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Abstract

A hallmark of cancer is the ability to form metasa. Cells of a primary tumor
undergo a developmental regulatory program calieithelial-mesenchymal
transition (EMT) which leads to a specific signatwf gene expression. This
involves the upregulation of actin remodeling prade and results in a
migration state of cancer cells. Pivotal in thisqass are the Ena/VASP family
proteins involved in regulation of actin polymetisa. They localise to
regions of lamellipodia, filopodia, invadopodia dodal adhesions where they
influence actin dynamics and thus migration. Sirtbe localisation of
Ena/VASP to certain regions in the cell is depehaentheir EVH1 domains,
these structures are favourable targets in drugpdesy. Until now, no suitable
inhibitors could be found to interfere with EVH1tenactions. This work
presents a new strategy of EVHL1 inhibitor desigewNproline mimetics
(ProM’s) have been designed in which two conseeytiwlines are linked by a
vinylidene bridge thus forcing the three-dimenslostaucture to adopt a poly
proline Il helix which is recognised by EVH1 domsirMolecules containing
these structures abolish EVHL1 interactions to @étinding partners.

The aim of this work was the investigation of molles that interfere with
EVHL1 interactions as well as the identificationnefwv EVHL1 interactors using
pulldown techniques. Their cell membrane permesb#éind toxicity were
examined in a cellular context. The influence @fsi molecules on Ena/VASP

VI



localisation within the cell and their effects ometresulting behaviour in
migration and invasion of metastasizing cancescglis analysed.

The cell invasion of a breast cancer cell line wettuced by up to 80% using
EVH1-inhibitors. This has a great potential in tevelopment of new drugs in

cancer treatment.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Entstehung von Metastasen aus Primartumoren

1.1.1 Primartumoren

Tumoren sind Erkrankungen bei denen sich normalderZezu einer

fortschreitenden neoplastischen Erkrankung entinckdrsachlich fir diese
Erkrankung ist die Entartung von Korperzellen, dien einer Reihe
spezifischer Merkmale gekennzeichnet ist. Anhakepdoliferative Signale
und die Umgehung von Wachstumssuppressoren sirel jégrkmale, die

verantwortlich sind fir das schnelle Wachstum demdren. Apoptose-
resistenz und die replikative Immortalitat verhinddas Absterben der Zellen
und fuhren zu einem immer weiteren Fortschreiten Bekrankung. Die

Fahigkeit, neue Blutgefalle im Zuge der Angiogerasebilden, stellt die

Versorgung der Tumoren mit Sauerstoff sowie Naffiestound damit auch die
Weiterentwicklung und das Wachstum sicher. Ein eveg Merkmal ist die
Eigenschaft, Migration und Invasion betreiben zunrén und damit
Metastasen zu bilden (Hanahan und Weinberg 2000hr@wd primare
Tumoren chirurgisch oder pharmakologisch mittelsieei systemischen
Therapie mit Zytostatika entfernt werden kénneellet die Metastasen ein

grof3es Problem dar, da sie oft erst Jahre nachrdérnung des Primartumors
1



diagnostiziert werden. Bis dahin kbnnen sie weikdelTdes Korpers befallen
und so zu Organversagen und dem Tod fuhren (Basedaral. 2010).
Beispielsweise erkrankten laut Robert-Koch-Instituh Jahr 2011 in
Deutschland etwa 70000 Frauen an Brustkrebs und &8000 starben an den
Folgen von Metastasen (Krebs in Deutschland, 20I3her ist die
Behandlung der Metastasenentstehung ein herausiegiediel in der

Bekampfung von Krebs.

1.1.2 Die Invasions-Metastasierungs-Kaskade

Die Metastasierung ist ein mehrstufiger Prozess, aleeh als Invasions-
Metastasierungs-Kaskade bezeichnet wird (TalmadgeRiedler, 2010). Die
Abfolge der zellbiologischen Verdnderungen beginmierbei mit der lokalen
Invasion im Primartumor bis an die tumorbegrenzeBdsallamina, gefolgt
von der Intravasation, bei der Zellen durch diedlamina in nahegelegene
Blut- oder Lymphgefal3e infiltrieren. Danach folgerdTransit der Zellen im

lymphatischen oder hdmatogenen System.

Bei der Extravasation invadieren die Zellen aus demmen der Gefal3e in
bestimmte, entfernte Gewebe. Hier formen dieseedeNikrometastasen in
Form von kleinen Knoten. Der letzte Schritt in @#idung von Metastasen ist
die Kolonisation, welche die Ausbildung von Tumorans mikrometasta-

tischen Lasionen bezeichnet.

1.1.3 Epitheliale-mesenchymale-Transition und Tumanikroumgebung

Am Beginn  der Invasions-Metastasierungs-Kaskade ht ste ein

entwicklungsregulatorisches Programm namens e@teghesenchymale
Transition (EMT). Hierbei handelt es sich um eirférozess, bei dem sich
Epithelzellen in ihrer Spezialisierung ruckwarts tvaokeln und eine
fibroblastenahnliche Morphologie annehmen (Thienyd uSleeman 2006).
Gekennzeichnet ist diese Ruckentwicklung durchElipression einer Reihe
von Transkriptionsfaktoren, welche auch wahrend Elmbryonalentwicklung
in migrierenden Zellen vorherrschen (Micalizzi at. 2010). Zellen die der
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EMT unterliegen, weisen im Allgemeinen eine erhoMetilitdt auf und
exprimieren beispielsweise Matrixmetalloproteasgelche die extrazellulare
Matrix - wie etwa die den Tumor umgebende Basall@mi zersetzen.
Weiterhin wird die Expression von E-Cadherin beeighzeitiger Hoch-
regulierung von N-Cadherin stark reduziert, was Ealge hat, dass diese
Zellen sich aus dem festen Zellverband des Primmimts I6sen (Cavallaro und
Christofori 2004).

In embryonalen Zellen wird die Fahigkeit zur Migoat durch Signale von
benachbarten Zellen forciert (Micalizzi et. al. Bp1Analog dazu fuhren
heterotypische Zellinteraktionen zwischen Tumoezelind tumorassoziierten
Zellen dazu, dass die EMT durchlaufen wird und dadie Zellen zur
Migration und Invasion befahigt werden (Karnoub Wdinberg 2006-2007).
Dieses heterogene Zellgemisch bezeichnet man aifnikroumgebung. Zu
diesen tumorassoziierten Zelltypen gehoren untete@m mesenchymale
Stammzellen, Fibroblasten und Zellen des Immuneysteie Makrophagen.
Letztere sezernieren den epidermalen WachstumsfafE®GF), der die
Invasivitat der Tumorzellen fordert. Im Gegenzugoduzieren diese
Turmorzellen den koloniestimulierenden Faktor (QA3HQian und Pollard
2010) sowie Cytokine (Gocheva et. al. 2010) welche Makrophagen
stimulieren. Mesenchymale Stammzellen im Tumor progten den
Chemokin-Liganden CCL5, der zum einen die Tumoezeih ihrer Invasivitat
fordert, zum anderen aber auch Immunzellen au3a®orumgebung anlockt.
Sie hinterlassen bei ihrer Invasion in den Tumornde, welche die
Tumorzellen nutzen, um zu intravasieren (Karnoulaket2007). Tumorzellen
sind dazu in der Lage, Chemotaxis zu betreiben. fBigen einem
Lockstoffgradienten, der sie in lymphatische od&mhtogene Systeme sowie
von dort aus in spezifische Organe oder Gewebetlefto exprimieren viele
Tumorzellen den Chemokinrezeptor CXCR4, womit endGradienten von
CXCL12 aus Lunge, Leber und Knochenmark in ebesed®rgane folgen

(Zhongxing Liang, Younghyoun Yoon, John Votatal 2005).

