 °C ge-
lagert. Pin1 WW wurde außerdem mittels CD-Spektroskopie charakterisiert (ABBILDUNG 44C). 
Das Fern-UV-CD-Spektrum von nativer WW-Domäne stimmt gut mit bereits publizierten 
Daten überein [228]. 

TABELLE 5: BEDINGUNGEN DER SÄULENCHROMATOGRAPHIEN FÜR DIE PRÄPARATION VON PIN1 WW. 

Trennschritt 1 – GST-Affinitätschromatographie 
Säulenmaterial Glutathion-Sepharose 4B (GE HEALTHCARE, Chalfont) 
Säulenvolumen 3 ml 
Flussgeschwindigkeit 0,8 ml/min 
Laufpuffer 50 mM TRIS/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 1 mM DTT 
Elutionspuffer Laufpuffer, 10 mM Glutathion 
Fraktionsvolumen 5 ml 
Trennschritt 2 – Größenauschlusschromatgraphie 
Säulenmaterial HiLoad 26/60 Superdex 30 prep grade (AMERSHAM PHARMACIA, Uppsala) 
Säulenvolumen 318 ml 
Flussgeschwindigkeit 2,5 ml/min 
Laufpuffer 50 mM TRIS/HCl pH 7,2, 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT 
Fraktionsvolumen 8 ml 

 

2.3.5 Präparationen von GST-Pin1 und GST-Pin1-Varianten 
Die mechanischen Aufschlüsse der E. coli-Zellen erfolgten in Lysepuffer 20 mM HE-

PES pH 7,4, 50 mM NaCl. Die gesamten Reinigungsprozeduren erfolgten bei 4 °C. Die Rei-
nigungen von GST-Pin1 und der GST-Pin1-Varianten aus den Überständen der E. coli-Lysate 
nach den Ultrazentrifugationen erfolgten in zwei Trennschritten. Detaillierte Angaben zu den 
dabei verwendeten Bedingungen finden sich in TABELLE 6. Die Analysen der einzelnen Reini-
gungsschritte erfolgten mittels SDS-PAGE und 12,5-prozentigen SDS-PA-Gelen. Für die 
GST-Affinitätschromatographie wurden Einwegtropfsäulen aus Polypropylen (PIERCE, Rock-
ford) verwendet. Die Rohextrakte wurden auf die mit Laufpuffer äquilibrierten Säulen gela-
den. Die GST-fusionierten Proteine banden an die Säulenmatrizes. Die Säulen wurden mit 
zehn Säulenvolumina Laufpuffer gespült. Danach wurden die GST-fusionierten Proteine 
durch Elutionspuffer von den Säulenmatrizes eluiert. Die Elutionsfraktionen, die die GST-
fusionierten Proteine enthielten, wurden vereinigt. Die Proteinlösungen wurden anschließend 
in Ultrafiltrationseinheiten Vivaspin 20 mit Molekulargewichtsausschlüssen von 10 kDa bis 
zu einem Volumen von 2 ml konzentriert. Die Lösungen wurden final durch Größenaus-
schlusschromatographien an einem ÄKTAprime-System getrennt. GST-Pin1 und die GST-
Pin1-Varianten eluierten bei einem Retentionsvolumen von 54 ml. Die Fraktionen, die GST-
fusionierte Proteine enthielten, wurden vereinigt. Die Proteinlösungen wurden danach erneut 
konzentriert. Die Analysen der gereinigten Proteine mittels SDS-PAGE lieferten jeweils ein-
zelne Banden im SDS-PA-Gel nach der Coomassie-Färbung (ABBILDUNG 45A). Die Identitä-
ten der Proteine wurden durch Massenspektrometrie belegt (TABELLE 17). Die Konzentratio-
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nen der gereinigten Proteinlösungen wurden spektrophotometrisch bestimmt. Die Lösungen 
wurden aliquotiert. Die Lagerungen erfolgten bei −80 °C. 

TABELLE 6: BEDINGUNGEN DER SÄULENCHROMATOGRAPHIEN FÜR DIE PRÄPARATIONEN VON GST-PIN1 UND DER 

GST-PIN1-VARIANTEN GST-PIN1 W34A, GST-PIN1 K63A UND GST-PIN1 R68/69A. 

Trennschritt 1 – GST-Affinitätschromatographie 
Säulenmaterial Glutathion-Sepharose 4B (GE HEALTHCARE, Chalfont) 
Säulenvolumen 2 ml 
Laufpuffer 20 mM HEPES pH 7,4, 50 mM NaCl 
Elutionspuffer Laufpuffer, 10 mM Glutathion 
Fraktionsvolumen 2 ml 
Trennschritt 2 – Größenauschlusschromatgraphie 
Säulenmaterial HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade (AMERSHAM PHARMACIA, Uppsala) 
Säulenvolumen 120 ml 
Flussgeschwindigkeit 0,8 ml/min 
Laufpuffer 10 mM HEPES pH 7,8, 150 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 mM DTT 
Fraktionsvolumen 2 ml 

 

2.3.6 Erhaltung und Kultivierung von HeLa-Zellen 
Die dauerhafte Kultivierung der humanen Krebszelllinie HeLa [229] als adhärente Mo-

nolayerkulturen geschah üblicherweise in Zellkulturflaschen mit Schraubverschlüssen mit 
Wachstumsflächen von 75 cm² (TPP, Trasadingen). Kurzzeitige Kultivierungen der Zellen für 
experimentelle Ansätze wurden auch in Zellkulturflaschen mit Schraubverschlüssen mit 
Wachstumsflächen von 150 cm² (TPP, Trasadingen) oder Zellkulturtestplatten mit sechs Ka-
lotten (TPP, Trasadingen) durchgeführt. Als Kulturmedium diente Dulbecco´s Modified     
Eagle´s Medium (DMEM high glucose, PAA, Cölbe) mit 9 % (v/v) fötalem Rinderserum (PAA, 
Cölbe). Es wurde dabei immer ein der Wachstumsfläche entsprechendes Volumen an Medium 
eingesetzt. Die Zellen in einer 75 cm²-Zellkulturflaschen wurden in 15 ml Medium kultiviert. 
Die Kultivierung erfolgte im CO2-Inkubator Heracell (HERAEUS, Waltham) bei einer Tempe-
ratur von 37 °C und 8,5 % (v/v) CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 96 % (v/v). Alle 
Arbeiten wurden an einer Sicherheitswerkbank HERAsafe (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 
Waltham) durchgeführt.  

2.3.7 Passagieren von HeLa-Zellen 
Die Subkultivierung wurde zu einem Zeitpunkt durchgeführt, bei dem die Zellkultur 

noch nicht vollständige Konfluenz erreicht hatte. Die HeLa-Zellen einer 75 cm²-
Zellkulturflasche wurden zunächst einmal mit 10 ml PBS (10 mM Natriumphosphat pH 7,45, 
140 mM NaCl, 2,68 mM KCl) gewaschen. Anschließend wurde 1 ml Trypsin-EDTA-Lösung 
(PAA, Cölbe) auf die Zellen gegeben und diese für 3 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde 
9 ml Medium hinzugefügt und die von der Wachstumsfläche abgelösten Zellen suspendiert. 
Schließlich wurde 1 ml dieser Zellsuspension in eine neue, mit 14 ml frischem Medium ge-
füllte 75 cm²-Zellkulturflasche überführt. 
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2.3.8 Transfektion und Co-Transfektion von HeLa-Zellen 
Die Transfektion der HeLa-Zellen erfolgte üblicherweise mit der Calciumphosphat-

Methode [230]. HeLa-Zellen wurden in Zellkulturflaschen oder Zellkulturtestplatten ausgesät 
und am darauffolgenden Tag bei einer Konfluenz von etwa 80 % transfiziert. Zur Herstellung 
der Transfektionslösung für eine Kalotte einer Zellkulturtestplatte mit sechs Kalotten wurden 
hierfür 8 µg der zu transfizierenden DNA mit 12,5 µl 2 M Calciumchloridlösung gemischt 
und mit sterilem Wasser auf 100 µl aufgefüllt. Zu dieser Lösung wurden 100 µl Präzipitati-
onspuffer (50 mM HEPES pH 7,05, 280 mM NaCl, 10 mM KCl, 1,5 mM NaH2PO4, 12 mM 
Glukose) gegeben. Diese Transfektionslösung wurde für 20 min bei Raumtemperatur inku-
biert und anschließend direkt ins Kulturmedium der Zellen gegeben. Die Menge der Transfek-
tionslösung wurde der Wachstumsfläche entsprechend angepasst. Für Co-Transfektionen 
wurden die verschiedenen DNAs gemischt und die Transfektionsansätze entsprechend ver-
größert. Die Zellen wurden für 18 h unter Kulturbedingungen inkubiert, anschließend dreimal 
mit PBS gewaschen, mit frischem Medium versorgt und weiter inkubiert. Die Zellernte er-
folgte zwischen 48 h und 72 h nach Transfektion. Die Transfektion von HeLa-Zellen mittels 
Lipofectamine 2000 (INVITROGEN, Carlsbad) erfolgte nach Herstellerangaben. Zur Herstellung 
der Transfektionslösung für eine Kalotte einer Zellkulturtestplatte mit sechs Kalotten wurden 
4 µg zu transfizierende DNA verwendet. Die Zellernte erfolgte zwischen 48 h und 72 h nach 
Transfektion. Für Co-Transfektionen wurden die verschiedenen Plasmid-DNAs gemischt und 
die Transfektionsansätze entsprechend vergrößert.  

2.3.9 Synchronisierung von HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen wurden in einer 75 cm²-Zellkulturflasche oder einer Zellkulturtestplatte 

mit sechs Kalotten ausgesät und für 18 h inkubiert. Anschließend wurde das Medium abge-
nommen und durch frisches Medium mit 2 mM Thymidin ersetzt. Die Zellen wurden für 24 h 
inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit Medium ohne Thymidin inkubiert. Danach wur-
den die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben. Anschließend 
erfolgte die Zellernte zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Proben wurden per Western Blot 
oder Durchflusszytometrie analysiert. Für Zellen, welche vor der Zellzyklusblockierung trans-
fiziert wurden, erfolgte die Transfektion mit entsprechenden Vektoren 48 h vor der Blockie-
rung mit Lipofectamine 2000 in Zellkulturtestplatten mit sechs Kalotten. Die Blockierung 
erfolgte durch Inkubation der Zellen für 24 h in Medium dem 5 µg/ml Aphidicolin bzw. 
2 mM Thymidin zugesetzt war. Für die Blockierung der Zellen mit 0,4 µg/ml Nocodazol in 
Medium erfolgte diese Inkubation für 20 h. Die Agenzien wurden dafür in DMSO gelöst und 
in einer Verdünnung von 1 : 1000 direkt ins Medium gegeben. Kontrollzellen wurde die ent-
sprechende Menge DMSO zugesetzt. Die Zellen wurden nach der Blockierung mit PBS ge-
waschen, geerntet und Proben für die Chromatinfraktionierung und Analyse mittels Western 
Blot vorbereitet. 

2.3.10 Cycloheximid-Behandlung von HeLa-Zellen 
HeLa-Zellen wurden in Zellkulturtestplatten mit sechs Kalotten ausgesät und mithilfe 

der Calciumphosphat-Methode transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit 
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200 µg/ml Cycloheximid (CHX) inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Zuga-
be von CHX (0 h bis 24 h) geerntet und lysiert. CHX wurde aus einer Stammlösung in DMSO 
direkt ins Wachstumsmedium gegeben. Die finale DMSO-Konzentration betrug 0,2 % (v/v). 
Die Zelllyse erfolgte mittels Lysepuffer (PBS, 1 % (v/v) NP40, 1 Tablette/50 ml Complete 
Proteaseinhibitor). 

2.3.11 Staurosporin-Behandlung von HeLa-Zellen 
Um in HeLa-Zellen Apoptose auszulösen, wurden diese 60 h nach der Transfektion für 

4 h mit Staurosporin inkubiert. Staurosporin wurde in finalen Konzentrationen zwischen 
0 µM und 4 µM aus einer Stammlösung in DMSO ins Wachstumsmedium gegeben. Die fina-
le DMSO-Konzentration betrug 1 % (v/v). Anschließend wurden die Zellen geerntet und ly-
siert. Die Zelllyse erfolgte mittels Detergens im Lysepuffer. 

2.3.12 HeLa-Zellernte und die Herstellung von HeLa-Zelllysaten 
Erfolgte der Zellaufschluss durch Detergens im Lysepuffer, wurden die HeLa-Zellen ei-

ner 75/150 cm²-Zellkulturflasche zunächst zweimal mit 10 ml bzw. 20 ml PBS gewaschen. 
Die HeLa-Zellen einer Zellkulturtestplatte mit sechs Kalotten wurden zunächst je zweimal mit 
2 ml PBS gewaschen. Anschließend wurde die Flüssigkeit über den Zellen mit Pasteur-
pipetten aus Glas (ROTH, Karlsruhe) vollständig abgesaugt. Danach wurde der entsprechende 
Lysepuffer zugegeben (600 µl bzw. 1 ml bei einer 75/150 cm²-Zellkulturflasche; je 100 µl bei 
einer Zellkulturtestplatte mit sechs Kalotten) und die Wachstumsfläche wurde damit vollstän-
dig benetzt. Falls nicht anders angegeben, diente als Lysepuffer 20 mM HEPES pH 7,4, 
150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) NP40, 1 Tablette/50 ml Complete Proteaseinhibitor, 
1 Tablette/10 ml PhosSTOP Phosphataseinhibitor. Nach einer Inkubationszeit von 1 min wur-
den die Zellen unter Zuhilfenahme eines Zellschabers entsprechender Größe (TPP, Trasadin-
gen) von der Wachstumsfläche abgeschabt und die Suspension in ein entsprechendes Eppen-
dorf-Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Inkubationszeit von 20 min auf Eis erfolgte die 
Zentrifugation der Suspension (13000 U/min, 15 min, 4 °C) in der Biofuge fresco (HERAEUS, 
Hanau) mit dem Rotor #3325B (HERAEUS, Hanau). Danach wurde der Überstand in ein ent-
sprechendes Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und auf Eis aufbewahrt.  

Erfolgte der Zellaufschluss mechanisch, wurden die Zellen wie unter KAPITEL 2.3.7 be-
schrieben mithilfe von Trypsin von der Wachstumsfläche gelöst. Nach der Zugabe von Medi-
um wurden die Zellen suspendiert, in ein entsprechendes Reaktionsgefäß überführt und in der 
Zentrifuge Megafuge 1.0RS (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) mit dem Rotor #7570 D 
(HERAEUS, Hanau) pelletiert (300 g, 5 min, 20 °C). Die Zellen wurden anschließend zweimal 
mit PBS gewaschen und mit dem entsprechenden Volumen Lysepuffer versetzt und suspen-
diert. Der Zellaufschluss erfolgte danach auf Eis mit Ultraschall an einem Sonifier W-250 D 
(BRANDSON, Danbury). Am Gerät wurden dafür die Einstellungen Pulszeit: 1 s, Pausenzeit: 
9 s, Gesamtpulszeit: 10 s, Amplitude: 30 % vorgenommen. Es folgte die Zentrifugation der 
Suspension (13000 U/min, 15 min, 4 °C) in der Biofuge fresco mit dem Rotor #3325B. Der 
Überstand wurde in ein entsprechendes Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und bis zur 
Verwendung auf Eis aufbewahrt. 
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2.3.13 Dephosphorylierung von HeLa-Zelllysat 
Die HeLa-Zellen einer 75 cm²-Zellkulturflasche wurden geerntet und das Lysat nach 

mechanischem Aufschluss der Zellen in Dephosphorylierungspuffer (50 mM HEPES pH 7,5, 
10 mM NaCl, 1 mM MnCl2, 2 mM DTT, 0,01 % (v/v) Brij 35) wie unter KAPITEL 2.3.12 be-
schrieben präpariert. 150 µl des Zelllysats wurden 1 : 10 mit Dephosphorylierungspuffer ver-
dünnt. Die Ansätze mit je 540 µl dieser Lösung wurden mit 6000 U Lambda-
Proteinphosphatase (NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich) bzw. mit PhosSTOP Phosphatasein-
hibitor (1 Tablette/10 ml) versetzt und auf 605 µl mit Dephosphorylierungspuffer aufgefüllt. 
Die Ansätze wurden anschließend für 2 h bei 30 °C in einem Horizontalschüttler Thermomi-
xer comfort (EPPENDORF, Hamburg) bei einer Schüttelgeschwindigkeit von 450 U/min inku-
biert. Danach erfolgte ein Zentrifugationsschritt (13000 U/min, 10 min, 4 °C) in der Biofuge 
fresco mit dem Rotor #3325B. Die Überstände wurden direkt für nachfolgende Experimente 
eingesetzt.  

2.3.14 Chromatinfraktionierung 
Die Methode folgte im Prinzip dem Protokoll von LIN et al. [202]. Nach dem Ablösen 

der HeLa-Zellen von der Wachstumsfläche mit Trypsin wurden diese in Chromatinfraktionie-
rungspuffer (10 mM PIPES pH 7,0, 100 mM NaCl, 300 mM Sucrose, 3 mM MgCl2, 
0,5 % (v/v) Triton X-100, 1 Tablette/50 ml Complete Proteaseinhibitor, 1 Tablette/10 ml 
PhosSTOP Phosphataseinhibitor) lysiert und anschließend für 20 min auf Eis inkubiert. Nach 
Zentrifugation des Zelllysats (2000 U/min, 5 min, 4 °C) in der Biofuge fresco mit dem Rotor 
#3325B wurde der Überstand als lösliche Fraktion gewonnen und entweder für die SDS-
PAGE vorbereitet (KAPITEL 2.4.2) oder für nachfolgende Experimente auf Eis aufbewahrt. 
Das Pellet wurde zweimal mit Benzonasepuffer (50 mM TRIS/HCl pH 8,0, 1 mM MgCl2) 
gewaschen. Anschließend erfolgte in Benzonasepuffer ein Verdau mit Benzonase Nuclease 
(NOVAGEN, San Diego) nach Herstellerangaben in einem Horizontalschüttler Thermomixer 
comfort bei 600 U/min für 30 min bei 37 °C. Nach Zentrifugation der Probe (13000 U/min, 
15 min, 4 °C) wurde der erhaltene Überstand als Chromatinfraktion gewonnen und entweder 
für die SDS-PAGE vorbereitet oder für nachfolgende Experimente auf Eis aufbewahrt. 

2.3.15 Präparationen von FLAG-MCM3 
HeLa-Zellen von sechs 150 cm2-Zellkulturflaschen wurden mittels Calciumphosphat-

Methode mit dem Vektor pFLAG-MCM3 transfiziert und 60 h nach der Transfektion geerntet. 
Der Zellaufschluss geschah in Lysepuffer (50 mM TRIS/HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1 % (v/v) Triton X-100, 1 Tablette/50 ml Complete Proteaseinhibitor, 1 Tablette/50 ml 
PhosSTOP Phosphataseinhibitor). Die gesamte Reinigungsprozedur erfolgte bei 4 °C. Die 
Affinitätsreinigung erfolgte in einer Einwegtropfsäule aus Polypropylen (PIERCE, Rockford) 
nach den Angaben des Herstellers der Affinitätsmatrix (SIGMA-ALDRICH, St. Louis). Detail-
lierte Angaben zu den Bedingungen finden sich in TABELLE 7. Die Analyse der Reinigung 
erfolgte mittels SDS-PAGE und 7,5-prozentigem SDS-PA-Gel. 
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TABELLE 7: BEDINGUNGEN DER FLAG-AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE FÜR DIE PRÄPARATIONEN VON FLAG-MCM3. 

FLAG-Affinitätschromatographie 
Säulenmaterial ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (SIGMA-ALDRICH, St. Louis) 
Säulenvolumen 0,5 ml 
Laufpuffer 50 mM TRIS/HCl pH 7,4, 150 mM NaCl 
Elutionspuffer Laufpuffer mit 100 µg/ml FLAG-Peptid (SIGMA-ALDRICH, St. Louis) 
Fraktionsvolumen 0,5 ml 

 

2.3.16 5-Bromo-2-deoxyuridin-Inkorporationsassay 
Die mit der Calciumphosphat-Methode (KAPITEL 2.3.8) transfizierten HeLa-Zellen einer 

Zellkulturtestplatte mit sechs Kalotten wurden 48 h nach der Transfektion für 2 h in 20 µM 5-
Bromo-2-deoxyuridin (BrdU) in Medium inkubiert. Nicht transfizierte HeLa-Zellen wurden 
gleichbehandelt. Die Zellen wurden danach für die Konfokalmikroskopie vorbereitet (KAPITEL 
2.4.12) oder trypsiniert (KAPITEL 2.3.7) und Proben mittels Western Blot (KAPITEL 2.4.3) bzw. 
Durchflusszytometrie (KAPITEL 2.4.13) analysiert. 

2.3.17 Pull-down 
Die E. coli BL21-Zelllysate welche GST bzw. GST-Fusionsproteine enthielten, wurden 

wie in KAPITEL 2.3.2 beschrieben präpariert und für die pull-down-Experimente eingesetzt. 
Die mechanischen Aufschlüsse der E. coli-Zellen erfolgten in Lysepuffer 20 mM HEPES 
pH 7,5, 50 mM NaCl, 1 Tablette/50 ml Complete Proteaseinhibitor. Die verwendeten HeLa-
Zelllysate wurden wie in KAPITEL 2.3.12 beschrieben frisch präpariert und für die pull-down-
Experimente eingesetzt.  

Für pull-down-Experimente mit GST bzw. GST-Fusionsproteinen bei denen die Proben 
anschließend massenspektrometrisch analysiert wurden, erfolgte die Durchführung unter 
Verwendung eines ÄKTAprime-Systems mit der Säule GSTrap FF (GE HEALTHCARE, Chal-
font) mit einem Säulenvolumen von 1 ml bei einer Temperatur von 4 °C. Diese Experimente 
wurden freundlicherweise von Dr. S. MATHEA durchgeführt. Die Experimente erfolgten bei 
einer konstanten Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min. Auf die mit Bindungspuffer A 
(20 mM HEPES pH 7,4, 50 mM NaCl, 0,1 % (v/v) NP40) äquilibrierte Säule wurden 10 ml 
E. coli-Zelllysat, welches GST oder GST-Fusionsprotein enthielt, geladen. Die Säule wurde 
mit Bindungspuffer A gespült, bis die Absorption bei 280 nm des Durchlaufs kleiner als 
1 mAU war. Danach wurden 5 ml des HeLa-Zelllysats auf die Säule gegeben. Die Säule wur-
de mit Bindungspuffer A gespült. Sobald die Absorption bei 280 nm des Durchlaufs kleiner 
als 15 mAU war, erfolgte die Elution mit Elutionspuffer A (10 mM Glutathion in Bindungs-
puffer A). Dabei wurden Fraktionen mit einem Volumen von 0,5 ml gesammelt. Die Fraktion 
mit der maximalen Absorption bei 280 nm wurde mittels SDS-PAGE separiert und anschlie-
ßend massenspektrometrisch analysiert. 

Für pull-down-Experimente mit GST bzw. GST-Fusionsproteinen, bei denen die Proben 
anschließend für eine Western-Blot-Analyse verwendet wurden, erfolgte die Durchführung 
unter Verwendung von je 60 µl Glutathion-Sepharose-Suspension (Glutathion-Sepharose 4B, 
GE HEALTHCARE, Chalfont) parallel in 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäßen in einem Ther-
momixer comfort bei einer Temperatur von 10 °C. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei einer 
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konstanten Schüttelgeschwindigkeit von 1000 U/min. Zwischen den einzelnen Inkubations-
schritten wurden die Ansätze in einer Zentrifuge Biofuge fresco mit dem Rotor #3325B zentri-
fugiert (2000 U/min, 2 min, 4 °C) und die Flüssigkeiten über den Glutathion-Sepharose-
Matrizes durch Absaugen mit Kanülen Sterican (B. BRAUN, Melsungen) entfernt. Zunächst 
wurden die Glutathion-Sepharose-Matrizes für 5 min mit 0,5 ml Wasser gewaschen und an-
schließend für 5 min mit 0,5 ml Bindungspuffer B (20 mM HEPES pH 7,4, 50 mM NaCl) 
äquilibriert. Danach wurden Matrizes mit 0,5 ml E. coli-Zelllysat welches GST bzw. GST-
Fusionsprotein enthielt, für 1 h inkubiert. Die Matrizes wurden dann dreimal 5 min mit je 
1 ml Bindungspuffer B gewaschen. Danach wurde je 1 ml des HeLa-Zelllysats auf die Matri-
zes gegeben und diese für 1 h inkubiert. Es folgte ein Waschschritt mit 1 ml Bindungspuf-
fer B für 5 min. Danach wurden die Ansätze mit 50 µl Elutionspuffer B (50 mM Glutathion in 
Bindungspuffer B) versetzt und für 10 min inkubiert. Proben des HeLa-Zelllysats und der 
Elutionen wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. 

Für pull-down-Experimente mit immobilisierten CsA-Derivaten erfolgte die Durchfüh-
rung bei Raumtemperatur unter Verwendung von je 200 µl Streptavidin-Agarose-Suspension 
(EMD CHEMICALS, Gibbstown) parallel in 15 ml-Reaktionsgefäßen in einem Überkopfschütt-
ler bei Raumtemperatur. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden die Ansätze in 
einer Zentrifuge Megafuge 1.0RS mit dem Rotor #7570 D zentrifugiert (300 g, 5 min, 20 °C) 
und die Flüssigkeiten über den Matrizes durch Absaugen mit Kanülen Sterican entfernt. Die 
Matrizes wurden zweimal mit je 1 ml Wasser und Bindungspuffer C (10 mM HEPES pH 7,5, 
100 mM NaCl) gewaschen. Stammlösungen der entsprechenden CsA-Derivate (1 mM in 
DMSO) wurden mit Bindungspuffer C verdünnt und so 20 µM CsA-Derivat-Lösungen herge-
stellt. Die Streptavidin-Agarose-Matrizes wurden für 1 h mit 4 ml dieser Lösungen inkubiert. 
Als Kontrolle dienten Streptavidin-Agarose-Matrizes, welche parallel mit 4 ml einer entspre-
chenden DMSO-Lösung in Bindungspuffer C inkubiert wurden. Nach zweimaligem Waschen 
der Matrizes in Bindungspuffer C wurden diese für 30 min entweder mit 1 ml einer Lösung 
von 0,25 µM rekombinantem CypA, 1 µM BSA in Bindungspuffer C oder mit 11 ml huma-
nem Serum inkubiert. Nach Waschen der Ansätze in Bindungspuffer C erfolgte die Elution 
durch Zusetzen von je 100 µl SDS-Probenpuffer und anschließender Inkubation der Ansätze 
für 5 min bei 95 °C. Es folgte die Analyse der Proben mittels SDS-PAGE und Western Blot. 

2.3.18 Co-Immunpräzipitation 
HeLa-Zellen aus 75 cm2-Zellkulturflaschen wurden mit dem Vektor pFLAG-MCM3 

und zusätzlich mit dem Vektor pSuper-Pin1 bzw. mit Leervektor co-transfiziert. Als Kontrol-
le wurden nicht transfizierte Zellen mitgeführt. Die Zellernte erfolgte 60 h nach Co-
Transfektion. Hierfür wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von 0,6 ml 
CoIP-Puffer (20 mM HEPES pH 7,4, 50 mM NaCl, 1 Tablette/50 ml Complete Proteaseinhi-
bitor, 1 Tablette/50 ml PhosSTOP Phosphataseinhibitor) wurden die Zellen jeweils mithilfe 
von Zellschabern entsprechender Größe (TPP, Trasadingen) in eine Ecke der Zellkulturfla-
schen geschoben und in Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Der Zellaufschluss erfolgte 
durch Ultraschall. Nach Zentrifugation der Zellsuspensionen wurden Proben der Überstände 
als Input für die Analyse mittels SDS-PAGE vorbereitet. Die Co-Immunpräzipitationen er-
folgten, unter Verwendung von je 40 µl ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (SIGMA-ALDRICH, 
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St. Louis) als Matrizes, parallel in 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäßen in einem Thermomi-
xer comfort bei einer Temperatur von 10 °C. Alle Inkubationsschritte erfolgten bei einer kon-
stanten Schüttelgeschwindigkeit von 1000 U/min. Zwischen den einzelnen Inkubationsschrit-
ten wurden die Ansätze in einer Zentrifuge Biofuge fresco mit dem Rotor #3325B zentrifu-
giert (7000 U/min, 1 min, 4 °C) und die Flüssigkeiten über den Matrizes durch Absaugen mit 
Kanülen Sterican entfernt. Zunächst wurden die Matrizes zweimal für je 5 min mit 0,5 ml 
CoIP-Puffer äquilibriert. Danach wurden die Matrizes mit 0,5 ml des jeweiligen HeLa-
Zelllysats für 1 h inkubiert. Die Matrizes wurden dann zweimal für je 5 min mit je 0,5 ml 
CoIP-Puffer gewaschen und die Überstände vollständig abgesaugt. Danach wurden die Ansät-
ze mit je 50 µl SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95 °C inkubiert und für die Ana-
lyse mittels SDS-PAGE  und Western Blot vorbereitet. 

2.3.19 Affinitätschromatographie von Serumproteinen mit CsA-Derivat 
Das humane Serum wurde von Dr. E. PRELL aus Blut von vier erwachsenen, gesunden 

Probanden präpariert und für die Untersuchungen bereitgestellt. Bis zur Verwendung wurde 
es bei –80 °C gelagert. Die gesamte Reinigungsprozedur erfolgte bei 4 °C. 1 ml einer Strep-
tavidin-Agarose-Suspension (EMD CHEMICALS, Gibbstown) wurde in eine Einwegtropfsäule 
aus Polypropylen (PIERCE, Rockford) gefüllt. Die Säule wurde mit Wasser gespült und an-
schließend mit Bindungspuffer (10 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NaCl) äquilibriert. Eine 
1 mM Stammlösung des CsA-Derivates 9 (chemische Struktur siehe ABBILDUNG 54) wurde in 
Bindungspuffer verdünnt und so eine 20 µM CsA-Derivat-Lösung hergestellt. Die Säule wur-
de mit 20 ml dieser Lösung beladen. Anschließend wurde die Säule mit 20 ml Bindungspuffer 
gewaschen, danach mit 100 ml Serum beladen und erneut mit 20 ml Bindungspuffer gewa-
schen. Anschließend erfolgte die Elution mit 5 ml einer 1 mM Lösung von Derivat 11 (chemi-
sche Struktur siehe ABBILDUNG 54) in Bindungspuffer. Die Elutionsfraktion wurde durch Fäl-
lung konzentriert. Hierfür wurden zur Elutionsfraktion drei Volumen 25-prozentige Trichlor-
essigsäure zugegeben. Nach der Inkubation für 20 min bei –20 °C wurde die Probe Biofuge 
fresco mit dem Rotor #3325B zentrifugiert (13000 U/min, 15 min, 4 °C). Der Überstand wur-
de verworfen. Das Pellet wurde mit Aceton gewaschen, getrocknet, in SDS-Probenpuffer auf-
genommen und für die Analyse mittels SDS-PAGE vorbereitet. 
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2.4 Analytische Methoden 

2.4.1 Proteinbestimmung 
Die Aufnahme von UV/Vis-Spektren gereinigter Proteinproben erfolgte an einem 

UV/Vis-Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 (PEQLAB BIOTECHNOLOGIE, Erlangen). Ein 
Spektrum der jeweiligen Pufferlösung diente dabei als Referenz. Die Konzentration der gerei-
nigten Proteinproben wurde anhand der Absorption bei einer Wellenlänge von 280 nm nach 
dem LAMBERT-BEER’schen Gesetz bestimmt (GLEICHUNG 1). Die Bestimmung der spezifi-
schen Extinktionskoeffizienten der jeweiligen Proteine anhand ihrer Aminosäuresequenzen 
erfolgte online mit dem Programm ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) [231]. 

GLEICHUNG 1:   A = ε × c × d  

A: Absorption 

ε: Extinktionskoeffizient (l mol–1 cm–1) 

c: Konzentration (M) 

d:   Schichtdicke (cm)  

2.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die analytische Trennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

(SDS-PAGE) erfolgte im Prinzip nach der Methode von LAEMMLI [232]. Die hierzu verwen-
deten Lösungen sind in TABELLE 8 näher beschrieben. 

TABELLE 8: VERWENDETE LÖSUNGEN FÜR DIE SDS-POLYACRYLAMIDGELELEKTROPHORESE. 

Lösung Zusammensetzung 
SDS-Probenpuffer 156 mM TRIS/HCl pH 6,8, 80 mM SDS, 10 % (v/v) Glycerin, 5 % (v/v) β-

Mercaptoethanol, 0,5 g/l Bromphenolblau 
Laufpuffer 25 mM TRIS/HCl pH 8,3, 190 mM Glycin, 3,5 mM SDS 
Coomassie-Lösung 2 g/l Coomassie Brillant Blau R 250, 0,5 g/l Coomassie Brillant Blau G 250, 

30 % (v/v) Methanol, 17,5 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure 
Entfärbelösung 45 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsäure 

Es wurden SDS-Polyacrylamidgele (SDS-PA-Gele) mit einem Anteil von 7,5 –
15 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (Verhältnis 37,5:1) verwendet. Die Elektrophorese erfolg-
te in einer Gelelektrophorese-Apparatur Minigel-Twin (BIOMETRA, Göttingen). Die zu analy-
sierenden Proteinproben wurden vor Beladung des Gels mit einem Volumen SDS-
Probenpuffer versetzt und bei 95 °C für 5 min im Thermoblock Dri-Block DB-3D (TECHNE, 
Staffordshire) inkubiert. Als Standard für die molare Masse der Proteine wurde der PageRuler 
Prestained Protein Ladder #26616 (THERMO FISHER SCIENTIFIC, Waltham) bzw. SeeBlue 
Plus2 Pre-Stained Standard (INVITROGEN, Eugene) mit auf das SDS-PA-Gel geladen. 
Coomassie-Färbungen erfolgten mit Coomassie Brillant Blau in Coomassie-Lösung [233]. 
Danach wurden die Gele in Entfärbelösung inkubiert. 
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2.4.3 Western Blot 
Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden aus dem SDS-PA-Gel im semi-

dry-blotting-Verfahren auf Membranen aus Nitrozellulose (PALL, Pensacola) übertragen. Die 
verwendeten Lösungen sind in TABELLE 9 näher beschrieben. 

TABELLE 9: VERWENDETE LÖSUNGEN FÜR DIE WESTERN-BLOT-ANALYSE. 

Lösung Zusammensetzung 
Transferpuffer 25 mM TRIS/HCl pH 8,3, 150 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol 
Ponceau S-Lösung 0,5 % Ponceau S, 1 % (v/v) Essigsäure 
TBT-Puffer 50 mM TRIS/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,2 % (v/v) Tween 20 
AK-Inkubationslösung TBT-Puffer, 3 % Milchpulver 

Für den Western Blot wurde das SDS-PA-Gel in der Western-Blot-Kammer Fast-
blot B43 (BIOMETRA, Jena) direkt auf die Nitrozellulosemembran gelegt, darüber und darunter 
jeweils drei Lagen Gel-Blotting-Papier (WHATMAN, Dassel). Alle Bestandteile wurden vorher 
vollständig mit Transferpuffer benetzt. Die Übertragung der Proteine erfolgte bei einer kon-
stanten Stromstärke von 3,4 mA/cm2 für 40 min. Die Übertragung wurde anschließend durch 
Anfärben der Membran mit Ponceau S-Lösung überprüft, danach wurde die Membran ge-
scannt und anschließend die Ponceau S-Färbung mit Wasser abgewaschen. Soweit nicht an-
ders angegeben erfolgten sämtliche Wasch- und Inkubationsschritte auf einem Kippschüttler 
Duomax 1030 (HEIDOLPH, Schwabach) mit einer Schüttelgeschwindigkeit von 40 U/min bei 
Raumtemperatur. Es erfolgte die Blockierung der Membran in AK-Inkubationslösung für 2 h. 
Danach wurde der spezifische Antikörper üblicherweise in einer Verdünnung von 1 : 1000 
zugegeben und die Membran für 2 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. 
Nach dreimaligem Waschen der Membran in TBT-Puffer für 5 min folgte die Inkubation der 
Membran mit dem Peroxidase-konjugierten Immunglobulin in AK-Inkubationslösung für 1 h. 
Danach folgten drei Waschschritte in TBT-Puffer für jeweils 5 min. Die Detektion erfolgte 
mithilfe von Chemilumineszenzsubstrat ECL Western blotting detection reagents (GE 

HEALTHCARE, Little Chalfont) oder SuperSignal West Femto (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 
Waltham) an einem Chemilumineszenz-Detektionssystem Chemi-Smart 5000 (VILBER 

LOURMAT, Eberhardzell). 

