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Abstract: PTEN ist eine dualspezifische Protein-Tyrosin-
Phosphatase. Sie ist einer der zentralen Tumorsuppressoren,
weshalb eine genaue Regulierung ihrer Aktivitit essenziell fiir
die richtige zellulire Homdostase ist. Die genauen Auswir-
kungen der Inhibition von PTEN durch reaktive Sauerstoff-
spezies (z. B. H,O,) und deren strukturelle Folgen sind bisher
wenig verstanden. Wichtige Instrumente fiir das Studium der
Wirkung von PTEN-Inhibition sind Bisperoxidovanadium-
(bpV)-Komplexe, mit dem Potenzial fiir die Behandlung von
Nervenverletzungen oder kardialer Ischamie. Allerdings ist ihr
Wirkmechanismus unbekannt, was weitere Optimierungen
und therapeutische Anwendungen erschwert. Mithilfe der
Proteinkristallographie, Massenspektrometrie und NMR-
Spektroskopie untersuchen wir hier die molekularen Grund-
lagen der PTEN-Inhibition durch H,O, und bpV-Komplexe.
Dabei zeigen wir, dass PTEN in beiden Fillen oxidativ inhi-
biert wird und sich die gleiche intramolekulare Disulfidbriicke
bildet. Dies ermoglicht die Reaktivierung von PTEN unter
reduzierenden Bedingungen.

P TEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome 10) ist ein Mitglied der Superfamilie der Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) und einer der wichtigsten Tu-
morsuppressoren.!! Zudem ist sie ein entscheidender Faktor

[*] C.-U. Lee, Dr. G. Hahne, D. Bier, Dr. S. Hennig, Dr. T. N. Grossmann
Chemical Genomics Centre der Max-Planck-Gesellschaft
Otto-Hahn-Strafle 15, 44227 Dortmund (Deutschland)
E-Mail: tom.grossmann@cgc.mpg.de
J. Hanske, Dr. C. Rademacher
Max-Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzflichenforschung
Am Mihlenberg 1, 14424 Potsdam (Deutschland)

Dr. T. Bange, Dr. T. N. Grossmann
Max-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie
Otto-Hahn-Strae 11, Dortmund (Deutschland)
C.-U. Lee, Dr. G. Hahne, Dr. T. N. Grossmann
Technische Universitdt Dortmund

Fakultit fiir Chemie und Chemische Biologie
Otto-Hahn-Strafle 6, 44227 Dortmund (Deutschland)

Dr. T. N. Grossmann

VU University Amsterdam

Department of Chemistry & Pharmaceutical Sciences
De Boelelaan 1083, 1081 HV, Amsterdam (Niederlande)

(@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201506338 zu finden.

© 2015 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH &
Co. KGaA. Dieser Open Access Beitrag steht unter den Bedingungen
der Creative Commons Attribution Non-Commercial License, die
eine Nutzung, Verbreitung und Vervielfiltigung in allen Medien ge-
stattet, sofern der urspriingliche Beitrag ordnungsgemif zitiert und
nicht fir kommerzielle Zwecke genutzt wird.