Ein in der Bildung von Metastasen wichtiger Fakigtr die morphologische
Plastizitat. Hierunter versteht man die Umkehrurey EMT, die auch als
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mesenchymale-epitheliale-Transition (MET) bezei¢hngird. MET ist

verantwortlich fur die Ruckverwandlung der invasiv€umorzellen in das
nichtinvasive Primartumorstadium und ist die Vosmizung zur Bildung von
Metastasen im Zielgewebe (Hugo et. al. 2007). Deepinologische Plastizitat
von Tumorzellen ist auch verantwortlich fur die &ehung verschiedener
Formen der Invasion. Man unterscheidet hierbei df@rmen: die

mesenchymale, die kollektive und die améboide limrasDie mesenchymale
Invasion beschreibt Einzelzellen, die sich mittdistrixmetalloproteasen aktiv
durch das Gewebe arbeiten. Sie durchliefen die EMJollem Mal3e. Bei der
kollektiven Invasion in kleineren Zellverbanden lfeldas durch EMT

hervorgerufene Losen aus dem Zellverband, was fildmt) dass solche Zellen
nur selten Metastasen hervorbringen (Friedl undf\®008, 2010). Die dritte
Form, die amoboide Invasion, ist von unklarer Pigva Hierbei handelt es
sich um Zellen, welche nicht aktiv extrazellulareatkix verdauen, sondern

durch bereits vorhandene Zwischenrdume migrieread@dn und Sahai 2010).

1.1.4 Die invasive Signatur

Invasive, aus Primartumoren gewonnene Tumorzelleilgen gegenuber
nichtinvasiven Primartumorzellen Unterschiede irreih Genexpressions-
niveaus. Daraus konnte eine invasive Signatur lérsterden (Wanget al.

2004). Dabei sind unter anderem Gene, welche dudifétation betreffen

herunterreguliert, was zu einer Resistenz gegemdisten Chemotherapeutika
fuhrt, die auf die erhéhte Proliferation von Tunalen abzielen. Weiterhin
konnte festgestellt werden, dass diese Zellen Game Regulation der
Aktindynamik hochreguliert hatten. Das Aktin-Zytesgtt und dessen
Remodellierung sind unabdingbar fir die Verformledrkind Fortbewegung

von Zellen und mithin fir Tumormetastasierung.

Zu den hochregulierten Genen der Aktindynamik gehdsnter anderem der
epidermaleWachstumsfaktor-Rezeptor (EGEFR)filin, Zyxin der Komplex
ausAktin-bezogenem-Protein 2 undAp2/3) undDrosophila enabele@Ena)
als Mitglied der Ena/VASP-Protein-Familie (Waegal. 2004).



1.2 Das Aktin-Zytoskelett in der Migration

Das Aktingerist gehdrt neben den Mikrotubuli und tleermediarfilamenten
zum Zytoskelett einer jeden eukaryotischen Zells. i& ein Polymer aus
Einheiten des Proteins Aktin, welches im monomerrstand in hoher
Konzentration in der Zelle auftritt und als glolai& G-Aktin bezeichnet wird.
Polymere Aktinflamente werden hingegen als F-Akbazeichnet. Dieses
F-Aktin bestimmt die Form der Zelle und, ihr alsefimihle bezeichneter
simultaner Auf- und Abbau, erméglicht den Transpayh Komponenten in
der Zelle sowie das Fortbewegen der Zelle selbse Polaritéat dieser
Filamente wird durch aktingebundenes ATP bestinwmeiches kurz nach der
Anlagerung an ein wachsendes Filament zu ADP hysliertt wird und spater
den Abbau einleitet (Pollard und Cooper 2009). @i Migration erfolgt die
Neusynthese der Filamente in Richtung der Beweguhg. gegeniber-
liegenden Ende der Zelle werden diese Filamentelsag. Zur Ermdglichung
der Fortbewegung bedarf es zweier essentieller ldsp&um einen missen
die Filamente in so genannten fokalen Adhasionsigunkxiert sein, da sonst
die Filamente nur zurick in die Zelle gleiten wiirdend keinen Vortrieb
hervorrufen. Zum anderen muss die Synthese anaitfrdnt reguliert werden,
um so einen gerichteten Vortrieb, die Protrusianeemoglichen (Abb. 1.1 A).
Meist folgt die Zelle hier dem Gradienten einestio@®iten Lockstoffes. In der
vorangetriebenen Protrusion, die als Scheinfi3dieaeichnet wird, missen
neue fokale Adhasionspunkte geschaffen werden. , Atter Migration
abgewandte, Adh&sionen werden dabei abgebaut. Oa der Zelle auch
solche Aktingeruststrukturen gibt, bei denen Aktamhente mit Mysosin
verbunden sind - &hnlich wie in einer Muskelfasdé&ann durch Kontraktion
dieser Filamente die Fortbewegung und speziell idagerherziehen des
Zellkernes bewerkstelligt werden (Abb. 1.1 B) (Lagand Nicolas, 2012).



A Aktinfilament ohne Adhasionskontakt Aktinfilament mit Adh&sionskontakt
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Abb. 1.1 Aktinpolymerisierung in der Zellmigration

(A) Neu synthetisiertes Aktinfilament (griin) veracst keinen Vorschub der Plasmamenbran
(links) sondern gleitet in den Zellkérper zurtck.rstE die Fixierung in fokalen
Adhasionspunkten verhindert das Zuriickgleiten disrients und ermdéglicht den Vorschub
der Plasmamembran (rechts). (B) Bei der Fortbewggien Zelle miissen in der Leitfront neue
Adhasionspunkte aufgebaut werden, wahrend alte gidhgéstrukturen am hinteren Ende der
Zelle aufgelost werden mussen. Das HinterherzielesnZellkdrpers erfolgt durch Kontraktion

von Aktin-Myosin-Filamenten. Abb. nach: Rep. PrBgpys., Ladoux und Nicolas 2012.



1.2.1 Aktinsynthese

Das F-Aktin bildet sich nicht spontan, da der e&téritt der Polymerisierung,
die Bildung eines Aktin-Dimers, einepkvon 4,6 M aufweist und die Reaktion
daher nicht freiwillig ablauft (Abb.1.2). Somit sirn der Zelle Helferproteine,
so genannte Nukleatoren, von Néten, welche dieuDd Trimerisierung von
Aktin katalysieren (Sept und McCammon 2001). Isesdr Schritt der
Keimbildung aber initiiert, l&uft die Polymerisiery weiter spontan ab, da die
Kp eines Aktinmonomers an das bestehende Filamentnooh 140 nM
betragt.

Die Zelle besitzt jedoch Mdoglichkeiten, diese spowt Polymerisierung zu
regulieren. Zum einen sind die meisten Aktinmon@man Proteine wie
Profilin gebunden. In diesem Zustand sind sie nidd#u beféhigt, spontan an
ein Filament zu binden (Kovar et. al. 2006). Zumderen existieren

Filamentkappen. Hierbei handelt es sich um Protewelche an das
wachsende Ende des Filaments binden konnen und weiere Poly-

merisierung verhindern (Pollard und Borisy, 2003jn das Wachsen eines
Aktinfilaments zu regulieren, braucht es weitere Ifétproteine, die

Elongatoren, welche die Filamentkappen verdrangsh die Polymerisation
beschleunigen. Die Neubildung von Aktinfilamentender Zelle wird also

gesteuert von der Aktivitat der Nukleatoren und Elengatoren.

Der Abbau eines Filaments wird eingeleitet durch Hiydrolyse von aktin-
monomer-gebundenem ATP zu ADP und anorganischerspRhb (P. Dies
geschieht durch Aktin selbst kurz nach der Bindanglas Filament. Nachdem
P, langsam aus dem Komplex dissoziiert ist, kbnneotelte der Aktin-
Depolymerisations-Faktor (ADF)/Cofilin-Familie amsl Filament binden und
die Depolymerisation des Filaments bewirken. Rrofilngiert hiernach als
Nukleotid-Austausch-Faktor. Es beladt die freiwadken Aktinmonomere
erneut mit ATP, womit sie der Polymerisation wieder Verfligung stehen
(Pollard und Borisy 2003).



Die beiden ersten Gruppen von Proteinen, die Ntkiea und die

Elongatoren, sollen im Folgenden weiter beleuclertien.