2.4.4 Interaktionsstudie mit membrangebundenen Peptiden 
Sämtliche Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten auf einem Kippschüttler 

Duomax 1030 mit einer Schüttelgeschwindigkeit von 40 U/min bei Raumtemperatur. Bei al-
len Waschschritten wurde die Zellulosemembran für 10 min mit 20 ml der entsprechenden 
Lösung inkubiert. Die verwendeten Lösungen sind in TABELLE 10 näher beschrieben. Zunächst 
wurde die Membran einmal mit Methanol, dann zweimal mit Wasser und zweimal mit Bin-
dungspuffer gewaschen. Anschließend erfolgte ein Inkubationsschritt mit 10 µM Pin1 in Bin-
dungspuffer für 1 h. Die Membran wurde anschließend mit Bindungspuffer gewaschen. Das 
an die Peptidmembran gebundene Pin1 wurde in der Western-Blot-Kammer Trans-Blot SD 
Semi-Dry Transfer Cell mit entsprechendem Stromversorgungsgerät PowerPac 200 (BIO-RAD 

LABORATORIES, Hercules) direkt zwischen zwei Nitrozellulosemembranen (PALL, Pensacola) 
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gelegt, darüber und darunter jeweils vier Lagen Gel-Blotting-Papier (WHATMAN, Dassel). 
Alle Bestandteile wurden vorher mit Transferpuffer getränkt. Die Übertragung der Proteine 
erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 1 mA/cm2 für 30 min. Die Weiterbehandlung 
der Nitrocellulose-Membranen und die Detektion unter Verwendung von Anti-Pin1-
Antikörpern erfolgte wie unter dem KAPITEL Western Blot beschrieben (KAPITEL 2.4.3). Die 
Membran mit den gebundenen Peptiden wurde durch Waschen in Puffer, dreimaligem Wa-
schen in Regenerationslösung A, dreimaligem Waschen in Regenerationslösung B und Wa-
schen in Methanol regeneriert, anschließend getrocknet und bis zur erneuten Verwendung bei 
–20 °C gelagert. 

TABELLE 10: VERWENDETE LÖSUNGEN FÜR DIE INTERAKTIONSSTUDIE MIT MEMBRANGEBUNDENEN PEPTIDEN. 

Lösung Zusammensetzung 
Bindungspuffer 10 mM HEPES pH 7,4 
Transferpuffer 25 mM TRIS/HCl pH 8,3, 150 mM Glycin, 10 % (v/v) Methanol 
TBT-Puffer 50 mM TRIS/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,2 % (v/v) Tween 20 
AK-Inkubationslösung TBT-Puffer, 3 % Milchpulver 
Regenerationslösung A 8 M Harnstoff, 3,5 mM SDS, 0,1 % (v/v) β-Mercaptoethanol 
Regenerationslösung B 50 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsäure 

 

2.4.5 Proteasefreier PPIase-Assay 
Der proteasefreie PPIase-Test erfolgte im Prinzip nach der Vorschrift von Janowski et 

al. [234]. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Messungen an einem Agilent 8453 
UV/Vis-Spektralphotometersystem (AGILENT TECHNOLOGIES, Waldbronn) bei einer konstan-
ten Temperatur von 10 °C unter ständigem Rühren in Hellma QS Quarzglasküvetten mit 
Magnetrührer (HELLMA ANALYTICS, Müllheim) und einer Schichtdicke von 1 cm durchge-
führt. Als Messpuffer wurde 35 mM HEPES pH 7,8 verwendet. Üblicherweise wurde dem 
Messpuffer noch 1 µM BSA zugesetzt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 1500 µl. Für 
die Herstellung der Substratstammlösung wurde zunächst 0,5 M wasserfreies LiCl in TFE 
gelöst, welches über Molekularsieb (MERCK, Darmstadt) getrocknet war. Diese Lösung wurde 
auf CaCl2 aufbewahrt. Das Substrat wurde in einer Konzentration von 30 mM in dieser Lö-
sung frisch gelöst und für die Messungen verwendet. Als Substrat wurde Suc-Ala-Glu-Pro-
Phe-pNA für Messungen mit dem Enzym Pin1 bzw. Suc-Ala-Ala-Pro-Phe- pNA für Mes-
sungen mit dem Enzym Cyclophilin A verwendet. Vor dem Start jeder Messung wurden alle 
Komponenten, mit Ausnahme des Substrates, in der Küvette im Messgerät für 360 s tempe-
riert. Die Messung wurde sofort nach Substratzugabe gestartet. Die finale Substratkonzentra-
tion betrug 60 µM. Die Absorption bei einer Wellenlänge von 330 nm wurde im Intervall von 
0,5 s für 240 – 600 s aufgezeichnet. Als Referenz diente die Absorption bei einer Wellenlänge 
von 510 nm. Die Einstellung des cis/trans-Gleichgewichts nach dem Lösungsmittelsprung des 
Substrates durch cis/trans-Isomerisierung wurde als Absorptionsänderung im Zeitverlauf re-
gistriert. Nach Abschneiden der Mischphase am Anfang lieferte die nichtlineare Regression 
dieses Verlaufs nach einer monoexponentiellen Funktion die Geschwindigkeitskonstante kobs 
für jede Messung, die der Summe der Geschwindigkeitskonstanten der cis→trans- und der 
trans→cis-Reaktionen entspricht.  
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Die Geschwindigkeitskonstante der enzymkatalysierten Reaktion kenz lässt sich nach 
GLEICHUNG 2 aus der Differenz der Geschwindigkeitskonstante kobs und der Geschwindig-
keitskonstante der unkatalysierten Reaktion k0 ermitteln. Die katalytische Effizienz eines En-
zyms ist definiert als kcat/KM und wurde nach GLEICHUNG 3 berechnet. 

GLEICHUNG 2:   !kenz = kobs − k0 

GLEICHUNG 3:     
kcat
KM

= kenz
[E0]

 

kenz: Geschwindigkeitskonstante der enzymkatalysierten Reaktion (s–1) 

kobs: beobachtete Geschwindigkeitskonstante (s–1) 

k0: Geschwindigkeitskonstante der unkatalysierten Reaktion (s–1) 

kcat: Wechselzahl/Katalysekonstante (s–1) 

KM: Michaeliskonstanstante (M) 

[E0]: Gesamtkonzentration des Enzyms (M) 

Für Messungen mit Inhibitoren wurden dem Messpuffer 0,1 µM BSA zugesetzt. Übli-
cherweise erfolgten die Messungen mit Inhibitoren bei einer Enzymkonzentration von 10 nM 
Pin1 bzw. 1 nM Cyclophilin A. Die Inhibitoren wurden in DMSO gelöst, in verschiedenen 
Konzentrationen zum Messansatz gegeben und die entsprechenden Geschwindigkeitskonstan-
ten für die Reaktionen bestimmt. Die finale Konzentration an DMSO betrug stets 0,2 % (v/v). 
Für die Bestimmung von Inhibitionskonstanten KI wurden die ermittelten Geschwindigkeits-
konstanten kenz der Reaktionen gegen die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen aufgetragen 
und durch Regression der Messwerte nach GLEICHUNG 4 ermittelt, die sich von einer Glei-
chung nach CHENG und PRUSOFF [235] ableitet. IC50-Werte von Inhibitoren wurden nach Auf-
tragung der PPIase-Aktivitäten gegen die entsprechenden Inhibitorkonzentrationen durch Re-
gression der Messwerte mithilfe von GLEICHUNG 5 ermittelt. 

GLEICHUNG 4:   A =  (Q × [E]) / (1 + [I] / KI) 

A: PPIase-Aktivität, äquivalent zu kenz (s−1) 

Q: katalytische Effizienz des Enzyms (M−1 s−1) 

[E]: Enzymkonzentration (M)   

[I]: Inhibitorkonzentration (M)   

KI:   Inhibitionskonstante (M)  

GLEICHUNG 5:   A = 100 % / (1 + [I] / IC50)  

A: PPIase-Aktivität (%) 

  [I]: Inhibitorkonzentration (M)   

IC50:   Inhibitorkonzentration bei der die Hälfte der PPIase-Aktivität inhibiert ist (M)  

Fluoreszenzbasierte, proteasefreie Messungen glichen in der Durchführung fluoreszenz-
basierten proteasegekoppelten Messungen (KAPITEL 2.4.6), erfolgten jedoch in Abwesenheit 
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einer isomerspezifischen Protease. Die Auslenkung des cis/trans-Gleichgewichtes erfolgte 
entweder durch pH-Sprung (0,5 mM Substrat in 50 mM H3PO4 pH 2,1 zu Messpuffer 35 mM 
HEPES pH 7,8) oder durch Lösungsmittelsprung (0,5 mM Substrat in 0,5 M LiCl/TFE zu 
Messpuffer 35 mM HEPES pH 7,8), Anregungsspaltbreite: 5 nm, Emissionsspaltbreite: 20 nm. 

2.4.6 Proteasegekoppelter PPIase-Assay 
Der proteasegekoppelte PPIase-Test erfolgte im Prinzip nach der Vorschrift von         

FISCHER et al. [10]. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Messungen an einem 
Agilent 8453 UV/Vis-Spektralphotometersystem (AGILENT TECHNOLOGIES, Waldbronn) bei 
einer konstanten Temperatur von 10 °C unter ständigem Rühren in Hellma QS Quarzglas-
küvetten mit Magnetrührer (HELLMA ANALYTICS, Müllheim) mit einer Schichtdicke von 1 cm 
durchgeführt. Als Messpuffer wurde 35 mM HEPES pH 7,8 verwendet. Falls nicht anders 
angegeben, diente α-Chymotrypsin in einer finalen Konzentration von 1 mg/ml als isomerspe-
zifische Protease. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 1500 µl. Vor dem Start der Mes-
sung wurden alle Komponenten, mit Ausnahme des Substrates, in der Küvette für 360 s tem-
periert. Die Messung wurde sofort nach Substratzugabe gestartet. Die finale Substratkonzent-
ration betrug 60 µM. Die cis/trans-Isomerisierung wurde über die Freisetzung des 4-
Nitroanilins als Absorptionsänderung im Zeitverlauf verfolgt. Dazu wurde die Absorption bei 
einer Wellenlänge von 390 nm im Intervall von 0,5 s für 240 – 600 s aufgezeichnet. Als Refe-
renz diente die Absorption bei einer Wellenlänge von 510 nm. Die Auswertung der Mes-
sungen erfolgte dem proteasefreien Messsystem analog (KAPITEL 2.4.5), jedoch entspricht kobs 
im proteasegekoppelten Messsystem der Geschwindigkeitskonstante der cis→trans-Reaktion.  

GLEICHUNG 6:   K = (kobs – k0) / k0 

K: Aktivitätsfaktor (relative Einheiten, RE) 

kobs: beobachtete Geschwindigkeitskonstante (s–1) 

k0: Geschwindigkeitskonstante der unkatalysierten Reaktion (s–1) 

Für Messungen in Gegenwart von CsA bzw. CsA-Derivaten diente als Messpuffer 
10 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NaCl. Als isomerspezifische Protease diente α-
Chymotrypsin in einer Konzentration von 0,2 mg/ml. Das Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA wurde als Stammlösung in einer Konzentration von 26,7 mM in DMSO für die Messun-
gen verwendet. Die finale Substratkonzentration im Messansatz betrug 53,4 µM. CypA wurde 
aus einer Stammlösung (0,25 µM CypA, 1 µM BSA in Messpuffer) in den Ansatz gegeben. 
Die finale Konzentration an CypA betrug 0,5 nM. Inhibitoren wurden in DMSO gelöst und in 
verschiedenen Konzentrationen zum Messansatz gegeben. Die finale Konzentration an 
DMSO betrug stets 1,2 % (v/v). Für Messungen in Gegenwart von humanem Serum wurde α-
Chymotrypsin in einer finalen Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt. Um den cis-
Isomeranteil des Substrates zu steigern wurde das Substrat in TFE gelöst, welches 0,5 M was-
serfreies LiCl enthielt. Die finale Konzentration an DMSO betrug dann stets 1 % (v/v). Für 
Inhibitionsmessungen betrug die Serumkonzentration 25 % (v/v). Der Aktivitätsfaktor K der 
Serumprobe in relativen Einheiten (RE) wurde über GLEICHUNG 6 berechnet [236].  
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Proteasegekoppelte Messungen, die an einem Fluoreszenz-Spektrophotometer F-3010 
(HITACHI, Tokio) durchgeführt wurden, erfolgten bei einer konstanten Temperatur von 10 °C 
unter ständigem Rühren in Hellma QS Quarzglasküvetten mit Magnetrührer (HELLMA ANA-

LYTICS, Müllheim) mit einer Schichtdicke von 1 cm. Als Messpuffer wurde 35 mM HEPES 
pH 7,8 verwendet. 1 mg/ml Trypsin diente dabei als isomerspezifische Protease. Das Gesamt-
volumen des Ansatzes betrug 1500 µl. Die Anregungswellenlänge wurde auf 320 nm festge-
legt und die Emission bei einer Wellenlänge von 420 nm für 5 – 120 min detektiert (je nach 
Substrat: Anregungsspaltbreite: 3 – 5 nm, Emissionsspaltbreite: 5 – 10 nm). Die jeweiligen 
Substrate wurden in Konzentrationen von 0,5 mM in DMSO gelöst und für die Messungen 
eingesetzt. Die finale Substratkonzentration im Messansatz betrug 1 µM. Die auf den Zeit-
punkt 0 s extrapolierte nichtlineare Regression einer Verlaufskurve lieferte den Startpunkt 
sowie den Endpunkt der Reaktion. Beide Werte wurden mit dem entsprechenden Wert aus 
dem Fluoreszenzemissionsspektrum des Substrates vor isomerspezifischer Proteolyse korri-
giert. Die Differenz der Fluoreszenzsignale aus Endpunkt (entspricht 100 % trans-Isomer) 
und Startpunkt (entspricht dem prozentualen Anteil an trans-Isomer) lieferte näherungsweise 
den prozentualen cis-Gehalt des Substrates. 

GLEICHUNG 7:   ΔG‡ = ΔH‡ − TΔS‡ 

GLEICHUNG 8:   ΔG0 =  −RT × ln K 

  ΔG‡: Änderung der freien Aktivierungsenthalpie (J mol–1) 

  ΔH‡:  Änderung der Aktivierungsenthalpie (J mol–1) 

  ΔS‡:   Änderung der Aktivierungsentropie (J mol–1 K–1) 

ΔG0: Änderung der GIBBS-Energie im Gleichgewichtszustand (J mol–1) 

T:     Temperatur (K) 

  R:  universelle Gaskonstante (8,3144621 J mol–1 K–1) 

K:     Gleichgewichtskonstante ([cis] / [trans]) 

Die Bestimmungen der Temperaturabhängigkeiten der Geschwindigkeitskonstanten der 
cis/trans-Isomerisierungen erfolgten bei konstanten Temperaturen zwischen 5 °C und 40 °C. 
Die thermodynamischen Parameter für diese Reaktionen wurden durch lineare Regressionen 
der EYRING-Plots und mithilfe von GLEICHUNG 7 und GLEICHUNG 8 ermittelt. Die Messungen 
der Geschwindigkeitskonstanten der cis/trans-Isomerisierungen bei unterschiedlichen pH-
Werten wurde als Messpuffer 35 mM Kaliumcitrat (4,5 ≤ pH ≤ 6,5) bzw. 35 mM BIS-TRIS-
Propan (6,4 ≤ pH ≤ 9,5) verwendet. Die Anpassung der Datenpunkte erfolgte an ein Modell 
basierend auf der HENDERSON-HASSELBALCH-Gleichung (GLEICHUNG 9) [237]. 

GLEICHUNG 9:   y = ymin + (ymax − ymin) / (1 + 10(pH − pKs)) 

2.4.7 Fluoreszenzemissionsspektren von Peptidderivaten 
Alle Messungen wurden an einem FluoroMax-2 Spektralfluorimeter (HORIBA JOBIN 

YVON, Kyoto) bei einer konstanten Temperatur von 10 °C unter ständigem Rühren in Hellma 
QX Quarzglasküvetten mit Magnetrührer (HELLMA ANALYTICS, Müllheim) und einer 
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Schichtdicke von 1 cm durchgeführt. Die Messungen erfolgten in Messpuffer 35 mM HEPES 
pH 7,8. Die Peptidderivate wurden als Stammlösungen in Konzentrationen von jeweils 
0,5 mM in DMSO (für isomerspezifische Proteolyse) bzw. in 50 mM H3PO4 pH 2,1 (für pH-
Sprung) für die Messungen verwendet. Die finale Peptidkonzentration im Messansatz betrug 
jeweils 1 µM. Die Fluoreszenzemissionsspektren wurden nach Anregung bei einer Wellen-
länge von 320 nm von den Peptidderivaten nach Proteolyse mit 1 mg/ml Trypsin (Anregungs-
spaltbreite: 3 nm, Emissionsspaltbreite: 5 nm) oder nach pH-Sprung (Anregungsspaltbreite: 
5 nm, Emissionsspaltbreite: 20 nm) aufgenommen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte je 
nach Experiment vor Proteasezugabe, direkt nach Proteasezugabe bzw. pH-Auslenkung und 
nach vollständiger Proteolyse bzw. Relaxation. Alle Spektren wurden mit den jeweiligen Re-
ferenzspektren korrigiert. 

2.4.8 Isotherme Titrationskalorimetrie 
Sämtliche Untersuchungen mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) wurden an 

einem Mikrokalorimeter VP-ITC (MICROCAL, Northampton) mit freundlicher Unterstützung 
durch E. HINZE durchgeführt. Die Messungen erfolgten in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8 bei 
einer Temperatur von 20 °C. Die verwendeten Proteine wurden gegen den Puffer dialysiert. 
Die verwendeten Liganden wurden direkt in dem Puffer gelöst. Die Referenzzelle und die 
Probenzelle des Kalorimeters wurden mit Puffer bzw. mit der Proteinlösung befüllt. Die Ap-
paratur wurde auf eine Rührerdrehzahl von 310 U/min eingestellt. In einem typischen Expe-
riment wurden 300 µl Ligand mit einer Konzentration von 3,75 mM schrittweise zu 1,4 ml 
einer 237,5 µM Proteinlösung titriert. Die Titration erfolgte in 20 Injektionsschritten. Bei der 
ersten Injektion wurden lediglich 2 µl, bei den folgenden Injektionen jeweils 15 µl Ligand 
injiziert. Als Referenztitration diente die Injektion des entsprechenden Liganden in Puffer 
unter den gleichen Bedingungen. Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit der Hersteller-
software Origin (MICROCAL, Northampton). Die Messwerte der Titration von Ligand mit 
Protein wurden mit denen der Referenztitration korrigiert. Die Messwerte der ersten Injektion 
wurden dabei eliminiert. Die Berechnung der thermodynamischen Parameter erfolgte nach 
einem Ein-Seiten-Bindemodell. 

2.4.9 Circulardichroismus-Spektroskopie 
Die Aufnahme von CD-Spektren erfolgte an einem Jasco J-710 Spektropolarimeter 

(JASCO, Groß-Umstadt) unter konstantem Stickstoffstrom von 12 l/min. Soweit nicht anders 
angegeben erfolgte die Messung in 5 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,5 bei einer Tempera-
tur von 20 °C. Das Gerät wurde für die Messungen auf eine Spaltbreite von 1 nm und eine 
Verzögerungszeit von 1 s eingestellt. Die Scangeschwindigkeit betrug 100 nm/min. Für die 
Messungen wurden Hellma QX Quarzglasküvetten (HELLMA ANALYTICS, Müllheim) mit 
Schichtdicken von 0,1 cm verwendet. Das finale Spektrum einer Messung wurde aus 20 Ein-
zelspektren akkumuliert. Zur Basislinienkorrektur wurde das Spektrum des Puffers vom Pro-
teinspektrum subtrahiert. Die Berechnung der mean residue weight ellipticity [Θ]MRW erfolgte 
nach GLEICHUNG 10. Messungen bei unterschiedlichen pH-Werten erfolgten bei 10 °C in Zi-
tronensäure-Phosphat-Puffer.  
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GLEICHUNG 10:   [Θ]MRW = Θ!× [MRW]
10 × c × d  

  Θ:  Elliptizität (mdeg) 

  [MRW]: mittlere molare Masse der Aminosäuren (g/mol) 

  c:  Konzentration (g/l) 

  d:   Schichtdicke (cm) 

2.4.10 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
Alle Trennungen von Proteinproben zur Analyse mittels Hochleistungsflüssigkeits-

chromatographie (high performance liquid chromatographie, HPLC) wurden an einem Sys-
tem Class-LC10 (SHIMADZU, Kyoto) mit Diodenarraydetektor (SHIMADZU, Kyoto) und Säu-
le C8 (5 µm, 300 Å, 4,6 × 250 mm, VYDAC, Columbia) bei einer Temperatur von 40 °C 
durchgeführt. Als Laufmittel diente Acetonitril/Wasser, versetzt mit jeweils 0,1 % Trifluores-
sigsäure. Die Flussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Die Elution der jeweiligen Probe erfolg-
te durch einen linearen Gradienten von 5 – 100 % Acetonitril innerhalb einer Zeit von 30 min. 

Trennungen von niedermolekularen Substanzen, Peptiden und Peptidderivaten zur Ana-
lyse mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie erfolgten an einem System HPLC-MS 
ASI-100 (DIONEX, Sunnyvale) mit Pumpe P-680 (DIONEX, Sunnyvale), Diodenarraydetektor 
PDA-100 (DIONEX, Sunnyvale) und Säule Kinetex C18 (2,6 µm, 4,6 × 250 mm, PHENOMENEX, 
Torrance) bei einer Temperatur von 40 °C. Als Laufmittel diente Acetonitril/Wasser, versetzt 
mit jeweils 0,1 % Trifluoressigsäure. Die Elution der jeweiligen Probe erfolgte durch einen 
linearen Gradienten von 5 – 100 % Acetonitril innerhalb einer Zeit von 15 min. 

2.4.11 Massenspektrometrie 
Die massenspektrometrischen Analysen zur Identifizierung von Pin1-

Interaktionspartnern nach pull-down-Experimenten erfolgten in der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. W. HAEHNEL am Institut für Biologie II der Universität Freiburg. Die massenspekt-
rometrische Analyse zur Identifizierung von Serumproteinen nach Affinitätsreinigung mit 
immobilisierten CsA-Derivaten erfolgte durch Dr. C. H. IHLING. Sonstige massenspektromet-
rische Analysen, insbesondere Analysen gereinigter Proteinproben wurden von 
Dr. A. SCHIERHORN durchgeführt. Hierfür wurden die gereinigten Proteinproben vorher mit-
tels HPLC entsalzt. 

2.4.12 Konfokalmikroskopie 
HeLa-Zellen wurden zunächst mittels Calciumphosphat-Methode transfiziert (KAPITEL 

2.3.8) und üblicherweise 28 h nach Transfektion mithilfe von Trypsin von der Wachstumsflä-
che gelöst (KAPITEL 2.3.7) und in frischem Medium suspendiert. 222 µl dieser Suspension mit 
ca. 25000 Zellen wurde anschließend in eine Kulturkammer des Objektträgersystems µ-
Slide 8-well (IBIDI, Martinsried) gegeben und für 18 h unter Kultivierungsbedingungen (KAPI-

TEL 2.3.6) inkubiert. Danach wurden die Zellen für die Konfokalmikroskopie vorbereitet. Alle 
Wasch- und Inkubationsschritte der Kulturkammer erfolgten mit jeweils 222 µl der entspre-
chenden Lösung bei Raumtemperatur auf einem Laborschüttler KS 260 basic (IKA, Staufen) 
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bei einer Drehzahl von 150 U/min. Bei einem Waschschritt wurde die Kulturkammer immer 
für 3 min mit PBS inkubiert. Die verwendeten Lösungen sind in TABELLE 11 näher beschrie-
ben. Die Kulturkammer wurde zunächst zweimal gewaschen und anschließend für 10 min mit 
Formaldehydlösung in PBS inkubiert, gefolgt von zwei Waschschritten. Danach wurde die 
Kulturkammer für 2 min mit Methanol inkubiert, gefolgt von einem Waschschritt. Es schloss 
sich ein Inkubationsschritt in Glycinlösung für 5 min an. Schließlich wurde die Kulturkammer 
einmal gewaschen und für 60 min mit Milchpulverlösung inkubiert. Danach erfolgte die In-
kubation in 100 µl AK-Inkubationslösung 1 für 30 min im Dunkeln. Nach dreimaliger Inku-
bation für 2 min in Milchpulverlösung schloss sich die Inkubation in 100 µl AK-
Inkubationslösung 2 für 30 min im Dunkeln an. Die Kulturkammer wurde zum Schluss drei-
mal für 2 min in Milchpulverlösung inkubiert und noch dreimal mit PBS gewaschen. Nun 
erfolgte die Analyse des Präparats am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop D-ECLIPSE C1 
Si (NIKON, Tokio) mit drei separaten Lasern (404 nm, 488 nm und 561 nm; MELLES GRIOT, 
Albuquerque) mit dem Ölimmersionsobjektiv Plan Apo 60x (NIKON, Tokio) mit numerischer 
Apertur von 1,40. Die Analyse der Bilder erfolgte mithilfe der Software EZ-C1 Version 3.7 
(NIKON, Tokio). Die Bilder wurden üblicherweise mit einer Größe von 512 × 512 Pixel auf-
genommen. 

TABELLE 11: VERWENDETE LÖSUNGEN ZUR PROBENVORBEREITUNG FÜR DIE KONFOKALMIKROSKOPIE. 

Lösung Zusammensetzung 
Formaldehydlösung PBS, 2 % Formaldehyd 
Glycinlösung PBS, 2 % Glycin 
Milchpulverlösung PBS, 2 % Milchpulver 
AK-Inkubationslösung 1 PBS, 2 % Milchpulver, 10 µg/ml DAPI, primäre Antikörper 
AK-Inkubationslösung 2 PBS, 2 % Milchpulver, entsprechende sekundäre Antikörper mit Fluores-

zenzmarker  
Die Antikörper wurden in einer Verdünnung von 1 : 100 eingesetzt. 

2.4.13 Durchflusszytometrie 
Die sich in der Proliferation befindlichen HeLa-Zellen einer Kalotte einer Zellkultur-

testplatte mit sechs Kalotten (ca. 4 × 105 Zellen), wurden zweimal mit PBS gewaschen, mit-
hilfe von Trypsin von der Wachstumsfläche gelöst, nach darauffolgender Zugabe von 0,5 ml 
Medium in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und in der Megafuge 1.0RS mit dem Ro-
tor #7570 D zentrifugiert (300 g, 5 min, 20 °C). Nach Verwerfen des Überstands wurden die 
Zellen in 80-prozentiger (v/v) Ethanollösung resuspendiert und für 3 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Suspension wurde in der Tischzentrifuge Mini (ABIMED, Langenfeld) für 30 s 
bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Überstand verworfen.  

Die Zellen des 5-Bromo-2-deoxyuridin-Inkorporationsassays wurden nach diesem 
Schritt für 20 min mit 0,5 ml 2 N HCl behandelt und anschließend einmal mit PBS gewaschen. 
Es folgte die Inkubation mit Anti-BrdU Antikörper in 0,5 % (v/v) Tween 20, 5 g/l BSA in 
PBS für 1 h. Die Zellen wurden anschließend einmal mit PBS und einmal mit 0,5 % (v/v) 
Tween 20, 5 g/l BSA in PBS gewaschen und danach für 30 min mit FITC-Anti-Maus IgG in 
0,5 % (v/v) Tween 20, 5 g/l BSA in PBS inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit 
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PBS gewaschen, für 30 s bei Raumtemperatur in der Tischzentrifuge Mini zentrifugiert und 
der Überstand verworfen. 

Die Zellen wurden für die Messungen mittels Durchflusszytometrie (fluoreszenzakti-
vierte Zellsortierung, FACS) in 0,5 ml FACS-Puffer (100 µg/ml Ribonuclease A, 50 µg/ml 
Propidiumiodid in PBS) resuspendiert und für 30 min bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die 
Proben mit dem Cytometer FACSort (BECTON-DICKINSON, Franklin Lakes) analysiert. Die 
Auswertung der Daten erfolgte mit dem Computerprogramm WinMDI 2.9 (JOSEPH TROTTER, 
La Jolla).  

2.4.14 Datenverarbeitung 
Die Auswertung der Daten, die Regression der Datenpunkte, die Erstellung von Dia-

grammen und die statistische Auswertung mittels t-Test erfolgte, soweit nicht anders angege-
ben, mit SigmaPlot 12.3 (SYSTAT SOFTWARE, Erkrath). Densitometrische Auswertungen er-
folgten mit dem Programm Multi-Analyst (BIO-RAD LABORATORIES, Hercules). Für die Er-
stellung der chemischen Strukturen dieser Arbeit wurde das Programm ChemBioDraw Ult-
ra 12.0 (PERKINELMER, Waltham) verwendet. Digitalisierung von SDS-PA-Gelen erfolgte mit 
dem Scanner ScanMaker 1000XL (MICROTEK, Hsinchu) mit zugehöriger Software Microtek 
ScanWizard Pro V7.021 (MICROTEK, Hsinchu). Bilddateien wurden mit dem Programm Ado-
be Photoshop CS3 (ADOBE SYSTEMS, San José) aufbereitet. Alle übrigen Abbildungen und 
Texte dieser Arbeit wurden mithilfe von Microsoft Office 2013 (MICROSOFT, Redmond) er-
stellt und aufbereitet.  
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3  E R G E B N I S S E  

3.1 Pin1 interagiert in vitro und in vivo mit MCM3  

3.1.1 Untersuchungen zur Interaktion von Pin1 mit Proteinen aus HeLa-Zellen 
Um neue Interaktionspartner von Pin1 zu identifizieren wurde ein GST-pull-down-

Experiment durchgeführt. Dafür wurde eine Glutathion-Sepharose-Matrix, an der das Fusi-
onsprotein GST-Pin1 immobilisiert war, mit HeLa-Zelllysat inkubiert, gewaschen und danach 
von dieser Matrix eluiert. Als Kontrolle wurde eine Glutathion-Sepharose-Matrix, an der das 
Fusionsprotein GST immobilisiert war, gleichbehandelt. Die Elutionen beider Matrizes wur-
den mittels SDS-PAGE analysiert (ABBILDUNG 2). 

ABBILDUNG 2: PULL-DOWN ZELLULÄRER PROTEINE MIT 

GST-PIN1. Eine Glutathion-Sepharose-Säule mit einem 
Säulenvolumen von 1 ml wurde mit E. coli-Lysat inku-
biert, welches GST (Kontrolle) bzw. GST-Pin1 enthielt. 
Nach einem Waschschritt mit Puffer erfolgte die Inku-
bation der Säule mit HeLa-Zelllysat. Die Säule wurde 
mit Puffer gewaschen und mit einer Glutathion-Lösung 
(10 mM) eluiert. Die Elutionsfraktionen (GST und 
GST-Pin1) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Das 
SDS-PA-Gel (12,5 %) wurde einer Coomassie-Färbung 
unterzogen. 

Nach der Coomassie-Färbung des Gels wurden beide Spuren, GST und GST-Pin1, aus 
dem SDS-PA-Gel ausgeschnitten und vollständig massenspektrometrisch auf humane Protei-
ne untersucht. In zwei identisch durchgeführten Experimenten konnten 68 eukaryotische Pro-
teine jeweils in der Elution von GST-Pin1, nicht aber in der Elution der Kontrolle (GST) 
nachgewiesen werden. Diese Proteine sind in TABELLE 18 im Anhang aufgelistet. Eine Daten-
bankanalyse ergab, dass lediglich sechs dieser Proteine weder Ser-Pro- noch Thr-Pro-Motive 
in ihren Primärstrukturen enthalten und damit in 62 der identifizierten Proteine mindestens 
eines dieser Motive enthalten ist. Für zwölf Proteine wurden bereits Interaktionen mit Pin1 in 
der Literatur erwähnt (siehe TABELLE 18). Bei den Experimenten konnten die Proteine MCM2, 
MCM3, MCM4, MCM6 und MCM7 als neue potentielle Interaktionspartner von Pin1 detek-
tiert werden. Diese fünf Proteine sind Untereinheiten des aus sechs Proteinen bestehenden 
minichromosome-maintenance-Komplexes, MCM2-7-Komplex. Das Protein MCM5, eben-
falls eine Untereinheit dieses Komplexes wurde lediglich in einem der beiden identisch 
durchgeführten Experimente als möglicher Interaktionspartner von Pin1 detektiert. Alle Prote-
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ine des MCM2-7-Komplexes enthalten in ihrer jeweiligen Primärstruktur Ser/Thr-Pro-Motive 
(siehe TABELLE 18). In der Proteindatenbank UniProtKB3) sind MCM24), MCM35), MCM46), 
MCM67) und MCM78) als Phosphoproteine verzeichnet. Ferner ist in der Datenbank unter 
dem entsprechenden Eintrag für MCM2, MCM3, MCM4 und MCM7 die Modifizierung min-
destens eines Serin- bzw. Threoninrestes eines entsprechenden Ser/Thr-Pro-Motivs zu einem 
Phosphoserin- bzw. Phosphothreoninrest gekennzeichnet.  

In einem weiteren GST-pull-down-Experiment konnten alle sechs Proteine des MCM2-
7-Komplexes mit spezifischen Anti-MCM-Antikörpern in der Elution von GST-Pin1 nach-
gewiesen werden. Eine unspezifische Wechselwirkung der MCM-Proteine mit GST wurde 
nicht detektiert (ABBILDUNG 3). Diese Ergebnisse zeigen eine direkte Interaktion von Pin1 mit 
dem MCM2-7-Komplex in vitro. 

ABBILDUNG 3: PULL-DOWN VON MCM-
PROTEINEN MIT GST-PIN1. Glutathion-
Sepharose wurde mit E. coli-Lysat inkubiert, 
welches GST (Kontrolle) bzw. GST-Pin1 
enthielt. Nach dreimaligem Waschen mit 
Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit 
HeLa-Zelllysat inkubiert. Nach einem Wasch-
schritt mit Puffer folgte die Elution mit einer 
Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und 
die beiden Elutionsfraktionen (GST und GST-
Pin1) wurden mittels SDS-PAGE und an-
schließendem Western Blot (WB) unter Ver-
wendung von spezifischen Anti-MCM Anti-
körpern (Anti-MCM AK) analysiert. Lade-
kontrolle siehe ABBILDUNG 46A im Anhang.  

Um festzustellen, mit welchen Komponenten des MCM2-7-Komplexes Pin1 interagiert, 
sollten Interaktionsanalysen unter Bedingungen durchgeführt werden, in denen die MCM-
Proteine nicht miteinander wechselwirken. Es wurde bereits gezeigt, dass bei einer Kalium-
chloridkonzentration von 1 M in Puffer die MCM-Proteine nicht komplexiert vorliegen [238]. 
Daher wurden pull-down-Experimente bei verschiedenen Kaliumchlorid-Konzentrationen in 
Puffer durchgeführt. Unter Bedingungen von 1 M Kaliumchlorid in Puffer konnte lediglich 
eine Interaktion des Proteins MCM3 mit Pin1 nachgewiesen werden (ABBILDUNG 4). Dies 
deutet darauf hin, dass unter diesen Bedingungen eine direkte Interaktion von MCM3 mit 
Pin1 existiert und dass die Interaktion zwischen Pin1 und dem MCM2-7-Komplex durch 
MCM3 vermittelt wird. Es ist jedoch nicht auszuschließen, dass die hohe Ionenstärke direkte 
Interaktionen zwischen Pin1 und anderen MCM-Proteinen verhindert. Zur Überprüfung der 
                                                
3) online verfügbar unter http://www.uniprot.org/uniprot/ 
4) UniProt-Eintrag P49736 (MCM2_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/P49736 (08.12.2014) 
5) UniProt-Eintrag P25205 (MCM3_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/P25205 (08.12.2014) 
6) UniProt-Eintrag P33991 (MCM4_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/P33991 (08.12.2014) 
7) UniProt-Eintrag Q14566 (MCM6_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/Q14566 (08.12.2014) 
8) UniProt-Eintrag P33993 (MCM7_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/P33993 (08.12.2014) 
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Hypothese einer direkten Interaktion von Pin1 mit MCM3 sollte untersucht werden, ob Pin1 
mit MCM3 in Abwesenheit der anderen MCM-Proteine interagieren kann. Dazu wurde die 
codierende DNA-Sequenz des humanen MCM3-Proteins in den Vektor pCMV-Tag2b klo-
niert. Der dadurch generierte Vektor pFLAG-MCM3 lässt sich zur Generierung von MCM3 
mit einer aminoterminalen FLAG-Fusion (FLAG-MCM3) in eukaryotischen Zellen nutzen. 