Angew. Chem. 2015, 127, 1400114005

© 2015 Die Autoren. Versffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

bei regenerativen Prozessen.”! Diese Eigenschaften hingen
hauptsdchlich mit der hemmenden Wirkung auf den AKT-
Signalweg zusammen, der durch die Lipid-Phosphataseakti-
vitit vermittelt wird.!'! PTEN wird durch posttranslationale
Modifikationen, z. B. Phosphorylierung, Ubiquitinierung und
Oxidation, reguliert."3 PTEN und viele andere PTPs haben
ein aktives Zentrum mit einer charakteristischen Phosphat-
bindeschleife (P-Loop: [I/VIHCXXGXXR[S/T]). In diesem
P-Loop befindet sich ein deprotoniertes katalytisches Cys-
tein,*! das besonders oxidationsanfillig ist.”) Im zelluliren
Kontext konnen reaktive Sauerstoffspezies (z. B. H,0,)"! zu-
néchst die Oxidation von Thiolen zu Sulfensidure auslosen, die
anschliefend entweder irreversibel zu Sulfin- und Sulfon-
siurel’ weiter oxidiert werden oder durch Reaktion mit
Nucleophilen (z.B. Thiolen und aktivierten Amiden) zu re-
versiblen Modifikationen wie Disulfiden oder Sulfenamiden
fiihren (Abbildung 1a).”! Die reversible Modifikation ist ein
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Modifikation i Modifikation N\ _0
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Abbildung 1. a) H,0, vermittelt die Oxidation von Thiolen zu Sulfen-
sédure, die mit Nucleophilen unter Bildung reversibler Modifikationen
reagieren kann. Alternativ ist auch eine irreversible Bildung von Sulfin-
oder Sulfonsiure méglich. b) Chemische Struktur von bpV-phen (Kali-
umoxidobis(n’*-peroxido) phenanthrolinvanadat).

zelluldrer Schutzmechnismus, der die irreversible Schiddigung
der Phosphataseaktivitit verhindert.”! H,O, inhibiert die
Phosphataseaktivitdt von PTEN durch Disulfidbildung zwi-
schen dem katalytischen Cystein C124 und dem rdumlich
benachbarten Cystein C71.% Bisher waren die strukturellen
Folgen dieser Oxidation unbekannt.

Die Inhibition von PTEN und die nachfolgende Aktivie-
rung von zelluliren Uberlebenssignalen konnen die Zellre-
generation stimulieren, wodurch das Wachstum von Axonen
und das Uberleben von Nervenzellen begiinstigt werden.!""!
Daher wird die Inhibition von PTEN als therapeutischer
Ansatz fiir Nervenverletzungen und kardiale Ischidmie in
Erwigung gezogen. Bisperoxidovanadium-Komplexe (bpV-
Komplexe, auch: Bisperoxovanadium-Komplexe) inhibieren
die PTEN-AKktivitdt und fungieren als Modellverbindungen,
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um diese Auswirkungen zu studieren.!>"! Die genaue Wir-
kungsweise von bpV-Inhibitoren ist noch umstritten,"*'®! ihre
Aufklarung kann allerdings die weitere Entwicklung von
PTEN-Inhibitoren unterstiitzen. Um strukturelle Einblicke in
die Inhibition von PTEN durch H,O, und bpV-Komplexe zu
erhalten, verwendeten wir Proteinkristallographie, Massen-
spektrometrie (MS) und *'V-NMR-Spektroskopie. Bemer-
kenswert ist, dass beide Molekiile PTEN durch oxidative
Mechanismen inhibieren, die zur Bildung der gleichen intra-
molekularen Disulfidbriicke fithren. In beiden Féllen ist die
Disulfidbildung unter reduktiven Bedingungen reversibel.
Die Phosphataseaktivitdt von Volllingen-PTEN wurde
zundchst mithilfe eines Malachitgriin-Assays untersucht,
wobei Phosphatidylinositoltrisphosphat  [P1(3,4,5)P;] als
Substrat verwendet wurde. Die halbmaximalen Inhibitions-
konzentrationen (ICs)) von H,O, und bpV-phen (Abbil-
dung 1b) wurden bestimmt und liegen in den vorher berich-
teten Bereichen [H,0,: IC5y= (60 +23) um, bpV-phen: IC5, =
(0.18 £0.02) um, Abbildung S2 der Hintergrundinformatio-
nen].*'? Um die Reversibilitit der PTEN-Inhibition unter
reduzierenden Bedingungen zu tiberpriifen, wurde PTEN mit
H,0, (3.5mm) vorbehandelt. AnschlieBend wurden die
Proben mit einem entsprechenden Puffer verdiinnt, der ent-
weder kein Reduktionsmittel (mock) oder Dithiothreitol
(DTT, 4 mm) oder Glutathion (GSH, 4 mm) enthielt (Abbil-
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Abbildung 2. a) Die Inhibition von PTEN (100 um) durch H,0,