+ + +

46M 600 uM 140 nM

Abb. 1.2 Spontane Aktinpolymerisation

Die Bildung von Di- und Trimeren als Aktinkeim iredPolymerisierung lauft nicht freiwillig
ab und bendtigt Helferproteine. Erst die Bildungesi Tetramers (Polymerisierung) ist
beschleunigt und kann spontan ablaufen, da dasl@ewicht der Reaktion stark zu den

Produkten hin verschoben ist. Abb. nach: BiopllysSept und McCammon 2001.

1.2.1.1 Nukleation

Die Nukleation stellt den ersten Schritt in der Bgse eines Aktinfilaments
dar. Die hierzu bendtigten Helferproteine werderbeaidlain drei Klassen
unterteilt. Die erste identifizierte Klasse ist dies Arp2/3-Komplexes. Dieser
bestent aus Aktin-bezogenem-Protein 2 und 3 sowiaf fweiteren
Untereinheiten. Zur Aktivierung bendétigt er Wiskétdrich-Syndrom-Protein
(WASP)- Familienmitglieder wie WASP selbst, das noaale N-WASP oder
die Wiskott-Aldrich-Syndrom-Verprolin-Homologie-Rene (WAVE). Diese
besitzen C-terminal eine Bindedomane fir den Aniigplex sowie eine
Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein  (WASP)- Homologiedéne 2 (WH2)
welche G-Aktin binden kann. Arp2/3 imitiert nach tAkerung ein
Aktindimer, an das sich ein weiteres G-Aktin antagRekrutiert wird dieses
G-Aktin Uber die WH2-Domane (Abb. 1.3). Weiterhirtdragiert der Arp2/3-
Komplex mit der Seite eines existierenden Filamemd verursacht so eine
Verzweigung im 70 Grad-Winkel. So entsteht ein sthrwachsendes,
breitgefachertes Aktingertst (Pollard 2007). Digs# der Aktinnukleation
spielt eine wichtige Rolle bei der Protrusion varh&nfif3chen und ist damit

wichtig fur die Migration einer Zelle (Takenewa uSdetsugu 2007).

Zur zweiten Klasse gehoren die Proteine Spire, @otileu (Cobl) und
Leiomodin (Lmod) (Abb. 1.3). Sie alle haben gemams dass sie G-Aktin
Uber die WH2-Domane binden, jedoch nicht den Argkdgnplex rekrutieren.
8



Spire, das hauptséchlich in Nervenzellen exprimigrt (Schumacher et. al.
2004) und einen Einfluss auf den Vesikeltranspodéen Zellen hat (Qualmann
et al. 2000), besitzt vier WH2-Doméanen. Zur Nukleatiomdiggt es ein Spire-
Dimer sowie die Kooperation von zwei Forminen (Bost al. 2007). Cobl
besitzt drei WH2-Doméanen und wird ebenfalls in Ngzellen exprimiert.
Hier ist es beteiligt an der Synthese des zellaid&hden Cortex. In seiner
Nukleationsgeschwindigkeit ist es vergleichbar dain Arp2/3-Komplex. Die
drei moglichen Aktinmonomere bringt es in rdumlidichten Kontakt und
bewirkt so die Nukleation (Ahuj&t al. 2007). Lmod bindet zwei Aktin-
monomere wie eine Filamentkappe von der nichtwadlese Seite eines
Filaments. Eine WH2-Domane bringt ein drittes Aldicht an das Dimer und
bewirkt die Nukleation. Zusatzlich bindet es einofomyosin welches
ebenfalls an das wachsende Aktinflament bindetprigxert wird es im
Herzmuskel und in der glatten Muskulatur, wo es dei Ausbildung des
Sarkomers eine Rolle spielt (Conletyal. 2001).

Die dritte Klasse der Aktinnukleatoren stellen B@mine dar. Diese Proteine
besitzen eine C-terminale Formin-Homologie-Doman@~B2), welche sich
ringartig mit der FH2 eines zweiten Formins zusamiegt und je ein G-Aktin
bindet. Uber die FH1-Domé&ne, welche aktingebundeesilin rekrutiert,
werden ein drittes und ein viertes G-Aktin zu einerau entstehenden
Aktinkeim zusammengebracht (Abb. 1.3). Bemerkengertden Forminen ist,
dass sie neben der Nukleation auch als Elongaforegieren und so ein neu
entstehendes langes Aktinfilament hervorbringennkdn Der Ring aus den
beiden FH2-Domanen rutscht dabei nach jeder G-Ahktagerung zuriick an
das wachsende Ende des Filaments (Goode und E&l 200
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Abb. 1.3 Nukleationsfaktoren der Aktinpolymerisierung

(A) Der Arp2/3-Komplex wird aktiviert durch WASP-Rilien-Proteine und imitiert ein
Aktindimer. Ein weiteres Aktin wird Gber Profilinnd die WH2 rekrutiert (links). Arp2/3-
induzierte Aktinkeime koénnen sich an bestehendanféinte anlagern und fihren zu einem
stark verzweigten Netzwerk (rechts). (B) Die Nukieasfaktoren Spire, Cordon-Bleu (Cobl)
und Leiomodin (Lmod) nutzen ihre WH2-Doménen unthden so Aktinkeime zusammen.
Spire bendtigt dazu Formine, Lmod Tropomyosin. [@g Formine bilden Dimere welche
Aktin binden. Uber die FH1 rekrutieren sie Profiloen Trager von momomerem Aktin. Bei
der Nukleation bleiben Arp2/3, Spire, Cobl und Lmanoh nichtwachsenden Ende (-) des
Filaments, wahrend die Formine am wachsenden ERdeefweilen. Abb. nach: Cell Press
Qualmann und Kessels 2009.
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1.2.1.2 Elongation

Nachdem die Nukleatoren einen Aktinkeim gebildebdrg setzen nun die
Elongatoren ein und sorgen fir die Entstehung uadavigerung des Aktin-
Filaments. Wie bereits beschrieben, stellen diemhue eine Klasse der
Elongatoren dar und fungieren ebenfalls auch aldédioren. Da sie nach der
Keimbildung und wahrend der Elongation das Filamaentht verlassen,
verhindern sie somit auch das Binden einer Filaksgyge, welche die

spontane Synthese stoppen wirde (Kataal. 2006).

Zur zweiten bekannten Klasse der Elongatoren zatikeina/VASP-Proteine.
Sie besitzen eine Ena/VASP-Homologie-Doméne 2 (ElVHRit der sie

sowohl an ein bestehendes Aktinflament als aucheian G-Aktin binden

konnen. Weiterhin verfiigen sie Uber Bindungsstefi@nProfilin, das, wie

auch bei den Forminen, die Versorgung mit G-Akichert (Ahern-Djamali

et al. 1999). Durch das Zusammenbringen von bestehendamént und den

Monomeren fordern sie die Polymerisierung. Wéahremd Formin-Dimer an

einem Aktinfilament arbeitet, kobnnen Ena/VASP-Tetesie mehrere Filamente
gleichzeitig prozessieren und diese bindeln (Featbmal. 2007; Abb. 1.4)

Weiterhin schitzen auch Ena/VASP-Proteine vor deindihg von

Filamentkappen und regeln die Zellmotilitat (Beaal.2002).
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2 ?g‘

Formine Ena/VASP
Aktin ® Profilin

Abb. 1.4 Elongationsfaktoren der Aktinpolymerisierung

Formine und Ena/VASP-Proteine verldngern das Aikdimfent und schitzen es vor
Filamentkappenproteinbindung. Formine nutzen itmevfin-Homologie-Doméne 1 (FH1), um
Profilin-Aktin-Monomere zu rekrutieren und an ditkHEDoméane zu Ubergeben. Formine
agieren als Dimere und verweilen wahrend der Proigmeung immer am wachsenden Ende
des Filaments. Ena/VASP-Proteine bilden Tetrambimdeln Aktinflamente und kdnnen
mehrere Filamente gleichzeitig prozessieren. Auehverweilen am wachsenden Ende des
Filaments. Abb. nach: Curr Opin Cell Biol., Chesaaind Goode 2009.