 
ABBILDUNG 4: PULL-DOWN VON MCM-PROTEINEN BEI UNTERSCHIEDLICHEN KCl-KONZENTRATIONEN MIT GST-PIN1. 
Glutathion-Sepharose wurde mit E. coli-Lysat inkubiert, welches GST-Pin1 enthielt. Nach dreimaligem Wa-
schen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit HeLa-Zelllysat in Puffer mit KCl inkubiert. Nach einem 
Waschschritt mit Puffer folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die Elutions-
fraktionen (GST-Pin1, unterschiedliche KCl-Konzentrationen) wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem 
Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-MCM Antikörpern (Anti-MCM AK) analysiert. 
Ladekontrolle siehe ABBILDUNG 46B. 

HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pFLAG-MCM3 transfiziert und das in diesen Zel-
len hergestellte Protein FLAG-MCM3 wurde mithilfe einer Anti-FLAG-Affinitätsmatrix un-
ter nativen Bedingungen gereinigt. Die Analyse des gereinigten Proteins mittels SDS-PAGE 
zeigt ABBILDUNG 5A. Um auszuschließen, dass bei der Proteinreinigung weitere Komponenten 
des MCM-Komplexes, aufgrund von Komplexbildung, zusammen mit dem Protein FLAG-
MCM3 von der Anti-FLAG-Affinitätsmatrix eluiert wurden, erfolgte eine Analyse auf die 
Anwesenheit von MCM5 und MCM7. Diese beiden Proteine sind im Heterohexamer direkt 
benachbart zu MCM3 [184, 189-191]. MCM5 und MCM7 waren mittels Immunodetektion in 
der Elution der Anti-FLAG-Affinitätsmatrix nicht nachweisbar (ABBILDUNG 5B). Durch Im-
munodetektion mit phosphorylierungsspezifischen Antikörpern (Anti-pThr-Pro Antikörper) 
konnte Phosphorylierung an mindestens einem Threonin-Prolin-Motiv im gereinigten Protein 
FLAG-MCM3 nachgewiesen werden (ABBILDUNG 5B). Bei der Immunodetektion von MCM3 
mit spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern fällt ein Laufunterschied im SDS-PA-Gel (7,5 %) 
zwischen dem gereinigten FLAG-MCM3 und dem authentischen MCM3 aus HeLa-Zellen auf 
(ABBILDUNG 5B). Dieser Laufunterschied kann durch das Vorhandensein der 2,2 kDa großen 
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N-terminalen FLAG-Fusion im gereinigten FLAG-MCM3 erklärt werden. Das gereinigte 
Protein FLAG-MCM3 aus HeLa-Zellen wurde für ein GST-pull-down-Experiment verwendet. 
Dabei interagierte das Protein mit GST-Pin1, jedoch nicht mit GST (ABBILDUNG 5C). Dies 
stellt einen Nachweis für eine direkte Interaktion zwischen Pin1 und FLAG-MCM3 dar und 
ist damit ein weiteres Indiz dafür, dass die Interaktion von Pin1 mit dem MCM2-7-Komplex 
über MCM3 vermittelt wird.  

 
ABBILDUNG 5: ANALYSE VON GEREINIGTEM FLAG-MCM3 AUS HELA-ZELLEN UND DESSEN PULL-DOWN MIT GST-
PIN1. HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pFLAG-MCM3 transfiziert und 60 h nach Transfektion geerntet und 
lysiert. Eine Anti-FLAG-Affinitätsmatrix wurde mit dem Zelllysat beladen, gewaschen und anschließend eluiert. 
Die Elutionsfraktion (FLAG-MCM3) wurde zusammen mit einem Proteingrößenmarker (Marker) mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Das SDS-PA-Gel (7,5 %) wurde einer Coomassie-Färbung unterzogen (A). Weiterhin wurde 
die Elutionsfraktion (FLAG-MCM3) zusammen mit HeLa-Zelllysat nicht transfizierter Zellen (HeLa-Lysat) als 
Kontrolle, mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung spezifischer Antikör-
per (AK) analysiert (B). Glutathion-Sepharose wurde mit E. coli-Lysat inkubiert, welches GST (Kontrolle) bzw. 
GST-Pin1 enthielt. Nach dreimaligem Waschen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit gereinigtem 
FLAG-MCM3 aus HeLa-Zellen inkubiert. Nach einem Waschschritt mit Puffer folgte die Elution mit einer 
Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die beiden Elutionsfraktionen (GST und GST-Pin1) wurden mittels 
SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-FLAG Antikör-
pern (Anti-FLAG AK) analysiert (C). Ladekontrolle siehe ABBILDUNG 46C im Anhang. 

Anschließend sollte untersucht werden, welcher Bereich für die Interaktion von Pin1 
mit MCM3 verantwortlich ist. Dazu wurde mithilfe der zielgerichteten Mutagenese Mutatio-
nen in der codierenden DNA-Sequenz von Pin1 in dem Vektor pGST-Pin1 eingeführt und die 
Vektoren pGST-Pin1_W34A, pGST-Pin1_K63A und pGST-Pin1_R68/69A hergestellt. Die 
Mutagenesen führen in den Proteinen an den entsprechenden Stellen zu Aminosäuresubstitu-
tionen gegen Alanin. GST-Pin1 W34A weist einen Aminosäureaustausch in der WW-
Domäne von Pin1 auf, GST-Pin1 K63A hingegen besitzt einen Aminosäureaustausch in der 
PPIase-Domäne von Pin1. In der Proteinvariante GST-Pin1 R68/69A sind die beiden Reste 
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Arg68 und Arg69 der PPIase-Domäne von Pin1 durch Alaninreste ersetzt. Nach Expression der 
Gene in E. coli ließen sich GST-Pin1 und die entsprechenden Proteinvarianten jeweils über 
Affinitäts- und Größenausschlusschromatographie reinigen. Die Analyse der Proteinreinigun-
gen erfolgte mittels SDS-PAGE (ABBILDUNG 45A). Eine densitometrische Analyse der Gel-
spuren ergab für das jeweilige Protein einen Reinheitsgrad > 90 % (nicht gezeigt). Die PPIa-
se-Aktivitäten der gereinigten Fusionsproteine wurden im proteasefreien PPIase-Assay be-
stimmt (ABBILDUNG 45B, C). Die erhaltenen Ergebnisse sind in TABELLE 12 zusammengefasst. 

TABELLE 12: PPIASE-AKTIVITÄT DER GST-PIN1-VARIANTEN. 

GST-Pin1-  
Variante 

mutierte Pin1-Domäne PPIase-Aktivität in 
kcat/KM (×106 M−1 s−1) 

PPIase-Aktivität 
(% GST-Pin1) 

GST-Pin1 – 4,35 ± 0,26 100,0 ± 6,0 
GST-Pin1 W34A WW-Domäne 4,30 ± 0,12   98,9 ± 2,8 
GST-Pin1 K63A PPIase-Domäne 0,22 ± 0,01     5,1 ± 0,2 
GST-Pin1 R68/69A PPIase-Domäne 0,13 ± 0,01     3,0 ± 0,2 

Die Messungen der PPIase-Aktivitäten von GST-Pin1 bzw. GST-Pin1-Varianten (W34A, K63A oder R68/69A) 
erfolgten mithilfe des proteasefreien PPIase-Assays in 35 mM HEPES-Puffer pH 7,8 in Anwesenheit von 60 µM 
Substrat Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA bei einer Temperatur von 10 °C. Die Konzentrationen der GST-Pin1-
Varianten wurden variiert. Die angegebenen Werte entsprechen Mittelwerten mit den dazugehörigen Stan-
dardabweichungen aus drei Einzelmessungen. 

GST-Pin1 und die Proteinvariante GST-Pin1 W34A weisen gleiche katalytische Aktivi-
täten gegenüber Peptidsubstrat auf. Dies stimmt gut mit Literaturwerten für Aktivitätsverglei-
che der entsprechenden Proteine überein [92, 114]. Die Proteinvarianten GST-Pin1 K63A und 
GST-Pin1 R68/69A haben hingegen im Vergleich zu GST-Pin1, wie bereits beschrieben, eine 
deutlich verminderte PPIase-Aktivität, was auf die Aminosäureaustausche im katalytischen 
Zentrum der PPIase-Domäne von Pin1 zurückgeführt werden kann [114].  

 
ABBILDUNG 6: PULL-DOWN VON MCM3 MIT GST-PIN1-VARIANTEN. Glutathion-Sepharose wurde mit E. coli-Lysat 
inkubiert, welches GST (Kontrolle), GST-Pin1 oder GST-Pin1-Variante (W34A, K63A bzw. R68/69A) enthielt. 
Nach dreimaligem Waschen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit HeLa-Zelllysat inkubiert. Nach 
einem Waschschritt mit Puffer folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die ver-
schiedenen Elutionsfraktionen (GST, GST-Pin1 und GST-Pin1-Varianten) wurden mittels SDS-PAGE und an-
schließendem Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern (Anti-MCM3 
AK) analysiert. Ladekontrolle siehe ABBILDUNG 46D im Anhang. 

Die GST-Pin1-Varianten wurden durch GST-pull-down-Experimente auf ihre Fähigkeit 
untersucht, mit MCM3 zu interagieren. Dazu wurden GST, GST-Pin1 bzw. GST-Pin1-
Varianten an Glutathion-Sepharose-Matrizes immobilisiert und nach einem Waschschritt mit 
Puffer mit HeLa-Zelllysaten inkubiert. Nach Waschen mit Puffer wurden GST bzw. die ent-
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sprechenden GST-Fusionsproteine von den jeweiligen Matrizes spezifisch eluiert. MCM3 
konnte mit spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern in der Elution von GST-Pin1 und den Elu-
tionen der beiden Varianten mit defizienter PPIase-Domäne (GST-Pin1 K63A und GST-
Pin1 R68/69A) nachgewiesen werden (ABBILDUNG 6). MCM3 zeigte hingegen keine Affinität 
zu der Pin1-Variante mit defizienter WW-Domäne (GST-Pin1 W34A). Damit scheint haupt-
sächlich die WW-Domäne von Pin1 für die Interaktion mit MCM3 verantwortlich zu sein. 

Um dies weiter zu untersuchen, wurden die separaten Domänen von Pin1 (WW-
Domäne und PPIase-Domäne) im GST-pull-down-Experiment auf Bindung an MCM3 getes-
tet (ABBILDUNG 7). Auch bei diesem Versuch konnte neben der Interaktion von MCM3 mit 
dem Fusionsprotein GST-Pin1, welches beide Domänen von Pin1 beinhaltet, nur eine Interak-
tion mit der isolierten WW-Domäne von Pin1 (GST-Pin1 WW) nachgewiesen werden. Für 
die isolierte PPIase-Domäne von Pin1 (GST-Pin1 PPIase) war bei diesem Versuch hingegen 
keine Interaktion mit MCM3 nachweisbar. 

 
ABBILDUNG 7: PULL-DOWN VON MCM3 MIT GST-FUSIONIERTEN DOMÄNEN VON PIN1. Glutathion-Sepharose wurde 
mit E. coli-Lysat inkubiert, welches GST (Kontrolle), GST-Pin1, GST-fusionierte WW-Domäne von Pin1 (GST-
Pin1 WW) oder GST-fusionierte PPIase-Domäne von Pin1 (GST-Pin1 PPIase) enthielt. Nach dreimaligem Wa-
schen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit HeLa-Zelllysat inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 
Puffer folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die verschiedenen Elutionsfrakti-
onen (GST, GST-Pin1, GST-Pin1 WW und GST-Pin1 PPIase) wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem 
Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern (Anti-MCM3 AK) analysiert. 
Ladekontrolle siehe ABBILDUNG 46E im Anhang. 

3.1.2 Untersuchungen zum Einfluss der Phosphorylierung von MCM3 auf die 
Interaktion mit Pin1 

Das humane Protein MCM3 ist aus 808 Aminosäureresten aufgebaut. Eine schemati-
sche Darstellung des Proteins zeigt ABBILDUNG 8. Die für dieses Protein charakteristische 
MCM-Domäne wird von den Aminosäureresten 295 bis 502 gebildet. Das Protein besitzt 
zwei Ser-Pro-Motive an den Positionen Ser112-Pro113 und Ser611-Pro612. Daneben gibt es zwei 
Thr-Pro-Motive an den Positionen Thr464-Pro465 und Thr722-Pro723. 

 
ABBILDUNG 8: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG VON MCM3. Das humane MCM3 ist aus 808 Aminosäureresten (AS) 
aufgebaut. Die Aminosäurereste 295-502 bilden die MCM-Domäne. MCM3 besitzt zwei Ser-Pro- und zwei Thr-
Pro-Motive. UniProt-Eintrag P25205 (MCM3_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/P25205 (08.12.2014) 
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Um die Phosphorylierungsspezifität der Interaktion zwischen den Proteinen MCM3 und 
Pin1 weiter zu untersuchen wurde ein GST-pull-down-Experiment durchgeführt, bei dem das 
eingesetzte HeLa-Zelllysat vorher mit Lambda-Proteinphosphatase behandelt wurde. Lamb-
da-Proteinphosphatase zeigt Aktivität gegenüber phosphorylierten Serin-, Threonin- und Thy-
rosinresten in Proteinen [239]. Nach der Phosphatasebehandlung sollten die Serin- bzw. 
Threoninseitenketten der Ser/Thr-Pro-Motive in den Proteinen des HeLa-Zelllysats keine Sei-
tenkettenphosphorylierung mehr tragen. Als Kontrolle für das Experiment diente HeLa-
Zelllysat, dem anstelle der Phosphatase Phosphataseinhibitor zugesetzt wurde. Im Ergebnis 
zeigte sich, dass die Phosphatasebehandlung des HeLa-Zelllysats die Interaktion zwischen 
MCM3 und GST-Pin1 verhindert (ABBILDUNG 9). Dies offenbart eine phosphorylierungsab-
hängige Interaktion zwischen Pin1 und MCM3.  

 
ABBILDUNG 9: PULL-DOWN VON MCM3 MIT GST-PIN1 NACH PHOSPHATASEBEHANDLUNG DES HELA-ZELLLYSATS. 
Glutathion-Sepharose wurde mit E. coli-Lysat inkubiert, welches GST (Kontrolle) bzw. GST-Pin1 enthielt. Nach 
dreimaligem Waschen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit HeLa-Zelllysat inkubiert. Das HeLa-
Zelllysat wurde vorher entweder mit Phosphatase-Inhibitor (– λ) oder mit Lambda-Proteinphosphatase (+ λ) 
behandelt. Nach einem Waschschritt mit Puffer folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der 
Input und die Elutionsfraktionen (GST-Pin1) wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot 
(WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern (Anti-MCM3 AK) analysiert. Ladekontrolle 
siehe ABBILDUNG 47A im Anhang. 

Um weiter zu untersuchen, welche der seitenkettenphosphorylierten Serin- bzw. Thre-
oninreste der vier existierenden Serin/Threonin-Prolin-Motive in MCM3 für die Interaktion 
mit Pin1 verantwortlich sind, wurden mithilfe der ortsgerichteten Mutagenese Mutationen in 
dem Vektor pFLAG-MCM3 eingeführt und die Vektoren pFLAG-MCM3_S112A, pFLAG-
MCM3_T464A, pFLAG-MCM3_S611A und pFLAG-MCM3_T722A hergestellt. Diese Vek-
toren wurden in HeLa-Zellen transfiziert. Die Expression führte zu aminoterminal FLAG-
fusionierten MCM3-Protienen, in denen jeweils einer der Serin- bzw. Threoninreste der Se-
rin/Threonin-Prolin-Motive in MCM3 gegen einen Alaninrest substituiert war. Im GST-pull-
down-Experiment wurde die Bindung dieser FLAG-MCM3-Varianten an GST-Pin1 unter-
sucht. Im Vergleich zum Protein FLAG-MCM3 Wildtyp, in dem alle Ser/Thr-Pro-Reste von 
MCM3 vollständig vorhanden sind, zeigten die beiden Proteinvarianten FLAG-
MCM3 S112A und FLAG-MCM3 T722A eine deutlich verminderte Bindung an GST-Pin1. 
Ein Einfluss auf die Interaktion von MCM3 mit GST-Pin1 durch den Austausch des Amino-
säurerestes Thr464 bzw. Ser611 gegen Alanin in MCM3 war hingegen nicht erkennbar 
(ABBILDUNG 10). Dieses Experiment zeigt, dass die beiden Aminosäurereste Ser112 und Thr722, 
welche beide jeweils den Teil eines Ser-Pro- bzw. Thr-Pro-Motivs in MCM3 bilden, die Bin-
dung an Pin1 beeinflussen.  
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ABBILDUNG 10: PULL-DOWN VON FLAG-MCM3-VARIANTEN MIT GST-PIN1. Glutathion-Sepharose wurde mit 
E. coli-Lysat inkubiert, welches GST (Kontrolle) bzw. GST-Pin1 enthielt. Nach dreimaligem Waschen mit Puf-
fer wurde die Glutathion-Sepharose mit HeLa-Zelllysat inkubiert, in welchem FLAG-MCM3-Wildtyp (WT) 
oder FLAG-MCM3-Variante (S112A, T464A, S611A bzw. T722A) vorlag. Nach einem Waschschritt mit Puffer 
folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die verschiedenen Elutionsfraktionen 
(GST und GST-Pin1) wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung 
von spezifischen Anti-FLAG Antikörpern (Anti-FLAG AK) analysiert. Ladekontrolle siehe ABBILDUNG 47B im 
Anhang. 

3.1.3 Untersuchungen zur Interaktion von Pin1 mit chromatinassoziiertem 
MCM3 

Da MCM3 aufgrund seiner Funktion sowohl nicht chromatinassoziiert (frei) als auch 
chromatinassoziiert in Zellen vorliegt, wurde untersucht ob Pin1 prinzipiell auch chromatinas-
soziiertes MCM3 binden kann. 

 
ABBILDUNG 11: PULL-DOWN VON LÖSLICHEM MCM3 UND MCM3 AUS DER CHROMATINFRAKTION MIT GST-PIN1. 
HeLa-Lysat wurde in lösliche Fraktion (lösl. Fr.) und Chromatinfraktion (Chrom.-fr.) separiert und mittels SDS-
PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung spezifischer Antikörper (AK) analysiert (A). 
Als Ladekontrolle diente Aktin. Histon H3 wurde als spezifisch chromatinassoziiertes Protein untersucht. Gluta-
thion-Sepharose wurde mit E. coli-Lysat inkubiert, welches GST (Kontrolle) bzw. GST-Pin1 enthielt. Nach 
dreimaligem Waschen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose entweder mit HeLa-Proteinen aus der lösli-
chen Fraktion (B) oder der Chromatinfraktion (C) inkubiert. Nach einem Waschschritt mit Puffer folgte die Elu-
tion mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE 
und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern (Anti-
MCM3 AK) analysiert. Ladekontrollen siehe ABBILDUNG 47C, D im Anhang. 

Hierfür wurde mittels Chromatinfraktionierung das freie MCM3 vom chromatingebun-
denen MCM3 separiert. In beiden Fraktionen war MCM3 und darüber hinaus MCM3 mit 
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Phosphorylierung an Position Thr722 nachweisbar. Dabei war die Menge an chromatingebun-
denem MCM3 mit dieser Phosphorylierung kleiner als die Menge an freiem MCM3 mit 
Phosphorylierung an dieser Position. Pin1 wurde in großer Menge in der löslichen Fraktion, 
jedoch nur in äußerst geringer Menge in der Chromatinfraktion nachgewiesen (ABBILDUNG 

11A). Sowohl die lösliche Fraktion als auch die Chromatinfraktion wurden durch ein GST-
pull-down-Experiment auf die Eigenschaft zur Bindung an GST-Pin untersucht. MCM3 konn-
te mit spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern in den Elutionen von GST-Pin1 beider Fraktio-
nen, aber nicht in den Elutionen der jeweiligen Kontrollen nachgewiesen werden (ABBILDUNG 

11B, C). Damit besitzt sowohl freies als auch chromatinassoziiertes MCM3 prinzipiell die 
Fähigkeit zur Interaktion mit Pin1. 

3.1.4 Untersuchungen zur Interaktion von Pin1 mit MCM3 im Verlauf des 
Zellzyklus  

Untersuchungen an Mäusen haben gezeigt, dass die Menge an Pin1-mRNA in verschie-
denen Geweben nahezu identisch ist und die spezifischen Pin1-Aktivitäten in diesen Geweben 
sehr ähnliche Werte aufweisen [240]. Mehrfach wurde beschrieben, dass die Pin1-Menge im 
Laufe des Zellzyklus von HeLa-Zellen konstant bleibt [84, 223]. Allerdings variiert die PPIa-
se-Aktivität von Pin1 im Verlauf des Zellzyklus von HeLa-Zellen [241]. Die Expression des 
Gens MCM3 wird in HeLa-Zellen zellzyklusabhängig reguliert [242]. Für WI-38-Zellen wur-
de beschrieben, dass die Proteinmenge an MCM4 in der S-Phase ihr Maximum erreicht, in 
HeLa-Zellen verläuft die MCM4-Expression jedoch zellzyklusunabhängig [243].  

 
ABBILDUNG 12: ANALYSE VON MCM3 UND MCM4 IN SYNCHRONISIERTEN HELA-ZELLEN ZU VERSCHIEDENEN ZEIT-

PUNKTEN IM ZELLZYKLUS. HeLa-Zellen wurden mittels Thymidin blockiert und zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Aufhebung der Blockade geerntet und lysiert. Als Kontrolle wurden unsynchronisierte HeLa-Zellen (Ø) 
geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter 
Verwendung von proteinspezifischen Antikörpern (AK) analysiert. Als Ladekontrolle wurde Aktin analysiert. Zu 
bestimmten Zeitpunkten nach Aufhebung der Blockierung (*) durchlaufen die Zellen die S-Phase (S), G2/M-
Phase (G2/M) und G1-Phase (G1) des Zellzyklus. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht inwieweit sich die vorhandene Proteinmen-
ge an MCM3 und MCM4 in HeLa-Zellen beim Durchlaufen des Zellzyklus verändert. Dafür 
wurden HeLa-Zellen mittels Thymidinblockade am Beginn der S-Phase synchronisiert. Nach 
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Aufhebung der Blockade wurden die Zellen anschließend zu verschiedenen Zeitpunkten ge-
erntet und die relative Proteinmenge an MCM3, MCM4 und Pin1 mittels Western Blot unter-
sucht (ABBILDUNG 12). Im Verhältnis zur Ladekontrolle Aktin weist Pin1 keine starken Varia-
tionen in der Proteinmenge beim Durchlaufen des Zellzyklus auf. Die Proteinmengen an 
MCM3 und MCM4 zeigen hingegen 8 h nach Aufhebung der Thymidinblockade Minima und 
erreichen Maxima etwa 4 h und 14 h nach Aufhebung der Thymidinblockade. Zusammen mit 
einer Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS) zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Aufhebung der Thymidinblockade lassen sich diese Zeitpunkte verschiedenen Zellzyk-
lusphasen zuordnen. Als Kontrolle dienten dabei Zellen, die nicht mittels Thymidinblockade 
synchronisiert wurden. Die Zeitpunkte 2 h, 9 h und 16 h nach Aufhebung der Thymidinblo-
ckade entsprechen etwa dem Durchlaufen der S-, G2/M- bzw. der G1-Phase des Zellzyklus 
(siehe ABBILDUNG 13). Da Pin1 an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist [71, 223], wurde 
untersucht inwieweit die Interaktion zwischen Pin1 und MCM3 dem Verlauf des Zellzyklus 
unterliegt. Hierfür wurden HeLa-Zellen mittels Thymidinblockade synchronisiert und zu ver-
schiedenen Zeitpunkten nach Aufhebung der Blockade geerntet und lysiert. Als Kontrolle 
dienten unsynchronisierte Zellen. Die Zeitpunkte für die Ernte der Zellen wurden dabei so 
gewählt, dass die resultierenden Zelllysate jeweils Anreicherungen in bestimmten Zellzyklus-
phasen repräsentieren. Diese ließen sich durch Analyse der Zellen mittels Durchflusszytomet-
rie (FACS) ermitteln (ABBILDUNG 13). 

 
ABBILDUNG 13: ANALYSE SYNCHRONISIERTER HELA-ZELLEN MITTELS DURCHFLUSSZYTOMETRIE ZU VERSCHIEDENEN 

ZEITPUNKTEN IM ZELLZYKLUS. HeLa-Zellen wurden mittels Thymidin blockiert und zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Aufhebung der Blockade (2 h, 9 h und 16 h) geerntet, mit Ethanol fixiert und mit Propidiumiodid gefärbt. 
Als Kontrolle wurden unsynchronisierte HeLa-Zellen (Ø) gleich behandelt. Die Zellen wurden anschließend 
mittels Durchflusszytometrie analysiert, dabei wurden jeweils 10000 Ereignisse aufgenommen. Die Zeitpunkte 
nach Aufhebung der Blockade wurden anhand der Histogramme der synchronisierten Zellen den entsprechenden 
Zellzyklusphasen S, G2/M bzw. G1 zugeordnet.  

2 4 2 4 

2 h, S 9 h, G2/M 

16 h, G1 Ø 

DNA-Gehalt (n) 

Er
ei

gn
is

se
 



 3   E R G E B N I S S E 

 

 53 

Die verschiedenen Zelllysate wurden nun für GST-pull-down-Experimente eingesetzt 
und die Interaktion von Pin1 mit MCM3 aus diesen Zelllysaten untersucht (ABBILDUNG 14). 
Dabei war ersichtlich, dass Pin1 mit MCM3 aus Lysaten aller getesteten Zellzyklusphasen 
interagiert. Hinsichtlich der Intensität der Interaktion zeigten sich jedoch Unterschiede. Es 
scheint, dass Pin1 am stärksten mit MCM3 aus den Zellen interagiert welche 9 h nach Thymi-
dinblockade geerntet wurden. Dieser Zeitpunkt repräsentiert die G2/M-Phase des Zellzyklus 
der HeLa-Zellen. Im Vergleich dazu zeigt MCM3 aus Zellen, die zum Zeitpunkt 2 h und 16 h 
nach der Thymidinblockade geerntet wurden und damit repräsentativ für die S- bzw. G1-Phase 
des Zellzyklus sind, geringere Affinität zu Pin1. 

 
ABBILDUNG 14: PULL-DOWN VON MCM3 MIT GST-PIN1 ZU VERSCHIEDENEN ZEITPUNKTEN IM ZELLZYKLUS. Gluta-
thion-Sepharose wurde mit E. coli-Lysat inkubiert, welches GST (Kontrolle) bzw. GST-Pin1 enthielt. Nach 
dreimaligem Waschen mit Puffer wurde die Glutathion-Sepharose mit HeLa-Zelllysaten inkubiert. Die Zelllysate 
stammten von unsynchronisierten HeLa-Zellen (Ø) bzw. von HeLa-Zellen, welche mittels Thymidin blockiert 
und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aufhebung der Blockade (2 h, 9 h oder 16 h) geerntet wurden. Nach 
einem Waschschritt mit Puffer folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (50 mM). Der Input und die ver-
schiedenen Elutionsfraktionen (GST und GST-Pin1) wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western 
Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern (Anti-MCM3 AK) analysiert. Lade-
kontrolle siehe ABBILDUNG 47E im Anhang. 

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte die Lokalisierung von Pin1 und MCM3 in HeLa-
Zellen sowohl zu einem Interphase- als auch zu einem Mitosezeitpunkt untersucht werden. 
Hierfür wurden HeLa-Zellen zunächst mit dem Leervektor (pEGFP-C1) oder mit dem Vektor 
pEGFP-Pin1 transfiziert. In den jeweiligen transfizierten Zellen konnte die Biosynthese von 
eGFP bzw. von Pin mit einer N-terminalen eGFP-Fusion (eGFP-Pin1) durch Western Blot 
nachgewiesen werden. Als Kontrolle dienten dabei nicht transfizierte HeLa-Zellen 
(ABBILDUNG 48 im Anhang). Einzelne transfizierte HeLa-Zellen wurden im konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskop untersucht. Das Fusionsprotein eGFP-Pin1 konnte aufgrund seiner Ei-
genfluoreszenz gut detektiert werden. Die gleichzeitige Detektion von MCM3 in diesen Zel-
len erfolgte über spezifische Antikörper. Während der Interphase (ABBILDUNG 15A) ist das 
Protein eGFP-Pin1 bevorzugt im Nukleus der Zelle lokalisiert. Dabei fällt die für Pin1 typi-
sche Akkumulation in Substrukturen innerhalb des Nukleus auf, welche als nuclear speckles 
bezeichnet werden [71] und als leuchtende grüne Punkte zu erkennen sind. MCM3 zeigt wäh-
rend der Interphase ebenso eine Lokalisierung im Nukleus. Eine deutliche Kolokalisierung 
beider Proteine ist dabei nicht zu erkennen. Eher scheint es, dass MCM3 vor allem in Regio-
nen innerhalb des Nukleus lokalisiert ist, in denen Pin1 unterrepräsentiert auftritt. Dies zeigt 
sich am deutlichsten in Bereichen der nuclear speckles. Trotzdem ist aufgrund der nuklearen 
Lokalisierung beider Proteine eine kurzfristige Interaktion zwischen diesen denkbar. Die Lo-
kalisierung beider Proteine wurde auch in mitotischen Zellen untersucht (ABBILDUNG 15B). 
Während der Mitose zeigt Pin1 eine deutliche Lokalisierung in den Zentrosomen (ABBILDUNG 
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15B, C). MCM3 ist während der Mitose ebenfalls in den Zentrosomen lokalisiert [219] und 
beide Proteine kolokalisieren während der Mitose in den Zentrosomen.  

 
ABBILDUNG 15: LOKALISIERUNG VON PIN1 UND MCM3 IN HELA-ZELLEN. A, B) HeLa-Zellen wurden mit dem Vek-
tor pEGFP-Pin1 transfiziert und 48 h danach mit Methanol und Formaldehyd fixiert. Die Färbung der DNA 
erfolgte mit DAPI. MCM3 wurde mit spezifischen Anti-MCM3 Antikörpern und Texas Red-Anti-Ziege IgG 
gefärbt. C) In nicht transfizierten HeLa-Zellen wurde Pin1 mit spezifischen Anti-Pin1 Antikörpern und FITC- 
Anti-Maus IgG gefärbt. Die Färbung von γ-Tubulin erfolgte mit spezifischen Anti-γ-Tubulin Antikörpern und 
Rhodamin Red-X-Anti-Kaninchen IgG. Die Detektion erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop 
bei 600facher Vergrößerung. Die weißen Pfeile zeigen auf die Kolokalisierung von eGFP-Pin1 und MCM3 (B) 
bzw. Pin1 und γ-Tubulin (C) in den Zentrosomen zu Mitosezeitpunkten. Die weißen Balken entsprechen jeweils 
10 µm. γ-Tubulin diente als Zentrosomenmarker. Die Bilder wurden in Kooperation mit Dr. S. MATHEA aufge-
nommen.  
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3.2 Untersuchungen von MCM3-abgeleiteten Peptidderivaten 
Um die Bindestellen von Pin1 in MCM3 zu charakterisieren, wurden aus der Aminosäu-

resequenz von MCM3 vier tetradekamere Peptide abgeleitet, welche Sequenzabschnitte von 
MCM3 repräsentierten und jeweils eines von vier Ser/Thr-Pro-Motiven aus MCM3 enthielten. 
Die entsprechenden Ser/Thr-Pro-Reste befanden sich dabei in der Mitte der Peptide, flankiert 
von jeweils sechs amino- und carboxyterminalen Aminosäuren. Die Peptide und ihre am Se-
rin- bzw. Threoninrest phosphorylierten Analoga wurden durch Dr. M. MALEŠEVIĆ als Pep-
tidspots auf eine Zellulosemembran synthetisiert. Nach Inkubation der Membran mit Pin1 
wurde die Membran einem Elektrotransfer auf Nitrozellulosemembranen unterzogen und mit-
tels Immunodetektion auf die Bindung der PPIase an die Peptidspots untersucht. Pin1 band 
dabei alle vier abgeleiteten Peptide, jedoch nur wenn diese eine Seitenkettenphosphorylierung 
an den entsprechenden Serin- bzw. Threoninresten aufwiesen (ABBILDUNG 16).  

ABBILDUNG 16: INTERAKTIONSSTUDIE VON PIN1 

MIT MEMBRANGEBUNDENEN PEPTIDEN, ABGE-

LEITET VON DER AMINOSÄURESEQUENZ VON 

MCM3. Aminoterminal acetylierte tetradeka-
mere Peptide mit Ser-Pro- bzw. Thr-Pro-
Motiven und ihre seitenkettenphosphorylier-
ten Analoga wurden als Peptidspots auf eine 
Zellulosemembran synthetisiert. Als linker 
zwischen den Peptiden und der Zellulose-
membran diente β-Ala–β-Ala. Nach Inkubati-
on der Membran mit 10 µM Pin1 wurde die 
Membran gewaschen. Die Detektion des ge-
bundenen Proteins erfolgte nach Immunoblot 
(IB) der Membran mit Anti-Pin1 Antikörper 
(Anti-Pin1 AK). Dunkelfärbungen zeigen 
Signale an. 

 

 
ABBILDUNG 17: AUSSCHNITTE DES VERGLEICHS VON AMINOSÄURESEQUENZEN MCM3-HOMOLOGER PROTEINE VER-

SCHIEDENER SPEZIES. Der Sequenzvergleich erfolgte online unter http://www.uniprot.org/align/. Vollständig 
konservierte Aminosäurereste (*) und Aminosäurereste mit stark (:) bzw. schwach (.) ähnlichen Eigenschaften 
sind gekennzeichnet. Für den Sequenzvergleich wurden die Proteine mit den UniProt-Einträgen P25205, 
H2QT66, D3ZFP4, P25206, A4FUD9, I3L7E5, Q5ZMN2 und P24279 verwendet. 

MCM3 
Homo sapiens      LEGSFGSKHVS112PRTLTSCFL…………PQVH--T722PKTADS-------QETK 
Pan troglodytes   LEGSFGSKHVS112PRTLTSCFL…………PQVH--T722PKTADS-------QETK 
Rattus norvegicus LEGSFGSKHVS112PRTLTSCFL…………PQVH--T721PKTDDSQEKTDESQETQ 
Mus musculus      LEGSFGSKHVS112PRTLTSCFL…………PQVH--T719PKTDDSQEKTDDSQETQ 
Bos taurus        LEGSFGSKHVS112PRTLTSCFL…………PQVH--T722PKATDS-------QETK 
Sus scrofa        LEGSFGSKHVS145PRTLTSCFL…………PQVH--T755PKAPDS-------QETK 
Gallus gallus     LEGSFGSKHVS113PRTLTACFL…………PEVQAHT726PKTPE-------SSATG 
S. cerevisiae     FKGSFGAHALS167PRTLTAQHL…………PLTEVGT868PRLPNVSSAGQDDEQQQ 
                  ::****:: :*  *****: .*    * ..  *  *:  :        .  

Ac-FGSKHVSPRTLTSC 

Ac-FGSKHVS(PO3H2)PRTLTSC 

Ac-RYDQYKTPMENIGL 

Ac-SDTARTSPVTARTL 

Ac-EMPQVHTPKTADSQ 

Ac-RYDQYKT(PO3H2)PMENIGL 

Ac-SDTARTS(PO3H2)PVTARTL 

Ac-EMPQVHT(PO3H2)PKTADSQ 

MCM3
106-119

 

MCM3
458-471

 

MCM3
605-618

 

MCM3
716-729

 

IB: Anti-Pin1 AK 



 3   E R G E B N I S S E 

 

 56 

Dies deutet darauf hin, dass die Interaktion von Pin1 und MCM3 phosphorylierungsab-
hängig ist. Eine Spezifität für eines der vier unterschiedlichen Peptide konnte jedoch mit die-
ser Methode nicht ermittelt werden. Legt man die unter KAPITEL 3.1.2 beschriebenen Experi-
mente zugrunde, so verläuft die Interaktion zwischen Pin1 und MCM3 über die beiden phos-
phorylierten Motive Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 in MCM3 (vgl. ABBILDUNG 10). Beim 
Vergleich der Aminosäuresequenzen von MCM3-homologen Proteinen verschiedener Orga-
nismen lässt sich die Konservierung dieser Motive erkennen (ABBILDUNG 17). Ausgehend von 
der Aminosäuresequenz von MCM3 wurden Peptidderivate abgeleitet und synthetisiert, die 
zum Teil eine Seitenkettenphosphorylierung im Serin- bzw. Threoninrest dieser Ser/Thr-Pro-
Motive tragen. Diese wurden für nachfolgende Experimente unterschiedlicher Art eingesetzt. 
Die Sequenzen der hergestellten Peptidderivate und die zugehörige Aminosäuresequenz in 
MCM3 sind in TABELLE 13 zusammengestellt.  