(3.5 mwm, blau) oder bpV-phen (400 um, orange) wird in Gegenwart
von Thiolen aufgehoben (T=25°C, 4 mm DTT bzw. GSH, dreifache
Messungen, Fehler 10; *** P<0.001). b) Tryptisches Peptidfragment
mit Disulfidbriicke zwischen C71 und C124 (Th: Thomson=Dal/e).
c) Hochaufgeldste MS-Spektren des tryptischen Fragments (Abbil-
dung 2b) nach Behandlung mit H,0O, (1 mm, blau) oder bpV-phen

(1 mm, orange). T=25°C, 100 pm PTEN, t=10 min; jeweils im oberen
Diagramm. Das Fragment fehlt in der unbehandelten Kontrolle
(schwarz) und nach Inkubation mit 10 mm DTT (jeweils im unteren
Diagramm; Details finden sich in Abbildung S6).
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dung 2a). In Abwesenheit von Reduktionsmittel wurde effi-
ziente PTEN-Inhibition beobachtet [verbleibende Phospha-
taseaktivitit: (8 £4) % |, wihrend die Zugabe von DTT oder
GSH die Reaktivierung zur Folge hatte [Phosphataseaktivi-
titen: (99+3)% bzw. (73+4)%]. In Anbetracht der vor-
handenen Peroxidoliganden in bpV-phen und des bisher un-
bekannten Inhibitionsmechanismus tiberpriiften wir, ob die
PTEN-Inhibition durch bpV-phen ebenfalls unter reduzie-
renden Bedingungen aufgehoben wird. Analog zur Behand-
lung mit H,0, wurde die Inhibition von PTEN [verbleibende
Phosphataseaktivitit: (4 +4) %] nach Inkubation mit DTT
oder GSH aufgehoben [Phosphataseaktivitaten: (95+7)%
bzw. (69 £ 5) % |, was auf eine oxidative Inhibition durch bpV-
phen schlieBen lasst (Abbildung 2 a).

H,0, l6st im aktiven Zentrum von PTEN die Disulfid-
bildung zwischen den Cysteinen C124 und C71 aus.®! Ob die
Behandlung mit bpV-phen zur gleichen Disulfidbriicke fiihrt,
untersuchten wir mit HPLC-gekoppelter hochauflosender
MS. Nach Inkubation von PTEN mit H,O, oder bpV-phen
wurden die Proben mit Iodacetamid behandelt, um freie
Thiole zu schiitzen. Dem folgte ein tryptischer Verdau in
Abwesenheit von Reduktionsmittel, um die vorhandenen
Disulfidbriicken zu bewahren. Die dadurch erhaltenen Pep-
tide wurden mit MS analysiert. Behandlung mit H,O, und
bpV-phen fiihrte zur Bildung eines tryptischen Fragments mit
einer monoisotopischen Masse von 930.918 Th (MH*"), die in
der unbehandelten Probe fehlte. MS/MS-Sequenzierung
dieses Peaks (Abbildung S7) identifizierte ein Fragment, das
aus zwei Peptiden bestand, verkniipft durch eine Disulfid-
bindung zwischen C124 und C71 (Abbildung 2b). Anschlie-
Bende Behandlung der tryptischen Mischung mit DTT fiihrte
zum vollstindigen Verschwinden des entsprechenden Isoto-
penmusters (Abbildung 2¢). Dies bestitigt die oxidative In-
hibition von PTEN durch bpV-phen.

