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Einleitung

2 Einleitung

Der Stoffwechsel eines Organismus wird gestaltet durch ein komplexes Wechselspiel
von katabolen und anabolen Prozessen. Katabole Reaktionen sind abbauende
Prozesse, die auch biologisch nutzbare Formen von Energie erzeugen kdénnen,
wahrenddessen anabole Reaktionen diese Energie wieder verbrauchen, um komplexe
Strukturen aus einfachen Bausteinen aufzubauen. Diese Prozesse sind oftmals nicht
einfach Hin- und Riickreaktion, sondern werden durch verschiedene Enzyme
katalysiert. Hierbei ist deren Aktivitat, Lokalisation und Konzentration entscheidend.
Durch eine hochgradige Vernetzung der einzelnen Stoffwechselwege untereinander
kann sehr schnell auf Veranderungen im Metabolismus reagiert und die
lebenswichtigsten Funktionen kdénnen aufrechterhalten werden. Dazu gehdren die
grundlegende Versorgung aller Zellen mit Metaboliten und Energie, aber auch der

Abbau und das Ausschleusen zellschadigender Substanzen.

Die vorgelegte Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung einer Enzymfamilie aus
dem Bereich des Nukleotidstoffwechsels: Die zytosolischen 5’-Nukleotidasen (NT5C)
sind Enzyme, die spezifisch den Abbau von 5‘-Nukleosidmonophosphaten (5“NMPs) zu

ihren Nukleosiden (Ns) und Orthophosphat (Pi) katalysieren (s. Abb. 2.1).

Abb. 2.1 Die zytosolischen 5‘Nukleotidasen katalysieren den Abbau von 5’-Nukleosid-
monophosphaten zum korrespondierenden Nukleosid und Orthophosphat.

Die 5'-NMPs entstehen hauptsachlich durch den Abbau von Ribonukleinsduren (RNA),
wie den messenger RNAs (mRNAs) und ribosomalen RNAs (rRNAs), aber auch durch
den Verbrauch von energiereichen Nukleotiden, wie Adenosintriphosphat (ATP) oder

Guanosintriphosphat (GTP), und als Intermediate wahrend der Nukleotidsynthese.

Humane 5‘-Nukleotidasen wurden bereits umfangreich untersucht, jedoch wurde im

Rahmen dieser Arbeit noch eine weitere humane zytosolische 5‘-Nukleotidase
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identifiziert, die spezifisch ein modifiziertes 5-NMP als Substrat erkennt, N7-
methyliertes Guanosinmonophosphat (m’GMP). Innerhalb dieser Arbeit wurden auch
erstmalig Untersuchungen zu zytosolischen 5’-Nukleotidasen aus Drosophila

melanogaster durchgeflhrt.

2.1 Die Familie der 5-Nukleotidasen — eine Ubersicht

Die 5’-Nukleotidasen (5’-Nukleosidmonophosphat-Phosphohydrolasen; EC 3.1.3.5)
wurden bereits 1934 das erste Mal erwdhnt und seitdem in vielen Organismen
untersucht, jedoch noch nicht in Drosophila melanogaster (lpata und Balestri 2013;
Reis M. J. 1934). In Sdugern wurden bis jetzt sieben 5’-Nukleotidasen identifiziert (Itoh
2013; Zimmermann et al. 2012; Hunsucker et al. 2005; Zimmermann 1992). Dabei
handelt es sich um eine extrazellulare 5’-Nukleotidase und sechs zellular lokalisierte 5’-
Nukleotidasen (Tab. 2.1). Ein Vertreter der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen ist zudem in

den Mitochondrien lokalisiert.

AuBer in der Lokalisation unterscheiden sich die 5’-Nukleotidasen auch in ihrer
Substratspezifitdt, sowie in ihrer Regulation und gewebespezifischen Expression.
AulBerdem weisen 5’-Nukleotidasen untereinander eine geringe
Primarsequenzhomologie auf (Bianchi und Spychala 2003). Die sechs zytosolischen 5’-
Nukleotidasen gehéren der HAD (haloacid dehalogenase)-Superfamilie an, sind
magnesiumabhdngig und beinhalten das Konsensusmotiv = [Asp-Xxx-Asp-Xxx-

(Thr/val/Cys)] im aktiven Zentrum.

Die ektosolische 5’-Nukleotidase (NT5E) hingegen gehort zur Calcineurinsuperfamilie
(Zimmermann et al. 2012). Dieses Enzym ist eine zinkabhdngige Metallophosphatase
(Koonin  und Tatusov 1994). In der Regel wird sie mit einem
Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker versehen und ist damit ein plasmamembran-
gebundenes Enzym. Es wurden jedoch auch I6sliche Varianten im Ektosol

nachgewiesen (Ogata et al. 1990).
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Tab. 2.1 Ubersicht identifizierter 5’-Nukleotidasen in Sdugern. Zusammengetragen aus den Review-
Artikeln von Zimmermann et al. 2012; Hunsucker et al. 2005 und Zimmermann 1992.

Gewebe- Pi-

Familie Bevorzugte Substrate

lokalisation Transfer

Zytosolische 5’-Nukleotidase (NT5C)

1A 5-AMP, 5-dNMPs Muskel, Herz, Gehirn

1B 5-AMP Hoden

2 5(d)IMP, 5°-(d)GMP, 5-“XMP Ubiquitar Ja
3 5‘-(d)CMP, 5'-(d)UMP Erythrozyten Ja

3-dUMP, 3-dTMP, 3-UMP, 2°-

Desoxynukleotidase (dNT5C) UMP, 5-dNMPs Ubiquitar Ja
Mitochondriale (mdNT5C) 5-dUMP, 5-dTMP Ubiquitar
Ektosolische 5’-Nukleotidase (NT5E)  5‘-AMP, 5-NMPs, 5-dNMPs Ektosol

Die ektosolische 5-Nukleotidase der Sduger weist die hochste Spezifitat fir 5-AMP auf
(Zimmermann et al. 2012; Strater 2006; Zimmermann 1992). Die Hauptfunktion der
NTS5E ist die Produktion von extrazellularem Adenosin, welches dann als Signalmolekdl
wirksam wird und an spezifische G-Protein-gekoppelte P1-Rezeptoren binden kann
(Strater 2006; Zimmermann 2000, 1992). Zusatzlich sorgt die NT5E dafiir, dass externe
Nukleotide wiederverwertet werden konnen, indem es diese in Nukleoside tberfiihrt.
Anschlieffend konnen die Nukleoside durch spezifische Nukleosidtransporter in die
Zelle aufgenommen werden (King et al. 2006). Da der Fokus dieser Arbeit auf den
zytosolischen 5’-Nukleotidasen lag, wird auf das ektosolische Enzym im weiteren

Verlauf nicht ndher eingegangen.

2.2 Der Nukleotidstoffwechsel

5‘-Nukleotidasen sind Enzyme des Nukleotidstoffwechsels und sind damit vermutlich
an der Homoostase des intrazellularen Nukleotidpools beteiligt. Im Folgenden werden
der Nukleotidstoffwechsel, sowie Defekte innerhalb dieses Stoffwechselweges und die

Position der 5‘-Nukleotidasen in diesem komplexen Netzwerk zusammengefasst.
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2.2.1 Homéostase des intrazelluldren Nukleotidpools

Nukleotide sind Bausteine fiir die lebensnotwendige Nukleinsdaurebiosynthese und sind
fur den Energiehaushalt und viele weitere Prozesse in der Zelle wichtig. Sie werden
standig in der Zelle umgesetzt, daher ist das Bereitstellen von Nukleotidbausteinen
essentiell. Auf- und Abbau der Nukleotide werden durch eine Vielzahl von Enzymen
bewerkstelligt und die Homoostase des zelluldren Nukleotidpools dadurch an vielen
Punkten reguliert (Berg et al. 2011). So ist der Nukleotidstoffwechsel im Menschen
einer der umfangreichsten Stoffwechselwege mit bis zu 204 beteiligten Enzymen
(KEGG Datenbank, Kanehisa et al. 2014; Kanehisa und Goto 2000). Die Bereitstellung
von Nukleotiden in Form von Nukleosidtriphosphaten (NTPs) kann entweder durch die
De-Novo-Synthese erfolgen oder durch das Wiederverwerten dephosphorylierter

Nukleotide (Recycling).

Ist es notwendig den Nukleotidvorrat zu verringern, kdnnen Nukleotide auch abgebaut
werden und zwar in Produkte, die der Organismus leicht ausscheiden kann, wie
beispielsweise Harnstoff oder Allantoin. Hierfiir ist der Abbau der Nukleotide durch
Phosphatasen und die 5-Nukleotidasen zu Nukleosiden unumganglich. Stérungen in

den Abbauwegen kdnnen zu schweren physiologischen Defekten fiihren.

2.2.1.1 De-Novo-Synthese

Bei der De-Novo-Synthese werden durch eine Vielzahl von Enzymen einfache
Metabolite, wie beispielsweise Aminosduren und Kohlenstoffdioxid, sukzessive zu
Nukleosidmonophosphaten aufgebaut (Berg et al. 2011). Die synthetisierten 5-NMPs
werden dann durch spezifische 5-NMP-Kinasen unter Verbrauch eines ATPs zu
Nukleosiddiphosphaten (NDPs) phosphoryliert (s. Abb. 2.2). Durch den Verbrauch
weiteren ATPs und durch eine unspezifische NDP-Kinase erfolgt die sukzessive
Phosphorylierung der NDPs zu NTPs, sehr energiereichen Verbindungen mit hohem
Phosphorylgruppenibertragungspotential. Die Stufe der NDPs ist aulRerdem
Ausgangspunkt fiir die Synthese der Desoxynukleotide, die zum Aufbau der DNA

bendtigt werden. Diese Reaktion wird durch die Ribonukleotidreduktase katalysiert.
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RNA DNA
> 1o o
[ CTP €« UTP ATP GTP } dCTP dUTP===>-dTTP dATP dGTP
COP  UDP ADP  GDP Q{ dcDP  dUDP dADP  dGDP|
— CMP UMP AMP GMP
T %, X = Einschrittreaktion
‘e o ==*»> Mehrschrittreaktion
OoMP IMP

Abb. 2.2 Schematische Darstellung zur Synthese von Nukleosidtriphosphaten und
Desoxynukleosidtriphosphaten aus 5’-Nukleosidmonophosphaten durch sukzessive kinasekatalysierte
Phosphorylierungen. 1, spezifische 5-NMP-Kinasen; 2, unspezifische NDP-Kinase, 3, CTP-Synthase; 4,
RNA-Polymerase; 5, Exo- und Endonukleasen; 6, Ribonukleotidreduktase; 7, DNA-Polymerase.

Anzumerken ist hierbei, dass Nukleoside weder Vorlaufer noch Zwischenstufen der De-
novo-Synthese sind. Fir die Synthese jedes 5-NMPs wird eine Einheit
Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) verbraucht (Berg et al. 2011). Dieses PRPP-
Molekil stellt bereits den 5’-Phosphat-Ribose-Anteil des zu synthetisierenden

Nukleotides.

2.2.1.2 Recycling

Neben der Neusynthese ist auch die Wiederverwertung von Nukleosiden eine
Moglichkeit NTPs zu erzeugen. Die De-Novo-Synthese von Nukleotiden ist energetisch
betrachtet sehr kostspielig. Durch das Wiederverwerten von Nukleotidvorldaufern, wie
Nukleosiden und Nukleobasen, kdnnen bis zu 6 Energieeinheiten eingespart werden
(Summe der verbrauchten ATP- und GTP-Einheiten fir die Synthese eines Adenylates

vom Phosphoribosylamin, Berg et al. 2011).

In der Zelle entstehen Nukleoside durch die Aktivitat zytosolischer 5-Nukleotidasen (s.
Abb. 2.1). Als Nukleoside konnen diese Molekile mit Hilfe verschiedener
Nukleosidtransporter Zellmembranen Uberwinden und beispielsweise frei im Blut
transportiert werden (King et al. 2006; Kong et al. 2004). Damit Nukleoside dort, wo sie
gebraucht werden, wiederverwertet werden konnen, muss die Ribose durch
Phosphorylasen abgespaltet werden (s. Abb. 2.3, Berg et al. 2011). Es entstehen

Nukleobasen, die nun durch spezifische Phosphoribosyltransferasen unter Verbrauch
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von PRPP zu 5-“NMPs aufgebaut werden. Durch die oben genannten Nukleotidkinasen
werden die 5-NMPs wieder zu NTPs phosphoryliert. Der Recyclingprozess ist
insbesondere fir Zellen wichtig, die eine limitierte De-Novo-Synthese aufweisen, wie

beispielsweise Nervenzellen des Gehirns und rote Blutzellen (Ipata et al. 2011).

o 0
N
HN \ HN N
k\N | N> o) Sy LY
OH - N OPO5*
0 PNP i I > _HGPRT 0o
7 s > N N
O ?H Pi Rib-1-P H PRPP  PPi S O
Inosin Hypoxanthin IMP

Abb. 2.3 Prozess des Recyclings von Nukleotiden am Beispiel von Inosin. Das Endprodukt 5-IMP kann
anschlieRend wieder zur Synthese der Purinnukleotide 5-AMP und 5-GMP genutzt werden. Pi,
Orthophosphat; Rib-1-P, Ribose-1-Phosphat; PNP,  Purinnukleosidphosphorylase; PRPP,
Phosphoribosylpyrophosphat; PPi, Pyrophosphat; HGPRT, Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
transferase.

Eine Ausnahme ist hierbei das Adenosin. Als Vorldaufermolekil von ATP ist es
besonders wichtig fiir die Zelle und kann als einziges Nukleosid direkt durch eine
Adenosin-spezifische Kinase zu 5-AMP phosphoryliert werden (Rana et al. 2015).
Jedoch wird hierfir auch wieder eine Einheit ATP verbraucht. Eine weitere Variante 5°-
AMP zuriickzugewinnen ist die Desaminierung des Adenosins durch eine Deaminase zu
Inosin (Latini und Pedata 2001). Das Inosin kann dann durch die Enzyme des
Recyclingweges wieder zu 5-Inosinmonophosphat (5°-IMP) phosphoryliert werden. Die
Enzyme der De-Novo-Purinsynthese katalysieren anschlieRend den Umbau von 5-IMP

Uber Adenylosuccinat zum 5-AMP (Berg et al. 2011).

Die Uber Nahrung aufgenommenen Nukleinsauren sind ebenfalls eine
Nukleotidversorgungsquelle. Durch das Zusammenspiel von extrazelluldren Nukleasen,
Phosphodiesterasen und Nukleotidasen kénnen Nukleinsduren aus der Nahrung zu
Nukleosiden abgebaut werden. In dieser Form konnen sie Uber konzentrierende
Nukleosidtransporter (concentrative nucleoside transporters, CNTs) in die Zelle
importiert werden (Young et al. 2013). Dort ermoglichen die Enzyme des

Recyclingweges dann die Aufarbeitung zu Nukleosidtriphosphaten.
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2.2.1.3 Nukleotidabbau

Der Abbau der Nukleotide wird initiiert durch deren Dephosphorylierung durch die 5'-
Nukleotidasen (s. Abb. 2.4, Berg et al. 2011). AnschlieBend wird die Riboseeinheit der
entstandenen Nukleoside durch spezifische Nukleosidphosphorylasen entfernt. Bei
dem Purin Adenosin erfolgt zuvor die Umwandlung zum Inosin durch die
Adenosindeaminase. Als Nukleosid, bzw. als Nukleobase kbénnen diese
Nukleotidbausteine frei im Korper transportiert werden, insbesondere zur Leber und
der Niere, den wichtigsten Organen im Nukleotidabbau (Voet und Voet 2004). Die
Purine werden dort durch die Xanthinoxidase oxidiert (s. Abb. 2.4, Krenitsky et al.
1986). Aus Guanin und Hypoxanthin entsteht so Xanthin, welches weiter zur Harnsaure
umgesetzt wird. Im Menschen und Primaten wird die Harnsdure anschlieRend durch
equilibrierende Nukleosidtransporter (equilibrative nucleoside transporters, ENTs) in
der Niere mit dem Harn ausgeschieden (Elwi et al. 2006). Die Pyrimidine werden Uber
Reduktionsvorgange und daraus folgende Ring6ffnung abgebaut (Voet und Voet 2004).
Beispielsweise wird Uracil durch Reduktion unter Verbrauch von NADPH/H" vollstandig
zu B-Alanin, CO; und Ammoniak zerlegt. Thymin hingegen wird zu B-Aminoisobutyrat

umgewandelt (s. A.1.1.1).

Stérungen im Purinabbauweg flihren zu schweren pathologischen Defekten.
Beispielsweise fuhrt der Ausfall der oben genannten Adenosindesaminase zu schweren
kombinierten Immundefekten (severe combined immune deficiency, SCID), die durch
einen erhohten dATP-Spiegel und den Verlust von T-Zellen verursacht werden (Sauer
et al. 2012; Buckley et al. 1997; Hirschhorn et al. 1992). Auch eine Verminderung der
Xanthinoxidaseaktivitat durch ansteigende Inosinkonzentrationen kann zu den
obengenannten Defekten beitragen. Ist nur die Aktivitdat der Xanthinoxidase
vermindert, akkumuliert Xanthin im Koérper und es kdnnen sich Xanthinkristalle bilden,

die im schlimmsten Fall zu Nierenversagen fiihren kénnen.
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Abb. 2.4 Schematische Darstellung des Purinnukleotidabbaus. ADA, Adenosindeaminase.

Ein anderes Phanomen ist das Auftreten hoher Uratkonzentrationen, was haufig durch
Ausscheidungsstdrungen der Niere, aber auch durch eine Uberproduktion von Urat
Urat akkumuliert u.a. wenn die Hypoxanthin-Guanin-

hervorgerufen wird.

Phosphoriboyltransferase (HGPRT)-Aktivitdit vermindert ist (Sculley et al. 1992;
Davidson et al. 1989). Hohe Uratkonzentrationen sind verantwortlich fir das Auftreten
von Gichtbeschwerden, da das {Uberschiissige Urat besonders in Gelenken
auskristallisiert und dort Entziindungen verursacht (Berg et al. 2011). Eine schwere
neurologische Stoérung, das Lesch-Nyhan-Syndrom, wird durch den vollstiandigen
Verlust der HGPRT ausgel6st (Fu et al. 2014). Vermutlich werden die Symptome,
autoaggressives Verhalten sowie kognitive Beeintrachtigungen, nicht nur von den
ansteigenden Uratkonzentrationen hervorgerufen. Es wird diskutiert, dass hierfir auch
eine mangelnde Versorgung der Nervenzellen mit Nukleotiden in Betracht zu ziehen ist

(Deutsch et al. 2005; McCreanor und Harkness 1995). Wie bereits erwahnt, sind
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insbesondere Gehirnzellen abhangig vom Nukleotidrecycling. Durch das Fehlen der

HGPRT kommt es zur Unterversorgung mit 5-GMP und 5-IMP.

2.2.2 Die zytosolischen 5-Nukleotidasen im Nukleotidstoffwechsel

In der Theorie kénnen 5'-Nukleotidasen im Nukleotidstoffwechsel zwei Funktionen
besitzen. Zum einen haben sie offensichtlich eine katabolische Funktion beim
Nukleotidabbau und befreien die Zelle somit von Uberschissigen Nukleotiden, zum
anderen bieten sie jedoch auch die Mdoglichkeit die Regulation der 5-NMP-
Konzentration im Zytosol zu verbessern (lpata und Balestri 2013). Diese
Regulationsmoglichkeit ist durch die Existenz sogenannter Substratzyklen gegeben.
Substratzyklen bestehen immer aus katabolen wie auch anabolen Prozessen, so dass
beim Durchlaufen eines Zyklus Energie verbraucht wird, jedoch kein neues Molekiil
entsteht (Newsholme et al. 1983). Sie werden daher auch futile cycles genannt (Voet
und Voet 2004). Der einfachste Substratzyklus besteht aus zwei verschiedenen
Enzymen. Ein prominentes Beispiel ist hierfiir die Hexokinase und die Glucose-6-
Phosphatase (Jungermann et al. 1982). Es wurden jedoch auch viel groRere

Substratzyklen identifiziert mit (iber 100 Schritten (Gebauer et al. 2012).

Die zytosolischen 5-Nukleotidasen bilden zusammen mit den Enzymen des Recycling-
weges einen Substratzyklus (s. Abb. 2.5; Hunsucker et al. 2005; Gazziola et al. 2001).
Dadurch wird z. Bsp. die Konzentration von 5'-IMP durch die katalytischen Parameter
dreier Enzyme eingestellt. Zusatzlich wird die 5'-IMP-spezifische Nukleotidase 2
(NT5C2) durch ATP allosterisch aktiviert, so dass die 5-IMP-Konzentration auch an den
Energiestatus der Zelle gekoppelt wird. Die 5-AMP-spezifische Nukleotidase 1 (NT5C1)
ist sogar in zwei Substratzyklen eingebunden (s. Abb. 2.5; Bontemps et al. 1983): zum
einen zusammen mit den Recyclingenzymen und zum anderen mit der bereits
erwdhnten Adenosinkinase. Dadurch wird die zytosolische 5-AMP-Konzentration sehr
fein modulierbar. Das ist physiologisch relevant, da insbesondere 5-AMP ein wichtiger
Bestandteil des Energiemetabolismus ist und nicht zuletzt auch selbst als Regulator
wichtiger Stoffwechselwege wirkt (z.B. als Regulator der Phosphofructokinase, Briser

et al. 2012). Beide Substratzyklen zusammen tragen damit indirekt auch zur Balance
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der zellularen NTP- und dNTP-Pools bei, da 5-AMP der Vorlaufer von ATP ist, dem
wichtigsten Donor fiir die Phosphorylgruppen der Nukleosidtriphosphate (Dzeja und
Terzic 2009).

NH, o)
NZSN-N - N
l | N\> N | N\>
N OH N OH
o) o)
OH OH HO NHA‘ OH OH
Adenosin /\D/\ Inosin
NH, "D%
k)\/[ "0 Rib-1-p ﬁ» 0 Rib-1-p
opo3 OPOq HN
k\N J S\
OH OH PPi PRPP H OH OH PpPj PRPP
ATP <--=-AMP «—><—— Adenin IMP  +<——— Hypoxanthin
APRT HGPRT

Abb. 2.5 Schematische Darstellung einiger Substratzyklen des Purinmetabolismus und ihrer Kopplung.
AK, Adenosinkinase; cN1, zytosolische 5‘-Nukleotidase 1; PNP, purinspezifische Phosphorylase; APRT,
Adenylphosphoribosyltransferase; ADA, Adenosindeaminase; cN2, zytosolische 5‘-Nukleotidase 2;
HGPRT, Hypoxanthin-Guanin-Phorphoribosyltransferase.

2.3 Struktur bedingt Katalyse

2.3.1 Strukturmerkmale der zytosolischen 5-Nukleotidasen

Strukturell werden die zytosolischen 5’-Nukleotidasen der HAD-Superfamilie
zugeordnet, die sich von dem Enzym Haloacid-Dehalogenase (EC 3.8.1.9) ableitet
(Burroughs et al. 2006). Die Enzyme der HAD-Familie katalysieren mit Hilfe eines
Aspartatrestes im aktiven Zentrum Transferreaktionen, hauptsachlich von
Phosphorylgruppen auf verschiedenste Substrate. Dieser Familie gehdren auch die P-
Typ-ATPase, die CTD-Phosphatase und die B-Phosphoglucomutase an (Koonin und
Tatusov 1994).

Die Tertidrstruktur der HAD-Enzyme wird durch eine Kerndomdne und eine cap-
Domaéne definiert (s. Abb. 2.6). Hierbei hat die Kerndomane eine sandwichartige
Struktur aus a-Helices und parallelen B-Strangen, die eine Rossmann-dhnliche Faltung

ausbilden. Die Rossmann-Faltung ist eine haufig vorkommende Strukturdomane, die
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sich speziell zur Bindung von Nukleotiden entwickelt hat. In diesem Bereich befinden
sich auch die direkt an der Katalyse beteiligten Motive I-1ll. AuBerdem beinhaltet diese
Domadne noch zwei weitere, kleinere Strukturmerkmale: das squiggle-, eine nahezu
komplette, einfache a-helikale Windung, und das flap-Element, einen B-hairpin turn

(Burroughs et al. 2006).

Die cap-Domane der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen erlaubt deren Zuordnung zu den
Cl-cap-beinhaltenden HAD-Proteinen. Innerhalb dieser cap-Domdne kommt es zu
hoher Variabilitdt unter den 5’-Nukleotidasen. Es wurde gezeigt, dass insbesondere
diese Domadne Aminosaurereste zur Erkennung des Substrates bereitstellt (als Motiv S
definiert) und damit die Spezifitat des Enzyms bestimmt (Walldén und Nordlund 2011;
Walldén et al. 2007; Rinaldo-Matthis et al. 2002; Wang et al. 2002). Die cap-Domane
ist auBerdem recht beweglich, so dass das Enzym zwischen einer offenen und einer
geschlossenen Konformation wechseln kann (Allen und Dunaway-Mariano 2004;
Morais et al. 2000). Durch Strukturanalysen der MMeN3A wurde auRerdem gezeigt, dass
auch das squiggle- und das flap-Element eine hohe Flexibilitdt vermitteln und somit
ebenfalls den Konformationswechsel erméglichen (Grobosky et al. 2012). In der
offenen, katalytisch inaktiven Konformation besitzt die Kerndomdne eine groRe
Vertiefung um den Bereich des aktiven Zentrums, so dass dieses frei zuganglich fir das
umgebende Losungsmittel ist (Grobosky et al. 2012). Wahrend der Substratbindung
bleibt die Kerndomane in ihrer Konformation nahezu unverandert. Die cap-Domane
(C1-cap) hingegen durchlauft eine leichte Bewegung nach unten zur Kerndomane hin
und schlieBt somit das aktive Zentrum vom umgebenden Losungsmittel ab (Grobosky
et al. 2012). Dies fiuhrt zu einem kompletten Einschluss des Substrates, und die
Katalyse kann nun unabhdngig vom umgebenden Losungsmittel stattfinden. Durch die
Bindung wird zudem eine Konformationsanderung ausgelost, die zur Folge hat, dass
das Substrat optimal im aktiven Zentrum gebunden wird. Diese Protein-Substrat-

Wechselwirkung entspricht also dem induced-fit Modell.



16 Einleitung

== Cap-Domane

— Kern-Domane

Abb. 2.6 Struktur der murinen cN3A mit dem Substrat 5-UMP im aktiven Zentrum. Die Abbildung
wurde mit dem PDB-Eintrag 4FE3 mit dem Programm Pymol® erstellt. 5“UMP (grau) und ein
Magnesiumion (marineblau) befinden sich im aktiven Zentrum des Enzyms im Bereich der Kerndomane.
Das aktive Zentrum wird durch die cap-Doméane vom umgebenden Lésungsmittel abgetrennt. a-Helices,
orange; B-Faltblatter, rot; loop-Regionen, griin; squiggle-Element, lila; flap-Element, cyan.

Das aktive Zentrum der 5-Nukleotidasen besitzt hohe Ahnlichkeit mit dem aktiven
Zentrum der Phosphoserinphosphatase (Collet et al. 1998a). |In der
Substraterkennungstasche werden die bindenden Nukleotide, die eine planare,
hydrophobe Ringstruktur aufweisen, zwischen aromatischen Aminosdureseitenketten
platziert. Dadurch entsteht ein hydrophober Kifig um das Substrat (Grobosky et al.
2012). Diese Art der Bindung von Nukleotiden wird auch bei cap-bindenden Proteinen
beobachtet, wie z.B. bei dem eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor 4E, sowie
beim nukledren cap-bindenden Proteinkomplex CBC (Calero et al. 2002). Die
Aminosaureseitenketten werden dabei so koordiniert, dass ein hydrophober ,Stapel”
entsteht, hydrophobic stacking genannt. Dabei wird das stacking durch die m-
Elektronen der Ringsysteme ermdglicht. Insbesondere ein leicht von der Mitte

verschobenes (off-centered), parallelversetztes m-Elektronen-stacking erweist sich als

favorisierte Konformation (McGaughey et al. 1998).
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2.3.2 Gemeinsamer Katalysemechanismus

Um die Dephosphorylierung eines 5-NMPs zu katalysieren, muss zundchst ein
Magnesiumion im aktiven Zentrum der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen binden. Das
Magnesiumion wird dabei oktahedral koordiniert und ist ein wichtiger Cofaktor der
Katalysereaktion (Grobosky et al. 2012; Rinaldo-Matthis et al. 2002). Zum einen wird es
durch die Carboxylgruppen der an der Katalyse beteiligten Aspartate des Motivs | und
Motivs Il und zwei benachbarte Wassermolekiile koordiniert, und zum anderen

stabilisiert es die negative Ladung des Phosphates des 5'-NMPs.

Tab. 2.2 Die Aminosduremotive, die fiir die katalytische Aktivitat der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen
mafgeblich sind (Walldén et al. 2007). Ein x steht fiir eine beliebige Aminosaure.

Motiv Sequenz
| DxDx(T/V/C)(L/V)
[ (1/9)
n K(G/S)(D/S)Xo4(D/N)
s Variabel

Nach Bindung des Substrates kommt es zunachst zu einem nukleophilen Angriff des
ersten Aspartates aus Motiv | auf die 5-Phosphatgruppe des gebundenen 5-NMPs (s.
Abb. 2.7; s. Tab 2.2). Das zweite Aspartat aus Motiv | sorgt dann fiir eine Protonierung
des entstandenen Nukleosids, welches anschliefend das aktive Zentrum verlassen
kann (Rinaldo-Matthis et al. 2002). Hierbei wechselt das Enzym in die oben
beschriebene offene Konformation. Es entsteht an diesem Punkt ein kovalentes
Phosphoenzymintermediat, d.h. das Phosphat ist liber eine Saureanhydridbindung mit
dem ersten Aspartat des Motivs | verknilpft (Allegrini et al. 2001; Collet et al. 1998b).
Die offene Enzymkonformation ermdglicht gleichzeitig das erneute Vordringen des
umgebenden Lésungsmittels bis zum aktiven Zentrum. Dadurch wird die hydrolytische
Spaltung des Phosphoenzymintermediates durch den Angriff eines Wassermolekdls
ermoglicht. Das Phosphat kann nun das Enzym verlassen. Durch die Bindung eines

weiteren 5-NMPs beginnt die Katalysereaktion erneut.
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Abb. 2.7 Katalysemechanismus der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen. Wahrend der Katalysereaktion
wird ein kovalentes Phosphoenzymintermediat gebildet (IV). Modifizierte Abbildung aus Bitto et al.
2006.

Enzymkinetisch handelt es sich hierbei um einen sequenziell geordneten
Reaktionsablauf, erst wird das Nukleosid freigesetzt, dann das Phosphat (Bitto et al.
2006). Neben dem Motiv | konnten Uber die Zeit weitere Motive identifiziert werden,
die ebenfalls zu einer effizienten Katalyse beitragen (s. Tab. 2.2). Das Motiv Il stellt
einen Threonin- bzw. Serin-Rest innerhalb einer hydrophoben Region zur Verfligung,
und sorgt damit fiir eine korrekte Orientierung des Substrates innerhalb des aktiven
Zentrums durch Wasserstoffbriickenbindungen (Allegrini et al. 2004). Das Motiv Il
besitzt einen Lysinrest und weitere Aspartatreste, die fir die Stabilisierung des negativ
geladenen Intermediates und des Magnesiumions verantwortlich sind. Dies wurde
durch Kristallstrukturanalysen der mitochondrialen 5‘-Nukleotidase (PDB-ID: 1MH9)
bewiesen (Rinaldo-Matthis et al. 2002; Wang et al. 2002). Durch diese Kristallstruktur
konnte auch eine eindeutige Zuordnung der zytosolischen 5’-Nukleotidasen zur HAD-
Superfamilie erfolgen. Es wurde auch gezeigt, dass manche zytosolischen 5'-
Nukleotidasen das Phosphat des Phosphoenzymintermediates wieder zuriick auf ein
Nukleosid Ubertragen konnen, vorausgesetzt das Nukleosid befindet sich in hoher

Konzentration im Losungsmittel (Amici et al. 1997; Pesi et al. 1994). Dieser
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Phosphotransferaseaktivitat konnte bis jetzt jedoch keine physiologische Relevanz

nachgewiesen werden.

2.4 Die humanen 5‘-Nukleotidasen 2 und 3A

Innerhalb der vorgelegten Arbeit wurden u.a. Homologe der humanen 5
Nukleotidasen cN2 und cN3A in D. melanogaster untersucht. Im nachsten Abschnitt
werden daher diese zwei humanen Enzyme im Detail vorgestellt, sowie ihre

physiologische Funktion im Menschen und ihre klinische Relevanz erldutert.

2.4.1 Die zytosolische 5-Nukleotidase 2

Die zytosolische 5‘-Nukleotidase 2 (cN2, NT5C2) dephosphoryliert bevorzugt 6-
Hydroxypurinnukleotide, wie beispielswiese 5-IMP, 5“GMP und deren
Desoxyvarianten und ist bereits 1967 entdeckt worden (Itoh 2013; Itoh et al. 1967).
Die cN2 ist auch als high Ky —Nukleotidase bekannt, da sie im Gegensatz zu anderen 5'-
Nukleotidasen Kpy-Werte fir ihre Substrate im Millimolaren-Bereich aufweist

(Bretonnet et al. 2005).

Die Primdrsequenz der cN2 ist bemerkenswert hoch konserviert. So besitzen
Homologe aus Mensch zu Legionella pneumophila eine ldentitdt von 31% und zu
Drosophila melanogaster eine ldentitdit von 70% (pubmed blast search, HSeN2:
NP001127845; PcN2: YP006507263 und °™cN2: NP996509). Die mRNA der
zytosolischen Nukleotidase 2 ist in allen Geweben nachweisbar, so dass eine ubiquitadre
Expression wahrscheinlich ist (lpata und Tozzi 2006). Die zytoplasmatische
Lokalisierung ist durch einen spezifischen Antikdrper nachgewiesen worden (Yokota et
al. 1988). Das Protein ist weder im Nukleus, noch in den Mitochondrien, Peroxisomen
oder im endoplasmatischen Retikulum detektiert worden. Die cN2 wird in evolutionar
jungeren Organismen besonders stark in Geweben mit hoher DNA-Syntheserate und
hohem RNA-Umsatz exprimiert, wie in Milz, Hoden und lymphoblastischen Zellen (Itoh

1993; Itoh und Yamada 1991; Madrid-Marina 1990; Spychata et al. 1988). Ein
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niedrigeres Expressionslevel weisen hingegen Gewebe mit geringerer Zellteilungsrate

auf, wie beispielsweise Gewebe des Gehirns und die Herz- oder Skelettmuskeln.

Durch Bestimmung des nativen Molekulargewichtes durch Gelfiltration und
Ultrazentrifugation wurde fir die cN2 eine tetramere Struktur angenommen (ltoh
1993; Spychata et al. 1988; Naito und Tsushima 1976). Die tetramere Form wurde
spater auch durch Kristallstrukturanalysen belegt (s. Abb. 2.8; Walldén et al. 2007;
PDB-ID: 2XCV). Es wurde aulRerdem gezeigt, dass die cN2 nur als Oligomer aktiv ist, mit
dem Dimer als der kleinsten , katalytisch-aktiven” Einheit, da eine Dimerisierung fiir die
Nukleotidbindung notwendig ist (Pesi et al. 2010). Der Katalysemechanismus
entspricht dem allgemeinen Mechanismus der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen (s. 2.3.2;

Allegrini et al. 2001).

Abb. 2.8 Tetramere Struktur der
humanen c¢cN2. Die Abbildung
wurde mit dem PDB-Eintrag 2XCV
mit  Pymol® erstellt. 5-IMP
(orange) und Magnesiumionen
(rot) befinden sich im aktiven
Zentrum jedes Monomers.
Monomere wurden hier in der
Cartoon-Ansicht in gelb, grin,
dunkelblau und hellblau
eingefarbt.

In Sdugern wird die cN2 durch diverse Effektoren reguliert. Dabei wirken 2,3-
Bisphosphoglycerat, ADP, Ap,A und ATP aktivierend (Itoh 1993; Bontemps et al. 1988;
Pinto et al. 1986), wahrend Phosphat inhibierend wirkt (Spychata et al. 1988). Die
Inhibierung durch Phosphat kann durch physiologische Konzentrationen an ATP jedoch
aufgehoben werden (Pesi et al. 1996; Pesi et al. 1994). Durch Kristallstrukturanalysen

wurde gezeigt, dass die Bindung der aktivierenden Effektoren unabhangig vom aktiven
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Zentrum erfolgt (Pesi et al. 2010; Walldén et al. 2007). Damit ist die cN2 ein

allosterisch reguliertes Enzym.

Die cN2 weist neben der 5‘-Nukleotidaseaktivitdit auch die oben beschriebene
Phosphotransferaseaktivitat auf (Worku und Newby 1982). Bekannterweise werden
solche Ubertragungen auch von Nukleosidkinasen katalysiert, die hierfiir jedoch ATP
verbrauchen. Die Phosphotransferaseaktivitat der c¢cN2 wird durch die Natur des
Katalysemechanismus begriindet und ist ATP-unabhangig. Ausschlaggebend sind
hierfiir die beiden Aminosaduren an Position 4 und 5 im Motiv | ([DxD(Y/M)(T/V/C)];
Pesi et al. 2010). Die cN2 bevorzugt die Ubertragung des Phosphates auf das Nukleosid
Inosin, besonders in Gegenwart des Aktivators 2,3-Bisphosphoglyercat. Die
Phosphotransferaseaktivitat der cN2 ware physiologisch sinnvoll, da beispielsweise fir
die Xanthosin- und Inosin-Verwertung keine spezifischen Kinasen bekannt sind. Die
Ubertragung des Phosphates durch die 5-Nukleotidase 2 wire eine Moglichkeit, diese
Nukleoside fiir die Zelle zu erhalten (Barsotti et al. 2005). Eine andere Hypothese sieht
in der Phosphotransferaseaktivitit der cN2 die Maoglichkeit, Desoxynukleotide
unabhangig von der Ribonukleotidreduktase zu erzeugen. So wirde durch die
Ubertragung des Phosphates auf Desoxyinosin 5-dIMP entstehen, das Uber das
Purinnetzwerk wieder zu 5-dAMP und 5-dGMP umgewandelt werden koénnte (Tozzi et
al. 1991). Ob die Phosphotransferaseaktivitat der cN2 tatsachlich eine physiologische
Relevanz besitzt, wird vor allem unter pharmakologischen Gesichtspunkten noch
diskutiert (Galmarini et al. 2003a; Turriani et al. 1994). Zahlreiche Untersuchungen
deuteten darauf hin, dass das Phosphat auf pharmazeutisch relevante
Nukleosidanaloga Ubertragen werden kann wund diese damit aktiviert, wie
beispielsweise Acyclovir und 8-Azaguanosin (Itoh 2013; Banditelli et al. 1996; Keller et
al. 1985). Dem entgegen sprechen neuere Studien, die zeigen konnten, dass
insbesondere die 5'-Nukleotidaseaktivitdt der cN2 zu einer Resistenz gegenliber
verschiedenen Nukleotidanaloga fiihrte (Cividini et al. 2015). Einige Studien legten
nahe, dass die Phosphotransferaseaktivitdit der cN2 bei physiologischem pH und
physiologischen Phosphatkonzentrationen sowie in Anwesenheit des Aktivators 2,3-

Bisphosphoglycerat bevorzugt gegeniiber der 5'-Nukleotidaseaktivitat ablauft (Tozzi et
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al. 1991). Ohne die oben genannten Aktivatoren ist die cN2 jedoch hauptsachlich als

5-Nukleotidase aktiv.

Die physiologische Relevanz der cN2 ist immer noch umstritten, da fir die meisten
Hypothesen der experimentelle Beleg fehlt (Itoh 2013; Tozzi et al. 2013; Bretonnet et
al. 2005). Die hohe Konservierung und die ubiquitdre Expression des cN2-Transkriptes
sprechen fir eine wichtige Funktion dieses Enzyms. Durch die Aktivierung durch ATP
und ADP und die Inhibierung durch die Phosphatkonzentration kann die cN2 besonders
in Sauerstoffmangelsituationen (d.h. die ATP-Konzentration ist niedrig) effektiv
inhibiert werden (Pesi et al. 1994). Diese Regulation tragt mutmallich zum Erhalt der
wichtigen Purinbausteine in der Zelle bei und erhdlt somit die Homd&ostase des
Purinnukleotidhaushaltes. Die cN2 ist auBerdem Bestandteil des 5'-IMP-Substratzyklus
und konnte damit die Verfiigbarkeit intrazellularen 5-IMPs unter Verbrauch von
Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) beeinflussen (s. 2.2.2, Gazziola et al. 2001). Durch
den 5-IMP-Substratzyklus, auch Oxypurin-Zyklus genannt, wird zudem die zelluldre
PRPP-Konzentration kontrolliert (Itoh 2013). Die Kontrolle ist wichtig, um eine
exzessive und unausbalancierte De-Novo-Synthese von Nukleotiden zu verhindern. Im
Organismus ist 5-IMP nicht nur ein wichtiges Intermediat wahrend der Umwandlung
von Purinen ineinander, sondern auch ein Vorlaufermolekil fiir die Synthese aller
Purinnukleotide (s. Abb. 2.2). Die Aktivitat einiger wichtiger Stoffwechselenzyme wird
zudem von 5-IMP beeinflusst, wie z. Bsp. die der Glucose-1,6-bisphosphatase (Guha
und Rose 1983). Wird 5-IMP durch cN2 dephosphoryliert, entsteht Inosin, welches
dann weiter durch die Purinnukleosidphosphorylase zu Hypoxanthin umgesetzt und

letztendlich als Harnsaure ausgeschieden werden kann (s. Abb. 2.4).

Die Uberexpression der cN2 in verschiedenen Zelllinien fiihrte zu einer Reduktion der
zelluldare Nukleotidkonzentration um 30% (Sala-Newby et al. 2000; Rampazzo et al.
1999). Es wurde hierbei auch eine erhohte Sekretion von Inosin, Hypoxanthin und
Guanosin beobachtet. Bemerkenswerterweise fiihrte eine starke Uberexpression der
cN2 in HEK293T-Zellen zu vermehrtem Zelltod (Gazziola et al. 1999). Durch cN2-mRNA
silencing-Experimente in humanen und murinen Skelettmuskelzellen wurde deren

Nukleotidase 2-Aktivitat auf 40% reduziert (Kulkarni et al. 2011). Diese Reduktion
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verursachte einen Anstieg des intrazellularen 5-AMP-Spiegels und hatte starken
Einfluss auf den Glukose- und Lipidhaushalt dieser Zellen. Eine Reduktion der cN2-
MRNA in Astrozytomazellen durch Behandlung mit siRNAs korrelierte mit einer
verstarkten Apoptoserate (Careddu et al. 2008). In diesem Kontext wurde postuliert,
dass die cN2 eine essentielle Funktion im Metabolismus hat, ohne dass der

entscheidende Mechanismus benannt werden konnte.

Klinisch wurde eine erhdhte Nukleotidase 2-Aktivitat direkt mit der Schwere von
neurologischen Symptomen beim Lesch-Nyhan-Syndrom in Verbindung gebracht
(Garcia-Gil et al. 2003). AuBerdem bestimmt die Hohe der Aktivitait der cN2
maRgeblich die Uberlebenschancen bei einer akuten myeloischen Leukdmie (Galmarini
et al. 2003b). Vermutlich ist hierfir die 5‘Nukleotidaseaktivitdit der cN2
verantwortlich, die fiir eine Resistenz gegenliber verschiedenen Purinderivaten sorgt,
die beispielsweise zur Behandlung der Leukdmie, von viralen Erkrankungen und von
Tumoren eingesetzt werden (Hunsucker et al. 2005; Mazzon et al. 2003). Gestiitzt wird
diese Hypothese durch eine beobachtete gesteigerte cN2-Expression in Zelllinien, die

mit diesen Purinanalogen inkubiert wurden (Dumontet et al. 1999).