TABELLE 13: BEZEICHNUNGEN UND SEQUENZEN DER VON MCM3 ABGELEITETEN PEPTIDDERIVATE. 

Name Peptidderivat Aminosäuresequenz in MCM3 
P1 Ac-FGSKHVS(PO3H2)PRTLTS-NH2 MCM3106-119 
P2 Ac-EMPQVHT(PO3H2)PKTADSQ-NH2 MCM3716-729 
P3 Abz-AEPRY(NO2)-NH2 – 
P4 Abz-HVSPRTY(NO2)-NH2 MCM3110-115 
P5 Abz-HVS(PO3H2)PRTY(NO2)-NH2 MCM3110-115 
P6 Abz-VHTPKTY(NO2)-NH2 MCM3720-725 
P7 Abz-VHT(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 MCM3720-725 
P8 Abz-VKT(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 – 
P9 Abz-VAT(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 – 
P10 Abz-VET(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 – 
P11 Abz-VKT(PO3H2)PHTY(NO2)-NH2 – 

Die Namen der Peptidderivate und die Ser/Thr-Pro-Motive sind hervorgehoben. 

In den beiden Peptidderivaten P1 und P2 ist das entsprechende seitenkettenphosphory-
lierte Ser/Thr-Pro-Motiv bezogen auf die Aminosäurekette zentral angeordnet. Um zunächst 
Informationen über den Gehalt an Sekundärstrukturelementen innerhalb dieser Peptidderivate 
gewinnen zu können, wurden beide Peptidderivate mittels CD-Spektroskopie im Fern-UV-
Bereich untersucht (ABBILDUNG 18). Im Vergleich zeigen beide Peptidderivate sehr ähnliche 
Fern-UV-CD-Spektren, jedoch lieferte P1 ein Signal mit höherer Intensität. Die beiden Fern-
UV-CD-Spektren sind typisch für ungefaltete Polypeptidketten. Geordnete Sekundärstruktu-
ren sind nicht vorhanden. Dabei repräsentieren die Spektren auch nicht das charakteristische 
Fern-UV-CD-Spektrum für random coil [244]. Die Fern-UV-CD-Spektren weisen negative 
Absorptionsmaxima bei 200 nm (P1) bzw. 199 nm (P2) auf. Die beiden Spektren besitzen 
Ähnlichkeiten zu Fern-UV-CD-Spektren von α-Synuclein und des vom Protein Tau abgeleite-
ten Peptids K12, einem Konstrukt aus verschiedenen Domänen des Tau-Proteins [245, 246].  
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ABBILDUNG 18: ANALYSE DER SEKUNDÄRSTRUKTUR VON 

P1 (––––) UND P2 (––––) MITTELS FERN-UV-CD-
SPEKTROSKOPIE. Die Messungen erfolgten in Puffer 
5 mM Natriumphosphat pH 7,5 bei einer Temperatur von 
20 °C. Die Peptidkonzentration betrug jeweils 100 µM. 

Um Aussagen über die Affinität treffen zu können, wurden die Interaktionen von Pin1 
und Pin1 WW mit den Peptidderivaten P1 sowie P2 mithilfe der Methode der isothermen 
Titrationskalorimetrie untersucht (ABBILDUNG 19 bzw. ABBILDUNG 20). Pin1 und dessen sepa-
rierte WW-Domäne (Pin1 WW) interagierten mit beiden Peptidderivaten. Beim Vergleich der 
Bindungsaffinitäten zeigte Peptidderivat P2, welches die Primärstruktur im Bereich des sei-
tenkettenphosphorylierten Thr722-Pro723-Motivs von MCM3 repräsentiert, deutlich höhere 
Affinitäten zu den Proteinen. Für diese Bindungen wurden für P2 Dissoziationskonstanten KD 
von 30,8 µM gegenüber Pin1 bzw. von 19,9 µM gegenüber Pin1 WW ermittelt (ABBILDUNG 

20). Sowohl für die Interaktion von Pin1 mit P2 als auch für die Interaktion von Pin1 WW mit 
P2 wurde eine Stöchiometrie des Komplexes von N ≈ 1 ermittelt. Beide Interaktionen gehen 
mit einer Entropieabnahme einher und sind enthalpisch getrieben. 

Im Vergleich dazu unterscheiden sich die Bindungen von P1 zu Pin1 bzw. Pin1 WW in 
ihrer Affinität stark und sind deutlich niedriger affin. Aufgrund dieser Gegebenheit ließen 
sich mithilfe der verwendeten Methode die Dissoziationskonstanten für diese Bindungen nicht 
exakt bestimmen. Durch Extrapolationen konnten dennoch Werte für die Dissoziations-
konstanten KD abgeschätzt werden. Je nach Auftragung wurden für diese Interaktionen dabei 
Werte für P1 von 6,9 mM und 5,7 mM gegenüber Pin1 bzw. von ca. 0,8 mM und 0,9 mM 
gegenüber Pin1 WW abgeschätzt (ABBILDUNG 19). Mithilfe der isothermen Titrationskalori-
metrie ließ sich unter entsprechenden Messbedingungen weder für P1 noch für P2 eine Inter-
aktion mit der separierten PPIase-Domäne von Pin1 (Pin1 PPIase) nachweisen (Daten nicht 
gezeigt). 

Phosphorylierte Ser/Thr-Pro-Motive stellen für Pin1 typische Substrate dar [100]. Auf-
grund dessen katalytischer Aktivität besteht die Möglichkeit, dass MCM3 ein Proteinsubstrat 
für dieses Enzym bildet und innerhalb eines oder beider als Pin1-Interaktionstellen detektier-
ten Motive Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 enzymkatalysierte cis/trans-Isomerisierungen der 
Peptidyl-Prolylbindungen stattfinden. Die von MCM3 abgeleiteten und synthetisch hergestell-
ten Peptidderivate P4 bis P7 bilden die Pin1-Interaktionsstellen als Hexapeptide ab. Dabei 
tragen sie das entsprechende Ser/Thr-Pro-Motiv entweder mit oder ohne Seitenkettenphos-
phorylierung. 

[Θ
] M

R
W

 (d
eg

 c
m

2  d
m

ol
-1

)  

Wellenlänge (nm)

200 220 240 260

-12000

-8000

-4000

0



 3   E R G E B N I S S E 

 

 58 

 
ABBILDUNG 19: ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE DES PEPTIDDERIVATES P1 MIT PIN1 BZW. PIN1 WW. Die Mes-
sungen erfolgten in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8 bei einer Temperatur von 20 °C. Eine Lösung von 4 mM bzw. 
9 mM P1 wurde in Schritten von je 15 µl zu 1,4 ml einer Lösung von 236 µM Pin1 (A) oder 113 µM 
Pin1 WW (D) in der Messzelle titriert und die sich dabei ergebenden Titrationpeaks gegen die Messzeit aufge-
tragen. Die Titration von P1 gegen Puffer wurde hierfür als Referenz jeweils separat aufgenommenen und vom 
entsprechenden Thermogramm subtrahiert. Die integrierten Titrationspeaks wurden gegen das stöchiometrische 
Verhältnis von P1 zu Pin1 (B) bzw. Pin1 WW (E) aufgetragen. Bei der Titration von P1 zu Pin1 oder Pin1 WW 
wurde keine Sättigung von Pin1 bzw. Pin1 WW mit Ligand erreicht. Die nichtlineare Regression der Datenpunk-
te nach einem Ein-Seiten-Bindemodell ergab nach Extrapolation eine Dissoziationskonstante KD = 6,9 mM (B) 
bzw. KD = 780 µM (E). Durch lineare Regression nach doppelt-reziproker Auftragung wurde eine Dissoziations-
konstante KD = 5,7 mM (C) bzw. KD = 920 µM (F) ermittelt.  
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ABBILDUNG 20: ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE DES PEPTIDDERIVATES P2 MIT PIN1 BZW. PIN1 WW. Die Mes-
sungen erfolgten in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8 bei einer Temperatur von 20 °C. Eine Lösung von 3,747 mM 
bzw. 4 mM P2 wurde in Schritten von je 15 µl zu 1,4 ml einer Lösung von 239,7 µM Pin1 (A) oder 258 µM 
Pin1 WW (C) in der Messzelle titriert und die sich dabei ergebenden Titrationpeaks gegen die Messzeit aufge-
tragen. Die Titration von P2 gegen Puffer wurde hierfür als Referenz jeweils separat aufgenommenen und vom 
entsprechenden Thermogramm subtrahiert. Die integrierten Titrationspeaks wurden gegen das stöchiometrische 
Verhältnis von P2 zu Pin1 (B) bzw. Pin1 WW (D) aufgetragen. Für die Titration von P2 zu Pin1 ergab die nicht-
lineare Regression der Datenpunkte nach einem Ein-Seiten-Bindemodell eine Assoziationskonstante 
KA = (3,25 ± 0,70) × 104 M−1 (Dissoziationskonstante KD = 30,8 µM), eine Stöchiometrie des Komplexes von 
N = 0,97 ± 0,04, eine Reaktionsenthalpie ΔH = −6,3 ± 0,3 kcal mol−1 und eine Reaktionsentropie 
ΔS = −0,69 cal mol−1 K−1 (B). Für die Titration von P2 zu Pin1 WW ergab die nichtlineare Regression der Da-
tenpunkte nach einem Ein-Seiten-Bindemodell eine Assoziationskonstante KA = (5,02 ± 0,98) × 104 M−1 (Disso-
ziationskonstante KD = 19,9 µM), eine Stöchiometrie des Komplexes von N = 1,08 ± 0,03, eine Reaktionsenthal-
pie ΔH = −5,9 ± 0,2 kcal mol−1 und eine Reaktionsentropie ΔS = −1,27 cal mol−1 K−1 (D). 

Die Peptidstrukturen wurden bei der Synthese den Erfordernissen angepasst, um in ei-
nem fluoreszenzbasierten PPIase-Assay als Substrate detektierbar zu sein (siehe ABBILDUNG 

49 im Anhang). Die Messungen der spezifischen katalytischen Aktivitäten von Pin1 gegen-
über diesen Peptiden lieferte Auskunft über deren Substratcharakter. Ausgewählte Ergebnisse 
sind in ABBILDUNG 21 dargestellt. Eine genaue Zusammenstellung aller Messergebnisse liefert 
TABELLE 14. Die Peptide P3 bis P7 weisen einen niedrigen cis-Anteil von ≤ 10 % auf. Die 
Seitenkettenphosphorylierung hat dabei nur einen geringen Einfluss auf das cis/trans-
Verhältnis. Mithilfe der Seitenkette des Glutamatrestes sollte im Peptid P3 ein seitenketten-
phosphoryliertes Ser-Pro-Motiv im Peptid strukturell nachgeahmt werden. Die Messwerte 
dieses Peptids sollen als Referenz dienen. 
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ABBILDUNG 21: KATALYTISCHE EFFIZIENZEN VON PIN1 GEGENÜBER MCM3-ABGELEITETEN PEPTIDDERIVATEN. Die 
Messungen erfolgten fluoreszenzbasiert im proteasegekoppelten PPIase-Assay in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8. 
Als isomerspezifische Protease diente 1 mg/ml Trypsin. Die angegebenen Werte entsprechen Mittelwerten und 
Standardabweichungen aus drei unabhängigen Messungen. A) Die cis→trans-Isomerisierung des Peptidderivates 
P5 wurde ohne Enzym (dunkelgraue Messpunkte) bzw. in Anwesenheit von 1,5 nM Pin1 (hellgraue Messpunk-
te) bei einer Emissionswellenlänge von 420 nm verfolgt (Anregungswellenlänge: 320 nm). Nichtlineare Regres-
sionen der Messpunkte nach der Funktion für Reaktionen 1. Ordnung (schwarze Linien) ergeben Geschwindig-
keitskonstanten von k0 (ct) = 2,18 × 10−3 s−1 bzw. kobs (ct) = 19,26 × 10−3 s−1. B) Wie unter A beschrieben, jedoch 
wurde P7 als Substrat verwendet. Nach Auswertung ergeben sich Geschwindigkeitskonstanten von 
k0 (ct) = 0,52 × 10−3 s−1 (ohne Enzym) bzw. kobs (ct) = 8,84 × 10−3 s−1 (3 nM Pin1). Für die Darstellung wurden die 
Fluoreszenzsignale normiert. C) Die Geschwindigkeitskonstanten kobs der cis→trans-Isomerisierungen von 
P5 (!), bzw. P7 (!) wurden gegen die entsprechenden Konzentrationen an Pin1 aufgetragen. Die Datenpunkte 
repräsentieren das arithmetische Mittel und die dazugehörigen Standardabweichungen aus jeweils drei Einzel-
messungen. Lineare Regressionen der Datenpunkte (schwarze Linien) führt zu katalytischen Effizenzen von Pin1 
von kcat/KM = (1,22 ± 0,03) × 107 M−1s−1 gegenüber P5 bzw. kcat/KM = (2,94 ± 0,12) × 106 M−1s−1 gegenüber P7. 
D) Vergleich der katalytischen Effizienzen von Pin1 gegenüber den Peptidderivaten P3 – P7.  

Betrachtet man die Werte für die spezifische katalytische Aktivität von Pin1 gegenüber 
diesen Peptiden, zeigt sich, dass Pin1 deutlich höhere katalytische Effizienzen gegenüber Pep-
tiden mit phosphorylierter Seitenkette im Ser/Thr-Pro-Motiv (P5 und P7) aufweist, im Ver-
gleich zu deren nichtphosphorylierter Analoga (P4 bzw. P6). Die katalytische Effizienz von 
Pin1 gegenüber P3 liegt über den Werten für P4 und P6, jedoch weit unter den ermittelten 
Werten für P5 bzw. P7. Die Betrachtung der Werte für die unkatalysierten cis→trans-
Isomerisierungen der Prolylbindungen innerhalb der Peptidderivate P3 bis P7 zeigt einen Ein-
fluss der Seitenkettenphosphorylierung auf die Geschwindigkeitskonstanten k0 (ct) der Reakti-
onen (TABELLE 14). P4 und P6 weisen deutlich höhere Werte auf, im Vergleich zu deren sei-
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tenkettenphosphorylierten Analoga P5 bzw. P7. Für das Peptid mit Phosphorylierungsmimik-
ry (P3) wurde eine ähnlicher Wert ermittelt wie für das Peptid mit seitenkettenphosphorylier-
tem Ser-Pro-Motiv (P5). Interessanterweise ist die Geschwindigkeitskonstante für die 
cis→trans-Isomerisierung der pThr-Pro-Bindung von P7 extrem niedrig. 

TABELLE 14: KINETISCHE KONSTANTEN DER PEPTIDYL-PROLYL-ISOMERISIERUNG VON CIS NACH TRANS MCM3-
ABGELEITETER PEPTIDDERIVATE UND DIE KATALYTISCHEN EFFIZIENZEN VON PIN1 GEGENÜBER DIESEN DERIVATEN BEI 

10 °C. 

Name Sequenz [cis] 
(%) 

k0 (ct) 
d)  

(10−3 s−1) 
k0 (tc) 

e) 
(10−3 s−1) 

k(ct + tc) f) 
 (10−3 s−1) 

kcat/KM 
(mM−1 s−1) 

P3 Abz-AEPRY(NO2)-NH2 a) 10,0 2,24 ± 0,18 0,25 2,49 223 ± 3 
P4 Abz-HVSPRTY(NO2)-NH2 

a)    7,6 6,51 ± 0,40 0,54 7,05   88 ± 3 
P5 Abz-HVS(PO3H2)PRTY(NO2)-NH2 a)   7,7 2,28 ± 0,13 0,19 2,47 12200 ± 270 
P6 Abz-VHTPKTY(NO2)-NH2 

a)   5,7 7,16 ± 0,32 0,43 7,59     0,7 ± 0,1 
P7 Abz-VHT(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 a)   6,5 0,57 ± 0,06 0,04 0,61   2940 ± 120 
P8 Abz-VKT(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 b)  n. b. n. b. n. b. 4,44 ± 0,52 g)      n. b. 
P9 Abz-VAT(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 a) 18,0 0,48 ± 0,05 0,11 0,59      n. b. 
P10 Abz-VET(PO3H2)PKTY(NO2)-NH2 a)   7,0 1,42 ± 0,01 0,11 1,53      n. b. 
P11 Abz-VKT(PO3H2)PHTY(NO2)-NH2 c)  n. b. n. b. n. b. 4,17 ± 0,36 g)      n. b. 

Die Messungen wurden fluoreszenzbasiert in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8 durchgeführt. Die Messungen er-
folgten entweder a) im proteasegekoppelten PPIase-Assay mit 1 mg/ml Trypsin als isomerspezifischer Protease 
oder im proteasefreien PPIase-Assay über b) Lösungsmittelsprung (P8 in 0,5 M LiCl/TFE zu 35 mM HEPES 
pH 7,8) bzw. c) pH-Sprung von kationischer Form (P11 in 50 mM H3PO4, pH 2,1) zu zwitterionischer Form 
(35 mM HEPES pH 7,8). d) Direkt gemessene Geschwindigkeitskonstante k0 (ct) für die cis→trans-Isomerisierung 
in Puffer. e) Berechnete Geschwindigkeitskonstante k0 (tc) für die trans→cis-Isomerisierung aus k0 (ct) und der 
Gleichgewichtskonstante K (= k0 (tc) / k0 (ct)). f) Berechnete makroskopische Geschwindigkeitskonstante k(ct + tc) 
(= k0 (ct) + k0 (tc)). g) Im proteasefreien PPIase-Assay gemessene apparente Geschwindigkeitskonstante. Mittelwer-
te mit den dazugehörigen Standardabweichungen ergeben sich aus drei Messungen, (n. b.: nicht bestimmt).  

Um dies weiter zu untersuchen, wurden ausgehend von der Aminosäuresequenz von P7 
die Peptide P8 bis P11 angefertigt und die Geschwindigkeitskonstanten für deren Isomerisie-
rungen bestimmt (TABELLE 14). Der Aminosäureaustausch des Histidins in P7 gegen ein eben-
falls positiv geladenes Lysin führt zum Peptid P8 und geht mit einer etwa achtfach höheren 
intrinsischen Isomerisierungsgeschwindigkeit einher. Die Substitution mit einem Alanin (P9) 
führt erstaunlicherweise zu einer nochmals um 16 % niedrigeren Isomerisierungsgeschwin-
digkeit dieses Peptids gegenüber P7. Obwohl eine negativ geladene Seitenkette an dieser Po-
sition (P10) zwar eine etwa dreifach höhere intrinsische Isomerisierungsgeschwindigkeit ge-
genüber P9 zur Folge hat, ist der Wert immer noch deutlich kleiner als der Wert für P8. Unter 
den Peptiden P7 bis P11 besitz P9 den höchsten cis-Gehalt. Durch einen weiteren Aminosäu-
reaustausch des dem Prolin nachfolgenden Lysins gegen Histidin gelangt man von P8 zu P11. 
Die intrinsische Isomerisierungsgeschwindigkeit verändert sich dadurch kaum. Für die Pepti-
de P3 bis P7 wurden die Geschwindigkeitskonstanten für die unkatalysierten cis→trans-
Isomerisierungen der Peptidyl-Prolylbindungen in Abhängigkeit von der Temperatur be-
stimmt (ABBILDUNG 22). Die anhand von EYRING-Plots ermittelten thermodynamischen Kon-
stanten dieser Isomerisierungen sind in TABELLE 15 zusammengestellt. 
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ABBILDUNG 22: ABHÄNGIGKEIT DER PEPTIDYL-PROLYL-
ISOMERISIERUNG VON CIS NACH TRANS MCM3-ABGELEITETER 

PEPTIDDERIVATE VON DER TEMPERATUR. Die Messungen 
erfolgten fluoreszenzbasiert im proteasegekoppelten PPIa-
se-Assay in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8 mit P3 ("), 
P4 (#), P5 (!), P6 (") bzw. P7 (!) als Substrat. Als iso-
merspezifische Protease diente 1 mg/ml Trypsin. Die Da-
tenpunkte entsprechen Mittelwerten und Standardabwei-
chungen aus jeweils drei unabhängigen Messungen. Die 
Linien entsprechen den am besten an die jeweiligen Daten 
angepassten linearen Funktionen.  

Die nichtphosphorylierten Peptide P4 und P6 unterscheiden sich in den Werten für die 
Änderung der Aktivierungsenthalpie und Aktivierungsentropie, zeigen aber insgesamt ähnli-
che Werte für ΔG‡

(ct) 25 °C. Im Vergleich dazu sind die ΔG‡
(ct) 25 °C-Werte der phosphorylierten 

Analoga (P5 bzw. P7) und des Peptids mit Phosphorylierungsmimikry (P3) höher. Die ermit-
telten Aktivierungsparameter von P3 und vom Peptid mit phosphorylierter Serinseitenkette 
(P5) unterscheiden sich nicht. P6 und P7 zeigen keinen Unterschied in der Änderung der Ak-
tivierungsentropie, unterscheiden sich aber signifikant (t-Test, Überschreitungswahrschein-
lichkeit p = 0,046) im Wert für ΔG‡

(ct) 25 °C. Die pThr-Pro-Bindung von P7 besitzt damit die 
energetisch höchste Rotationsbarriere der untersuchten Peptide. 

TABELLE 15: THERMODYNAMISCHE KONSTANTEN DER PEPTIDYL-PROLYL-ISOMERISIERUNG MCM3-ABGELEITETER 

PEPTIDDERIVATE. 

Name ΔS‡
(ct) 

(J mol−1 K−1) 
ΔH‡

(ct) 
(kJ mol−1) 

ΔG‡
(ct) 25 °C  

(kJ mol−1) 
ΔG‡

(ct) 10 °C  
(kJ mol−1) 

ΔG0
10 °C  

(kJ mol−1) 
ΔG‡

(tc) 10 °C 
(kJ mol−1) 

P3 11 ± 5 86,5 ± 1,5 83,2 ± 3,1 83,4 ± 3,0 5,2 88,6 
P4 15 ± 5 85,1 ± 1,4 80,6 ± 2,8 80,8 ± 2,8 5,9 86,7 
P5 10 ± 5 86,5 ± 1,6 83,4 ± 3,2 83,6 ± 3,1 5,9 89,5 
P6 30 ± 5 89,3 ± 1,4 80,3 ± 2,8 80,7 ± 2,8 6,6 87,3 
P7 31 ± 4 95,7 ± 1,2 86,4 ± 2,4 86,8 ± 2,3 6,3 93,1 

Die Messungen erfolgten fluoreszenzbasiert im proteasegekoppelten PPIase-Assay in 35 mM HEPES pH 7,8. 
Als isomerspezifische Protease diente 1 mg/ml Trypsin. Für die Berechnung wurden die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen aus drei Messungen herangezogen. Die Berechnungen von ΔG‡

(ct) 25 °C und ΔG‡
(ct) 10 °C erfolg-

ten nach GLEICHUNG 7. ΔG0
10 °C wurde nach GLEICHUNG 8 berechnet. ΔG‡

(tc) 10 °C = ΔG‡
(ct) 10 °C + ΔG0

10 °C; 
cis→trans-Isomerisierung (ct), trans→cis-Isomerisierung (tc). 

Um zu untersuchen, welche Rolle die Phosphorylierung der Threoninseitenkette und de-
ren Protonierungsgrad im Thr-Pro-Motiv für die Konformation der Prolylbindung in P7 spielt, 
wurde die Geschwindigkeitskonstante der cis→trans-Isomerisierung bei pH-Werten zwischen 
9,5 und 4,5 bestimmt. Der bei einem pH-Wert von 9,5 gemessene Wert lag etwa um den Fak-
tor 4 niedriger, im Vergleich zur Geschwindigkeitskonstante die bei einem pH-Wert von 4,5 
bestimmt wurde (ABBILDUNG 23). Unter identischen Messbedingungen hatte der pH-Wert auf 
die Geschwindigkeitskonstante der cis→trans-Isomerisierung der nichtphosphorylierten 
Threonyl-Prolylbindung im Derivat P6 keinen erkennbaren Einfluss. Dieses Experiment lie-
fert einen Hinweis, dass der Protonierungsgrad der Phosphorylierung der Threoninseitenkette 
bei der Isomerisierung der Peptidyl-Prolylbindung von P7 eine Rolle spielt und zu einer Er-
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niedrigung der Geschwindigkeitskonstante der cis→trans-Isomerisierung nach der Verringe-
rung der Anteile der protonierten Spezies des Phosphatrestes führt. Aus Regressionen der Da-
tenpunkte von P7 wurde mithilfe von GLEICHUNG 9 ein Übergangspunkt von 6,06 ermittelt, 
der einem pKs-Wert der phosphorylierten Threoninseitenkette entspricht. 

 
ABBILDUNG 23: ABHÄNGIGKEIT DER PEPTIDYL-PROLYL-
ISOMERISIERUNG VON CIS NACH TRANS MCM3-ABGELEITETER 

PEPTIDDERIVATE VOM PH-WERT. Die Messungen erfolgten 
fluoreszenzbasiert im proteasegekoppelten PPIase-Assay. Als 
isomerspezifische Protease diente 1 mg/ml Trypsin. Als Puffer 
wurde 35 mM Kaliumcitrat (4,5 ≤ pH ≤ 6,5; Quadrate) bzw. 
35 mM BIS-TRIS-Propan (6,4 ≤ pH ≤ 9,5; Dreiecke) verwen-
det. Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur von 10 °C 
mit P6 ($, ") bzw. P7 (%, !) als Substrat. Die Datenpunkte 
entsprechen Mittelwerten und Standardabweichungen aus 
jeweils drei Messungen. Die Linie entspricht einer Anpassung 
der Datenpunkte an GLEICHUNG 9 basierend auf der HENDER-

SON-HASSELBALCH-Gleichung und liefert einen Übergangs-
punkt (pKs) von 6,06 ± 0,08. 

Um Informationen zu erhalten, inwieweit die Seitenkettenphosphorylierung Einfluss auf 
die Struktur der Peptidderivate nimmt, wurden Fern-UV-CD-Spektren der Peptidderivate P6 
und P7 bei verschieden pH-Werten aufgenommen (ABBILDUNG 24A). Bei einem pH-Wert von 
6,4 zeigen die Fern-UV-CD-Spektren im Vergleich hohe Ähnlichkeit. Sie weisen Absorpti-
onsmaxima im negativen Bereich bei 201 nm und im positiven Bereich bei 224 nm auf und 
repräsentieren damit typische Fern-UV-CD-Spektren für random coil [244].  

 
ABBILDUNG 24: PH-ABHÄNGIGKEIT DER SEKUNDÄRSTRUKTUR DER PEPTIDDERIVATE P6 UND P7. A) Fern-UV-CD-
Spektren der Peptidderivate P6 (blaue Kurven) und P7 (rote Kurven) wurden bei verschiedenen pH-Werten im 
pH-Intervall von pH 3,6 bis pH 8,3 aufgenommen. Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur von 10 °C in 
Zitronensäure-Phosphat-Puffer. Die Peptidkonzentrationen betrugen jeweils 100 µM. Repräsentativ sind jeweils 
die CD-Spektren bei pH 3,6 (– – –), pH 6,4 (––––) und pH 8,3 (!!!!!!) gezeigt. B) Die Messpunkte von P6 (") 
bzw. P7 (!) bei einer Wellenlänge λanalyt. von 222 nm wurden gegen die entsprechenden pH-Werte aufgetragen. 
Anpassungen der Datenpunkte an GLEICHUNG 9 basierend auf der HENDERSON-HASSELBALCH-Gleichung liefern 
Übergangspunkte (pKs) bei pH-Werten von 6,6 ± 0,1 (blaue Linie) und 6,7 ± 0,1 (rote Linie). 
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Die Erhöhung des pH-Wertes führte bei beiden Peptiden zu einer Verschiebung der po-
sitiven Absorptionsmaxima der Fern-UV-CD-Spektren in Richtung größerer Wellenlängen. 
Die Senkung des pH-Wertes wirkte sich auf die Fern-UV-CD-Spektren in entgegengesetzter 
Richtung aus. Dabei fällt auf, dass sich die Änderungen im Fern-UV-CD-Spektrum in Ab-
hängigkeit des pH-Wertes im Peptidderivat P6 deutlich stärker manifestieren als im Peptidde-
rivat P7. Die Auftragungen der jeweiligen Signale bei einer Wellenlänge von 222 nm in Ab-
hängigkeit der pH-Werte veranschaulichen dies sehr deutlich (ABBILDUNG 24B). Aus Regres-
sionen der Datenpunkte mithilfe von GLEICHUNG 9 konnten Übergangspunkte bei pH 6,6 (P6) 
und pH 6,7 (P7) ermittelt werden. 

 
 
 

3.3 Untersuchungen zum Einfluss von Pin1 auf MCM3 
Um die Bedeutung der physikalischen Interaktion von Pin1 und MCM3 für die Zelle zu 

verstehen, wurden Untersuchungen zur Physiologie dieser Interaktion durchgeführt. Hierfür 
wurde in Zellen die Menge an intrazellulärem Pin1 variiert. Eine Eriniedrigung des intrazellu-
lären Pin1-Gehaltes erfolgte über RNA-silencing. Zusätzliche Herstellung von rekombinan-
tem Pin1 in den Zellen resultierte in der Erhöhung des intrazellulären Pin1-Gehaltes. Beide 
Möglichkeiten wurden im Rahmen dieser Arbeit genutzt und verliefen über Transfektion der 
Zellen mit entsprechenden Vektoren. Der Vektor pSuper-Pin1 wurde im Rahmen dieser Ar-
beit hergestellt und führte 60 h nach Transfektion der HeLa-Zellen dort zu einer um etwa 
90 % verminderten Menge an endogenem Pin1 (RNAi gegen PIN1) im Vergleich zu HeLa-
Zellen die mit dem entsprechenden Leervektor transfiziert wurden (ABBILDUNG 50). Der Vek-
tor pHisMax-Pin1 führt nach Transfektion von HeLa-Zellen zur Biosynthese von Pin1 mit 
einer N-terminalen Hexahistidin-Fusion (Herstellung von His6-Pin1) und erhöht dadurch die 
Menge an intrazellulärem Pin1 etwa um den Faktor zehn (ABBILDUNG 50).  

3.3.1 Untersuchungen zur Biosynthese von MCM3 
Zunächst wurde untersucht inwieweit die Anwesenheit von Pin1 den Gehalt an MCM3 

in HeLa-Zellen beeinflusst. Hierfür wurde durch die oben beschriebenen Methoden die Men-
ge von intrazellulärem Pin1 in HeLa-Zellen variiert und die relative Menge an intrazellulärem 
MCM3 im Vergleich zu Kontrollzellen über Western Blot bestimmt. ABBILDUNG 25 zeigt das 
Ergebnis dieser Untersuchung. Weder bei Verminderung noch bei Erhöhung der intrazellulä-
ren Pin1-Menge war ein Einfluss auf den MCM3-Gehalt detektierbar. Bei weiteren Untersu-
chungen konnte auch kein Einfluss des zellulären Pin1-Gehaltes auf die Menge der anderen 
MCM-Proteine des MCM2-7-Komplexes in HeLa-Zellen festgestellt werden (ABBILDUNG 51). 
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ABBILDUNG 25: EINFLUSS DER INTRAZELLULÄREN PIN1-MENGE AUF DEN MCM3-GEHALT VON HELA-ZELLEN. HeLa-
Zellen wurden mit dem entsprechenden Leervektor als Kontrolle (K) oder mit dem Vektor pSuper-Pin1 bzw. 
pHisMax-Pin1 transfiziert. Die Zellen wurden 60 h nach der Transfektion geerntet und lysiert. Die Zelllysate 
wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung spezifischer Antikörper 
(AK) analysiert. Als Ladekontrolle diente Aktin. Die Entwicklungszeiten bei den Immunodetektionen mit Anti-
Pin1 Antikörpern unterscheiden sich in beiden Western Blots, um ein Überstrahlen des rekombinanten His6-Pin1 
zu vermeiden. So erscheinen die Mengen des authentischen Pin1 beider Kontrollen unterschiedlich, dennoch 
sollten sie sich nicht unterscheiden (vgl. ABBILDUNG 50). 

3.3.2 Untersuchungen zur Stabilität von MCM3 
Da bekannt ist, dass Pin1 die Stabilität einer Vielzahl phosphorylierter zellulärer Protei-

ne reguliert [116], wurde untersucht, ob Pin1 den turnover von MCM3 beeinflusst. Die Sub-
stanz Cycloheximid inhibiert die Proteinsynthese in HeLa-Zellen [247] und eignet sich 
dadurch zur Untersuchung des turnover eines Zielproteins [248]. Zur Variierung der intrazel-
lulären Pin1-Menge wurden HeLa-Zellen zunächst mit dem Vektor pSuper-Pin1 oder pHis-
Max-Pin1 bzw. mit dem entsprechenden Leervektor als Kontrolle transfiziert. Anschließend 
erfolgte die Behandlung der Zellen mit Cycloheximid. Danach wurden zu definierten Zeit-
punkten Lysate dieser Zellen hergestellt und die relative Menge an intrazellulärem MCM3 im 
Vergleich zu den Kontrollzellen über Western Blot bestimmt. ABBILDUNG 26 zeigt das Ergeb-
nis dieses Experiments. Sechzehnstündige Inkubation mit Cycloheximid führt in Kontrollzel-
len zu einer deutlich reduzierten Menge an authentischem Pin1 und MCM3. HeLa-Zellen die 
48 Stunden nach Transfektion mit dem Vektor pSuper-Pin1 oder pHisMax-Pin1 eine deutlich 
reduzierte Menge an authentischem Pin1 aufweisen (A) bzw. zusätzliches His6-Pin1 beinhal-
ten (B) zeigen nach sechzehnstündiger Inkubation mit Cycloheximid ebenfalls eine deutlich 
reduzierte Menge an MCM3. Nach vierstündiger Inkubation der Zellen mit Cycloheximid 
kann noch in keiner der Proben eine Verminderung in der MCM3-Menge im Vergleich zur 
jeweiligen Ausgangsmenge festgestellt werden. In den mit pSuper-Pin1 bzw. pHisMax-Pin 
transfizierten Zellen wird im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen der turnover von 
MCM3 nicht erkennbar beeinflusst. So scheinen weder ein Mangel an Pin1 noch ein Über-
schuss an Pin1 Einfluss auf die Stabilität von MCM3 in HeLa-Zellen zu nehmen. 
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ABBILDUNG 26: EINFLUSS DER INTRAZELLULÄREN PIN1-MENGE AUF DIE STABILITÄT VON MCM3. HeLa-Zellen wur-
den mit dem entsprechenden Leervektor als Kontrolle oder mit dem Vektor pSuper-Pin1 (A) bzw. pHisMax-Pin1 
(B) transfiziert. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion mit 200 µg/ml Cycloheximid (CHX) inkubiert 
und zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE und anschlie-
ßendem Western Blot (WB) analysiert. MCM3 und Pin1 wurden mithilfe spezifischer Anti-MCM3 Antikörper 
(Anti-MCM3 AK) bzw. Anti-Pin1 Antikörper (Anti-Pin1 AK) detektiert. Als Ladekontrollen dienten Ponceau S-
Färbungen (siehe ABBILDUNG 52).  

3.3.3 Untersuchungen zur Proteolyse von MCM3 bei Apoptose 
Apoptose ist eine Form des regulierten Zelltods die von Caspasen abhängig ist und 

durch intrinsische oder extrinsische Stimuli ausgelöst werden kann [249, 250]. Die spezifische 
proteolytische Spaltung einer Vielzahl von Proteinen ist ein Schlüsselereignis im Verlauf der 
Apoptose [250, 251]. MCM3 unterliegt dieser Spaltung durch Caspase-3 und Caspase-7 [252]. 
In apoptotischen Zellen wurde als Spaltstelle für Caspase-3 die Aminosäuresequenz Asp698-
Ala-Lys-Asp701 in MCM3 ermittelt [252]. Dabei entsteht aus dem Protein, welches in der 
SDS-PAGE eine apparente molekulare Masse von 105 kDa zeigt, ein spezifisches proteolyti-
sches Spaltprodukt mit einer apparenten molekularen Masse von 98 kDa in der SDS-PAGE 
[253]. Um zu untersuchen, ob Pin1 Einfluss auf dieses Ereignis nimmt, wurde die Pin1-
Menge in HeLa-Zellen variiert und in diesen Zellen Apoptose induziert. Dazu wurden die 
Zellen zunächst mit dem Vektor pSuper-Pin1 oder pHisMax-Pin1 bzw. mit dem entsprechen-
den Leervektor als Kontrolle transfiziert. Die Induktion der Apoptose erfolgte durch Inkubati-
on der Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen an Staurosporin. Danach wurden Lysate 
dieser Zellen hergestellt und die relative Menge an intrazellulärem MCM3 und spezifisch 
proteolytisch gespaltenem MCM3 im Vergleich zu den Kontrollzellen über Western Blot be-
stimmt. Die Induktion der Apoptose in den Zellen wurde durch Analyse von Caspase-7 über-
prüft (ABBILDUNG 27). Vierstündige Inkubation mit Staurosporin in Konzentrationen zwischen 
0,25 µM und 4 µM löst in Kontrollzellen Apoptose aus, die mit proteolytischer Spaltung von 
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MCM3 einhergeht. HeLa-Zellen die 60 Stunden nach Transfektion mit dem Vektor pSuper-
Pin1 oder pHisMax-Pin1 eine deutlich reduzierte Menge an authentischem Pin1 aufweisen (A) 
bzw. zusätzliches His6-Pin1 beinhalten (B), zeigen nach vierstündiger Inkubation mit Stau-
rosporin in diesem Konzentrationsbereich ebenfalls Apoptose und proteolytisch gespaltenes 
MCM3. Weder der Mangel an intrazellulärem Pin1 noch der Überschuss an Pin1 (ABBILDUNG 

27B) scheint einen Einfluss auf die spezifische proteolytische Degradation von MCM3 bei der 
Staurosporin-induzierten Apoptose in HeLa-Zellen zu nehmen. 