Proteinkristallographie wurde verwendet, um die struk-
turellen Auswirkungen der Disulfidbildung zu untersuchen.
Die einzige bisher verfiigbare Kristallstruktur von PTEN
(PDB: 1D5R) enthilt das aktive Zentrum im reduzierten
Zustand. Diese Struktur wurde mit einem verkiirzten Prote-
inkonstrukt von PTEN generiert, das aus der zentralen
Phosphatase und der C2-Domaéne besteht (tPTEN, 7-353 AS,
mit einem fehlenden Sequenzbereich von 286 bis 309).1'"! Die
Verwendbarkeit von (PTEN fiir unsere Studien wurde da-
durch bestitigt, dass die Behandlung mit H,O, sowie bpV-
phen das gleiche disulfidverbriickte tryptische Fragment
ergibt, das bei PTEN voller Linge beobachtet wurde (Ab-
bildungen S8 und S9). Wir nutzten eine Kristallisationsbe-
dingung analog zur PTEN-Struktur.””’ Die entstandenen
Proteinkristalle wurden bis zu einer Auflésung von 2.2 A
vermessen. fPTEN kristallisiert in einer anderen Raumgrup-
pe als die urspriingliche Struktur (C222, gegeniiber 74), die
sich durch eine deutlich groere Elementarzelle auszeichnet
und vier tPTEN-Molekiile pro asymmetrische Einheit be-
herbergt (Abbildung S10). Bei der Uberlagerung zeigen die
vier Protomere sowohl untereinander (maximaler RMSD =
1.46 A fiir 314 C,-Atome) als auch mit der vorherigen
(PTEN-Struktur (maximaler RMSD=1.29 A; Abbildun-
gen S11 und S12) eine hohe Ubereinstimmung. Wie bereits
bei der fritheren fPTEN-Struktur berichtet, bindet das aktive
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Zentrum ein Tartratmolekiil, das dem Kiristallisationspuffer
entstammt (Abbildung S13).

Mit (PTEN-Kristallen wurden Soaking-Experimente
durchgefiihrt, um die Strukturveridnderungen infolge der
H,0O,-Behandlung zu untersuchen. Die mit H,O, inkubierten
Kristalle (1 mm, 1 h) erreichten Auflésungen bis zu 2.4 A. Die
geloste Kristallstruktur ist der reduzierten Form von tPTEN
sehr dhnlich (maximale RMSD =1.57 A fiir 314 C,-Atome;
Abbildungen 3a und S14). Wihrend die Elektronendichte

C2-Doméne

a) ) Phosphatasedoméne

PTEN

PTEN + H,0,

PTEN(0x)

PTEN + H,0,

Abbildung 3. a) Strukturiiberlagerung von PTEN vor (grau, PDB: 5BZZ,
Kette A) und nach der Oxidation mit H,O, (blau, PDB: 5BUG,

Kette A). b, c) Struktur des aktiven Zentrums jeweils in der reduzierten
und mit H,O, behandelten Form (beide Kette A). Seitenketten von C71
und C124 sind detailliert dargestellt (2 F,-F-Elektronendichte um C71
und C124, konturiert bei 10). d) Strukturiiberlagerung der Aminoséu-
ren im aktiven Zentrum von PTEN im reduzierten (grau) und mit H,0O,
behandelten Zustand (blau).

zwischen dem katalytischen Cystein C124 und dem benach-
barten C71 vor der H,0,-Behandlung eindeutig getrennt ist
(Abbildung 3b), ist sie nach dem Kontakt mit H,O, offen-
sichtlich verbunden (fPTEN(ox); Abbildung 3c). Das oxi-
dierte aktive Zentrum beherbergt nach wie vor Tartrat.* Die
Disulfidbildung fordert die Drehung des katalytischen Cys-
teins C124 in Richtung C71, ohne eine signifikante Anderung
der Positionen der C,-Atome auszulosen (C,-C,-Abstand