2.4.2 Die zytosolische Nukleotidase 3A

Die zytosolische Nukleotidase 3A (cN3A, NT5C3A), auch pyrimidinspezifische 5’-
Nukleotidase (P5’'N-1), p36 oder 5-UMP-Hydrolase Typ 1 (UMPH-1) genannt, erkennt
spezifisch Pyrimidinribonukleosidmonophosphate, wie 5-CMP und 5‘-UMP. Die cN3A
ist auch in der Lage, Pyrimidindesoxynukleotide umzusetzen und Uberschneidet sich
damit im Substratspektrum mit der desoxynukleotidspezifischen 5-Nukleotidase (cdN,
dNT5C). Die cN3A wurde bereits 1974 entdeckt und zundchst aus humanen
Erythrozyten gereinigt und charakterisiert (Torrance et al. 1977; Valentine et al. 1974).
Diese Zellen verlieren wahrend ihrer Reifung sowohl den Nukleus als auch ihre
Mitochondrien. Die cN3A baut mutmaRlich die Pyrimidinnukleotide ab, die durch den
Abbau der ribosomalen RNA wahrend der Erythrozytenreifung als 5’-NMPs freigesetzt
werden (Valentine et al. 1974). Die zytosolische Nukleotidase 3A wurde mittlerweile

durch Homologievergleiche in 129 verschiedenen Spezies nachgewiesen, u.a. in
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Froschen, Vogeln, Fischen, Reptilien und Saugern (Sequenzvergleich mit OrthoDB v8;
Kriventseva et al. 2015). Uberraschenderweise wurden in 55% dieser Spezies sogar

zwei Gene fir die cN3 gefunden (cN3A und cN3B).

In der Literatur wird die cN3A oft als inaktiv gegenliber Purinnukleotiden beschrieben
(Amici und Magni 2002; Amici et al. 1997; Paglia und Valentine 1975). Es wurde daher
postuliert, dass die Spezifitat flr Pyrimidine fir den Erhalt der Purinnukleotide im
Erythrozyten sorgt, da der Vorrat an ATP hier limitiert ist und eine Neusynthese nicht
stattfinden kann (Paglia et al. 1984). Die Umwandlung zum Adenosin durch eine 5'-
Nukleotidaseaktivitat wiirde einen Membrantransport des Nukleosides ermoglichen

und ist daher zu verhindern.

Das Gen der cN3A beinhaltet 11 Exons, aus denen vier verschiedene SpleiBvarianten
hervorgehen kénnen. Die Transkripte der Isoform 1 (297 Aminoséuren (aa)) und 3 (286
aa) wurden in Retikulozyten und Lymphozyten nachgewiesen (Marinaki et al. 2001).
Durch exon array-Analysen von RNA aus lymphoblastoiden Zelllinien wurde
nachgewiesen, dass die mRNA der Variante 1 tatsachlich am haufigsten exprimiert
vorliegt. Aus humanen Erythrozyten wurde jedoch nur eine cN3A-Variante mit 286
Aminosauren isoliert, also die Isoform 3. Die Isoform 3 weist auch den niedrigsten Ky-
Wert flir das Substrat 5-CMP auf (145+5,6 uM), wahrenddessen die Isoform 1 einen
um Faktor 3 hoheren Ky-Wert aufweist (41337 uM). Das langste Protein, Isoform 2
(336 aa) ist ein membrangebundenes Protein im Endoplasmatischen Retikulum und ist
geldufig unter dem Namen p36 (Amici et al. 2000). Es wird beispielsweise in Raji-Zellen,
einer hematopoetischen humanen Zelllinie, durch a-Interferon induziert und sammelt
sich in sogenannten Lupus inclusions (Lu et al. 2000; Rich et al. 1996).
Erstaunlicherweise zeigt die Isoform 2 keine Aktivitat gegeniliber 5-CMP, obwohl sie
die katalytisch relevanten Peptidsequenzen enthalt. Isoform 4 (285 aa) wurde bis jetzt

nur in Retikulozyten nachgewiesen (Kanno et al. 2004).

In der Kristallstruktur der murinen cN3A zeigte sich die fiir diese Enzymklasse typische
HAD-Faltung (s. Abb. 2.6; PDB-ID: 4KX5; Bitto et al. 2006). Jedoch besteht die cap-

Domane der cN3A aus zwei Subdomanen, einer C1- und einer C2-Domane. Das Enzym
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ist im Gegensatz zur cN2 als Monomer aktiv (Amici et al. 2005). Durch das Ldsen
mehrerer  Kristallstrukturen der “M™cN3A  wurde auch  der allgemeine
Katalysemechanismus der zytosolischen 5’-Nukleotidasen aufgeklart (s. Abb. 2.7). Eine
Mutation des katalytisch aktiven ersten Aspartates im Motiv | zu Asparagin
unterbindet jegliche katalytische Aktivitit der Y™cN3A (Grobosky et al. 2012). Obwohl
Asparagin strukturell dem Aspartat sehr dhnlich ist, kann dieses nicht die Sdure/Base-
vermittelte Katalyse bewerkstelligen. Die enzymatische Aktivitdit wurde auch
vollstandig durch Zugabe von Pb**-lonen gehemmt (Bitto et al. 2006). Andere Me*'-
lonen wirkten sich ebenfalls inhibierend aus, wie Cd**, Cu®*, Hg** und Ni**. Anstatt des
flir die Katalyse essentiellen Magnesium-lons binden die Me®*-lonen im aktiven
Zentrum und verhindern somit den Umsatz der 5-NMPs (Amici et al. 1994). Die
Enzymaktivitat wurde zudem durch Behandlung mit EDTA vollstandig inhibiert, da auch
hier das Mg**-lon aus dem aktiven Zentrum entfernt wird. In der Kristallstruktur der
MMcN3A wurden zwei Cysteinreste ausgemacht, die an der Oberfliche des Enzyms
exponiert vorlagen (Cys34 und Cys64; Grobosky et al. 2012). Diese beiden Reste
konnten fir die beobachtete Empfindlichkeit des Proteins gegeniiber oxidierenden
Bedingungen verantwortlich sein. In der Kristallstruktur wurden keine

Phosphorylierungsstellen nachgewiesen.

Es wurde postuliert, dass die stringente Unterscheidung zwischen Purinen und
Pyrimidinen durch einen Asparaginrest (Asn69) bzw. einen Tyrosinrest (Tyr114)
vermittelt wird (Bitto et al. 2006). In molecular docking-Studien wurde gezeigt, dass
beide Reste bei der Bindung eines Purinnukleotides im aktiven Zentrum sterisch mit
dessen Purinring kollidieren wiirden. Es wurde auch demonstriert, dass die gesamte
Hohlung der Substratbindetasche zu klein fir die gréBeren Purinringe ist. Die
Unterscheidung zwischen Desoxynukleotiden und Ribonukleotiden erfolgt in der
MMeN3A durch einen Glutamatrest (Glu96), der zwei Wasserstoffbriickenbindungen zur

Ribose ausbildet und nur eine Wasserstoffbriicke zu der Desoxyvariante.

Auffalligerweise wird die zytosolische Nukleotidase 3A nicht durch Effektoren wie
beispielsweise ATP und ADP reguliert (Amici et al. 1994). Es wurde jedoch eine

Produkthemmung nachgewiesen, die sowohl durch das Phosphat, als auch das
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Nukleosid vermittelt wird (Amici et al. 1994). Die Hemmung mittels Phosphat ist
kompetitiv mit einem K; von 3,5 mM. Die Hemmung durch das Nukleosid ist

nichtkompetitiv (z.B. mit Uridin ein K; von 20 mM).

Die cN3A weist, wie die cN2, ebenfalls eine Phosphotransferaseaktivitat auf. Die
Aktivitat ist von pharmazeutischem Interesse, da sie die Moglichkeit bietet, hierlber
Nukleosidanaloga zu phosphorylieren. Dadurch konnen diese Nukleosidanaloga
unabhangig von anderen zelluldren Kinasen aktiviert werden, da diese die Analoga
nicht als Substrat erkennen (Pesi et al. 1994; Keller et al. 1985). Jedoch degradiert die
Nukleotidaseaktivitdit der cN3A auch Wirkstoffe wie Gemcitabine und AraC,
Nukleotidanaloga, die zur Behandlung von Krebs verabreicht werden. Bemuihungen,
die eine oder andere Aktivitdat nutzbar zu machen bzw. auszuschalten, sind bis jetzt
nicht zum Abschluss gekommen. Es wurde jedoch bereits gezeigt, dass die
Einzelmutation des Glutamates 96 zum Glutamin ausreichend ist, um eine

Phosphotransferaseaktivitdt komplett zu unterbinden (Magni et al. 2013).

Angeborener cN3A-Mangel ist im Menschen die hdufigste Stérung im
Nukleotidstoffwechsel (Chiarelli et al. 2006a; Zanella et al. 2006). Der Aktivitatsverlust
fuhrt in Patienten zu nicht-spherozytischer hamolytischer Anamie (Vives-Corrons et al.
1976; Ben-Bassat et al. 1975; Valentine et al. 1974). Es handelt sich hierbei um eine
autosomal-rezessiv vererbte Krankheit (Valentine et al. 1974). Durch einen
Blutausstrich und anschlieBende Wright-Farbung zeigen Erythrozyten dieser Patienten
eine sogenannte basophile Tipfelung, die mikroskopisch nachweisbar ist. Vermutlich
wird die Tilpfelung durch die Akkumulation von Nukleotiden verursacht, die 3- bis 6-
fach angereichert in diesen Erythrozyten vorliegen, davon ca. 80% Pyrimidine
(Simmonds et al. 1988; Valentine et al. 1974). Dadurch wird weiterer ribosomaler RNA-
Abbau wahrend der Reifung dieser Zellen verhindert. Neben den Pyrimidinnukleotiden
werden auch nukleotidhaltige Verbindungen akkumuliert, wie beispielsweise CDP-
Cholin und CDP-Ethanolamin, die beide Vorldaufer fir Bestandteile der Zellmembran
sind (Swanson et al. 1984). Eine Hypothese zur Erklarung der Hamolyse schreibt der
Akkumulation dieser nukleotidhaltigen Verbindungen eine Strukturstérung der

Erythrozytenmembran zu, die letztendlich zum Platzen der Zellen fiihrt (Rees et al.
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1996). Dagegen spricht jedoch der Befund, dass Erythrozyten unter cN3A-Mangel
durchaus eine normale osmolytische Stabilitit besitzen und keine Anderungen in der
Phospholipidkonzentration nachweisbar waren (Corrons 2000). Andere Hypothesen
machen die Akkumulation der Pyrimidine und die dadurch verursachte pH-Anderung
und chelatorische Effekte fiir die Hdmolyse verantwortlich (Swanson et al. 1983). Das
Phdanomen der Akkumulation von Pyrimidinnukleotiden und der darauffolgenden
Hamolyse wurde auch bei Bleivergiftungen beobachtet (Paglia et al. 1977). In diesem
Zusammenhang wurde eine verminderte cN3A-Aktivitat (auf 30%) gefunden. Dieser
Phanotyp wird erklirbar, bedenkt man die inhibierende Wirkung der Pb**-lonen auf
die cN3A. Durch grol angelegte Studien wurden bereits einige natiirlich vorkommende
Mutationen in der humanen cN3A entdeckt, die in Patienten zu verminderter Aktivitat

flihrten (N190S und G241R; Chiarelli et al. 2006b).

2.5 Identifizierung einer m’ GMP-spezifischen 5°-Nukleotidase

Im Vergleich mit rRNA- und tRNA-Molekilen weisen mRNA-Molekiile relativ geringe
Halbwertszeiten auf und werden daher kontinuierlich in der Zelle umgesetzt (Phizicky
und Hopper 2010; Karnahl und Wasternack 1992). Charakteristisch fir mRNAs ist
deren 5’—m7G—cap—Struktur, die wahrend des mRNA-Abbaus durch verschiedene,

spezifische Enzyme entfernt werden muss (s. Abb. 2.9; Coller und Parker 2004).

In Eukaryoten wurden dafiir verschiedene Aktivitdaten identifiziert, die abhangig vom
mRNA-Abbauweg sind. Erfolgt der Abbau in 5‘- zu 3‘-Richtung wird die 5'-cap-Struktur
durch die decapping-Proteine Dcp2/Dcpl zu m’GDP abgebaut und eine am 5Ende
einfach phosphorylierte RNA freigesetzt, die dann weiter durch Exoribonukleasen
abgebaut wird (van Dijk et al. 2002). Der mRNA-Abbau kann jedoch auch durch das
Exosom vom 3‘-Ende her erfolgen (Anderson und Parker 1998). So entsteht ein kurzes
5‘-cap-Oligonukleotid, das ein Substrat flir das scavenger decapping-Protein (DcpS) ist
(Wang und Kiledjian  2001). Es spaltet die ungewohnliche  5°-5'-
Triphosphatverkniipfung zwischen dem m’G und dem ersten Nukleotid der mRNA zu

m’GMP und einem am 5“Ende zweifach phosphorylierten Oligonukleotid (Liu et al.
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2002; Wang und Kiledjian 2001). Es wurde aulRerdem gezeigt, dass DcpS auch in der
Lage ist m’GDP zu m’GMP abzubauen (van Dijk et al. 2003). Diese Beobachtung ist
jedoch umstritten, so wurde durch Wypijewska und Kollegen zwar eine affine Bindung
des m’GDPs durch Dcp$ festgestellt, jedoch eine Abspaltung des Phosphates nicht
bestatigt (Wypijewska et al. 2012).

m’GpppN —‘ UTR ORF PolyA

1
l Deadenylierung
m’GpppN —{ 5“UTR | ORF
533 Dc;izl/ w‘som 3 5*
Richtung Richtung
pN = 5-UTR | ORF m’GpppN —{_]

+ XRNll DCPSl
m’GDP
e — m’GMP + ppN —_|

5°-
5°-

Abb. 2.9 Schematische Darstellung des mRNA-Abbaus in Eukaryoten. Initiiert wird der mRNA-Abbau
durch die Deadenylierung (Couttet et al. 1997). Erfolgt der Abbau in 5°- zu 3‘-Richtung wird zunachst das
5‘-cap durch Dcp2/1 abgebaut und m’GDP freigesetzt. Der restliche mRNA-Kérper wird von XRN1, einer
Exonuklease, zu 5-NMPs abgebaut (Larimer und Stevens 1990). Erfolgt der Abbau in 3‘- zu 5‘-Richtung
wird die mRNA vom Exosom bis auf wenige Nukleotide abgebaut (Anderson und Parker 1998). Die 5
cap-Struktur dieses kurzen Oligonukleotides wird dann von DcpS in m’GMP und ein 5-ppN-
Oligonukleotid gespalten (Wang und Kiledjian 2001). Das Oligonukleotid wird anschlieBend durch
Exonukleasen zu 5-NMPs abgebaut. Abbildung modifiziert nach Wypijewska et al. 2012.

Eine weitere Dephosphorylierung des m’GMPs wurde erstmalig im Rahmen von in
vitro-mRNA-Abbauexperimenten mit K562-Zellextrakt (Extrakt aus einer humanen
Leukdmiezelllinie von myeloischen Blutzellen) beschrieben, jedoch nicht weiter
charakterisiert (Wang und Kiledjian 2001). Mit Hilfe eines translationsaktiven
Drosophila melanogaster-Embryoextraktes (DEE) wurden ebenfalls in vitro-mRNA-
Abbaustudien durchgefiihrt (Jeske und Wahle 2008). In den Lebenswissenschaften ist
die Taufliege D. melanogaster ein beliebter Modellorganismus und eine gute
Alternative zu immortalisierten Zelllinien. Ein Vorteil dieses Modellorganismus ist die
verringerte Komplexitdat. Beispielsweise sind am Nukleotidstoffwechsel von D.
melanogaster im Vergleich zum Menschen nur etwa halb so viele Enzyme und Proteine
beteiligt (KEGGS Datenbank; 112). Im DEE wurde ebenfalls die Freisetzung von m’GMP
aus der 5‘-cap-Struktur beobachtet, was wahrscheinlich auf eine konservierte DcpS-

Aktivitat (CG2091) zurickzufihren ist (Buschmann 2010). Aulerdem wurde das



29 Einleitung

freigesetzte m’GMP auch weiter zu Orthophosphat und 7-Methylguanosin abgebaut,
wie es bereits fir den K562-Zellextrakt beschrieben wurde (Buschmann 2010; Wang
und Kiledjian 2001). Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurde diese
Dephosphorylierungsaktivitdt im DEE untersucht (Buschmann 2010). Die Aktivitat
wurde durch eine klassische chromatographische Reinigung aus Schneider 2 (S2)-
Zellextrakt (embryonale D. melanogaster-Zelllinie; Schneider 1972) angereichert. Es
wurde gezeigt, dass diese neuartige Dephosphorylierungsaktivitat spezifisch fur den
Umsatz von m’GMP ist, denn das strukturell nahverwandte 5-GMP wurde im
Vergleich viel schlechter umgesetzt. Eine massenspektrometrische (MS)-Analyse der
angereicherten Aktivitat fihrte zur Identifizierung einer zytosolischen 5’-Nukleotidase.
Die MS-Analyse lieferte dabei nur Peptide, die zu 43% das D. melanogaster-Protein
CG3362 (°™cN3B, FBgn0034988) abdeckten, ein bis dahin nicht charakterisiertes
Genprodukt. Es wurden keine Peptide eines anderen Proteins detektiert. Durch
Sequenzvergleiche mit den bereits bekannten 5-Nukleotidasen aus Saugern wurden in
D. melanogaster auch nur zwei zytosolische 5‘-Nukleotidasen ausgemacht: zum einen
die identifizierte CG3362, die hohe Homologie zu den pyrimidinspezifischen 5°-
Nukleotidasen 3A und B aufweist, und ein Homologes zur purinspezifischen 5°-

Nukleotidase 2 (CG32549).

2.6 Zielstellung

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollten zwei zytosolische 5‘-Nukleotidasen aus
Drosophila melanogaster biochemisch und enzymkinetisch charakterisiert werden.
Dabei stand besonders die identifizierte 5-Nukleotidase CG3362 im Vordergrund. Im
Menschen finden sich hier zu gleich zwei Homologe: die zytosolischen 5'-
Nukleotidasen cN3A und cN3B. Da die Nukleotidase 3 als pyrimidinspezifisch gilt, war
es erstaunlich, dass das D. melanogaster-Homologe ein modifiziertes Purinnukleotid
umsetzen kann. Um diese Diskrepanz zu untersuchen, sollten auch die beiden
humanen Enzyme auf Umsatz von m’GMP getestet werden. Zur humanen cN3B ist bis
jetzt nur sehr wenig bekannt, daher sollte dieses Protein ebenfalls charakterisiert

werden. Die 5-Nukleotidasen sollten hierflir rekombinant in E.coli erzeugt werden und



30 Einleitung

bis zur Homogenitdt gereinigt werden. Wenn mdglich sollte durch
Proteinstrukturanalysen geklart werden, wie die Spezifitat fir m’GMP vermittelt wird
(in Kooperation mit Dr. Thomas Monecke, Georg-August-Universitdt Gottingen,
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Ralf Ficner). Da die zytosolischen 5‘-Nukleotidasen aus D.
melanogaster noch nicht Gegenstand der Forschung waren, sollte auch deren
physiologische Funktion untersucht werden. Hierfiir sollten D. melanogaster-
Nullmutanten erzeugt werden und diese biochemisch und genetisch charakterisiert
werden (in Kooperation mit Dr. Thomas Rudolph und Matthias Walther, Martin-
Luther-Universitat Halle/Wittenberg, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gunter Reuter). Dabei
sollte insbesondere geklart werden, in weit die 5‘-Nukleotidasen wirklich eine

regulatorische Funktion beim Erhalt der Nukleotidpool-Hom®ostase besitzen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die m’ GMP-spezifische 5°-Nukleotidase cN3B aus D. melanogaster

Im Folgenden wird die enzymologische und enzymkinetische Charakterisierung der 5'-
Nukleotidase CG3362 vorgestellt. AulRerdem wird auch auf die Expression des

Transkriptes und des Proteins in D. melanogaster eingegangen.

3.1.1 Das Gen CG3362 und seine Expression in D. melanogaster

Das Gen der 5-Nukleotidase (CG3362) aus Drosophila melanogaster befindet sich auf
dem rechten Arm des zweiten Chromosoms (zytogenetische Position: 60C2) und ist
circa 1500 Basenpaare lang (FlyBase Datenbank; www.flybase.org). Es besitzt nur ein
annotiertes Transkript (ca. 900 Nukleotide lang), das zu einem Polypeptid translatiert

wird.

Durch die Auswertung der Daten des modENCODE-Drosophila-Transkriptom-Projektes
und der FlyAtlas-Datenbanken wurden drei Beobachtungen gemacht (Flybase-ID:
FBIcO000085; Graveley et al. 2011 und FBIc0000157; Chintapalli et al. 2007): Erstens
wurde das CG3362-Transkript in allen D. melanogaster-Entwicklungsstadien mit einer
niedrigen bis moderat hohen Expression detektiert, mit dem hochsten Expressionslevel
in 2-4 Stunden (h) alten D. melanogaster-Embryonen (s. Abb. 3.1.A und B). Zweitens
war das CG3362-Transkript in allen gangigen D. melanogaster-Zelllinien nachweisbar,
so auch in der zur Reinigung der 5‘'-Nukleotidaseaktivitdt verwendeten S2-Zelllinie
(nicht gezeigt). Drittens wurde die hochste Transkriptexpression anatomisch
betrachtet im Verdauungssystem von Larven und adulten Fliegen gefunden, besonders
im Mitteldarmbereich (s. Abb. 3.1.C und D). In adulten Tieren ist das Transkript
aullerdem in den meisten untersuchten Geweben nachweisbar. Es wurde kein

Transkript in den Tracheen und im zentralen Nervensystem detektiert.
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Abb. 3.1 Transkriptexpressionsprofil von CG3362. Die Daten wurden dem modEncode-Transkriptom-
Projekt entnommen. Hierfiir wurden kurze cDNA-Sequenzen, die aus isolierter D. melanogaster-mRNA
generiert wurden, mittels high throughput-Sequenzierung analysiert. Details zur Generierung und
Auswertung der RNA-Seqg-Microarray-Daten wurden in Graveley et al. 2011 veréffentlicht (Flybase ID
FBIcO000085). Der Transkriptexpressionswert errechnet sich aus den erhaltenen RNA-Seg-coverage
Daten, die durch die Anzahl der gesamten bei FlyBase annotierten Exons (Annotation Release 5.26)
geteilt wurden. Die hier dargestellten Einzelwerte geben also die durchschnittliche Transkriptabdeckung
pro Kilobase pro Gen an. Die Daten fir jedes Gen wurden dann ihrem Wert entsprechend in definierte
Expressionslevel (B und D) eingeteilt. A und B) Transkriptexpression von CG3362 wahrend der D.
melanogaster-Entwicklung. Das Transkript ist in allen untersuchten Stadien nachweisbar mit einer
niedrigen bis moderat hohen Expression. Die héchste Expression wurde wahrend der Embryogenese in
2-4 h alten Embryonen detektiert. C und D) Gewebespezifische Transkriptexpression in Larven und
adulten Tieren. Das Transkript CG3362 wurde insbesondere in den Verdauungsorganen (Mittel- und
Dickdarm) mit hohem Expressionslevel detektiert. L, Larve; W., weiB; A., Adult; Z., Zentrales; Th.-Abd.,
Thoraxiales-abdominales.
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3.1.2 °"cN3B-Konservierung

Das CG3362-Protein ist mit einer Identitidt von 39% und einer Ahnlichkeit von 59%
zwischen D. melanogaster und den humanen Homologen gut konserviert (s. Tab. 3.1;

ClustalX® Sequenzvergleich; Larkin et al. 2007).

Tab. 3.1 Eine Auswahl durch Sequenzvergleiche gefundener Homologe zum CG3362-Protein (basic
local alignement search tool (blast), pubmed-Datenbank). Hier aufgelistet sind die Identitat, sowie die
Ahnlichkeit (jeweils in %) des CG3362-Proteins (NP 611895.1) zu Homologen aus Mensch (NP 443167.3)
und anderen Saugern (M. musculus NP 001096120.1), sowie zu Vertretern von Vogeln (G. gallus NP
001006334.1), Fischen (D. rerio NP 955854.1), Froschen (X. laevis tropicalis NP 001123701.1),
Nematoden (C. elegans Y10G11A.1) und Pflanzen (O. sativa NP 001050781.2).

Organismus Identitit (%)  Ahnlichkeit (%)
D. melanogaster 100 100
G. gallus 41 60
M. musculus 40 61
H. sapiens 39 59
X. laevis tropicalis 38 60
D. rerio 37 62
C. elegans 33 53
O. sativa 33 52

Das Protein wurde in Sadugern sowie in Vogeln, Froschen, Fischen, Insekten und
Pflanzen durch Sequenzvergleiche nachgewiesen (s. A.1.l.2). In den meisten
evolutiondr jingeren Organismen finden sich sogar je zwei Homologe zum D.
melanogaster-Protein, vormals als cNIIl und cNIll-like bezeichnet, jetzt cN3A und cN3B.
Aufgrund der héheren Ahnlichkeit zur cN3B-Variante wurde das Genprodukt aus D.
melanogaster in ""cN3B umbenannt (Kommunikation mit Uniprot; www.uniprot.org).
Mit Hilfe von Sequenzanalysen wurde in D. melanogaster neben der "™cN3B noch eine
weitere nicht charakterisierte, zytosolische 5‘-Nukleotidase gefunden (CG32549), eine
putative purinspezifische 5‘-Nukleotidase. AulRerdem wurden zwei weitere HAD-
ahnliche Familienmitglieder und mehrere Vertreter der ektosolischen 5'-
Nukleotidasefamilie identifiziert, die jedoch in dieser Arbeit nicht weiter charakterisiert

wurden (s. A.1.11.1).
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3.1.3  P"cN3B-Expression in allen Entwicklungsstadien

Das Protein "™cN3B wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers (a—DchSB) in allen
Stadien der D. melanogaster-Entwicklung nachgewiesen (s. Abb. 3.2.A, s. 5.7.2).
Hierfir wurden Embryonen mit fortschreitender Entwicklung (0-22 h), Larven der
Stadien 2 und 3, sowie adulte Tiere auf Proteinexpression untersucht. Die PMeN3B
wurde auflerdem sowohl in D. melanogaster-Embryoextrakt (DEE), als auch in S2-

Zelllysat nachgewiesen (s. Abb.3.2.B, s. 5.3.1 und 5.5.6).

A Embryo (h) Larve Adult
Q 't\q' ’\bt ‘;\6 ‘\% :‘LQ n:"
oF 2 AP P AT A AN AT A 12 13 M F
——— _ = —$——  — ] a-O"cN3B
B Di
McN3B DEE S2

1 2 3 45 6 7

-

- 4 Kreuzreaktion

L — PNV

Abb. 3.2 Westernblot-Analyse zur Untersuchung der ""cN3B-Expression. A) Expression wihrend der D.
melanogaster-Entwicklung. °"cN3B wurde in allen untersuchten Stadien nachgewiesen. D.
melanogaster-Embryonen wurden nach Ablage zu den angegebenen Zeiten geerntet und anschliefend
in SDS-Probenpuffer aufgeschlossen. Larven verschiedener Stadien sowie adulte Tiere, wurden
gesammelt und ebenfalls in SDS-Probenpuffer aufgeschlossen. Nach einer SDS-PAGE und anschlieRender
Westernblot-Analyse wurde ""cN3B mit dem a-""cN3B-Antikérper und einem sekundiren ""IRdye680-
Antikorper in einem Likor-Gerit nachgewiesen (Odyssey 2.1® Software). B) ""cN3B wurde im DEE und
im S2-Zelllysat nachgewiesen. Spuren 1 und 2 entsprechen 20 und 10 ng rekombinantem °"cN3B.
Spuren 3, 4 und 5 entsprechen 10, 20 und 40 pug DEE. Spuren 6 und 7 entsprechen 200 und 100 pg S2-
Zelllysat. L, Larve; M, Mannchen; F, Weibchen.

Im ersten Schritt zur Reinigung der m’GMP-dephoyphoryliernden Aktivitat wurde der
S2-Zellextrakt Uber DEAE (Diethylammoniumethyl)-Material fraktioniert. Im
Aktivitatsprofil der gesammelten Fraktionen wurden zwei Aktivitatspeaks ausgemacht
(Buschmann et al. 2013). Mit Hilfe des spezifischen Antikdrpers wurde jedoch gezeigt,
dass nur der Aktivitatspeak bei niedrigen Salzkonzentrationen (ca. 175 mM) auf
PMeN3B-Aktivitat zuriickzufiihren ist (nicht gezeigt). Die Aktivitat des zweiten Peaks bei
hoheren Salzkonzentrationen wurde wahrend dieser Arbeit nicht ndher untersucht, ist

aber vermutlich einer unspezifischen Phosphatase zu zuordnen.
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3.1.4 Lokalisierung im D. melanogaster-Embryo

Die Lokalisierung der °cN3B im frihen Embryo wurde durch Immunfluoreszenz-
farbung untersucht. Hierfir wurden Wildtypembryonen mit 4‘,6°-Diamidin-2-

phenylindol (DAPI) und a-""cN3B inkubiert (s. Abb. 3.3.A, s. 5.7.5).

a-""cN3B DAPI o-°"cN3B + DAPI

Abb. 3.3 Die ""cN3B-Lokalisierung im D. melanogaster-Embryo und in S2-Zellen. D. melanogaster-
Embryonen (0-2 h) wurden dechorionisiert, mit Formaldehyd fixiert und anschlieBend mit DAPI und a-
PMcN3B inkubiert. ®"cN3B wurde durch Inkubation mit einem sekundéren Fluorophor-gekoppelten
Antikorper (*"Alexa 488) im Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, LSM780) sichtbar. A) Gesamtibersicht eines
reprasentativen Wildtypembryos (Zyklus 12-13). B) Hintergrundsignal des affinitdtsgereinigten a-
PMCcN3Bs in einem Dch_%B'/'-Embryo (Zyklus 11-12). Es ist noch ein schwaches Signal in der Peripherie
des Embryos zu detektieren. C) S2-Wildtypzellen zeigten ebenfalls eine zytoplasmatische Lokalisation
der "cN3B. DAPI in Blau, a-""cN3B in Rot.

Die Detektion der °™cN3B erfolgte durch Inkubation mit einem sekundaren
Fluorophor-gekoppelten Antikorper. Wie in Abb. 3.3.A zu erkennen ist, wurde die
PMcN3B tatsachlich im ganzen Embryo im Zytoplasma nachgewiesen, nicht in den
Nuklei. Die Farbung im Zytoplasma war gleichmaRig. Diese Ergebnisse sind jedoch mit

Vorbehalt zu betrachten, da der verwendete DchBB—Antikc'jrper trotz



36 Ergebnisse

Affinitatsreinigung ein Hintergrundsignal in einem Dch3B'/'—Embryo (Nullmutante)
lieferte (s. Abb. 3.3.B, s. 3.5.1). Diese Beobachtung deckte sich mit den Ergebnissen des
Westernblots mit DEE, da auch hier mit demselben Antikorper eine Kreuzreaktion bei
ca. 70 kDa detektiert wurde (s. Abb. 3.2.B). Die zytoplasmatische Lokalisierung wurde
auch in S2-Wildtypzellen bestatigt (s. Abb. 3.3.C).

3.1.5 Rekombinante Darstellung der “"cN3B

Zur Reinigung und Charakterisierung der m’GMP-spezifischen 5‘-Nukleotidase ""cN3B
wurde deren cDNA Uber RT-PCR aus S2-ZelllRNA amplifiziert und in einen
Expressionsvektor kloniert (s. 5.4.1-3). Die rekombinante Expression des SUMO-
fusionerten Proteins erfolgte anschlieend in E. coli-Zellen (s. 5.5.1). Die Analyse der
Expression mittels SDS-PAGE wies nach Induktion ein Uberproduziertes Protein bei
einem Molekulargewicht bei ca. 50 kDa auf (s. A.1..3). Das erwartete
Molekulargewicht des Hisg-SUMO-""cN3Bs betragt 49,7 kDa (Protean®, DNAStar
software). Nach Aufschluss der E. coli-Zellen und anschlieBender Zentrifugation

Dm

erfolgte die Reinigung der “"cN3B bis zur Homogenitat aus dem geklarten Lysat in
mehreren Schritten lber Affinitats- und Hydroxyapatitchromatographie (s. Abb. 3.4; s.

5.5.2,s. A.1.1.3-5).

é’,q’é,,@&?’ & Abb. 3.4 Gel einer SDS-PAGE-Analyse der rekombinanten
M O@‘-’ R 0@0 M zytosolischen 5-Nukleotidasen. Auf ein 10%iges SDS-Gel wurden
— d Da jeweils 2 pg Protein aufgetragen, auRer bei ""cN2. Aufgrund der
Te «. | 120 niedrigen Proteinkonzentration wurden hier nur 1,2 pug
e «+ [100 aufgetragen. Das Gel wurde mit Coomassie Blau gefarbt.
-— = 185
24 - |70
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Fir die darauffolgenden Experimente war es essentiell, die Phosphatkonzentration der
vereinigten  Fraktionen zu minimieren. Daher wurden die vereinigten
Hydroxyapatitfraktionen zum Abschluss der Reinigung sehr ausgiebig gegen
phosphatfreien Puffer dialysiert. Die Proteinkonzentration der °"cN3B wurde
spektrometrisch bestimmt und betrug 27,5 uM (s. 5.5.3). Eine MS-Analyse der
Molekiilgesamtmasse bestatigte die rekombinante Darstellung vollstédndigen Proteins
mit intaktem N-Terminus mit einem ermittelten Molekulargewicht von 36292 g/mol (s.
5.5.4; Daten nicht gezeigt). Das theoretisch berechnete Molekulargewicht betragt nach
Protean® 36,29 kDa.

3.1.6 P"cN3Bist ein Monomer

Das native Molekulargewicht der ®"cN3B wurde durch Sedimentationsexperimente im
Gleichgewicht ermittelt (in Kooperation mit Dr. Bodo Moritz und PD Dr. Hauke Lilie,
Martin-Luther-Universitat Halle/Wittenberg). Hierflir wurde eine konzentrierte
PMcN3B-Lésung ultrazentrifugiert und die ""cN3B-Konzentration entlang einer radialen
Achse innerhalb einer Rotationszelle bestimmt, solange bis die Konzentration des
Proteins Uber die Lange der Achse konstant blieb (s. 5.5.5). Die erhaltene Kurve wurde
anschlieRend mit der Formel 1 ausgewertet und das apparente Molekulargewicht
berechnet (s. Abb. 3.5, Origin®, PD Dr. Hauke Lilie):

a*(rz—roz)
c(x) =co*e 2 (Formel 1)

mit ¢, als makromolekularer Konzentration, r, als Distanz vom Rotationszentrum und o, fir

Me(1-vp)ew? (s. 5.5.5).

Um die Mdoglichkeit der Oligomerisierung experimentell zu gewahrleisten, wurde eine
Konzentration von 1 mg/mL °™cN3B verwendet. Das experimentelle Molekulargewicht
der ®™cN3B betragt 37,1 kDa. Daraus ergibt sich, dass die ®™cN3B in Losung nativ als

Monomer vorliegt.
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Abb. 3.5 Bestimmung der molaren Masse der P™cN3B durch ein Sedimentationsexperiment im

Gleichgewicht. Die Ausgangskonzentration der ""cN3B betrug 1 mg/mL. Die mathematische Anpassung
an den Graphen wurde nach Formel 1 ausgefiihrt (rote Linie, Origin®). A, Absorption bei 280 nm; r,
Distanz vom Rotationszentrum.

3.1.7 Etablierung eines colorimetrischen Dephosphorylierungstestes

Die 5'-Nukleotidaseaktivitat der ""cN3B wurde mit Hilfe eines colorimetrischen Tests
untersucht, der spezifisch freies Orthophosphat detektiert und nicht auf Pyrophosphat
reagiert. Hierbei sorgt die Einbindung des Orthophosphates in Polymolybdat-
Malachitgriin-Komplexe fiir eine Reduzierung des Farbstoffes Malachitgriin, so dass ein
Farbumschlag von Orange nach Griin erfolgt (s. 5.6.4; Fisher und Higgins 1994;
Geladopoulos et al. 1991; Baykov et al. 1988).

Zu Beginn einer Messung mit frischer Farbeldsung wurde eine Kalibriergerade mit
Phosphat erstellt, die moglichst unter denselben Pufferbedingungen wie die
nachfolgende Analyse angefertigt wurde. Die Enzymreaktion wurde direkt durch die
Zugabe der Farbeldsung gestoppt, da die in der Farbeloésung enthaltene Schwefelsaure
sofort den pH-Wert der Losung unter pH 4 senkte und das Enzym inaktivierte (s.
unten). Der Einfluss der einzelnen Reaktionsbestandteile, sowie Substrate, Produkte

und Enzymlésungen auf die Farbereaktion wurde ebenfalls untersucht (s. Tab. 3.2).
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Tab. 3.2 Einfluss einiger Komponenten der Enzymreaktion mit ihren verwendeten Konzentrationen.
Keinen Effekt zeigten folgende Bestandteile des Reaktionsmix: Tris-HCI pH 7,5 und HEPES pH 7,5 (jeweils
20 mM), KCl (bis 300 mM), MgAce, (5 mM), EDTA (20 mM), Saccharose (10% (w/v)).

Substanz Konzentration Effekt

DTT 3 mM Reduzierte Sensitivitat

Glycerin 10% (w/v) Verlangerte Farbereaktion, reduzierte Sensitivitat

5-NMP Ab 3 mM Erhohter Nullwert, verlangerte Farbereaktion,
insbesondere fiir 5-CMP

Nukleoside Ab 3 mM Verlangerte Farbereaktion

Orthophoshat  ab 25 uM Aggregatbildung (Polymolybdat-Phosphat-Komplexe)

PmcN3B Y Erhéhter Nullwert

Dabei zeigte sich, dass besonders die unkatalysierte Hydrolyse der 5-NMPs eine
Ursache fiir Phosphatkontaminationen war. Hohe Phosphatkonzentrationen (liber 25
uM) wurden vom Phosphattest nicht toleriert und fihrten zur Ausbildung eines
dunkelblauen Niederschlags (hochpolymerisierte Molybdat-Phosphat-Komplexe). Die
Reaktionslosung wurde daher zundchst in Wasser verdinnt und anschlieBend die
Farbeldsung zum Abstoppen der Reaktion hinzugefugt. Hohe
Nukleotidkonzentrationen verldangerten zudem die Farbentwicklungszeit. Dies wurde
im besonders hohen Mafte beim Nukleotid 5-CMP beobachtet (Neudorf 2013). Dieses
Problem wurde durch eine Verlangerung der Inkubationszeit mit der Farbel6sung von

10 auf 30 Minuten umgangen.

3.1.8 Enzymologische Charakterisierung

In initialen Experimenten mit der PMcN3B und dem Substrat 5'-CMP wurde beobachtet,
dass es zu einem Verlust der Enzymaktivitdt innerhalb weniger Minuten kam. Dieser
Aktivitatsverlust wurde jedoch durch die Verwendung von silanisierten
ReaktionsgefdRe verhindert (s. 5.6.5; Daten nicht gezeigt). Die Silanisierung reduziert
die Anheftung hydrophober Bereiche von Proteinen an die Oberflaiche des
ReaktionsgefdBes und damit eine etwaige Inaktivierung. Daher wurden fir alle
darauffolgenden Analysen silanisierte Reaktionsgefdfle verwendet (LoBind-GefilRe,

Eppendorf®). Da bereits gezeigt wurde, dass zytosolische 5’-Nukleotidasen
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Magnesiumionen fir ihre Aktivitit benétigen (s. 2.3.2), wurde die Aktivitat der ®"cN3B
mit 5-CMP unter Standaradreaktionsbedingungen zundchst in Gegenwart von
Magnesiumacetat bestimmt (s. 5.6.5). In einem weiteren Ansatz wurde das Enzym
zundachst zehn Minuten mit EDTA vorinkubiert und dann ebenfalls die Aktivitat
gegenlber 5-CMP bestimmt. Durch die Zugabe von EDTA wurde die Aktivitat der
PMcN3B  nahezu vollstandig inhibiert (1,5% Restaktivitdt, s. Abb. 3.6). Das D.
melanogaster-Enzym ist also ebenfalls magnesiumabhdngig. AnschlieBend an die
EDTA-Behandlung wurde die Enzymaktivitdit durch Zugabe von Magnesiumionen
wieder zu ca. 75% hergestellt. Der Verlust des Magnesiumions fiihrte somit nicht zu
einer irreversiblen Denaturierung der PMcN3B. Vorversuche mit gereinigter PMcN3B aus
S2-Zellextrakt zeigten ein pH-Optimum der 5‘-Nukleotidaseaktivitat zwischen 7,0 bis
7,5, bei einem theoretischen isoelektrischen Punkt von 5,1. Saurere, bzw. basischere
Bedingungen fiihrten zu drastischen Aktivitatsverlusten (90% Aktivitatsverlust bei pH

5,0; Buschmann 2010).

—= 300 Abb. 3.6 Die 5‘-Nukleotidaseaktivitit der
E ® Normal Dm . . . . .
P cN3B ist magnesiumabhangig. Die
S 250 1 © +EDTA Freisetzung von Orthophosphat durch die
%" 200 - v +EDTA+Mg2+ PMcN3B wurde mit Hilfe des colorimetrischen
~ ° Dephosphorylierungstest ermittelt. Im
S 150 - dargestellten  Produkt-Zeit-Diagramm  sind
5 folgende Kinetiken mit jeweils 50 ng Enzym und
+ 100 - 1 mM 5-CMP erfasst: @, Reaktionsmix mit 2,5
"E mM Magnesiumacetat; o, Reaktionsmix mit
5 50 1 Dch3B, das mit 10 mM EDTA 10 min
: 0 . . . vorinkubiert wurde; A, Reaktionsmix, wie e,
wv

jedoch  mit Zugabe von 12,5 mM

0 2 4 6 8 10 12 14 16 Magnesiumacetat nach Vorinkubation.

Zeit (min)

Die Zugabe von Reduktionsmitteln, wie DTT oder Glutathion, hatten keinen
stimulierenden Effekt auf die Aktivitat des Enzyms. Im Gegenteil, die Aktivitat
verringerte sich um 10% (Daten nicht gezeigt). Auch die Zugabe eines
Oxidationsmittels, wie von oxidiertem Glutathion (GSSG), fiihrte nicht zu Anderungen
der Enzymaktivitat. Die "cN3B ist somit nicht redoxempfindlich, und es wurde auf
eine Zugabe von Reduktionsmittel wahrend der Reinigung und Charakterisierung

verzichtet. Die °™cN3B wurde auRerdem durch sehr hohe Salzkonzentrationen
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gehemmt (halbmaximale Enzymaktivitdit bei 650 mM Kaliumacetat, maximale
Enzymaktivitat bei 150 mM) und wurde daher bei einer Salzkonzentration von 150 mM
Kaliumacetat vermessen. Wiederholte Frier-Tau-Zyklen flhrten ebenfalls zu
Aktivititsverlusten, so dass die Lagerung der ®"cN3B in Aliquots bei -80°C erfolgte und
jedes Aliquot nur zweimal verwendet wurde (entspricht maximal zwei Frier-Tau-

Zyklen).

3.1.9 Die ""cN3B ist m’GMP spezifisch

Die bekannten 5‘-Nukleotidasen katalysieren spezifisch die Dephosphorylierung von 5°-
NMPs und diskriminieren zwischen Purin- und Pyrimidinnukleotiden, sowie Desoxy-
und Ribonukleotiden (s. 2.1). Die 5-Nukleotidase °™cN3B ist ein Homologes der
pyrimidinspezifischen 5‘-Nukleotidasen. Das aus S2-Zellextrakt praparierte Enzym wies
jedoch hohe Umsatzraten mit m’GMP auf, einem Purinnukleotid. Dieses Paradoxon
wurde zundchst durch die Messung der 5'-Nukleotidaseaktivitat der rekombinanten

PMcN3B mit verschiedenen Substraten untersucht (s. 5.6.4-5).