1.2.2 Ena/VASP-Proteine als zentraler Angelpunkt inder Aktingerist-

reorganisation und Migration - Aufbau und Funktion

Die Ena/VASP-Proteinfamilie besteht beim Menschens aden drei
Mitgliedern Vasodilatator-stimulierendes  PhosphoproteifVASP),

Enabeld human (EnaH) und dentna/VASP likeProtein (EVL). Diese
Proteinklasse besitzt die gleiche Doméanenstrukhestehend aus einer
N-terminalen Ena/VASP-Homologie-Domane 1 (EVH1)heei zentralen
prolinreichen Sequenz und einer C-terminalen En&NAdomologie-
Doméne 2 (EVH2). EVH1 und EVH2 sind dabei hochkoviegte Regionen
innerhalb dieser Familie. Unterschiede bestehenpteaahlich in der
prolinreichen Sequenz (PRS), bei der EnaH zushtzkeschiedene Isoformen
aufweist. (Halbrugge und Walter 1989; Gerkéerl. 1989, 1996).
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Ena/VASP-Proteine haben Einfluss auf die ZellfoAdh&sion, interzellulare
Interaktionen sowie die Migration und Invasion. Sand in allen
Kompartimenten omniprasent, die essentiell fir Migration und Invasion
einer Zelle sind. So befinden sie sich in der fie& @hemotaxis wichtigen
Leitfront von Scheinfi3chen und in den Spitzen B#opodien (Baeet al.
2010). AulRerdem findet man sie in den fokalen Attimpunkten, welche die
Verankerung der Zelle an extrazellulare Matrix (EQMwirken (Brindleet al.
1996). In den ECM zersetzenden Invadopodien siadebenfalls lokalisiert
(Ridley et al. 2003). Ena/VASP-Proteine sind in verschiedenenastasie-
renden Krebsarten hochreguliert (Wareg al. 2004) und fordern die
Tumorzellinvasion sowie Metastasierung (Gertler aondeelis 2011). In
Tierversuchen an Mausen konnte gezeigt werden, dassAbschalten eines
Ena/VASP-Gens durch die anderen Familienmitgliemiesgeglichen werden
kann, jedoch das Abschalten aller Ena/VASP-Gene mangelhafter
Endothelbarrierefunktion und damit einhergehend Eimblutungen und
embryonaler Letalitéat der Tiere fuhrt (Furmanal. 2007). Daher gestaltete
sich eine in vivo Untersuchung dieser bedeutenden Proteinfamilie als

schwierig.

Als Bestandteil des Multiproteinkomplexes am T-Ze#zeptor bei der
Interaktion zwischen einer antigenprasentierenderlleZ und einem
T-Lymphozyten treten sie zusammen mit dem Adapoéepr ADAP auf, das
direkt mit Ena/VASP interagieren kann (Jordan dt 2803; Krauseet al.
2000). Weiterhin ist die Ena/VASP-Familie beteilgh der Thrombozyten-
aggregation (Aszodiet. al. 1999) und Wuchsrichtungs-bestimmung von
Axonen (Bear und Gertler 2009).

Die Ena/VASP-Funktion ist reguliert Uber die Releuing in Protein-

komplexe downstream von Plasmamembran-Rezeptoren und Uber die

Phosphorylierung. Via EVH1-Doméane erfolgt die Lokerung der Proteine

in die fokalen Adhéasionen und die Leitfront der ledliipodien sowie

in die Spitzen der Filopodien. Dies geschieht Ul Interaktion zu

[F/WIL/Y]P.@P-Konsensussequenzen iét eine aliphatische, . eine beliebige

Amionosaure) (Dinkekt al. 2014; Ballet al. 2005) in Proteinen wie Zyxin
13



(Reinhardet al. 1995), Vinculin (Reinharckt al. 1996), Ras-Associated and
Pleckstrin-Homology-Domains-containing-Protein(RAPH1) (Krauseet al.
2004), Palladin (Boukhelifat al. 2004) und Migdfilin (Zhanget al. 2006).
Bestimmte, konservierte Serine in der Ena/VASP-Kamkonnen durch
CAMP-, bzw. cGMP-abhéangige Protein-Kinasen (PKA undKG)
phosphoryliert werden (Halbrugge und Walter 198ajbruggeet al. 1990;
Lambrechtset al. 2000). Dies verringert filamentbindelnde Eigen$ieima
sowie die Fahigkeit der Filamentkappenverdrangueg EEha/VASP-Proteine
und damit ihre Fahigkeit zur Aktinpolymerisierunglafbeck et al. 2000;
Barzik et al. 2005; Lambrechtst al. 2000). Wahrend also die EVH1 den Ort in
der Zelle bestimmt an dem Ena/VASP-Proteine agjeeguliert der Grad der
Phosphorylierung die Aktivitdt dieser Proteine iar dAktinpolymerisation.
Dabei hat die Posphorylierung keinen Einfluss aigf BVH1-Interaktionen
(Harbecket al. 2000). Beide Prozesse sind demnach unabhangignamuer.
Die Phosphorylierung beeinflusst aber die Wechskimig mit anderen
Proteinen, die in der Lage sind, an die prolinreichSequenzen in der
Ena/VASP-PRS zu binden. So wird die Interaktion 8tc-Homologie-
Domanen (SH3) von Proteinen wie Abl und Src durdtogphorylierung
unterbunden, wahrend die Bindung an Profilin, Ly3Sund Fe65-WW
bestehen bleibt (Lambrechdsal. 2000; Harbeclet al. 2002).

Die Phosphorylierung hat Einfluss auf die Morphadogind Motilitat von
Zellen. So kommt es in Neuronen und Thrombozytenemer verstarkten
Ausbildung von Filopodien, was das Neuritenwachs{uabrandet al. 2004)
und die Thrombozytenaggregation (Pelaal. 2006) bewirkt. Die Migration
von Fibroblasten wird dadurch negativ beeinfluksugeiroet al. 2002).

Die EVH2-Domane umfasst ein G-Aktin-bindendes (GAER)n F-Aktin-

bindendes (FAB) Segment und eine Tetramerisier@ugsnz. Die Bindung
an ein bestehendes Filament via FAB verdrangt AKappenproteine (Barzik
et al. 2005). Der Prozess der Aktinpolymerisation ist \w@rronet al. 2007

beschrieben worden. Dabei rekrutieren die Proflindungsstellen des
prolinreichen Segmentes Profilin-Aktin-Bausteineglete auf eine Lade-
position Ubertragen werden. Hier bindet zusatztlak GAB an das Aktin im
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Komplex und Ubertragt es auf das bestehende Fikanas Profilin wird

danach aus dem Komplex entlassen und das FAB uiicldine Position weiter
an das neue Ende des Filaments (Abb. 1.5). Man dghin aus, dass zweli
Ena/VASP-Proteine ein Aktin-Filament prozessierefietramere dieser
Proteine sind daher dazu in der Lage, Aktin-Filateeau bindeln (Bachmann

et al. 1999).
.'k—
@ e FPPPP 4
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@©
—
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4. .............. FPPPP
Profilin-Aktin-
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@ (¢ G @ e &
SH3- Ladeposition Tetramerisierung
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Profilin ATP-Aktin  ADP-Aktin

- O

FPPPP-enthaltende Proteine

Abb. 1.5 Aktinfilament-Elongation durch Ena/VASP-Proteine

Ena/VASP-Proteine werden Uber die Interaktion itE&H1-Doméanen zu [F/W/L/Y]PPPP-
prasentierenden Proteinen wie Zyxin, Vinculin undAPRI1 in Bereiche der

Aktinpolymerisierung rekrutiert. Diese Proteine lirken die Maschinerie mit der
Plasmamembran (gepunktete Pfeile). Ena/VASP-Pm®tdilden Tetramere (1), biindeln
Aktinfilamente und binden sie Uber ihr F-Aktin-bamtles Segment (FAB, 2). Das Profilin-
Aktin-Rekrutierungsmodul besitzt drei Bindestelfén Profilin-Aktin (3) und erhéht die lokale

Konzentration dieser Bausteine. Ein Profilin-Aktiird auf die Ladeposition Ubertragen (4).
Gleichzeitig bindet das G-Aktin-bindende SegmentAB® an das geladene Aktin und
Ubertragt es auf das bestehende Filament (5). Ajdretyse im Aktin bewirkt wahrscheinlich

die Authebung der Profilin-Aktin-Interaktion. Dieifdlung der Ladeposition an ein Profilin
allein ist schwacher als an das Profilin-Aktin. firo wird freigesetzt (6). Die FAB rutscht ein

Aktin weiter voran an das neue Filamentende (7h.Atach: EMBO J., Ferrogt al. 2007.
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1.2.2.1 Ena/VASP-Proteine in der fokalen Adhéasion

Fokale Adhasionspunkte sind Multiproteinkomplexd iber 100 beteiligten
Proteinen. Die Aufgaben dieser Proteine lasseneieilen in Rezeptor- und
Matrix-Bindung, Aktinverknupfung, Aktinpolymerisieng und intrazellulare
Signaltransduktion (Ladoux und Nicolas 2012).