Angew. Chem. 2015, 127, 1400114005
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reduziert: 5.2 A gegeniiber oxidiert: 5.0 A). AuBerdem zeigte
das gesamte aktive Zentrum, einschlieBlich des P-Loops
(IHCKAGKGRT), nur minimale Konformationsinderungen
(RMSD =0.37 A fiir 10 C,-Atome; Abbildung 3d). Dies ist
analog zur humanen lymphoiden Tyrosin-Phosphatase (LYP),
die ebenfalls nur kleine Konformationsinderungen im P-
Loop bei Disulfidbildung aufweist (RMSD =0.39 A; Abbil-
dung S15)." Die reversibel oxidierten humanen PTPs
CDC25B (Disulfid; RMSD =2.48 A)? und PTP1B (Sulfen-
amid; RMSD =2.38 A)!l zeigen hingegen nach Oxidation
erhebliche Strukturdnderungen (Abbildung S15). Insbeson-
dere erfahren diese PTPs bei langen Inkubationszeiten mit
H,0, (t>20min) eine irreversible Oxidation des katalyti-
schen Cysteins (Sulfin- oder Sulfonsiure).”*?'! Um die Re-
versibilitidt der PTEN-Oxidation zu untersuchen, fiithrten wir
zeitabhingige Aktivitdtsmessungen mit erhohten H,O,-Kon-
zentrationen durch (Abbildung S4). Bemerkenswert ist, dass
eine Reaktivierung durch DTT-Behandlung nach bis zu
20 mm H,O, und 80 min Inkubationszeit erfolgte. Dies be-
statigt, dass keine irreversiblen Modifikationen im aktiven
Zentrum auftreten und l4sst auf einen sehr effizienten Schutz
von PTEN vor dauerhafter Inaktivierung durch Oxidations-
mittel schlieBen.

Als nichstes verwendeten wir *'V-NMR-Spektroskopie,
um die Reaktion von bpV-phen mit PTEN zu untersuchen.
bpV-Phen lieferte ein Signal mit der erwarteten chemischen
Verschiebung [0(*'V) = —744 ppm]?? und wurde gegen Voll-
langen-PTEN (100 pum) titriert (50-200 um). Bei niedriger
Inhibitorkonzentration (50 um) wurde das bpV-phen-Signal
schnell vermindert (vollstindiger Umsatz: <15 min). Dies
geht einher mit dem Auftreten des Produktpeaks [0(*'V) =
—553 ppm], der Dihydrogenorthovanadat (H,VO,™; Abbil-
dung 4a) zugeordnet wurde. Bei erhohten Inhibitorkonzen-
trationen (100 und 200 pum) wurde ein Restsignal von bpV-
phen beobachtet, was auf quantitative Oxidation von PTEN
schlieBen ldsst. Um die strukturellen Auswirkungen der
PTEN-Oxidation durch bpV-phen zu erforschen, wurden
tPTEN-Kristalle 4 h mit 1 mMm bpV-phen inkubiert. Da wir an
der Lokalisierung potenzieller Vanadiumspezies interessiert
waren, wurden kristallographische Datensitze bei einer ldn-
geren Wellenlinge (1 =1.77 A) gesammelt. Dies ermdglicht
sowohl die Detektion der Réntgenbeugung als auch jene der
anomalen Streuung, die nur von schweren Atomen wie Va-
nadium und Schwefel ausgeht. Wir erhielten eine Kristall-
struktur mit einer Aufldsung von 2.5 A, die sehr dhnlich zu
derjenigen nach H,0,-Behandlung ist (maximaler RMSD =
137 A fiir 314 C,-Atome; Abbildung S16). Die 2 F,-F.-
Elektronendichte verifiziert die Disulfidbildung mit ver-
kniipften Dichten zwischen C124 und C71 in allen vier Pro-
tomeren (Abbildung S17). Basierend auf dem anomalen
Streuungssignal wurde eine zusitzliche Elektronendichte-
karte unter Anwendung der Bijvoet-Differenz-Fourier-Me-
thode erzeugt.”” Unter unseren Bedingungen weist die re-
sultierende Dichte auf Vanadium- und Schwefelatome hin.
Diese Dichte bestitigt Disulfidbildung in allen Protomeren
und zeigt zusitzliche anomale Dichte im aktiven Zentrum
von Protomer A (Abbildung 4b). Dies ldsst auf die Gegen-
wart einer Vanadiumspezies schlieen, die zusammen mit der
2 F,-F-Elektronendichte das Vorhandensein von Orthova-
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Abbildung 4. a) *'V-NMR-Titrationsmessungen mit bpV-phen (50—
200 pum) in Gegenwart von Volllingen-PTEN (100 um). Vollstindige
Spektren siehe Abbildung S19. b)—d) Kristallstrukturen des aktiven
Zentrums in der mit bpV-phen behandelten [orange, PDB: 5BZX,