Es wurden die 5’-Ribonukleotide m’GMP, GMP, CMP, AMP und UMP in verschiedenen
Konzentrationen mit dem Enzym inkubiert und die Dephosphorylierung tber die Zeit
gemessen. Die Menge an freigesetztem Orthophosphat wurde mit dem oben
beschriebenen colorimetrischen Dephosphorylierungstest ermittelt. Da es sich bei dem
verwendeten Test um eine diskontinuierliche Messmethode handelte, konnte damit
nur eine Endpunktbestimmung durchgefiihrt werden. Aus den erhaltenen Werten
wurden Produkt-Zeit-Kurven erstellt, die die freigesetzte molare Menge an
Orthophosphat pro Menge an eingesetztem Enzym Uber die Zeit aufzeigten (s. Abb.
3.7.A). Pro Kinetik wurden so viele Zeitpunkte gemessen, dass mindestens vier Punkte
im linearen Bereich der Umsatzkurve lagen. Mit fortschreitender Zeit sank die
Umsatzrate und die Kurve ndherte sich einer konstanten Produktkonzentration an.
Unter Substratsattigung wurde ein fast 90%iger Umsatz festgestellt. Jede Kinetik
wurde mindestens zweimal und bis zu viermal wiederholt. Die Freisetzung von

Orthophosphat aus den getesteten 5-NMPs durch die PMeN3B erfolgte linear zur
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eingesetzten Enzymmenge. Die PMcN3B wurde nicht durch die Produkte der Reaktion

inhibiert.
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Abb. 3.7 Die ""cN3B ist m’GMP spezifisch. A) Produkt-Zeit-Kurven fiir den Umsatz von m’GMP und 5'-
GMP katalysiert durch °"cN3B. Das Enzym setzt bevorzugt m’GMP um. Es wurden 50 ng Enzym mit 200
KM 5-NMP unter Standardreaktionsbedingungen inkubiert. Nach bestimmten Zeitpunkten wurden aus
dem Reaktionsansatz Proben entnommen und deren enzymatische Aktivitdt durch Zugabe der Malachit-
Grin-Farbelésung gestoppt. Die Absorption der Proben wurde bei 630 nm bestimmt und die
entsprechende Phosphatkonzentration mit Hilfe einer Eichgerade ermittelt. Die daraus berechnete
freigesetzte Phosphatkonzentration wurde gegen die Zeit aufgetragen. Durch lineare Regression wurden
die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v bestimmt. B) v-S-Diagramm der "™cN3B fiir m’GMP und 5
GMP. Die erhaltenen Kurven wurden nach Michaelis-Menten (Formel 2) ausgewertet (Sigma Plot® 12.5).
e, m’GMP; 0, 5“GMP.

Um die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v im steady state zu bestimmen, wurden
die Anstiege der Produkt-Zeit-Kurven im linearen Bereich durch lineare Regression
bestimmt. Die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten wurden dann als Funktion der
Substratkonzentration in einem Diagramm aufgetragen und die steady state-
Parameter aus der erhaltenen Hyperbolen nach der Michaelis-Menten-Gleichung
berechnet (s. Abb. 3.7.B; SigmaPlot12.5®; Michaelis et al. 2011):

Ve[S]
Kut[S]

v = (Formel 2)

mit v, als Reaktionsgeschwindigkeit, V als ,maximaler” Reaktionsgeschwindigkeit, [S], als

eingesetzte Substratkonzentration und Ky, als Michaelis-Menten-Konstante.

Die erhaltenen katalytischen Parameter fir die 5-Nukleotidaseaktivitit der "cN3B
mit verschiedenen 5’-Nukleotiden wurden in Tab. 3.3 zusammengefasst. Die

katalytische Effizienz eines Enzyms wird durch den ke/Km-Wert angegeben, die
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Spezifitatskonstante. Die Obergrenze des k..t/Km-Wertes ist die diffusionskontrollierte
Begegnung vom Enzym mit seinem Substrat und liegt im Bereich von 102 bis 10° M™es’
! Anhand der Spezifitatskonstanten (kc.t/Km) wurde deutlich, dass die rekombinante
PMcN3B das Substrat m’GMP um einen Faktor 60 gegeniiber 5-GMP bevorzugt. Das
Enzym wies einen Ky-Wert fir m’GMP von 12+2 uM auf und setzte annihernd 7
Molekiile m’GMP pro Sekunde um (Kkeat). Das Substrat 5-GMP wurde vergleichsweise
sehr viel langsamer umgesetzt, mit nur ca. einem Molekil pro Sekunde. Auch der Ky-
Wert fiur 5-GMP war ca. 10fach erhoht mit knapp 100 pM. Das ist deswegen
bemerkenswert, da sich diese beiden Guaninnukleotide strukturell sehr dhnlich sind
und das Enzym dennoch so distinkt zwischen diesen beiden Substraten unterscheiden
kann. Die mit dem rekombinanten Enzym erhaltenen Ky-Werte stimmten gut mit den
Werten der aus Extrakt gereinigten Dephosphorylierungsaktivitat iberein (Buschmann

2010): M’GMP Kyt app 3 HM; 5“GMP Ky app 100 M.

Tab. 3.3 Die enzymkinetischen Parameter der ""cN3B mit ausgewahliten 5‘-NMPs.

5"(d)NMP KM (HM) Ki (mM)1 Vmax kcat kcat/KM

(umolomin'lomg'l) (s™ (Mtes™)

m’GMP 12 +2 11 +0,7 6,6 553600
GMP 102 +11 1,510,2 0,9 8900
cmMpP 48 16 21 +1,6 12,7 264300
UmpP 91 4 2,4 26600
dumpP 264 4,5 2,7 10277
AMP 32 2,1 0,5 0,3 9400

1, K;, inhibitorische Konstante ermittelt nach Haldane (Reed et al. 2010).

Als Homologes der pyrimidinspezifischen 5-Nukleotidasen dephosphorylierte PMcN3B
auch 5-CMP sehr effektiv, und wies hierfiir einen zweifach hoheren k.+-Wert als fir
m’GMP auf. Jedoch war der Ky-Wert mit 486 uM deutlich héher, sodass der keat/Km-
Wert fir m’GMP am héchsten war, sprich die katalytische Effizienz der ®™cN3B war fur
m’GMP am besten. Andere 5-NMPs wie UMP, GMP und AMP waren mit Keyt/Kw-
Werten um 10° bis 10* Mes™ deutlich schlechtere Substrate fir die D. melanogaster-

Nukleotidase als 5-“CMP und m’GMP, die ket/Km-Werte bis 5¢10° M es™ aufwiesen.



44 Ergebnisse

Die "™cN3B wurde auBerdem mit 5-dUMP inkubiert. Auch hier katalysierte sie die
Dephosphorylierung dieses Desoxynukleotids mit einer katalytischen Effizienz von
1010" M™es™. Damit ist 5*-dUMP sogar ein besseres Substrat als 5-“AMP und 5-GMP
und nur um Faktor zwei schlechter als 5'-UMP. Die "™cN3B ist somit eine m’GMP-
spezifische 5-Nukleotidase, die jedoch auch eine Praferenz fir Pyrimidinnukleotide

aufweist, insbesondere 5'-CMP.

3.1.10 5“-AMP wirkt in hohen Konzentrationen inhibierend

Die 5‘-Nukleotidaseaktivitit der "™cN3B wurde durch héhere 5-~AMP-Konzentrationen

gehemmt (s. Abb. 3.8).

o
-
o

Abb. 3.8 5-AMP wirkt in hohen Konzentrationen
inhibierend auf °"cN3B. Dargestellt ist das v-S-
Diagramm von ""cN3B mit 5-AMP als Substrat. Der
Umsatz folgte nicht einer Michaelis-Menten-Kinetik.
In hohen Konzentrationen inhibierte 5-AMP die
PMcN3B-Aktivitit. Mit Hilfe der Haldane-Gleichung
fir die Substratiiberschusshemmung wurde eine
Regression durchgefiihrt und ein Ki-Wert von ca. 2
mM berechnet (Reed et al. 2010; Sigma Plot® 12.5).
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Die v-S-Charakteristik konnte daher nicht nach Michaelis-Menten ausgewertet werden.
An die Kurve wurde stattdessen die Gleichung der Substratiiberschusshemmung nach

Haldane angepasst (Reed et al. 2010):

v
v = — (Formel 3)
([S]+K'w+=-)

mit K;, als inhibitorischer Konstante.

Durch den Term [S]* wird zum Ausdruck gebracht, dass bei hohen
Substratkonzentrationen nicht etwa V  erreicht wird, sondern die

Reaktionsgeschwindigkeit gegen Null geht. Dieser Ansatz beruht auf der Annahme,
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dass ein zweites 5“AMP-Molekiil an den Enzym-AMP-Komplex binden kann und damit
zu einer verringerten Enzymaktivitat fihrt (analog zur unkompetitiven Inhibition).
Hierbei stellt der Term K; die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante fiir 5“AMP an der
zweiten Bindetasche vom Enzym-AMP-Komplex dar. Durch die Anpassung der Kurve
nach Formel 3 ergaben sich fir die PMcN3B fir das Substrat 5-AMP ein apparenter Ky-

Wert von 32 uM und ein K;-Wert von 2,1 mM.

Eine weitere Moglichkeit, den Aktivitatsverlust zu erklaren, ware die bei einigen 5'-
Nukleotidasen beobachtete Phosphotransferaseaktivitdit gewesen (s. 2.3.2). Hierbei
wird das kovalent ans Enzym gebundene Phosphat zuriick auf einen Phosphatakzeptor
tibertragen. Es wurde in dieser Arbeit auch gezeigt, dass ""cN3B tatséchlich fahig ist
Nukleosiddiphosphate zu binden und umzusetzen (s. 3.1.11). Theoretisch ware also die
Bildung eines ADP-Molekiils denkbar. Jedoch wurde durch die Zugabe von Apyrase (5
U, Sigma Aldrich), einer NTPase/NDPase, die Inhibition bei hohen 5‘-AMP-
Konzentrationen nicht aufgehoben, was darauf schlieBen lasst, dass die Bildung von
ADP nicht die Ursache fir die Inhibition ist. Die intrazelluldre 5-~AMP-Konzentration
kann durch den Abbau des in der Zelle vorliegenden ATPs tatsdachlich 2 mM erreichen
(s. 3.5.5). Damit ist diese Hemmung vermutlich kein Artefakt, das auf unphysiologische
Bedingungen zurlckzufiihren ist. Im Gegenteil, die Substratinhibition wdre eine
Regulationsmoglichkeit, um die Nukleotidpoolhomdostase unter ATP-depletierenden
Bedingungen in der Zelle zu gewdhrleisten, beispielsweise bei Sauerstoffmangel. Dann
namlich ist dem energiesparenden Prozess des Nukleotidrecyclings aus ihren 5°-
Nukleosidmonophosphaten der Vorzug zu geben. Durch die Inhibition kataboler

Enzyme, wie der PMcN3B, wird die ausreichende Versorgung mit 5-NMPs gesichert.

3.1.11 Die ®"cN3B dephosphoryliert auch m’GDP
Das 5“cap der mRNAs kann entweder durch das Enzym DcpS direkt zu m’GMP

abgebaut werden, oder durch die kombinierte Aktivitat der decapping-Proteine Dcp2
und Dcpl (s. 2.5). Dcp2 spaltet das 5'-cap in ein 5’-p-Polynukleotid und m’GDP (Parker
und Song 2004). Es wurde gezeigt, dass humanes DcpS und sein Homologes in Hefe

(Dcs1) auch in der Lage sind m’GDP zu m’GMP und Phosphat abzubauen, zumindest in
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Gegenwart von ATP (Taverniti und Séraphin 2015; van Dijk et al. 2003). Im
Widerspruch dazu wurde in Wypijewska et al. 2012 nur von einer hochaffinen Bindung
des m’GDPs durch rekombinantes DcpS berichtet, jedoch wurde keine
Dephosphorylierungsaktivitdt beobachtet. Sowohl humanes Dcp2 als auch DcpS
besitzen Homologe in Drosophila melanogaster (CG6169 und CG2091). Bei einer
Inkubation von 5‘-cap-markierter RNA in D. melanogaster-Embryoextrakt wurde
Evidenz fur eine DcpS-Aktivitat gefunden (Buschmann 2010). Eine Freisetzung von
m’GDP wurde in diesem Experiment jedoch nicht beobachtet. Das kann entweder an
einer fehlenden Dcp2-Aktivitit liegen oder freigesetztes m’GDP wird sofort weiter zu

Dm

m’GMP und Phosphat umgesetzt. Die "™cN3B wurde testweise mit m’GDP (Jena
Bioscience) inkubiert. Uberraschenderweise dephosphorylierte die 5‘-Nukleotidase
m’GDP zu 7-Methylguanosin und Phosphat. Die Rate war zwar 32fach niedriger im
Vergleich zum Substrat m’GMP, jedoch substanziell (s. Abb. 3.9.A). Die Behandlung mit
Pyrophosphatase (5 U, Fermentas) hatte keinen beschleunigenden Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit, auch wies die praparierte ®"cN3B keine kontaminierende

Pyrophosphataseaktivitat auf (s. Abb. 3.9.B).
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Abb. 3.9 7-Metyhl-GDP ist ein Substrat der ~cN3B. A) Produkt-Zeit-Diagramm der PMcN3B mit
verschiedenen m’G-Nukleotiden. Es wurden jeweils 500 uM m’GMP, m’GDP und m’GTP mit ""cN3B
unter Standardreaktionsbedingungen inkubiert. Fiir die Messung des m’GMP-Umsatzes wurden 2 ng/pL
PMcN3B eingesetzt. Fiir den Umsatz von m’GDP und m’GTP wurden 100 ng/pL Enzym eingesetzt. B) Die
Zugabe von Pyrophosphatase zum Reaktionsansatz hatte keine beschleunigende Wirkung auf den
Umsatz von m’'GDP. Es wurden 250 uM m’GDP mit 100 ng/uL PMCN3B  unter
Standardreaktionsbedingungen inkubiert. Der Reaktionsansatz mit ,+PPase’ enthielt auBerdem 5 U
Pyrophosphatase. PPi, Pyrophosphat (250 pM).
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Mit dem colorimetrischen Dephosphorylierungstest wurde zudem doppelt so viel
Orthophosphat detektiert, wie m’GDP eingesetzt wurde. Daraus lasst sich schlieRen,
dass das a- und PB-Phosphat des m’GDPs sukzessive abgespalten und nicht als
Pyrophosphat freigesetzt wurden. PMcN3B wurde auch mit m’GTP (Jena Bioscience)

inkubiert. Hier wurde jedoch keine Dephosphorylierung festgestellt.

Der Abbau von m’GDP durch die "cN3B war auch spezifisch fiir die methylierte
Variante von GDP. Nicht-methyliertes GDP wurde mit einer 40fach schlechteren Rate
umgesetzt als m’GDP. Neben diesen beiden Substraten wurde auch die
Dephosphorylierung von CDP getestet. Hier wurde ein sehr geringer Umsatz
beobachtet, der mit einer 200fach schlechteren Rate im Vergleich zu 5-CMP
vonstatten ging und auch schlechter als der Umsatz von m’GDP (Faktor 13 schlechter).
Fur die Zelle ist der Abbau von m’GDP bedeutsam (s. 4.3). Es muss verhindert werden,
dass dieses modifizierte Nukleotid versehentlich in Nukleinsauren eingebaut wird. In D.

Dm

melanogaster stellt die gefundene Aktivitat der ~"cN3B eine Mdglichkeit dar, auch

m’GDP aus dem Nukleotidpool zu entfernen.

3.1.12 Die "™cN3B weist keine Phosphotransferase-Aktivitdt auf

Die humane cN3A-Nukleotidase ist ebenfalls ein Homologes der PMcN3B. Wie in der
Einleitung beschrieben, wurde mit der "cN3A zumindest in vitro eine
Phosphotransferase-Aktivitdit nachgewiesen (Amici et al. 1997). Daher wurde
untersucht, ob auch die D. melanogaster-Nukleotidase diese Reaktion katalysieren
kann (s. 5.6.10). Um einen Phosphattransfer nachzuweisen, wurde als Phosphatdonor
5-3p-CMP gewshlt (s. 5.6.2). Als Phosphatakzeptor wurde 7-Methylguanosin (Jena
Bioscience) eingesetzt. Es wurde zunichst der Umsatz des **P-markierten 5-CMPs in
Abwesenheit des Phosphatakzeptors bestimmt. Hierfliir wurde das Enzym mit dem
Substrat inkubiert, nach bestimmten Zeitpunkten wurden Proben enthommen, und die
Reaktion wurde mit EDTA abgestoppt. Die Analyse der Proben erfolgte anschlieflend
mittels Dunnschichtchromatographie (5.6.3). Nach 28 Minuten Reaktionszeit waren
62% des 5-CMPs dephosphoryliert (s. Abb. 3.10.A und B). Wurde der Reaktion 7-

Methylguanosin beigemengt, wurde die Dephosphorylierung vom *’P-markierten 5‘-
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CMP konzentrationsabhdngig gehemmt. Es wurde jedoch kein Signal auf Héhe von
m’GMP detektiert. Diese Ergebnisse sind jedoch kritisch zu betrachten. Zum einen
wurde die Phosphotransferase-Reaktion der humanen cN3A zwar mit 5-CMP als
Donor gezeigt, als Akzeptor wurde jedoch Uridin im zehnfachen Uberschuss verwendet
(Amici et al. 1997). Auch die von Amici et al. 1997 tatsachlich eingesetzte Enzymmenge
konnte nicht ermittelt werden, da fir diese Experimente aktive Fraktionen einer
konventionellen, chromatographischen Reinigung aus Erythrozyten verwendet
wurden. Zum anderen wurde die Reaktion 120 Minuten lang inkubiert und hierbei eine
maximale Ubertragungsrate von nur 25% erzielt. Die Benutzung von 7-Methylguanosin
als Phosphatakzeptor war zudem nicht ideal, da das eventuell entstehende m’GMP
durch die °™cN3B, aufgrund ihrer hohen Spezifititskonstante fir m’GMP, sofort

wieder dephosphoryliert werden wirde.

Das Experiment wurde daher wiederholt, die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte
allerdings mittels ion pair reversed phase HPLC (IP-RP-HPLC) lber eine C18-Saule (s.
Abb. 3.10.C, s. 5.6.9). Hierfir wurde 5-CMP als Phosphatdonor und Uridin als
Phosphatakzeptor eingesetzt. Auch nach 120 Minuten Inkubationszeit wurde jedoch
kein 5“UMP bei der erwarteten Retentionszeit detektiert. Daher weist die ""cN3B

vermutlich keine Phosphotransferase-Aktivitat auf (s. 4.2).
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Abb. 3.10 ""cN3B zeigte keine Phosphotransferase-Aktivitdt. A und B) 5-**P-CMP (300 KM) wurde mit
PMcN3B (2 ng/pL) unter Standardreaktionsbedingungen (s. 5.6.5) inkubiert, nach bestimmten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA abgestoppt.
Die Analyse der Produkte erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (DC) und phosphor storage
screening (s. 5.6.3). Das Experiment wurde in Gegenwart steigender 7-Methylguanosin-Konzentrationen
(10, 50, 200 uM) wiederholt. Die angezeigten Laufhohen in A wurden mit nicht-radioaktiv markierten
Standards Uber ihre UV-Absorption ermittelt, auBer Phosphat (Pi). Die Laufhéhe von Phosphat wurde
iiber radioaktives *’P ermittelt. In B wurden die radioaktiven Signale von A mit ImageQuant®
quantfiziert. C) 5-CMP (100 uM) wurde mit Uridin (1 mM) und mit 5 ng/uL PMcN3B unter
Standardreaktionsbedingungen inkubiert. Nach bestimmten Zeitpunkten wurden Proben entnommen
und diese mittels IP-RP-HPLC (iber eine C18-Saule analysiert (s. 5.6.8-9).

3.2 Die humanen zytosolischen Pyrimidin-Nukleotidasen

Durch die Entdeckung der ®™cN3B und ihrer unerwarteten Aktivitat gegeniiber m’GMP
lag es nahe, auch die humanen Homologen, die "cN3A und die "cN3B, auf m’GMP-
Umsatz zu prifen. Da der ™cN3A keine Aktivitit gegeniiber Purinnukleotiden
nachgewiesen wurde (Amici et al. 1997; Paglia und Valentine 1975), wurde zunéachst

die "cN3B rekombinant dargestellt, gereinigt und niher charakterisiert.
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3.2.1 '™cN3B, eine putative m’GMP-spezifische 5“-Nukleotidase
Eine m’GMP-dephosphorylierende Aktivitait wurde bereits in K562-Zellextrakt

beobachtet, was die Existenz einer m7GI\/IP—spezifischen 5‘-Nukleotidase im Menschen
vermuten lieR (Buschmann 2010; Wang und Kiledjian 2001). Da die "™cN3A bereits gut
charakterisiert wurde, lag die Vermutung nahe, dass "cN3B im Menschen fiir den
Umsatz von m’GMP verantwortlich ist, ein bis jetzt nicht niher charakterisiertes
Protein. Um diese These zu priifen, wurde zunéchst die cDNA fir die "*cN3B aus HEK
(human embryonic kidney) 293-Zellen durch RT-PCR amplifiziert (s. 5.4.1-2). Das Gen
der ™cN3B weist 10 Exons auf (www.ensembl.org; NT5C3L). Durch alternatives
Spleilen entstehen hieraus 16 annotierte Transkripte, aber lediglich vier davon
ergeben ein Translationsprodukt. Fiir die Charakterisierung der "StN3B wurde die cDNA
der langsten Isoform 1 amplifiziert (NM 052935.4) und in einen Expressionsvektor
kloniert und das Protein in E. coli rekombinant erzeugt (s. 5.4.3 und 5.5.1-2). Die
Reinigung der humanen c¢N3B bis zur Homogenitdt erfolgte analog zum D.
melanogaster-Enzym (s. Abb. 3.4). Die Proteinkonzentration der gereinigten "ScN3B
betrug 29 uM (s. 5.5.3), und eine analytische Ultrazentrifugation ergab ein natives
Molekulargewicht von 34 kDa in Losung (s. Abb. 3.11). Bei einem vorhergesagten

Molekulargewicht von 34,4 kDa liegt die "cN3B, wie die °™cN3B, in Losung als

Monomer vor.
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Die "cN3B ist im Gegensatz zur ""cN3B redoxempfindlich (Daten nicht gezeigt). Fiir die
Vermessung der Nukleotidaseaktivitat wurde daher unter reduzierenden Bedingungen
gearbeitet (3 mM DTT, s. 4.2). Maximale Aktivitdat mit dem Substrat 5-CMP wurde bei
einem pH-Wert von 7,4 erreicht, und eine Behandlung mit EDTA im Uberschuss
inhibierte die Enzymaktivitat (Restaktivitat von 0,5%; Daten nicht gezeigt). Letzteres

bedeutet, dass auch die "cN3B ein magnesiumabhingiges Enzym ist.

3.2.2 '™cN3B katalysiert auch die m’GMP-Dephosphorylierung

Die 5-Nukleotidaseaktivitit der "cN3B wurde mit dem colorimetrischen
Dephosphorylierungstest bestimmt (s. 5.6.4-5). Nach Start der Reaktion durch Zugabe
von rekombinanter "cN3B zu m’GMP verlief die Dephosphorylierung zunéchst nicht
linear, sondern mit verlangsamter Reaktionsgeschwindigkeit (s. Abb. 3.12). Erst nach
Umsatz von ca. 20 uM Substrat wurde eine linear zeitabhangige Dephosphorylierung
erreicht. Eine dhnliche lag-Phase wurde auch fir das Substrat 5-CMP beobachtet.
Dieses Phanomen wurde durch die Verringerung der Reaktionstemperatur fiir beide
getesteten 5-Nukleotide noch ausgepragter (Daten nicht gezeigt). Durch Zugabe von
50 uM Phosphat zum Reaktionsstart wurde diese lag-Phase jedoch aufgehoben und
die Linearitdt wiederhergestellt (s. Abb. 3.12). Zur Bestimmung der

Nukleotidaseaktivitdat wurde daher zum Reaktionsstart immer 50 uM Phosphat

vorgelegt.
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Abb. 3.12 Der Umsatz von m’GMP durch "cN3B
verlief nicht linear, sondern wies eine anfangliche
lag-Phase auf. Es wurden 100 ng Enzym mit 500 pM
Substrat  unter  Standardreaktionsbedingungen
inkubiert und die freigesetzte Menge an
Orthophosphat mit dem colorimetrischen
Dephosphorylierungsassay bestimmt. Unter
Standardbedingungen wurde eine /lag-Phase zu
Beginn der Reaktion festgestellt. Die Linearitat
wurde durch Zugabe von 50 uM Orthophosphat zum
Reaktionsstart wieder hergestellt.
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Die "™cN3B wurde mit verschiedenen 5-NMPs inkubiert und die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit und Ky nach Michaelis-Menten ermittelt (s. Tab. 3.4).

Daraus wurden die enzymspezifischen Parameter ket und keat/Ky berechnet.

Tab. 3.4 Kinetische Parameter der "*cN3B mit verschiedenen 5'-NMPs als Substrat.

5‘-NMP Kn (LM) Vnax (HMoleminemg™) Keat (s™) Keat/ K (M 0s5™)
m’GMP 8+2 0,81+0,13 0,5 58000
GMP 355423 0,13+0,04 0,07 210
CMP 80+7 1242,1 6,9 87000
UMP 440 10,7 6,1 14000
AMP 460 0,07 0,04 88

Die "cN3B wies den niedrigsten Ky-Wert fiir m’GMP auf mit 8+2 pM. Dieser Wert war
noch niedriger als der des homologen Enzyms aus D. melanogaster. Im Vergleich zur
PMcN3B war jedoch die maximale Reaktionsgeschwindigkeit des humanen Enzyms fur
den Umsatz von m’GMP fast um das 13fache verringert. Besonders hohe Vpax-Werte
wurden flr die Substrate 5-CMP und 5-UMP erreicht. Das hatte zur Folge, dass die
"StN3B die hachste katalytische Effizienz (keat/Kw) fiir 5-CMP zeigte, nicht fir m’GMP.
Das humane Enzym unterschied auBerdem noch stringenter zwischen methyliertem
und nicht-methyliertem 5-GMP und bevorzugte m’GMP um einen Faktor von 280
gegeniiber 5-GMP. Bemerkenswerterweise wies die "*cN3B im Gegensatz zur ""cN3B
ein sehr schmales Substratspektrum auf. Hierbei waren 5“CMP und m’GMP die
deutlich besten Substrate mit ke/Km-Werten um 10* M™es™. Das Substrat 5-UMP
wurde bereits deutlich schlechter umgesetzt, was auf einen hohen Ky-Wert von 440
UM zurickzufihren ist. Fir die Substrate 5-AMP und 5-GMP wurden sowohl hohe Ky-
Werte (460 und 355+23 uM), als auch niedrige Vmax-Werte (0,07 und 0,13+0,04
umolemin®emg™) ermittelt. Dadurch erreichte die katalytische Effizienz fiir diese
beiden Substrate lediglich Werte von 88 bis 210 Mes. Es wurde keine inhibierende

Wirkung von hohen Konzentrationen von 5-AMP festgestellt.
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Es wurde geschlussfolgert, dass es sich bei der "™cN3B um eine m’GMP- und
pyrimidinspezifische 5‘-Nukleotidase handelt. AuBerdem wurde angenommen, dass

die "cN3B tatsachlich das homologe Enzym zur ®cN3B ist.

3.2.3 ™cN3A kann ebenfalls m’GMP dephosphorylieren

Die humane cN3A wurde als pyrimidinspezifische 5‘-Nukleotidase beschrieben und
setzt hauptsachlich 5-CMP und 5-UMP um (s. 2.4.2). Eine Aktivitdt mit dem Substrat
5“IMP wurde nicht beobachtet (Paglia und Valentine 1975). Um dennoch die
Moglichkeit zu testen, dass auch diese 5‘-Nukleotidase in der Lage ist, m’GMP
umzusetzen, wurde die cDNA der "SeN3A aus HEK293-Zell-RNA durch RT-PCR
amplifiziert (s. 5.4.1-2). In der Literatur wurden bereits vier Isoformen dokumentiert,
die durch alternatives SpleiBen des primdren Transkriptes entstehen. Das
Proteinprodukt der Isoform 3 wurde vorrangig aus Erythrozyten gereinigt und
charakterisiert (Marinaki et al. 2001). Daher wurde die cDNA der Isoform 3 in einen
Expressionsvektor kloniert und das Protein in E.coli rekombinant dargestellt (s.5.4.3

und 5.5.1-2).

Das erzeugte Hise-SUMO-"cN3A war in I6slicher Form sehr instabil und bildete
Aggregate. Insbesondere die Abspaltung des SUMO-Affinitatspeptids fiihrte zum
vollstandigen Verlust nativen Proteins. Die Reinigung der "cN3A bis zur Homogenitat
gestaltete sich also schwierig. Durch eine Optimierung der Reinigungsbedingungen war
es moglich volllanges, 16sliches "cN3A zu préparieren (s. Abb. 3.4). Dies gelang durch
die Verwendung von Saccharose im Reinigungspuffer anstatt des zuvor benutzten
Glycerins. Glycerin erhoht zwar die Lo6slichkeit von Proteinen, jedoch auch
denaturierter Proteine und wirkt sich dadurch wenig stabilitatsférdernd aus.
Saccharose verringert die Loslichkeit geringfligig, stabilisiert jedoch besonders das
Peptidrickgrat nativ gefalteter Proteine (Auton et al. 2011). Dadurch blieb "StN3A auch
nach Abspaltung des SUMO-Peptides in Losung. Nach einem weiteren
Reinigungsschritt Uber Heparin-Sepharose wurden nur noch sehr wenige

kontaminierende Banden mit hoherem Molekulargewicht detektiert. Fir die
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durchzufiihrenden Analysen wurde daher die "cN3A-Konzentration densitometrisch

Uber SDS-PAGE-Analyse bestimmt, sie betrug 6,3 uM (s. 5.5.3).

Tab. 3.5 Kinetische Parameter der "cN3A fiir die Substrate 5-CMP und m’GMP.

5-NMP Ky (M) Vo (pmolemin™emg™) keat (57)  Keat/Kn (M7 0s™)
m7GMP 15 0,5 0,3 22800
CMP 80 15 9,5 118600

Mit der gereinigten "cN3A-Praparation wurde der Umsatz von 5-CMP und m’GMP
untersucht und die enzymkinetischen Parameter Ky und V. bestimmt (s. Tab. 3.5).
Der Ky-Wert fir 5-CMP lag mit 80 uM im Erwartungsbereich, Gberraschenderweise
wurde fir m’GMP jedoch ein Ky-Wert von ca. 15 uM bestimmt. Diese Werte dhneln
denen der HScN3B, die ebenfalls fiir 5-CMP einen Ky-Wert von 80 uM aufwies. Der Ky-
Wert fiir m’GMP unterschied sich nur um Faktor 2 zwischen "*cN3B und "cN3A. Das
gereinigte "StN3A setzte 5-CMP nur 30fach schneller um als m’GMP. Vergleicht man
die katalytische Effizienz des Enzyms fiir beide Substrate, bevorzugt die "™cN3A das
Substrat 5“CMP um einen Faktor von ca. 5. Da das paraloge Enzym "cN3B hierbei
einen Faktor von 1,5 aufweist, kann man annehmen, dass die "cN3A tatsichlich darauf
spezialisiert ist, Pyrimidinmonophosphate umzusetzen, dass im Menschen jedoch

sowohl "cN3A als auch "cN3B fiir den Umsatz von m’GMP verantwortlich sind.

3.3 P™cN2, die zweite zytosolische 5°-Nukleotidase in D. melanogaster

3.3.1 Homologiestudien identifizieren das Gen CG32549

Wie in der Einleitung beschrieben, sind im Menschen bereits mehrere zytosolische 5°-
Nukleotidasen ndher charakterisiert worden. Sucht man mit diesen Proteinsequenzen
nach Homologen in D. melanogaster (blast, pubmed-Datenbank) findet man nur zwei
Ubereinstimmungen. Das Homologe zu den zytosolischen, pyrimidinspezifischen 5'-
Nukleotidasen ist die bereits beschriebene P™cN3B. Eine zweite zytosolische 5'-
Nukleotidase wurde als Homologes der purinspezifischen 5‘-Nukleotidase cN2

identifiziert, das Genprodukt von CG32549. Das Gen CG32549 befindet sich auf dem X-
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Chromosom (zytogenetische Position 17A10-17A11) und ist circa 20000 Basenpaare

lang.

Es wurden bis jetzt sechs Transkripte annotiert, die jedoch nur flr vier verschiedene
Polypeptide kodieren. Innerhalb eines sehr langen Introns von CG32549 befindet sich
noch ein weiteres putatives Gen, CG34328, das nur knapp 500 Basenpaare lang ist und
ein theoretisches Translationsprodukt von 133 Aminosduren erzeugen wirde. Ein
Homologes zu diesem kleinen Gen wurde nur in der nahverwandten D. simulans
gefunden, in keinem weiteren Organismus. Es wurden aulRerdem nur sehr wenige
sogenannte expressed sequence tags detektiert, die auf die tatsachliche Existenz eines

Transkriptes hindeuten.

Durch Auswertung der Daten des modENCODE Drosophila-Transkriptom-Projektes und
der FlyAtlas-Datenbanken wurde ersichtlich, dass auch das Transkript der CG32549
wahrend der gesamten Fliegenentwicklung nachweisbar ist (s. Abb. 3.13.A und B;
Flybase-ID: FBIcO000085; Graveley et al. 2011 und FBIc0000157; Chintapalli et al. 2007.
Das CG32549-Expressionslevel ist im Vergleich zur ®™cN3B im Durchschnitt hoher
wahrend der Fliegenentwicklung und erreicht in L3-Larven ein Expressionsmaximum.
Nur wahrend der Embryogenese im Bereich zwischen 2-6 h ist das Expressionslevel von
CG32549 niedriger als das der "™cN3B. Im Gewebe von adulten Fliegen wurde das
meiste Transkript im Rumpf und Fettkorper gefunden und in weiblichen Fliegen
zusatzlich in den Spermathecen (s. Abb. 3.13.C und D). Auch im Larven-Fettkorper

wurde CG32549 mit sehr hohem Expressionslevel detektiert.



56 Ergebnisse

A 80
B DmcN2
70 A
g o
Q
@ 50 -
2
2 40 -
o
g 30 -
w
20 A
10 +
SlN|T)|w ] ) Nlem~|O|N|S|N|O|T| |0 = |
2]z g2 &8 | [Bl5]215]°]7] B7["[®
Embryo (h) Li|L2 L3 Ww. Puppe A. A.
Prapuppe IMannchen|Weibchen
C Tracheen B Expressionslevel Expression
Z. Nervensystem W Adult 0 keine
Rumpf OLarve N
m. Anhangsdriisen 1-3 sehrniedrige
Testis 4-10 niedrige
Ovarien
befr. weibl. Spermatheca 11-25 moderate
unbefr. weibl. Spermat::leca 26-50 moderat hohe
erz
Speicheldriise 51-100 hohe
Fettkorper
Malph. GefaBe - -
Dickdarm D Expressionslevel Expression
Mitteldarm 0-9.9 keine
Th(c:)rrca,g 10-99.9 niedrige
Gehirn 100-499.9 moderate
?(l;i? 500-999.9 hohe
i . i ' ) >999.9 sehrhohe
0 500 1000 1500 2000 2500

Expressionslevel

Abb. 3.13 Expressionsprofil des Gens CG32549. Fiir Details zur Datenauswertung siehe Abb. 3.1. A und
B) Transkriptexpression von CG32549 wahrend der D. melanogaster-Entwicklung. Das Transkript ist in
allen untersuchten Stadien nachweisbar mit einer niedrigen bis hohen Expression. Die hdchste
Expression wurde in L3-Larven detektiert. C und D) Gewebespezifische Transkriptexpression in Larven
und adulten Tieren. Das Transkript CG32549 wurde insbesondere im Fettkdrpergewebe mit sehr hohem
Expressionslevel detektiert. L, Larve; W., weil; A., Adult; Z., Zentrales; m., mannliche; befr./unbefr.
weibl., befruchtete/unbefruchtete weibliche; Malph., malphigische.
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3.3.2 Die rekombinante Darstellung von °"cN2
Die cDNA der Transkriptisoform B der ®cN2 wurde in einen Expressionsvektor kloniert
und die Hise-SUMO-""cN2 rekombinant in E.coli erzeugt (s. 5.4.4 und 5.5.1-2). Das

Protein wurde analog zur °™

cN3B zunachst durch Ni-NTA-Affinitatschromatographie
gereinigt. Als Kontrolle wurde parallel ein E. coli-Ansatz ohne Transformation mit dem
Expressionsplasmid  mitgefiihrt und das Lysat ebenfalls einer Ni-NTA-
Affinitatschromatographie unterzogen, um eine kontaminierende
Dephosphorylierungsaktivitdt auszuschlieBen. Die 5°‘-Nukleotidaseaktivitat beider
Ansdtze wurde Uber die Dephosphorylierung von 5-IMP mit Hilfe des colorimetrischen
Dephosphorylierungstestes gemessen. Bereits nach dem ersten Reinigungsschritt
durch die Ni-NTA-Chromatographie wurde in den Fraktionen des nichttransformierten
Ansatzes kein 5‘-IMP-Umsatz mehr detektiert (s. Abb. 3.14.A). Im Gegensatz dazu
wurde im E.coli-Ansatz, der mit dem Expressionsplasmid transformiert wurde, unter
den gleichen Expressions- und Reinigungsbedingungen ein eindeutiges Aktivitatsprofil
erhalten (s. Abb. 3.14.B). Die Hohe der gemessenen Aktivitat korrelierte zudem mit der
Intensitat einer Proteinbande in einer SDS-PAGE der getesteten Ni-NTA-Fraktionen.
Das Protein wies eine molekulare GréBe von ca. 88 kDa auf. Das theoretische

Molekulargewicht der Hisg-SUMO-""cN2 betrégt nach Protean® 83,2kDa.

Nach Abspaltung des Hiss-SUMO-Tags erfolgte die weitere Reinigung der PMEN2 bis zur
Homogenitdt Uber eine weitere Ni-NTA-Chromatographie, eine MonoQ- und eine
Hydroxyapatitchromatographie (s. 5.5.2). Die Fraktionen der finalen Hydroxyapatit-
chromatographie, die die ®cN2 in akzeptablen Mengen enthielten, wurden vereinigt,
dialysiert, und die Proteinkonzentration wurde densitometrisch lber eine SDS-PAGE-
Analyse bestimmt (s. 5.5.3). Die rekombinante PMeN2 wies in der SDS-PAGE-Analyse
eine molekulare GroRe von 60 kDa auf (erwartetes Molekulargewicht 69 kDa,

Protean®). Die Konzentration des gereinigten Enzyms betrug 0,9 uM (s. Abb. 3.4).
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Abb. 3.14 Fraktionsprofile der Ni-NTA-Affinititschromatographie zur Reinigung der ""cN2. Dargestellt
sind die Proteinkonzentrationen (schwarze Balken) und die spezifischen Aktivititen (Kreise) der
getesteten Fraktionen. A) Die Ni-NTA-Chromatographie wurde mit Lysat eines nichttransformierten
E.coli-Ansatzes durchgefiihrt. B) Die Ni-NTA-Chromatographie wurde mit E. coli-Lysat durchgefiihrt,
welches rekombinantes HisG—SUMO—DchZ enthielt. Die Proteinkonzentration der Fraktionen wurde
mittels Bradford-Assay ermittelt. Die spezifische Aktivitdit wurde mit 5-IMP als Substrat unter
Standardreaktionsbedingungen mit dem colorimetrischen Dephosphorylierungstest bestimmt. Fth, flow
through.

3.3.3 Die "™ cN2 ist ein Tetramer

Aufgrund der eher geringen Konzentration an praparierter ""cN2 war eine analytische
Ultrazentrifugation zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes nicht maoglich.
Um dennoch Aufschluss iber den Oligomerisierungszustand zu erhalten, wurde eine
Gelfiltration Uber Sephacryl 200 durchgefiihrt (s. 5.5.2.5). Die Fraktionen der
Gelfiltration wurden durch eine SDS-PAGE-Analyse mit anschlieBender Silberfarbung
auf ihren Proteingehalt analysiert. Die "™cN2 wurde wahrend der Konzentrierung
teilweise leicht abgebaut, denn wie in Abb. 3.15 zu erkennen ist, waren deutlich zwei

Proteinbanden im load vorhanden. Aus Kalbsthymus isolierte cN2 wies ebenfalls nach
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kurzer Zeit zwei Proteinbanden in einer SDS-PAGE-Analyse auf (59 und 54 kDa), die
beide immunoreaktiv auf einen cN2-spezifischen Antikorper reagierten (Allegrini et al.
2004). Das 54 kDa-Protein war in diesen Studien voll aktiv und zeigte vergleichbares
Verhalten in Gegenwart von Effektoren wie volllanges Protein. Beide Proteinspezies
verhielten sich auch sehr dhnlich wahrend der Gelfiltration, so eluierten beispielsweise
beide in zwei Peaks. Im ersten Peak eluierte der Grof3teil des aufgetragenen Proteins
mit einer molekularen Masse von ca. 565 kDa. Im zweiten Peak wurde deutlich
weniger Protein eluiert mit einem Molekulargewicht von ca. 240 kDa. Neben dem
Proteingehalt wurde auch die 5-Nukleotidaseaktivitat der Fraktionen getestet (s. Abb.
3.15). Hierfir wurde der Umsatz von 5-IMP mit Hilfe des colorimetrischen
Dephosphorylierungstestes bestimmt. Nur die Fraktionen des zweiten Peaks bei 240
kDa wiesen eine deutliche 5-IMP-Nukleotidaseaktivitdt auf, was darauf schlieRen lasst,
dass es sich beim ersten Peak zwar um ein Oligomer der ®"cN2 handelte, dieses jedoch

nicht aktiv zu sein scheint.
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Abb. 3.15 Bestimmung des nativen Molekulargewichts der ""cN2 iiber Gelfiltration. Die Fraktionen der
Gelfiltrationschromatographie wurden auf ihren Proteingehalt durch eine SDS-PAGE-Analyse analysiert
(Gelbild oben) und auf ihre 5'-Nukleotidaseaktivitdt gegeniiber 5-IMP getestet (Aktivitatsprofil unten).
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Mit dem detektierten Molekulargewicht von ca. 60 kDa in der SDS-PAGE-Analyse ist
davon auszugehen, dass der zweite Peak tetrameres ""cN2 beinhaltete. Dies deckt sich
mit den Eigenschaften der humanen cN2, die als Tetramer kristallisiert wurde (s. 2.4.1,
s. Abb. 2.8). Bei einer Gelfiltration von boviner cN2 wurde ebenfalls ein zusatzliches
Oligomer mit einem Molekulargewicht um 720 kDa detektiert, welches keine 5°-
Nukleotidaseaktivitat aufwies (Pesi et al. 2010). Dieser Peak war jedoch nicht
vorhanden, wenn die Expression bei deutlich niedrigeren Temperaturen stattfand.
Vermutlich wurde bei hoheren Temperaturen cN2 exprimiert, das zwar |6slich, jedoch
nicht korrekt gefaltet vorlag. Dieses hat sich dann zu héhermolekularen Komplexen

zusammengelagert.

3.3.4 Enzymologische Charakterisierung der °"cN2

Damit die kinetische  Charakterisierung der °"cN2  unter  optimalen
Reaktionsbedingungen stattfinden konnte, wurde zundchst die Aktivitdit der
rekombinanten "™cN2 mit 5“IMP bestimmt. 5“IMP ist das bevorzugte Substrat der
humanen c¢cN2 mit einem Ky-Wert von 0,2 mM und einer maximalen

Reaktionsgeschwindigkeit von 7 uMemin*emg™ (Bretonnet et al. 2005).

= 09 . —_— .

Y Abb. 3.16 Die Aktivitit der ""cN2 ist pH-
? 08 abhdngig. Die Aktivitdit wurde mit dem
£ 07 Substrat  5“-IMP  getestet und die
£ o6 Freisetzung von Phosphat mit dem
% 0,5 colorimetrischen Dephosphorylierungs-
€ 04 assay gemessen. Fir den Aktivitatsassay
2 0.3 wurden Puffer verschiedener pH-Werte
" verwendet.

2 02

2

£ 01

< 9

53 65 6,8 7 7,5 8 9,3
pH-Werte

Die hochste P™cN2-Aktivitit mit 5-IMP als Substrat wurde bei pH 7,0 ermittelt (s. Abb.
3.16). Auch die Abhangigkeit der "™cN2 vom Cofaktor Mg”* wurde experimentell
bestatigt. Eine Inkubation mit EDTA flhrte zu einem vollstandigen Aktivitdtsverlust (s.