 
ABBILDUNG 27: EINFLUSS DER INTRAZELLULÄREN PIN1-MENGE AUF MCM3 BEI APOPTOSE. HeLa-Zellen wurden 
mit Leervektor als Kontrolle oder mit dem Vektor pSuper-Pin1 (A) bzw. pHisMax-Pin1 (B) transfiziert. Um in 
den Zellen Apoptose auszulösen, wurden diese 60 h nach der Transfektion für 4 h mit verschiedenen Konzentra-
tionen an Staurosporin behandelt. Anschließend wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden 
mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung spezifischer Antikörper (AK) 
analysiert. Sowohl MCM3 als auch das spezifische Proteolyseprodukt von MCM3 in apoptotischen Zellen 
(MCM3*) wurden detektiert [253]. Als Kontrollmarker für Apoptose diente die Analyse von Caspase-7, die 
Procaspase-7 wurde nicht gezeigt. Als Ladekontrolle wurde Aktin analysiert.  
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3.3.4 Untersuchungen zur Assemblierung des MCM2-7-Komplexes 
Die Ausbildung des heterohexameren MCM2-7-Komplexes findet in eukaryotischen 

Zellen während der M-Phase des Zellzyklus statt, in einer Phase mit hoher Kinaseaktivität 
von Cyclin B/CDK1 [202]. Bei der Assemblierung des MCM2-7-Komplexes treten die Prote-
ine MCM5 und MCM7 in direkte Interaktion zu MCM3 und sind im ringförmigen Komplex 
damit direkt benachbart [184, 189-191]. Die Phosphorylierungen an den Aminosäureresten 
Ser112 und Thr722 der Ser/Thr-Pro-Motive sind dabei für die Assemblierung dieses Komplexes 
bzw. für dessen Regulation wichtig [201, 202]. Die Unterbindung der Phosphorylierung an 
Ser112 durch einen Aminosäureaustausch gegen Alanin an dieser Position, inhibiert in FLAG-
fusioniertem MCM3 die Assoziation zu MCM5 und MCM7 in NIH 3T3-Zellen [202]. Um 
den Einfluss von Pin1 in diesem Zusammenhang zu untersuchen wurden HeLa-Zellen mit 
dem Vektor pFLAG-MCM3 und dem Vektor pSuper-Pin1 bzw. entsprechendem Leervektor 
co-transfiziert. Dies führte zur Expression der codierenden DNA-Sequenz von FLAG-MCM3 
bei unterschiedlichen Pin1-Mengen in diesen Zellen. Nach Immunpräzipitation des FLAG-
MCM3’s wurden die Proben auf die daran gebundenen Proteine MCM5 und MCM7 unter-
sucht. In Zellen mit verringerter Pin1-Menge ist im Vergleich zur Kontrolle auch die Menge 
von sowohl co-immunpräzipitiertem MCM5 als auch MCM7 geringer (ABBILDUNG 28). 
FLAG-MCM3 aus diesen Zellen hat also weniger MCM5 und MCM7 gebunden. Dieses Er-
gebnis liefert einen Hinweis auf einen Einfluss von Pin1 bei der Assemblierung des MCM2-
7-Komplexes.  

 
ABBILDUNG 28: EINFLUSS VON PIN1 AUF DIE ASSEMBLIERUNG DES KOMPLEXES MCM2-7. HeLa-Zellen wurden mit 
dem Vektor pFLAG-MCM3 und zusätzlich mit dem Vektor pSuper-Pin1 bzw. mit Leervektor als Kontrolle (K) 
transfiziert. 60 h nach Transfektion erfolgte die Präzipitation von FLAG-MCM3 aus den Lysaten dieser Zellen. 
Zelllysat nicht transfizierter Zellen (n. t.) wurde gleichbehandelt. Der Input und die Präzipitationsfraktionen (IP) 
wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-
körpern (AK) analysiert. 

Es sollte untersucht werden, ob dieser Effekt auf einer veränderten subzellulären Loka-
lisierung von MCM3 oder seiner im MCM2-7-Komplex direkt benachbarten Interaktions-
partner MCM5 bzw. MCM7 beruht. Hierfür wurde zunächst in HeLa-Zellen MCM3 mit einer 
N-terminalen eGFP-Fusion (eGFP-MCM3) generiert und die Anwesenheit dieses Proteins 
mittels Western Blot nachgewiesen (ABBILDUNG 53). Nach zusätzlicher Verringerung der int-
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razellulären Pin1-Menge wurde die Lokalisierung von eGFP-MCM3 in einzelnen Zellen im 
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop untersucht (ABBILDUNG 29).  

 
ABBILDUNG 29: LOKALISIERUNG VON EGFP-MCM3 UND MCM5 (A) BZW. MCM7 (B) IN HELA-ZELLEN ZU EINEM 

INTERPHASEZEITPUNKT. HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pEGFP-MCM3 (Kontrolle) oder mit dem Vektor 
pEGFP-MCM3 und zusätzlich mit dem Vektor pSuper-Pin1 (pSuper-Pin1) transfiziert und 48 h danach mit Me-
thanol und Formaldehyd fixiert. Die Färbung der DNA erfolgte mit DAPI. MCM5 bzw. MCM7 wurden mit 
spezifischen Anti-MCM5 oder Anti-MCM7 Antikörpern und Alexa-Fluor 546-Anti-Maus IgG bzw. Rhodamin 
Red-X-Anti-Kaninchen IgG gefärbt. Die Detektion erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop bei 
600facher Vergrößerung. Der weiße Balken entspricht 10 µm. Zur besseren Erkennbarkeit ist DAPI in der Über-
lagerung nicht gezeigt.  

Die gleichzeitige Detektion von MCM5 (A) bzw. MCM7 (B) in diesen Zellen erfolgte 
über spezifische Antikörper. Als Kontrollen dienten Zellen mit unverändertem Pin1-Gehalt, 
welche eGFP-MCM3 enthielten. In HeLa-Zellen, die sich in der Interphase befinden, zeigt 
MCM3 mit N-terminaler eGFP-Fusion, unabhängig von der intrazellulären Pin1-Menge, die 
für das Protein typische Lokalisierung im Nukleus. Auch die Proteine MCM5 und MCM7 
sind hauptsächlich im Zellkern lokalisiert. Die intrazelluläre Pin1-Menge scheint die nukleäre 
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Lokalisierung von eGFP-MCM3, MCM5 und MCM7 nicht zu beeinflussen. Sowohl MCM5 
als auch MCM7 zeigen mit eGFP-MCM3 Kolokalisierungen im Nukleus, die ebenfalls vom 
intrazellulären Pin1-Gehalt unbeeinflusst zu sein scheinen. 

3.3.5 Untersuchungen zur Chromatinbeladung von MCM3 
Die Beladung des Chromatins mit dem MCM-Komplex ereignet sich in der späten M-

Phase und G1-Phase des Zellzyklus vor der DNA-Replikationsinitiation [201]. Da die Inhibi-
tion von Serin/Threonin-Kinasen die Beladung des Chromatins mit Xenopus MCM3 unter-
binden kann [214-216] und die Unterdrückung der Phosphorylierung von MCM3 an Ser/Thr-
Pro-Motiven die Chromatinassoziation inhibiert [201, 202], scheint also die Phosphorylierung 
von MCM3 an diesen Motiven für die Beladung des Chromatins eine wichtige Rolle zu spie-
len. Um dies näher zu untersuchen, wurde in HeLa-Zellen N-terminal FLAG-fusioniertes 
MCM3 bzw. N-terminal FLAG-fusionierte MCM3-Varianten generiert, die Aminosäureaus-
tausche des Serins bzw. Threonins gegen Alanin in je einem der vier Ser/Thr-Pro-Motive von 
MCM3 aufweisen. Anschließend erfolgte die Untersuchung der Chromatinbeladung dieser 
Proteine. Alle N-terminal FLAG-fusionierten Proteine konnten mittels Western Blot nach 
Chromatinfraktionierungen der Zelllysate in den entsprechenden Chromatinfraktionen nach-
gewiesen werden. FLAG-MCM3 T722A zeigte im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-
protein eine deutlich verringerte Chromatinassoziation (ABBILDUNG 30). 

 
ABBILDUNG 30: CHROMATINBELADUNG VON FLAG-MCM3-VARIANTEN. HeLa-Zelllysat, welches FLAG-MCM3-
Wildtyp (WT) bzw. FLAG-MCM3-Variante (S112A, T464A, S611A bzw. T722A) enthielt, wurde in lösliche 
Fraktion und Chromatinfraktion separiert und mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter 
Verwendung von spezifischen Antikörpern (AK) analysiert. Als Ladekontrollen dienten Aktin und Histon H3. 

Die Mengen der übrigen chromatingebundenen FLAG-MCM3-Varianten unterscheiden 
sich nicht erkennbar von der Kontrolle. Die Ergebnisse zusammengenommen, scheint auch in 
HeLa-Zellen die Phosphorylierung von MCM3 an Thr722 für die Chromatinassoziation des 
Proteins von besonderer Bedeutung zu sein. Damit ist es von Interesse eine Involvierung von 
Pin1 in diesem Zusammenhang zu prüfen. Hierfür wurden HeLa-Zellen mit unterschiedlichen 
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intrazellularen Pin1-Mengen zu verschiedenen Zellzykluszeitpunkten blockiert und die 
Chromatinassoziation des MCM3 der Zellen untersucht (ABBILDUNG 31).  

 
ABBILDUNG 31: EINFLUSS VON PIN1 AUF DIE CHROMATINBELADUNG VON MCM3. HeLa-Zellen wurden mit 
Leervektor als Kontrolle oder mit dem Vektor pSuper-Pin1 transfiziert. Danach wurden die Zellen zur Blockie-
rung des Zellzyklus mit Aphidicolin, Thymidin bzw. Nocodazol inkubiert, anschließend geerntet und lysiert. Als 
Kontrolle wurden unsynchronisierte HeLa-Zellen geerntet und lysiert. Die Lysate dieser Zellen wurden in lösli-
che Fraktionen und Chromatinfraktionen separiert und mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot 
(WB) unter Verwendung spezifischer Antikörper (AK) analysiert. Als Ladekontrollen wurden Aktin und His-
ton H3 analysiert. 

Zur Blockierung der HeLa-Zellen innerhalb der S-Phase des Zellzyklus wurden diese 
mit Aphidicolin oder Thymidin behandelt. HeLa-Zellen wurden mit Nocodazol inkubiert um 
diese in der M-Phase des Zellzyklus zu blockieren. Als Kontrolle dienten unsynchronisierte 
Zellen. Sowohl unsynchronisierte Zellen mit verringertem Pin1-Gehalt als auch Zellen, die 
sich in der S-Phase des Zellzyklus befanden und einen verringerten Pin1-Gehalt hatten, wie-
sen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollzellen eine deutlich verminderte Menge an 
chromatingebundenem MCM3 auf. HeLa-Zellen mit verringertem Pin1-Gehalt, die durch 
Behandlung mit Nocodazol in der M-Phase des Zellzyklus blockiert waren, zeigten hingegen 
eine erhöhte Menge an chromatinassoziiertem MCM3 gegenüber gleichbehandelten Zellen 
mit normalem Pin1-Gehalt. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurden HeLa-Zellen mit un-
terschiedlichen intrazellularen Pin1-Mengen durch Thymidinbehandlung synchronisiert und 
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aufhebung der Blockierung die Chromatinassoziation des 
MCM3’s der Zellen untersucht (ABBILDUNG 32). Die Zeitpunkte wurden dabei so gewählt, 
dass die Zellen das Durchschreiten der G2/M-Phase des Zellzyklus repräsentieren. Bei den 
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Kontrollzellen war dabei im Zeitverlauf eine deutliche Verringerung des chromatingebunde-
nen MCM3’s zu verzeichnen. Zellen mit verringertem Pin1-Gehalt wiesen hingegen im unter-
suchten Zeitsegment eine konstante Menge an chromatingebundenem MCM3 auf.   

 
ABBILDUNG 32: EINFLUSS VON PIN1 AUF DIE CHROMATINBELADUNG VON MCM3 IN DER G2/M-PHASE DES ZELLZYK-

LUS. HeLa-Zellen wurden mit Leervektor als Kontrolle oder mit dem Vektor pSuper-Pin1 transfiziert. Danach 
wurden die Zellen mittels Thymidin blockiert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aufhebung der Blockade 
geerntet und lysiert. Als Kontrolle wurden auch unsynchronisierte HeLa-Zellen (Ø) geerntet und lysiert. Die 
Lysate der Zellen wurden in lösliche Fraktionen und Chromatinfraktionen separiert und mittels SDS-PAGE und 
anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung spezifischer Antikörper (AK) analysiert. Als Ladekon-
trollen wurden Aktin und Histon H3 analysiert. 

3.3.6 Untersuchungen zur Phosphorylierung von MCM3 
Die Einflussnahme von Pin1 auf den Phosphorylierungsstatus von dessen Interaktions-

partnern wurde bereits vielfach beschrieben [113, 114, 254]. Zunächst wurde untersucht, ob 
Pin1 Einfluss auf die Phosphorylierung von MCM3 an Position Thr722 nimmt. Dazu wurden 
Lysate von HeLa-Zellen mit unterschiedlichem Pin1-Gehalt auf die Phosphorylierung an die-
ser Position untersucht (ABBILDUNG 33). Der Nachweis der Phosphorylierung an dieser Positi-
on erfolgte dabei im Western Blot mit spezifischen Antikörpern. Sowohl in Kontrollzellen als 
auch in Zellen mit einer verringerten Pin1-Menge ließ sich mithilfe dieses Antikörpers eine 
Phosphorylierung von Thr722 nachweisen. Allerdings war kein Einfluss einer verringerten 
Pin1-Menge in HeLa-Zellen auf die Phosphorylierung an der entsprechenden Position er-
kennbar. 
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ABBILDUNG 33: EINFLUSS VON PIN1 AUF DIE 

PHOSPHORYLIERUNG VON MCM3 AN POSITION 

THR722. HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor 
pSuper-Pin1 bzw. mit Leervektor als Kontrolle 
(K) transfiziert. Die Zellen wurden 60 h nach der 
Transfektion geerntet und lysiert. Die Zelllysate 
wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem 
Western Blot (WB) unter Verwendung spezifi-
scher Antikörper (AK) analysiert. Als Ladekon-
trolle diente Aktin. 

Für weitergehende Untersuchungen wurde der Vektor pFLAG2-MCM3 hergestellt, der 
zur Generierung von MCM3 mit modifizierter N-terminaler FLAG-Fusion (FLAG2-MCM3) 
führt. Die Co-Transfektion von HeLa-Zellen mit diesem Vektor und dem Vektor pSuper-Pin1 
bzw. entsprechendem Leervektor ermöglichte die Herstellung von FLAG2-MCM3 bei unter-
schiedlichen Pin1-Mengen in diesen Zellen. Nach Immunpräzipitation des FLAG2-MCM3’s 
wurde das Protein mittels Western Blot auf Phosphorylierungen an Thr-Pro-Motiven unter-
sucht. Die Ergebnisse des Experiments sind in ABBILDUNG 34 dargestellt.  

 
ABBILDUNG 34: EINFLUSS VON PIN1 AUF DIE PHOSPHORYLIERUNG VON MCM3 MIT N-TERMINALER FLAG2-FUSION. 
HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pFLAG2-MCM3 und zusätzlich mit dem Vektor pSuper-Pin1 bzw. mit 
Leervektor als Kontrolle (K) transfiziert. 60 h nach Transfektion erfolgte die Präzipitation von FLAG2-MCM3 
aus den Lysaten dieser Zellen. Zelllysat nicht transfizierter Zellen (n. t.) wurde gleichbehandelt. Der Input und 
die Präzipitationsfraktionen (IP) wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter 
Verwendung von spezifischen Antikörpern (AK) analysiert. Als Ladekontrolle diente Aktin. 

Zunächst ließ sich sowohl in Kontrollzellen als auch in Zellen mit einer verringerten 
Pin1-Menge eine Phosphorylierung von Thr722 in FLAG2-MCM3 nachweisen. Eine deutlich 
verringerte Pin1-Menge in HeLa-Zellen scheint jedoch weder einen erkennbaren Einfluss auf 
die gesamte Phosphorylierungsmenge an Thr-Pro-Motiven von MCM3, noch spezifisch auf 
die Phosphorylierung der Position Thr722 zu nehmen. Wie bereits beschrieben besitzt MCM3 
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aufgrund seiner Aminosäuresequenz sowohl zwei Ser-Pro-Motive als auch zwei Thr-Pro-
Motive (vgl. ABBILDUNG 8). Die für die Detektion der Phosphorylierung verwendeten Anti-
pThr-Pro Antikörper haben die Eigenschaft, auch pSer-Pro-Motive zu binden.9) Aufgrund 
dieser Besonderheit ist nicht eindeutig ersichtlich, welches dieser Motive von FLAG2-MCM3, 
neben dem Motiv Thr722-Pro723, noch im phosphorylierten Zustand vorliegt. Außerdem kann 
keine Aussage über die Verteilung der Phosphorylierung an diesen Motiven getroffen werden. 
Da kein Einfluss von Pin1 auf die Phosphorylierung von MCM3 detektiert werden konnte, 
wurden die übrigen Ser/Thr-Pro-Motive nicht näher auf Phosphorylierung untersucht. 

3.3.7 Untersuchungen zum Zellzyklusverlauf 
Die Verminderung des MCM3-Gehaltes führt in U20S-Zellen zu einer Arretierung die-

ser Zellen in der Mitose und kann durch die Biosynthese von MCM3, aber nicht durch Bio-
synthese der Variante MCM3 S112A, aufgehoben werden [202]. Die Biosynthese von zusätz-
lichem MCM3, aber nicht die Biosynthese der Variante MCM3 T722A, inhibiert in HeLa-
Zellen den Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus [201]. Da die Phosphorylierung von MCM3 
an den beiden Aminosäureresten Ser112 und Thr722 offensichtlich den Zellzyklusverlauf beein-
flusst, wurde die Rolle von Pin1 insbesondere bei der Replikation untersucht. Hierfür wurde 
der Einfluss des Pin1-Gehaltes auf den Einbau des Thymidinanalogons 5-Bromo-2-
deoxyuridin (BrdU) in die DNA bei der DNA-Replikation in HeLa-Zellen untersucht. BrdU 
wird in neu synthetisierte DNA-Stränge in aktiv proliferierende Zellen eingebaut. Zunächst 
wurden HeLa-Zellen mit dem Vektor pSuper-Pin1 oder mit entsprechendem Leervektor als 
Kontrolle transfiziert und nach 48 Stunden für zwei Stunden mit BrdU inkubiert. Anschlie-
ßend wurden die Zellen mittels Zytometrie, Western Blot und Konfokalmikroskopie analy-
siert (ABBILDUNG 35). Die Transfektion mit dem Vektor pSuper-Pin1 führte in den entspre-
chenden HeLa zu einer deutlichen Verminderung des intrazellulären Pin1-Gehaltes im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen (ABBILDUNG 35D). Die zytometrische Zellzyklusanalyse präsen-
tierte eine Anreicherung der Zellen mit vermindertem Pin1-Gehalt in der G1-Phase des Zell-
zyklus und einen verminderten Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus im Vergleich mit Kon-
trollzellen (ABBILDUNG 35A-C). Mittels Konfokalmikroskopie konnten in HeLa-Zellen mit 
verringertem Pin1-Gehalt und in den Kontrollzellen diskrete Replikationsfoci detektiert wer-
den (ABBILDUNG 35E). Beim Vergleich der Zellen sind keine phänotypisch erkennbaren Un-
terschiede im Einbau von BrdU sichtbar. 

 

                                                
9) NEW ENGLAND BIOLABS, Ipswich, https://www.neb.ca/newlab_detail.php?id=9391 (08.02.2015)  
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ABBILDUNG 35: EINFLUSS VON PIN1 AUF DEN ZELLZYKLUS VON HELA-ZELLEN. HeLa-Zellen wurden mit dem Vek-
tor pSuper-Pin1 transfiziert und nach 48 h für 2 h mit 20 µM BrdU inkubiert. Als Kontrolle wurden nicht transfi-
zierte HeLa-Zellen gleichbehandelt. Für Analysen mittels Durchflusszytometrie (FACS) wurden die Kontrollzel-
len (A) bzw. die mit pSuper-Pin1 transfizierten Zellen (B) geerntet, mit Ethanol fixiert und mit Propidiumiodid 
gefärbt. BrdU wurde mit spezifischen Anti-BrdU Antikörpern und FITC-Anti-Maus IgG gefärbt. Es wurden 
jeweils 15000 Zellen analysiert. C) Für die Auswertung der FACS-Analyse der Kontrollzellen (hellgraue Bal-
ken) bzw. der mit pSuper-Pin1 transfizierten Zellen (dunkelgraue Balken) wurden nur mononukleäre Zellen 
betrachtet. D) Die Analyse der Zelllysate erfolgte mittels Western Blot (WB). Als Ladekontrolle diente Aktin. E) 
Für mikroskopische Analysen wurden die Zellen geerntet und anschließend mit Methanol und Formaldehyd 
fixiert. Die Färbung der DNA erfolgte mit DAPI. BrdU wurde mit spezifischen Anti-BrdU Antikörpern und 
FITC-Anti-Maus IgG gefärbt. Die Detektion erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop bei 
600facher Vergrößerung. Der weiße Balken entspricht 10 µm. 
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3.4 Untersuchungen niedermolekularer Substanzen als Pin1-
Inhibitoren 
Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. BRAUN erfolgte 

am Institut für Organische und Makromolekulare Chemie der Universität Düsseldorf die Syn-
these von niedermolekularen Substanzen (BRAUN-Verbindungen) welche auf eine inhibieren-
de Wirkung der PPIase-Aktivität von Pin1 untersucht wurden. Die chemischen Grundstruktu-
ren dieser Substanzen sind in ABBILDUNG 36 dargestellt.  

 
ABBILDUNG 36: VERBINDUNGEN MIT STRUKTURELLER ÄHNLICHKEIT ZUM ÜBERGANGSZUSTAND DER PEPTIDYL-
PROLYLBINDUNG WÄHREND DER CIS/TRANS-ISOMERISIERUNG. Die cis/trans-Isomerisierung zweier Peptidyl-Prolyl-
Isomere (1) verläuft im Modell über einen Übergangszustand (2) mit rechtwinkliger Anordnung der Substituen-
ten an der Amidbindung („verdrilltes Amid“). Arylindanylketone bzw. Biarylindanylketone (3) sowie Arylheta-
rylketone, Biarylhetarylketone und Thioketone (4) zeigen aufgrund ihrer nicht planaren Geometrien strukturelle 
Analogien zu diesem Übergangszustand (2). Abbildung nach HEDIGER et al., 2012, verändert [255]. 

Im Modell können die beiden Peptidyl-Prolyl-Isomere (cis-1 und trans-1) durch 
cis/trans-Isomerisierung ineinander überführt werden, indem sie einen orthogonalen Über-
gangszustand (2) durchlaufen. Arylindanylketone bzw. Biarylindanylketone (3) werden als 
Substanzen angesehen, die diesen Zustand des „verdrillten Amids“ strukturell nachahmen 
[180]. Bei diesen Verbindungen bilden ein Aryl- bzw. Biaryl- und ein an der C1-Position ver-
bundener Indanylrest die chemischen Reste eines Ketons. Die Grundstruktur dieser Substan-
zen weist strukturelle Ähnlichkeiten zur Carbonylgruppe auf. Einige Vertreter dieser Sub-
stanzklasse haben sich bereits als starke Pin1-Inhibitoren erwiesen [180]. Durch weitere Un-
tersuchungen wurden bei diesen Verbindungen nicht nur die potenten Cyclophilin-
inhibierenden Wirkungen, sondern interessanterweise auch deren Isoformspezifitäten gegen-
über dieser PPIase-Familie erkannt [16].  
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ABBILDUNG 37: CHEMISCHE STRUKTUREN UND INHIBITIONSKONSTANTEN KI GEGENÜBER PIN1 EINIGER BIARYLHETA-

RYLKETONE (5a – 5h), MONOARYLHETARYLKETONE (6a – 6e) UND THIOKETONE (7, 8a UND 8b). Die Messungen 
wurden mithilfe eines proteasefreien PPIase-Assays mit 10 nM Pin1 in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8, 100 nM 
BSA und 60 µM Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA als Substrat bei einer Temperatur von 10 °C durchgeführt. Die 
Ergebnisse entsprechen arithmetischen Mitteln und Standardabweichungen aus jeweils zwei Messungen. 
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Die inhibitorische Aktivität enantiomerenreiner Verbindungen ist im Vergleich zu deren 
entsprechenden racemischen Gemischen höher [180]. Die Chiralität der Verbindungen beruht 
dabei auf dem tetrahedralen Kohlenstoffatom an der C1-Position des Indanylrestes (3). Aller-
dings racemisieren einige enantiomerenreine Substanzen unter den Bedingungen der Inhibiti-
onsmessungen [256]. Um dies zu verhindern wurden Arylhetarylketone bzw. Biarylhetarylke-
tone und Thioketone (4) ohne Stereozentrum synthetisiert. Um eine möglichst starke Inhibiti-
onswirkung zu erzielen, wurde dabei versucht, Substanzen zu generieren, die aufgrund ihrer 
nicht planaren Geometrie dem Konzept der Nachahmung des Übergangszustands der Pep-
tidyl-Prolylbindung bei der cis/trans-Isomerisierung (2) genügen. In ABBILDUNG 37 sind die 
chemischen Strukturen und die ermittelten Inhibitionskonstanten KI gegenüber Pin1 einer 
Auswahl der getesteten Substanzen für vergleichende Betrachtungen dargestellt. Es handelt 
sich dabei um Biarylhetarylketone (5a – 5h), Monoarylhetarylketone (6a – 6e) und Thioketo-
ne (7, 8a und 8b) Eine Liste aller untersuchten Substanzen und deren chemische Strukturen 
sowie deren Inhibitionskonstanten KI bzw. IC50-Werte gegenüber Pin1 befindet sich im An-
hang (TABELLE 19). Die Inhibition der PPIase-Aktivität von Pin1 durch die entsprechenden 
Verbindungen wurde mittels proteasefreiem PPIase-Assay unter Verwendung von Suc-Ala-
Glu-Pro-Phe-pNA als Substrat bestimmt [234]. ABBILDUNG 38 zeigt repräsentativ eine Ver-
laufskurve einer solchen Inhibitionsmessung.  

 
ABBILDUNG 38: INHIBITION VON PIN1 MIT DEM MONOARYLHETARYLKETON 6e. Die Messungen erfolgten im pro-
teasefreien PPIase-Assay in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8, 100 nM BSA und 60 µM Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA 
als Substrat bei Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen des Monoarylhetarylketons 6e. Die Temperatur 
betrug 10 °C und die Pin1-Konzentration 10 nM. A) Die cis/trans-Isomerisierung des Substrates wurde bei einer 
Wellenlänge von 330 nm in Anwesenheit von Pin1 und 0,001 µM 6e (hellgraue Punkte) bzw. 10 µM 6e (dun-
kelgraue Punkte) verfolgt. Nichtlineare Regressionen der Messpunkte nach der Funktion für Reaktionen 
1. Ordnung (schwarze Linien) ergeben Geschwindigkeitskonstanten von kobs = 25,03 × 10−3 s−1 bzw. 
kobs = 5,20 × 10−3 s−1. Für die Darstellung wurden die Absorptionen normiert. B) Die Geschwindigkeitskonstan-
ten kenz der Reaktionen (in % der Kontrolle) wurden gegen die entsprechenden Konzentrationen an 6e aufgetra-
gen. Die Datenpunkte stellen jeweils arithmetische Mittel einer Zweifachbestimmung dar. Die Linie entspricht 
der nichtlinearen Regression der Messwerte nach GLEICHUNG 4. Es ergibt sich für das Monoarylhetarylketon 6e 
eine Inhibitionskonstante KI = 1,0 ± 0,1 µM gegenüber Pin1. 
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Mit Ausnahme von zwei Verbindungen (5g und 6d) inhibierten alle hier beschriebenen 
Substanzen (5-8) die PPIase-Aktivität von Pin1 mit KI-Werten im einstelligen mikromolaren 
Bereich. Im Vergleich der 1-Benzofuranderivate (5a – 5c) besitzt 5b den niedrigsten KI-Wert 
gegenüber Pin1. Die Derivate 5e und 5f besitzen unterschiedliche Alkylreste R1, haben jedoch 
gleiche Inhibitionskonstanten. Die Substanzen 5a, 5d und 5e unterscheiden sich im Hete-
roatom des Heterozyklus, besitzen jedoch im Vergleich miteinander sehr ähnliche KI-Werte 
gegenüber Pin1. Von den drei Biaraylhetarylketonen 5b, 5g und 5h mit unterschiedlichen 
Biarylresten zeigt 5b die höchste, 5g jedoch keine Aktivität.  

Innerhalb der fünf getesteten Monoarylhetarylketone (6a – 6e) zeigte lediglich das Ben-
zonitrilderivat (6d) keine Inhibitorwirkung. Substitution der Cyanogruppe in dieser Substanz 
gegen Br (6a) oder I (6e) führte zu Monoarylhetarylketonen mit bemerkenswert niedrigen KI-
Werten gegenüber Pin1. Interessanterweise hatten auch die getesteten Thioketone 7, 8a und 
8b gute inhibierende Eigenschaften. Bei den Thioketonen 8a und 8b ist im Kontrast zu den 
Substanzen 5a, 5d und 5e ein stärkerer Einfluss des Heteroatoms des Heterozyklus auf die 
inhibitorische Aktivität zu beobachten. Das Keton 5a zeigte in Gegenüberstellung mit dem 
entsprechenden Thioketon 8a eine leicht schwächere inhibitorische Aktivität. Ein deutlich 
größerer Unterschied in der Inhibitorwirkung war zwischen dem Keton 5e und dem entspre-
chenden Thioketon 8b zu verzeichnen. Im Vergleich zu 5e besitzt 8b mit einem KI-Wert von 
0,6 µM einen sechsfach niedrigeren KI-Wert gegenüber Pin1 und zeigte damit die beste inhi-
bierende Wirkung dieser Inhibitorgruppe. Die Thioketone 8a und 8b inhibierten mit IC50-
Werten von 3,1 ± 0,4 µM bzw. 3,2 ± 0,4 µM auch die PPIase-Aktivität von humanem CypA.  

Durch Prof. Dr. W. FRANK wurde am Institut für Anorganische Chemie und Struktur-
chemie der Universität Düsseldorf die Kristallstruktur des Biarylhetarylketons 5b gelöst. Die 
Röntgenstrukturanalyse ergab, dass der 1-Benzofuranring und der Phenylrest an der Keto-
gruppe nicht planar in einer Ebene liegen. Die Ebenen beider Reste sind zueinander um einen 
Torsionswinkel von ca. 53° verdreht und die Ketogruppe liegt dabei in keiner der beiden Ebe-
nen [255].  
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3.5 Isolierung und Analyse von PPIasen unter Verwendung 
immobilisierter Inhibitoren 
Für die Experimente zur Immobilisierung von Inhibitoren wurden durch 

Dr. M. MALEŠEVIĆ die CsA-Derivate 9 und 11 und durch Dr. V. KAHLERT das CsA-Derivat 
10 synthetisiert. ABBILDUNG 54 im Anhang zeigt die chemischen Strukturen der verwendeten 
CsA-Derivate. Die beiden neuen CsA-Derivate 9 und 10 tragen jeweils einen Biotinrest der 
über einen hydrophilen linker mit der CsA-Ringstruktur verknüpft ist. Substanz 11 besitzt 
eine Inhibitionskonstante KI von 1,3 ± 0,2 nM gegenüber CypA und wurde als starker Inhi-
bitor extrazellulärer Cyclophiline hergestellt, der eine höhere Löslichkeit in wässrigen Lösun-
gen verglichen mit CsA und anderen CsA-Derivaten aufweist [69]. Zunächst wurden auch die 
inhibierenden Eigenschaften der beiden CsA-Derivate 9 und 10 untersucht. Wie auch CsA 
selbst, sind beide Derivate in der Lage, die PPIase-Aktivität von CypA zu inhibieren. CsA, 9 
und 10 zeigen mit IC50-Werten zwischen 8 nM und 11 nM unter identischen Bedingungen 
sehr ähnliche Inhibitionswirkung gegenüber CypA (ABBILDUNG 39A). 9 inhibiert auch die 
PPIase-Aktivität von CypB und CypC mit IC50-Werten im einstelligen nanomolaren Bereich 
(ABBILDUNG 55).  

Humanes Blutserum gesunder Probanden weist durch das Vorhandensein von Cyclophi-
linen PPIase-Aktivität auf [236]. Im verwendeten Gemisch humanen Serums vier gesunder 
Probanden ließen sich die typischen zellulären Proteine Hsp70 und β-Tubulin mittels Western 
Blot nicht nachweisen (ABBILDUNG 56). Um festzustellen, ob beide Derivate in der Lage sind 
mit Cyclophilinen aus humanem Serum zu interagieren, wurde zuerst die PPIase-Aktivität des 
präparierten Serums bestimmt und anschließend versucht diese Aktivität mit CsA als Kon-
trollsubstanz oder mit 9 bzw. 10 zu inhibieren. Die PPIase-Aktivität des Serums steigt in line-
arer Abhängigkeit mit der Serumkonzentration an (ABBILDUNG 39B). Ausgehend von dieser 
Messung liefert GLEICHUNG 6 mit der Geschwindigkeitskonstante der cis→trans-
Isomerisierung für die unkatalysierte Reaktion des verwendenten Substrates von 
k0 = (7,8 ± 0,1) × 10−3 s−1 einen Aktivitätsfaktor K = 15,3 RE pro Milliliter Serum. Legt man 
der PPIase-Aktivität in Serum vollständig die katalytische Effizienz von rekombinant herge-
stelltem CypA (kcat/KM = 1,3 × 107 M−1 s−1) zugrunde, lässt sich für die Serumprobe eine ent-
haltene Konzentration von 13,8 nM CypA-äquivalenter PPIase ermitteln. Sowohl CsA als 
auch die beiden Derivate 9 und 10 waren in der Lage, diese PPIase-Aktivität zu inhibieren. 
Allerdings blieb bei der höchsten gemessenen Inhibitorkonzentration von 10 µM bei allen drei 
Inhibitoren eine Restaktivität zwischen 2 % und 5 % der Kontrolle vorhanden (ABBILDUNG 

39C). Somit ließen sich für die Substanzen über Inhibitionskurven lediglich extrapolierte 
IC50-Konzentrationen bestimmen (ABBILDUNG 39D). Für 9 und 10 liegen diese Werte nur we-
nig unter den IC50-Werten, die für die Inhibierung von rekombinantem CypA durch diese ent-
sprechenden Derivate ermittelt wurden. CsA zeigte allerdings im Vergleich zur Inhibierung 
von rekombinantem CypA gegenüber Serum einen um Faktor 1,7 höheren IC50-Wert. 
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ABBILDUNG 39: INHIBIERUNGEN VON PPIASE-AKTIVITÄTEN MIT CSA-DERIVATEN. A) Inhibierung der PPIase-
Aktivität von 0,5 nM CypA durch die Inhibitoren CsA (&), 9 (") bzw. 10 (#). Die Geschwindigkeitskonstan-
ten kenz der Reaktionen (in % der Kontrolle) wurden gegen die entsprechenden Inhibitorkonzentrationen aufge-
tragen. Durch nichtlineare Regressionen der Messwerte nach GLEICHUNG 5 ergeben sich IC50-Werte von 
10,7 ± 1,0 nM (CsA, blaue Linie), 7,8 ± 0,7 nM (9, grüne Linie) bzw. 9,4 ± 0,9 nM (10, rote Linie). B) Bestim-
mung der PPIase-Aktivität von humanem Serum. Die Geschwindigkeitskontanten kenz der Reaktionen wurden 
gegen die entsprechenden Serumkonzentrationen aufgetragen. Die durchgezogene Linie (Geradenglei-
chung: y = 0,00179 x + 0,00789) ergibt sich aus der linearen Regression der Messwerte. C) Inhibierung der PPI-
ase-Aktivität (in % der Kontrolle) humanen Serums durch 10 µM der Inhibitoren CsA, 9 bzw. 10. Als Kontrolle 
(K) diente die PPIase-Aktivität  von Serum in Abwesenheit des jeweiligen Inhibitors. D) Inhibierung der PPIase-
Aktivität humanen Serums durch die Inhibitoren CsA (&), 9 (") bzw. 10 (#). Die Geschwindigkeitskonstanten 
kenz der Reaktionen (in % der Kontrolle) wurden gegen die entsprechenden Inhibitorkonzentrationen aufgetragen. 
Die verbleibende Restaktivität bei einer Inhibitorkonzentration von 10 µM wurde von allen Werten korrigiert. 
Durch nichtlineare Regressionen der Messwerte nach GLEICHUNG 5 ergeben sich extrapolierte IC50-Werte von 
17,9 ± 1,3 nM (CsA, blaue Linie), 5,8 ± 0,6 nM (9, grüne Linie) bzw. 7,6 ± 0,5 nM (10, rote Linie). Alle Mes-
sungen erfolgten im proteasegekoppelten PPIase-Assay in Puffer 10 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NaCl und 
53,4 µM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA als Substrat. Als isomerspezifische Protease diente α-Chymotrypsin. Die 
Serumkonzentration für Inhibitionsmessungen betrug jeweils 25 % (v/v). Die Datenpunkte entsprechen arithme-
tischen Mitteln und den dazugehörigen Standardabweichungen aus jeweils drei Messungen. 