b) Kette A, c) Kette B] und reduzierten PTEN-Variante [grau, PDB:
5BZZ, d) Kette A]. Orthovanadat und Seitenketten von C71 und C124
sind detailliert dargestellt. Die Dichte der anomalen Streuung (kontu-
riert bei 3.40) wurde mithilfe des Bijvoet-Differenz-Fourier-Verfahrens
bei einer Auflésung von 5.0 A generiert (Vanadium und Schwefel
tragen zur Elektronendichte bei). e) Strukturiiberlagerung des aktiven
Zentrums von PTEN (Kette A) in reduzierter (grau) und mit H,0,
(blau) oder bpV-phen behandelter Form (orange).

nadat bestitigt (Abbildung S18). Interessanterweise enthal-
ten die aktiven Zentren der Ketten B und D jeweils ein Tar-
tratmolekiil, analog zu den H,O,-behandelten Kristallen, was
sich zusitzlich im Fehlen der zugehorigen anomalen Signale
widerspiegelt. Kette C zeigt einen Mischzustand, teils mit
Orthovanadat und teils mit Tartrat (etwa 30:70). Trotz der
unterschiedlichen Besetzung durch die Liganden stimmen die
Strukturen aller vier aktiven Zentren stark iiberein (Abbil-
dung S16). Die Uberlagerung des reduzierten PTEN (grau)
mit der durch H,O, (blau) sowie der durch bpV-phen oxi-
dierten Form (orange) ldsst nur minimale Strukturveridnde-
rungen im aktiven Zentrum erkennen, wodurch eine geringe
Abhingigkeit der P-Loop-Konformation vom Oxidationszu-
stand sowie vom gebundenen Liganden deutlich wird (Ab-
bildungen 4e und S17).

Orthovanadat bindet an aktive Zentren zahlreicher
Enzyme, wie Phosphatasen und Kinasen.?! Um die Affinitit

© 2015 Die Autoren. Veréffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

von Orthovanadat zu PTEN(ox) abzuschitzen, fithrten wir
'V.NMR-Experimente mit oxidiertem PTEN durch. Bei
diesen Messungen zeigt das Orthovanadatsignal weder Lini-
enverbreiterung noch Anderungen der chemischen Ver-
schiebung, was auf eine sehr niedrige Affinitdt hindeutet
(K4>1mm; Abbildung S20). Zusammen mit der geringen
Affinitdt von PTEN zu Tartrat erklirt dies das Auftreten von
Orthovanadat, Tartrat oder Mischzustinden im aktiven
Zentrum bei der rontgenkristallographischen Analyse. Or-
thovanadat inhibiert bestimmte humane Phosphatasen in sub-
mikromolaren  Konzentrationen [z.B. PTPIB (K;=
0.38 um)®! und alkalische Phosphatase (K;=0.6 um)®].
Daher waren wir interessiert, ob Orthovanadat auch zur In-
hibition von PTEN durch bpV-phen beitragt. Bei Aktivitéts-
tests mit Volllingen-PTEN und Na;VO, konnten wir jedoch
bis zu einer Konzentration von 0.1 mm Orthovanadat keine
Phosphataseinhibition feststellen (Abbildung S5), und selbst
bei 1 mm Na;VO, waren nur 20 % Inhibition zu beobachten.
Dies deutet darauf hin, dass die Inhibition von PTEN durch
bpV-phen hauptsichlich durch Disulfidbildung bewirkt wird.