Abb. 3.17.D). Durch anschlieBende Zugabe von Magnesiumacetat im Uberschuss
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wurde die Aktivitat zu 53% wieder hergestellt. Des Weiteren wurde auch die
Redoxempfindlichkeit der ""cN2 getestet. Hierfir wurde das Enzym entweder mit DTT
oder GSSG zehn Minuten vorinkubiert und dann dessen Aktivitat mit 5-IMP bestimmt.
Es wurde eine leichte Stimulation der Aktivitdt mit DTT beobachtet. Die Inkubation mit
GSSG hatte keinen negativen Effekt auf die 5-Nukleotidaseaktivitit der ""cN2. Die
Vermessung der PMEN2 zur Bestimmung der katalytischen Parameter Ky und Vpax
wurde daher unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Es wurde auRRerdem
untersucht, ob die Zugabe von ATP (1 mM) einen stimulierenden Einfluss auf die
Aktivitat der ®™cN2 hat. In der Literatur wurde ATP als starker Aktivator der "cN2
beschrieben (Itoh 1993). Tatsachlich wurde auch das D. melanogaster-Enzym durch
ATP aktiviert. Es wurde eine Steigerung des Vma.-Wertes von Faktor 5 unter
Substratsattigung festgestellt (Daten nicht gezeigt). Es wurde jedoch auf eine Zugabe

von ATP wdhrend der Bestimmung der enzymkinetischen Parameter verzichtet.

3.3.5 Die ®"cN2 weist hohe Ky-Werte fiir alle Substrate auf

Das Enzym wurde mit verschiedenen 5-NMPs inkubiert und die zeitabhdngige
Dephosphorylierung mit Hilfe des colorimetrischen Dephosphorylierungstestes
bestimmt, um die Substratspezifitat der ®"cN2 zu testen. Die Dephosphorylierung der
getesteten 5-NMPs erfolgte linear (iber die Zeit und die eingesetzte
Enzymkonzentration. Aus den Progesskurven wurden die initialen
Reaktionsgeschwindigkeiten bestimmt und diese gegen die verwendete Substrat-
Konzentration aufgetragen. Unerwarteterweise spiegelten die erhaltenen v-S-
Diagramme keinen Zusammenhang nach Michaelis-Menten wieder, sondern zeigten
eine sigmoide Abhédngigkeit (s. Abb. 3.17.A-C). Tatsachlich wurde dies auch fur
gereinigtes cN2 aus Rattenleber festgestellt, in spateren Analysen jedoch entweder
durch Zugabe hoher Salzkonzentrationen oder durch Zusatz von ATP umgangen (ltoh
1981; van den Berghe et al. 1977). Enzyme, die aus mehreren Untereinheiten
aufgebaut sind und dadurch mehrere aktive Zentren besitzen, weisen hadufig ein
kooperatives Verhalten auf und sind allosterisch reguliert. Die Kooperativitdt solcher

Enzyme duBert sich in einem sigmoiden Zusammenhang der Reaktionsgeschwindigkeit
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und der Substratkonzentration. Da die "™cN2 nativ als Tetramer vorliegt und somit vier
aktive Zentren aufweist, ist die kooperative Wechselwirkung der Untereinheiten eine

mogliche Erklarung fir die beobachtete Sigmoiditat.
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Abb. 3.17 Die enzymkinetische Charakterisierung der PMeN2 mit verschiedenen 5‘-NMPs, sowie die
Abhingigkeit des Enzyms vom Cofaktor Mg”*. A-C) Dargestellt sind v-S-Charakteristiken von ""cN2 mit
verschiedenen 5-NMPs. D) Die 5-Nukleotidaseaktivitit der °"cN2 ist magnesiumabhingig. Die
Freisetzung von Orthophosphat durch die °"cN2 wurde mit Hilfe des colorimetrischen
Dephosphorylierungstest ermittelt. Im dargestellten Produkt-Zeit-Diagramm sind folgende Kinetiken mit
jeweils 100 ng Enzym und 2 mM 5-IMP erfasst: ®, Reaktionsmix mit 2,5 mM Magnesiumacetat; o,
Reaktionsmix mit DchZ, das mit 10 mM EDTA 10 min vorinkubiert wurde; A, Reaktionsmix, wie e,
jedoch mit Zugabe von 12,5 mM Magnesiumacetat nach Vorinkubation.

Um dennoch numerische Aussagen zur Enzymkinetik treffen zu kdnnen, wurde fir die
Auswertung der v-S-Diagramme die Hill-Gleichung verwendet, ein nichtlineares
Regressionsmodell, obwohl dieses einige Limitationen aufweist (Prinz 2010; Weiss
1997; Heck 1971). Die Hill-Gleichung ergibt sich durch die simple Annahme, dass eine
Vielzahl an Substraten an einen Rezeptor binden kann, jedoch an verschiedene
Bindestellen (Formel 4). Sie ist damit eine Erweiterung der Michaelis-Menten-

Gleichung (Formel 5):
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nxS+E - S°F (Formel 4)
_ Vmax*[s]n
v = Kot [S]" (Formel 5)

mit v, als Reaktionsgeschwindigkeit, V.x, als maximale Reaktionsgeschwindigkeit, n, als Hill-
Koeffizient als ein MaR fir die Kooperativitat, [S], als Konzentration an freiem Substrat und K

als apparente Assoziationskonstante.

Diese Vereinfachung ist plausibel, solange nur ein Substrat mit einer Bindestelle
(Rezeptor) interagiert. Da fur die SN2 jedoch bereits gezeigt worden ist, dass pro
aktivem Zentrum nur ein 5-NMP gebunden werden kann, ist dieses Modell
hinreichend flr die Auswertung der erhaltenen Kurven. Die Ergebnisse wurden in Tab.
3.6 zusammengefasst. Die Spezifitatskonstanten (ke/K) der PMeN2 waren fir 5-IMP
und 5-GMP am hochsten. Diese Substrate wurden auch fur andere cN2-Enzyme als die
besten identifiziert, auch fir die "™cN2 (s. 2.4.1). Die ®cN2 weist auRerdem sehr viel
hohere K-Werte fiir ihre Substrate auf als die ®"cN3B. Die fir 5-IMP und 5-GMP
ermittelten K-Werte sind vergleichbar mit Daten die fiir andere cN2-Enzyme ermittelt
worden sind (z. B. fur 5-IMP 0,2-1,4 mM und fiir 5-GMP 0,7-1,6 mM; Bretonnet et al.
2005). Die ™cN2 war auch in der Lage Pyrimidinnukleotide umzusetzen, jedoch mit
sehr niedrigen kct/K-Werten. Das schlechteste Substrat fur die PMeN2 war jedoch 5°-
AMP mit einem kest/K-Wert von ca. 50 Mes™. Diese enzymkinetischen Parameter sind
im physiologischen Kontext jedoch mit Vorbehalt zu betrachten, da die ®™cN2 durch
ATP aktiviert wird. Bei einer zellularen ATP-Konzentration von ca. 2 mM ist eine
erhohte maximale Geschwindigkeit der °™cN2 sehr wahrscheinlich. Trotzdem
bedeuten die hohen K-Werte bereits, dass vermutlich nur die °™cN3B im D.
melanogaster-Embryo flr eine signifikante Dephosphorylierung von 5-AMP

verantwortlich ist.

Die ®™cN2 wurde auch mit m’GMP inkubiert, jedoch konnten fiir dieses Substrat die

enzymkinetischen Parameter K und Vq.x nicht bestimmt werden. Mit einer
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Endkonzentration an m’GMP von 5 mM und einer Enzymmenge von ca. 1 ug wurde
eine Reaktionsgeschwindigkeit von 0,01 umolemin®emg™ erreicht. Der Assay konnte
nicht mit héheren m’GMP-Konzentrationen durchgefiihrt werden, da das kommerziell
erworbene m’GMP nur eine maximale Konzentration von 10 mM besaR. Die
ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten bis 5 mM m’GMP lassen jedoch vermuten,
dass sich der K-Wert der ™cN2 fiir m’GMP Uber 5 mM befindet. Damit tragt die
PMeN2-Aktivitat nicht zu einem signifikanten Umsatz an m’GMP im D. melanogaster-

Embryo bei.

Tab. 3.6 Enzymkinetische Parameter der PMeN2. N.d., nicht determiniert.

5-NMP  K(mM)  Vpa (umolemin“emg™) ke (s™)  ke/K (M7es™)

IMP 2,0 2,1 2,44 1221
AMP 12,1 0,5 0,58 48
GMP 1,3 0,7 0,81 623
CMP 13,4 0,9 1,05 78
umpP 22,2 1,6 1,86 84
m’GMP n.d. n.d.

3.3.6 Die™cN2 ist 5“GMP-spezifisch

Von den sieben bekannten zytosolischen 5‘-Nukleotidasen im Menschen ist nur die
"StN2 als 5-IMP/5‘-GMP-spezifisch beschrieben worden (s. 2.4.1). Da m’GMP eine
modifizierte Variante des 5-GMPs ist, sollte zur Kontrolle auch die "cN2 auf einen
Umsatz von m’GMP getestet werden. Die cDNA der "cN2 wurde durch RT-PCR auf
RNA aus U20S-Zellen (humane Osteosarkoma-Zelllinie) amplifiziert und in einen
Expressionsvektor kloniert (s. 5.4.1-3). Das Protein wurde dann rekombinant in E. coli
erzeugt (Buschmann 2010). Die Reinigung bis zur Homogenitat erfolgte innerhalb der
Promotionsarbeit und ergab vollstandiges "cN2 mit einer Konzentration von 10,2 pM
(s. 5.5.3). Die 5-Nukleotidaseaktivitat der praparierten "*cN2 wurde mit 5-GMP und
m’GMP bestimmt und der Umsatz mit dem colorimetrischen Dephosphorylierungstest

untersucht (s. Abb. 3.18).
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— 200 Abb. 3.18 Die "cN2 ist eine 5’-GMP-spezifische
§ ® m7GMP Nukleotidase. Es wurden 330 ng Enzym mit 3
- 160 mM Substrat bei Standardreaktionsbedingungen
c inkubiert. Nach bestimmten Zeitpunkten wurden
g 120 ; dem Reaktionsansatz Proben entnommen und
o der Phosphatgehalt mit dem colorimetrischen
E 80 1 Dephosphorylierungstest bestimmt. ®, m’GMP;
+ 0, 5“GMP.
c 40 1
L
3
k! 0 >
Q. 0 10 20 30 40 50

Zeit (min)

Die 5-IMP/5'-GMP-spezifische 5‘-Nukleotidase ist bereits sehr gut charakterisiert
worden, so dass auf eine erneute Bestimmung des Ky-Wertes fiir 5'-GMP verzichtet
wurde (Bretonnet et al. 2005). Es wurde jedoch die maximale Reaktions-
geschwindigkeit unter Substratsattigung bestimmt und diese korrelierte sehr gut mit
den in der Literatur angegebenen Werten (6-30 ul\/lomin'lomg'l). Mit dem Substrat
m’GMP wurde eine minimale Dephosphorylierung tiber die Zeit beobachtet mit einer
350fach schlechteren Rate als fiir 5-GMP. Daraus wurde geschlossen, dass es sich bei
der humanen cN2 tatsachlich um eine 5-GMP-spezifische, nicht m’GMP-spezifische 5*

Nukleotidase handelt.
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3.4 Kristallstrukturanalysen

Wie in den voran gegangen Kapiteln gezeigt wurde, setzt die ""cN3B neben den
erwarteten Pyrimidinnukleotiden 5-CMP und 5°-UMP auch das Purin-Nukleotid
m’GMP um. Tatsichlich waren auch die humanen Homologen der PMcN3B in der Lage,
m’GMP zu dephosphorylieren, obwohl postuliert worden war, dass diese Enzyme
Purinnukleotide nicht in ihrem aktiven Zentrum binden kénnen (Grobosky et al. 2012).

Dm

Um zu klaren, wieso m’GMP ein Substrat der "™cN3B ist, wurde das Enzym in
Gegenwart von 7-Methylguanosin bzw. Cytidin kristallisiert und dann deren Struktur
durch Rontgenstrukturanalyse gelost (Dr. Thomas Monecke, Arbeitsgruppe Prof. Dr.

Ralf Ficner, Georg-August-Universitdt Gottingen).

3.4.1 P°"cN3B-Kristallstruktur zur Untersuchung der Substraterkennung

Die "™cN3B wurde in Gegenwart des Produktes 7-Methylguanosine und Mg2+
kristallisiert (Monecke et al. 2014; PDB-ID: 4NVO0). Im Kristallisationsansatz befand sich
zu dem eine Mischung aus AlCl; und NaF, die in Losung AlF; bilden sollten, einem
Ubergangszustandsanalogon fiir Phosphoryltransfer-Reaktionen. Als Startmodell zur
Losung der erhaltenen Kristallstruktur wurde die murine c¢cN3A (PDB-ID: 2G08)
verwendet (Bitto et al. 2006). Die Struktur der ®™cN3B mit 7-Methylguanosin wurde
durch molekulares replacement bis zu einer Aufldsung von 1.65 A geldst (Monecke et
al. 2014). In der erhaltenen Kristallstruktur wurden 298 von 319 Aminosduren der
PMcN3B detektiert. Nur wenige Aminosauren am N- und C-Terminus konnten keiner
Elektronendichte zugeordnet werden, so dass ein durchgidngiges Polypeptid von
Aminosdure 13-311 konstruiert werden konnte. Im aktiven Zentrum wurden
zusatzliche Elektronendichten detektiert, die zum einen einem oktahedral-
koordinierten Magnesiumion, zum anderen einem Metallfluorid-Molekul entsprachen.
Das Metallfluorid wurde unter Beachtung des vorliegenden pH-Wertes (pH>7) als
MgF;™ identifiziert, nicht als AlF;, welches eher bei saureren Bedingungen vorliegt
(Baxter et al. 2008). AuBerdem wurde auch die Elektronendichte des 7-

Methylguanosins detektiert.
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3.4.1.1 Die Struktur der "™cN3B, einer typischen zytosolischen 5-Nukleotidase

Die Kristallstrukturanalyse zeigte deutlich, dass die "™cN3B ein globuldres Enzym ist,
das die typischen Merkmale einer zytosolischen 5’-Nukleotidase aufweist. So besitzt es
die Rossmann-dhnliche Faltung der HAD-Superfamilie, sowie zwei Insertionen, die C1-

und C2-cap-Struktur (s. Abb. 3.19).

N-
Terminus

Tormlnusl )]

Abb. 3.19 Die Kristallstruktur der ""cN3B mit 7-Methylguanosin. Erstellt aus dem PDB-Eintrag 4NVO
mit Pymol® im Cartoon-Stil. a-Helices in Gelb, B-Faltblattstrange in Dunkelrot und loop-Bereiche in
Grin. Das 7-Methylguanosin ist als stick-Modell in Rot eingefarbt, das Magnesiumion in Violett als
Kugelmodell. Das squiggle-Element wurde in Lila, das flap-Element in Orange eingefarbt.

Die Rossmann-ahnliche Faltung wird von einem B-Faltblatt dominiert, das aus sieben
Strangen aufgebaut ist. Die Strange sind Uber a-Helices miteinander verbunden. Das
gesamte Faltblatt ist in sich verbogen, sodass der erste B-Strang fast rechtwinklig zum
letzten B-Strang steht. Das dort lokalisierte aktive Zentrum der ®™cN3B wird durch die

drei typischen Motive gebildet (s. Tab. 3.7).
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Tab. 3.7 Die katalytischen Motive der ""cN3B. Die rot hervorgehobenen Aminosaurereste sind direkt
an der Katalyse beteiligt.

Motiv Sequenz

] >>DFDYTI
I 188 VES

n *K(N),sDSIGD

Die zwei cap-Strukturen, C1- und C2-cap, trennen das Enzyminnere vom umgebenden
Wasser ab und formen eine hydrophobe Tasche, in deren Mitte das aktive Zentrum
lokalisiert ist (s. Abb. 3.20). Im Cl-cap ist auch das Substraterkennungsmotiv S
lokalisiert, das die Substratspezifitat der 5-Nukleotidase vermittelt. Auch die zwei
typischen kleinen Strukturelemente, das squiggle (Phenylalanin 56-Threonin 61)- und
das flap (Threonin 65-Glycin 68)-Element wurden in der ®"cN3B-Struktur detektiert (s.
Abb. 3.19).

LYS-219

Abb. 3.20 Aktives Zentrum der ""cN3B mit den katalytischen Motiven I, Il und Il Erstellt aus dem PDB-
Eintrag 4NVO mit Pymol®. Strukturfarbungen analog zu Abb. 3.19. Die wichtigsten Aminosauren der
katalytischen Motive I, Il und Ill wurden in Schwarz als stick-Modell dargestellt. Zusatzlich wurde das
detektierte MgFs in Cyan als Kugelmodell abgebildet.
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3.4.1.2 Bindung des 7-Methylguanosins in einer hydrophoben Tasche

Dm

Das Enzym “"cN3B wies Uberraschenderweise einen sehr niedrigen Ky-Wert fir die
methylierte Variante des 5-GMPs auf, obwohl es ein Homologes der
pyrimidinspezifischen 5‘-Nukleotidasen ist (s. Ergebnisse 3.1.9). Diese Unstimmigkeit

wurde durch die erhaltene Kristallstruktur erklarbar.

Das 7-Methylguanosin-Molekiil wird in der Kristallstruktur direkt zwischen dem
Substraterkennungsmotiv S des Cl-caps und der HAD-Domane gebunden, wobei
sowohl die Nukleobase, als auch der Ribose-Zucker erkannt und durch mehrere
Seitenketten koordiniert werden. Insbesondere das Guaninringsystem ist von drei
aromatischen Seitenketten (Phenylalanin 75, Tryptophan 120 und 121) umgeben, die

eine Art dreiseitigen, hydrophoben Kafig aufbauen (s. Abb. 3.21).

N

Abb. 3.21 Koordination des Guaninringsystems in einem hydrophoben Kafig. Erstellt aus dem PDB-
Eintrag 4NVO mit Pymol®. Strukturfarbungen analog zu Abb. 3.19. Die drei aromatischen Aminosauren,
die den hydrophoben Kafig bilden, wurden in Gelb als stick-Modell dargestellt.

Dadurch wird das Guaninringsystem zwischen dem Phenylring des Phenylalanins 75
und dem Indolring des Tryptophans 120 parallel gestapelt, so dass die Zentren der
Ringe leicht voneinander verschoben vorliegen (off-centered parallel displaced

stacking; McGaughey et al. 1998). Durch diese Stapelung kénnen die n-Elektronen der
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Ringstrukturen miteinander wechselwirken, auch als nt-nt-stacking-Interaktion bekannt.
Die dritte, hydrophobe Aminosdure, Tryptophan 121, ist mit ihrem Indolring
rechtwinklig zum methylierten Guaninring positioniert (T-shaped stacking, McGaughey

et al. 1998) und komplettiert damit den dreiseitigen, hydrophoben Kafig.

Die Bindung des 7-Methylguanins wird zusatzlich durch die positive Ladung des
Guaninrings verstarkt, die durch die Methylierung des Stickstoffatoms N7 verursacht
wird und hauptsachlich in dessen Ndhe lokalisiert ist (Ruszczynska et al. 2003).
Dadurch entstehen Coulomb-Wechselwirkungen zwischen dem kationischen
Guaninring und den m-Elektronen der hydrophoben Aminosduren Phenylalanin 75 und
Tryptophan 120. Dies verursacht vermutlich die beobachtete starke Diskriminierung
zwischen methyliertem und nichtmethyliertem 5-GMP. Ebenfalls unterstiitzend wirkt
sich die Positionierung des Methylrestes des 7-Methylguanins aus. Er befindet sich in
einer Aussparung, die von den drei oben genannten aromatischen Resten geformt
wird, sowie vom Serin 124 und vom Phenylalanin 209. Auch mehrere
Wasserstoffbriicken steuern zur Bindung des 7-Methylguanins bei. Hierbei sind sowohl
direkte (Serin 124) als auch wasservermittelte (Serin 73, Phenylalanin 75, Asparagin 79
und Tryptophan 120) Wasserstoffbriicken von Bedeutung. Zusammenfassend ist die
Spezifitat der "™cN3B fiir m’GMP durch die Addition vieler einzelner Bindungsenergien

zu erklaren.

3.4.1.3 P™cN3 bindet Purine und Pyrimidine

Um zu kldren, warum die PMEN3B in der Lage ist, sowohl Purin-, als auch
Pyrimidinnukleotide umzusetzen, wurde sie zusatzlich in Gegenwart von Cytidin
kristallisiert und die Struktur des erhaltenen Kristalls bis auf 2.05 A geldst ( Monecke et
al. 2014; PDB-ID: 4NWI). Der ermittelte Km-Wert der "™cN3B fir 5-CMP war im
Vergleich mit dem fir m’GMP um den Faktor vier grofler, der Viya-Wert fiir 5-CMP
war jedoch auch um Faktor zwei groBer, so dass 5-CMP ebenfalls ein gutes Substrat

der "cN3B ist.

Die Bindung des Cytidins in der geldsten Kristallstruktur erfolgt in derselben

Substratbindetasche, wie fiir 7-Methylguanosin beobachtet wurde (s. Abb. 3.22). Der
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Pyrimidinring des Cytidins ist hierbei zwischen Phenylalanin 75 und Tryptophan 120
fast parallel gestapelt, wahrend der Indolring des Tryptophans 121 orthogonal zum
Ring in einer edge-to-face Position koordiniert vorliegt. Besonders auffallig sind die
vergleichsweise wenigen Wasserstoffbriickenbindungen, die zu Cytidin ausgebildet
werden. Nur wenige Wassermolekiile sind im aktiven Zentrum dieses Kristalls
detektiert worden, so dass nur eine direkte Wasserstoffbriicke mit Serin 124

wahrscheinlich ist. MutmalRlich liegt hierin die geringere katalytische Effizienz der

PMeN3B fiir 5-CMP begriindet.

Abb. 3.22 Bindung des Cytidins in
der gleichen Substratbindetasche
wie 7-Methylguanosin. Erstellt
aus dem PDB-Eintrag 4NWI mit
Pymol®. Strukturfarbungen analog
zu  Abb. 3.21. Die drei
aromatischen Aminosduren, die
den hydrophoben Kafig bilden,
wurden in Gelb als stick-Modell
dargestellt. Cytidin wurde
ebenfalls als stick-Modell in Rot
dargestellt.

3.4.2 P"cN3B-Mutanten zur Kldrung der Substratpriferenz

Ein erstaunliches Merkmal der "™cN3B ist das breite Substratspektrum, denn obgleich
5-AMP und 5-GMP eher schlechte Substrate sind, wurden sie dennoch substanziell
umgesetzt. Insbesondere im Vergleich mit den humanen 5’-Nukleotidasen sind die
keat/Km-Werte der PMcN3B fir Purinnukleotide beachtenswert. In Vertebraten zeigten
die untersuchten zytosolischen 5’-Nukleotidasen eine hohe Spezifitat flir entweder ein
Nukleotid (cN1A: 5‘-AMP) oder eine Nukleotidklasse (cN2: Purine und cN3A:

Pyrimidine) (s. 2.1). Um zu analysieren, welche Aminosdurereste im
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Substraterkennungsmotiv entscheidend fiir die breite Substratspezifitit der ™cN3B

sind, wurden Mutationsstudien durchgefiihrt.

Ziel war die Generierung einer ""cN3B-Variante, die die Substraterkennungstasche der
"StN3A besitzt, um die Substratspezifititen auszutauschen. Dies geschah unter der
Annahme, dass "cN3A, als pyrimidinspezifische 5’-Nukleotidase, kaum nachweisbare
Aktivitat gegenlber Purinnukleotiden besitzt (s. 2.5.2). Durch Sequenzvergleiche und
Vergleiche der Kristallstrukturen der ®™cN3B und der "cN3A wurden drei potentielle
Aminosdurereste identifiziert, die wahrscheinlich die Substratspezifitait modulieren:
Phenylalanin 75, Glycin 76 und Tryptophan 121 (Positionen entsprechen der "™cN3B-
Proteinsequenz). Diese drei Aminosduren sind in unmittelbarer Nahe um die
Nukleobase lokalisiert und sind daher am ehesten an deren Koordination beteiligt (s.
Abb. 3.21). Insbesondere das Tryptophan 121 schien ein entscheidendes Merkmal fiir
cN3B-Enzyme zu sein. Im Sequenzvergleich der pyrimidinspezifischen 5-Nukleotidasen
in Wirbeltieren war dieses Tryptophan hochkonserviert (s. A.1.1.2). Die annotierten
cN3A-Enzyme besalBen an dieser Position stattdessen ein Tyrosin. Der Phenylalaninrest
75 des D. melanogaster-Enzyms ist in den humanen Homologen durch ein Histidin
(cN3A) bzw. ein Tyrosin (cN3B) ersetzt. Statt eines Glycins an Position 76 in der "cN3B
besitzen die ™cN3A und die ™cN3B an dieser Stelle ein Asparagin, welches
hochkonserviert zu sein scheint (s. A.1.1.2). Durch gerichtete Mutagenese auf die cDNA
der °cN3B wurden die drei Aminosiurekandidaten wie folgt mutiert: F>H, G->N,
W-Y (s. 5.4.5). Neben Einzelmutanten wurden auch Doppelmutanten und eine
Tripelmutante generiert. Um die Nomenklatur der Varianten zu vereinfachen wurde
ein vier Buchstabenkode verwendet, X75X76W120X121. Das Tryptophan 120 ist sowohl in
der "cN3A als auch in der ®cN3B konserviert und wurde in der Nomenklatur nur der

Dm

Ubersicht halber mitgefiihrt. Die Abkiirzung fiir das “"cN3B-Wildtypenzym ist somit
FGWW, fir das humane Enzym cN3A ist es HNWY. Die katalytischen Parameter der
Mutanten wurden mit Hilfe des colorimetrischen Dephosphorylierungstestes ermittelt

und in Tab. 3.8 zusammengefasst.
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Tab. 3.8 Katalytische Parameter der ""cN3B-Mutanten. Die Substrate 5“CMP und m’GMP wurden mit
den angegebenen Enzymvarianten inkubiert und die enzymkinetischen Parameter wie in 3.1.9
beschrieben ermittelt.

Substrat Protein Km (LM) Keat (s™) Keat/ K (s oM™)
5‘-CMP °MCN3B-WT: FGWW 48 12,7 264300

FNWW 51 8 166300
HGWW 490 8 16000
FGWY 14 6 410200
HGWY 93 3 32500
FNWY 70 5 77800
HNWY 315 9 28800
"CN3A-WT: HNWY 80 9 118600

m’GMP  °"cN3B-WT: FGWW 12 6,6 553600
FNWW 2 1,1 545300
HGWW 40 4,2 105800
FGWY <1 1,9 1874000
HGWY 2 1,5 755400
FNWY 8 0,3 37800
HNWY 11 0,5 49500
MCN3A-WT: HNWY 15 0,5 21100

In friiheren Studien wurde Asparagin 69 in "cN3A als maogliche Diskriminatorposition
gegen Purine beschrieben (Grobosky et al. 2012). Diese Position entspricht dem Glycin
76 in der "™cN3B. Der Austausch des Glycins gegen Asparagin in den Varianten FNWY
und HNWY fihrte zwar zu einem verringerten kc,-Wert fir den Umsatz von m7GI\/IP,
jedoch blieb der niedrige Ky-Wert fir m’GMP nahezu unbeeinflusst. In der Variante
FNWW fiihrte die Mutation des Glycins zum Asparagin sogar zu einem niedrigeren Ky-
Wert fiir m’GMP. Im Vergleich dazu beeinflusste der Austausch zum Asparagin den
Umsatz von 5-CMP kaum. Es ist also davon auszugehen, dass ein Asparagin an Position
76 nicht malRgeblich fir die Substratspezifitat ist, zumindest nicht im D. melanogaster-
Enzym. Die Mutationsanalysen wurden in dieser Hinsicht auch von molecular docking-

Studien unterstitzt, bei denen gezeigt wurde, dass durch eine Konformationsanderung
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des Asparagins 69 auch genligend Raum fiir eine Bindung von m’GMP in cN3A-
Enzymen ist (Monecke et al. 2014). Auch das Doppeltryptophanmotiv ist nicht fir eine
Diskriminierung zwischen Purin und Pyrimidinbasen verantwortlich. Der Austausch
zum Tyrosin, wie in FGWY, HGWY und FNWY, fiihrte tendenziell zu einem Herabsenken
des Ky-Wertes, jedoch auch des k..i-Wertes fir m7GI\/IP, wahrend die Ergebnisse fiir 5°-
CMP sehr unterschiedlich waren. Die Einzelmutation des Tryptophans 121 zum Tyrosin
(FGWY) fiihrte fir 5-CMP zu einem dreifach niedrigeren Ky-Wert und einem
halbierten k..+-Wert, so dass die katalytische Effizienz flir 5-CMP sogar besser als fir
das Wildtypenzym war. Doppelmutanten, bei denen Position 75 bzw. 76 zusatzlich
mutiert wurden (HGWY und FNWY), wiesen jedoch erhohte Ky-Werte und eine
verringerte katalytische Effizienz fir 5-CMP auf. Das Phenylalanin 75 ist Teil des
hydrophoben Kafigs und eine Mutation zu Histidin sollte die mn-n-stacking-
Wechselwirkungen mit den Nukleobasen und dem Tryptophan 120 erheblich
verringern. Die Veranderung des Phenylalanins 75 zum Histidin (HGWW) fiihrte sowohl
bei 5-CMP, als auch m’GMP zu einem Anstieg des Ky-Wertes und zum einem
Absinken von k. Dadurch wurde besonders die katalytische Effizienz der Mutante fir
den Umsatz von 5-CMP im Vergleich zum D. melanogaster-Wildtypenzym um einen
Faktor von 16 verringert. Die Ausbildung der m-m-stacking-Wechselwirkungen ist also

durchaus von Bedeutung fir die Substraterkennung der cN3-Enzyme.

Durch die rekombinante Darstellung der "StN3A (s. 3.2.3) wurde deutlich, dass dieses
Enzym durchaus Purinnukleotide umsetzen kann, insbesondere auch m’GMP. Durch

Dm

die Tripelmutation in der ~"cN3B wurde deren Substratspezifitat jedoch der der
"SeN3A dhnlicher. Es wurden nun sehr dhnliche ke.-Werte fir die Substrate 5'-CMP und
m’GMP ermittelt. Interessanterweise fiithrte die Tripelmutation in der ®"cN3B jedoch
zu einem sechsfach hoheren Ky-Wert fur 5-CMP, wahrend der Ky-Wert fir m’GMP
kaum beeinflusst wurde. Generell wurde beobachtet, dass fast jede Verdanderung der
Substratbindetasche der ®"cN3B zu einem Verlust an katalytischer Effizienz fiihrte und

dass die Substraterkennung nicht durch wenige, einzelne Aminosdureseitenketten

vermittelt wird.
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3.5 Physiologische Bedeutung der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen in D.
melanogaster

Die humanen, zytosolischen 5‘-Nukleotidasen sind bereits umfangreich in ihrer
physiologischen Bedeutung charakterisiert worden (s. 2.4). Zur Untersuchung der
physiologischen Bedeutung zytosolischer 5-Nukleotidasen in D. melanogaster wurden
die Gene der ®™cN3B und der °™cN2 mit Hilfe des piggyBac-Transposonsystems bzw.
des CRISPR-Cas9-Systems deletiert (in Kooperation mit Dr. Thomas Rudolph und
Matthias Walther, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gunter Reuter, Martin-Luther-Universitat
Halle/Wittenberg). Die so erzeugten knockout-Fliegen wurden phanotypisch und

biochemisch charakterisiert.

3.5.1 Eine prizise Deletion des ""cn3b-Gens

Fur die Darstellung einer ®™cN3B-knockout-Fliege wurden Fliegenstimme der Exelixis-
Stammbibliothek bestellt (Havard medical school; Bellen et al. 2004). Die Deletion
eines chromosomalen Abschnitts bestimmter GroRRe und an einer prazise definierten
Stelle wurde durch die Verwendung einer Rekombinase und Transposonelementen
ermoglicht. Die Deletion sollte moglichst nur das ®"cn3b-Gen umfassen, daher wurden
zwei Fliegenstamme ausgewadhlt, deren Transposonelemente direkt 5 und 3 vom
PMcn3b-Gen inseriert waren (s. Abb. 3.23.A). Die verwendeten Fliegenstamme
enthielten unterschiedliche Transposonelemente der piggyBac-Klasse (Thibault et al.
2004): Fliegenstamm cN3B®''% enthielt das piggyBac-RB-Element direkt vor dem 5°
Ende des ?"cn3b-Gens (45 Basenpaare vor dem Transkriptstart) und der Stamm
cN3B™ 8% gas piggyBac-WH-Element, welches 19 Basenpaare vor dem 3‘-Ende des
PMcn3b-Gens inseriert war (s. 5.2). Die beiden Elemente enthielten neben der
eigentlichen Transposon-Sequenz aullerdem eine FRT (flippase recognition target)-
Sequenz und die Sequenz fiir das mini-white’-Markergen. Das Transposon piggyBac
stammt aus der Insektenfamilie Lepidoptera und ist ein mobiles DNA-Element, das
seine Position innerhalb der DNA verandern kann (Fraser et al. 1996). Die FRT-Sequenz
ist eine spezifische DNA-Sequenz an die, die verwendete Rekombinase binden kann.

Werden zwei FRT-beinhaltende Transposons in der richtigen Orientierung in trans
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zusammengebracht, kann der chromosomale Bereich zwischen diesen beiden
Elementen durch Rekombination deletiert werden (Thibault et al. 2004). Im
vorliegenden Fall wurde die Rekombination von einer Hitze-induzierbaren Flippase
katalysiert. Das mini-white*-Markergen ermoglichte hierbei die phianotypische
Verfolgung (rote Augen-Phdnotyp) der verwendeten Elemente wahrend der
durchzufiihrenden Kreuzungsschritte (Parks et al. 2004). Die Kreuzungen wurden von
Dr. Thomas Rudolph durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden die von ihm erzeugten

homozygoten (°"cN3 B”)-Ta ufliegen untersucht.

A 2oolsak 20084k Chromosom 2R
T T
f Pbac{RB+}e01109 Pbac{WH-}f08086 *

[ | | - |
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Abb. 3.23 Erzeugung einer °"cN3B”-Mutante. A) Schematische Darstellung der verwendeten

Transposonelemente und deren Position im Chromosom 2R. B) Uberpriifung der Deletion mittels
PCR auf genomische DNA adulter Wildtyp-Fliegen (+/+), heterozygoter (+/-) und homozygoter (-/-)
Deletionsfliegen. Die PCR wurde mit ®"cn3b-spezifischen Oligodesoxynukleotiden auf genomische
DNA durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden in dieselben Reaktionsansatze Oligodesoxynukleotide fiir
die Amplifikation des adhl-Gens hinzugefligt. Das adh1-Gen ist ebenfalls auf 2R lokalisiert. C)
Uberpriifung der Deletion auf Proteinebene mittels Westernblot-Analyse. Die Proteine adulter
Wildtypfliegen, sowie adulter P™MeN3BY- und Dch_%B'/'-FIiegen wurden extrahiert und durch eine
SDS-PAGE der GroRe nach aufgetrennt und anschlieRend Uber das Westernblot-Verfahren und
Immunfirbung mit dem a-""cN3B-Antikérper analysiert.

Der Erfolg der Deletion wurde zunachst auf DNA-Ebene durch PCR nachgewiesen. Es
wurde eine PCR direkt auf das “"cn3b-Gen durchgefiihrt, sowie auf DNA-Sequenzen,
die durch die Rekombination von den piggyBac-Elementen Ubrig geblieben waren (s.

Abb.3.23.B; Daten nicht gezeigt). Sowohl in Wildtypfliegen als auch Fliegen, die
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heterozygot fiir die °"cn3b-Deletion (°"cN3B*”") waren, wurden PCR-Produkte
spezifisch fiir ®"cn3b detektiert. Fiir homozygote Deletionsfliegen (DchSB'/') wurde
kein PCR-Produkt fiir ®"cn3b erhalten. Die Deletion des “"cn3b-Gens war somit
erfolgreich. Die Deletion wurde auRerdem durch das Westernblot-Verfahren auf
Proteinebene bestatigt (s. Abb. 3.23.C). Nach Entwicklung des Westernblots wurde ein
spezifisches Antikérpersignal fiir °"cN3B in Wildtypfliegen sowie in der heterozygoten

Mutante detektiert. In der homozygoten Variante wurde kein ®cN3B detektiert.

3.5.2 Pmen3BY -Fliegen zeigen eine Entwicklungsstérung

Die durch die Deletion des ®"cn3b-Gens erzeugten Mutanten waren lebensfahig und
fertil. Sowohl Mannchen als auch Weibchen schlipften mit den erwarteten
Wabhrscheinlichkeiten nach Mendel (49:51 bei 567 Individuen). Jedoch wurde
beobachtet, dass die Entwicklungszeit vom Embryo bis zum adulten Tier bei den
homozygoten Mutanten im Vergleich zum Wildtyp um ca. einen Tag verzégert war (s.

Abb. 3.24,s.5.7.3).

Abb. 3.24 Entwicklungsprofil der PmeN3BY
-Fliegen im Vergleich mit einem Wildtyp-
—0—cN3B-/- L1 stamm. Fir die Erfassung der Schlupfrate
zu L1 wurden fur den Wildtyp 405
—&—WT Pupa Individuen ausgezihlt, fir die Mutante
556. Fir die Entwicklungsiibergdnge von
Larve zur Puppe und von Puppe zu adulten
- WT Adult Tieren wurden dreimal je 50 Larven (L1) in
Kultivierungsréhrchen dberfiihrt und der
——— ~O-cN3B-/- Adult| pptwicklungsfortschritt zu  den  ange-
0 2 4 6 8 1012 14 gebenen Tagen Uberprift.
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Zu Beginn der D. melanogaster-Embryogenese fusionieren der mitterliche und
vaterliche Vorkern miteinander und es kommt zu einer Reihe von sehr schnellen
Kernteilungen, mit einer Teilung alle 10 bis 25 min (Tram et al. 2001; Foe und Alberts
1983). Die ersten drei Kernteilungen finden im anterioren Bereich des Embryos statt
und die entstandenen Kerne verbleiben in einem cluster (s. Abb. 3.25.A, Sullivan et al.

2000). Diese Kernteilungen und die darauffolgenden 10 Teilungen erfolgen dabei ohne
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Zellteilung. Ab der vierten Teilung sammeln sich die entstandenen Kerne zunachst im
Inneren des Embryos. Der Embryo befindet sich nun in der Preblastodermphase
(Sullivan und Theurkauf 1995). Eine zygotische Transkription findet wahrend dieser
Zeit bis auf wenige Ausnahmen nicht statt (Laver et al. 2015; Harrison und Eisen 2015).
Die fiir diese Phase bendtigten Transkripte wurden zuvor wahrend der Oogenese in die
Oozyte transportiert, und werden daher als maternale Transkripte bezeichnet, da sie
von der Mutter produziert wurden. Ab Zyklus 10 wandert ein Grof3teil der Kerne an die
Peripherie des Embryos (synzytiale Blastodermphase, Sullivan und Theurkauf 1995). Ab
Zyklus 14 werden diese Kerne von Zellmembranen umgeben. Diese Phase wird daher
auch als zelluldre Blastodermphase bezeichnet. AnschlieRend erfolgen die Gastrulation

und die Segmentierung des Embryos.

Wildtypembryonen entwickeln sich innerhalb von 24 h nach Eiablage zu Larven des
Larvenstadiums 1 (L1). Im Gegensatz dazu entwickelten sich nur 46+3% der PmeN3B -
Embryonen nach 24 h zu L1-Larven (s. 5.7.3). Untypischerweise entwickelten sich nach
weiteren 48 h noch einige Embryonen zu L1-Larven, sodass sich insgesamt 63+4% der
abgelegten Embryonen zum L1-Stadium entwickelten. Die Embryonen, die nicht das
L1-Larven Stadium erreichten blieben auf den Ablageplatten liegen und wurden als
tote Embryonen gezahlt. Die Individuen, die das L1-Stadium erreichten, entwickelten
sich normal weiter zu adulten Tieren mit einer normalen Abbrecherquote von 3-5%.
Die DchBB'/'—Larven, die sich normal wie Wildtyp entwickelten, zeigten dabei keine
erhohte Sensitivitat gegenliber Umweltfaktoren wie Hitze (Anzucht bei 37°C anstatt
25°C) und UV-Licht, d.h. zeigten keine erhohte Sterblichkeit im Vergleich zum Wildtyp.
Fir die UV-Lichtbelastung wurden L2-Larven der Mutante und des Wildtyps
verschiedenen Dosen von UV-Licht ausgesetzt (s. 5.7.8). Die PmeN3B7-Larven zeigten
jedoch die gleiche dosisabhadngige Sterblichkeit wie Larven des Wildtyps (Sterberate
Wildtyp-Larven L2 56% vs. PmeN3B7-Larven L2 52% bei einer UV-Belastung von 300

Jecm™).

Eine Farbung der DchBB'/'—Embryonen mit DAPI zeigte, dass tatsdachlich 50,8% (n =
283) in den ersten 20 h der Embryogenese eine verzogerte Entwicklung im Vergleich

mit Wildtypembryonen des gleichen Alters aufwiesen (s. Abb. 3.25.C-D).
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Abb. 3.25 Wildtypembryonen und Dch3B'/'-Embryonen
mit DAPI eingefarbt. A) Wildtypembryo im Zyklus 3, der
Vorkerncluster im anterioren Bereich (rechts oben) des
Embryos ist noch deutlich zu erkennen, jedoch befinden
sich auch schon einige Kerne im Embryoinneren. B)
Dch3B'/'—Embryo in einer frihen Phase der
Embryogenese (Ablagezeitraum 0-2 h). In diesem Embryo
wurde kein Kernmaterial ausgemacht. Zu erkennen sind
jedoch groRe runde Bereiche, die kein DAPI-
Hintergundsignal aufweisen (cellular clearings). C und C‘)
D”'cN_%B'/'—Embryonen 6 bis 8 Stunden nach Embryoablage
mit unterschiedlich starken Helligkeits- und
Kontrasteinstellungen. Alle Embryonen sollten sich
mindestens bereits in der Gastrulationsphase befinden
(Embryo links unten). Dennoch wurden hier Embryonen
gefunden, die keine DAPI-Farbung aufwiesen. D und D‘)
D”'cN_%B'/'—Embryonen 10 bis 14 Stunden nach
Embryoablage mit unterschiedlich starken Helligkeits-
und Kontrasteinstellungen. Auch hier wurden Embryonen
gefunden, die sich weit hinter der normalen Entwicklung
befanden und bereits eine apoptotische Morphologie
aufwiesen (zelluldre Abschniirungen). E) Tabelle zur
visuellen Auszdhlung fixierter und mit DAPl-angefarbter
D”'cN_%B'/'—Embryonen. Das Entwicklungsalter sowie die
Gesamtanzahl der Embryonen sind in den ersten zwei
Spalten erfasst. Die dritte Spalte enthdlt die Anzahl an
Embryonen, die sich nicht im selben Entwicklungsstadium
wie Wildtyp befanden. In der vierten Spalte sind die
abnormalen Embryonen erfasst, die kein DAPI-Signal
aufwiesen.

E

Embryo (h) Total Abnormal Kein DAPI
6-8 74 40 11

10-12 97 50 18

14-16 75 36 15

18-20 37 18 11

In diesen DchSB'/'—Embryonen wurden keine bzw. eine viel zu geringe Anzahl an

Kernen detektiert. Besonders in den frihen Phasen der Embryogenese (0 bis 6

Stunden) wurden in diesen DchBB'/'—Embryonen zwar noch Kerne detektiert, jedoch

lag hier bereits das DNA-Material oft nicht globuldr als Kern organisiert vor.

Stattdessen wurden kleine vereinzelte DNA-Fragmente ausgemacht, die einen Abbau

der DNA vermuten lassen (s. Abb. 3.26.C). In spateren Phasen der Embryogenese (14-

16 h) wies der GroRteil der entwicklungsverzogerten Embryonen keine durch DAPI-

nachweisbaren Kerne mehr auf (s. Abb. 3.25.E). In den morphologisch auffalligen
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Embryonen wurden aullerdem grolle, abnormale Bereiche beobachtet, die kein DAPI-
Hintergrundsignal aufwiesen (s. Abb. 3.25.B). In der Literatur wurden solche Bereiche,
als cellular clearings beschrieben (Ali-Murthy et al. 2013). Die anderen PmeN3BY -
Embryonen entwickelten sich vergleichbar wie Wildtypembryonen und wiesen auch

normale Kernstrukturen auf (s. Abb. 3.26.A und B).