Am Anfang eines entstehenden Adh&asionspunktes aMaler Komplex in
Bereichen von neuen Protrusionen der Zelle stebt Aktivierung von
transmembranstandigen Integrin-Heterodimeren, veekttrazellulare Matrix
erkennen und binden. Das Integfih erfahrt diese Aktivierung durch einen
Komplex aus Rapl-GTP-interacting adapter moleculéRIAM) und
Ena/VASP-Proteinen (Wortt al. 2010).

Auf der intrazellularen Seite werden die zusammkaggen Integrine Uber
Adapterproteine wie Talin und Vinculin an das Akigzwerk gekoppelt
(Zamir et al. 2001). Die Reifung der neuen fokalen Komplexe iend
Scheinfuf3chen zu stabilen fokalen Adhasionen drfalgem weitere Proteine
wie Zyxin rekrutiert werden (Zaidel-Bagt al. 2004). Durch mechanischen
Stress, der durch die Migration auf die fokalen Kdewe einwirkt, werden die
Thyrosinkinasen Src und die fokale-Adhasions-Kin@&s&K) aktiviert, was zu
einer VergroRerung der Komplexe fuhrt (Waetgal. 2005). RIAM, Vinculin
und Zyxin und andere interagieren mit der EVH1-Domadler Ena/VASP-
Proteine und deren EVH2-Domane stellt wiederum derbindung zum
Aktinzytoskelett her.

Der fur die Migration notwendige Abbau der fokal&dh&sionspunkte am
hinteren Ende der Zelle, der das Nachziehen ddkafeérs gewahrleistet, ist
bisher noch nicht genau geklart. Ein vorgeschlagéhechanismus ist, dass
die Protease Calpain Proteine der fokalen Adhasicaigbaut und so das
Ablésen verursacht (Huttenlochetral. 1997).
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1.2.2.2 Ena/VASP-Proteine in den Scheinfif3chen urndvadopodien

Die Koordination verschiedenster Prozesse ist ¢igdleitir die Zellmigration.
Hierzu z&hlen die Wahrnehmung von Substraten urel diynamische
Reorganisation der Zell-Substrat-Verankerungen sodve Erschaffung von
Protrusionen und kontraktilen Kraften (Lauffenburgend Horwitz, 1996;
Smallet al, 2002; Parsonst al, 2010). Die regulierte Aktinpolymerisierung
in der Leitfront erschafft diese Protrusionen inRoszon Scheinfif3chen. Dies
sind zum einen die breit gefacherten Lamellipodisd zum anderen die
fingerartigen Filopodien (Smadit al, 2002). Lamellipodien bestehen aus einer
Mischung von kurzen, stark verzweigten und langemverzweigten
Aktinfilamenten. Neben der Nukleation und der Veermyung durch Arp2/3
und dessen Aktivatoren, die WASP-Familien-Proteis@d hier auch die
Ena/VASP-Proteine und Formine von Bedeutung (Keestl al. 2008; Yang
et al. 2007). Diese Art der Scheinfii3chen liefern dieamtreibende Kraft fur
Motilitdt und Migration.

Filopodien hingegen bestehen aus langen, unvermveigind parallelen
Aktinfilamenten (Pollard und Borisy, 2003; Chhahrad Higgs, 2007). Sie
sondieren die Umgebung wéahrend der Migration urghen nach maéglichen
Verankerungsquellen. Filopodien fordern die frilmad$® der Substratbindung
und aktivieren Signaltransduktionskaskaden zum Awfiaon stabilen fokalen
Adhasionspunkten. (Davenpat al, 1993; Partridge und Marcantonio, 2006;
Galbraithet al, 2007; Schéfeet al, 2010). Mitglieder der Ena/VASP-Proteine
und Formine wie dasMammalian Diaphanous2 (mDia2) fordern die
Filopodienbildung (Pruynet al, 2002; Haret al, 2002; Lebranet al, 2004,
Mejillano et al, 2004; Schirenbeckt al, 2006; Applewhiteet al, 2007; Gates
et al, 2007; Homem und Peifer, 2009). Die mDia2-abhamgkjlopo-
dienbildung kann durch kleine GTPasen wie Cdc4%/igkt werden (Pengt
al., 2003; Pellegrin und Mellor, 2005). Es konnte ggizeverden, dass die
EVH1-Doméane der Ena/VASP-Proteine direkt mit der2Hbbmane von
mDiaZ2 interagiert und der Ena/VASP-Familie desteilie Schlisselfunktion
in der Filopodienorganisation zukommt (Barakal. 2014). So regulieren sie
die Lange, protrusive Persistenz und Zell-Sub#fmattakte und damit die

Entstehung von fokalen Adhasionen in den Filopadien
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Unter den WASP-Familien-Proteinen ist WAVE2 daggeniMitglied dieser
Familie, welches die Bildung von Lamellipodien izdart (Sarmientcet al.
2008) und gleichzeitig das Formin mDia2 im Kompiasammen mit Arp2/3
halt und so inhibierend auf dessen Funktion zudaidienbildung wirkt (Beli
et al. 2008, Schirenbeclet al. 2005; Block et al. 2008). WAVE2 st
Bestandteil des WAVEZ2-Komplexes zu dem auch dastefProAbelson
Interactor 1 (Abil) gehort. Es interagiert mit RAPH1 (Laet al. 2013),
welches Uber Phosphatidylinositol-(3,4)bisphospaiat die Plasmamembran
rekrutiert wird und das Ena/VASP-Proteine Uber BH1-Domane in die
Leitfront lokalisiert (Krauseet al. 2004). So wirken WAVE2-assoziiertes
Arp2/3 und Ena/VASP-Proteine zusammen an der Hnistg von

Lamellipodien.