Hier zeigen wir, dass H,0, und bpV-phen PTEN iiber eine
reversible Disulfidbildung zwischen den Cysteinen C124 und
C71 inhibieren. In beiden Féllen hat die Oxidation von PTEN
nur geringe Strukturverdnderungen zur Folge, was minimale
Auswirkungen auf Phosphatase-unabhingige Funktionen von
PTEN nahelegt. Die reversible Oxidation von katalytischen
Cysteinen trigt entscheidend zur Regulation vieler Phos-
phatasen bei (z.B. LYP" PTP1B/*! VHR* CDC25
SHP-1/2,»3 LMW-PTPP! und PTEN). Bei der reversi-
blen Oxidation mittels Disulfidbildung werden basierend auf
dem relativen Abstand der beiden Cysteine in der Primérse-
quenz zwei verschiedene Cysteinanordnungen diskutiert:!'-*
A) Zwei Cysteine sind durch wenige Aminosduren vonein-
ander getrennt (z.B. i,i + 5 fiir LMW-PTP), und B) es erfolgt
eine Disulfidbildung zwischen zwei Resten, die zwar in der
Primérsequenz weit auseinander liegen, sich jedoch in
raumlicher Nihe befinden. Hinsichtlich des zweiten Falls sind
CDC25B, LYP und jetzt PTEN strukturell charakterisiert
worden."”?! Anders als PTEN erfihrt CDC25B starke
Strukturverdnderungen infolge einer reversiblen Oxidation
mit H,0O,, wihrend Disulfidbildung in LYP ebenfalls nur zu
geringfiigigen Strukturdnderungen fiihrt. Es bleibt offen, ob
diese Konformationsunterschiede des oxidierten Zustands
bestimmte biologische Eigenschaften vermitteln. Eine Be-
sonderheit an PTEN ist, dass die oxidative Inhibition der
Phosphataseaktivitdt auch nach stringenter H,O,-Behand-
lung komplett reversibel zu sein scheint. Dies unterscheidet
PTEN von anderen untersuchten Phosphatasen und konnte
auf einen effizienteren Schutz vor irreversibler Inaktivierung
durch reaktive Sauerstoffspezies hinweisen.

Die PTEN-Inhibition durch bpV-phen und H,O, fiihrt zu
oxidierten Proteinspezies mit der gleichen Modifikation. Al-
lerdings unterscheiden sich die zugrunde liegenden Mecha-
nismen darin, dass bpV-Komplexe die Oxidation, anstatt
durch intermedidre Bildung von Sulfensdure, iiber einen
Elektronentransferschritt induzieren.’® Die Tatsache, dass
die Inhibition von PTEN durch bpV-phen Orthovanadat er-
zeugt, ist eine wichtige Erkenntnis. Daraus ergibt sich die
Frage, ob Orthovanadat unter Umstidnden zu den positiven
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neuronalen und kardialen Wirkungen von bpV-Komplexen
beitragt. AuBlerdem bleibt offen, ob die oxidative Inhibition
von PTEN durch bpV-Komplexe auch auf andere Phospha-
tasen iibertragbar ist und damit die inhibierende Wirkung auf
andere PTPs erklirt.">'") AbschlieBend bleibt zu erwihnen,
dass die reversible Inhibition von PTEN durch bpV-phen
einen vielversprechenden Ansatz fiir therapeutische An-
wendungen bietet, da irreversible Inhibition dieses zentralen
Tumorsuppressors — systemische Storungen herbeifithren
konnte.
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