Abb. 3.26 Wildtypembryonen und Embryonen der
P"¢N3B”-Mutante in den friilhen Phasen der
Embryogenese (Ablagezeitraum 0-2 h) mit DAPI
eingefarbt. A) Aufnahme eines Wildtypembryos, der sich
im mitotischen Zyklus 4 befindet. Noch deutlich zu
erkennen ist der sphéarisch angeordnete Kerncluster der
ersten mitotischen Teilungen (rechts). Einige Kerne sind
jedoch bereits ins Embryoinnere gewandert (links). B)
Aufnahme eines Embryos der PmeN3B”-Mutante, der sich
vermutlich im Zyklus 2 oder 3 befindet. Dieser Embryo ist
morphologisch unauffallig im Vergleich zu
Wildtypembryonen. C) Aufnahme eines Embryos der
PmeN3B”-Mutante. Ein Zyklus lasst sich hier nicht zu
ordnen, da die Kerne nicht in einem eindeutigen Cluster
vorliegen. Es wurde aulRerdem DNA-Material detektiert,
welches nicht die erwartete GroRe eines normalen Kerns
aufweist.

Wenn DchS’,B'/'—Jungfrauen mit "™cN3B”"-Minnchen verkreuzt wurden, produzierte
jedes dieser Weibchen in Einzelablagen Embryonen, die sich nicht zu Larven weiter
entwickelten (Dr. T. Rudolph, personliche Mitteilung). Wurden DchSB'/'—Jungfrauen
mit Wildtypmannchen verkreuzt, legten auch hier alle Weibchen defekte Embryonen
ab, obwohl die °™cN3B-Deletion in diesen abgelegten Embryonen nur noch
heterozygot vorlag. Wurden im Vergleich dazu mannliche DchS’,B'/'—FIiegen mit
Wildtypjungfrauen verkreuzt, wies die nachste Generation keine embryonalen Defekte
auf. Alle abgelegten Embryonen entwickelten sich wie Wildtyp zu L1-Larven mit der
erwarteten Abbrecherquote von 3-5%. Es handelt sich also bei den beobachteten

Defekten um einen maternal-verursachten Entwicklungsdefekt.
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Bei einer Kreuzung von zehn Méannchen mit 25 Weibchen (Jungfrauen) wurde die
Anzahl der Nachkommen bestimmt. Wurden bei der Kreuzung Wildtyp-Fliegen
eingesetzt, wurden 443 Nachkommen gezahlt (s. Abb. 3.27). Bei der Kreuzung von

Dch3B'/'—FIiegen wurden unter den gleichen Bedingungen nur 181 Individuen gezahlt,

also 59% weniger als bei der Wildtyp-Fliegenkreuzung.
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Abb. 3.27 Bestimmung der Anzahl der
Nachkommenschaft. D"'cN3B'/'-FIiegen erzeugten
dabei ca. 60% weniger Nachkommen als
Wildtypfliegen unter den gleichen Bedingungen.
Zehn Méannchen wurden mit 25 Jungfrau-Weibchen in
einem Kulitivierungsréhrchen fir 48 h zusammen
gebracht. Nach ca. zehn Tagen schliipften die ersten
adulten Fliegen der F1-Generation. Diese wurden aus
dem Rohrchen entfernt und am nachsten Tage
wieder die Anzahl geschliipfter Fliegen bestimmt.
Diese Prozedur wurde solange wiederholt, bis alle
Nachkommen geschlipft waren. Schwarz, fir die
Kreuzung wurden Wildtypfliegen verwendet; Rot, fur

Adulte Fliegen die Kreuzung wurden Dr“cN_%B'/'-FIiegen verwendet.

Hinsichtlich dieses Befundes wurden auch die Ovarien von isogenen Wildtypweibchen
und "McN3B”-Weibchen prapariert. Jedes D. melanogaster-Weibchen besitzt zwei
Ovarien, die bestdndig Eier produzieren (Sullivan et al. 2000). Jedes Ovarium besteht
aus einem Biindel von 15-20 Ovariolen, in denen die Oogenese in sogenannten
Eikammern von statten geht. Jede Eikammer besteht aus 16 Keimzellen, nur eine
davon entwickelt sich im Laufe der Oogenese zur Eizelle (Jenkins et al. 2013). Es
wurden zwischen dem Wildtyp und der Mutante keine Unterschiede in der GréRe der
Ovarien, in der Anfarbbarkeit der Eikammern mit DAPI, noch in der Zusammensetzung
der Eikammern an sich festgestellt (s. Abb. 3.28, s. 5.7.6). Demnach ist der
beobachtete Effekt nicht defekten Ovariolen zuzuordnen. Dennoch ist die geringe
Anzahl an Nachkommen bei der Dch3B'/'—FIiegenkreuzung:_{ nicht allein durch den
beobachteten Phianotyp der Embryonen zu erklaren. Vermutlich hangt die niedrige

Nachkommenschaft auch mit der Anzahl abgelegter Embryonen zusammen.
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Abb. 3.28 Ovariolen von Wildtyp-Weibchen (A) und
cN3B”-Weibchen (B und C) mit DAPI eingefdrbt. In
den Eikammern wurden die sogenannten nurse-Zellen
deutlich angefarbt, da sie einen besonders hohen
Nukleinsduregehalt aufweisen. Die Eizelle hingegen, die
besonders deutlich in der letzten Eikammer der Ovariole
am posterioren Pol zu erkennen ist, wurde kaum von
DAPI angefarbt.

3.5.3 M’GMP wird in ""cN3B” -Embryoextrakt nicht dephosphoryliert

Aus DchBB'/'—Embryonen wurde Extrakt prapariert, um zu untersuchen, ob die

Dm

Deletion der

cN3B tatsdchlich Auswirkungen auf den im Wildtypembryoextrakt

beobachteten Umsatz von m’GMP hat. Hierfir wurden 0,5-2,5 h alte Embryonen von

Wildtypfliegen und den Dch3B'/'—FIiegen gesammelt und nach dem Protokoll von

Jeske und Wahle 2008 zu Extrakt verarbeitet (Jeske und Wahle 2008, s. 5.7.4). Beide

Extrakte (WT und DchSB'/') wurden mit *’P-markiertem m’GMP versetzt, und die 5

Nukleotidaseaktivitdt untersucht (s. Abb. 3.29, s. 5.6.1 und 5.6.3).

.
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Abb. 3.29 Der Abbau von m’GMP in Extrakten
von Wildtypembryonen und PmeN3B7 -
Embryonen. Die Extrakte wurden unter den
gleichen Reaktionsbedingungen mit  *’P-
radioaktiv markiertem m’GMP inkubiert und
aus den Ansdtzen nach bestimmten
Zeitpunkten (0; 2,5; 5; 10; 20 min) Proben
entnommen. Die Proben wurden zum Stoppen
der 5-Nukleotidasereaktion sofort mit EDTA
vermengt und zum Analysieren auf eine PEI-
Celluloseplatte  pipettiert. Die Produkte
wurden anschlieRend Gber eine
Dinnschichtchromatographie aufgetrennt. Die
Platten wurden getrocknet und die Verteilung
der Radioaktivitdt durch die Verwendung von
phosphor storage image screens sichtbar
gemacht.
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Im Wildtypextrakt wurde wie erwartet eine schnelle Dephosphorylierung des 32p.
m’GMPs Uber die Zeit beobachtet (nach 2,5 Minuten zu 80%). Im PmeN3B”-Extrakt
hingegen wurde kaum *’P-Phosphat iiber die gesamte Reaktionszeit freigesetzt (nach
20 Minuten 6%). Wurde diesem Extrakt jedoch rekombinantes "cN3B beigemengt,
wurde wieder ein vollstindiger Umsatz des eingesetzten m’GMPs innerhalb weniger
Minuten erreicht. Es wurde geschlussfolgert, dass tatsachlich nur die ""cN3B im

Drosophila melanogaster-Embryo fiir den Umsatz von m’GMP verantwortlich ist.

3.5.4 Kein Einbau von m’G-Nukleotiden in ribosomale RNA

Da im Extrakt von Dch_°>B'/'—Embryonen kein deutlicher Umsatz von m’GMP
nachweisbar war, stellte sich die Frage, was mit dem durch den mRNA-Abbau
freigesetzten m’GMP passiert. M’GMP kann nicht zum Aufbau der 5‘cap-Struktur der
mRNA wiederverwertet werden (Shuman 2001). Da das m’GMP durch die Deletion von
PMcN3B offensichtlich auch nicht mehr zu 7-Methylguanosin abgebaut werden kann,
musste sich das m’GMP im D. melanogaster-Embryo akkumulieren. D. melanogaster-
Embryonen sind von einer fiinfschichtigen, undurchlassigen Hiille umgeben (Margaritis
et al. 1980). Besonders die Anwesenheit einer wachsernen Schicht verhindert dabei
den Stoffaustausch mit der Umgebung. Die in der Einleitung beschriebenen
Mechanismen des Nukleotidrecyclings waren eine vorstellbare Moglichkeit mit dem
akkumulierenden m’GMP umzugehen. Als m’GTP wire ein Einbau in Nukleinsduren
durch RNA-Polymerasen vorstellbar, da insbesondere auch fiir RNA-Polymerasen
bereits gezeigt worden ist, dass sie m’GTP als Substrat verwenden kénnen (Hendler et

al. 1970).

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ribosomale RNA aus Dch3B'/'—Embryonen
prapariert und auf Einbau von m’G durch quantitative HPLC-MS-Analyse tberpriift (in
Kooperation mit Dr. Christian lhling, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Andrea Sinz, Martin-
Luther-Universitat Halle/Wittenberg). Hierfir wurden Ribosomen aus Embyro-
extrakten (10-12 h alte Embryonen) von Wildtypembryonen und Dch3B'/'—Embryonen
durch Ultrazentrifugation prapariert und mit EDTA-haltigem Puffer resuspendiert (s.

5.6.6-7). Diese Herangehensweise sollte den Eintrag von natirlich vorkommenden
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m’G-Nukleotiden durch mRNAs und tRNAs minimieren. Das Resuspendieren in EDTA-
haltigem Puffer sorgte fir eine vollstandige Dissoziation der ribosomalen
Untereinheiten, sodass auch hier keine tRNAs mehr fest gehalten wurden.
AnschlieBend wurden die ribosomalen Untereinheiten durch
Dichtegradientenzentrifugation voneinander getrennt und der Gradient fraktioniert (s.
Abb. 3.30.A). Das UV-Profil der Fraktionierung bei 260 nm zeigte deutliche Maxima fir
die 40S- und 60S-Untereinheiten der 80S-Ribosomen und wies keine Maxima fur

Polysomen auf.
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Abb. 3.30 Der Nachweis von m’G-Nukleosiden in rRNA von Wildtypembryonen und PmeN3B -
Embryonen. A) Beispielhaftes Profilbild eines Saccharosegradienten, der mit den in EDTA-haltigen Puffer
resuspendierten Ribosomalenpellets beladen wurde (Absorption bei 260 nm). Die RNA der Peakfraktion
(*) wurde extrahiert, gefdllt und anschlieBend mit XRN1 und CIP verdaut, sodass sie ganzlich zu
Nukleosiden abgebaut wurde. B) Beispielhafte lonenchromatogramme einer HPLC-MS-Analyse der
Nukleoside (25 pmol). Die Massen der angegebenen Nukleoside (Adenosin, Guanosin und 7-
Methylguanosin) werden im MS isoliert, fragmentiert und nochmal auf die Masse der entsprechenden
Base selektiert. Das Detektorsignal wird anschliefend als lonenchromatogramm aufgezeichnet. Die zwei
Peaks im 7-Methylguanosin-Chromatogramm, die bei den Retentionszeiten von Adenosin und Guanosin
zu sehen sind, sind Artefakte die durch den groBen Uberschuss dieser Nukleoside in der Mischung
entstehen. C) Eine Quantifizierung der 7-Methylguanosin-Abundanz ergab keine eindeutige
Anreicherung von 7-Methylguanosin in rRNA der Dch3B'/'—Embryonen im Vergleich zum Wildtyp, auch
wenn eine grofe Menge an Nukleosiden (100 pmol) analysiert wurde. Als Grundlage fir die
Umrechnung der Flichen in Stoffmengen diente die untergemischte Menge an deuteriertem m’G.
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Anschliefend wurde die rRNA aus Wildtypextrakt und PmeN3B7 -Extrakt aus den
Hauptfraktionen beider Untereinheiten gereinigt. Die rRNA wurde mit der 5>3'-
Exonuklease XRN1 zu 5‘-Nukleosidmonophosphaten abgebaut. Durch die
anschlieBende Behandlung mit calf intestinal phosphatase (CIP), einer unspezifischen
Phosphatase, erfolgte der weitere Abbau der 5-NMPs zu Phosphat und den
entsprechenden Nukleosiden. Die so prdparierten Nukleoside wurden mittels
quantitativer HPLC/MS-Analyse auf ihre Zusammensetzung hin analysiert (s. 5.6.7). Um
eventuelles m’G gegen den groRen Uberschuss an anderen Nukleosiden quantifizieren
zu koénnen, wurde den Proben vor der Analyse noch eine definierte Menge an
deuteriertem m’G (12,5 pmol) beigemengt. Die Auftrennung der Nukleoside Gber RP-
HPLC mit anschlieBender MS-Identifizierung und Quantifizierung ergab jedoch keine
Anreicherung von m’G in rRNA der DchBB'/'—Embryonen im Vergleich zum isogenen
Wildtyp (s. Abb. 3.30.B und C). Es wurde daher geschlussfolgert, dass eventuell
akkumulierendes m’GMP im Zytosol der Embryonen nicht zu dessen Einbau in

Ribonukleinsadure fuhrt.

3.5.5 \Verdnderungen des zelluléren Nukleotidpools in bmeN3B7 ~-Embryonen

Durch den knockout der "™cN3B wurde eine Stabilisierung des freigesetzten m’GMPs
im Embryoextrakt beobachtet. Zur Uberpriifung, ob m’GMP im Embryo akkumuliert,
wurde die Zusammensetzung des zellularen Nukleotidpools analysiert. Hierbei wurde
auch untersucht, ob die Konzentration anderer 5'-Nukleotide durch die Deletion der
PMcN3B beeinflusst wurde, da dieses Enzym u.a. auch 5-CMP und 5-UMP gut

umsetzen kann (s. 3.1.9).

Es wurden Embryonen (0-4 h) von Wildtypfliegen, sowie Dch.°>B'/'—FIiegen gesammelt,
dechorionisiert und durch eine Behandlung mit Perchlorsdaure und Kaliumcarbonat
aufgeschlossen (s. 5.6.8). Durch mehrfache Zentrifugation wurden Zellbestandteile,
wie Proteine, Nukleinsduren und Fette pelletiert bzw. abgetrennt, wahrend freie
Nukleotide im Uberstand verblieben. Die Zusammensetzung des wéssrigen
Uberstandes wurde dann {iber lonenpaar-reversed phase-HPLC (IP-RP-HPLC, C18-Saule

Supercosil®, s. 5.6.9) untersucht. Durch die gewahlten Bedingungen wurden alle
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abundanten 5‘-Nukleosidtriphosphate, -diphosphate und —monophosphate in einem
Lauf voneinander getrennt (s. A.1.1.6). Die Normalisierung der einzelnen Laufe erfolgte
dabei auf die eingesetzte Feuchtmasse an Embryonen. Zur quantitativen Bestimmung
der detektierten Nukleotide wurde die HPLC-Methode mit Standardsubstanzen
geeicht, und (Uber die Anstiege der erhaltenen Eichgeraden die
Nukleotidkonzentrationen berechnet. In Abb. 3.31 sind vergleichend die gemittelten
Nukleotidkonzentrationen von fiinf biologisch unabhdngigen Wildtypembryo-

exktrakten und °™cN3B”-Em bryoextrakten dargestellt.
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Abb. 3.31 Nukleotidprofil von Nukleotidextrakten aus Wildtypembryonen und Dch3B'/'-Embryonen.
Die Nukleotide wurden aus Embryonen (0-4 h, 100 mg Feuchtmasse) nach dem Perchlorsaure/K,COs-
Protokoll extrahiert und 50 pL von diesen Nukleotidextrakten auf eine C18-Supercosil-Sdule geladen und
eine IP-RP-HPLC durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Dioden-Array-Detektors wurde die Absorption wadhrend
der Chromatographie bei allen Wellenldngen zwischen 200 bis 400 nm dokumentiert. Die einzelnen
Nukleotide wurden (iber die Retentionszeiten von Standardsubstanzen, sowie ihrem Absorptionsprofil
identifiziert. Die Peaks wurden Uber das Programm LaChrom7000 quantifiziert und die Konzentrationen
der Nukleotide durch eine Eichung der HPLC-Methode mit Standardsubstanzen ermittelt. Es wurden
jeweils funf unabhangige Extrakte prdpariert und die Signifikanz liber einen zweiseitigen Student-T-Test
ermittelt (* = p<0,05;** = p<0,01).

In der Mutante wurden signifikant erhdhte Konzentrationen fir die 5'-
Nukleosidmonophoshate CMP und UMP detektiert, mit einem 1,5fachen und
2,1fachen Anstieg. Diese Akkumulation lasst sich leicht mit den bereits bekannten
enzymkinetischen Parameter der "™cN3B erkldren, die neben m’GMP auch bevorzugt
Pyrimidinnukleotide umsetzte. Die Nukleotidkonzentrationen von 5-AMP und 5-GMP

wurden durch den Verlust von °™cN3B kaum beeinflusst. Insbesondere der U-



87 Ergebnisse

Nukleotidpool wurde durch den knockout des °"cn3b-Gens gestort, mit einem
moderaten Anstieg der UDP-Konzentration (1,2facher Anstieg) in den PmeN3B7 -
Embryonen und einer Halbierung der UTP-Konzentration (von 207+100 auf 112+43
uM). Auffillig war an dieser Stelle, dass ausschlielich die UTP-Konzentration im
Dch3B'/'—Embryo im Vergleich zum Wildtyp reduziert vorlag, wahrend alle anderen
NTP-Konzentrationen eher leicht erhéht waren, insbesondere CTP (von 400+219 auf
6881331 uM). Der NDP-Pool wies kaum Schwankungen auf, mit Ausnahme von UDP.
Das Nukleotid m’GMP wurde weder im Wildtyp noch in der Mutante detektiert, was
zum einem vermutlich an dessen geringer Abundanz liegt (Detektionsgrenze bei 5 uM),
und zum anderen an mangelnder Peakauftrennung zu anderen Substanzen mit

hoherer Abundanz.

Der Energiestatus wurde durch den knockout von °"cn3b nicht signifikant beeinflusst,
und liegt mit 0,88 im physiologisch erwarteten Bereich zwischen 0,8-0,95 (s. Tab. 3.9;
Atkinson und Walton 1967). Das Verhaltnis von ADP zu ATP war im DchBB'/'—Embryo
mit 0,24 leicht erhoht im Vergleich zum Wildtypembryo. Auch die
Gesamtkonzentration aller erfassten Purinnukleotide und Pyrimidinnukleotide war in
der Mutante jeweils fast um 1 mM erhoht, d.h. in den DchBB'/'—Embryonen lagen

insgesamt fast 2 mM mehr Nukleotide vor.

Tab. 3.9 Nukleotidpoolanalyse von Wildtypembryonen und Dch3B'/'-Embryonen. Der Energiestatus
wurde nach der Formel ([ATP]+0,5¢[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]) berechnet. In die Berechnung der
Gesamtkonzentration an Purinen wurden alle A-Nukleotide, sowie G-Nukleotide und 5“IMP mit
einbezogen. Zur Bestimmung des Pyrimidinpools wurden die Konzentrationen aller C-Nukleotide und U-
Nukleotide addiert.

Extrakt Energiestatus [ADP]/[ATP] Purinpool (mM) Pyrimidinpool (mM)
Wildtyp 0,90 0,17 4,89 2,0
PmeN3B7 0,88 0,24 5,81 2,91

3.5.6 Pmcn3BY ~-Embryonen weisen eine signifikant erhéhte dTTP-Konzentration auf

Es wurden zwar Verschiebungen im zelluldren Nukleotidpool der DchBB'/'—Embryonen
festgestellt, dennoch waren diese nicht so ausgepragt, dass sie den beobachteten
Phanotyp in den frilhen Phasen der Embryogenese wahrscheinlich machen. In diesen

Phasen findet im Embryo besonders viel DNA-Synthese statt, daher stellte sich die
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Frage, ob der knockout von ®"cn3b eventuell auch Einfluss auf den dNTP-Pool hat. Im
Allgemeinen ist die zelluldre Konzentration der dNTPs um einen Faktor 10-100
niedriger als die der NTPs. Daher wurde der dNTP-Pool nicht Uber eine HPLC-
basierende Methode untersucht. Die dNTP-Konzentrationen wurden enzymatisch
bestimmt mit Hilfe eines DNA-Polymerase basierenden Assaysystems (Ferraro et al.
2010; Sherman und Fyfe 1989). Hierfiir wurden dieselben Nukleotidextraktionen aus
Wildtypembryonen und DchBB'/'—Embryonen wie fur die Bestimmung der
Ribonukleotidpools verwendet. Die Konzentration der einzelnen dNTPs wurde Uber
den proportionalen Einbau von radioaktiv markiertem a-’P-dATP bzw. fiir die
Bestimmung von dATP Uber den Einbau von a-’P-dTTP in spezifische
Oligodesoxynukleotide bestimmt (s. Abb. 3.32, s. 5.6.11). Die ermittelten dNTP-
Konzentrationen lagen dabei im physiologischen Erwartungsbereich von 10-50 uM,
obwohl dATP sowohl beim Wildytyp, als auch bei der Mutante unterreprasentiert
vorlag. Zum Vergleich wiesen Hela-Zellen folgende dNTP-Konzentrationen auf (Song et

al. 2003): dATP 35 uM, dTTP 30 uM, dCTP 15 uM und dGTP 7 uM.
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Abb. 3.32 Bestimmung des dNTP-Pools von cN3B'/'-Embryonen und Wildtypembryonen. A) Der
Assay basiert auf dem enzymatischen Einbau von dNTPs in speziell designte Oligodesoxynukleotide
durch eine DNA-Polymerase. Dabei erfolgt die Konzentrationsbestimmung des zu messenden Nukleotids
(hier dTTP), durch den proportionalen Einbau von *?p_radioaktiv markiertem dATP. B) Profil des dNTP-
Pools in Wildtypembryonen (schwarz) und Dr“cN_%B'/'-Embryonen (grau). Es handelte sich um dieselben
Nukleotidextraktionen, die fiir die Nukleotidpoolanalysen verwendet wurden (s. Abb. 3.31). Es wurden
jeweils funf unabhangige Extrakte prdpariert und die Signifikanz liber einen zweiseitigen Student-T-Test
ermittelt (* = p<0,05).

Die Messungen zeigten auch, dass in den DchBB'/'—Embryonen im Vergleich zum

Wildtyp mehr dNTPs detektiert werden konnten (insgesamt ca. 30 uM mebhr).
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Besonders die dTTP-Konzentration war in den Mutantenembryonen um einen Faktor
von 2,4 signifikant erhoht. Hierbei ist zu beachten, dass die Nukleotidextrakte der
Dch3B'/'—Embryonen nach 12 h Entwicklungszeit zu 50% normal entwickelnde
Embryonen enthielten, also auch 50% morphologisch auffallige Embryonen. Die dNTP-
Konzentrationen eines einzelnen Embryos kénnten sich durchaus von den gemittelten
Werten unterscheiden. Leider war die Ermittlung der dNTP-Konzentrationen einzelner
Embryonen mit dem gewadhlten Assayssystem aufgrund der limitierten Sensitivitat

nicht moglich.

3.5.7 P"cN2-knockout mit dem CRISPR-Cas 9-System
In D. melanogaster wurden nur zwei der kanonischen zytosolischen 5‘-Nukleotidasen
Uber Sequenzvergleiche ausgemacht (s. A.1.1l.1), daher war auch ein knockout der

PMeN2 von Interesse.

Mit Hilfe des CRISPR-Cas 9-Systems wurden °"cN2-knockout-Fliegen erzeugt, bei

Pmen2-Gens deletiert wurde, insbesondere die essentiellen

denen ein GroRteil des
Sequenzen fur die Katalyse (s. Abb.3.33.A, in Kooperation mit Matthias Walther,
Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gunter Reuter, Martin-Luther-Universitat Halle/Wittenberg,
Bassett und Liu 2014; Gratz et al. 2013). Es wurde darauf verzichtet, das gesamte Gen
zu deletieren, da in einem groReren Intronbereich noch ein weiteres Gen kodiert

vorlag, das CG34328 (s. Abb. 3.33.B; s. 3.3.1). Der Erfolg der Deletion wurde mittels
PCR Uberpruft (s. Abb. 3.33.C).

Die P™cN2-knockout-Fliegen waren in ihrer Entwicklung vollig unauffillig und
verhielten sich sowohl in ihrer Embryogenese als auch in der spateren Entwicklung wie
Wildtyp-Fliegen. Bei der Bestimmung der Gesamtnachkommenschaft (s. 3.5.2) einer
festen Anzahl an Elterntieren zeigte sich kein Unterschied zu einer vergleichbaren
Kreuzung von Wildtyptieren (s. Abb. 3.34.A). Auch eine Farbung der PmeN2 -
Embryonen mit DAPI zeigte keine morphologisch ungewdhnlichen Embryonen (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 3.33 Generierung eines DchZ-knockoul*-FIiegenstammes mittels des CRISPR-Cas 9-Systems. A)
Schematische Darstellung des °"cn2-Gens auf dem X-Chromosom, sowie des verwendeten
Transfervektors mit seinen zum °"cn2-Gen homologen Bereichen. Der Transfervektor bietet die
Moglichkeit phanotypische Marker in den durch die Cas 9-Nuklease erzeugten Deletionsbereich
einzufiihren (hier ds-Red). B) Schematische Darstellung des fertigen Deletionsproduktes. Bis auf wenige
5‘-gelegene Sequenzen, die nicht die katalytischen Motive enthielten, wurde das “"cN2-Gen deletiert
ohne das tsf1-Gen, noch das CG34328-Gen zu beschadigen. C) Die Deletion wurde mit Hilfe von PCR-
Analysen Uberprift. Hierflir wurden die in B) gekennzeichneten Positionen durch Oligodesoxynukleotide
erkannt und spezifische PCR-Produkte fiir das Deletionsprodukt XS (= DchZ'/') erhalten.

Da die gefundenen Effekte des bmen2-knockouts tiberraschend moderat waren, lag der
Gedanke nahe, dass eventuell eine andere 5‘-Nukleotidase den Verlust der "™cN2
kompensieren kann. Hierflir wurde eine Westernblotanalyse mit adulten
Wildtypfliegen und Fliegen der ™cN3B- und der ""cN2-Mutante durchgefiihrt (s. Abb.
3.34.B). In der Tat wurde eine leicht gesteigerte Expression der "™cN3B in PmeN2 -
Fliegen festgestellt (in Mannchen 1,9fach und in Weibchen 1,4fach). Da die ""cN3B
und die ®cN2 in ihrem Substratspektrum tberlappen wire es durchaus maglich, dass

die ®cN3B den Verlust der ®cN2 weitesgehend ausgleichen kann.
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Die Untersuchung des zelluldren Nukleotidpools bestatigte diese Theorie, denn sie

zeigte nur einen signifikanten Anstieg an 5-GMP in 0-12 h-alten DchZ'/'—Embryonen

(s. Abb. 3.35; um Faktor 1,4). Die PMeN2 setzt sehr effektiv sowohl 5-IMP, als auch 5

GMP um, sodass ein Anstieg dieses Substrates in DchZ'/'-Embryonen nicht

Uberraschend war. Unerwartet hingegen war eine signifikante Reduktion der 5'-IMP-

Konzentration auf ca. 44%. Alle weiteren 5-NMPs waren vom

bmen2-knockout nicht

signifikant beeinflusst. Dasselbe gilt auch fir die NDPs und NTPs.
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Abb. 3.35 Nukleotidprofil von Nukleotidextrakten aus Wildtypembryonen und D'"cNZ'/'-Embryonen.
Die Nukleotide wurden aus Embryonen (0-4 h, 100 mg Feuchtmasse) nach dem Perchlorsaure/K,COs-
Protokoll extrahiert und 50 pL von diesen Nukleotidextrakten auf eine C18-Supercosil-Sdule geladen und
eine IP-RP-HPLC durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Dioden-Array-Detektors wurde die Absorption wahrend
der Chromatographie bei allen Wellenldngen zwischen 200 bis 400 nm dokumentiert. Die einzelnen
Nukleotide wurden (iber die Retentionszeiten von Standardsubstanzen, sowie ihrem Absorptionsprofil
identifiziert. Die Peaks wurden Uber das Programm LaChrom7000 quantifiziert und die Konzentrationen
der Nukleotide durch eine Eichung der HPLC-Methode mit Standardsubstanzen ermittelt. Es wurden
jeweils funf unabhangige Extrakte prdpariert und die Signifikanz liber einen zweiseitigen Student-T-Test
ermittelt (* = p<0,05;** = p<0,01).

Dadurch wurden auch keine Differenzen im Energiestatus, noch im Verhaltnis von
[ADP]/[ATP], zwischen Wildtyp und Mutante festgestellt (s. Tab. 3.10). Jedoch wurde
auch in den P"cN2-Mutanten ein leicht erhéhter Gesamtgehalt an Purinen und

Pyrimidinen beobachtet (insgesamt ca. 0,9 mM mehr).

Tab. 3.10 Nukleotidpoolanalyse von Wildtypembryonen und D'"cNZ'/'-Embryonen. Der Energiestatus,
sowie die Gesamtkonzentrationen an Purinen und Pyrimidinen wurden wie in Tab. 3.9 berechnet.

Extrakt Energiestatus [ADP]/[ATP] Purinpool (mM) Pyrimidinpool
(mM)

Wildtyp 0,84 0,37 6,59 2,09

Dm

eN2” 0,84 0,37 7,0 2,58
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4 Diskussion

4.1 Die Substratspezifitiit der untersuchten 5-Nukleotidasen ist gut konserviert

In dieser Arbeit wurden zytosolische 5‘-Nukleotidasen aus Mensch und Taufliege
untersucht, die die Dephosphorylierung verschiedener 5‘-NMPs katalysieren.
Ausgangspunkt war die Entdeckung einer neuartigen 5-Nukleotidaseaktivitdt in D.
melanogaster, eines Enzyms das spezifisch die Dephosphorylierung von m’GMP
katalysiert, eines methylierten 5‘-GMP-Derivates. Die Aminosduresequenz dieser
Nukleotidase ist gut konserviert und wurde in evolutionar jingeren Organismen mit
jeweils zwei Isoformen gefunden (Variante A und B, s. A.1.l.2). Es sind bereits
zahlreiche zytosolische 5'-Nukleotidasen aus Mensch bekannt, die sich hinsichtlich
ihrer Substratspezifitat stark unterscheiden (s. Tab. 2.1). Die m7GI\/IP—spezifische 5
Nukleotidase aus D. melanogaster ist ein Homologes zur bereits beschriebenen
humanen pyrimidinspezifischen 5‘-Nukleotidase 3A (s. 2.4.2) und zu der bis jetzt nicht
charakterisierten Variante 3B. Aufgrund katalytischer und sequenzieller Ahnlichkeit
wurde das D. melanogaster-Enzym als "™cN3B bezeichnet. Die "™cN3B sowie die
"tN3A und die ™cN3B wurden in dieser Arbeit auf ihre Substratspezifitat hin

untersucht.

Die 5-Nukleotidase aus D. melanogaster besalR die hochste katalytische Effizienz
(keat/Knm) flr m’GMP (553600 M'los'l). Ebenfalls sehr gute Substrate waren die 5°'-
Pyrimidinnukleotide CMP und UMP (264300 und 26600 M™es™). AuBerdem setzte die
5-Nukleotidase auch das Desoxynukleotid 5-dUMP mit einer guten katalytischen
Effizienz um. Purinnukleotide, wie 5-AMP und 5-GMP, wurden von der cN3B mit
einer geringeren katalytischen Effizienz umgesetzt (ca 9000 M™es™). Hierbei war
insbesondere die stringente Diskriminierung zwischen den Substraten 5-GMP und
m’GMP aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit iberraschend (um Faktor 60),
was die Spezifitit der 5‘-Nukleotidase fir m’GMP nur unterstreicht.
Unerwarteterweise katalysierte die "™cN3B auch die schrittweise Dephosphorylierung

von m’GDP. Eine Dephosphorylierung von Dinukleotiden wurde bis jetzt noch nicht fir
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zytosolische 5‘-Nukleotidasen beschrieben. Die Dephosphorylierung ging jedoch mit
einem vergleichsweise niedrigen k.+-Wert (32fach niedriger als fir m7GI\/IP)
vonstatten. Desweiteren wurde fiir dieses Enzym auch eine Inhibition durch hohe 5‘-
AMP-Konzentrationen beobachtet (Ki-Wert von 2 mM). Dadurch wére eine Kopplung
der Enzymaktivitat an den zelluldren Energiestatus denkbar. Unter Energiemangel
akkumuliert 5“AMP in der Zelle und wiirde somit die ®cN3B-Aktivitit vermindern.
Damit wirden andere 5-NMPs nicht weiter dephosphoryliert werden und in ihrer
phosphorylierten Form in der Zelle gehalten werden. Insbesondere unter
Energiemangelsituationen ist der Erhalt der Nukleotidbausteine fiir den zelluldren
Nukleotidpool wichtig. AuBerdem liegen die Ky-Werte der "™cN3B fiir die getesteten
5“NMPs alle unter den ermittelten zellularen Nukleotidkonzentrationen in friihen
Embryonen. Es ist also davon auszugehen, dass die PMcN3B die 5'-“NMPs mit hohen

Reaktionsgeschwindigkeiten umsetzt.

Die humane cN3B wies fiir m’GMP im Vergleich mit anderen getesteten Substraten
den niedrigsten Ky-Wert auf (8+2 uM). Vergleicht man jedoch die katalytischen
Effizienzen des Enzyms fir alle getesteten Substrate, bevorzugte es das Substrat 5'-
CMP um einen Faktor von 1,5 vor m’GMP, dem nichstbesseren Substrat. Die "*cN3B
wies im Vergleich zur ®cN3B eine stringentere Unterscheidung zwischen Pyrimidin-
und Purinsubstraten auf. So wurden die Pyrimidinnukleotide 5-CMP und 5-UMP mit
einer katalytischen Effizienz von 87000 und 14000 M*est umgesetzt, wahrenddessen
flr 5-AMP nur eine katalytische Effizienz von 88 Mles ermittelt wurde. Dies ist in
Hinblick auf die Existenz der anderen humanen 5‘-Nukleotidasen nicht unerwartet.
Insbesondere fiur den Umsatz von 5-AMP wurden im Menschen bereits zwei
zytosolische 5-Nukleotidasen identifiziert (HSchA und "cN1B; Hunsucker et al. 2005).
Die "cN3B wurde nicht durch hohe 5“-AMP-Konzentrationen inhibiert. Es wurde
jedoch eine Aktivierung durch niedrige Phosphatkonzentrationen festgestellt. In
humanen Erythrozyten und Muskelzellen wurde eine zelluldare Phosphatkonzentration
von 0,5 bis 5 mM festgestellt, somit konnte die Aktivierung durch die zelluldre

Phosphatkonzentration durchaus stattfinden (Bevington et al. 1986).
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Die humane cN3A setzte 5-CMP wie erwartet mit einer sehr hohen katalytischen
Effizienz von 118600 Mes™ um. Uberraschenderweise war jedoch auch die "StN3A in
der Lage die Dephosphorylierung von m’GMP zu katalysieren, obwohl postuliert
worden war, dass diese zytosolische 5-Nukleotidase keine Purinnukleotide umsetzen
kann (Grobosky et al. 2012). Die "™cN3A bevorzugte jedoch 5-CMP als Substrat um
einen Faktor von 5,2 vor m’GMP. In der Datenbank des human protein atlas wurde
sowohl fir die "cN3A als auch die "cN3B eine Proteinexpression in den meisten
untersuchten Geweben gezeigt (www.proteinatlas.org; NT5C3A und NT5C3B). Eine
Praferenz fiir eine bestimmte Gewebegruppe lieR sich nicht ableiten. Bis auf wenige
Ausnahmen Uberlappte die Expression beider Enzyme in den untersuchten Geweben.
Vermutlich kann daher der Verlust der enzymatischen Aktivitat einer Isoform durch die
andere kompensiert werden. Es ware folglich interessant zu untersuchen, wie die
Aktivitat der "™cN3B im Falle eines Mangels an "cN3A den beobachteten klinischen
Phanotyp (die hamolytische Andmie, s. 2.4.2) beeinflusst. Eventuell sorgt die Existenz
der "cN3B dafiir, dass der Phanotyp bei HScN3A—I\/IangeI nur eine milde Auspragung

erfahrt.

Durch Sequenzvergleiche mit den bekannten humanen 5‘-Nukleotidasen wurde nur
noch eine weitere zytosolische 5‘-Nukleotidase in D. melanogaster ausgemacht (s.
A.1.11.1): ein Homologes zur humanen cN2. Die humane cN2 gilt als purinspezifische 5‘-
Nukleotidase (s. 2.4.1), daher wurde untersucht ob das Homologe aus D. melanogaster
auch die Dephosphorylierung von m’GMP katalysieren kann, einem Purinnukleotid.
Die P™cN2 wurde mit verschiedenen Substraten getestet und zeigte eine klare
Praferenz fir die Purinnukleotide 5-IMP und 5-GMP. Die katalytische Effizienz fiir 5'-
AMP war (iberraschend niedrig (unter 50 Mes™), daher ist vermutlich die ®cN3B fiir
die Dephosphorylierung dieses Nukleotides verantwortlich, bzw. ein anderes Enzym.
Die °™cN2 setzte m’GMP mit einer sehr niedrigen Reaktionsgeschwindigkeit um,
sodass davon auszugehen ist, dass hauptsachlich die PMcN3B den Umsatz von m’GMP

katalysiert.

Der Vollstandigkeit halber wurde die humane cN2 ebenfalls auf den Umsatz von

m’GMP getestet. Ahnlich der "cN2 katalysierte die "cN2 den Umsatz von m’GMP nur
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geringfiigig. Im Menschen sind damit vermutlich vorrangig die cN3-Nukleotidasen fir

eine Dephosphorylierung von m’GMP verantwortlich.

4.2 Kristallstrukturanalysen der 5°-Nukleotidasen erkléren deren Substratspezifitiit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Kristallstrukturen der ®cN3B durch Dr. Thomas
Monecke gel6st und analysiert (Monecke et al. 2014). Hierfiir wurde die "cN3B zum
einen in Gegenwart von N7-Methylguanosin kristallisiert und zum anderen in
Gegenwart von Cytidin (PDB-ID: 4NVO und 4NWI). In beiden Kristallstrukturen der
PMcN3B waren alle typischen, strukturellen Merkmale einer HAD-5‘-Nukleotidase
nachweisbar: die cap- und die Kerndomane mit ihrem HAD-Motiv, sowie das squiggle-
und das flap-Element in unmittelbarer Ndhe zum aktiven Zentrum (Burroughs et al.
2006). Beide Produkte, 7-Methylguanosin und Cytidin, wurden im Enzym in einem
hydrophoben Kafig aus drei Aminosdauren koordiniert: Phenylalanin 75, Tryptophan
120 und Tryptophan 121. Das Purinringsystem des 7-Methylguanosins ist zwischen den
Ringanteilen des Phenylalanins 75 und des Tryptophans 120 parallel gestapelt. Hierbei
wirken insbesondere die n-mt-Wechselwirkungen stabilisierend. Das Tryptophan 121 ist
mit seinem aromatischen Ring genau T-férmig zur positiven Ladung des N7-
Methylguanosins ausgerichtet. Diese zusatzliche Coulomb-Wechselwirkung zwischen
den n-Elektronen des Ringsystems und der positiven Ladung des Purinrings sorgen
vermutlich fir die stringente Unterscheidung zwischen m’GMP und dem
nichtmetyhlierten 5-GMP, welches keine positive Ladung besitzt. Im Vergleich zum D.
melanogaster-Enzym weisen die humanen Homologen cN3A und cN3B eine andere
Zusammensetzung der hydrophoben Tasche auf: Die "StN3A besitzt dort ein Histidin
anstatt eines Phenylalanins an Position 75, ein Asparagin anstelle eines Glycins an
Position 76 sowie ein Tyrosin anstelle eines Tryptophans an Position 121. Die "cN3B
dagegen besitzt ein Tyrosin anstelle eines Phenylalanins an Position 75. Zu Beginn
dieser Arbeit wurde gemutmaRt, dass das Doppeltryptophanmotiv (Try120 und
Try121) ausschlaggebend fiir die hohe katalytische Effizienz der 3B-Variante fir
m’GMP wire. Jedoch sorgte die Einflihrung der gesamten Substratbindetasche der

"tN3A in den P°McN3B-Hintergrund nicht fiir einen Verlust der m’GMP-
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Dephosphorylierungsaktivitat. Durch die Darstellung und Testung der "StN3A wurde
klar, dass auch dieses Enzym m’GMP sehr gut umsetzen kann, obwohl dieses Enzym als
ausschlieBlich pyrimidinspezifisch beschrieben worden ist (Grobosky et al. 2012; Bitto
et al. 2006). Durch die Mutation der "™cN3B-Substratbindetasche zum "cN3A-Motiv
wurde lediglich die katalytische Effizienz fir m’GMP um einen Faktor von 10 gesenkt
und war damit der katalytischen Effizienz der "*cN3B und "cN3A fiir m’GMP ahnlicher.
Fir die Diskriminierung gegenliber Purinen wurde ein Asparagin in der
Substratbindetasche verantwortlich gemacht (in der M™cN3A Asparagin 69, Grobosky
et al. 2012). Durch molecular docking-Studien wurde jedoch gezeigt, dass dieses
Asparagin auch andere Konformationen einnehmen kann (Rotamere) und dadurch

eine Erweiterung der Substratbindetasche moglich wird (Monecke et al. 2014).

Die "™cN3B zeigte sich unempfindlich gegeniiber oxidativen Bedingungen, obwohl fiir
die humanen Homologen eine Oxidationsempfindlichkeit nachgewiesen wurde (diese
Arbeit und Grobosky et al. 2012). Durch Kristallstrukturanalysen der M™cN3A wurden
hierfir zwei Cysteine im Enzym identifiziert, die zur Oberfdache exponiert vorlagen:
Cystein 34 und 64. In der "™cN3B-Kristallstruktur wurden durch Strukturvergleiche mit
der M™cN3A (Pymol®, mit PDB-IDs: 4NVO und 4FE3) an diesen Stellen keine Cysteine
nachgewiesen, sondern ein Asparagin (Asn40) und ein Alanin (Ala70). Es wurden
aulBerdem keine anderen Cysteine ausgemacht, die zur Oberfliche des Enzyms
gerichtet waren. Somit ware die Unempfindlichkeit der ®"cN3B durch die fehlenden
Cysteine erkldrbar. Die ™cN3B hingegen ist empfindlich gegeniiber oxidierenden
Bedingungen. Durch Sequenzvergleiche mit der ™cN3A und der ™cN3B (s. A.1.1.2)
zeigte sich, dass zwar das Cystein 34 nicht konserviert ist, es findet sich an dieser Stelle
ein Glycin in der "*cN3B, aber das Cystein 64 (in der "*cN3B Cystein 56). Wahrscheinlich
verursacht dieses Cystein die beobachtete Sensitivitat der "ScN3B gegeniber

oxidierenden Bedingungen.

Die °™cN3B kann auch die Dephosphorylierung des Desoxynukleotids 5‘-dUMP

katalysieren. Fir die Erkennung des Riboseanteils des Ribonukleotids ist der

Mm

hochkonservierte Glutamatrest 103 (in der cN3A Glutamat 96) verantwortlich,

welcher zwei Wasserstoffbriicken zum 2‘- (2,61 A) und 3‘-OH (2,65 A) der Ribose
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ausbildet (Grobosky et al. 2012). Vermutlich verursacht das fehlende 2-OH im
Desoxynukleotid 5’-dUMP die niedrigere katalytische Effizienz des Enzyms fir dieses
Substrat im Vergleich zum 5-UMP, da eine Wasserstoffbriicke weniger ausgebildet

werden kann.