Eine weitere und wichtige Struktur in der Migratisimd die Invadopodien. Es
handelt sich hierbei um aktinreiche ProtrusionenRlasmamembran, welche
mit der Zersetzung von extrazellularer Matrix asisoz sind (Murphy und
Courtneidge 201)1und speziell bei der Extravasation in der Metistang
eine wichtige Rolle spielerSeano und Prim 20)15Wachstumsfaktoren wie
EGF oder depletelet-derived growth factofPDGF) fihren zur Aktivierung
von Kinasen bestehend aus Src und der Abl-Kinagge Betztere aktiviert
Cortactin und bildet so einen Komplex zusammen mén WASP-
Familienmitgliedern WAVE oder N-WASP und Arp2/3, udre Aktinpoly-
merisation und damit die Protrusion des Invadopmgizu initiieren (Lapetine
et al. 2009; Maderet al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass Ena/VASP-
Proteine in Bereichen der Aktinfilamentsynthese l@adopodien lokalisiert
sind und, dass das Herunterregulieren mittels Rikl@msaure-interferenz
(RNAI) der Proteine WAVEZ2, N-WASP oder Ena/VASP swdie Invasion
als auch die Aktinfilamentmenge in den Invadopoddrastisch reduziert
(Takahashi und Katsuo Suzuki 2011). Ena/VASP-Pmetaipielen daher eine
zentrale Rolle bei der Migration und Invasion.
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1.3 Therapie der Metastasierung am Beispiel des Mama-

karzinoms

In Deutschland folgt die Therapie von Mammakarzieander international
standardisierten S3-Leitlinie (Deutsche Krebsgeskift e.Vet al. 2012). Bei
einem rezidivierten oder metastasierten Mammakanziunterscheidet man
demnach zwei Kategorien. Die Therapie des lokaleokialregionalen
Rezidivs, welche aus operativer Entfernung, evéietueBestrahlung und
systemischer Behandlung besteht und die TherapieFesnmetastasen. Bei
letzterem wird auf Bestrahlung und/oder eine sysehe Therapie gesetzt.
Das Schema zur systemischen Behandlung ist in dieildung 1.6 dargestellt.
Dabei wird zunachst in der Histologie der Status Estrogenrezeptors (ER) in
den Tumorzellen untersucht. Bei positivem Befunddwnit der endokrinen
Therapie bestehend aus Aromatasehemmern und eirstrogénrezeptor-
Modulator begonnen. Ist die Patientin pramenopawsall zusatzlich die
Ovarialfunktion medikamentdés ausgeschaltet. Eineen@therapie ist
angezeigt bei negativem ER-Status oder einer ikifEn endokrinen
Therapie. Bei langsamem Tumorwachstum ist dabe? &lonotherapie die
erste Wahl. Rasches Wachstum und aggressives Tarhatien werden mit
Kombinationen, meist aus einem Taxan mit anderetosigtika, behandelt.
Zeigt der histologische Befund die Expression desndnen-epidermalen-
Wachstumsfaktor-Rezept@ (HER2) an der Zelloberflache, so wird im
Rahmen einer gezielten Therapie zusatzlich mit deonoklonalen Anti-
HER2-Antikérper Trastuzumab oder dem Rezeptor-Tigkisase-Inhibitor
Lapatinib behandelt. Gegenstand der gezielten Pphersst es auch, die
Angiogenese, und damit die Versorgung der Metastagelem monoklonalen
Antikorper Bevacizumab gegen den GefalBwachstunmsfakVEGF) zu

unterbinden.

19
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pramenopausal postmenopausal Chemotherapie (Zytostatika)
Medikamente zur Aromatasehemmer (Anthrazykline, Alkylantien,

Ausschaltung (Anastrozol) Anthrachinone, Taxane,
der Ovarialfunktion ER-Modulator Vinorelbin, Fluorpyrimidine,

ER-Modulator (Tamoxifen) Platinkomplexe, Halichondrin)

(Tamoxifen) l

gezielte Therapie

HER2-Inhibitoren .
(Trastuzumab, pOSIt. HER?2 status
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Abb. 1.6 Schema zur systemischen Behandlung von rastasierendem Mammakarzinom
Abkirzungen ER: Estrogenrezeptor, HER2: humanatezmaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor
2; VEGFR: vaskularer-endothelialer-WachstumsfalReeeptor; Abb. nach: Deutsche
Krebsgesellschaft e.\ét al.2012.

Neben den bereits beschriebenen Inhibitoren gibteiae Reihe weiterer
Versuche, Wirkstoffe zur Behandlung von Metastasen finden. Eine

Ubersicht ist in der Abbildung 1.7 gezeigt. Hierbieikussiert sich die
Forschung auf die Entwicklung von Rezeptor-Tyrosiake-Inhibitoren,

welche in Folge ihrer Signalkaskaden die Expressmaliferativer und

metastasierungs-assoziierter Gene unterbindennsstiaie auf Zielproteine,
die in direktem Zusammenhang mit der Metastasierdeg Organisation des
Aktinzytoskelettes stehen. Dabei seien vor allerkal®-Adhasions-Kinase
(FAK)-, Integrin- und Matrixmetalloprotease-Inhibien zu nennen (Zimmer
and Steeg, 2015). Haufige Nebeneffekte wie die dsufhg der Zellverbande
bei kollektiver Migration (Integrin-Inhibitoren) ed die Umstellung auf die
proteaseunabhangige amoéboide Zellinvasion (Inhaitader Matrixmetallo-
proteasen (MMP)) fuhrten jedoch teilweise zum Algbriklinischer Studien
(van Zijl et al.2011).

Ein Vorteil bei der Inhibierung von Proteinen, wedc direkt an der
Aktinpolymerisation beteiligt sind, bestinde hierb#arin, dass sowohl
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kollektiv, mesenchymal als auch améboid migrieredeéden gleichermalien
gehemmt werden sollten. AuRerdem wirde hdwnstream von den

Signalkaskaden eingegriffen, ganz im Gegensatz ezu lidsher entwickelten
Inhibitoren der klassischen Pharmakophore wie Kenasd Enzyme. Dadurch
konnte eine Vermeidung unerwinschter Nebeneffellte, bei der breiten
Inhibierung ganzer Signalkaskaden mit der einhexgeén drastischen
Veranderung der Genexpression, sowie das UmgeleserdKaskadenwege
durch cross-talk mit anderen erzielt werden. Am weitestdownstreamder

Signalkaskaden liegen Proteine, welche direkt Alkdimente synthetisieren.
Dazu gehdren alle Proteine die im Zusammenhang Ap2/3 die

Aktinnukleation bewirken sowie die Proteine der BfSP-Familie und der
Formine. Daher ist es ein interessanter Ansatzbitoinen fir Vertreter dieser

Klasse zu generieren.

Bisher wurde der Schwerpunkt hauptsachlich aufldeibierung des Arp2/3
Komplexes gesetzt. So ist Arp2/3 direkt und zerdgratlen wichtigen Schritten
der Aktinnukleation beteiligt, wie im Kapitel 1.2dhrgelegt wurde. Es wurden
fur Arp2/3 auch schon kleine Liganden via Hochdsath-Screening gefunden
und untersucht (Noleret al, 2009). Es konnte gezeigt werden, dass die
Inhibierung des Arp2/3-Komplexes die Ausbildung vbamellipodien und
damit die Migration selbst verlangsamt (llatovskagtaal. 2013). Hierbei
verandert sich jedoch nur die Art der Migration vder lamellipodien-
getriebenen hin zur filopodiengetriebenen. Wahneowinale Fibroblasten eine
lamellipodiengetriebende und gerichtete Migratiarfweeisen, so migrieren
Arp3-knockoutFibroblasten auf eine filopodiengetriebene Art uwkise.
Letztere zeichnet sich durch eine deutlich geriageeschwindigkeit aus und
ist zudem ungerichtet (Suranegtial. 2014). So wird an dieser Stelle nun den
Forminen die wichtigste Rolle in der Migration zegkrieben. Auch fur diese
Proteinklasse ist ein Inhibitor - SMIFH2 - entwittkevorden (Rizviet al.
2009). Seine Fahigkeit, die Migration zu inhibierevird aktuell kontrovers
diskutiert. SMIFH2 bewirkt eine effektive Inhibigrg der Migration von
Glioblastoma-Zelllinien (Ardewt al. 2015), wahrend die Migrationsgeschwin-
digkeit der Knochenmarkszelllinie U20S eher beaahilgt wird (Isogaiet al.
2015).
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Die Ena/VASP-Familie scheint wegen ihrer zentral8tellung in der
Aktinsynthese ebenfalls ein aufschlussreiches, wanoh bisher vernach-
lassigtes, Ziel zu sein. Wie dargelegt vermittet den direkten Kontakt
zwischen dem Aktinflament und den Adh&sionspunkteawie den
ScheinfiiRchen und ist damit direkt am ZellphanoMération beteiligt. Uber
die Inhibition der Ena/VASP-EVH1-Domane kénnte dadh@wnstreanin das
Verhalten der Zellen eingegriffen werden, ohne dd¥achteil den die
Beeinflussung ganzer Genexpressionsmuster son&eggptorinhibitoren mit

sich bringen kann. Im nachsten Kapitel soll didsemdeleuchtet werden.

Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren

VEGFR EGFR HER2 C-KIT FLT3 PDGFR FGFR HGFR
I I I I I | | |

RAS
Ptdins \ v ¥ Androstendion/
k— PI3K RAF Testosteron
PtdIns(3)P V V | Aromatase
}  PKBIAKt g oroimue MEK ~ Estrogen
WAVEZ RAPHT | Temeiroimus ¥ o et

t mTORY ErkMAPK ~ ER — Tamoxifen

| f
AN

F-Aktin-Synthese

Zellzyklus; Proliferation;
Differenzierung; Antiapoptose;
Uberleben

Etaracizumab

II\/IGN388\ ] /STI_C/Saracatinib

Pf-04605412
Integrine — FAK A~ PF-271

MMP9 4 GSK 2256098
T W; t v Y11
PCK 3145 ECM Fokale Adhéasionspunkte

—>(_Invasion / Migration

Abb. 1.7 Ubersicht der systemischen Therapie bei Mastasierung
Wachstumsfaktor-Rezeptoren: C-KIT Tyrosinkinase-K{$tammzellfaktorrezeptor), EGFR
epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor, FGFR FibstblaWachstumsfaktor-Rezeptor,
FLT3 fotaler Leber-Tyrosinkinase-Rezeptor, HER2 luer-epidermler-Wachstumsfaktor-
Rezeptor-2, HGFR Hepatozyten-Wachstumsfaktor-RezeptPDGFR  Thrompozyten
Wachstumsfaktor-Rezeptor, VEGFR vaskularer-endiatleet\WWachstumsfaktor-Rezeptor;
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G-Protein RAS Rat-Sarcompg Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) welche die Phasplierung
von Phosphatidylinositolen (Ptdins) am 3-OH (P&(B)P) Kkatalysiert; PKB/Akt
Proteinkinase B (Akt); mTOR Mammalian-Target-Of-Rapamygin Proteinkinase RAF
(Rat-Fibrosarcomy MEK: Mitogen-Activated-Protein-Kinase ErkkMAPK MAP-Kinase
Signalweg; ER Estrogenrezeptor: Src: Tyrosinkiremeoma FAK fokale-Adhéasions-Kinase;
ECM extrazellulare Matrix; MMP9 Matrixmetalloprote9; Ena/VASP:
EnabledVasodilator-stimulierendes-Phosphoprotein; RAPREAs-Associated and Pleckstrin-
Homology-Domains-containing-Protelh  WAVE2  Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protein-
Familie-Verprolin-Homologes-Protein-2. Entsprechendhibitoren, die eine FDA-Zulassung
(Food and Drug Administration) haben, sind in gri@i@gen Metastasierung) und orange
(gegen seltene Formen der Leukamie, Glioblastomar ddesenthelioma) dargestellt.
Inhibitoren ohne derzeitige Zulassung sind in gaafgezeigt. Abb. nach: Mihalgt al 2012;
Zimmer and Steeg 2015; van Zijl 2011; Cuzéthkal. 2013; Wuet al. 2013.

1.4 Die Ena/VASP-EVH1-Domane und die Inhibierung devon

ihr adressierten Protein-Protein-Interaktionen

Die EVH1-Doméne gehort zu den PRS- erkennenden bem&RD), wozu
auch die SH3- (Ywet al. 1994; Sparket al. 1996), WW- (Cheret al. 1995;
Macias et al. 1996), GYF-Domanen (Freunet al. 1999; Nishizaweaet al.
1998) und Profilin (Schutet al. 1993; Mahoneyet al. 1997) gehoéren. Allen
diesen Doméanen gemein ist die Bindung anderer iRst@rotein-Protein-
Wechselwirkungen), wobei sie ihre Ziele Uber limeprolinreiche Sequenzen,

die ihre Zielproteine enthalten missen, erkennen.

EVH1-Doméanen haben strukturelle Ahnlichkeit mit d@leckstrin-Homologie
(PH)-Domanen. Im Vergleich zu ihnen binden sie @donicht am

Phospholipide, sondern an kurze PeptidsequenzenAblmangigkeit ihrer

Ligandenspezifitat unterscheidet man vier Klassen EVH1-Domanen. Zur
ersten Klasse gehoéren exklusiv die Ena/VASP-PretdtmaH, VASP und
EVL. Sie teilen das Konsensusmotiv [F/W/L/Y4P. (¢ ist eine aliphatische, .
eine beliebige Amionosaure) (Dinketl al. 2014; Ballet al. 2005). Zur zweiten
Klasse gehoren die Homer/Vesl-Proteine mit der lKosassequenz
PP..(F/W/IY).D. Sie sind die nahesten Verwandtenkdasse eins und binden
eine Art umgekehrtes Motiv. WASP und das neurohaM/ASP gehdren zur
dritten Klasse der EVH1 (auch WH1 genannten) Dom@Petersonet al.
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2007; Volkmanet al. 2002). Die letzte und damit vierte Klasse der EVH1
Doménen beinhaltet die Spred-Proteine. Sie bindesentlich langere Motive
(Bundschuet al. 2006; Harmeet al. 2005).

Prolinreiche Peptidsequenzen (PRS) nehmen in vg&ésskiosung bevorzugt
die Konformation einer idealen, linkshandigen Podip 11 (PPII) Helix an,
welche charakteristische Ruckgratwinkel vdn = -78° und¥ = +146°
aufweist (Ball et al. 2005). PRD konnen diese PPIl Helix in zwei
Moglichkeiten binden: (i) PxxP und (ii) xPPx. Jeawrrolinreste interagieren
so direkt mit den Oberflachen-Seitenresten der PRiB. Ena/VASP-EVH1

Doméne bindet im Modus (i).

Das reine Prolinmotiv bindet im Allgemeinen nur sgthr schwacher Affinitat
an die PRD, wobei keine besondere Selektivitdefiie PRD zu erwarten ist.
Die Erh6hung der Affinitdt und der Selektivitat d@RS an ihrer PRD wird
Uber zusatzliche Aminosauren erreicht, den sogdaanrflankierenden
Epitopen (Niebuhet al. 1997; Carlet al. 1999; Federoet al. 1999; Prehodat

al. 1999; Ballet al. 2000). Die Kombination aus Bindungsmodus der PPII
Helix und flankierender Epitope ergibt ein fur jed®RD spezifisches

Konsensusmotiv, welches gleichzeitig das minimatelBngsmotiv darstellt.

Auf Basis des Konsensusmotives entwickelten wir antgge Inhibitoren,

welche die Protein-Protein-Wechselwirkung der EA&@Y-EVH1-Domane

mit ihren Zielproteinen effizient unterband (Op#t al. 2015). Dabei stellte
sich als besondere, aber auch bekannte SchwidrigjkeErsetzung der Proline
durch unnatirliche Bausteine dar. In Zusammenanbgitder Gruppe von
Prof. Dr. Schmalz an der Organischen Chemie devéssitat zu Koln und der
Arbeitsgruppe von Dr. Kihne am Leibniz-Institut famolekulare

Pharmakologie (FMP) konnten wir diese Schwierigked#irfolgreich

Uberwinden, in dem wir ein neuartiges Konzept voodiMen erarbeiteten,
welches Di-Proline in ihrer PPII-Struktur nachal{@pitz et al. 2015).