Da die neuen CsA-Derivate 9 und 10 starke inhibierende Wirkung sowohl gegenüber 
rekombinantem CypA als auch gegenüber der PPIasese-Aktivität von Serum zeigten und die-
se auf hohe Affinitäten gegenüber Cyclophilinen hinweisen, wurde untersucht, inwieweit 9 
und 10 in immobilisierten Formen als spezifische Cyclophilin-Affinitätsmatrizes fungieren. 
Zunächst wurden die Substanzen 9 und 10 über die in den Strukturen vorhandenen Biotinreste 
an Streptavidin-Agarose-Matrizes immobilisiert. Mithilfe der beiden so hergestellten CsA-
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Derivat-Matrizes (9-Matrix und 10-Matrix), jedoch nicht mit einer Kontrollmatrix, an der kein 
CsA-Derivat immobilisiert wurde, konnte anschließend in Form eines pull-down-Experiments 
rekombinantes CypA aus einer CypA-Lösung in den Elutionen angereichert werden 
(ABBILDUNG 40A). 

 
ABBILDUNG 40: PULL-DOWN VON CYPA MIT IMMOBILISIERTEN CSA-DERIVATEN. Streptavidin-Agarose wurde mit 
dem CsA-Derivat 9 bzw. 10 beladen. Als Kontrolle (K) diente unbeladene Streptavidin-Agarose. Nach zweima-
ligem Waschen mit Puffer erfolgte die Inkubation der Streptavidin-Agarose entweder mit rekombinant herge-
stelltem CypA in Puffer oder mit humanem Serum. Nach einem Waschschritt mit Puffer erfolgte die Elution mit 
SDS-Probenpuffer. A) Der Input (CypA), die Überstände nach Inkubation der Streptavidin-Agarose mit CypA, 
die nachfolgenden Waschschritte und die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem 
Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-CypA Antikörpern (Anti-CypA AK) analysiert. B) 
Bestimmung der PPIase-Aktivität des Inputs und der Überstände nach Inkubation der Streptavidin-Agarose mit 
CypA. Die Messungen erfolgten im proteasegekoppelten PPIase-Assay in Puffer 10 mM HEPES pH 7,5, 
100 mM NaCl und 53,4 µM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA als Substrat. Als isomerspezifische Protease diente α-
Chymotrypsin. Die Datenpunkte entsprechen arithmetischen Mitteln und den dazugehörigen Standardabwei-
chungen. Die Werte wurden auf die Aktivität des Inputs normiert. C) Bestimmung der PPIase-Aktivität des In-
puts und der Überstände nach Inkubation der Streptavidin-Agarose mit Serum. Die Messungen erfolgten im 
Prinzip wie unter B beschrieben. Die Serumkonzentration betrug jeweils 6,25 % (v/v). D) Die Elutionsfraktionen 
nach Inkubation der Streptavidin-Agarose mit Serum wurden mittels SDS-PAGE (15 %) und anschließender 
Coomassie-Färbung analysiert. Durch Analyse der entsprechenden Gelfragmente wurde CypA massenspektro-
metrisch in den Elutionen 9 und 10 jedoch nicht in der Kontrolle (K) nachgewiesen. 
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Mittels Western Blot wurden in den Überständen nach Inkubation der CypA-Lösung 
mit 9-Matrix bzw. 10-Matrix im Vergleich zum Input deutlich reduzierte Mengen CypA de-
tektiert, während sich im Überstand der Kontrollmatrix CypA in unveränderter Menge nach-
weisen ließ. In den Waschfraktionen konnte CypA nicht detektiert werden. Parallel zum pull-
down-Experiment wurden die PPIase-Aktivitäten des CypA-Inputs und der Überstände nach 
Inkubation der CypA-Lösung mit den Matrizes im PPIase-Assay untersucht. Die Überstände 
der CsA-Derivat-Matrizes zeigten jeweils lediglich noch ca. 10 % der PPIase-Aktivität des 
CypA-Inputs. Die PPIase-Aktivität des Überstandes der Kontrollmatrix änderte sich im Ver-
gleich zur PPIase-Aktivität des CypA-Inputs nicht (ABBILDUNG 40B). Die Waschfraktionen 
wiesen keine PPIase-Aktivität auf (ABBILDUNG 57A im Anhang). In einem analog durchge-
führten pull-down-Experiment, in dem jedoch Serum anstelle von rekombinant hergestelltem 
CypA als Input zur Anwendung kam, wurde ein entsprechendes Resultat erzielt (ABBILDUNG 

40C). Im Rahmen dieses Experiments konnte authentisches CypA in den Elutionen der CsA-
Derivat-Matrizes, jedoch nicht in der Elution der Kontrollmatrix, sowohl im SDS-PA-Gel 
mittels Coomassie-Färbung (ABBILDUNG 40D) und mittels Western Blot (ABBILDUNG 57B im 
Anhang) als auch eindeutig durch eine massenspektrometrische Analyse der entsprechenden 
Gelfragmente nachgewiesen werden.  

Allerdings wiesen die Elutionen aller Matrizes (auch die Kontrollmatrix) eine große 
Menge an Serumproteinen auf. Die Ursache dafür beruht offenbar auf unspezifischer Interak-
tion dieser Proteine mit der verwendeten Streptavidin-Agarose-Matrix. Durch Untersuchun-
gen der Immobilisierung von 9 an die verwendete Streptavidin-Agarose mittels HPLC 
(ABBILDUNG 58) konnte eine Bindekapazität der 9-Matrix von ca. 200 nmol CsA-Derivat 9 pro 
Milliliter Suspension abgeschätzt werden.10) 

 
ABBILDUNG 41: AFFINITÄTSCHROMATOGRAPHIE VON SERUMPROTEINEN MIT IMMOBILI-

SIERTEM CSA-DERIVAT 9. Eine Streptavidin-Agarose-Säule wurde mit dem CsA-
Derivat 9 beladen. Die Säule wurde mit Puffer gewaschen und danach mit huma-
nem Serum beladen. Anschließend wurde die Säule erneut mit Puffer gewaschen 
und mit einer Lösung von 1 mM CsA-Derivat 11 in Puffer eluiert. Die Elutions-
fraktion wurden mittels TCA-Fällung konzentriert und zusammen mit einem Pro-
teingrößenmarker (M) mittels SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung 
analysiert. Der Bereich zwischen den gestrichelten Linien wurde einer massen-
spektrometrischen Analyse unterzogen. 

 
 
 
 
 

 

                                                
10) Die verwendete Streptavidin-Agarose besitzt laut Hersteller eine Bindkapazität von > 85 nmol freiem Biotin 
pro Milliliter Suspension; http://www.merckmillipore.com/DE/de/product/Streptavidin-Agarose,EMD_BIO-
69203 (15.02.2015). 
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Derivat 9 wurde zur Untersuchung des Serums nach weiteren darin enthaltenen Cyclo-
philinen herangezogen. Hierfür wurde 9 erneut an einer Streptavidin-Agarose-Matrix immobi-
lisiert. Das humane Serum wurde, unter Verwendung dieser 9-Matrix, mittels Säulenchroma-
tographie einer Affinitätsreinigung unterzogen. Die Chromatographiesäule wurde zur Elution 
mit einer Lösung von 1 mM CsA-Derivat 11 gespült um in der Elutionsfraktion die Menge an 
Proteinen zu vermindern, die unspezifisch mit der Streptavidin-Agarose-Matrix interagierten. 
Bei dieser kompetitiven Elution kamen der hydrophile Charakter und die damit verbundene 
gute Löslichkeit in wässrigen Pufferlösungen dieses Inhibitors sowie dessen hohe Affinität zu 
Cyclophilinen zum Tragen und stellt den Neuwert bei dieser Methode dar. Die eluierten Pro-
teine wurden nach TCA-Fällung mittels SDS-PAGE separiert (ABBILDUNG 41). Der Bereich 
der Elution im SDS-PA-Gel mit sichtbaren Coomassie-Banden wurde ausgeschnitten und 
durch Dr. C. H. IHLING einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Durch Abgleich 
der erhaltenen Daten mit Proteindatenbanken konnten in der Serumprobe acht Cyclophiline 
eindeutig identifiziert werden. Neben den drei Cyclophilinen CypA, CypB und CypC, die 
bereits als extrazellulär vorkommende Cyclophiline beschrieben sind [37], fanden sich die 
Cyclophiline Cyclophilin D (CypD), Cyclophilin E (CypE), Cyclophilin-40 (Cyp40), Cyclo-
philin H (CypH) und Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase-like 1 (PPIL1) in der Serumprobe 
(TABELLE 16). Innerhalb der gefundenen PPIasen wurde nach Proteinmodifizierungen gesucht. 
Dabei wurden die Peptide CypA38-49, CypA132-144 und CypA155-165 mit Nε-Acetylierung an den 
Positionen Lys44, Lys133 bzw. Lys155 detektiert. Außerdem wurde das Peptid CypA2-19 mit Nα-
Acetylierung an Position Val2 identifiziert. Daneben wurden diese Peptide auch ohne die je-
weilige Modifizierung detektiert. 

TABELLE 16: MASSENSPEKTROMETRISCH IDENTIFIZIERTE CYCLOPHILINE AUS HUMANEM SERUM NACH AFFINITÄTS-

CHROMATOGRAPHIE MIT IMMOBILISIERTEM CSA-DERIVAT 9. 

UniProt-Eintrag a) Name Molekülmasse detektierte Peptide Sequenzabdeckung 
P62937 (PPIA_HUMAN) CypA  18012 14 b)     87 % b) 
P23284 (PPIB_HUMAN) CypB  23743 18 b)     69 % b) 
P45877 (PPIC_HUMAN) CypC 22763   5 b)     21 % b) 
P30405 (PPIF_HUMAN) CypD 22040 3 10 %   
Q9UNP9 (PPIE_HUMAN) CypE 33431 3 11 % 
Q08752 (PPID_HUMAN) Cyp40 40764 5 19 % 
O43447 (PPIH_HUMAN) CypH 19208 7 31 % 
Q9Y3C6 (PPIL1_HUMAN) PPIL1 18237 6 43 % 

a) Eintrag in der Datenbank UniProtKB (http://www.uniprot.org/uniprot/), 08.12.2014. b) Protein wurde mehrfach 
detektiert, Angabe bezieht sich auf die größte Anzahl detektierter Peptide bzw. auf die höchste Sequenzabde-
ckung.
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4  D I S K U S S I O N  

4.1 MCM3 als neuer Proteininteraktionspartner von Pin1 
Die vorliegenden Untersuchungen präsentieren MCM3 als neuen Interaktionspartner 

von Pin1. Das Protein wurde initial über GST-pull-down-Experimente von GST-Pin1 und 
Lysat humaner Zellen identifiziert. Bei diesen Experimenten wurden insgesamt 68 eukaryoti-
sche Proteine als potentielle Pin1-Interaktionspartner erfasst. Über 90 % dieser Proteine tra-
gen mindestens ein Ser/Thr-Pro-Motiv in ihrer Primärstruktur (TABELLE 18), ein bedeutendes 
regulatorisches Phosphorylierungsmotiv in Zellen [111]. Sie stellen damit potentielle Substra-
te für die Superfamilie der Prolin-gerichteten Proteinkinasen dar, die für die Phosphorylierung 
dieser Motive verantwortlich sind [111]. Sowohl die WW-Domäne als auch die PPIase-
Domäne von Pin1 interagieren mit pSer/Thr-Pro-Motiven von Proteinen [92, 100]. Der in 
dieser Arbeit gewählte methodische Ansatz zur Identifizierung neuer Pin1-Interaktionspartner 
wird dabei durch die Tatsache unterstützt, dass für über 15 % der gefundenen Proteine bereits 
Wechselwirkungen mit Pin1 in der Literatur verzeichnet sind (TABELLE 18).  

Durch die GST-pull-down-Experimente wurden neben MCM3 auch alle weiteren Un-
tereinheiten des MCM2-7-Komplexes als neue Interaktionspartner von Pin1 identifiziert. Je-
des MCM-Protein des heterohexameren Komplexes enthält in seiner entsprechenden Pri-
märstruktur Ser/Thr-Pro-Motive. Der MCM2-7-Komplex ist Teil des eukaryotischen DNA-
Helikasekomplexes [184]. Für Pin1 wurden bereits Interaktionen mit den ATP-abhängigen 
RNA-Helikasen DDX3X, DDX5, DDX17, DDX24 und DHX15 gefunden [257]. Für die PPI-
ase ist auch eine Interaktion mit der DNA-Topoisomerase IIα beschrieben, ein Enzym, wel-
ches an der Veränderung der Topologie der DNA-Moleküle beteiligt ist und eine wichtige 
Rolle für den Verlauf des Zellzyklus spielt [258]. Experimente mit dissoziiertem MCM2-7-
Komplex und affinitätsgereinigtem Protein zeigen insbesondere eine Interaktion von Pin1 mit 
dem Protein MCM3 (ABBILDUNG 4, ABBILDUNG 5), einer Untereinheit des MCM2-7-
Komplexes, die im Rahmen dieser Arbeit näher charakterisiert wurde. Möglicherweise intera-
gieren die anderen MCM-Proteine des Komplexes nur indirekt über ihre Anbindung an 
MCM3 mit Pin1. Eine direkte Interaktion von Pin1 mit den anderen Untereinheiten des 
MCM2-7-Komplexes kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da diese in Zellen Phospho-
rylierungen durch diverse Proteinkinasen unterliegen [209-212, 259].  

Die Interaktion zwischen Pin1 und MCM3 wird über die WW-Domäne von Pin1 ver-
mittelt (ABBILDUNG 6). Die enzymatische Aktivität der PPIase-Domäne beeinflusst diese In-
teraktion nicht (ABBILDUNG 7). Die Interaktion zwischen Pin1 und MCM3 erfordert die Phos-
phorylierung von MCM3 (ABBILDUNG 9). Die Interaktion wird über die Motive Ser112-Pro113 
und Thr722-Pro723 von MCM3 vermittelt. Der Austausch von Ser112 bzw. Thr722 gegen einen 
nichtphosphorylierbaren Aminosäurerest verhinderte die Bindung von Pin1 an MCM3 
(ABBILDUNG 10). Es ist bekannt, dass die Serin- bzw. Threoninseitenkette dieser Ser/Thr-Pro-
Motive in MCM3 in vivo durch Cyclin B/CDK1 bzw. Cyclin E/CDK2 phosphoryliert werden 
[201, 202]. Auch die Seitenkette von Ser611 kann in vitro durch Cyclin B/CDK1, Cyc-
lin A/CDK2 und Cyclin E/CDK2 phosphoryliert werden [202], allerdings wurde für die Mo-
tive Thr464-Pro465 und Ser611-Pro612 nach dem Kenntnisstand des Autors in vivo bislang keine 
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Phosphorylierung des entsprechenden Threonin- bzw. Serinrestes nachgewiesen. Aminosäu-
reaustausche an diesen Motiven innerhalb von MCM3 beeinflussen auch die Interaktion des 
Proteins mit Pin1 nicht (ABBILDUNG 10).  

Phosphorylierung des Serin- bzw. Threoninrestes der Motive Ser112-Pro113 und Thr722-
Pro723 in MCM3 reguliert in Zellen die Chromatinassemblierung von MCM3. Aminosäure-
austausche an diesen Positionen, die eine Phosphorylierung an ebendiesen Positionen verhin-
dern, gehen mit einer reduzierten Menge an chromatinassoziiertem MCM3 einher [201, 202]. 
Für chromatinassoziiertes MCM3 konnte Phosphorylierung an Thr722 gezeigt werden, aller-
dings war der Anteil an MCM3 pThr722 in der löslichen Fraktion deutlich größer (ABBILDUNG 

11A). Phosphorylierung von MCM3 an Position Ser112 konnte nicht untersucht werden, da für 
die Position ein entsprechender Antikörper nicht verfügbar war. Diese Ergebnisse weisen in 
ihrer Gesamtheit stark auf Phosphorylierung an den Seitenketten der relevanten Aminosäu-
rereste von MCM3 sowohl im chromatinassoziierten Zustand als auch im löslichen Protein 
hin. Damit kann eine Pin1-Interaktion mit zellulärem MCM3 aus der Chromatinfraktion 
(ABBILDUNG 11C) und aus der löslichen Fraktion (ABBILDUNG 11B) möglich sein. Für das Mo-
tiv Ser19-Pro20 von MCM6 aus Saccaromyces cerevisiae ist Phosphorylierung sowohl von 
freiem als auch von chromatinassoziiertem Protein beschrieben [210]. Allerdings deutet eine 
sehr geringe Menge von Pin1 in der Chromatinfraktion (ABBILDUNG 11A) in vivo eine potenti-
elle Interaktion beider Proteine mit transientem Charakter an.  

Die Kinase-Aktivität des Cyclin B/CDK1-Komplexes wird in der späten G2-Phase des 
Zellzyklus aktiviert [260]. Sie induziert den Eintritt der Zellen in die Mitose [261]. Der abrup-
te Abbau von Cyclin B über das Ubiquitinsystem steuert in Zellen das Verlassen der Mitose-
phase [262]. Der Cyclin E/CDK2-Komplex ist innerhalb des Zellzyklus am G1/S-Übergang 
aktiv [263]. LIN et al. konnten zeigen, dass die Akkumulierung von phosphoryliertem MCM3 
in vivo im Verlauf der G1-Phase des Zellzyklus beginnt, an der G1-S-Grenze ihr Maximum 
erreicht und über die S-Phase bis zur M-Phase des Zellzyklus erhalten bleibt [202]. Insbeson-
dere MCM3 mit Seitenkettenphosphorylierung an Ser112 akkumuliert in der S- und M-Phase 
des Zellzyklus [202]. Die einzelnen Cyclin/CDK-Komplexe sind zu verschiedenen Zeitinter-
vallen innerhalb des Zellzyklus aktiv. An Ser/Thr-Pro-Motiven phosphoryliertes MCM3 liegt 
damit offenbar über einen weiten Zeitraum innerhalb des Zellzyklus in Säugerzellen vor. 
Vermutlich verändert sich jedoch im Zeitverlauf das Phosphorylierungsmuster des Proteins. 
Dies kann die zellzyklusabhängige Pin1-Interaktion von MCM3 erklären, deren Minimum der 
G1-Phase zugeordnet werden kann und die ihr Maximum während der G2/M-Phase des Zell-
zyklus erreicht (ABBILDUNG 14). Typischerweise interagiert Pin1 in der Mitosephase des Zell-
zyklus mit einer Vielzahl an phosphorylierten Proteinen [100, 223]. Während dieser Zellzyk-
lusphase wurde in HeLa-Zellen auch eine Kolokalisierung von Pin1 und MCM3 insbesondere 
in den Zentrosomen nachgewiesen (ABBILDUNG 15). Die subzelluläre Lokalisierung von Pin1 
wird dabei durch die WW-Domäne der PPIase bestimmt [83, 84]. Lokalisierung von Pin in 
Zentrosomen ist in NIH 3T3-Zellen ausdrücklich für Zellen während der Interphase, jedoch 
nicht für Zellen während der Mitose gezeigt [125]. Möglicherweise ist die Lokalisierung von 
Pin1 in Zentrosomen im Verlauf des Zellzyklus abhängig von der untersuchten Zelllinie. Pro-
teine in den Zentrosomen können auch während der Mitosephase phosphoryliert sein [127, 
264-267]. Das mitotische Phosphoprotein Cep55 (centrosome protein 55 kDa) ist beispiels-
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weise im Zentrosom lokalisiert [127] und wurde bereits als Pin1-Substrat beschrieben [126]. 
Für einige Replikationsproteine, einschließlich MCM3 sowie weiteren Untereinheiten des 
MCM2-7-Komplexes, wurde bereits eine partielle Zentrosomenassoziation nachgewiesen 
[219, 221, 222, 268, 269].  

 
 
 

4.2 Pin1 interagiert mit MCM3-abgeleiteten Peptidderivaten  
Zur Charakterisierung der Bindestellen von Pin1 in MCM3 wurde die Interaktion der 

PPIase mit an eine Zellulosemembran gebundenen tetradekameren Modellpeptiden untersucht, 
die sich aus der Primärstruktur von MCM3 ableiten. Allgemein sind membrangebundene Pep-
tide zur Detektion von Bindemotiven mit Affinitäten im mikro- bis millimolaren Bereich ge-
eignet [270]. Die Peptide repräsentieren die vier Ser/Thr-Pro-Motive mit den zugehörigen 
flankierenden Aminosäuresequenzen sowie deren entsprechende seitenkettenphosphorylierte 
Analoga. Experimentell wurden alle vier untersuchten Modellpeptide MCM3106-119, 
MCM3458-471, MCM3605-618 und MCM3716-729, die das entsprechende Ser/Thr-Pro-Motiv 
Ser112-Pro113, Thr464-Pro465, Ser611-Pro612 bzw. Thr722-Pro723 der MCM3-Primärstruktur tragen, 
als Pin1-Interaktionsstellen detektiert (ABBILDUNG 16). Dabei erforderte die Interaktion eine 
Phosphorylierung des Peptids an der Seitenkette des Serin- bzw. Threoninrestes innerhalb des 
jeweiligen Motivs. Die entsprechenden nichtphosphorylierten Peptide zeigten keine Bindung 
von Pin1. Untersuchungen zur Sequenzspezifität von Pin1 durch YAFFE et al. mithilfe einer 
Peptidbibliothek, die ein fixiertes pSer-Pro-Motiv und davon ausgehend zudem je drei amino- 
und carboxyterminale variable Aminosäurereste enthielt, ergab für die PPIase eine begünstig-
te Akzeptanz für Arg oder aromatische Aminosäurereste in den Positionen −1 und +1 ausge-
hend vom pSer-Pro-Motiv [100]. Als günstig erwiesen sich außerdem aromatische Aminosäu-
rereste an der Position −3, Phe oder Ile an der Position −2 und Leu oder Ile an der Position +2 
[100]. Nur MCM3106-119 trägt mit Arg114 an Position +1, ausgehend vom Motiv Ser112-Pro113, 
einen derartigen, die Bindung von Pin1 unterstützenden Aminosäurerest an der entsprechen-
den Position. MCM3716-729 trägt mit Lys724 an Position +1, ausgehend vom Motiv Thr722-
Pro723 einen Aminosäurerest mit positiver Ladung. Neben den von Hefe bis zum Menschen 
vollständig konservierten Motiven Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 ist Arg114 ebenfalls konser-
viert (ABBILDUNG 17). Für Lys724 gilt dies zumindest auch in höheren Säugern (ABBILDUNG 17).  

Bei der gewählten Untersuchungsmethode sind die an die Zellulosemembran gebunde-
nen Modellpeptide für den Interaktionspartner nicht durch die Einbindung in eine dreidimen-
sionale Struktur sterisch eingeschränkt. In nativen Proteinen gibt es oft sterische Hinderungen, 
die eine Interaktion zweier Proteine unterbinden. Bis heute existiert keine vollständige Struk-
tur des Proteins MCM3, was eine exakte Aussage über die Zugänglichkeit der pSer/Thr-Pro-
Motive in MCM3 erschwert. MCM3 wird in vivo an Ser112 und Thr722 phosphoryliert [201, 
202]. Die Kinasen CDK1 und CDK2 sind in der Lage auch Ser611 in vitro zu phosphorylieren 
[202]. Somit kann man davon ausgehen, dass diese drei Stellen für eine Proteininteraktion 
sterisch zugänglich sind. Obwohl die Eigenschaften der membrangebundenen, seitenketten-
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phosphorylierten Modellpeptide MCM3458-471 und MCM3605-618 eine Interaktion mit Pin1 zu-
lassen, sind diese Binderegionen mit den entsprechenden Motiven Thr464-Pro465 bzw. Ser611-
Pro612 für eine Wechselwirkung im nativen Protein offenbar nicht relevant. Die Pin1-
Interaktion mit MCM3 ist nicht gestört, wenn Thr464 oder Ser611 gegen einen nichtphosphory-
lierbaren Rest ausgetauscht werden (ABBILDUNG 10). 

Untersuchungen zur Bindungsstärke von Pin1 mit Peptiden, die die Regionen um die 
Motive Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 repräsentieren, wurden mit den löslichen Peptidderiva-
ten P1, P2 und P4 bis P7 durchgeführt. Literaturdaten zu Affinitätsuntersuchungen von Pin1 
sowie von dessen isolierter WW-Domäne mit Peptiden, die von der Primärstruktur bekannter 
Interaktionspartner abgeleitet waren, zeigten für die Mehrheit der Komplexe Dissoziations-
konstanten im zweistelligen mikromolaren Bereich [93, 94, 271]. Die im Rahmen dieser Ar-
beit ermittelten Dissoziationskonstanten der Komplexe aus Pin1 bzw. Pin1 WW mit P2 
(KD = 30,8 µM bzw. KD = 19,9 µM, ABBILDUNG 20), wobei P2 den Bereich MCM3716-729 re-
präsentiert, liegen damit in einem Bereich, der für Interaktionen mit vergleichbaren Peptiden 
beschrieben ist. Der Verlauf der Titrationskurve und eine ermittelte Stöchiometrie des Kom-
plexes von N ≈ 1 für die Titration von P2 zu Pin1 deuten darauf hin, dass mithilfe der Metho-
de der isothermen Titrationskalorimetrie die Interaktion von lediglich einer der beiden Pin1-
Domänen mit P2 detektiert wird. Es handelt sich dabei vermutlich um die WW-Domäne, da 
für die Titration von P2 zur isolierten WW-Domäne eine Dissoziationskonstante in derselben 
Größenordnung ermittelt wurde wie bei der Titration von P2 zu Pin1. Die Bindungen von P2 
zu Pin1 und zu dessen isolierter WW-Domäne sind enthalpisch getrieben und entropisch un-
günstig und damit unter thermodynamischen Gesichtspunkten übereinstimmend. Eine in der 
Literatur beschriebene Untersuchung der Bindung von Pin1 mit einem peptidbasierten Ligan-
den mit seitenkettenphosphoryliertem Thr-Pro-Motiv lieferte ähnliche thermodynamische 
Parameter [272].  

Im Vergleich zu P2 sind zwar Interaktionen von P1 zu Pin1 und Pin1 WW mit isother-
mer Titrationskalorimetrie detektierbar, mit geschätzten Dissoziationskonstanten im millimo-
laren Bereich in ihrer Affinität aber deutlich niedriger (ABBILDUNG 19). Eine so geringe Affi-
nität ist erstaunlich, da P1 mit Arg an +1 ausgehend vom pSer-Pro-Motiv einen für die Affini-
tät bereits als wichtig beschriebenen Aminosäurerest trägt [100], während das bei P2 nicht der 
Fall ist. Außerdem wirkt sich die Verhinderung der Phosphorylierung des durch P1 repräsen-
tierten Motivs Ser112-Pro113 in MCM3 besonders deutlich auf die Bindung von Pin1 aus 
(ABBILDUNG 10). P1 und P2 haben dieselbe Anzahl von Aminosäureresten, unterscheiden sich 
aber in der Aminosäuresequenz. P1 repräsentiert den Bereich MCM3106-119 und trägt ein zent-
rales seitenkettenphosphoryliertes Ser-Pro-Motiv, während P2 ein zentrales seitenkettenphos-
phoryliertes Thr-Pro-Motiv besitzt. Beide Peptide unterscheiden sich im Fern-UV-CD-
Spektrum kaum, was auf sehr ähnliche Sekundärstrukturmerkmale schließen lässt (ABBILDUNG 

18). Für die beiden Peptidderivate P5 und P7, die verkürzten Varianten von P1 bzw. P2 ent-
sprechen, wurden cis-Gehalte von < 10 % bestimmt (TABELLE 14). Da in P1 und P5 bzw. in 
P2 und P7 die flankierenden Aminosäurereste am pSer/Thr-Pro-Motiv jeweils gleich sind, ist 
davon auszugehen, dass auch P1 und P2 ähnliche cis-Gehalte aufweisen.  

Mittels isothermer Titrationskalorimetrie konnte bei der Titration von P1 bzw. P2 zur 
isolierten PPIase-Domäne keine signifikante Wärmeänderung detektiert werden. Somit kann 
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von einer sehr geringen Affinität sowohl von P1 als auch von P2 zur PPIase-Domäne ausge-
gangen werden. Die PPIase-Domäne von Pin1 zeigt zu vergleichbaren Peptiden, die Abschnit-
te der Primärstruktur bekannter Interaktionspartner repräsentieren, ebenfalls keine messbaren 
oder deutlich geringere Affinitäten als die WW-Domäne [93, 271, 273].  

Aus Literaturwerten lässt sich eine Erhöhung der katalytischen Effizienzen von Pin1-
Substraten mit phosphorylierten Ser/Thr-Pro-Motiven gegenüber deren nichtphosporylierter 
Analoga bis zu einem Faktor von 2800 ableiten [100]. Die Betrachtung der Werte für die spe-
zifischen katalytischen Aktivitäten von Pin1 gegenüber den Peptiden P4 bis P7 präsentiert 
auch die für das Enzym typische Umsatzsteigerung bei Peptiden mit phosphorylierter Seiten-
kette im Ser/Thr-Pro-Motiv (P5 und P7) im Vergleich zu den jeweiligen nichtphosphorylier-
ten Analoga (P4 bzw. P6) (TABELLE 14). Die Phosphorylierung der entsprechenden Seitenket-
te bewirkt eine Steigerung der Umsatzrate um den Faktor 140 (vgl. P4 und P5) bzw. sogar um 
den Faktor 4200 (vgl. P6 und P7). Die katalytische Effizienz von Pin1 gegenüber P3, einem 
Referenzpeptidsubstrat für Pin1, das als Mimikry eines phosphorylierten Restes einen Gluta-
matrest N-terminal zum Prolinrest besitzt, ist höher als die katalytische Effizienz gegenüber 
P4 und P6. Sie reicht jedoch in der Größenordnung nicht an die Werte für die phosphorylier-
ten Analoga P5 bzw. P7 heran. Für Pin1 wurde mit kcat/KM = 2,2 × 105 M−1 s−1 gegenüber dem 
zu P3 ähnlichen Peptidsubstrat Ala-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA ein sehr ähnlicher Wert bestimmt 
[100]. Im Vergleich dazu liegen die Werte für die beiden Peptide P7 und P5 eine bzw. zwei 
Größenordnungen über dem Wert für das Referenzpeptid P3. P5 und P7 stellen damit sehr 
gute Substrate für Pin1 dar. Der kcat/KM von 1,2 × 107 M−1 s−1 für Pin1 gegenüber P5 liegt nur 
wenig unter dem Wert von 2,0 × 107 M−1 s−1 gegenüber dem optimalen Peptidsubstrat Trp-
Phe-Tyr-Ser(PO3H2)-Pro-Arg-pNA, das Substrat, demgegenüber Pin1 den größten kcat/KM-
Wert der bislang untersuchten Substrate besitzt [100]. 

In linearen Peptiden verändert die Einführung eines negativ geladenen Restes durch 
Phosphorylierung der Seitenkette des Serin- bzw. Threoninrestes in Ser/Thr-Pro-Motiven den 
cis-Anteil der Prolylbindung und reduziert deren intrinsische Isomerisierungsgeschwindigkeit 
[168, 274]. Die beiden von MCM3 abgeleiteten Peptidderivate mit phosphorylierten Ser/Thr-
Pro-Motiven (P5 und P7) zeigen im Vergleich zu den jeweiligen nichtphosphorylierten Ana-
loga (P4 bzw. P6) geringe Verschiebungen der cis/trans-Gleichgewichte zugunsten der cis-
Anteile (TABELLE 14). Eine Erhöhung des cis-Anteils nach Phosphorylierung der Serinseiten-
kette von Ser-Pro-Motiven ist vom Protonierungsgrad des Phosphatrestes unabhänging und 
wurde sowohl für lineare Peptide [274] als auch für kurze zyklische Peptide beschrieben [275]. 
Für ein lineares Peptid mit pThr-Pro-Motiv wurde eine Abhängigkeit des cis-Gehaltes vom 
Protonierungsgrad der Seitenkette beobachtet [274].  

Die Phosphorylierung der Serin- bzw. Threoninseitenkette behindert die cis/trans-
Isomerisierung der Ser/Thr-Pro-Bindungen [274]. Die Geschwindigkeitskonstante der unkata-
lysierten Isomerisierung vermindert sich bei P5 gegenüber P4 etwa um den Faktor 3, bei P7 
gegenüber P6 interessanterweise sogar um den Faktor 14. Diese äußerst niedrige intrinsische 
Isomerisierungsgeschwindigkeit von P7 liegt damit in einem Bereich, der für die cis/trans-
Isomerisierung von Thioxopeptidyl-Prolylbindungen beschrieben ist [276]. Eine elektrostati-
sche Wechselwirkung der durch die Phosphorylierung negativ geladenen Threoninseitenkette 
mit der bei diesem pH-Wert positiv geladenen Seitenkette des benachbarten Histidinrestes in 
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P7 ist denkbar. Sie kann jedoch die äußerst langsame Isomerisierungsgeschwindigkeit von P7 
nicht hinreichend erklären, da P9, bei dem der Histidinrest gegen einen Alaninrest ausge-
tauscht ist, eine Geschwindigkeitskonstante für die unkatalysierte cis→trans-Isomerisierung 
in derselben Größenordnung aufweist. Beim Vergleich verschiedener Peptide mit pSer/Thr-
Pro-Motiven zeigt das in der Sequenz zu P9 ähnliche Peptid Ac-Ala-Thr(PO3H2)-Pro-Lys-
pNA mit einer Geschwindigkeitskonstante von k0 (ct) = 1,7 × 10−3 s−1 den niedrigsten Wert 
dieser Reihe [274].  