Fur die Phosphotransferaseaktivtat der M™cN3A wurden die Aminoséduren an Position 4
und 5 im Motiv | (**DFDMT) sowie die Aminosduren Glutamat 96 und Tyrosin 114
verantwortlich gemacht (bezogen auf die Sequenz der M™cN3A; Magni et al. 2013;
Bitto et al. 2006). Die "™cN3B besitzt anstelle des hochkonservierten Methionins an
Position 4 des Motiv | ein Tyrosin (s. A.1.1.2). Nur das Homologe aus C. elegans weist an
dieser Stelle ebenfalls ein Tyrosin auf (s. A.1.l.2). AuBerdem fehlt dem D.
melanogaster-Enzym der Tyrosinrest 114, denn stattdessen befindet sich an dieser
Stelle das bereits diskutierte Tryptophan 121 (Doppeltryptophanmotiv). In dieser
Arbeit wurde nicht weiter untersucht, ob diese strukturellen Unterschiede die
fehlende Phosphotransferaseaktivitat der PMcN3B verursachen. Der fir die
Phosphotransferaseaktivitdt essentielle Glutamatrest (in der MMeN3A Gluge) ist

zumindest auch in der "™cN3B konserviert (Magni et al. 2013).

Interessanterweise sind die cN2-Enzyme nur sehr schlecht in der Lage m’GMP
umzusetzen, obwohl sie purinspezifische 5‘-Nukleotidasen sind (s. 2.4.1). Die cN2-
Primdrsequenz ist erstaunlich hochkonserviert vergleichbar mit Proteinen wie
Histonen und Tubulin. Die Koordination des Purinringsystems von 5-IMP wird in der
humanen ™cN2 im Wesentlichen von vier Aminosauren erméglicht (Walldén und
Nordlund 2011; Walldén et al. 2007): einem Histidin (209), welches parallel gestapelt
zum Purinring ausgerichtet ist, einem Phenylalanin (157) und einem Tyrosin (210),
welche beide T-férmig zum Purinringsystem orientiert sind, und einem Arginin (202),
dessen Seitenkette direkt benachbart zur Carboxygruppe des Purinrings von 5-IMP ist.
Alle diese Aminosauren sind auch in der "™cN2 konserviert, bis auf Tyrosin 210. Durch
Sequenzvergleiche wurde hier stattdessen ein Serin im D. melanogaster-Enzym
gefunden. Interessant ist die Position des Phenylalanins 157. Dieses ist T-formig zum
Stickstoffatom 7 des Purinrings koordiniert, jedoch ist der Abstand zwischen dem

Stickstoffatom und dem Phenylringsystem sehr gering (3,4-4,2 A, PDB-ID: 2XIC).
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Vermutlich wiirde eine zusatzliche Methylierung des Purinrings an dieser Stelle eine

korrekte Positionierung des m’GMPs in der "™cN2, bzw. der "cN2 erschweren.

4.3 Der spezifische Abbau von m’GMP

Im Zellinneren existieren neben den kanonischen Nukleotiden noch mehr als 100
andere modifizierte Nukleotidvarianten (Dunin-Horkawicz et al. 2006; Aas et al. 2003).
Davon weisen alleine 20 Verbindungen eine bzw. mehrere Methylierungen auf, wie 1-
Methyladenin oder 7-Methylguanosin. Solche Modifizierungen vermitteln oft
Spezifitdt, Stabilitdit und Schutz vor unspezifischem Abbau (Tomikawa et al. 2010;
Chernyakov et al. 2008). In tRNA-Molekiilen sind diese Modifizierungen besonders
wichtig, da sie nicht nur die Stabilitat und Faltung der tRNA beeinflussen sondern auch
durch ihre Anwesenheit im Anticodonloop-Bereich fiir die Erkennung des korrekten
Codons entscheidend sind (Grosjean et al. 2010; Agris 2008). Die
Nukleotidmodifizierungen kénnen jedoch auch die chemischen Eigenschaften der
Nukleotide so verandern, dass sie zu deren Destabilisierung beitragen (Greenberg

2012; Asagoshi et al. 2002).

Das Nukleotid m’GMP wird hauptséchlich durch den enzymatischen Abbau der 5‘-cap-
Struktur eukaryotischer mRNAs freigesetzt (s. 2.5). Die Synthese der 5-m’G-cap-
Struktur erfolgt durch den capping-Komplex in drei enzymatisch-katalysierten
Schritten (Gu und Lima 2005; Shuman 2001). Die Methylierung des endstdandigen
Guanins wird hierbei durch eine RNA-Guanin-N7-Methyltransferaseaktivitat
katalysiert, die als Methylgruppen-Donor S-Adenosylmethionin verbraucht (Fabrega et
al. 2004). Durch die Ubertragung der Methylgruppe auf das N7-Atom des Guanins
entsteht eine positive Ladung in dessen Imidazolring. Diese positive Ladung verursacht
neben einer Destabilisierung der glykosidischen Bindung zwischen Guanin und der
Ribose auch eine erhohte Rate spontaner Ringoffnungen (Lawley und Brookes 1963).
Das 5’—m7G—cap wird also flr jedes mRNA-Molekil neu synthetisiert, und freies m’GMP
kann hierfiir nicht wiederverwertet werden. Neben der 5‘-cap-Struktur der mRNAs

weisen auch rRNA- und tRNA-Molekiile 7-Methylguanine auf (MODOMICS database,
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Machnicka et al. 2013; Towns und Begley 2012). Die turnover-Rate dieser Molekiile ist
jedoch viel geringer als die von mRNA-Molekilen (Phizicky und Hopper 2010; Karnahl
und Wasternack 1992). Dadurch tragt ihr Abbau vermutlich nicht mafRgeblich zum
zelluldren Pool an freiem m’GMP bei. Auch die Aktivitat von methylierenden Agenzien
wie Dimethylsulfonat (DMS) kann zum Entstehen von 7-Methylguanin in der Zelle
beitragen, da die Methylierung der Guaninbase an der N7-Position auch chemisch

bevorzugt ablauft (Boysen et al. 2009).

In D. melanogaster erfolgt nach 2-2,5 h der Embryogenese der Abbau der maternal
eingebrachten Transkripte, da zu diesem Zeitpunkt der Wechsel zur zygotischen
Transkription stattfindet (Langley et al. 2014; Schier 2007). Durch den Abbau der
maternalen mRNAs wird auch vermehrt m’GMP ins Zytosol freigesetzt. Wurde m’GMP
mit Extrakt von 0,5-2,5 h alten Wildtypembryonen inkubiert, wurde es innerhalb
weniger Minuten zu Phosphat und 7-Methylguanosin abgebaut. Im Vergleich dazu
wurde mit Extrakt von Dch3B'/'—Embryonen (0,5-2,5 h) kein signifikanter Abbau von
m’GMP mehr festgestellt. Mit groRer Wahrscheinlichkeit ist also nur die "cN3B fiir
den spezifischen Abbau von m’GMP wihrend dieser Entwicklungsphase
verantwortlich. Der D. melanogaster-Embryo liegt bis zum Schliipfen der Larve als
nahezu abgeschlossenes System vor. Funf verschiedene Schichten, u.a. die
Vitellinmembran und eine wasserundurchlassige Wachsschicht, umgeben den Embryo
und schiitzen ihn dadurch vor diversen Umwelteinfliissen (Cavaliere et al. 2008;
Margaritis et al. 1980). Die wasserundurchldssige Wachsschicht sorgt jedoch auch
dafir, dass bis auf Gase keine Stoffe aus dem Embryo nach aulien abgegeben werden
konnen. Das durch den mRNA-Abbau freigesetzte m’GMP sollte also in PmeN3BY -

Embryonen im Zytosol akkumulieren.

Die Existenz eines spezifisch m’GMP-abbauenden Enzyms mit hoher katalytischer
Effizienz legt die Vermutung nahe, dass eine Akkumulation dieses modifizierten
Nukleotids in der Zelle verhindert werden soll. Es ist vorstellbar, dass m’GMP durch die
Nukleotidrecyclingwege zu m’GTP phosphoryliert werden kann und anschlieBend
Eingang in Nukleinsduren findet. Dazu misste das m’GMP zunichst durch eine

Nukleosidmonophosphatkinase zu m’GDP phosphoryliert werden. Es wurde bereits
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demonstriert, dass die anschlieBende Phosphorylierung zum Nukleosidtriphosphat
durch die unspezifische Nukleosiddiphosphatkinase katalysiert werden kann (van Dijk
et al. 2002). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass m’GTP durch RNA-Polymerasen in
RNA eingebaut werden kann, jedoch handelte es sich in diesen Studien nur um ein
prokaryotisches Enzym (Hendler et al. 1970). Ob eine Akkumulation von m’GMP
stattfindet und dies Konsequenzen fir den Organismus D. melanogaster hat, konnte
innerhalb dieser Arbeit nicht klar beantwortet werden. Durch den knockout des
PMeN3b-Gens wurde zwar ein  Entwicklungsdefekt in den frihen Phasen der
Embryogenese beobachtet, jedoch wurde in den Analysen des zellularen
Nukleotidpools dieser Embryonen keine Akkumulation von m’GMP gegeniiber
Wildtypembryonen festgestellt. Die Sensitivitat der verwendeten Methode war jedoch
auch limitiert (Nachweisgrenze 5 uM). AuRerdem kam erschwerend hinzu, dass kurz
nach der erwarteten Retentionszeit des m’GMPs eine andere Nukleotidspezies
eluierte, die bis jetzt noch nicht identifizierten werden konnte, sodass dieser Peak ein
eventuelles Signal fir m’GMP vielleicht Uberlagert hat. Der Einbau von m’G-
Nukleotiden in ribosomale RNA wurde mittels HPLC-MS-Analyse Gberpriift. Ribosomale
RNA der Dch3B'/'—Embryonen (0,5-4,5 h) wies jedoch keine erhdhte Menge an 7-
Methylguanosin im Vergleich zu Wildtyp-RNA auf. Daraus wurde geschloBen, dass
m’GMP vermutlich nicht signifikant zu m’GTP phosphoryliert wird und daher nicht in
Ribonukleinsdauren eingebaut werden kann. Theoretisch ware auch eine Reduktion des
m’GDPs zu m’dGDP méglich, da die hierfiir verantwortliche Ribonukleotidreduktase
nicht basenspezifisch ist. Es wurde bereits gezeigt, dass ein Einbau von m’dGTP in DNA
durch DNA-Polymerasen katalysiert werden kann (Hendler et al. 1970). Die Existenz
von m’dG in DNA ist insofern problematisch, als dass durch die verringerte Stabilitat
des Nukleosids spontan apurinische Stellen in der DNA entstehen und dadurch Einzel-
und Doppelstrangbriiche  auftreten kénnen (Boysen et al. 2009).
Reparaturmechanismen wie das base excision repair (BER)-System entfernen im
Normalfall solche modifizierten Nukleotide zuverlassig und sorgen damit fir den Erhalt
der Integritat der DNA (Wyatt und Pittman 2006; Lindahl et al. 1997). AuRerdem gilt

die N7-Methylierung von Guanin als eine wenig mutagene Modifizierung, solange das
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Reparatursystem intakt ist (Boysen et al. 2009). Um zu Uberprifen, ob ein Einbau von
m’dGTP in DNA in "™cN3B-Nullmutanten stattfindet, wurde das DNA-Reparatursystem
zusatzlich durch Behandlung mit UV-Licht belastet. Das UV-Licht verursacht DNA-
Schiaden wie Thymindimere (Shah und He 2015). Sollten PmeN3B-Larven bereits DNA-
Schaden reparieren missen, die durch einen Einbau von m’dGTP verursacht worden
sind, sollte eine zusatzliche Belastung durch UV-Licht eine erhdhte Sterblichkeit
gegeniber Wildtyp bewirken. Dies war jedoch nicht der Fall. Es handelt sich hierbei
jedoch um eine sehr indirekte Methode zur Uberpriifung des Einbaus von m’dGTP in
DNA, also kann aus dem Ergebnis nicht klar geschlussfolgert werden, dass kein Einbau
stattfindet. AuBerdem haben Larven gegeniiber Embryonen den Vorteil, dass sie
Uberschissige Nukleotide durch Ausscheidung aus ihrem Organismus entfernen

kénnen.

Ein erstaunliches Merkmal der P™cN3B ist deren Fahigkeit auch m’GDP zum 7-
Methylguanosin zu dephosphorylieren. Dies ist besonders in Hinblick auf die zwei 5'-
cap-Abbauwege interessant, da hier aus der 5-cap-Struktur sowohl m’GMP (DcpS-
Aktivitat) als auch m’GDP (Dcp2/1-Aktivitat) freigesetzt werden kann (s. 2.5). Diese
zusatzliche P™cN3B-Aktivitat bestarkt die Argumentation, dass die °""cN3B eine
,entgiftende” Funktion besitzt, da sie den Abbau dieses modifizierten Nukleotids in
eine exportierbare Form katalysiert. Tatsachlich ist das durch den Abbau freigesetzte
m’GMP durch seinen geladenen Zustand nicht in der Lage, Zellmembranen durch
Diffusion zu passieren. Erst durch die Abspaltung des Phosphatanteils ware
wahrscheinlich ein Transport als Nukleosid durch Transporter moglich (Pastor-Anglada
et al. 2005; Mangravite et al. 2003). Bei Untersuchungen von Menschen und Ratten,
die einem methylierenden Agenz ausgesetzt waren, wurden im Urin erhéhte Mengen
an 7-Methylguanin festgestellt (Tamae et al. 2009; Stillwell et al. 1991; Sander et al.
1986). Vermutlich spalten im Ektosol befindliche, unspezifische Phosphorylasen den
Riboseanteil des 7-Methylguanosins ab (Yegutkin 2008). Das 7-Methylguanin wird
dann anscheinend nicht weiter im Korper abgebaut, sondern in dieser Form

ausgeschieden.
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4.4 Physiologische Funktion der 5°-Nukleotidasen in D. melanogaster

Die physiologische Funktion der zytosolischen 5‘-Nukleotidasen konnte bis jetzt nicht
klar definiert werden. Sie besitzen offensichtlich eine katabole Funktion, was durch
den in dieser Arbeit beschriebenen spezifischen Abbau von m’GMP noch unterstrichen
wird. Durch ihre Einbindung in Substratzyklen (zusammen mit den spezifischen
Phosphorylasen und Phosphoribosyltransferasen, s. Abb. 2.5) haben sie jedoch auch
moglicherweise  eine  regulatorische  Funktion in  der Erhaltung der
Nukleotidpoolhomoostase (s. Abb. 4.1, s. 2.2.2; Ipata und Balestri 2013). Theoretisch
ermoglicht der Substratzyklus der 5‘-Nukleotidasen eine feine Regulation der
zelluldaren Konzentration von 5°-NMPs, Nukleosiden und Nukleobasen und die
Kopplung dieser Substratkonzentrationen an den Pentosephosphatweg Uber den

Verbrauch von Phosphoribosylpyrophosphat.
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A

== NDP-Kinase (CG2210) =——p Nukleotidasen (cN2 und cN3B)
= Nukleosidtriphosphatase (CG3059; CG5276) = spez. Nukleosidphosphorylasen (CG16758; CG6330)

spez. NMP-Kinase (CG3140; CG11811;CG6092) == Ribonukleotidreduktase (CG8975; CG5371)
= Nukleosiddiphosphatase (CG3059; CG5276)

Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Nukleotidstoffwechsels in D. melanogaster zur Verdeutlichung
der Position der 5‘-Nukleotidasen in diesem Netzwerk. 1, Adenylosuccinat-Synthase und
Adenylosuccinat-Lyase (CG17273 und CG3590); 2, Adenosinkinase (CG11255); 3, Adenin-
Phosphoribosyltransferase (CG18315); 4, Adenosindeaminase (CG11994); 5, 5-IMP-Dehydrogenase
(CG1799); 6, Xanthinoxidase (CG7642); 7, 5'-GMP-Synthase (CG9242); 8, Guanindeaminase (CG18143);
9, Uracil-Phosphoribosyltransferase (CG5537); 10, CTP-Synthase (CG45070); 11, Uridinkinase (CG4798);
12, Cytidindeaminase (CG8353); 13, Cytosindeaminase (CG5292); 14, (Deoxy)nukleosidkinase (CG5452);
15, 5-dCMP-Deaminase (CG6951); 16, dUTPase (CG4584); 17, 5'-dTMP-Synthase (CG3181).

Da die Ky-Werte der "™cN3B und der P™cN2 fir ihre Substrate alle unter den
ermittelten 5-NMP-Konzentrationen im D. melanogaster-Embryo lagen, kann davon

ausgegangen werden, dass beide Enzyme ihre Substrate mit hohen
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Reaktionsgeschwindigkeiten dephosphorylieren. Durch eine Dephosphorylierung
konnen Nukleotide zum einen in eine membrangdngige Form Uberfihrt werden
(katabolischer Zweig), zum anderen koénnen sie dadurch in den obengenannten
Substratzyklus eingespeist werden und als Nukleoside bzw. Nukleobasen im Zytosol
kurzzeitig zwischengespeichert werden (regulatorischer Zweig). Durch die Inhibition
der °McN3B-Aktivitit durch hohe 5-AMP-Konzentrationen wird auBerdem eine
Kopplung an den zelluldren Energiestatus ermdglicht (s. 4.1). Auch die "™cN2-Aktivitat
ist durch ihre Aktivierbarkeit durch hohe ATP-Konzentrationen an den Energiestatus
gekopppelt (s. 3.3.4). Ein Verlust der 5‘-Nukleotidaseaktivitdten wiirde zunachst einmal
direkt zur Akkumulation von 5-NMPs fihren und indirekt dem Organismus die
Moglichkeit nehmen die Menge an verfiigbaren 5-NMPs an den Energiestatus
anzupassen. Die akkumulierenden 5‘-NMPs sind aullerdem Substrate fir die
Nukleotidrecyclingwege, folglich ware eine Erhéhung der NDP- und NTP-

Konzentrationen denkbar.

Ein Verlust der °P™cN3B-Aktivitit durch einen genetischen knockout sorgte auf
biochemischer Ebene, neben der Stabilisierung von m’GMP im Embryonenextrakt, fiir
Veranderungen im zelluldren Nukleotidpool und im dNTP-Pool der D. melanogaster-
Embryonen (s. Abb. 4.2). Die beobachtete signifikante Akkumulation von 5-CMP und
5“UMP im P"cN3B”-Embryo ist wenig (berraschend, da die °""cN3B fiir beide
Pyrimidinnukleotide eine hohe katalytische Effizienz aufwies (s. Abb. 4.2). Durch die
Aktivitat einer 5-CMP-UMP-Kinase (dak1) konnen diese beiden Nukleotide zu NDPs
phosphoryliert werden (Curbo et al. 2003). Besonders der Uberschuss an 5-UMP
sorgte dadurch vermutlich fir den signifikanten Anstieg an UDP. Es wurde auRBerdem
eine signifikante Depletion des UTP-Pools festgestellt (s. Abb. 4.2). Das Nukleotid UTP
ist besonders wichtig, da es nicht nur ein Substrat fur die RNA-Polymerasen, sondern
auch ein Substrat fiir die CTP-Synthase ist. Diese Reaktion ermoglicht die Synthese des
Nukleotids CTP. In den meisten Organismen wird dieses Enzym durch eine leichte
Erhohung der CTP-Konzentration sehr effektiv inhibiert und durch UTP aktiviert
(Endrizzi et al. 2005; Aronow und Ullman 1987). Eine mogliche Erklarung fur den UTP-

Verlust konnte also sein, dass das Drosophila-Homologe (CG45070) nicht durch
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erhohte CTP-Konzentrationen inhibiert werden kann. In den DchSB'/'—Embryonen
wurde eine durchschnittliche Erhéhung der CTP-Konzentration von 400 uM auf 690
UM festgestellt. Dass der Verlust der CTP-Inhibierung problematisch fiir die Balance
des CTP/UTP-Pools ist, wurde in Aronow und Ullmann 1987 gezeigt. Hierflr benutzten
die Experimentatoren eine murine T-Zell-Lymphoma-Zelllinie (S49-Zelllinie), die eine
mutierte CTP-Synthase exprimierte. Dieses mutierte Enzym ist nur noch wenig sensitiv
gegenlber einer erhohten CTP-Konzentration. Wurden diese Zellen mit Actinomycin D
oder Cyclohexmid behandelt, stieg die zelluldare CTP-Konzentration wahrenddessen der
UTP-Pool depletiert wurde. Wildtypzellen, die eine funktionale CTP-Synthase
aufwiesen, zeigten keine Anderungen im CTP/UTP-Pool (Aronow und Ullman 1987). Ein
Teil des UTPs kann auflerdem durch die Verknlipfung mit Glukose durch eine
Uridylyltransferase aus dem zellularen Nukleotidpool entfernt werden. Dies erklart
jedoch nicht, warum der zellulare UTP-Pool in der PMcN3B-Nullmutante nicht wieder

aufgefullt wird.
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Abb. 4.2 Schematische Darstellung des Pyrimidinnukleotidmetabolismus bei einem P™cN3B-knockout
in D. melanogaster. Rot hervorgehoben sind die Nukleotide, die signifikant angereichert wurden,
wahrend lila hervorgehoben signifikant abgereichert bedeutet. Grau eingefarbt sind die Nukleotide,
Nukleoside und Nukleobasen, die durch keinen Assay in ihrer Abundanz gemessen worden sind. Die
gestrichelten Pfeile bei der 5-Nukleotidaseaktivitdt fiir 5-dNMPs bedeuten, dass nicht mit Sicherheit
gesagt werden kann, ob diese Aktivitdt noch vorhanden ist. Insbesondere da in D. melanogaster kein
homologes Enzym zur zytosolischen Deoxynukleotidnukleotidase gefunden wurde.

Die frihen Phasen der Embryogenese sind fiir den Nukleotidmetabolismus eine

Herausforderung, da der Embryo viele DNA-Replikationszyklen durchlauft und somit
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jederzeit optimale dNTP-Konzentrationen zur Verfiigung stehen missen. Aullerdem
findet zu dieser Zeit auch der Wechsel von maternalen zu zygotischen Transkripten
statt, d.h. sowohl mRNA-Abbau als auch mRNA-Synthese miissen koordiniert werden.
Das Nukleotid UDP ist nicht nur Ausgangspunkt fir die UTP-Synthese, sondern auch ein
Substrat fir die Ribonukleotidreduktase. Das entstehende dUDP st ein
Vorlaufermolekil fir die dTTP-Synthese. Die signifikant erhéhte dTTP-Konzentration
(Faktor 2,4) im DchBB'/'—Embryo kann damit durch den Uberschuss an UDP erklart
werden (s. Abb. 4.2). AuRerdem wurde in dieser Arbeit auch gezeigt, dass die PMeN3B
in der Lage ist die Dephosphorylierung von 5-dUMP zu katalysieren, einem weiteren
dTTP-Vorliufermolekiil. Ein Verlust der ""cN3B-Aktivitit wiirde somit die Synthese von
dTTP an mehreren Stellen durch eine Akkumulation der Vorlaufermolekile
vorantreiben. Bemerkenswert ist auch die generelle Erhéhung des gesamten
Nukleotidpools durch den "™cN3B-knockout (insgesamt fast 2 mM mehr Nukleotide),
was wiederum den regulatorischen Einfluss der 5‘-Nukleotidasen auf die
Poolzusammensetzung verdeutlicht. Vergegenwartigt man sich, dass der Embryo zum
Untersuchungszeitpunkt ein quasi abgeschlossenes System darstellt, lasst sich allein

aus diesen Beobachtung schlieRen, dass die bm

cN3B einen regulatorischen Einfluss
sowohl auf die 5-NMP-Konzentration, als auch indirekt auf die Konzentration von

NDPs, NTPs und dNTPs besitzt.

Die Transkripte der °™cN2 waren in fast allen Geweben und zu jedem
Entwicklungsstadium der Taufliege nachweisbar. Durch die sehr hohe Konservierung
der Primdrsequenz der cN2-Enzyme wurde eine generelle und moglicherweise
essentielle Funktion vermutet (Itoh 2013). Uberraschenderweise erwies sich jedoch ein
genetischer knockout der ®"cN2 als wenig schwerwiegend. Wie erwartet, wurde zwar
eine Akkumulation von 5-GMP beobachtet, jedoch wurde kein Einfluss der Deletion
auf die Entwicklung von D. melanogaster festgestellt. Unerwartet war die gemessene
Reduktion an freiem 5-IMP. Die ""cN2 wies fir die 5-“NMPs GMP und IMP die héchste
katalytische Effizienz auf, daher hatte man also eine Akkumulation beider Substrate
erwartet. Ein cN2-knockout in Hefe fihrte dort beispielsweise zu einem vierfachen

Anstieg der 5-IMP-Konzentration (Walther et al. 2010). Der 5-IMP-Verlust in den
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DchZ'/'—Embryonen lasst sich wahrscheinlich nur durch eine allosterische Regulation
der Purinsyntheseenzyme erklaren, die durch akkumulierendes 5-GMP inhibiert
werden konnen (z. B. die Glutamin-Phosphoribosylpyrophosphat-Amidotransferase,
Krahn 1996). Ein cN2-knockdown in Astrozytomazellen (auf 50%) aktivierte dort die
Caspase 3 und fuhrte zu vermehrten Zelltod, jedoch wurde auch in diesen Zellen keine
Nukleotidpoolverschiebungen festgestellt (Careddu et al. 2008). Eine cN2-Reduktion
fUhrte in diesen Zellen nur zu einer leichten cN3-Transkripterhéhung, was auch in
dieser Arbeit auf Proteinebene beobachtet wurde (s. 3.5.7). In anderen Zellen wurden
durch eine cN2-Reduktion durch Behandlung mit siRNAs nur sehr schwache Effekte auf
die Zellviabilitdt beobachtet (in A549-Zellen, Li et al. 2012). AuRerdem wurde durch
eine  Reduktion der cN2-Transkriptmenge eine leichte Erhéhung der
Ribonukleotidreduktase- und der HGPRT-Transkriptmenge festgestellt (Zabielska et al.
2015). Erstaunlicherweise findet sich in D. melanogaster keine HGPRT-Aktivitdt und
durch Sequenzanalysen konnte auch kein Homologes zur humanen HGPRT gefunden
werden (Becker 1978). Die HGPRT ist ein essentieller Teil des bereit beschriebenen
Purin-Substratzykluses (s. 2.2.2). Es wurde lediglich ein Homologes zur humanen
Adeninphosphoribosyltransferase identifiziert (CG18315, aprt, Johnson et al. 1987). Es
ist nicht bekannt, ob dieses Enzym in der Lage ist auch Guanin und Hypoxanthin
umzusetzen. Die Uberfithrung von 5-AMP zu 5‘-IMP durch eine 5-AMP-Deaminase ist
normalerweise sinnvoll, da der Stoffwechsel eher auf Schwankungen in der 5-AMP-
Konzentration sensitiv reagiert. Durch die Umwandlung in 5-IMP und die Einbindung
in den Substratzyklus kénnen Purinbausteine gespeichert werden, ohne dabei andere
Stoffwechselwege zu beeinflussen. In der Taufliege scheint diese Regulation jedoch
ohne eine entsprechende HGPRT-Aktivitat nicht méglich. Eine Uberexpression der cN2
sorgte in HEK293-Zellen fiir einen signifikant erniedrigten 5-IMP-Spiegel, wahrend 5°-
GMP unverandert blieb (Cividini et al. 2015). AuBerdem wurde unter diesen
Bedingungen eine leichte Reduktion der GDP-Konzentration und der Konzentration
aller Nukleosidtriphosphate beobachtet und eine leichte Akkumulation von 5-AMP.
Auch hier bewirkte also eine Manipulation der 5‘-Nukleotidaseproteinmenge

weitreichende Verschiebungen im Nukleotidpool. Die cN2-Uberexpremierenden Zellen
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wiesen jedoch keine reduzierte Vitalitat auf (Cividini et al. 2015). Vermutlich kann im
D. melanogaster-Embryo der Verlust der ®cN2 gut mit der enzymatischen Aktivitat
der P™cN3B kompensiert werden, da sie sich in ihrem Substratspektrum

Uberschneiden.

In der Flybase-Datenbank (www.flybase.org) wurden in D. melanogaster nur elf
verschiedene Proteine ausgemacht, die auf Grund von Homologien eine 5°'-
Nukleotidaseaktivitat aufweisen kdonnten (s. A.1.1l.1). Darunter befinden sich die in
dieser Arbeit untersuchten zytosolischen 5‘-Nukleotidasen c¢cN3B und cN2, sowie
mehrere Vertreter der ektosolischen 5‘-Nukleotidasefamilie (NT5E2, veil, CG11883).
Die Transkripte dieser ektosolischen 5‘-Nukleotidasen wurden in der frihen
Embryogenese nicht oder nur wenig detektiert (Fenckova et al. 2011). Inwieweit die
Proteine tatsachlich exprimiert wurden, ist nicht bekannt, daher kann ein
kompensatorischer Einfluss auf die Nukleotidkonzentrationen im zelluldaren

Nukleotidpool im PmeN3B7 - bzw. im DchZ'/'—Embryo nicht ausgeschlossen werden.

Vergleicht man die Transkriptexpression von Enzymen, die zur Nukleotidsynthese
beitragen, mit denen, die am Nukleotidabbau beteiligt sind, liegen insbesondere in den
frihen Phasen der D. melanogaster-Embryogenese (0-4 h) die Transkripte der
Nukleotidsyntheseenzyme in grolen Mengen vor wadhrend die Transkripte der
nukleotidabbauenden Enzyme eher unterreprasentiert bzw. nicht vorhanden sind (s.
A.1.11.2). Die zytosolischen 5‘-Nukleotidasen cN3B und cN2 weisen zu der Zeit jedoch
eine moderate Menge an Transkripten auf, was einer rein katabolen Funktion in dieser
frihen Phase der Embryogenese eher widerspricht. Die Phosphoribosyltransferasen
und die Uracil-Phosphorylase weisen in dieser Zeit ebenfalls hohe Transkriptmengen
auf. Auch dies legt eine regulatorische Funktion des 5‘-NMP-Substratzyklus nahe.
Erstaunlicherweise waren nur sehr wenige Transkripte der
Purinnukleosidphosphorylase zwischen 0-4 h der Embryogenese nachweisbar. Da
jedoch auch keine HGPRT-Aktivitat in D. melanogaster nachweisbar war, ist der
Mangel an Purinnukleosidphosphorylase-Transkripten nachvollziehbar, da ein Purin-
Substratzyklus im klassischen Sinne ohne HGPRT-Aktivitat nicht aufgebaut werden

kann.
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Abschliefend kann gesagt werden, das beide zytosolische 5‘-Nukleotidasen die
Konzentration des zellularen Nukleotidpools beeinflussen. Ihre Aktivitat ist also nicht
ausschlieBllich abbauender Natur, besonders nicht in den frihen Phasen der
Embryogenese. Hier weist insbesondere die PMcN3B eine regulatorische Funktion im
Erhalt der Nukleotidpoolhomdostase auf. Die zytosolischen 5‘-Nukleotidasen sind
daher am ehesten als Teil des katabolen Arms des regulativ-wirksamen 5‘-NMP-

Substratzyklus zu begreifen.

4.5 Ursachen fiir die gestérte Embryogenese der bmenN3BY -Embryonen

Biologisch dauRerte sich der knockout der PMcN3B in Entwicklungsstorungen wahrend
der Embryogenese, der bei 37% der Embryonen zu einem embryonalen Arrest und
somit zu einem Entwicklungsabbruch fiihrte (s. 3.5.2). Durch Anfarbung dieser
Embryonen mit DAPI wurde unverhaltnismallig wenig DNA-Material angefarbt und
viele Kerne waren fragmentiert. Altere Embryonen wiesen sogar kein durch DAPI
nachweisbares Kernmaterial mehr auf. Aulerdem war die Entwicklung der PmeN3B -

Embryonen fast um einen Tag verzégert im Vergleich zu Wildtypembryonen.

Die friihen Phasen der D. melanogaster-Embryogenese sind geprdagt von 13
synchronen, sehr schnellen Kernteilungen, welche alle ohne Zellteilung stattfinden
(Sullivan und Theurkauf 1995). Ein weiteres Charakteristikum dieser ersten
Kernteilungen ist die Abwesenheit von gap-Phasen (G1- und G2-Phase) zwischen der
Mitose und der S-Phase. Es werden dadurch Teilungsgeschwindigkeiten von einer
Teilung pro 10 Minuten erreicht (Tram et al. 2001; Foe und Alberts 1983). Hierflir muss
auch die DNA-Replikation innerhalb von kirzester Zeit vonstatten gehen. Derartig
hohe Replikationsgeschwindigkeiten verhindern zu dieser Zeit klassische
Reperaturmechanismen zur Sicherung der DNA-Qualitat, d.h. eventuelle DNA-Schaden
werden nicht repariert, sondern fehlerhafte Kerne werden abgebaut (nuclear fallout
mechanism) (Pushpavalli et al. 2013; Takada et al. 2003; Kolonin und Finley 2000;
Sullivan et al. 1993). Hierfiir verantwortlich sind verschiedene Zellzyklus-checkpoint-

Proteine (z.B. Grape und Checkpointkinase 2), die bei DNA-Schaden eine Verzogerung
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des Anaphase zu Metaphase Ubergangs bewirken, sodass die fehlerhaften Kerne im
inneren des Embroys verbleiben und dort durch DNasen (in D. melanogaster durch
dCAD/Rep4, Yokoyama et al. 2000) abgebaut werden (Royou et al. 2005; Takada et al.
2003; Sibon et al. 2000). Dies wirde die fragmentierten Kerne in den PmeN3B7 -

Embryonen erklaren.

Ein unausbalancierter dNTP-Pool kann die Mutagenese- und Rekombinationsrate
erhéhen und dadurch zu Schdaden an der DNA fiihren (Poli et al. 2012; Lépez et al.
2009; Steller 2008; Mathews 2006; Dare et al. 1995; Kunz et al. 1994). Die zelluldre
Konzentration der dNTPs wird daher meist sowohl allosterisch als auch genetisch
streng kontrolliert (Hakansson et al. 2006). Durch ein Ungleichgewicht im dNTP-Pool
kann es zu Fehlpaarungen wahrend der DNA-Replikation kommen, die dann zu
Strangbriichen, Deletionen, Insertionen und Leserahmenverschiebungen fiihren
(Kumar et al. 2011; Kunkel 2004; Kunz et al. 1994). Durch eine Mutation der
Ribonukleotidreduktase in S. cerevisiae wurde beispielsweise ein um Faktor drei
erhohtes dTTP-Level erreicht, was eine Erhéhung der spontanen Mutationsrate
(Basenaustausche) der Hefen um Faktor 2,8 bewirkte (Kumar et al. 2011). Der in dieser
Arbeit festgestellte signifikante Anstieg der dTTP-Konzentration um Faktor 2,4 ware
also ausreichend, die Integritat der DNA zu gefdhrden indem die hohe dTTP-
Konzentration Fehlpaarungen wahrend der DNA-Replikation bewirkt, die wiederum zu
Mutationen und DNA-Schaden fuhren. Fir diese Theorie wiirde auch der generelle
Anstieg an Desoxynukleotiden im Dch3B'/'—Embryo sprechen, denn es wurde bereits
gezeigt, dass DNA-Schdaden verschiedener Art in S. cerevisiae zu einem generell
erhohten dNTP-Pool fiihren (Chabes et al. 2003). Diese Beobachtung kann vermutlich
durch die bei DNA-Schdaden erhdhte Expression der Ribonukleotidreduktase erklart

werden, die einen globalen dNTP-Anstieg nach sich zieht (Gon et al. 2011).

Dass der Verlust der cN3B auch einen Einfluss auf den Zellzyklus zu haben scheint,
zeigte ein grofRes siRNA-Screening in S2-Zellen (embryonale Drosophila-Zelllinie) mit
dem Transkripte identifiziert wurden, die einen Einfluss auf den Zellzyklusverlauf
haben (Bjorklund et al. 2006). Eine siRNA gegen das cN3B-Transkript flihrte hier zu

einer Akkumulation der S2-Zellen in der G2-Phase. Auch ein cN3-knockdown in C.
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elegans (wormbase.org; Y10G11A.1) sorgte fir einen lethalen Phadnotyp auf
embryonaler Ebene und auffallender nukledrer Morphologie im friihen Embryo (es
wurden keine Kerne detektiert, Galy et al. 2003). Dieser Phanotyp kann aber nicht
eindeutig auf das cN3-Transkript zuriickgefiihrt werden, da das primare Ziel des siRNA-

vermittelten knockdowns das Transkript des Nukleoporins npp-20 (Y77E11A.13a) war.

Neben dem Verlust der katalytischen Aktivitit der ""cN3B, kénnte auch der Mangel an
PMcN3B als Protein fiir den beobachteten Phanotyp verantwortlich sein. Dies legt eine
next generation-Proteininteraktionsstudie in Hela-Zellen nahe, bei dem die
Interaktionspartner von 1125 GFP-fusionierten Proteinen untersucht wurden (Hein et
al. 2015). Hierbei wurde die humane cN3 mit finf verschiedenen Proteinen in
Verbindung gebracht: MZT1 (mitotic spindle organising-Protein), CENPE
(Centromerprotein E), Mis12 (Kinetochorprotein), CDC42 (GTPase, Hauptregulator des
Aktinskeletts) und SESN2 (Sestrin 2). Uberraschend waren die drei an der Ausbildung
des Spindelappartes beteiligten Proteine MZT1, CENPE und Mis12, die alle drei in D.
melanogaster konserviert sind (Schmit et al. 2015; Venkei et al. 2011; Yucel et al.

Dm

2000). Eventuell ist also der Verlust der ~"cN3B als Interaktionspartner fir diese

Proteine verantwortlich fiir eine fehlerhafte Kernteilung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Ursache fiir den beobachteten Phanotyp bei einem
PMcN3B-knockout nicht eindeutig identifiziert. Mogliche Ursachen wiéren die
Akkumulation von m’GMP (ein konsequenter Einbau in DNA ist jedoch eher
unwahrscheinlich, da bereits kein Einbau in RNA nachgewiesen werden konnte), die
Verdanderungen im zelluldaren Nukleotidpool (die erhéhte dTTP-Konzentration fiihrt zu
DNA-Schiden) oder der Verlust der "™cN3B als Interaktionspartner fiir Spindelapparat-
assozierte Proteine (fehlerhafte Kernteilung). Moglicherweise wird der Phanotyp aber
auch durch die Summe aller Effekte verursacht. Hierflir wirde zumindest die

Vielgestaltigkeit der defekten Embryonen sprechen.
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden verschiedene zytosolische 5‘-Nukleotidasen aus D.
melanogaster und H. sapiens untersucht. Ausgangspunkt war die Identifizierung einer
neuartigen 5‘-Nukleotidase (°™cN3B) in D. melanogaster, die spezifisch die
Dephosphorylierung von m’GMP katalysieren konnte, einem Abbauprodukt der
MRNA-5‘-cap-Struktur. Das rekombinante Enzym setzte bevorzugt m’GMP um, jedoch
waren besonders auch die 5’-Pyrimidinmonophosphate CMP und UMP gute Substrate.
Im Menschen wurden zu diesem Enzym zwei Homologe gefunden: die cN3A und die
cN3B. Die cN3A ist als pyrimidinspezifische 5'-Nukleotidase bereits in zahlreichen
Studien untersucht worden. Dennoch wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass auch dieses
Enzym in der Lage ist m’GMP effizient zu dephosphorylieren. Die humane cN3B wurde
bis jetzt noch nicht naher charakterisiert, wies aber groRere Primdrsequenzhomologie
zur "™cN3B als die "cN3A auf. Tatséchlich konnte bestatigt werden, dass die "cN3B
den niedrigsten Ky-Wert flr das Substrat m’GMP aufwies, aber ebenfalls eine
eindeutige Pyrimidinspezifitat besitzt. Die purinspezifischen 5‘-Nukleotidasen (°"™cN2
und "cN2) zeigten Uberraschenderweise wenig katalytische Aktivitdt gegeniber

PMeN2 wurde in

m’GMP, obwohl es sich hierbei um ein Purinnukleotid handelt. Die
dieser Arbeit erstmalig charakterisiert, reiht sich aber mit ihren katalytischen
Eigenschaften gut in die bereits bekannten Daten zu cN2-Enzymen anderer
Organismen ein. Die ungewdhnliche Affinitdat der cN3-Enzyme fiir ein methyliertes
Purinnukleotid wurde durch Kristallstrukturanalysen der ®™cN3B erklarbar. Sowohl
m’GMP als auch 5-CMP werden in der P"cN3B in einem hydrophoben Kifig
koordiniert. Die Praferenz fir das Substrat m’GMP wird durch dessen Methylierung
verursacht, die eine positive Ladung im Guaninring erzeugt, die fiir eine zusatzliche
Coulomb-Wechselwirkung mit den umgebenden aromatischen Aminosdure-
seitenketten sorgt. Der gewadhlte Modellorganismus D. melanogaster bietete die
Moglichkeit die zytosolischen 5-Nukleotidasen cN3B und cN2 gezielt auf genetischer
Ebene zu deletieren. Dies sollte die Frage nach der eigentlichen Funktion der

zytosolischen 5‘-Nukleotidasen beantworten, die bis jetzt noch nicht klar definiert

werden konnte. Hierbei stehen sich eine rein katabole als auch eine regulatorische
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Funktion gegeniliber. Der knockout der PMcN3B filhrte zu einem semilethalen
embryonalen Arrest-Phanotyp mit auffalligen Kernstrukturen in friihen Embryonen.
Die Dch3B'/'—Embryonen wiesen auRerdem eine stark reduzierte m’GMP-
dephosphorylierende Aktivitat auf, zeigten weitreichende Veranderungen im zellularen
Nukleotid-Pool und besaBen ein Ungleichgewicht im dNTP-Pool. Zusammen mit
Transkriptexpressionsanalysen zu Enzymen die am Nukleotidstoffwechsel beteiligt
sind, kann der "™cN3B in den frihen Phase der D. melanogaster-Embryogenese klar
eine regulative Funktion im Erhalt der Nukleotidpoolhomdostase zu geordnet werden.
Ein knockout der P™cN2 war weniger schwerwiegend, so waren die PmeN2 -
Embryonen morphologisch unauffdllig und wiesen auch nur leichte Nukleotidpool-
Verschiebungen auf, die sich jedoch auf 5-NMPs beschrinkten. Da der °"cN2-
knockout eine Erhohung der Dch3B—Expression verursachte, ist eine
kompensatorische Wirkung der PMeN3B in DchZ'/'—Embryonen sehr wahrscheinlich,

besonders da sich die beiden Enzyme in ihrem Substratspektrum iberschneiden.

Der beobachte Phdnotyp in den DchBB'/'—Embryonen fihrt zu einer Reihe
interessanter Fragen und Bedarf weiterer Aufklarung. Ob in den arretierten
Embryonen vermehrt DNA-Schdaden durch den fehlerhaften Einbau von dTTP
auftreten, kann direkt durch einen TUNEL-(terminal desoxynucleotidyl-transferase-
mediated dUTP nick-end labeling)-Assay untersucht werden. Der TUNEL-Assay markiert
die durch Abbau entstehenden DNA-Enden mit Fluorescein-gekoppeltem dUTP. Diese
Markierung ist dann direkt mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops in Embryonen
nachweisbar. AulRerdem kann durch Immunfluoreszenz-Farbungen der Embryonen
eine Akkumulation bestimmter checkpoint-Markerproteine untersucht werden, die
Riickschllisse auf DNA-Schdaden oder eine Arretierung in bestimmten Zellzyklusphasen
zu lassen. Auch eine Farbung des Spindelapparates mit Hilfe eines a-Tubulin-
Antikorpers, bzw. der Centromere mit einem Centrosomin-Antikdrper konnte
Aufschluss Gber den Einfluss der ""cN3B auf die Kernteilung geben. Hierfiir wire auch
ein  Protein-Pulldown-Experiment interessant, mit dessen Hilfe mogliche
Interaktionspartner der °™cN3B identifziert bzw. bestatigt werden kénnten.

Unumganglich ist auBerdem ein sogenannter rescue der Dch.°>B'/'—Embryonen, indem
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das °"cn3b-Gen wieder tiber Rekombination in den Deletionshintergrund eingebracht
wird. Dabei wadre es insbesondere interessant eine katalytisch inaktive Variante
einzubringen, um zu untersuchen, ob die Aktivitdt oder das Protein fiir den
beobachteten Phanotyp verantwortlich ist. Da es in D. melanogaster nur zwei der
zytosolischen 5'-Nukleotidasen gibt, bietet dieser Organismus die einmalige
Gelegenheit beide Enzyme gleichzeitig auf genetischer Ebene zu deletieren. Die
Charakterisierung dieser Doppelmutante ermdoglicht es wu.a. weitreichendere
Funktionen der ®™cN2 zu identifizieren, sowie die Auswirkungen eines vollstandigen 5'-

Nukleotidaseverlustes auf den Nukleotidmetabolismus zu studieren.
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5 Material und Methoden

Die im Verlauf dieser Arbeit verwendeten molekularbiologischen Standardmethoden

wurden nach Protokollen von Green und Sambrook 2012 durchgefiihrt. Chemikalien

wurden in p.A.-Qualitat von Merck, Roth oder Sigma Aldrich bezogen. Enzyme und

verwendete Kits wurden nach Herstellerangaben verwendet.

5.1 Verwendete E. coli-Stiimme

Die Stamme wurden vor ihrer Verwendung durch Ausstreichen auf entsprechendem

antibiotikahaltigem Medium verifiziert.

Stamm Genotyp

BL21 (DE3) CodonPlus B, F, dcm, ompT, hsdSg(rg'mg’), gal(DE3),
[codon+]

Rosetta2 F, dcm, ompT, hsdSg(rg mg), gal, pRARE2 (CamR)

XI1-Blue K12, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17,
supE44, relAl, lac-, F, proAB, laclgZM15,
Tn10(Tet")

5.2 Verwendete Fliegenstimme

Stamm Genotyp

Wildtyp Canton S N5

PmeN3BT w8 CG3362™™/Cy0; +/+
cN3BH w''*®; PBac{RB}cN3B*"®/Cy0; +/+
cN3|B" %% w'%; PBac{WH}cN3B™%¢/cy0; +/+
Pmen2 T y2cho™v'CG32549%; +/+; +/+

5.3 Zellkultivierung

5.3.1 Kultivierung von Schneider 2-Drosophila-Zellen

Firma

Stratagene

Novagen

Stratagene

Deletionsmethode

piggyBac

CRISPR-Cas9

Schneider 2 (S2)-Zellen entstammen einer 20-24 h alten Primarkultur von Drosophila

melanogaster-Embryonenzellen (Schneider 1972). Die Anzucht der S2-Zellen erfolgte in
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Zellkulturflaschen (75 cm?®) bei 25°C in Schneider's Insect-Medium (Invitrogen). Das
Medium wurde mit 1%iger (v/v) Antibiotika/Antimykotika-Mischung (Gibco) und
10%igem (v/v) hitzeinaktiviertem, fetalen Kalberserum (Biochrom) komplementiert.
Die semiadherent wachsenden S2-Zellen wurden alle vier Tage in frischem Medium auf
1#10° Zellen/mL verdiinnt. Hierfir wurden die S2-Zellen mechanisch vom Boden der
Kulturflasche gelost. Die Lebendzellzahl wurde Uber Farbung mit einer Trypanblau-
Losung (1:10 Mischung Zellsuspension: Farbeldsung) und anschliefender Auszdhlung
der nicht blau gefarbten Zellen in einer Zdhlkammer nach Thoma bestimmt. Fir die
RNA-Extraktion wurden 250 pL einer Zellsuspension mit 1910’ Zellen/mL direkt
verwendet. Fir die Zellernte wurden die S2-Zellen ebenfalls in Suspension gebracht
und anschlieBend bei 500eg fiir zweimal 15 min zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge
5810R). Das Zellpellet wurde mit 1xPBS (phosphate buffered saline) gewaschen und in
Flussigstickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Ein
Zellaufschluss erfolgte mittels cell lysis-Puffers (Promega nach Herstellerangaben) und

die Proteinkonzentration des Lysates wurde nach Bradford (Roth) bestimmt (s. 5.5.3).

1xPBS: 10 mM Na,HPOQ,, 1,8 mM KH,PO,4, 3 mM KCl, 140 mM NaCl; pH 7,4

TrypanblaulGsung: 0,4% (w/v) Trypanblau in 1xPBS

5.3.2 Kultivierung von E. coli-Zellen

Transformierte E. coli-Zellen wurden standardmafig in antibiotikahaltigem LB (Luria
Bertani)-Medium bei 37°C kultiviert. Zur Isolierung von Einzelklonen erfolgte ein
Ausstrich auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten, wahrenddessen Flissigkulturen in
einem orbitalen Schittler (200 rpm, 37°C) kultiviert wurden. Ernte und Aufschluss der
E. coli-Flussigkulturen erfolgte je nach Anwendung. Fir die DNA-Gewinnung wurden
kommerzielle Kits nach Herstellerangaben verwendet (Miniprep Kit | (Peglab),

Midiprep Kit (Qiagen)).

LB-Medium: 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 0,5 g/L NaCl in bidest. Wasser
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5.4 Molekularbiologische Methoden

5.4.1 RNA-Isolation

Extraktion von Gesamt-RNA aus Zellmaterial erfolgte nach der single step—Methode
mit Guanidiniumthiocyanat und Phenol (Trizol®, nach life technologies). Hierfir
wurden die verwendeten Zellen (250 pL mit 110’ Zellen/mL) direkt mit 750 pL Trizol®
aufgeschlossen und die RNA nach Herstellerangaben isoliert. Die isolierte RNA wurde
nach Standardprotokollen gereinigt und in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltem
Wasser aufgenommen (Green und Sambrook 2012). AnschlieRend erfolgte eine
Inkubation mit 10 U DNasel (Roche) fur 1 h bei 37°C. Nach Hitzeinaktivierung der
DNasel wurde die RNA erneut gereinigt und in DEPC-Wasser aufgenommen. Die RNA-
Konzentration wurde (iber Absorption (U3000 Spektrophotometer, Hitachi) bestimmt.
RNA fir die Amplifikation von D. melanogaster-Transkripten wurde aus Schneider 2-
Zellen gewonnen. Fir humane Transkripte wurde die RNA aus HEK293-Zellen oder
U20S-Zellen isoliert, die freundlicherweise von Dr. Christiane Rammelt und Dr. Claudia

WeiBbach zur Verfligung gestellt wurden.

Trizol: 38% (v/v) wassergesattigtes Phenol; 0,8 M Guanidinthiocyanat; 0,4 M
Ammoniumthiocyanat; 0,1 M Natriumacetat pH 5,3; 5% (w/v) Glycerin in DEPC-
Wasser

DEPC-Wasser 0,1% DEPC in Wasser, autoklaviert

5.4.2 Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion

Die cDNA der zu amplifizierenden Transkripte wurde durch reverse Transkription (RT)
der isolierten RNA mit der Moloney murine leukemia virus (MMLV) reversen
Transkriptase (Promega) generiert. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Hierflir wurden entweder transkriptspezifische Oligodesoxynukleotide
(Inkubationstemperatur 42°C) oder ein dT12-Oligodesoxynukleotid (Inkubations-
temperatur 37°C) verwendet (s. A.1.11.3). Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)
wurden die durch die RT-Reaktion erzeugten cDNAs amplifiziert. Fiir die PCR wurde je
nach Bedarf entweder Pfu (Pyrococcus furiosus, Fermentas), Pwo (Pyrococcus woesei,

Peglab) oder Taq (Thermophilus aquaticus, Promega) Polymerase eingesetzt und diese
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nach Herstellerangaben verwendet. Fir die Amplifikation der 5'-Nukleotiase-cDNAs
wurden spezifische Oligodesoxynukleotidpaare verwendet, die aullerdem die
Erkennungssequenz der fiir die Klonierung bendtigten Restriktionsenzyme einfiihrten
(s. A.1.1.3). Bei Schwierigkeiten mit der Produktamplifikation wurde die annealing-
Temperatur moduliert, bzw. schrittweise wadhrend der Reaktion erniedrigt
(touchdown-PCR), oder die Magnesium-Konzentration im Ansatz variiert (1 bis 4 mM).
In seltenen Fallen wurde auch Dimethylsulfoxid (DMSO; zwischen 2-10% (v/v); Jensen
et al. 2010), bzw. Spermidin (bis 1 mM) zugesetzt. Beide Substanzen helfen GC-reiche
DNA-Bereiche aufzuschmelzen. Die Qualitdit der PCR-Produkte wurde durch
Agarosegelelektrophorese Uberpriift (Green und Sambrook 2012). Die cDNA-Produkte
wurden entweder direkt aus dem PCR-Ansatz mit einem kommerziellen PCR
purification Kit (Roche) gereinigt oder durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt
und anschlieBend aus dem Gel gereinigt (Gel extraction Kit, Qiagen oder
squeeze&freeze Methode, Tautz und Renz 1983). Die DNA-Konzentration wurde durch

Absorption bestimmt (U3000 Spektrophotometer, Hitachi).

5.4.3 Klonierung

Die gereinigten PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
(NEB) nach Herstellerangaben inkubiert. Nach dem Restriktionsverdau wurde die
geschnittene cDNA durch Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion gereinigt.
AnschlieBend wurde die cDNA mit T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK, NEB) nach
Herstellerangaben inkubiert. Die cDNA der 5‘-Nukleotidasen wurde in einen pET-
SUMOadapt-Vektor, einen Expressionsvektor, kloniert (Bosse-Doenecke et al. 2008).
Der Vektor wurde zuvor mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten,
gereinigt und mit der alkalischen Phosphatase (calf intestinal phosphatase, CIP, NEB)
bei 37°C fir 1 Stunde dephosphoryliert. Die Phosphatase wurde anschlieBend durch
Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt. Dieser Expressionsvektor enthalt direkt 3
seiner T7-Promotorsequenz zusatzlich die DNA-Sequenzen fiir ein Polyhistidinpeptid
und das SUMO (small ubiquitin like modifier)-Protein. Die cDNA wurde direkt 3’ von

der SUMO-DNA-Sequenz im Leseraster eingebracht. Die Ligationsreaktion wurde mit
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T4-DNA-Ligase (NEB) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Reaktion wurde
zusatzlich noch frisches ATP (2 mM) und DTT (1 mM) zugesetzt. Die Inkubation wurde
entweder eine Stunden bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 16°C durchgefiihrt.
Ein Teil des Reaktionsansatzes wurde dann durch Elektroporation in XL1blue-E.coli-
Zellen eingebracht, und die so transformierten E. coli-Zellen auf antibiotikahaltigen LB-
Agarplatten ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen Kolonien
wurden anschlielend vereinzelt, vermehrt und die Plasmid-DNA mit Hilfe eines MINI-
Prep Kits (peqGOLD, Peqlab) isoliert. Der Erfolg der Klonierung wurde entweder durch
Restriktionsverdau oder PCR Uberprift. Die Sequenzidentitdt wurde durch DNA-
Sequenzierung validiert (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit; ABI PRISM 310
Genetic Analyzer). Spater wurde die Sequenzierung kommerziell durchgefihrt (Firma
Eurofins MWG Operon). Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm
Segman® (DNAstar Software). In Tabelle 5.1 wurden alle klonierten Konstrukte mit den

jeweils verwendeten Restriktionsenzymen aufgelistet.

Tab. 5.1 Dargestellte 5‘-Nukleotidase-Konstrukte.

Klon Plasmid Restriktionsenzyme Isoform
PmeN2 pETSUMOadapt 5 Bsal 3“: Hindlll Isoform B
PMcN3B  pETSUMOadapt  5°: Bsal 3‘: Xhol Isoform 1
"5eN2 pETSUMOadapt 5 Bsal 3“: Hindlll Isoform 2
"*eN3A pETSUMOadapt 5 Bsal 3“: Xhol Isoform 3
"*cN3B pETSUMOadapt 5 Bsal 3“: Xhol Isoform 1

5.4.4 Die cDNA-Generierung von CG32549
Zur Generierung der cDNA von CG32549 wurde eine RT-PCR auf isolierte RNA von S2-

Zellen, sowie von D. melanogaster-Embryonen durchgefiihrt. Trotz mannigfaltiger
Variation der Reaktionsbedingungen war es nicht moglich, die cDNA direkt zu
amplifizieren und es wurde daher ein cDNA-Klon der Berkely Drosophila Genome
Project-Bibliothek gekauft (pOT2-CG32549; Isoform E; GH28326). Zur annotierten
Isoform B, die die hochste Ahnlichkeit zur humanen cN2 aufwies, fehlten noch 290
Basenpaare am 5-Ende. Daher wurde zundchst die erhaltene cDNA Uber PCR so

amplifiziert, dass am 5‘-Ende 20 Nukleotide der fehlenden Sequenz zur Isoform B
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angebracht wurden (als linker-Sequenz) und am 3‘-Ende eine Schnittstelle fir das
Restriktionsenzym Hindlll (1597 Basenpaare lang; 3‘-Fragment). Das fehlende 5‘-Ende
zur Isoform B wurde kommerziell synthetisiert (Eurofins MWG Operon, 293
Basenpaare; 5‘-Fragment), so dass das 3-Ende komplementér zur linker-Sequenz des
3‘-Fragments ist. Die 5- und 3‘-Fragmente wurden gelgereinigt, gleiche Stoffmengen

miteinander hybridisiert und die vollstandige CG32549-cDNA mittels PCR amplifiziert.

5.4.5 Mutagenesereaktion

Um Mutationen in die Expressionsplasmide von °™cN3B und "cN3A bzw. "cN3B
einzufiihren wurde eine ortsgerichtete Mutagenese nach dem QuikChange® Protokoll
(Stratagene) nach Herstellerangaben durchgeflhrt. Die verwendeten
Oligodesoxynukleotidpaare wurden im Anhang in Tab. A.1.l1l.4 zusammengestellt. Die
mutierte Plasmid-DNA wurde in elektrokompetente XL1blue-E.coli-Zellen transformiert
und Einzelklone durch Ausstreichen auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten erhalten.
Nach Vermehrung der Einzelklone und Plasmidisolation wurde der Erfolg der
Mutagenese durch Sequenzierung und gegebenenfalls durch Restriktionsverdau

Uberpruft.

5.5 Proteinchemische Methoden

5.5.1 Expression und Aufschluss

Fir die Expression der 5-Nukleotidasen wurden Rosetta 2-E. coli-Zellen verwendet.
Nach Elektrotransformation mit dem entsprechenden Expressionsplasmid erfolgte die
Anzucht Uber Nacht bei 37°C auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellkolonien mit einem Zellschaber geerntet und in 3
mL LB-Medium resuspendiert. StandardmaRig wurden je zwei 2 L-Schittelkolben mit je
500 mL antibiotikahaltigem Medium mit gleichen Volumina an Suspensionslosung
inokuliert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 200erpm in einem horizontalen
Schittler bis eine optische Dichte (OD bei 600 nm) zwischen 0,7 bis 1 erreicht wurde.

Die Expression wurde dann durch Zugabe von je 500 mL eiskaltem Medium, welches 2
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mM IPTG (finale Konzentration 1 mM) enthielt, induziert. Dadurch wurde die
Temperatur der Expressionskultur sofort auf ca. 16°C gesenkt. AnschlieBend wurde die
Expressionskultur gleichmaRig auf vier 2 L- Schittelkolben verteilt. Die
Expressionsbedingungen variierten in Abhdngigkeit des zu expremierenden Proteins
und wurden daher in Tab. A.1.11.5 zusammengefasst. Von der Expressionskultur wurde
jeweils eine Probe vor Induktionsstart und nach Beendigung der Expression
genommen, mit SDS-Ladepuffer versetzt, 5 min bei 90°C erhitzt und fiir eine spatere
Analyse bei -20°C aufbewahrt. Die Expressionskulturen wurden nach Beendigung der
Expresssion auf Eis abgekihlt und durch Zentrifugation bei 4000eg fiir 15 Minuten und
4°C geerntet (Beckmann-Zentrifuge, JA 16.50 Rotor). Die Zellpellets wurden in
eiskaltem Lysepuffer (3-4faches Pelletvolumen) resuspendiert. Das Lysat wurde dann
mit Lysozym (10 mg/mL Lysat), DNase | (5 mg/mL Lysat) und PMSF (0,8 mg/mL Lysat)
versetzt und fiur eine Stunde bei 8°C inkubiert. Fir den Zellaufschluss wurde
standardmaRig eine French press (French-Pressure Cell Press, SLM Instruments Inc.)
verwendet. Das Homogenisat wurde dann eine Stunde lang bei 30000eg und 4°C

zentrifugiert (Beckmann-Zentrifuge, JLA 25.50 Rotor).

Lysepuffer 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 8, 20 mM Imidazol, 5 mM MgCl,, 400 mM KCl, 10% (w/v)
°"cN3B, ""cN2  Glycerin, 20°C

und "cN3B:

Lysepuffer 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,6, 20 mM Imidazol, 500 mM KCl, 2 mM MgCl,, 5%
M CN3A: (w/v) Glycerin

Lysepuffer 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8, 10 mM Imidazol, 500 mM KCl, 2 mM MgCl,, 10%
HSeN2: (w/v) Glycerin

5.5.2 Proteinreinigung

Fir die Proteinreinigung aus groflen Expressionskulturen wurde ein Pharmacia FPLC
(fast protein liquid chromatography)-System verwendet, dass fest in einem
Kuhlschrank (10°C) installiert war. Dies ermoglichte eine reproduzierbare Reinigung
Uber selbstgepackte Sdulen (Leersdule, Pharmacia; Materialien: Nickel-NTA-Agarose
(Qiagen), Hydroxyapatit (Biorad), oder kommerziell erworbene Sdulen (Superdex 200
(Pharmacia), MonoQ-Sepharose (GE Healthcare), Heparin-Sepharose (GE Healthcare)).

Wahrend der Reinigung wurden die Absorption bei 280 nm und die Leitfahigkeit
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aufgezeichnet. Aullerdem wurde die Fraktionierung des Eluates nach Vorgaben eines
selbstgeschriebenen Reinigungsprogramms automatisiert. Kleinere Expressionsansatze
wurden im sogenannten batch-Verfahren gereinigt, d.h. das Lysat wurde mit der
Matrix inkubiert und dann in eine Leersdule berfihrt. Die Reinigung erfolgt hierbei
allein durch den Gravitationsdruck, jedoch analog zum FPLC-System mit Durchfluss,
Waschschritten und einer schrittweisen Elution. StandardmaRig wurden die Fraktionen
einer Proteinreinigung mittels SDS-PAGE nach Laemmli und anschlieRender
Coomassie-Farbung qualitativ analysiert. Wenn maoglich wurde aulRerdem die

Enzymaktivitat der Fraktionen bestimmt.

5.5.2.1 Reinigung durch Nickel-NTA-Chromatographie

Die Expression der 5-Nukleotidasen als Hisg-SUMO-Fusionsproteine ermoglichte eine
spezifische Bindung dieser Proteine an eine Nickel-NTA-Agarosematrix (Qiagen) durch
die Polyhistidinsequenz. StandardmaRig wurde das geklarte Zelllysat (ca. 40 mL) mit
Hilfe eines Superloops auf eine selbstgepackte, in Waschpuffer aquilibrierte Nickel-
NTA-Agarosesdule (5 mL) geladen. Die Durchflussfraktion wurde gesammelt und die
beladene Saule anschlieRend mit mindestens 5 Saulenvolumen Waschpuffer
gewaschen, solange bis die Absorption bei 280 nm konstant bei null lag. Die
Waschfraktionen wurden gesammelt. Die Elution erfolgte durch Anlegen eines
Gradienten von 0 bis 100% Elutionspuffer. Die Flussrate betrug 0,5 mL/min und die
Elution erfolgte in einem Gesamtvolumen von 25 mL. Es wurden Fraktionen mit einem
Volumen von 0,75 mL gesammelt.

Bei kleineren Expressionsansatzen wurden 800 uL der Nickel-NTA-Agarosesuspension
dreimal mit 4 mL Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde das geklarte Zelllysat
(ca. 10 mL) mit der dquilibrierten Nickel-NTA-Matrix fir zwei Stunden bei 8°C inkubiert.
Die Lysat/Matrix-Suspension wurde dann in eine Biospin-Leersdule Uberfihrt und
erneut dreimal mit 4 mL des Waschpuffers gewaschen. Die resultierenden Durchfluss-
und Waschfraktionen wurden fiir spatere Analysen auf Eis aufbewahrt. Die Elution der
an die Nickel-NTA-Agarose gebundenen Proteine erfolgte schrittweise mit
ansteigendem Imidazolgehalt im Waschpuffer (20, 50, 200 und 500 mM Imidazol).

Jeder Elutionsschritt wurde zweimal mit je 500 pL des entsprechenden Elutionspuffers
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wiederholt. Die gesammelten Fraktionen wurden Uber SDS-PAGE auf ihren
Proteingehalt analysiert (s. A.1.1.3).

Anschliefend wurden nur die Fraktionen vereinigt, die das Zielprotein in relevanten
Mengen enthielten. Die vereinigten Fraktionen wurden gegen Waschpuffer (50400 mL)
bei 0°C dialysiert (Dialyseschlauch 16 mm, Ausschlussmolekulargewicht von 10-14 kDa,
Visking Serva), um Uberschissiges Imidazol zu entfernen. Zeitgleich wurde der
Proteinlésung 2 mM DTT und 0,5 mM EDTA, sowie Ulpl-Protease (1 pug/mL Dialysat)
beigemengt. Die Ulpl-Protease wurde nach dem Expressions- und Reinigungsprotokoll
von Mossessova und Lima 2000 pradpariert (Mossessova und Lima 2000). Die Protease
katalysiert die Abspaltung des Hisg-SUMO-Peptides in dem sie die Struktur des SUMO-
Peptides erkennt. Der Erfolg der Spaltung wurde mittels SDS-PAGE Uberpruft (s.
A.1.1.4). Das Dialysat wurde erneut einer Nickel-NTA-Affinitatschromatographie
unterzogen. Das zu reinigende Protein besald nach der Abspaltung des Hisg-SUMO-
Peptides keine Polyhistidinsequenz mehr und wurde nicht mehr an die Matrix
gebunden, sondern befand sich nun in der Durchflussfraktion. Das abgespaltene Hisg-
SUMO-Peptid, sowie die Ulpl-Protease, wurden uber ihre Polyhistidinsequenzen an
die Nickel-NTA-Agarosematrix gebunden und damit vom Zielprotein getrennt. Auch ein
Grol3teil der restlichen Verunreinigungen der ersten Nickel-NTA-Chromatographie

wurde Uber diesen Schritt entfernt (s. A.1.1.4).

Waschpuffer: 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0, 20 mM Imidazol, 3 mM MgCl,, 400 mM KCl,
10% (w/v) Glycerin, 20°C

Waschpuffer "tN3A 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,6, 20 mM Imidazol, 500 mM KCl, 2 mM

und ""cN2: MgCl,, 10% (w/v) Saccharose
Elutionspuffer: Wie Waschpuffer mit 500 mM Imidazol

5.5.2.2 Reinigung durch Hydroxyapatitchromatographie

Fur die weitere Reinigung der "™cN3B, ihrer Mutationsvarianten und der "cN3B wurde
der Durchfluss der zweiten Nickel-NTA-Chromatographie standardmaRig weiter tber
Hydroxyapatitchromatographie gereinigt. Hydroxyapatit besteht aus spharischen
Partikeln aus hydroxyliertem Calciumphosphat. Saure Proteine, wie beispielsweise
PMcN3B (pl 5,1) binden hierbei hauptsichlich mit ihren Carboxylgruppen an die C

(Ca**)-Stellen dieser Partikel und kénnen durch ansteigende Phosphatkonzentrationen
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wieder eluiert werden (Kandori et al. 2004). Die Durchflussfraktion der zweiten Nickel-
NTA-Chromatographie wurde zundachst mit Puffer A 1:2 verdinnt, um die
Magnesiumkonzentration zu halbieren. Eine selbstgepackte Hydroxyapatit-Saule (1
mL) wurde mit dem verdiinnten Dialysat beladen, mit Puffer A gewaschen und an die
Sdule gebundene Proteine graduell mit Puffer B eluiert. Die Flussrate betrug 0,1
mL/min und es wurde mit einem Gesamtvolumen von 5 mL eluiert. Es wurden 0,25 mL
Fraktionen gesammelt. AnschlieBend wurden die Fraktionen vereinigt, die akzeptable
Mengen an gereinigtem Protein enthielten und keine offensichtlichen
Verunreinigungen mehr aufwiesen (s. A.1.1.5.A). Da der verwendete Aktivitatsassay fir
die zytosolischen 5‘-Nukleotidasen sehr sensitiv gegeniliber Phosphationen ist, wurden
die vereinigten Fraktionen gegen Enzympuffer dialysiert (59400 mL). AnschlieBend
erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der vereinten Fraktionen, die Aliquotierung

und Schockfrosten in Fllssigstickstoff. Die Aliquots wurden bis zu ihrem Gebrauch bei -

80°C gelagert.
Puffer A: 20 mM Imidazol pH 7,5, 200 mM KCl, 5% (w/v) Glycerin, 20°C
Puffer B: 0,5 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,5

Enzympuffer: 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,5, 200 mM KCl, 5 mM MgCl,, 10% (w/v) Glycerin, 20°C

5.5.2.3 Reinigung durch MonoQ-Chromatograhie

Die "™cN2 wurde nach der zweiten Ni-NTA-Chromatographie (nach Abtrennung des
Hise-SUMO-Peptides) weiter Uber MonoQ-Sepharose fraktioniert. Die
Durchflussfraktion der zweiten Ni-NTA-Chromatographie, die die "™cN2 (insg. 5 mL)
enthielt, wurde zundchst mit 5 mL niedrig Salz-Puffer gemischt und anschlieRend auf
eine 1 mL MonoQ-Sepharose-Saule geladen und der Durchfluss gesammelt. Die Saule
wurde anschliefend mit Puffer A gewaschen, solange bis die Absorption bei 280 nm
konstant bei null lag. Die Elution erfolgte durch Anlegen eines Gradienten von 0 bis
100% Puffer B. Die Flussrate betrug 0,3 mL/min und die Elution erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 15 mL. Es wurden Fraktionen mit einem Volumen von 0,5 mL
gesammelt und diese zusammen mit der Durchflussfraktion mittels SDS-PAGE

analysiert. In der Durchflussfraktion wurde keine Proteinbande bei der fiir die ®™cN2
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erwarteten GroRe von 60 kDa detektiert. AnschlieBend wurden die Fraktionen
vereinigt, die akzeptable Mengen an gereinigtem Protein enthielten. Diese Fraktionen

wurden anschlieBend weiter durch Hydroxyapatitchromatographie fraktioniert (s.

5.5.2.2).
Puffer A: 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0, 75 mM KCl, 5 mM MgCl,, 10% (w/v) Glycerin, 20°C
Puffer B: Puffer Amit 1 M KCI

Niedrig Salz- 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0, 5 mM MgCl,, 10% (w/v) Glycerin, 20°C
Puffer:

5.5.2.4 Reinigung durch Heparin-Sepharosechromatographie

Die "™cN3A wurde nach der zweiten Ni-NTA-Chromatographie (nach Abtrennung des
Hisg-SUMO-Peptides) weiter tber Heparin-Sepharose fraktioniert. Die
Durchflussfraktion der zweiten Ni-NTA-Chromatographie, die die HSeN3A (insg. 5,5 mL)
enthielt, wurde auf eine 5 mL Heparin-Saule geladen und der Durchfluss gesammelt.
Die Saule wurde anschliefend mit Puffer A gewaschen und die Elution erfolgte durch
Anlegen eines Gradienten von 0 bis 50% Puffer B. Die Flussrate betrug dabei 0,3
mL/min und es wurde in einem Gesamtvolumen von 25 mL eluiert. Die Fraktionen
hatten ein Volumen von 0,75 mL. Es wurden die Fraktionen vereinigt, die akzeptable
Mengen an gereinigtem Protein enthielten. Die vereinigten Fraktionen wurden gegen
Enzympuffer dialysiert (5400 mL) und anschlieBend die Proteinkonzentration
bestimmt. Die enzymhaltige Losung wurde aliquotiert, die Aliquots in FlUssigstickstoff

schockgefrostet und diese bis zu ihrem Gebrauch bei -80°C gelagert.

Puffer A: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,5, 75 mM KCl, 10% (w/v) Saccharose
Puffer B: Puffer A mit 2 M KCl

Enzympuffer: 20 mM Tris-HCl-Puffer pH 7,5, 150 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 10% (w/v) Saccharose,

5.5.2.5 Gelfiltrationschromatographie mit Sephacryl 200

Dm

Das native Molekulargewicht der ~"cN2 wurde durch Gelfiltrationschromatographie
bestimmt. Hierfiir wurde eine Sephacryl 200-Saule (30 mL Saulenvolumen) verwendet,
die in Laufpuffer dquilibriert wurde. Fir die Gelfiltrationschromatographie wurden

1500 uL der vereinigten Hydroxyapatitfraktionen der ""cN2-Reinigung mit Hilfe eines
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Ambicon-Filters (Millipore) auf 130 pL eingeengt und diese zusammen mit frischem
DTT (5 mM) mit einer Flussrate von 0,2 mL/min auf die Sdule geladen. Es wurden
Fraktionen mit einer GréRe von 0,5 mL gesammelt und diese anschlieRend mittels SDS-
PAGE auf ihren Proteingehalt analysiert. Zur Bestimmung des nativen
Molekulargewichts der PMcN2 wurden verschiedene Eichproteine (Ovalbumin, bovines
Serumalbumin, Ferritin, Catalse, Thyroglobulin) ebenfalls der gleichen Sephacryl 200-
Chromatographie unterzogen. Mit Hilfe des bekannten Molekulargewichts dieser
Eichproteine und ihrer spezifischen Retentionszeit wurde die molekulare GroRe der

PMeN2 berechnet.

Laufpuffer: 50 mM Tris-HCl-Puffer pH 7,2, 200 mM KCl, 2,5 mM MgCl,, 10% (w/v) Saccharose, 20°C

5.5.3 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentration gereinigter Proteine wurde direkt Uber den proteinspezifischen
Extinktionskoeffizienten bei einer Absorption von 280 nm bestimmt. Als Alternative
wurde eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford mit einer kommerziell
erhaltlichen Losung nach Herstellerangaben durchgefiihrt (RotiQuant, Roth). Dabei
wurde die Konzentration des Proteins durch den Vergleich zu einer BSA (bovines
Serumalbumin, Merck)-Kalibriergeraden ermittelt. In einigen Fallen erfolgte die
Proteinkonzentrationsbestimmung auch {iber eine SDS-PAGE und anschliefender
Coomassie-Farbung des SDS-Gels. Dabei wurde eine BSA-Eichreihe zur
densitometrischen Kalibrierung mit auf das Gel geladen. Die Quantifizierung der
angefarbten Proteinbanden erfolgte mit dem Programm ImageQuant (ImageQuant

Software®).

5.5.4 Analyse der Proteingesamtmolekiilmasse mittels MALDI-TOF-MS

Die Identitdt der Proteine wurde nach der Reinigung bis zur Homogenitdt Uber
Ermittlung der Gesamtmolekiilmasse geprift. Hierfir wurden die Proben Uber C4-
ZipTip-Spitzen entsalzt und nach dem Millipore-Protokoll konzentriert (ZIP TIP®
protocol, www.millipore.com). Die Elution erfolgte jedoch in einem Schritt in 15 pL.

Das Eluat wurde freundlicherweise von Frau Dr. Angelika Schierhorn (Martin-Luther-
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Universitat Halle/Wittenberg) mit a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure versetzt und direkt auf
einem MALDI-TOF-Massenspektrometer (Ultraflex-Il TOF/TOF, Bruker Daltonic)

analysiert.

5.5.5 Ultrazentrifugation

Das native Molekulargewicht wurde Uber Sedimentationsexperimente im
Gleichgewicht ermittelt. Mit Hilfe dieser Methode kann der Oligomerisierungsstatus
des zu untersuchenden Proteins in Losung ermittelt werden. Hierfir wurden die
Proteinlésungen bei 20°C und 12000erpm in einer Beckmann X-LA Zentrifuge flr drei
Tage ultrazentrifugiert (PD  Dr. Hauke Lilie,  Martin-Luther-Universitat
Halle/Wittenberg). Die Proteinkonzentration der zu analysierenden Losung betrug 1
mg/mL. Als Abgleichsprobe wurde der zur Reinigung verwendete finale Dialysepuffer
verwendet. Das native Molekulargewicht konnte dann durch die Formeln 6 und 1

berechnet werden (Cole et al. 2008):

dl Mx(1- 2
n[zc] _ (M:(1-vp)rw?) o (Formel 6)
dr 2RT 2

mit ¢, als makromolekularer Konzentration, r, als Distanz vom Rotationszentrum und o fir
M*(1-vp)*w?, mit M, als die apparente, molare Proteinmasse; v, als partialspezifisches
Volumen des Makromolekiils, p, als die Dichte des Losungsmittels, w, als die

Winkelgeschwindigkeit, R, als ideale Gaskonstante und T, als die Temperatur.

5.5.6 Westernblot-Analyse

Fiir die Anfertigung eines Westernblots wurden die Proteine durch eine SDS-PAGE der
GroRe nach getrennt (Marker: prestained protein Marker (Thermo Scientific)).
AnschlieRend erfolgte die Ubertragung der im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran im semi-dry blot-Verfahren (Green und Sambrook 2012). Die
Ubertragung wurde mittels Ponceau S-Farbung kontrolliert. Dieser Schritt erfolgte
jedoch nur bei Proteindetektion mittels horse radish peroxidase (HRP)-gekoppelten
Antikorpern. Die Membran wurde anschlieBend mit 1xXTN-Tween wieder entfarbt. Die

Membran wurde mit 5%igem Milchpulver (Sucofin) oder 5%igem BSA (Merck) in 1xTN-
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Tween fiur 2 Stunden bei Raumtemperatur blockiert. Es folgte die Inkubation mit dem
ersten spezifischen Antikorper fiir mindestens 1 Stunde (s. A.1.11.6). Nach dreimaligem
Waschen fiir 5 bis 10 Minuten mit 1xTN-Tween erfolgte die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper fiir 1 Stunde (s. A.1.11.6). Nach erneutem dreimaligem Waschen
mit  1xTN-Tween erfolgte die Detektion der Proteinbanden Uber ein
Chemolumineszenz-Verfahren (WestPico) mit Hilfe  von Rontgenfilmen
(Chemolumineszenzfilm, GE Healthcare). AnschlieRend wurden die Proteinbanden auf
dem Rontgenfilm durch Ubliche Fotochemie mit Entwicklungs- und Fixierungsschritt
sichtbar gemacht (Rontgen Bender). Wurde als sekundadrer Antikorper ein IR-
gekoppelter Antikoérper zur Detektion verwendet, erfolgte die Detektion durch ein

Licor-Gerat und Auswertung Uber das Programm Odysse (Odysse2000°).

1xTransferpuffer: 48 mM Tris-HCl-Puffer pH 9,2, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS, 20% Methanol in Wasser
Ponceau-S: 0,5% Ponceau-Sin 1% Essigsaure
1xTN-Tween: 20 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20

5.5.7 Antikérperreinigung

Da das aus Ratten gewonnene °""cN3B-antikérperhaltige Serum (Eurgentec®) im
Westernblot mehrere Kreuzreaktionen aufwies, wurde der "™cN3B-Antikérper durch
seine Affinitit zur ®"cN3B gereinigt. Es wurde eine SDS-PAGE mit insgesamt 100 pg
rekombinanter °™cN3B durchgefiihrt. Das Protein wurde durch das semi dry-
Westernblot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und der Blot mit
Ponceau S inkubiert. Der Membranbereich mit angefirbter °"cN3B wurde
ausgeschnitten und in 1xXTN-Tween entfdrbt. Der Streifen wurde mit 5% Milchpulver in
1XTN-Tween blockiert, mit 1xTN-Tween gewaschen und mit dem Serum inkubiert
(Charge 104; 0,5 mL auf 20 mL 1xTN-Tween mit 5% Milchpulver). Nach erneutem
Waschen wurde der Membranstreifen kleingeschnitten und die Schnipsel mit 0,1 M
Glycinlésung (pH Gradient 3; 2,5; 2) betraufelt. Der durch Zentrifugation erzeugte
Uberstand wurde abgenommen und langsam in zwei Volumen 0,5 M Tris-HCI-Puffer
(pH 8,8) getropft. Die Spezifitit der neutralisierten Uberstinde wurde erneut durch

das Westernblot-Verfahren bestimmt. Hierbei wurde sowohl die Erkennung der
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rekombination P™cN3B titriert als auch die Erkennung nativen Proteins im D.
melanogaster-Embryoextrakt und S2-Zellextrakt. Dabei zeigte der Uberstand 2 (Elution
mit Glycinldsung pH 2,5) die besten Resultate und wurde fortan fir die Westernblot-

Analysen verwendet.

5.6 Biochemische Methoden

5.6.1 Darstellung von **P-m’GMP und *’P-m’G-cap-RNA

Radioaktivmarkierte *P-m’G-cap-RNAs sowie **P-m’GMP wurden wie in Buschmann et
al. 2013 beschrieben dargestellt. Durch in vitro-Transkription wurde eine 38-
nukleotidlange RNA (Wiederholung des Sequenzmotivs CCCCACCCUCUUCCCCAAG)
synthetisiert (Uhlenbeck 1987). Nach Reinigung und Fallung wurde die RNA (72 ng)
durch Verwendung des vaccina virus capping-Enzyms (20 U) mit einem 5-m’G->*p-pp-
cap versehen (ScriptCap m’G capping Kit, Epicenter Biotechnology, nach
Herstellerangaben). Die 5-m’G-RNA wurde erneut gereinigt, gefillt und in DEPC-
behandeltem Wasser gelést. Zur Darstellung von *’P-m’GMP wurden 60 ng der RNA
zunachst durch Inkubation mit P1-Nuklease (1 U, Biomol, nach Herstellerangaben) zu
5“NMPs und m7G—32p—ppN verdaut. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation mit
humanem GST-DcpS (50 ng, Expressionsplamid von H. Song, Nationale Universitat
Singapur). Das DcpS spaltet das m7G—32p—ppN zu *°P-m’GMP und NDP. Die
Vollstandigkeit dieses Verdaus wurde mit Hilfe einer Diinnschichtchromatographie

kontrolliert (s. 5.6.3).

5.6.2 Darstellung von **P-NMPs

Kommerziell erworbenes a-*P-NTP (5 pL, Perkin Elmer) wurde mit 5 Units Apyrase
(Sigma-Aldrich, nach Herstellerangaben) fir 30 min bei 37°C verdaut. Das entstandene
Produkt *P-NMP wurde tiber Acrylamidgelelelektrophorese (20%iges Acrylamidgel, 20
W, 25 min, 0,75 mm Spacer) vom abgespaltenen Phosphat gereinigt. Die Laufhohe des
Produktes im Gel wurde durch die *’P-Markierung des 5-NMPs mit Hilfe von phosphor

image storage screening detektiert und der entsprechende Gelbereich ausgeschnitten.
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Die Elution des 5-*’P-NMPs erfolgte anschlieBend mit bidest. Wasser und das Eluat

wurde bis zu seinem Gebrauch bei -20°C gelagert. Die Identitdt des Produktes wurde
durch Diinnschichtchromatographie (s. 5.6.3) mit entsprechenden Standardsubstanzen

verifiziert.

5.6.3 Diinnschichtchromatographie

Der Substratumsatz der 5’-Nukleotidasen wurde mittels Diinnschichtchromatographie
(DC) untersucht. Hierfir wurde die 5-Nukleotidasereaktion mit >’P-markierten
Verbindungen durchgefiihrt. Der 5‘-Nukleotidasereaktion wurden wahrend der
Inkubation zu verschiedenen Zeitpunkten Proben entnommen und die Proben zum
Abstoppen der Reaktion mit 1 uL EDTA (10 mM) versetzt und auf Eis aufbewahrt. Zur
Analyse wurden 2 pL der Probe auf Polyethylenimin (PEl)-Celluloseplatten (Merck)
aufgetragen, die Platten getrocknet und anschlieend in einem entsprechenden
Laufmittel entwickelt. Zur Auftrennung wurden folgende Laufmittel verwendet: fir
m’G- und C-Nukleotide 0,3 M LiCl, 1 M HCOOH; fiir A-Nukleotide 0,5 M LiCl, 1 M
HCOOH; fur G-Nukleotide 0,8 M NaCl, 1xTBE. Die DC-Platten wurden anschlieRend
getrocknet und die Nukleotide entweder Uber UV-Absorption oder iiber ihre **p-

Markierung mittels phosphor image storage screening detektiert.

5.6.4 Phosphattest mit Malachitgriinoxalat

Die Quantifizierung des durch die 5‘-Nukleotidasen freigesetzten Phosphates erfolgte
mit Hilfe eines colorimetrischen Tests, der spezifisch freies Orthophosphat detektiert
und nicht auf Pyrophosphat reagiert. Zur Bestimmung der Menge an freigesetztem
Orthophosphat wurde der Triphenylmethanfarbstoff Malachitgriin als Oxalatsalz
verwendet (Protokoll modifiziert nach Fisher und Higgins 1994, Geladopoulos et al.
1991 und Baykov et al. 1988). Der Test war fir die Messungen hinreichend sensitiv,
kostengtinstig und einfach in der Handhabung. Fiir die Prazision des Testes und dessen
Reproduzierbarkeit war jedoch die Verwendung frisch hergestellter Farbeldsungen
essentiell. Hierflr wurde zundchst eine 0,12%ige Malachitgriinoxalat-Stammldsung in

3,1 M Schwefelsdure dargestellt (ein Jahr stabil bei Raumtemperatur). Unmittelbar vor
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Gebrauch wurden 5 mL der Stammlésung mit 20%iger Ammoniummolybdat-
Tetrahydratlésung versetzt, um eine Ammoniummolybdatkonzentration von 3,2%
einzustellen (entspricht dann der Farbeldsung). Die Farbelosung wurde maximal zwei
Tage verwendet, jedoch sofort verworfen sobald schwerlésliche Ammoniummolybdat-
Malachitgriinoxalatkomplexe visuell wahrnehmbar waren. Fir die Phosphat-
bestimmung wurde ein Verhdltnis von 1 zu 4 von Farbe- zu untersuchender
Probeldsung gewdhlt und nach 30 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur die
Absorption bei 630 nm gemessen (molarer Absorptionskoeffizient 90000 Mtecm™;
U3000 Spektrophotometer, Hitachi). Fur jede Analyse mit frischer Farbel6ésung wurde
eine Eichkurve mit einer Standardphosphatlésung im entsprechenden Puffer erstellt.
Die mathematische Anpassung der Kurve erfolgte quadratisch durch SigmaPIlot8.0, da
die erhaltene Kurve sowohl bei sehr niedrigen als auch sehr hohen
Phosphatkonzentrationen nicht linear war (s. A.1.1.7). Die zu analysierenden Proben
wurden vor Zugabe der Farbeldsung in der Regel mit Wasser vorverdiinnt, um in den

linearen Bereich des Messsystems zu kommen (zwischen 1-25 uM Phosphat).

5.6.5 Standardbedingungen fiir die kinetischen Messungen

Fir die kinetischen Messungen wurde ein Standardreaktionsansatz auf Eis vorgelegt
und mit Substrat versetzt. Hierbei wurde wenn moglich mit Masteransatzen
gearbeitet. Bevor die Reaktion durch Zugabe von Enzym gestartet wurde, wurde der
Reaktionsansatz bei den entsprechenden Reaktionsbedingungen fiunf Minuten
vortemperiert. Die Vermessung der D. melanogaster-Enzyme erfolgte bei 25°C und die
der humanen Enzyme bei 37°C. Fiur die Reaktionen wurden standardmaRig silanisierte
ReaktionsgefdRe verwendet (Eppendorf). Da der Phosphattest nur eine Moglichkeit zur
Endpunktbestimmung darstellt, wurden aus einem Ansatz zu ausgewahlten
Zeitpunkten Proben entnommen und diese auf ihren Phosphatgehalt analysiert. Es
wurde fir jede Messreihe eine Nullprobe mitgefiihrt, die statt Substrat ein
entsprechendes Volumen an Wasser enthielt. Zu Beginn einer Messung wurde jedes
Substrat und Enzym auf Phosphatkontamination gepriift und diese bei der Auswertung

der kinetischen Messung beriicksichtigt. Fir jede Kinetik wurden mindestens vier
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Zeitpunkte entnommen und jede Messreihe mindestens zwei Mal und bis zu vier Mal

wiederholt.