Es ist bereits bekannt, dass die Seitenkette des N-terminal zum Prolinrest gelegenen 
Aminosäurerestes sowohl das cis/trans-Gleichgewicht als auch die Geschwindigkeit der 
cis/trans-Isomerisierung der Peptidyl-Prolylbindung beeinflusst [277]. Dabei induzierten be-
sonders Reste aromatischer Aminosäuren in dieser Position einen hohen Anteil an cis-
Konformer der Prolylbindung, während ein Histidinrest in entsprechender Position zu einer 
hohen Isomerisierungsgeschwindigkeit beitragen kann [277]. Hier konnte jedoch zusätzlich 
gezeigt werden, dass die Aminosäureseitenkette an direkter Position vor dem pThr-Pro-Motiv 
großen Einfluss auf die Isomerisierungsgeschwindigkeit der in dieser Arbeit untersuchten 
Peptide P7 bis P11 hat (TABELLE 14). Das Einführen eines Alaninrestes an dieser Position 
(P9) verursachte eine Steigerung des cis-Gehaltes auf 18 %. Offenbar beeinflusst auch der 
Aminosäurerest N-terminal zur Phosphorylierungsstelle das cis/trans-Gleichgewicht. Bezo-
gen auf die Primärstruktur von MCM3 ist der an der entsprechenden Position befindliche His-
tidinrest, der His721 in humanem MCM3 entspricht, bei verschiedenen Säugern konserviert 
(vgl. ABBILDUNG 17). Die negative Ladung, die eine Phosphorylierung mit sich bringt, ändert 
den elektrostatischen Zustand im Phosphoprotein und kann zu strukturellen und energetischen 
Veränderungen führen [274]. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden thermodynamische Parameter für die cis/trans-
Isomerisierungen der Peptidyl-Prolylbindungen von P3 bis P7 anhand von EYRING-Plots be-
stimmt (ABBILDUNG 22, TABELLE 15). Die ermittelten Werte für ΔG‡ des Peptids mit Phospho-
rylierungsmimikry (P3) und des Peptids mit phosphorylierter Serinseitenkette (P5) zeigen 
gute Übereinstimmung mit dem Wert, der für das Peptidderivat Ala-Ala-Ser(PO3H2)-Pro-Phe-
pNA bereits beschrieben wurde [274]. Die Ser-Pro-Bindung in P4 und die Thr-Pro-Bindung 
in P6 zeigen sehr ähnliche energetische Rotationsbarrieren. Die Phosphorylierung der Serin- 
und Threoninseitenkette in den Peptidderivaten P5 bzw. P7 geht mit einer deutlichen Vergrö-
ßerung der energetischen Rotationsbarriere für die Ser/Thr-Pro-Bindung durch Mitwirkung 
eines Enthalpiebeitrags einher, der im Falle der Phosphorylierung der Thr-Pro-Bindung (P7) 
deutlich größer ist. Sehr ähnliche Beobachtungen wurden auch für Peptide der Form Ala-Ala-
Xaa-Pro-Phe-pNA (Xaa = Ser/Thr, pSer/Thr) gemacht [274]. Diese Ergebnisse lassen vermu-
ten, dass prolingerichtete Phosphorylierungen in flexiblen Bereichen von Proteinen, abhängig 
vom Aminosäurerest N-terminal zur Phosphorylierungsstelle, verschiedene Auswirkungen auf 
das Protein, entweder hinsichtlich seiner Struktur oder aber seiner Flexibilität haben kann.  

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Isomerisierungsgeschwindigkeiten seitenketten-
phosphorylierter Ser/Thr-Pro-Bindungen wurde bereits für verschiedene Peptidderivate ge-
zeigt [274]. Der Protonierungsgrad des Phosphatrestes spielt dabei eine maßgebliche Rolle. 
Insbesondere erhöhte sich die Geschwindigkeitskonstante für die cis→trans-Isomerisierung 
nach Erhöhung des Anteils an protonierter Spezies des Seitenkettenphosphatrestes [274]. Für 
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das Peptidderivat Ala-Ala-Thr(PO3H2)-Pro-Phe-pNA wurde durch isomerspezifische Proteo-
lyse eine Erhöhung der Geschwindigkeitskonstante für die cis→trans-Isomerisierung der 
pThr-Pro-Bindung um den Faktor drei von pH 10,0 zu pH 5,5 bestimmt [274]. Die Ge-
schwindigkeitskonstante der cis→trans-Isomerisierung der pThr-Pro-Bindung von P7 steiger-
te sich im Bereich von pH 9,5 zu pH 4,5 nahezu um Faktor vier (ABBILDUNG 23). Die 
cis→trans-Isomerisierungsgeschwindigkeit der seitenkettenphosphorylierten Thr-Pro-
Bindung von P7 reagiert damit, genau wie andere pSer/Thr-Pro-Bindungen, sehr sensitiv auf 
Änderungen des pH-Wertes im physiologischen Bereich [274]. Ein pKS-Wert von 6,06 ± 0,08 
für die phosphorylierte Threoninseitenkette von P7 ist sehr ähnlich zu dem über isomerspezi-
fische Proteolyse ermittelten pKS-Wert von 6,1 ± 0,1 für die entsprechende Seitenkette des 
ähnlichen Peptidderivates Ala-Ala-Thr(PO3H2)-Pro-Phe-pNA [274]. Da sich im untersuchten 
pH-Bereich auch der Ionisierungsgrad von His änderte, wurde im Vergleich die pH-
Abhängigkeit des nichtphosphorylierten Peptids P6 untersucht. Bei Abwesenheit der Seiten-
kettenphosphorylierung (P6) ist die Sensitivität gegenüber pH-Wert-Änderungen im unter-
suchten Bereich aufgehoben (ABBILDUNG 23). Somit hat der Ionisierungsgrad der Histidinsei-
tenkette keinen Einfluss auf die cis→trans-Isomerisierungsgeschwindigkeit. Isomerisierungen 
einiger anderer nichtphosphorylierter Peptidyl-Prolylbindungen zeigen ebenfalls eine Unab-
hängigkeit vom pH-Wert in ähnlichen pH-Wert-Bereichen [274, 278, 279].  

Mit der Erhöhung des pH-Wertes im Bereich von pH 3,6 bis pH 8,3 ändert sich im Pep-
tidderivat P6 lediglich der Protonierungsgrad der Histidinseitenkette. Somit repräsentieren die 
Messpunkte für P6 in ABBILDUNG 24B eine pH-Titration der Histidinseitenkette des Peptidde-
rivates. Der ermittelte Übergangspunkt von pH 6,6 kann damit als pKS-Wert für die Seitenket-
te des Histidinrestes angenommen werden und liegt über dem in der Literatur beschriebenen 
pKS-Wert von 6,08 ± 0,01 der Seitenkette des Histidins [280]. Für das cis-Isomer und für das 
trans-Isomer des Peptids Suc-Ala-His-Pro-Phe-pNA wurden pKS-Werte von 6,4 bzw. 6,9 für 
den Imidazolring des Histidins beobachtet [279]. Die Sekundärstruktur von P6 ändert sich 
offensichtlich in Abhängigkeit der Protonierung des Imidazolringes der Histidinseitenkette. In 
P7 fällt diese Strukturänderung deutlich geringer aus (ABBILDUNG 24B). Im untersuchten pH-
Wert-Bereich ändert sich in P7 von hohen zu niedrigen pH-Werten der Protonierungsgrad des 
Histidinrestes und zusätzlich auch der Protonierungsgrad des Seitenkettenphosphatrestes des 
direkt benachbarten Threoninrestes. Offenbar kann ein deprotonierter, negativ geladener 
Phosphatrest an der Threoninseitenkette von P7 die bei der Protonierung des Histidinrestes 
entstehende positive Ladung über elektrostatische Wechselwirkungen kompensieren. Die pH-
abhängige Änderung des Protonierungsgrades der Histidinseitenkette führt dadurch zu einer 
weniger stark ausgeprägten Veränderung der Sekundärstruktur von P7 im Vergleich zu P6. 
Der Protonierungsgrad der Histidinseitenkette hat jedoch keinen erkennbaren Einfluss auf die 
cis→trans-Isomerisierungsgeschwindigkeit der Peptidderivate, da diese in P6 in Abhängig-
keit des pH-Wertes nicht beeinflusst wird (vgl. ABBILDUNG 23). 

Die Untersuchungen zeigen nicht nur die Auswirkungen der Seitenkettenphosphorylie-
rung von Ser/Thr-Pro-Motiven auf die cis/trans-Isomerisierungen der Prolylbindungen in die-
sen Motiven im Allgemeinen, sondern weisen konkret auf eine deutliche Verminderung der 
Isomerisierungskonstanten nach Seitenkettenphosphorylierung der beiden Motive Ser112-
Pro113 und Thr722-Pro723 in MCM3 hin. Dabei gilt dem phosphorylierten Motiv Thr722-Pro723 
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besonderes Augenmerk, welches eine außerordentlich niedrige Isomerisierungskonstante mit 
starker pH-Abhängigkeit besitzt. Pin1, und dabei insbesondere die WW-Domäne des Enzyms, 
vermittelt die Bindung zu diesem Motiv. Durch die Seitenkettenphosphorylierungen der Ami-
nosäurereste Ser112 und Thr722 können in MCM3 Motive für die PPIase Pin1 generiert werden, 
dessen katalytische Aktivität speziell bei Substraten mit niedriger unkatalysierter Isomerisie-
rungsgeschwindigkeit besondere Bedeutung erlangt. Gegenüber beiden seitenkettenphospho-
rylierten Motiven zeigt Pin1 hohe katalytische Effizienzen. Die katalytisch aktive PPIase-
Domäne des Enzyms ist dafür verantwortlich. Damit werden Funktionen dieser Motive als 
molekulare Schalter in MCM3 denkbar.  

 
 
 

4.3 Pin1 beeinflusst MCM3 in vivo 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die physiologische Bedeutung der Interaktion zwischen 

Pin1 und MCM3 in HeLa-Zellen untersucht. Dabei traten wichtige Funktionen von Pin1 in 
der Assemblierung des MCM2-7-Komplexes und dessen Assoziation mit dem Chromatin zu 
Tage, die höchstwahrscheinlich über eine direkte Interaktion zwischen Pin1 und MCM3 ver-
mittelt werden.  

Die Experimente zum turnover von MCM3 zeigen die hohe Stabilität des Proteins und 
stimmen gut mit einer vorherigen Untersuchung überein, bei der nach fünfstündiger Inkubati-
on von HeLa-Zellen mit Cycloheximid noch keine Verminderung in der MCM3-Menge de-
tektiert werden konnte, jedoch die Menge an MCM3 nach sechzehnstündiger Inkubation noch 
20-30 % der Kontrolle betrug [281]. Pin1 beeinflusst offenbar den turnover des Proteins nicht 
(ABBILDUNG 26), obwohl die PPIase auf die Degradierung von Proteinen Einfluss nehmen 
kann [116].  

Da MCM3 die Rekrutierung des Cdt1-MCM2-7-Komplexes an den ORC-Cdc6-
Komplex vermittelt, ist die Erhaltung der Stabilität des hexameren MCM2-7-Komplexes für 
die Formierung des Präreplikationskomplexes von Bedeutung [282]. Untersuchungen von 
COSTER et al. zur Stabilität des MCM2-7-Komplexes aus Hefe zeigen, dass Mutationen in den 
Motiven Walker A aller MCM-Proteine, mit Ausnahme von MCM5, die Stabilität des MCM-
Komplexes beeinflussen [282]. Varianten von MCM3 und MCM7 zeigen dabei den stärksten 
Effekt [282]. Die Affinität von MCM3 zu den im MCM2-7-Komplex direkt benachbarten 
Proteinen MCM5 und MCM7 wird auch durch einen Mangel an Pin1 beeinträchtigt 
(ABBILDUNG 28). Die Auswirkungen eines Pin1-Mangels scheinen sich bei der Interaktion zu 
MCM7 stärker zu manifestieren. Offenbar unterstützt Pin1 damit die Stabilität des MCM2-7-
Komplexes. Neuere Untersuchungen offenbaren, unabhängig von der Stabilisierung des 
MCM-Hexamers, eine wichtige Rolle der ATP-Bindung im replication licensing, dem Pro-
zess der die einmalige Replikation der Chromosomen pro Zellzyklus sicherstellt [282]. Cdt1 
induziert in MCM2-7 eine strukturelle Änderung und unterstützt die Interaktion zwischen 
ORC-Cdc6 und MCM2-7 [283]. Die Assoziation des initialen ORC-Cdc6-Cdt1-MCM2-7-
Komplexes erfolgt sehr schnell [283]. Neben der Nukleotidbindung der MCM-Untereinheiten 
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beeinflussen auch andere Faktoren wie Proteinkonzentration, Temperatur und Ionenstärke die 
Stabilität des MCM-Komplexes [282].  

Nach KUIPERS et al. koexistieren zwei Populationen von MCM-Molekülen in der euka-
ryotischen Zelle: eine ungebundene Population mit frei diffundierenden Molekülen sowie eine 
immobile gebundene Population [197]. Zwischen beiden Populationen wurde kein Austausch 
beobachtet [197]. Die Beladung des Chromatins mit dem MCM2-7-Komplex beginnt in der 
frühen G1-Phase des Zellzyklus und die gebundene Population steigt in dieser Zellzykluspha-
se bis zum Beginn der S-Phase graduell an [197]. Die MCM-Komplexproteine gehen mit fort-
schreitender S-Phase wieder in die freie Population über, sodass diese in der G2-Phase und 
während der M-Phase des Zellzyklus in ungebundener Form in der eukaryotischen Zelle vor-
liegen [197]. Der Übergang von der gebundenen zur ungebundenen Population erfordert dabei 
zwingend Replikation [197].  

Die Chromatinbeladung von MCM3 wird in Zellen durch Phosphorylierung des Serin- 
bzw. Threoninrestes der Motive Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 in MCM3 reguliert. Ein Ami-
nosäureaustausch des entsprechenden Serin- bzw. Threoninrestes gegen einen Alaninrest führt 
zu einer reduzierten Menge an chromatinassoziiertem MCM3 [201, 202]. Eine deutlich ver-
ringerte Chromatinassoziation von FLAG-MCM3 T722A im Vergleich zum Wildtyp-Protein 
(ABBILDUNG 30) ist mit dem Ergebnis von LI et al. konform [201]. In Abweichung zu bekann-
ten Ergebnissen [201, 202] zeigen die übrigen chromatingebundenen FLAG-MCM3-
Varianten im Vergleich zur Kontrolle keine Unterschiede in der Chromatinassoziation 
(ABBILDUNG 30). Das Motiv Thr722-Pro723 hat damit im Vergleich zu den übrigen Ser/Thr-Pro-
Motiven in MCM3 vermutlich die größte Bedeutung für die Chromatinassoziation. HeLa-
Zellen, die sich in definierten Zellzyklusphasen befinden, zeigen in Abhängigkeit des Pin1-
Gehaltes und der entsprechenden Zellzyklusphase Unterschiede in der chromatinassoziierten 
MCM3-Menge. Zellen mit niedrigem Pin1-Gehalt weisen dabei zu Beginn der S-Phase eine 
deutlich niedrigere chromatinassoziierte MCM3-Menge im Vergleich zu entsprechenden 
Kontrollzellen auf (ABBILDUNG 31). Dieses Ergebnis kann mit einer verminderten Beladung 
des Chromatins mit MCM3 im Verlauf der G1-Phase des Zellzyklus erklärt werden. Das Pro-
tein Cdc6 beeinflusst ebenfalls die Beladung des Chromatins mit MCM-Proteinen und Ver-
ringerung von Cdc6 in Zellen geht mit deren Arretierung in der G1-Phase des Zellzyklus ein-
her [284]. Zellzyklusarretierung in der G1-Phase wurde bereits für kultivierte Zellen mit Pin1-
Defizienz beschrieben [285]. Eine erhöhte Anzahl an BrdU-behandelten HeLa-Zellen mit 
reduzierter Pin1-Menge in der G1-Phase zeigt eine zeitliche Ausdehnung dieser Zellzyklus-
phase oder Arretierung der Zellen in dieser Phase und kann den Grund für die verminderte 
Anzahl dieser Zellen in der S-Phase bilden (ABBILDUNG 35C). Zellen mit niedrigem Pin1-
Gehalt tragen in der M-Phase des Zellzyklus eine erhöhte chromatinassoziierte MCM3-
Menge im Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen (ABBILDUNG 31). Die Ursache lässt 
sich in einer verminderten Entladung von MCM3 vom Chromatin nach dem Durchlaufen der 
S-Phase des Zellzyklus vermuten. Ein Mangel an Pin1 in HeLa-Zellen, die nach einer Blo-
ckierung des Zellzyklus am Beginn der S-Phase die nachfolgende G2/M-Phase durchlaufen, 
führt, im Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen, zur verminderten Freisetzung von 
chromatinassoziiertem MCM3 in die ungebundene MCM3-Population (ABBILDUNG 32).  
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Obwohl Pin1 den Phosphorylierungszustand von Zielproteinen beeinflussen kann [113, 
114, 254], reguliert das Enzym die Assemblierung des MCM2-7-Komplexes und die Chroma-
tinassoziation von MCM3 jedoch offenbar nicht über eine Veränderung des Phosphorylie-
rungszustandes von Thr-Pro-Motiven, insbesondere dem Motiv Thr722-Pro723 in MCM3 
(ABBILDUNG 33, ABBILDUNG 34).  

Die hier dargestellten Ergebnisse lassen in ihrer Gesamtheit eine Rolle von Pin1 als Re-
gulator in der Chromatinassoziation von MCM3 erkennen, die anhand eines stark vereinfach-
ten Modells verdeutlicht werden soll (ABBILDUNG 42). In diesem Modell unterstützt Pin1 nicht 
nur die Beladung des Chromatins mit MCM3 in der G1-Phase des Zellzyklus, sondern auch 
die Rückführung des chromatinassoziierten MCM3’s in die freie Population in der späten S-
Phase des Zellzyklus sowie die spätere Ausbildung eines neuen MCM2-7-Komplexes für die 
Replikation im nachfolgenden Zellzyklusdurchgang. 

 
ABBILDUNG 42: HYPOTHETISCHES MODELL ZUR WIRKUNG VON PIN1 AUF MCM3 IM ZELLZYKLUS. Die Aktivitäten 
der Kinasekomplexe Cyclin E/CDK2 und Cyclin B/CDK1 führen zur Phosphorylierung von MCM3 an Thr722 
bzw. Ser112 zu verschiedenen Zeitpunkten im Zellzyklus. Pin1 unterstützt daraufhin, durch Katalyse der 
cis/trans-Isomerisierung von Prolylbindungen phosphorylierter Ser/Thr-Pro-Motive, zellzyklusabhängig die 
Assemblierung (G1/Sfrüh) oder Disassemblierung (Sspät) der DNA mit MCM3 bzw. die Ausbildung des MCM2-7-
Komplexes (G2/M).  

Pin1 ist in der Lage durch Katalyse von cis/trans-Isomerisierungen der Prolylbindungen 
phosphorylierter Ser/Thr-Pro-Motive in Zielproteinen konformationelle Änderungen zu indu-
zieren und kann so als „molekularer Zeitschalter“ die zeitliche Abfolge und Dauer zellulärer 
Prozesse regeln [111, 116, 286]. Der gesamte Beladungsprozess der DNA mit einem MCM2-
7-Doppelhexamer ist bislang nicht vollständig aufgeklärt. Neuere Untersuchungen mit Protei-
nen aus Sacchaaromyces cerevisiae belegen die Existenz eines Beladungsintermediates aus 
insgesamt vierzehn Proteinen, dem sogenannten ORC-Cdc6-Cdt1-MCM2-7-Komplex [191]. 
Die Ausbildung eines stabilen ORC-Cdc6-MCM2-7-Komplexes, die Basis für die Assemblie-
rung eines MCM2-7-Doppelhexamers, verläuft über einen mehrstufigen Prozess und geht mit 
strukturellen Änderungen im MCM2-7-Komplex einher [283]. Im Gegensatz zur Assoziation 
des initialen ORC-Cdc6-Cdt1-MCM2-7-Komplexes ist die DNA-Beladung mit dem MCM2-
7-Doppelhexamer ein langsamer Prozess [283]. Beladungsexperimente mit MCM-Proteinen 
aus Hefe legen eine Dauer zwischen fünf und fünfzehn Minuten für die Beladung zugrunde 
[282]. Die Beseitigung des replikativen Helikasekomplexes (Cdc45-MCM-GINS-Komplex, 
CMG-Komplex) vom Chromatin ist hingegen weit weniger erforscht. Aktuelle Arbeiten zur 
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Termination der Replikation zeigen in Saccharomyces cerevisiae und Xenopus laevis einen 
Ubiquitinierungsmechanismus von MCM7, der zur Entladung des CMG-Komplexes vom 
Chromatin an Replikationsterminationsstellen führt [287, 288]. Es ist anzunehmen, dass Pin1 
die Prozesse der Be- und Entladung des Chromatins mit MCM3 sowie die Ausbildung des 
MCM2-7-Komplexes über die Katalyse von cis/trans-Isomerisierungen der Prolylbindungen 
in den phosphorylierten Motiven Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 in MCM3 steuert und be-
schleunigt. Diese Motive könnten damit die Funktionen „molekularer Schalter“ erlangen, die 
durch katalytische Aktivität von Pin1 reguliert werden. Die Untersuchungen mit abgeleiteten 
Peptidderivaten dieser Motive (KAPITEL 3.2) unterstützen diese Hypothese. Insbesondere die 
cis/trans-Isomerisierung der Prolylbindung vom Motiv pThr722-Pro723 weist im abgeleiteten 
Peptidderivat P7 eine auffallend niedrige Geschwindigkeitskonstante auf und kann durch Pin1 
stark beschleunigt werden (ABBILDUNG 21B, C). Dieses Motiv von MCM3 erscheint damit als 
„molekularer Zeitschalter“ besonders geeignet. Für Pin1 wurde die Fähigkeit zur Modulation 
der DNA-Bindefähigkeit des Transkriptionsfaktors Sp1 im Verlauf des Zellzyklus bereits 
beschrieben [289]. 

 
 
 

4.4 Arylhetarylketone, Biarylhetarylketone und Thioketone als Pin1-
Inhibitoren 
Basierend auf dem Konzept, dass Arylhetarylketone und Thioketone eine nichtplanare 

Geometrie der aromatischen Reste an der Ketogruppe bzw. Thioketogruppe aufweisen und 
somit die Peptidyl-Prolylbindung im potentiellen Übergangszustand des „verdrillten 
Amids“ (2) simulieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit neue Vertreter dieser Substanzklas-
sen auf die Fähigkeit hin untersucht, die PPIase-Aktivität von Pin1 zu inhibieren. Dabei wur-
den einige Vertreter der Arylhetarylketone bzw. Thioketone untersucht, die sich jeweils ledig-
lich in einer Ringsubstituierung unterscheiden. In der Reihe der Arylindanylketone hat sich 
ein ringsubstituiertes Biaryl-Grundgerüst für die Inhibition von Pin1 als günstig erwiesen. 
Hochsubstituierte Ringsysteme können im Allgemeinen zu starken nichtpeptidischen Pin1-
Inhibitoren führen [290]. Ähnliche KI-Werte der Verbindungen 5a, 5d und 5e gegenüber Pin1 
lassen schlussfolgern, dass das Heteroatom im Heterozyklus dieser Verbindungen wenig Ein-
fluss auf die inhibitorische Wirkung hat. In der Reihe der 1-Benzofuranderivate (5a – 5c) 
scheint ein lipophiler Rest R2 gegenüber eines polaren Restes die inhibitorische Aktivität zu 
steigern. Wie die Derivate 5e, mit einem Methylrest in Position R1 und 5f, mit einem Butyl-
rest in Position R1 zeigen, hat die Größe des Alkylrestes R1 offenbar keinen Einfluss auf die 
Aktivität der Substanzen. Innerhalb der Biarylfunktion ist zur Steigerung des Inhibitorpotenti-
als von Biarylhetarylketonen ein Fluorophenolrest (5b) deutlich besser geeignet als drei phe-
nolische OH-Gruppen als Substituenten (5g) oder ein CF3O-Substituent (5h). Da nur eines 
(6d) der fünf getesteten Monoarylhetarylketone (6a – 6e) keine Inhibitorwirkung zeigte, 
scheint der Monoarylrest für die inhibierende Wirkung dieser Reihe von Substanzen hinrei-
chend zu sein. Das Monoarylhetarylketon 6e besitzt einen KI-Wert von 1 µM gegenüber Pin1 
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und offenbart, dass ein Biarylrest an der Ketogruppe nicht von essentieller Bedeutung für die 
Pin1-Inhibition ist. Die meisten publizierten Monoarylindanylketone inhibierten Pin1 in der-
selben Größenordnung wie die hier beschriebenen Monoarylhetarylketone (6a – 6c, 6e), doch 
weisen innerhalb der publizierten Arylindanylketone die Verbindungen mit einem Biarylrest 
gegenüber Verbindungen mit einem Monoarylrest teilweise sehr stark verbesserte Pin1-
Inhibition auf [180]. Basierend auf den Biarylhetarylketonen wurden durch Austausch der 
Ketogruppe gegen eine Thioketogruppe die Thioketone 7, 8a und 8b erzeugt, die bemerkens-
werte Pin1-Inhibitoren darstellen. Dabei zeigt 8b mit einem KI-Wert im nanomolaren Bereich 
von den hier näher betrachteten Verbindungen (5 – 8) die höchste Inhibitoraktivität gegenüber 
Pin1. Auch hier erweist sich ein Fluorophenolrest in der Biarylfunktion als günstig für die 
Inhibitoraktivität. Der niedrigste KI-Wert eines Arylindanylketons gegenüber Pin1 liegt mit 
0,2 µM damit in derselben Größenordnung wie der KI-Wert von 8b [180].  

Insgesamt inhibierte die Mehrheit aller hier gemessenen Substanzen die PPIase-
Aktivität von Pin1. Darunter sind einige Vertreter, die Inhibitionskonstanten bzw. IC50-Werte 
gegenüber Pin1 im ein- bis zweistelligen mikromolaren Bereich aufweisen. Die meisten 
publizierten Arylindanylketone weisen gegenüber Pin1 ebenfalls KI-Werte im mikromolaren 
Bereich auf [180]. CypA und Pin1 besitzen keine gemeinsame Faltungseinheit, dennoch sind 
die räumlichen Anordnungen einiger Reste in ihren aktiven Zentren ähnlich [23]. Bei deren 
Vergleich durch Überlagerung sind vier Reste mit räumlicher Identität sowie zwei Reste mit 
spiegelsymetrischer Anordnung erkennbar [23]. So ist es nicht ungewöhnlich, dass die getes-
teten Thioketone auch inhibitorische Wirksamkeit gegenüber CypA aufweisen. Für einige 
Arylindanylketone sind inhibitorische Effekte in Verbindung mit bemerkenswerter Selektivi-
tät gegenüber Isoenzymen der Cyclophilinfamilie beschrieben [16].  

In ihrer Gesamtheit können die Befunde Hinweise sein, dass die hier untersuchten Sub-
stanzen auch dem oben genannten Konzept genügen. Diese Aussage wird durch die Kristall-
struktur des repräsentativen Biarylhetarylketons 5b unterstützt, bei dem die Ebenen der Reste 
an der CO-Gruppe einen Torsionswinkel von ca. 53° aufweisen [255]. Dieser ermittelte Wert 
weicht stark von dem Torsionswinkel von 92° eines vergleichbaren Arylindanylketons [180] 
und dem orthogonalen Übergangszustand einer Peptidyl-Prolylbindung (2) ab. Trotzdem wird 
deutlich, dass die Reste an der CO-Gruppe nicht planar in einer Ebene liegen, sondern dass 
deren Ebenen eine zueinander verdrillte Anordnung aufweisen.  

Im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit wurden die Reversibilät der Inhibierung und die 
Zellpermeabilität der einzelnen Substanzen nicht untersucht. Für die Weiterentwicklung und 
Verwendung derartiger Substanzen als Pin1-Inhibitoren sind diese weitergehenden Charakte-
risierungen jedoch unabdingbar. Untersuchungen mit einem biotinylierten Arylindanylketon 
demonstrieren eine nichtkovalente Interaktion dieser Substanz mit Pin1 und die Reversibilität 
des Inhibitors und beweisen, dass die Inaktivierung der PPIase nicht auf irreversibler Denatu-
rierung und Aggregation des Enzyms beruht [180, 291]. Hier muss nochmals auf die biologi-
sche Wirksamkeit einiger Aryl-1-indanylketone hingewiesen werden [180]. Einige Verbin-
dungen inhibierten konzentrationsabhängig und entsprechend ihres inhibitorischen Potentials 
die Aktivität eines p53-Reportergens in Etoposid-behandelten Brustkrebszellen der Zelllinie 
MCF-7 [180]. Die Aktivität dieses p53-Reportergens setzt in den Zellen eine physikalische 
Interaktion von endogenem Pin1 mit p53 voraus und beruht auf der daraus resultierenden Sta-
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bilität und Aktivität des Transkriptionsfaktors als Folge DNA-schädigender Einflüsse [131-
133]. Pin1 reguliert in Tumorzellen den turnover von β-Catenin [118]. So führte die Inkubati-
on von SH-SY5Y-Tumorzellen mit verschiedenen Aryl-1-indanylketonen zur Verringerung 
der Menge an intrazellulärem β-Catenin [180], welche direkt mit der PPIase-Aktivität von 
Pin1 korreliert [118]. Aryl-1-indanylketone besitzen hohe strukturelle Ähnlichkeiten zu den in 
dieser Arbeit beschriebenen Verbindungen. Für die aktiven Arylhetarylketone bzw. Thioketo-
ne ist deshalb eine biologische Wirksamkeit anzunehmen, die jedoch noch experimentell be-
wiesen werden muss. Die hier untersuchten Arylhetarylketone und Thioketone stellen Sub-
stanzen mit relativ einfachen chemischen Strukturen dar, deren Synthese gut etabliert ist [255]. 
Dafür weisen einige Vertreter dieser Substanzklassen ein deutliches inhibitorisches Potential 
nicht nur gegenüber Pin1, sondern auch gegenüber CypA auf. Unter Berücksichtigung dieser 
Aspekte können diese Substanzen als Basis für weitergehende biochemische Charakterisie-
rungen bezüglich Zellgängigkeit und PPIase-inhibierender Eigenschaften in vivo dienen.  

 
 
 

4.5 Analyse von Cyclophilinen aus humanem Serum 
CsA-Derivate bieten eine Möglichkeit der Anreicherung von Cyclophilinen durch Affi-

nitätschromatographie [292]. In dieser Arbeit wurde humanes Serum gesunder Probanden auf 
Cyclophiline untersucht und dafür die Affinität dieser PPIasen zu neuen CsA-Derivaten ge-
nutzt. Humanes Serum sollte dabei initial als Mimetikum eines biologischen Systems dienen 
und dessen physiologischen Charakter simulieren. Die Immobilisierung der CsA-Derivate 9 
und 10 an Streptavidin-Matrizes erfolgte über einen Biotinrest an einem hydrophilen Bereich. 
Der linker ist in 9 mit Aminosäurerest 8 und in 10 mit Aminosäurerest 1 des CsA-
Grundgerüstes verknüpft (ABBILDUNG 54). Im Gegensatz zu einem bereits publizierten CsA-
Derivat, welches für Affinitätschromatographie Verwendung fand [292], ist davon auszuge-
hen, dass der für die Cyp-Bindung verantwortliche Bereich in 9 aufgrund dessen chemischer 
Struktur nach Bindung an die Streptavidin-Matrix sterisch unbeeinflusst bleibt. Die Anwe-
senheit des hydrophilen Biotin-linkers scheint bei 9 und 10 die inhibierende Wirkung der 
Substanzen gegenüber der PPIase-Aktivität von rekombinantem CypA im Vergleich zu CsA 
leicht zu verstärken. Diese Wirkung erscheint bei einer Verknüpfung des linkers an Rest 8 im 
CsA-Derivat stärker zu sein als bei einer Verknüpfung des linkers an Rest 1 im CsA-Derivat. 
Dies kann sterische Gründe haben, da Rest 1 von CsA an der Formierung der Cyclophilin-
Bindedomäne von CsA beteiligt ist und für die Interaktion im katalytischen Zentrum von 
CypA eine wichtige Rolle spielt [27-29]. Trotzdem handelt es sich dabei um äußerst geringe 
Effekte, da der IC50-Wert von 9 nur geringfügig kleiner ist als der IC50-Wert von CsA. 

Die PPIase-Aktivität in humanem Serum gegenüber Peptidsubstrat zeigt die Präsenz 
von wenigstens einer katalytisch aktiven humanen PPIase in der Serumprobe. Die PPIase-
Aktivität der Serumprobe liegt innerhalb des Bereichs der Standardabweichung einer gemit-
telten PPIase-Aktivität in Serum siebzehn gesunder Spender gegenüber einem ähnlichen Pep-
tidsubstrat [58]. Der Befund, dass weniger als 5 % der gesamten PPIase-Aktivität des Serums 
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nicht durch CsA bzw. durch dessen Derivate inhibierbar war (vgl. ABBILDUNG 39C), lässt ne-
ben Cyclophilinen als typische CsA-sensitive Enzyme auf einen lediglich geringen Anteil an 
sonstigen katalytisch aktiven PPIasen in Serum schließen, die zur PPIase-Aktivität gegenüber 
dem verwendeten Peptidsubstrat beitragen. Es ist also zu vermuten, dass diese Restaktivität 
von extrazellulären PPIasen hervorgerufen wird, die nicht der Cyclophilin-Familie angehören. 
Dazu kann beispielsweise FKBP12 zählen, das in Serum vorhanden ist [293] und gegenüber 
dem verwendeten Substrat noch eine spezifische Aktivität aufweist [178], jedoch nicht durch 
CsA inhibiert wird [13]. 

Die untersuchten CsA-Derivate 9 und 10 inhibierten die PPIase-Aktivität in Serum mit 
extrapolierten IC50-Werten von 5,8 ± 0,6 nM und 7,6 ± 0,5 nM in sehr ähnlicher Weise wie 
die Aktivität von rekombinantem CypA (extrapolierter IC50-Wert von 7,8 ± 0,7 nM bzw. 
9,4 ± 0,9 nM, ABBILDUNG 39). Dies deutet auf einen hohen Anteil an CypA bzw. CypA-
ähnlichen PPIasen in der Serumprobe hin. Der etwas größere Unterschied zwischen dem IC50-
Wert von CsA gegenüber rekombinantem CypA (IC50 = 10,7 ± 1,0 nM) im Vergleich zum 
extrapolierten IC50-Wert von CsA gegenüber Serum (extrapolierter IC50 = 17,9 ± 1,3 nM) 
könnte durch hydrophobe Interaktion von CsA mit Serumproteinen im Vergleich zu den sonst 
verwendeten Messbedingungen zustande kommen.11) Die CsA-Derivate sind in Gegenüber-
stellung mit CsA hydrophiler, möglicherweise werden so derartige Effekte kompensiert. Auch 
andere CsA-Derivate inhibierten die Serumprobe und rekombinantes CypA mit IC50-Werten 
in derselben Größenordnung (nicht gezeigt). 

Die neuen CsA-Derivate wurden über die Biotin-Streptavidin-Interaktion an Agarose-
matrizes immobilisiert und als CsA-Derivat-Matrizes für die Anreicherung von Cyclophilinen 
aus Serumproben verwendet. Die Bindungsaffinitäten der Cyclophiline zu diesen CsA-
Derivaten bilden dabei die Grundlage dieser Methode. Beide CsA-Derivat-Matrizes sind als 
Affinitätsmatrizes für rekombinant hergestelltes CypA und authentisches CypA aus humanem 
Serum insbesondere zur Anreicherung dieser Enzyme geeignet. Authentisches CypA aus hu-
manem Serum erscheint in den Elutionen beider CsA-Derivat-Matrizes jeweils als hervortre-
tende, spezifisch angereicherte Bande im SDS-Polyacrylamidgel nach Coomassiefärbung 
(ABBILDUNG 40D). Die Detektion von rekombinantem CypA im Western Blot und die zusätz-
liche parallele Bestimmungen der PPIase-Aktivitäten separater Fraktionen der pull-down-
Experimente lässt die Schlussfolgerung einer quantitativen Bindung von CypA an die CsA-
Derivat-Matrizes zu. Weder rekombinantes CypA noch authentisches CypA aus humanem 
Serum zeigt unspezifische Interaktion zur verwendeten Streptavidin-Agarose. Unspezifische 
Interaktionen einiger Proteine mit Affinitätsmatrizes sind typisch für komplexe Medien wie 
Serum [294, 295]. Der Verlust von über 90 % der PPIase-Aktivität in beiden Überständen der 
Serumproben nach Inkubation mit den CsA-Derivatmatrizes (ABBILDUNG 40C) deutet darauf 
hin, dass auch andere, im Serum vorhandene Cyclophiline, Affinität zu den CsA-
Derivatmatrizes zeigen, mit diesen interagieren und so angereichert werden können. Ein voll-
ständiger Verlust der PPIase-Aktivität in beiden Überständen der Serumproben nach Inkuba-

                                                
11) Messungen in Serum wurden im Vergleich zu sonstigen Inhibitionsmessungen bei fünffach höherer α-
Chymotrypsin-Konzentration im Messansatz durchgeführt (siehe KAPITEL 2.4.6). Serum weist außerdem eine 
sehr hohe Proteinkonzentration auf. Beides trägt zu einer veränderten Viskosität im Messansatz von Serummes-
sungen im Vergleich zu sonstigen Inhibitionsmessungen bei.   
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tion mit den CsA-Derivatmatrizes ist nicht zu erwarten, da CsA bzw. 9 oder 10 die PPIase-
Aktivität in Serum auch nicht vollständig inhibieren können (vgl. ABBILDUNG 39C).  