Standardreaktionsansatz: 20 mM HEPES-Puffer pH 7,5, 150 mM Kaliumacetat, 2,5 mM
Magnesiumacetat

Zusatze: 3 mM DTT, 10% (w/v) Saccharose

5.6.6 Prdparation ribosomaler RNA und deren Abbau zu Nukleosiden

Es wurden je 250 uL Embryoextrakt (s. 5.7.4) von 0,5-4,5 h alten Wildtyp- und "™cN3B
p. melanogaster-Embryonen mit 5 uL RNase-Inhibitor (RNasin, 40 U/uL, Invitrogen)
versetzt und fiir 15 min bei 20000¢g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues GefiaR (iberfiihrt und erneut zentrifugiert. Vom resultierenden Uberstand
wurden 175 pyL entnommen und diese auf ein 10%iges Saccharosekissen (in Puffer A)
in einem Ultrazentrifugationsréhrchen geschichtet. AnschlieBend wurden die
Ribosomen durch Ultrazentrifugation fiir 1 Stunde bei 4°C pelletiert (60000erpm,
Beckmann TLA 100.4 Rotor, entspricht ca. 126000¢g). Die klare, fliissige Phase Uber
dem Kissen wurde abgenommen und der Bereich mit 200 uL Puffer A gewaschen ohne
das Saccharosekissen aufzuwirbeln. Dann wurde sukzessive der Puffer, das
Saccharosekissen und letztlich die proteinhaltige Phase entfernt. Die pelletierten
Ribosomen wurden zweimal mit 100 uL Puffer A gewaschen und fir 3 Stunden bei 4°C
im EDTA-haltigen Puffer B (50 pL) gelést. Die durch das EDTA separierten
Untereinheiten der Ribosomen wurden anschliefend durch eine
Saccharosegradientenzentrifugation getrennt (5-25%iger Saccharosegradient; 4,25 h
bei 38000 rpm, Beckmann-Ultrazentrifuge, SW40 Rotor). AnschlieRend wurde der
Gradient fraktioniert und die UV-Absorption der Fraktionen bei 260 nm gemessen. Aus
den Peakfraktionen wurde die RNA extrahiert und anschliefend mit LiCl und
Isopropanol gefillt. Lithiumchlorid fallt spezifisch lange RNA-Molekiile. Nach Waschen
der RNA-Pellets mit 70%igem Ethanol wurden diese in 20 puL DEPC-Wasser geldst und
anschlieBend die RNA-Konzentration spektrometrisch  bestimmt. Fir die
Nukleosidpraparation wurden 5 pg der rRNA mit 3 Units XRN1-Exonuklease (NEB) nach
Herstellerangaben fir 3 h bei 37°C verdaut. XRN1 ist eine hochprozessive 5‘-3°

Exoribonuklease, die RNA unspezifisch zu 5‘-Nukleosidmonophosphaten abbaut. Der
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vollstandige Abbau der RNA wurde lber Agarosegelelektrophorese Uberpriift. Die 5'-
NMPs wurden dann mit 1,5 L alkalischer Phosphatase (CIP, Merck, 10 U/uL) fur 3 h
bei 37°C weiter zu Nukleosiden und Phosphat abgebaut. Der vollstandige Abbau wurde
hierbei durch Bestimmung der Phosphatkonzentration mit dem
Malachitgriinoxalattest kontrolliert. Die praparierten Nukleoside wurden anschlieRend

bis zu ihrer Analyse bei -20°C gelagert.

Puffer A: 20 mM HEPES-Puffer pH 7,4, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT, 100 mM KCl, in
DEPC-Wasser

Puffer B: 20 mM HEPES-Puffer pH 7,4, 2 mM DTT, 500 mM KCl, 25 mM EDTA in
DEPC Wasser

5.6.7 Nukleosidanalyse iiber HPLC und Massenspektrometrie

Die Analyse der aus rRNA praparierten Nukleoside wurde freundlicherweise von Dr.
Christian lhling (Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. Sinz, Martin-Luther-Universitat
Halle/Wittenberg) durchgefiihrt. Die Proben wurden auf Adenosin-, Guanosin und 7-
Methylguanosingehalt lber eine Kombination aus HPLC (Agilent 1200 capillary HPLC
system) und Massenspektrometrie (LTQ-Orbitrap XL-Massenspektrometer) untersucht.
Die Nukleoside wurden hierbei Uber eine reversed phase C18-Saule (Jupiter C18,
Phenomenex) aufgetrennt und die Eluate direkt in das Massenspektrometer geleitet
und durch Elektrosprayionisierung ionisiert und durch eine lonenfalle aufgefangen
(linear ion trap). Zur Auswertung standen lonenchromatogramme zur Verfligung. Zur
Kalibrierung der erhaltenen relativen Abundanzen wurde den zu analysierenden
Proben vorab eine bestimmte Menge deuteriertes 7-Methylguanosin beigemengt
(hergestellt durch die Arbeitsgruppe Prof. Dr. L. Wessjohann, Leibnitz-Institut fir

Pflanzenbiochemie, Halle (Saale)).

5.6.8 Nukleotidextraktion

Fir die Extraktion des =zellularen Nukleotidpools wurden die gesammelten D.
melanogaster-Embryonen zunachst durch Behandlung mit 6%iger Natriumhypochlorit-
Losung dechorionisiert (Sullivan et al. 2000). Dann wurden die Embryonen griindlich

mit Wasser gewaschen und das Wasser anschlieBend mdglichst vollstandig durch
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Papiertlicher abgesaugt. Die Feuchtmasse der Embryonen wurde bestimmt und 5 pL
eiskalte Perchlorsaure (0,33 M)/mg Feuchtmasse zugesetzt (Gebelein et al. 1992). Die
Embryonen wurden mit Hilfe eines Pistills auf Eis aufgeschlossen und fiir 20 min auf Eis
inkubiert. Fir die Nukleotidextraktionen wurden mindestens 25 mg und maximal 150
mg Embryonen aufgeschlossen, da fir kleinere oder gréRere Mengen ein vollstandiger
Aufschluss nicht gewadhrleistet werden konnte. Durch die Behandlung mit
Perchlorsdaure wurden spezifisch Proteine und Nukleinsduren gefallt, wahrend
Nukleotide in Losung blieben. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1,67 pL K,CO3 (1 M)/
mg Feuchtmasse neutralisiert und weitere 20 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe
von K,COs; zur perchlorsdurehaltigen Losung wird Uberschiissiges Perchlorat durch
Ausbildung eines schwerldslichen Kaliumperchloratsalzes gefdllt und dabei CO,
freigesetzt. Die Probe wurde dann bei 20000eg und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Nach
der Zentrifugation wurde zunichst die Fettschicht (iber dem Uberstand entfernt und
dann anschlieRend der Uberstand in ein neues GefidR Uberfiihrt. Der
Zentrifugationsschritt wurde wiederholt und der Uberstand bis zur Analyse bei -20°C

aufbewahrt.

5.6.9 HPLC-Analyse der Nukleotide

Zur Analyse der extrahierten Nukleotide wurde eine HPLC-Analyse durchgefiihrt
(Gebelein et al. 1992). Hierfiir wurden 50 uL Probe auf eine C18-Saule (SuperCosil LC,
15 cm x 4,6 mm x 3 um; System LaChrom 7000) geladen und die verschiedenen
Nukleotidspezies durch eine lonenpaar-reversed phase-HPLC aufgetrennt. Die Saule
wurde zu Beginn jeden Laufes in Puffer A dquilibiriert und dann folgendes Programm
zur Auftrennung verwendet: 0-2,5 min 0% Puffer B, 2,5-85 min Gradient von 0-100%
Puffer B, 85-100 min Gradient von 0-100% Puffer A. Wahrend des Laufes wurden alle
Wellenldngen zwischen 200 bis 400 nm durch einen Diodenarray-Dektektor
aufgezeichnet. Die Nukleotidspezies wurden anhand von Standardsubstanzen und
ihrem spezifischen Absorptionsprofil identifiziert. Fir eine Quantifizierung der
Nukleotidspezies im Extrakt wurde die HPLC-Analyse zundchst mit den

Standardsubstanzen mit verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt und eine
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Eichgerade durch lineare Regression zu jedem Nukleotid erstellt. AnschlieBend konnte
durch die erhaltenen Peakflachen der Nukleotide im Extrakt deren Konzentration
durch die Eichgerade berechnet werden. In Tab. A.1.Il.7 wurden die
Extinktionskoeffizienten, sowie maximalen Absorptionswellenlangen der verwendeten

Nukleotide zusammengefasst.

Puffer A: 20 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 5,2, 5 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
Puffer B: 100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 5,2, 5 mM Tetrabutylammoniumhydrogensulfat,
10% Acetonitril

5.6.10 Phosphotransferasereaktion

Die Phosphotransferaseaktivitit ~ der °cN3B  wurde  zunichst  durch
Dinnschichtchromatographie (s. 5.6.3) mit 32p_markierten Substraten untersucht.
Hierfiir wurden 200 ng Enzym (2 ng/ul) mit 300 uM *2P-markiertem 5-CMP bzw. 5'-
UMP unter Standardreaktionsbedingungen fir 40 min inkubiert. Wahrend der
Inkubation wurden dem Ansatz Proben entnommen (5, 10, 20, 40 min) und diese Uber
Dinnschichtchromatographie auf Substratumsatz analysiert. Das Experiment wurde
mit denselben Reaktionsbedingungen wiederholt, jedoch wurden den Ansdtzen
steigende Konzentrationen an nichtmarkiertem 7-Methylguanosin beigefligt (0,5-2
mM). Der Einfluss dieser Zugabe auf den Substratumsatz wurde ebenfalls iber DC
untersucht. Da bei dieser Methode nur das *’P-markierte Phosphat verfolgt werden
konnte, wurde das Experiment mit nichtmarkierten Substraten wiederholt und die
Auswertung tber HPLC vorgenommen (5.6.9). Die "™cN3B (2 ng/pL) wurde mit 300 pM
5“CMP unter Standardreaktionsbedingungen mit 2 mM Uridin inkubiert und die
Reaktion nach 120 min durch Zugabe von Perchlorsdure (0,33 M) gestoppt. Die
Aufarbeitung der Reaktion und anschlieende HPLC-Analyse wurde wie in 5.6.8-9

beschrieben durchgefiihrt.
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5.6.11 Bestimmung der dNTP-Konzentrationen

Die Konzentration der dNTPs in den Nukleotidextraktionen wurde enzymatisch mit
Hilfe von DNA-Polymerasen bestimmt (Ferraro et al. 2010; Sherman und Fyfe 1989).
Durch die Verwendung von speziellen Oligodesoxynukleotidpaaren (s. A.1.11.8) mit
einer 5'-Uberhangenden Sequenz kann spezifisch der Einbau der verschiedenen dNTPs
in  Relation zum Einbau von *?P-0-dATP  (bzw. *?P-a-dTTP fir die
Konzentrationsbestimmung von dATP) durch die DNA-Polymerasen bestimmt werden.
Die Reaktion wurde wie in Ferraro et al. 2010 beschrieben durchgefiihrt (40 mM Tris-
HCI-Puffer pH 7,4, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,25 uM Oligodesoxynukleotidpaar, 0,25
UM dATP/dTTP (markiert mit *?P-a-dATP/dTTP), DNA-Polymerase und das zu
analysierende dNTP). Die Messung der dGTP- und dCTP-Konzentrationen erfolgte mit
Hilfe der Tag-DNA-Polymerase (2 U/ 100 pL Reaktion, 1h bei 48°C, Promega) und fir
die dTTP- und dATP-Konzentrationsbestimmung wurde Klenow-DNA-Polymerase (0,2
U/ 100 pL Reaktion, 1h bei 37°C, NEB) verwendet. Zur Bestimmung der eingebauten
Menge an >’P-markiertem dNTP wurde der Reaktionsansatz auf DE81-Papier
getraufelt. Das DE81-Papier wurde anschliefend griindlich gewaschen (jeweils 10 min
mit dreimal 5%iger Na,HPO4-Losung, einmal mit Wasser und einmal mit 75% Ethanol),
um nicht eingebaute Nukleotide zu entfernen. Das DE81-Papier wurde dann in ein
SzintilisationsgefaR tberfihrt und die Menge an eingebautem *?P-dNTP durch ein
Szintilisationsmessgerat bestimmt. Fir jedes dNTP wurde zundchst eine Eichgerade
erstellt in der die eingebaute Menge an radioaktivmarkiertem dNTP linear mit der
eingesetzten Menge an zu bestimmendem Desoxynukleotid korrelierte (s. A.1.1.8).
Anschlieend wurde das Experiment mit verschiedenen Mengen der aus den
Embryonen extrahierten Nukleotide wiederholt, die eingebaute Radioaktivitat
bestimmt und durch die Eichgeraden die Konzentration des jeweiligen dNTPs

berechnet.
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5.7 Biologische Experimente

5.7.1 Drosophila melanogaster-Anzucht und Embryonenernte

Die Fliegenhaltung, -kreuzung und -vermehrung wurden in der Arbeitsgruppe Reuter,
Martin-Luther-Universitat Halle/Wittenberg mit Hilfe von Dr. Thomas Rudolph und
Matthias Walther durchgefiihrt. Die Fliegen, die fir Kreuzungsversuche verwendet
wurden, wurden in Glasrohrchen auf getreidehaltigem Nahrmedium gehalten und
mindestens einmal im Monat auf frisches Medium umgesetzt (Sullivan et al. 2000). Zur
Vermehrung wurden die Fliegen auf hefehaltiges Medium Uberfiihrt und in einem
Anzuchtsraum bei konstanten Kultivierungsbedingungen gehalten (25°C und 45%
Luftfeuchtigkeit). Die Embryonenablage erfolgte in Ablagekafigen auf Apfelsaft-
haltigen Agarplatten, die mit etwas Hefepaste bestrichen wurden. Die Platten wurden
nach Beendigung der Sammlung aus den Kafigen entfernt. Die Embryonen wurden mit
Wasser von den Platten gespiilt und tber ein Siebsystem von adulten Fliegen getrennt

und gesammelt.

5.7.2 Proteinexpression wdhrend der D. melanogaster-Entwicklung

Zur Untersuchung der Proteinexpression wahrend der D. melanogaster-
Embryonalentwicklung wurde eine Agar-Apfelsaftplatte mit etwas Hefe bestrichen und
die Platte in einen Ablagekafig gestellt. Nach zwei Stunden wurde die Platte entfernt
und davon 50 abgelegte Embryonen gesammelt. Die Embryonen wurden in 50 pL SDS-
Ladepuffer (2x) bei 95°C fiir 10 min gekocht. Der Vorgang wurde alle 2 h mit
Embryonen der Platte wiederholt, bis zu einem Embryonenalter von 20-22 h. Fir die
Untersuchung der Proteinexpression im Larvenstadium wurden 50 Larven des L1-
Stadiums, 15 Larven des L2-Stadiums und 3 Larven des spaten L3-Stadiums gesammelt
und diese ebenfalls in 50 puL SDS-Ladepuffer gekocht. Zusatzlich wurden 3 mannliche
und 3 weibliche adulte Fliegen in je 50 pL SDS-Ladepuffer gekocht. Von diesen Proben
wurden je 10 pL auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamidgel geladen und eine SDS-PAGE zur
Auftrennung der Proteine durchgefiihrt. Die "cN3B-Expression wurde anschlieRend

mit dem Westernblot-Verfahren geprift (s. 5.5.6).
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5.7.3 Erfassung des Entwicklunsgprofils

Die Gesamtanzahl der Nachkommen wurde wiefolgt ermittelt: Es wurden je Stamm
zehn Mannchen mit 25 Jungfrauweibchen in einem Kultivierungsréhrchen fir 48 h
zusammen gebracht. Nach ca. zehn Tagen bei 25°C schllipften die ersten adulten
Fliegen der F1-Generation. Diese wurden gezadhlt und anschlieBend aus dem Rohrchen
entfernt. Diese Prozedur wurde jeden Tag wiederholt, solange bis alle Nachkommen
geschlipft waren. Zur Bestimmung der Anzahl geschlipfter L1-Larven wurden je
Stamm dreimal 50 Embryonen (Ablagealter 0-4 h) auf eine frische Agarplatte Uberfihrt
und nach 24 h die Anzahl geschllpfter L1-Larven bestimmt. Die L1-Larven wurden von
der Platte entfernt und nach 12 h erneut die Anzahl der nachgeschlipften L1-Larven
bestimmt. Dieser Vorgang wurde bis 72 h nach Embryonenablage wiederholt. Die
Bestimmung der Verpuppungsrate, bzw. Schlupfrate adulter Tiere wurde
folgendermaBen durchgefiihrt: Es wurden je Stamm dreimal 25 Ll-Larven in
Kultivierungsréhrchen Uberfihrt und bei 25°C inkubiert. Nach 3 Tagen wurde die
Anzahl verpuppter Individuen ermittelt. Die Zahlung wurde jeden Tag wiederholt
(insgesamt 4 Tage). Die Anzahl geschlipfter Fliegen wurde anschliefend bestimmt.
Hierflr wurden die geschllpften Fliegen gezahlt und anschliefend aus dem Réhrchen

entfernt. Auch diese Zahlung wurde 4 Tage lang durchgefihrt.

5.7.4 Embryonenextraktprdparation

Der D. melanogaster-Embryonenextrakt (Wildtyp und Mutanten) wurde nach dem
Protokoll von Jeske und Wahle 2008 prdpariert. Hierfir wurden die Embryonen in
Embryonenpuffer mit einem Handhomogenisator nach Dounce aufgeschlossen und
der Extrakt bei 20000eg und 4°C fur 30 min zentrifugiert. Nach Entfernung der
Fettschicht wurde der Uberstand abgenommen und erneut zentrifugiert. Der
resultierende Uberstand wurde aliquotiert, in Flissigstickstoff schockgefrostet und bis
zur Verwendung bei -80°C gelagert. Auf &hnliche Weise wurde S2-Zellextrakt
hergestellt. Hierfir wurden S2-Zellen durch Inkubation mit einem hypotonischen
Puffer aufgeschlossen, zentrifugiert und der Uberstand mit 50 mM Kaliumacetat, 2

mM Magnsiumacetat und 0,5 g/L Pefabloc (Roche Diagnostics) supplementiert.
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AnschlieRend wurde der Uberstand in Fliissigstickstoff schockgefrostet und bei -80°C

gelagert.

Embryonenpuffer: 50 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,5, 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0,5 mM AEBSF
(AppliChem), 10% Glycerin (w/v), bei 25°C

Hypotonischer 10 mM HEPES-Puffer pH 7,4, 10 mM Kaliumacetat, 1 mM Magnesiumacetat, 5 mM
Puffer: DTT

5.7.5 Immunfluoreszenzfdrbung von Embryonen

Es wurden Embryonen verschiedener Entwicklungsstufen gesammelt, griindlich mit
6%iger Natriumhypochloritlésung dechorionisiert und anschlieBend mit Wasser und
Embryonenwaschpuffer gewaschen. Anschliefend erfolgte entweder eine Fixierung
mittels Hitzeschock oder mittels Formaldehydinkubation (Sullivan et al. 2000). Der
Hitzeschock der dechorionisierten Embryonen erfolgte kurz in 5 mL kochendem
Embryowaschpuffer und wurde durch Zugabe von 45 mL eiskaltem
Embryowaschpuffer abgestoppt. Die Embryonen wurden in ein 1,5 mL Reaktionsgefald
uberfihrt und mit 500 pL Heptan und 500 pL 100% Methanol ausgeschittelt, um die
Vitellinmembran zu entfernen. Hierbei sanken die fixierten Embryonen zu Boden. Der
Uberstand wurde entfernt und die Embryonen anschlieBend noch zweimal mit
Methanol gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei 8°C in Methanol gelagert.
Bei der Fixierung mit Formaldehyd wurden die dechorionisierten Embryonen mit 500
puL Heptan, 450 pL 1xPBS und 500 uL 3,7% Formaldehyd versetzt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur geschittelt. Anschliefend wurde die heptanhaltige Phase griindlich
abgenommen, ohne die in der Interphase befindlichen Embryonen zu entfernen. Die
Interphase, sowie die verbliebene wassrige Phase wurden mit 500 puL 100% Methanol
intensiv ausgeschiittelt. Fixierte Embryonen sanken dabei zu Boden. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Embryonen erneut zweimal mit Methanol gewaschen.
Die Lagerung erfolgte in Methanol bei 8°C. Die fixierten Embryonen wurden mehrmals
mit 1xPBTA gewaschen. Es folgte die Zugabe des primaren Antikérpers (1:25 a-""cN3B
in 1xPBTA) mit dem fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Embryonen
wurden anschlieBend viermal fir 15 min mit 1xPBT gewaschen und mit dem

sekundaren Anitkorper (0-""Alexa488, 1:100 in 1xPBTA) inkubiert. Nach erneutem
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Waschen wurden die Embryonen mit mounting-Medium (ProLong Gold Antifade
Reagent, Invitrogen, enthalt DAPI) versetzt, iber Nacht bei 8°C inkubiert und dann auf

Objekttragern fixiert.

Embryonenwaschpuffer:  0,7% (w/v) NaCl, 0,05% (v/v) Triton X-100 in Wasser

1XPBT+A-Puffer: 1xPBS, 1% (w/v) Bovines Serumalbumin, 0,05% (v/v) Triton X-100, 0,02% (v/v)
NaN;

5.7.6 Ovarienpréparation und Fédrbung

Es wurden je Stamm 16 Ovarien von befruchteten Weibchen nach dem Cooley-
Protokoll prapariert (Verheyen und Cooley 1994). Hierflir wurden die Ovarien aus den
Weibchen mit Pinzetten entfernt und in 1xPBS Uberfiihrt und gewaschen. Das 1xPBS
wurde anschlieBend entfernt und die Ovarien mit 100 pL Devitellinisierungspuffer
sowie 600 pL Heptan versetzt und fiir 10 min bei Raumtemperatur auf einem Rotator
inkubiert. Die flissige Phase wurde entfernt und die Ovarien dreimal kurz und dreimal
flir 10 min mit 1xPBS gewaschen. Daraufhin wurden die Ovariolen aus den Ovarien
freigelegt und diese mit 1xPBT fiir 10 min inkubiert. Es folgte die Inkubation mit dem
primdren Antikorper Gber Nacht bei 8°C (1:50 a-""cN3B in 1xPBT) und griindliches
Waschen (dreimal kurz und viermal fir 15 min mit 1xPBT). Anschliefend wurden die
Ovariolen mit dem sekundaren Antikérper und DAPI fiir 2 h bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss inkubiert (sekundérer Antikorper a-""Alexa488 1:200 in 1xPBT). Nach
erneutem Waschen mit 1xPBT wurden die Ovariolen in 1xPBS gespult und auf
Objekttrager Gberfiihrt. Dort wurden sie mit Mowiol (Sigma Aldrich) Gberschichtet und
mit einem Deckglaschen versiegelt. Die Auswertung der Farbung erfolgte mit einem

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, LSM 780).

5.7.7 DNA- und RNA-Extraktion aus D. melanogaster

Fir die Gewinnung von DNA aus adulten Fliegen fiir eine PCR-Analyse wurde das
squishing-Protokoll (Dietzl-Protokoll, Arbeitsgruppe Prof. Dr. B. Dickson, Institut fur
molekulare Pathologie, Wien) verwendet: Ein bis zwei Fliegen werden in ein 1,5 mL

ReaktionsgefaR Gberflihrt, mit einer Pipettenspitze zerkleinert und in 50 pL squishing-



141 Material und Methoden

Puffer aufgenommen. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieRend die Proteinase K im Puffer durch Hitzebehandlung inaktiviert (3 min bei
95°C). Die unloslischen Fliegenbestandteile wurden durch einen Zentrifugationsschritt
(Eppendorf Zentrifuge 20000eg fiir 10 min) pelletiert und der Uberstand in ein neues
Gefald Uberfihrt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert. Zur Extraktion von RNA
aus Fliegen sowie Embryonen wurde ebenfalls die single step—Methode mit
Guanidiniumthiocyanat und Phenol (Trizol®, nach life technologies) verwendet. Hierfiir
wurden entweder 3 Fliegen oder 150 mg (Feuchtmasse nach dem Dechorionisieren)

Embryonen zur Extraktion eingesetzt.

Squishing-Puffer: 10 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0, 1 mM EDTA, 25 mM NacCl, 200 pg/mL Proteinase K

5.7.8 UV-Belastungsexperiment mit L2-Larven

Es wurden je 60 L2-Larven je Stamm auf vorgekiihlte Agarplatten (8°C) gelegt und mit
verschiedenen Dosen an UV-Licht bestrahlt (300-800 J/m?, UV Stratalinker 1800,
Stratagene). Direkt nach der Bestrahlung wurden die L2-Larven in
Kultivierungsréhrchen (20 Larven/ Rohrchen) lberfihrt und ihre Entwicklung visuell

verfolgt. Es wurde die Schlupfrate adulter Tiere bestimmt.
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A.1 Zusatzliche Daten

|. Abbildungen

Abb. 1 Schematische Darstellung des Pyrimidinabbaus.
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Abb. 2 Primarsequenzvergleich der cN3-Nukleotidasen verschiedener Organismen mit Hilfe
des Programms ClustalX (Larkin et al. 2007): Os, Oryza sativa, Ce, Caenorhabditis elegans, Dm,
Drosophila melanogaster, Dr, Danio rerio, Xt, Xenopus tropicalis, Gg, Gallus gallus, Ac, Anolis
carolinensis, Mm, Mus musculus, Hs, Homo sapiens. Die Sequenzen wurden durch das blast-
Programm (basic local alignement search tool, pubmed-Datenbank) identifiziert. In rot sind die
katalytischen Motive I-lll markiert. In dunkelblau sind die 4 Aminosauren markiert, die direkt
an der Koordination des Nukleobaserings beteiligt sind.

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment
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Abb. 3 SDS-PAGE-Analyse der Uberexpression der His¢-SUMO-""cN3B in E. coli sowie der
Fraktionen der ersten Nickel-NTA-Agarose-Chromatographie. In den ersten zwei Spuren
wurde E.coli-Lysat vor und nach Induktion der Proteinexpression durch IPTG-Zugabe analysiert.
Es ist eine deutliche Uberexpression der Hise-SUMO-""cN3B zu erkennen. In der dritten Spur
wurde die Proteinzusammensetzung der Pellet-Fraktion (Pt) getestet, die durch das
Zentifugieren nach dem Zellaufschluss entstand. Das Pellet wurde in 8 M Harnstoff-haltigem
Puffer resuspendiert. Der Uberstand (US) der Zentrifugation ist in Spur 4 zu sehen. Dieser
wurde anschlieBend auf eine Nickel-NTA-Agarose-Saule geladen. Der Durchfluss (DF), sowie
die Waschfraktionen (W1-3) sind in den Spuren 5-8 zu sehen. In den Spuren 9-16 wurden die
Elutionsfraktionen analysiert, die durch Zugabe steigender Konzentrationen an Imidazol zum
Waschpuffer entstanden. M, 6H-Marker (Invitrogen); Farbung durch Coomassie.
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Abb. 4 Die proteolytische Spaltung der Hiss-SUMO-""cN3B durch Zugabe von Ulp1-Protease
und anschlieBende Reinigung iiber eine zweite Nickel-NTA-Agarose-Chromatographie. Zu
sehen ist ein Bild Gels einer SDS-PAGE mit folgenden Fraktionen: M, 6H-Marker (Invitrogen);
Ulp1l -, vereinigte Fraktionen der ersten Nickel-NTA-Agarose-Chromatographie; Ulp1 +, Dialysat
mit Ulp1-Protease; DF, Durchfluss der zweiten Nickel-NTA-Agarose-Chromatographie; E, Eluat
der zweiten Nickel-NTA-Agarose-Chromatographie. Farbung durch Coomassie.
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Abb. 5 Reinigung der "cN3B durch eine Hydroxyapatit-Chromatographie. A) Scan eines
Coomassie-gefarbten Gels einer SDS-PAGE zur Analyse der Fraktionen der Hydroxyapatit (HA)-
Chromatographie. M, 6H-Marker (Invitrogen); L, load (entspricht der DF-Fraktion der zweiten
Nickel-NTA-Agarose-Chromatographie); DF, Durchfluss der HA-Chromatographie; 1-9,
Elutionsfraktionen. B) Das UV-Spektrum der ""cNB nach Vereinigung der entsprechenden HA-
Elutionsfraktionen (6-8). Zur Berechnung der Konzentration wurde fiir eine ODggo von 1 eine
Konzentration von 1,66 mg/mL zugrunde gelegt (Protean®).
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Abb. 6 Profillauf einer HPLC zur Bestimmung der Nukleotidkomposition einer
Nukleotidextraktion aus D.melanogaster-Embryonen. Es wurden jeweils 50 plL des Extraktes
auf eine C18-Saule (Supercosil) geladen und eine IP-RP-HPLC (LaChrom 7000) durchgefiihrt
nach dem Protokoll von Gebelein et al. 1992. Die Retentionszeiten der einzelnen Nukleotide
wurden durch Standardsubstanz validiert.
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Abb. 7 Phosphateichkurve vom Malachitgriinoxalattest.
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Abb. 8 Eichgerade zur Bestimmung der dTTP-Konzentration.
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Il. Tabellen

Tab. 1 Die 5’-Nukleotidasen in D. melanogaster.
Datenbankanalyse (www.flybase.org), die mit einer
Zusammenhang gebracht wurden.

Alle Kandidaten einer
5‘-Nukleotidase-Aktivitdt in

Flybase-

Transkriptexpression

Name CG-Nummer Familie Aktivitat
(0-6 h Embryo)

cN3B CG3362 HAD Moderat-moderat hoch ~ 5“NT
cN2 CG32549 HAD Niedrig-moderat hoch 5“NT
NT5E2 CG30104 Calcineurin-ahnlich Sehr niedrig-niedrig 5“NT
veil CG4827 Calcineurin-dhnlich Sehr niedrig-moderat 5“NT
CG11883 (CG11883 Calcineurin-dhnlich Keine-niedrig 5“NT
CG30103 CG30103 Calcineurin-dhnlich Keine-sehr niedrig keine 5-NT
CG42249 CG42249 Calcineurin-dhnlich keine keine 5-NT
CG2862  CG2862 HIT Sehr hoch ZEE;‘EhOSphoamidat'
CG7789 CG7789 Inositolmonophosphatase ~ Moderat-moderat hoch  Inositol-Abbau
CG1814 CG1814 HAD-&hnlich Sehr niedrig-niedrig keine Angaben
CG2277 CG2277 HAD-ahnlich Moderat-moderat hoch  keine Angaben

Tab. 2 Transkriptexpressionslevel verschiedener Enzyme die am Nukleotidstoffwechsel
beteiligt sind im Entwicklungszeitraum von 0-12 h der Embryogenese. Die Enzyme wurden in
drei Gruppen unterteilt: Enzyme, die an der Nukleotidsynthese beteiligt sind, Enzyme, denen
eine 5'-Nukleotidaseaktivitdt annotiert wurde und Enzyme, die am Nukleotidabbau beteiligt
sind. Die Farbkodierung Blau-WeiRR-Rot gibt die Hohe des Transkriptexpressionslevels an, so
bedeutet dunkelblau keine Expression und rot starke Expression.
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Kategorie Name Name in CG-Nummer Embryoentwicklung (h)
D. melanogaster 0-2 24 46 6-8 810 10-12
Synthese Adenylosuccinat-Synthase AdSS CG17273 231 342 291 237 212 225
Adenylosuccinat-Lyase AdSL CG3590 52 14 21 32 34 37
IMP-Dehydrogenase raspberry CG1799 9 6 10 2B 33 M«
GMP-Synthase burgundy CG9242 110 112 49 41 50 37
Adenin-Phosphoribosyltransferase ~ APRT CG18315 20 30 36 22 15 13
Adenylatkinase adk2 CG3140 16 8 26 15 22 18
adk1 CG17146 8 8 8
adk3 CG6612 7 15
Adenosinkinase AdenoK CG11255 52 37 46 52 45 71
NDP-Kinasen abnormal wing discs CG2210 1088 290 163 182 296
nmdyn-D6 CG5310 14
nmdyn-D7 CG8362 23
Guanylatkinase CG11811 69 48 29 38 46 64
Aspartat-Carbamoyltransferase rudimentary CG18572 16 15 9 8 19 36
Dihdyroorotat-Dehydrogenase DHODH CG9741 52 58 31 30 33 25
Orotat-Phosphoribosyltransferase/ rudimentary-like CG3593 74 99 52 46 83 91
OMP-Decarboxylase
AMP-UMP-CMP-Kinase Dak1 CG6092 56 43 41 52 52 51
CTP-Synthase CTPsyn CG45070 48 68 72 74 68 54
Uridin-Kinase lethal (2)k01209 CG4798 25 26 28 27 27 22
CG6364 18 15 19 20 21 25
Uracil-Phosphoribosyltransferase CG5537 92 106 75 79 85 88
dTMP-Kinase CG5757 58 37 45 24 17 10
dUTP-Pyrophosphatase dUTPase CG4584 444 745 667 374 303 249
Thymidylat-Synthase Ts CG3181 84 17 40 32 18 13
Ribonukleotidreduktase RnrS CG8975 335 152 463 237 138 108
RnrL CG5371 198 57 48 53 45 26
Desoxynukleotid-Kinase dnk CG5452 252 207 248 157 120 95
Nukleotidasen HAD-Nukleotidasen cN2 CG32549 31
cN-11IB CG3362 8
Calcium-abhéangige Nukleotidasen ~ NT5E-2 CG30104
veil CG4827
CG5276 16
CG11883
CG30103
CG42249
Abbau AMP-Deaminase AMPdeam CG32626
Adenosin-Deaminase adgfa CG5992
Purinnukleosidphosphorylase 1 PNP1 CG16758
Purinnukleosidphosphorylase 2 PNP2 CG18128
Xanthin-Dehydrogenase/Oxidase Rosy CG7642
Guanin-Deaminase DhpD CG18143
Uratoxidase Uro CG7171
Inosintriphosphat-Pyrophosphatase CG8891
Dihydroorotat-Dehydrogenase sur CG21%4
B-Ureidopropionase pyd3 CG3027
Dihydropyrimidinase CRMP CG1411
Cytidin-Deaminase CG8349
CG8353
CG8360
Cytosin-Deaminase CG5292
dCMP-Deaminase CG6951
Uridin-Phosphorylase CG17224
CG3788
CG6330
Nukleosid-di/tri-phosphatase NTPase CG3059

CG5276
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Tab. 3 Verwendete Oligodesoxynukleotide zur Generierung der c¢cDNAs verschiedener
zytosolischer 5’-Nukleotidasen aus Mensch und Taufliege. Fwd, 5-3‘-Oligodesoxynukleotid;
Rev, 3-5‘-Oligodesoxynukleotid (reverse komplement).

cDNA RT-Oligodesoxynukleotid =~ PCR-Oligodesoxynukleotide

Fwd: aaaggtctcttggtatgggctttgacgagaag
PmcN3B gaattcgtgaactccctg

Rev: tttctcgagttatagggagctctgcettg

Fwd: aaaggtctcttggtatgcaggccacgeccag
PmeN2 ggaatggaatgtttggatc

Rev: tttaagcttctagtcttcggaggceatc

Fwd: aaaggtctcatggttcaacctcctggagtgateg
"5eN2 cgtttgttcctgtgagtectg

Rev: tttaagcttgggtgcttggggttttgg

Fwd: aaaggtctcttggtatgagggccecgtec
"*eN3A gagaggtcttcttggag

Rev: tttctcgagttatagaatcttctgtaaaatag

Fwd:aaaggtctcttggtatggcagaggaggtgag
"*cN3B tggagcctgcgcecttcag

Rev: tttctcgagtcaggggecttgeatc

Tab. 4 Verwendete Mutageneseoligodesoxynukleotide zur Generierung der ®"cN3B-Motiv S-
Varianten. WT, Wildtyp FGWW. Fwd, 5’-3’-Oligodesoxynukleotid; Rev, 3‘-5'-
Oligodesoxynukleotid (reverse komplement).

Proteinvariante Mutageneseoligodesoxynukleotide Ausgangsplasmid

Fwd: gtacatgatcgagtggtataccaagtctggcgaactg
cN3B-FGWY pET-SUMOadapt-""cN3B-WT
Rev: cagttcgccagacttggtataccactcgatcatgtac

Dm

Fwd: agtgccctccagtttcaatatcttcaacgectg
PmcN3B-FNWW pET-SUMOadapt-""cN3B-WT
Rev: caggcgttgaagatattgaaactggagggcact

Fwd: gcagtgccctccagtcacgggatcttcaacgectg
cN3B-HGWW pET-SUMOadapt-""cN3B-WT
Rev: caggcgttgaagatcccgtgactggagggcactge

Dm

Fwd: gtacatgatcgagtggtataccaagtctggcgaactg
cN3B-HGWY pET-SUMOadapt-Dch3B-HGWW
Rev: cagttcgccagacttggtataccactcgatcatgtac

Dm

Fwd: ggagcagtgccctccagtcacaatatcttcaacgectgec
PMcN3B-HNWY pET-SUMOadapt-""cN3B-FGWY
Rev: ggcaggcgttgaagatattgtgactggagggcactgctcc

Fwd: gtacatgatcgagtggtataccaagtctggcgaactg
PmcN3B-FNWY pET-SUMOadapt-""cN3B-FNWW
Rev: cagttcgccagacttggtataccactcgatcatgtac
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Tab. 5 Expressionsbedingungen und Reinigungsschritte fiir die in E. coli erzeugten Proteine.

Protein Medium Expressionsbedingungen Reinigungsschritte

PmcN3B LB-Medium 4 h bei 25°C 2x Ni-NTA, 1x HA

H5cN3B LB-Medium 4 h bei 25°c 2x Ni-NTA, 1x HA

"*eN3A TB-Medium 5 h bei 14°C 2x Ni-NTA, 1x Heparin
PMeN2 M9-Medium 4 h bei 18°C 2x Ni-NTA, 1x MonoQ, 1x HA
H5eN2 TB-Medium 4 h bei 25°CC 2x Ni-NTA, 1x MonoQ
®™cN3B-Mutanten M9-Medium 4 h bei 25°C 2x Ni-NTA, 1x HA

TB (Terrific Broth)-Medium:

M9-Medium:

12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 mL Glycerin in 900 mL Wasser,

autoklavieren, anschlieRend mit 100 mL 0,17 KH,PO, and 0,72 M K,HPO,

auf 1 L auffillen

1xM9-Salze (12,8 g Na,HPO,-7H,0, 3 g KH,PO,, 0,5 g NaCl, 1 g NH,Cl), 2 mM

MgS0,, 0,4% Glucose, 0,1 mM CaCl,

Tab. 6 Verwendete Antikérper mit ihrer entsprechenden Verdiinnung und Angaben zum
Hersteller. Den Verdinnungen der primdren Antikérper wurden zur Verlangerung der
Haltbarkeit noch 0,1% Natriumazid hinzugefiigt und die Losungen im Kihlschrank bei 8°C

aufbewahrt.

Antikérper Verdiinnung ir{xlpx;SN-Tween bzw. Hersteller
PMcN3B-Serum 1:2000, 5%BSA Eurogentec
P™cN3B-affinititsgereinigt 1:300, 5%BSA -

V" Tubulin 1:10000, 5% Milchpulver Sigma Aldrich
*HRP 1:10000 GE Healthcare
V™HRP 1:10000 GE Healthcare
Y™ |Rdye800 1:15000 Licor

Y™ |Rdye680 1:15000 Licor
*"|Rdye680 1:15000 Licor
*"Alexad88 1:500 Dianova
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Tab. 7 Maximale Absorptionswellenlange und Extinktionskoeffiezienten verschiedener
Nukleotidspezies. Information von Sigma Aldrich.

Nukleotide Extinktionskoeffizient (mM“cm™) Wellenldnge (nm)
A 15,0 259
C 8,7 271
G 141 252
U 9,8 262
T 9,5 267
| 12,3 249
m’G 9,8 258
X 9,3 277
FAD 9,0 377
FMN 10,0 267
NADH 144 260

Tab. 8 Oligodesoxynukleotide fiir die Bestimmung der dNTP-Konzentration. P_dNTP ist das
Adapteroligodesoxynukleotid, das mit jedem ON-Oligodesoxynukleotid vor dem Assay
hybridisiert wurde.

Name Oligodesoxynukleotidsequenz

P_dNTP CCGCCTCCACCGCC

ON_dATP AAATAAATAAATAAATAAATGGCGGTGGAGGCGG
ON_dCTP TTTGTTTGTTTIGTTTGTITGGGCGGTGGAGGCGG
ON_dGTP TTTCTTTCTTTCTTTCTTTCGGCGGTGGAGGCGG

ON_dTTP TTATTATTATTATTATTAGGCGGTGGAGGCGG
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A.2 Abkiirzungen

A

A.

aa
Abd.
ADA
ADP
(d)AMP
ApsA
(d)ATP
AU
Blast
BSA
C
C1/2
CBC
Cd
cdN
cDNA
Ccbp
CIp
CMP
CNT
Co,
CTP
Cu

D.
DAPI
Dcp
DcpS
DEAE
DEE
DEPC
Dm
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E.
EDTA
ENT
FB
FRT
FPLC
G.
GDP
(d)GMP
GPI
GTP
H.
HA
HAD
HEK
Hg
HGPRT
HPLC
Hs
kDa

Absorption

Adult

Aminosaure

Abdomina

Adenosindeaminase
Adenosindiphosphat
(Desoxy-)Adenosinmonophosphat
Diadenosintetraphosphat
(Desoxy-)Adenosintriphosphat
Arbitrary Units

basic local alignement search tool
Bovines Serumalbumin
Caenorhabditis

Cap

cap binding complex

Cadmium

zytosolische desoxynukleotidspezifische 5’-Nukleotidase
complementary DNA
Cytidindiphosphat

calf intestinal phosphatase
Cytidinmonophosphat

concentrative nucleoside transporters
Kohlenstoffdioxid

Cytidintriphosphat

Kupfer

Drosophila/ Danio
4',6'-Diamidin-2-phenylindol
decapping protein

scavenger decapping protein
Diethylaminoethyl

Drosophila melanogaster-Embryoextrakt
Diethylpyrocarbonat

Drosophila melanogaster
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia

Ethylendiamintetraacetat
equilibrative nucleoside transporters
flybase

flippase recognition target

fast protein liquid chromatography
Gallus

Guanosindiphosphat
(Desoxy-)Guanosinmonophosphat
Glykosylphosphatidylinositol
Guanosintriphosphat

Homo

Hydroxyapatit

haloacid dehalogenese

human embryonic kidney
Quecksilber
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
high performance liquid chromatography
Homo sapiens

Kilodalton



156 Anhang

(d)IMP
IP

K;

Kwm
L1-3
LB

Lp

M.
m’'G
m’GDP
m’GMP
m’GTP
Malph.
Mg
Mm
MMLV
mMRNA
MS

Ns
NADPH
NDP
Ni
NMP
NT
NT5C
NTSE
NTP
oD
P-5-N
Pb
PCR
PDB
PEI

p

PNP
PPi
PPN
PRPP
Rib-1-P
RNA
FRNA
RP

RT

S2
SCID
SDS-PAGE
Seq
SIRNA
SUMO
Th.
TAE
TBE
N
tRNA
(d)UMP
UMPH
X.

XRN

(Desoxy-)Inosinmonophosphat

ion pair

inhibitorische Konstante
Michaelis-Menten-Konstante

1-3 instar Larve

Luria Bertani

Legionella pneumophila

Mus

7-Methylguanosin
N7-Methyl-5’-guanosindiphosphat
N7-Methyl-5’-guanosinmonophosphat
N7-Methyl-5’-guanosintriphosphat
Malphigisch

Magnesium

Mus musculus

moloney murine leukemia virus
messenger RNA
Massenspektrometrie

Nukleosid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Nukleosiddiphosphat

Nickel

Nukleosidmonophosphat
Nukleotidase

zytosolische 5’-Nukleotidase
ektosolische 5’-Nukleotidase
Nukleosidtriphosphat

optische Dichte
Pyrimidinspezifische 5’-Nukleotidase
Blei

polymerase chain reaction

protein data base

Polyethylenimin

Orthophosphat
Purinnukleosidphosphorylase
Pyrophosphat
Nukleosiddiphosphat
Phosphoribosylpyrophosphat
Ribose-1-Phosphat
Ribonukleinsdure

ribosomal RNA

reversed phase

reverse Transkription

Schneider 2

sever combined immune deficiency
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sequenze

small interfering RNA

small ubiquitin-like modifier
Thoraxial

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-Borsdure-EDTA-Puffer
Tris-NaCl-Puffer

transfer RNA
(Desoxy-)Uridinmonophosphat
UMP-Hydrolase

Xenopus

Exoribonuklease
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