Matrixgebundene Proteine können mithilfe des hydrophilen CsA-Derivates 11 von der 
9-Matrix spezifisch eluiert werden (ABBILDUNG 41). Kompetetion um CsA-Bindestellen bildet 
hierfür die theoretische Grundlage. Proteine, die unspezifisch mit der verwendeten Matrix 
interagieren, lassen sich so von den spezifischen Interaktionspartnern abreichern. 11 besitzt 
gegenüber CsA als mögliches Elutionsmittel den Vorteil einer deutlich höheren Löslichkeit in 
wässrigen Pufferlösungen. Damit steht eine Methode zur Verfügung, die zur Anreicherung 
sowie zur umfassenden Analyse von CsA-Interaktionspartnern, insbesondere von Cyclophili-
nen aus biologischen Proben, optimiert ist.  

Von den drei bekannten extrazellulären Cyclophilinen CypA, CypB und CypC [37] 
wurde CypB in Serum gesunder Probanden als konstant präsent beschrieben [296]. Die mas-
senspektrometrische Analyse von Serum nach Affinitätschromatographie mit einer Matrix, 
die mit 9 immobilisiert war, bestätigte neben CypA, CypB und CypC die Präsenz fünf weite-
rer humaner Cyclophiline, namentlich CypD, CypE, Cyp40, CypH und PPIL1. Alle hier de-
tektierten Cyclophiline weisen als rekombinante Proteine PPIase-Aktivität auf, die durch CsA 
inhibiert werden kann [16, 297, 298]. Bis auf zwei humane Cyclophiline (PPIAL4B12) und 
PPWD113)) wurden alle humanen Cyclophiline detektiert, die beim Vergleich der Primärstruk-
turen einen Tryptophanrest an der jeweiligen Position besitzen, welche in CypA Trp121 ent-
spricht [24]. Dieser konservierte Tryptophanrest trägt in erheblichem Maße zur Sensitivität 
von Cyclophilinen gegenüber CsA bei [299]. Humanes Cyp40 trägt an der entsprechenden 
Position einen Histidinrest (His141), wird aber durch CsA mit einer Inhibitionskonstante im 
nanomolaren Bereich inhibiert.14) Sekretion oder Zelllyse kann zum Vorhandensein der Cyc-
lophiline im Serum führen. Bis auf CypB ist für keines der hier detektierten Cyclophiline ein 
sekretorischer Transportweg beschrieben. Ein Vergleich des Cyclophilin-Musters bzw. des 
Musters posttranslationaler Modifikationen der Cyclophiline zwischen Serum und Blutzellen 
kann zur Diskrimination zwischen Sekretion und Zellyse beitragen. Unter der Voraussetzung 
die Proteine bzw. posttranslationalen Modifikationen sind in Serum hinreichend stabil, wäre 
bei der Sekretion eine Verschiebung der Muster zu erwarten. Bei der Zelllyse sollten die Mus-
ter demnach identisch sein.  

Da posttranslationale Modifikation oft die Proteinsekretion beeinflusst [45], unterstüt-
zen die detektierten Modifizierungen an CypA entsprechende Mechanismen für diese PPIase. 
Die Notwendigkeit der Acetylierung der Seitenketten der Aminosäurereste Lys82 und Lys125 
in CypA wurde bereits für einen Sekretionsweg beschrieben [43]. Nε-Acetylierung von CypA 
an den Positionen Lys133 bzw. Lys155 wurde nach dem Kenntnisstand des Autors bisher noch 
nicht beschrieben. Jedoch wird für das Protein auf Basis von Sequenzvergleichen eine Nε-
Acetylierung an Position Lys133 postuliert.15) Acetylierung von Lysinseitenketten trägt zur 
Regulation vieler Proteine in diversen zellulären Prozessen bei [300]. Acetylierung von Lys125 
in CypA beeinflusst die katalytische Aktivität des Enzyms und dessen Bindung zu CsA [301]. 

                                                
12) UniProt-Eintrag Q9Y536 (PAL4A_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y536 (03.03.2015) 
13) UniProt-Eintrag Q96BP3 (PPWD1_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/Q96BP3 (03.03.2015) 
14) KI = 247 nM, Dr. C. SCHIENE-FISCHER, persönliche Mitteilung 
15) UniProt-Eintrag P62937 (PPIA_HUMAN), http://www.uniprot.org/uniprot/P62937 (04.08.2014) 
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Viele Proteine sind aminoterminal acetyliert, allerdings ist die physiologische Bedeutung die-
ser Modifizierung weitestgehend unbekannt. Untersuchungen von ROPE et al. untermauern 
jedoch die prinzipielle biologische Wichtigkeit der N-terminalen Acetylierung und der für die 
Katalyse dieser Modifizierung verantwortlichen N-terminalen Acetyltransferasen [302, 303]. 
CypA-Modifizierung durch Proteolyse des initialen N-terminalen Methioninrestes (Met1) und 
Nα-Acetylierung des nachfolgenden Val2-Restes wurde für Brustkrebszellen nach Behandlung 
mit Gammastrahlung [44], im human immunodeficiency virus Typ 1 [304] und in humanen T-
Helferzellen [305] beschrieben. N-terminale Acetylierung kann die Proteinstabilität, die zellu-
läre Lokalisierung und die Formierung von Proteinkomplexen beeinflussen [303, 306]. Post- 
und cotranslationale Modifizierungen sowie die Formierung von Multiproteinkomplexen kann 
die katalytische Aktivität von Cyclophilin beeinflussen [301, 307]. Die angewendete Methode 
zur Isolierung der Cyclophiline lässt weder eine Aussage darüber zu, wie hoch die spezifi-
schen PPIase-Aktivitäten der einzelnen Vertreter dieser PPIase-Familie in Serum sind, noch 
inwieweit die Modifizierungen von CypA dessen spezifische PPIase-Aktivität in Serum be-
einflussen. 

Die hier dargestellten Experimente zeigen in ihrer Gesamtheit eine einfache und effizi-
ente Methode zur Isolierung und Analyse von Cyclophilinen aus biologischen Proben, die 
insbesondere zur Aufklärung post- bzw. cotranslationaler Modifizierungen dieser Enzyme 
geeignet ist. Im dargestellten Fall offenbaren die Ergebnisse die Anwesenheit weiterer Cyclo-
philine neben CypA, CypB und CypC im untersuchten humanen Serum. Das deutet darauf hin, 
dass auch weitere Cyclophiline eine funktionale Bedeutung im extrazellulären Raum einneh-
men. 
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5  Z U S A M M E N F A S S U N G  

• Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 68 humane Proteine als potentielle 
Interaktionspartner der humanen Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase Pin1 gefunden, 
dabei wurde insbesondere MCM3, eine Untereinheit des MCM2-7-Komplexes, als 
direkter Pin1-Interaktionspartner identifiziert und charakterisiert. 

• MCM3 interagiert in vivo und in vitro mit Pin1, wobei die Interaktion über die beiden 
seitenkettenphosphorylierten Motive Ser112-Pro113 und Thr722-Pro723 in MCM3 und 
insbesondere über die WW-Domäne von Pin1 vermittelt wird. 

• Die Interaktion von Pin1 und MCM3 ist von der Zellzyklusphase abhängig und 
erfordert Phosphorylierung von MCM3. 

• Untersuchungen der Interaktion mittels isothermer Titrationskalorimetrie von Pin1 oder 
dessen isolierter WW-Domäne mit einem tetradekameren Peptidderivat, das die 
Primärstruktur MCM3716-729 repräsentiert und eine Seitenkettenphosphorylierung am 
entsprechenden Thr722-Pro723-Motiv trägt, ergeben Dissoziationskonstanten von 
KD = 30,8 µM bzw. KD = 19,9 µM. 

• Pin1 beschleunigt mit hoher Effizienz die Isomerisierung der Peptidyl-Prolylbindung in 
den seitenkettenphosphorylierten Ser-Pro- und Thr-Pro-Motiven von Peptidderivaten, 
die die Primärstruktur MCM3110-115 bzw. MCM3716-729 repräsentieren. 

• Im entsprechenden Peptidderivat wird die unkatalysierte Isomerisierungskonstante der 
Peptidyl-Prolylbindung des Motivs Thr722-Pro723 durch Seitenkettenphosphorylierung 
des Threoninrestes um den Faktor 14 vermindert, sie ist damit auch im physiologischen 
Temperaturbereich niedrig und zeigt außerdem deutliche Abhängigkeit vom pH-Wert. 

• Pin1 und MCM3 kolokalisieren während der Mitose in den Zentrosomen von HeLa-
Zellen. 

• Pin1 unterstützt die Assemblierung des MCM2-7-Komplexes in HeLa-Zellen. 

• Ein Aminosäureaustausch des Threoninrestes im Motiv Thr722-Pro723 in MCM3 gegen 
einen Alaninrest führt zu einer verringerten Menge an chromatinassoziiertem MCM3 im 
Vergleich zum Wildtyp-Protein. 

• Pin1 unterstützt die Chromatinassemblierung und Chromatindisassemblierung von 
MCM3 in der G1/S-Phase bzw. G2/M-Phase des Zellzyklus in HeLa-Zellen. 
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• Bei der Untersuchung von insgesamt 52 niedermolekularen Substanzen auf das 
inhibitorische Potential gegenüber der PPIase-Aktivität von Pin1 konnten neue 
Arylindanylketone, Biarylindanylketone und Thioketone identifiziert werden, die 
gegenüber Pin1 Inhibitionskonstanten im submikromolaren Bereich aufweisen.   

• Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, die unter Verwendung 
immobilisierter CsA-Derivate eine Möglichkeit zur einfachen und effizienten Isolierung 
und Identifizierung von Cyclophilinen aus biologischen Proben bietet. 

• Mithilfe eines neuen immobilisierten CsA-Derivates konnten insgesamt acht 
Cyclophiline, namentlich CypA, CypB, CypC, CypD, CypE, Cyp40, CypH und PPIL1 
aus humanem Serum gesunder Probanden isoliert und eindeutig identifiziert werden. 

• Durch massenspektrometrische Analyse einer aufgearbeiteten Probe aus humanem 
Serum gesunder Probanden wurden Peptide mit Nε-Acetylierung an den Positionen 
Lys44, Lys133 bzw. Lys155 sowie ein Peptid mit Nα-Acetylierung an der Position Val2 
nachgewiesen, die eindeutig CypA zugeordnet werden können. 
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ABBILDUNG 43: ANALYSE VON REKOMBINANT HERGESTELLTEM, GEREINIGTEN PIN1 MITTELS SDS-PAGE (A), PPIASE-
ASSAY (B) UND FERN-UV-CD-SPEKTROSKOPIE (C, D). A) Die Proteinprobe wurde zusammen mit einem Protein-
größenmarker (M) mittels SDS-PAGE (15 %) und anschließender Coomassie-Färbung untersucht. Pin1 (Pin11-

163) erscheint als einzelne Bande. Densitometrische Auswertung der Gelspur ergab einen Reinheitsgrad von Pin1 
> 95 %. B) Die Geschwindigkeitskonstanten kobs der cis/trans-Isomerisierungen von 60 µM Suc-Ala-Glu-Pro-
Phe-pNA wurden bei unterschiedlichen Pin1-Konzentrationen bestimmt. Die Messungen erfolgten im protease-
freien PPIase-Assay in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8, 1 µM BSA bei einer Temperatur von 10 °C. Die Mess-
punkte entsprechen Mittelwerten und den dazugehörigen Standardabweichungen aus drei Messungen. Durch 
lineare Regression (durchgezogene Linie) wurde ein kcat/KM von (3,85 ± 0,15) × 106 M−1 s−1 ermittelt. C) In ei-
nem Temperaturintervall von 4 °C bis 90 °C wurde die thermische Stabilität von 10 µM Pin1 verfolgt. Die Auf-
zeichnung der Messpunkte erfolgte bei einer Wellenlänge von 200 nm in Temperaturschritten von 0,1 °C in 
5 mM Phosphatpuffer pH 7,5. Die dargestellten Messpunkte entsprechen dem arithmetischen Mittel aus drei 
voneinander unabhängigen Messungen. Anhand der Kurve lässt sich eine Temperatur für den Übergangspunkt 
von 58,6 °C ermitteln. Da der Vorgang irreversibel ist, handelt es sich dabei um einen apparenten Wert der von 
der Proteinkonzentration abhängig ist. Bei einer Temperatur von 4 °C (––––), 90 °C (– – –) und nachfolgender 
Abkühlung auf 20 °C (!!!!!!) erfolgten Aufnahmen von Fern-UV-CD-Spektren des Proteins (D). 
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ABBILDUNG 44: ANALYSE VON REKOMBINANT HERGESTELLTEN, GEREINIGTEN PIN1-DOMÄNEN PIN1 WW UND 

PIN1 PPIASE. A) Die Proteinproben wurden zusammen mit einem Proteingrößenmarker (M) mittels SDS-PAGE 
(15 %) und anschließender Coomassie-Färbung untersucht. Die Pin1 WW (Pin12-39) und Pin1 PPIase (Pin145-163) 
erscheinen als einzelne Banden. Densitometrische Auswertung der jeweiligen Gelspur ergab für das entspre-
chende Protein einen Reinheitsgrad > 95 %. B) Die Geschwindigkeitskonstanten kobs der cis/trans-
Isomerisierungen von 60 µM Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA wurden bei unterschiedlichen Pin1 PPIase-
Konzentrationen bestimmt. Die Messungen erfolgten im proteasefreien PPIase-Assay in Puffer 35 mM HEPES 
pH 7,8, 1 µM BSA bei einer Temperatur von 10 °C. Die Messpunkte entsprechen Mittelwerten und den dazuge-
hörigen Standardabweichungen aus drei Messungen. Durch lineare Regression (durchgezogene Linie) wurde ein 
kcat/KM von (5,53 ± 0,02) × 106 M−1 s−1 ermittelt. C) Fern-UV-CD-Spektrum von 20 µM Pin1 WW (––––) bzw. 
10 µM Pin1 PPIase (– – –) in 5 mM Phosphatpuffer pH 7,5 bei einer Temperatur von 20 °C. 
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ABBILDUNG 45: ANALYSE DER GEREINIGTEN GST-PIN1-VARIANTEN, WELCHE REKOMBINANT AUS E. COLI GEWONNEN 

WURDEN. A) Eine Glutathion-Sepharose-Säule mit einem Säulenvolumen von 1 ml wurde mit GST-Pin1 bzw. 
GST-Pin1-Variante (W34A, K63A oder R68/69A) enthaltendem E. coli-Lysat beladen. Nach einem Wasch-
schritt mit Puffer folgte die Elution mit einer Glutathion-Lösung (10 mM). Die Elutionsfraktionen wurden mit-
tels SDS-PAGE (12,5 %) und anschließender Coomassie-Färbung analysiert. Densitometrische Auswertung der 
jeweiligen Gelspur ergab für das entsprechende Protein einen Reinheitsgrad > 90 %. B) Die Geschwindigkeits-
konstanten kobs der cis/trans-Isomerisierungen von 60 µM Suc-Ala-Glu-Pro-Phe-pNA wurden bei unterschiedli-
chen Konzentrationen von GST-Pin1 (&) bzw. GST-Pin1 W34A (") bestimmt. Die Messungen erfolgten im 
proteasefreien PPIase-Assay in Puffer 35 mM HEPES pH 7,8, 1 µM BSA bei einer Temperatur von 10 °C. Die 
Messpunkte entsprechen Mittelwerten und den dazugehörigen Standardabweichungen aus jeweils drei Messun-
gen. Durch lineare Regression (durchgezogene Linien) wurde ein kcat/KM von (4,35 ± 0,26) × 106 M−1 s−1 (GST-
Pin1) bzw. (4,30 ± 0,12) × 106 M−1 s−1 (GST-Pin1 W34A) ermittelt. C) Wie unter B, jedoch mit GST-
Pin K63A (#) bzw. GST-Pin R68/69A ($) als Enzym. Durch lineare Regression (durchgezogene Linien) wurde 
ein kcat/KM von (0,22 ± 0,01) × 106 M−1 s−1 (GST-Pin1 K63A) bzw. (0,13 ± 0,01) × 106 M−1 s−1 (GST-
Pin1 R68/69A) ermittelt.  
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TABELLE 17: ERGEBNISSE MASSENSPEKTROMETRISCHER ANALYSEN DER GEREINIGTEN PROTEINE. 

Protein m/ztheoretisch m/zbestimmt 
Pin1 (Pin11-163) 18112,0 a) 18114 
Pin1 PPIase (Pin145-163) 13229,8 a) 13230 
Pin1 WW (Pin12-39)   4467,9   4466 
GST-Pin1 46348,8 46348 
GST-Pin1 W34A 46233,7 46256 (Na+-Addukt) 
GST-Pin1 K63A 46291,7 46318 (Na+-Addukt) 
GST-Pin1 R68/69A 46178,6 46218 
FLAG-MCM3 93032,8 b) 

a) initiales Methionin fehlt, b) nur Peptidkartierung, Sequenzabdeckung: 71,5 % 

TABELLE 18: MASSENSPEKTROMETRISCH IDENTIFIZIERTE PROTEINE AUS HELA-ZELLEN NACH PULL-DOWN MIT GST-
PIN1. 

UniProt-
Eintrag a) 

Proteinname b) Molekül-
masse c) 

Anzahl 
Ser-Pro d) 

Anzahl 
Thr-Pro e) 

Referenz f) 

P11021 78 kDa glucose-regulated protein 72333 0 3 g)  
Q9Y2D5 A-kinase anchor protein 2 94661 12 4 g)  
Q13085 Acetyl-CoA carboxylase 1 265554 14 9 g)  
P07355 Annexin A2 38604 1 2 g)  
O43776 Asparagine-tRNA ligase, cytoplasmic 62943 1 4 g)  
P53396 ATP-citrate synthase 120839 1 4 g)  
P27708 CAD protein 242984 3 13 g)  
A8K651 cDNA FLJ75700 31380 2 1 g)  
P53618 Coatomer subunit beta 107142 3 3 g)  
P35606 Coatomer subunit beta' 102487 2 2 g)  
O75534 Cold shock domain-containing protein E1 88885 4 2 g)  
A6NMQ1 DNA polymerase 166457 5 5 g)  
P28340 DNA polymerase delta catalytic subunit 123631 2 4 g)  
P49736 DNA replication licensing factor MCM2 101896 4 0 g)  
P25205 DNA replication licensing factor MCM3 90981 2 2 g)  
P33991 DNA replication licensing factor MCM4 96558 7 8 g)  
Q14566 DNA replication licensing factor MCM6 92889 2 2 g)  
P33993 DNA replication licensing factor MCM7 81308 3 1 g)  
P24928 DNA-directed RNA polymerase II subunit 

RPB1 
217176 110 20 [93, 308] 

Q16643 Drebrin 71429 5 4 g)  
Q04637 Eukaryotic translation initiation factor 4 

gamma 1 
175491 16 18 g)  

O14980 Exportin-1 123386 2 0 g)  
P15311 Ezrin 69413 0 1 g)  
Q96KU4 Gephyrin 79776 5 5 [309] 
Q9HAV7 GrpE protein homolog 1, mitochondrial 24279 1 1 g)  
P08107 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 70052/63937 0 1 g)  
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein 70898 0 2 g)  
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 38846 1 0 g)  
P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 45672 1 0 g)  
P31943 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 49229 2 0 [257] 
P61978 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 50976 4 0 [257] 
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Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U 90584 2 0 [257] 
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 

A2/B1 
36006 37430 1 0 g)  

Q14974 Importin subunit beta-1 97170 1 0 g)  
A4QPB0 IQ motif containing GTPase activating pro-

tein 1 
189280 5 3 g)  

O43813 LanC-like protein 1 45283 1 3 g)  
P35579 Myosin-9 226532 0 2 g)  
Q6IA16 NUCKS protein 18747 1 0 g)  
P67809 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 35924 0 0 g)  
P19338 Nucleolin 76614 2 8 g)  
Q06830 Peroxiredoxin-1 22110 0 1 [310] 
P11940 Polyadenylate-binding protein 1 70671 5 1 [257] 
Q6P2Q9 Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 273600 6 7 [257] 
Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 48121 1 2 g)  
A4GYY8 Putative uncharacterized protein 

DKFZp686F17268 
50263 2 2 g)  

P14618 Pyruvate kinase PKM 57937 1 0 [257, 311, 
312] 

Q68EM7 Rho GTPase-activating protein 17 95437 8 8 g)  
Q01130 Serine/arginine-rich splicing factor 2 25476 5 0 g)  
P37108 Signal recognition particle 14 kDa protein 14570 0 0 g)  
P38646 Stress-70 protein, mitochondrial 73680 1 2 g)  
Q9Y490 Talin-1 269767 9 3 g)  
O60343 TBC1 domain family member 4 146563 15 2 [257] 
Q05BK6 TFG protein 40691 0 1 [257, 313]  
A9CQZ8 Tight junction protein ZO-1 196815 15 12 g)  
Q7KZ85 Transcription elongation factor SPT6 199073 3 19 g)  
Q92616 Translational activator GCN1 292758 12 8 g)  
Q9Y5L0 Transportin-3 104203 3 1 g)  
Q2NKY5 TUBB6 protein 50090 1 1 g)  
Q71U36 Tubulin alpha-1A chain 50136 0 0 g)  
P68363 Tubulin alpha-1B chain 50152 0 0 g)  
P68366 Tubulin alpha-4A chain 48329 0 0 g)  
P07437 Tubulin beta chain 49671 1 1 g)  
P04350 Tubulin beta-4A chain 49586 1 1 g)  
P68371 Tubulin beta-4B chain 49831 1 1 g)  
Q3ZCM7 Tubulin beta-8 chain 49776 1 1 g)  
O75643 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa 

helicase 
244508 5 4 [257] 

Q59EM9 Ubiquitin C variant 147335 0 0 g)  
P08670 Vimentin 53652 1 0 g)  

a) Eintrag in der Datenbank UniProtKB (http://www.uniprot.org/uniprot/), 08.12.2014. b), c) Angaben laut 
UniProtKB unter dem entsprechenden Eintrag (08.12.2014). d), e) Anzahl der Ser-Pro- bzw. Thr-Pro-Motive in 
der Primärstruktur des Proteins laut der Datenbank ScanProsite  online abgerufen unter 
http://prosite.expasy.org/scanprosite/), 10.12.2014. Sofern mehrere Isoformen des jeweiligen Proteins existieren 
bezieht sich die Angabe auf die Isoform, mit „kanonischer“ Sequenz laut UniProtKB. f) Referenz für die Be-
schreibung des Proteins als Interaktionspartner von Pin1. g)  Diese Arbeit.  
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ABBILDUNG 46: LADEKONTROLLEN DIVERSER PULL-DOWN-EXPERIMENTE (I). Die Proben wurden mittels SDS-
PAGE separiert und anschließend durch Elektrotransfer auf Nitrocellulosemembranen übertragen. Die Nitrocel-
lulosemembranen wurden mit Ponceau S gefärbt. A) Pull-down von MCM-Proteinen mit GST-Pin1. B) Pull-
down von MCM-Proteinen mit GST-Pin1 bei unterschiedlichen KCl-Konzentrationen. C) Pull-down von gerei-
nigtem FLAG-MCM3 mit GST-Pin1. D) Pull-down von MCM3 mit GST-Pin1-Varianten. E) Pull-down von 
MCM3 mit GST-fusionierten Domänen von Pin1. 
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ABBILDUNG 47: LADEKONTROLLEN DIVERSER PULL-DOWN-EXPERIMENTE (II). Die Proben wurden mittels SDS-
PAGE separiert und anschließend durch Elektrotransfer auf Nitrocellulosemembranen übertragen. Die Nitrocel-
lulosemembranen wurden mit Ponceau S gefärbt. A) Pull-down von MCM3 mit GST-Pin1 nach Phosphatasebe-
handlung des HeLa-Zelllysats. B) Pull-down von FLAG-MCM3-Varianten mit GST-Pin1. C) Pull-down von 
löslichem MCM3 mit GST-Pin1. D) Pull-down von chromatinassoziiertem MCM3 mit GST-Pin1. E) Pull-down 
von MCM3 mit GST-Pin1 zu verschiedenen Zeitpunkten im Zellzyklus. 
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ABBILDUNG 48: ANALYSE VON REKOMBINANTEM 

eGFP UND eGFP-PIN1 IN HELA-ZELLEN. He-
La-Zellen wurden mit dem Vektor pEGFP-C1 
oder mit dem Vektor pEGFP-Pin1 transfiziert. 
Als Kontrolle wurden nicht transfizierte Zel-
len mitgeführt. Die Zellen wurden 60 h nach 
der Transfektion geerntet und lysiert. Die 
Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE und 
anschließendem Western Blot (WB) unter 
Verwendung spezifischer Antikörper (AK) 
analysiert. Als Ladekontrolle diente Aktin. 

 

 

 

 

 

 

 
ABBILDUNG 49: FLUORESZENZBASIERTE ANALYSE DER CIS/TRANS-ISOMERISIERUNG VON P3. Die Messungen erfolg-
ten in Messpuffer 35 mM HEPES pH 7,8 bei einer Temperatur von 10 °C mit 1 µM P3 im Messansatz. A) Die 
cis/trans-Isomerisierung von P3 wurde mittels proteasegekoppeltem PPIase-Assay durch Proteolyse mit 1 mg/ml 
Trypsin als isomerspezifischer Protease (blaue Messpunkte, Anregungsspaltbreite: 3 nm, Emissionsspaltbreite: 
5 nm) oder mittels proteasefreiem PPIase-Assay durch pH-Sprung (0,5 mM P3 in 50 mM H3PO4, pH 2,1 zu 
Messpuffer, rote Messpunkte, Anregungsspaltbreite: 5 nm, Emissionsspaltbreite: 20 nm) bei einer Emissionswel-
lenlänge von 420 nm verfolgt (Anregungswellenlänge: 320 nm). Nichtlineare Regressionen der Messpunkte nach 
der Funktion für Reaktionen 1. Ordnung (schwarze Kurven) ergeben Geschwindigkeitskonstanten von 
k0 (ct) = 2,21 × 10−3 s−1 (direkt gemessene Geschwindigkeitskonstante für die cis→trans-Isomerisierung in Puffer) 
bzw. k0 = 2,03 × 10−3 s−1 (im proteasefreien PPIase-Assay gemessene apparente Geschwindigkeitskonstante) 
B) Nach Anregung bei einer Wellenlänge von 320 nm wurden Fluoreszenzemissionsspektren von P3 nach Pro-
teolyse mit 1 mg/ml Trypsin (blaue Kurven, Anregungsspaltbreite: 3 nm, Emissionsspaltbreite: 5 nm) oder nach 
pH-Sprung (rote Kurven, Anregungsspaltbreite: 5 nm, Emissionsspaltbreite: 20 nm) aufgenommen. Es wurde 
jeweils ein Spektrum vor Proteasezugabe (!!!!!!), direkt nach Proteasezugabe bzw. pH-Auslenkung (– – –) und 
nach vollständiger Proteolyse bzw. Relaxation (––––) aufgenommen. Alle Spektren wurden mit den jeweiligen 
Referenzspektren korrigiert. 
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ABBILDUNG 50: ANALYSE DER VERRINGERUNG VON PIN1 DURCH RNAI BZW. DER HERSTELLUNG VON REKOMBINANTEM 

PIN1 IN HELA-ZELLEN. HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pSuper-Pin1 oder pHisMax-Pin1 bzw. mit dem 
entsprechenden Leervektor als Kontrolle (K) transfiziert. Die Zellen wurden 60 h nach der Transfektion geerntet 
und lysiert. Die Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwen-
dung von Anti-Pin1 Antikörpern (Anti-Pin1 AK) analysiert. Als Ladekontrolle diente Aktin. Die entsprechenden 
Banden für authentisches Pin1 (hellgraue Balken) sowie rekombinant hergestelltes Pin1 mit Hexahistidin-Fusion 
(His6-Pin1, dunkelgrauer Balken) wurden densitometrisch ausgewertet und auf die Menge von authentischem 
Pin1 der entsprechenden Kontrolle bezogen. 

 
ABBILDUNG 51: EINFLUSS DER INTRAZELLULÄREN PIN1-MENGE AUF DEN MCM-PROTEINGEHALT VON HELA-ZELLEN. 
HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pSuper-Pin1 oder pHisMax-Pin1 bzw. mit dem entsprechenden Leervektor 
als Kontrolle (K) transfiziert. Die Zellen wurden 60 h nach der Transfektion geerntet und lysiert. Die Zelllysate 
wurden mittels SDS-PAGE und anschließendem Western Blot (WB) unter Verwendung spezifischer Antikörper 
(AK) analysiert. Als Ladekontrolle diente Aktin. 
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ABBILDUNG 52: EINFLUSS DER INTRAZELLULÄ-

REN PIN1-MENGE AUF DIE STABILITÄT VON 

MCM3 (LADEKONTROLLEN). HeLa-Zellen 
wurden mit dem entsprechenden Leervektor 
als Kontrolle oder mit dem Vektor pSuper-
Pin1 (A) bzw. pHisMax-Pin1 (B) transfiziert. 
Die Zellen wurden 48 h nach der Transfekti-
on mit 200 µg/ml Cycloheximid (CHX) 
inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten 
geerntet und lysiert. Die Zelllysate wurden 
mittels SDS-PAGE separiert und anschlie-
ßend durch Elektrotransfer auf Nitrocellulo-
semembranen übertragen. Die Nitrocellulo-
semembranen wurden mit Ponceau S gefärbt. 
Die Abbildungen dienen als Ladekontrollen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABBILDUNG 53: ANALYSE VON REKOMBINANTEM 

eGFP UND eGFP-MCM3 IN HELA-ZELLEN. 
HeLa-Zellen wurden mit dem Vektor pEGFP-
C1 oder mit dem Vektor pEGFP-MCM3 trans-
fiziert. Die Zellen wurden 60 h nach der Trans-
fektion geerntet und lysiert. Die Zelllysate 
wurden mittels SDS-PAGE und anschließen-
dem Western Blot (WB) unter Verwendung 
spezifischer Antikörper (AK) analysiert.  
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TABELLE 19: BRAUN-VERBINDUNGEN ALS PIN1-INHIBITOREN. 

Name 
KI, (IC50) (µM) 

Strukturformel Name 
KI, (IC50) (µM) 

Strukturformel 

Br90 
4,1 ± 0,6 

 

Br91 
5,9 ± 0,7 

 

Br93 
0,5 ± 0,1 

 

Br101 
0,9 ± 0,2 

 

Br102 
3,7 ± 0,8 

 

Br103 
(3,3 ± 0,1) 

 

Br105 
7,0 ± 1,6 

 

Br106 
7,5 ± 1,0 

 

Br107 
26,7 ± 4,7 

 

Br108 
40 ± 9 

 

Br109 
(S)-Enantio-
mer 
> 100 

 

Br110 
> 100 
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Br111 
3,7 ± 0,7 

 

Br112 
(Racemat) 
> 100 

 

Br113 
2,2 ± 0,5 

 

Br114 
2,1 ± 0,3 

 

Br115 
0,6 ± 0,2 

 

Br116 
3,7 ± 0,9 

 

Br117 
4,3 ± 0,5 

 

Br118 
2,9 ± 0,3 

 

Br119 
1,8 ± 0,2 

 

Br120 
1,7 ± 0,4 

 

Br121 
2,4 ± 0,2 

 

Br122 
> 100 

 

Br123 
> 100 

 

Br124 
(> 100) 
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Br125 
4,3 ± 0,8 

 

Br126 
(> 10) 

 

Br127 
2,6 ± 0,3 

 

Br128 
1,0 ± 0,1 

 

Br129 
(> 10) 

 

Br130 
(> 10) 

 

Br131 
9,4 ± 0,9 

 

Br132 
(> 10) 

 

Br133 
(> 10) 

 

Br134 
7,2 ± 0,8 

 

Br135 
3,5 ± 0,5 

 

Br136 
7,4 ± 1,1 
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Br137 
7,2 ± 0,8 

 

Br138 
4,1 ± 0,6 

 

Br139 
(> 100) 

 

Br140 
(> 100) 

 

Br141 
(≈ 100) 

 

Br142 
(≈ 50) 

 

Br143 
7,4 ± 1,5 

 

Br144 
(> 100) 

 

Br145 
(> 100) 

 

Br150 
(> 10) 

 

Br151 
(> 10) 

 

Br152 
(> 10) 

 

Br153 
(> 10) 

 

Br154 
(> 10) 

 
Namen und Strukturformeln der untersuchten niedermolekularen Substanzen (BRAUN-Verbindungen) sowie die 
dazugehörigen Inhibitionskonstanten KI bzw. IC50-Werte gegenüber Pin1.   

!
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ABBILDUNG 54: CHEMISCHE STRUKTUREN DER VERWENDETEN CSA-DERIVATE 9 UND 11 (A) SOWIE 10 (B). Die Ster-
ne kennzeichnen die Positionen an denen die Reste (R) mit den CsA-Ringstrukturen verknüpft sind. 

 

 

ABBILDUNG 55: INHIBIERUNG DER PPIASE-AKTIVITÄT VON CYPB 

BZW. CYPC MIT CSA-DERIVAT 9. Die Geschwindigkeitskonstan-
ten kenz der Reaktionen (in % der Kontrolle) in Gegenwart von 
0,5 nM CypB (blaue Dreiecke) bzw. 10 nM CypC (rote Drei-
ecke) wurden gegen die entsprechenden Inhibitorkonzentratio-
nen aufgetragen. Durch nichtlineare Regressionen der Mess-
werte nach GLEICHUNG 5 ergeben sich IC50-Werte von 
5,4 ± 0,5 nM (CypB, blaue Linie) bzw. 9,9 ± 1,6 nM 
(CypC, rote Linie). Alle Messungen erfolgten im proteasege-
koppelten PPIase-Assay in Puffer 10 mM HEPES pH 7,5, 
100 mM NaCl und 53,4 µM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA als 
Substrat. Als isomerspezifische Protease diente α-
Chymotrypsin. Die Datenpunkte entsprechen arithmetischen 
Mitteln und den dazugehörigen Standardabweichungen. 
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ABBILDUNG 56: ANALYSE ZELLULÄRER PROTE-

INE IN HUMANEM SERUM. HeLa-Lysat bzw. 
humanes Serum wurde mittels SDS-PAGE 
und anschließendem Western Blot (WB) 
unter Verwendung spezifischer Antikörper 
(AK) auf das Vorhandensein von Hsp70 bzw. 
β-Tubulin analysiert (A). HeLa-Lysat bzw. 
humanes Serum wurde mittels SDS-PAGE 
(12,5 %) separiert. Die Coomassie-Färbung 
des Gels diente als Ladekontrolle (B). 
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ABBILDUNG 57: PULL-DOWN VON CYPA MIT IMMOBILISIERTEN CSA-DERIVATEN. Streptavidin-Agarose wurde mit 
dem CsA-Derivat 9 bzw. 10 beladen. Als Kontrolle (K) diente unbeladene Streptavidin-Agarose. Nach zweima-
ligem Waschen mit Puffer erfolgte die Inkubation der Streptavidin-Agarose entweder mit rekombinant herge-
stelltem CypA in Puffer oder mit humanem Serum. Nach einem Waschschritt mit Puffer erfolgte die Elution mit 
SDS-Probenpuffer. A) Bestimmung der PPIase-Aktivität des Inputs und der Waschfraktionen nach Inkubation 
der Streptavidin-Agarose mit CypA. Die Messungen erfolgten im proteasegekoppelten PPIase-Assay in Puffer 
10 mM HEPES pH 7,5, 100 mM NaCl und 53,4 µM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA als Substrat. Als isomerspezifi-
sche Protease diente α-Chymotrypsin. Die Datenpunkte entsprechen arithmetischen Mitteln und den dazugehöri-
gen Standardabweichungen. Die Werte wurden auf die Aktivität des Inputs normiert. B) Die Elutionsfraktionen 
nach Inkubation der Streptavidin-Agarose mit Serum wurden mittels SDS-PAGE (15 %) und anschließendem 
Western Blot (WB) unter Verwendung von spezifischen Anti-CypA Antikörpern (Anti-CypA AK) analysiert.  

 
ABBILDUNG 58: UNTERSUCHUNG DER IMMOBILISIERUNG 

VON CSA-DERIVAT 9 AN STREPTAVIDIN-AGAROSE. Ein 
Volumen von 2 ml einer Lösung von 20 µM CsA-
Derivat 9 in Puffer 10 mM HEPES pH 7,5, 100 mM 
NaCl wurde mit 100 µl Streptavidin-Agarose-
Suspension inkubiert. Die Streptavidin-Agarose wurde 
anschließend mit Puffer gewaschen. Mittels HPLC 
wurde CsA-Derivat 9 bei einer Wellenlänge von 
220 nm bei einer Retentionszeit von 10,807 min in den 
Lösungen vor (A) und nach (B) der Inkubation mit 
Streptavidin-Agarose sowie in der Lösung nach Wa-
schen der Streptavidin-Agarose (C) analysiert. Die 
Daten wurden für die Darstellung normiert. Die In-
tegration der Fläche des Peaks von 9 ergab eine Menge 
von 100 % (A) bzw. 48,3 % (B).  
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