Bei diesen so genannten Prolin-Mimetika (ProM’s)ndelt es sich im
Ausgangspunkt um ein Di-Prolin, welches zusatzhaltels einer Vinyliden-

Bricke in seiner PPII-Struktur rigidifiziert wurdéAbb. 1.8A). Durch
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Variation der Ringe und der Verknupfungspunkte dényliden-Bricke
konnten wir verschiedene ProMs erzeugen, wobektfia/VASP-EVH1 bisher
5 verschiedene ProMs ausprobiert wurden (Zamehet. 20101; Reuteet al.
2014 /2015; Soicket al. 2014). Die beiden Bausteine ProM-1 und ProM-2
erwiesen sich dabei als die erfolgreichsten. MibNR2 kdnnen die ersten
beiden Proline des Konsensusmotivs [FYWLJP. ersetzt werden und mit
ProM-1 die letzten Proline (Opitzt al. 2015). MittelsMolecular Modelling
fanden wir fiur das flankierende Epitop als gunséig€Ersetzung die
unnaturliche Aminosaure 2-Chloro-Phenylalanin (@it al. 2015) und nach
Optimierung erhielten wir den LiganddnAc-[2-CI-F][ProM-2][ProM-1]-OH
(Abb. 1.8A). Der Ligandl folgt dem Konsensusmotiv [FYWL]®BP, das
gleichzeitig das minimale Bindungsmotiv darstelith Vergleich zu anderen
PRD konnte festgestellt werden, dass diese Verbmdselektiv fur die
Ena/VASP-EVH1-Domanen ist (Opitet al. 2015). Weiterhin bindet der
Ligand 1 mindestens 180 Mal starker an die Ena/VASP-EVHInBoe, als
das Peptid Ac-FPPPP-OH, das die unveranderte, lichgirVariante des
Ligandenl darstellt (Abb. 1.8C).

Die Abbildung 1.8B zeigt die Uberlagerung der R@mkyistallstrukturen von
Mena (nurine enabeledEVH1 mit dem natirlichen Peptidliganden
Ac-FPPPPT-OH (PDB:1evh, Prehoda al. 1999) und der EnaH-EVH1 mit
dem Liganderl (PDB:4my6, Opitzet al. 2015). Hierbei ist zu erkennen, dass
beide Liganden in der PPIl-helikalen Formation @bwanderliegen und der
Ligand1 die naturliche Struktur sehr gut nachahmt.

Mittels der gewonnen Kristallstruktur des Ligandeentwickelten wir einen
neuen ProM-Baustein, ProM-9 (Abb. 1.8A). Dieserllistein Derivat des
ProM-1 dar, bei dem der zweite flunfgliedrige Ringt minem Methylrest
dekoriert wurde, der mit der Proteinoberflacheraggert. Mit dieser Anderung
erhielten wir den LigandeB, der nochmals dreimal besser an die Ena/VASP-
EVH1-Doméanen band, als der LigahdAbb. 1.8C).
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C
Bezeichnung Ligand Kbp, vasp-gvh1 Kb, EnaH-EVH1 Kbp, EVL-EVH1
wWT Ac-FPPPP-OH 1300 (400) uM 460 (70)uM 310 (20) uM
1 Ac2-CH-F][ProM-2]ProM-1-O0H 3,8 (0,1)uM 2,4 (0,1)uM 2,2 (0,2) uM
2 Ac-[2-C-F][ProM-2][ProM-9]-OH  1,2(0,1)uM 0,71 (0,06) uM 0,73 (0,06) uM

Abb. 1.8 ProM’s - Strukturen und Bindungskonstantenvon EHH1-Liganden

(A) rechts: LigandlL Ac-[2-CI-F][ProM-2][ProM-1]-OH mit ProM-2 in rot nd in griin ProM 1
(R1 = -H) oder Ligan@® Ac-[2-CI-F][ProM-2][ProM-9]-OH mit ProM-9 (R1 = -M) in grin.
links: korrespondierendes Peptid Ac-FPPPP-OH (Bgrlgigerung der Kristallstrukturen von
Mena-EVH1 mit Peptidliganden Ac-FPPPPT-OH in grBDB:1evh; Prehodat al. 1999) und
EnaH-EVH1 mit ProM-Liganden Ac-[2-CI-F][ProM-2][Pk&-1]-OH in blau (PDB:4my6;
Opitz et al 2015). (C) Bindungskonstanten der Liganden arEdiei1-Doménen von VASP,
EnaH und EVL. (Quelle: Robert Opitz).

1.5 Zielsetzung

Die Ena/VASP-Proteinfamilie ist ein zentraler Kngtenkt der
Aktinfilamentsynthese und ist damit direkt in wiic/g physiologische Prozesse
der Zelle involviert, wie die Migration und Invasio Damit ist diese
Proteinfamilie aber auch direkt an krankheitsreté®a Prozessen beteiligt,
wie der Metastasierung von Krebs. Wie dargestditheint fir diese
Phanomene die EVH1-Domane der Proteine mit entdehdizu sein, da diese
Domane wichtig fur die Lokalisation der Ena/VASReine ist. Wir haben
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fur die EVH1-Domane Inhibitoren entwickelt, allends wurden diese
Liganden nur in ihrer Affinitat an die Domanen opigrt.

Ziel dieser Arbeit soll es daher sein, die EVH1dngen umfassend biologisch
zu charakterisieren, um einerseits den Wirkmechamsder neuen Verbin-
dungen aufzuklaren und andererseits mogliche Ssfeie abzuschatzen. In
biochemischen Versuchen soll untersucht werdendieeuen Liganden in
der Lage sind, natirliche Bindungspartner der EA&N-EVH1-Domanen zu
verdrangen. In einem proteomweiten Ansatz soll aluiert werden, ob es
weitere bislang unbekannte EVH1-Bindungspartnert, gibelche mit den
Liganden von den EVH1-Doménen verdrangt werden &inegebenenfalls
sollen diese Interaktionen genauer zellbiologisetersucht und charakterisiert
werden. Weiterhin ist zu prifen, ob die Ligandelipeemeabel sind und in der
Zelle genugende Stabilitat aufweisen. Mittels Imoftuoreszenz-Technik ist
zu zeigen, welchen Einfluss die Verbindung auf FASP-Proteine und deren
Bindungspartner in der Zelle hat. Neben einem Tititgtest der neuen EVH1-
Liganden soll auch herausgefunden werden, ob ugdbgmenfalls wie diese
Verbindungen das Zytoskelett und die Migration bzimvasion einer
metastasierenden Krebszelle beeinflussen kénnergléfehend sollen dazu
auch andere, bereits bekannte Inhibitoren der Zgdation herangezogen
werden. Abschlielend soll diskutiert werden, ob d&ra/VASP-EVH1-
Domane Uber Potential als pharmakologisches Ziellan Metastasierungs-
inhibition verflgt.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die hier verwendeten Chemikalien wurden, soweithhianders angegeben,
von Carl Roth, Sigma-Aldrich oder Invitrogen bezogére Reinheit betrug

mindestens 99%.
2.1.2 Loésungen, Puffer und Medien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Losungen, Pufiad Medien wurden mit
deionisiertem Wasser hergestellt, soweit sie ngdtirauchsfertig und steril
erworben wurden. lhre jeweilige Zusammensetzunguinger den einzelnen
Punkten beschrieben. Alle angesetzten Losungenenuedtweder bei 120°C
und einem Druck von zwei Bar 20 Minuten lang aweldrt oder durch einen

Membranfilter mit 0,2 pm Porengrol3e steril filttier
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2.1.3 Enzyme

Enzym Hersteller
fur die Molekularbiologie

T4 DNA-Ligase NEB
Alkalische Phosphatase NEB
KOD Hot StartDNA-Polymerase Merck
BamHI Fermentas
Notl Fermentas
fur die Biochemie

Thrombin Merck
Trypsin Promega
fur die Zellkultur

Trypsin / EDTA Biochrom

Tab. 2.1 Liste der verwendeten Enzyme

2.1.4 Reaktionschemikaliensatze

Reaktionschemikaliensatze, so genannte Kits, staffidie die Aufreinigung

von PCR-Fragmenten sowie von Plasmid-DNA als auéh die DNA-

Extraktion aus Agarosegelen von den Firmen Fermsenitavitrogen und

Qiagen zur Verfigung.

2.1.5 Vektoren

Zur Expression der EVH1-Domanen wurde der VektorEEEIT-1 von

Clontech verwendet. Er ist ausgestattet mit coda#a Sequenzen fur

eine N-terminale Glutathion (S)-Transferase (GSTgfolgt von einer
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Thrombin-schnittstelle zwischen GST und dem einardgtiden Protein. Der

Vektor enthalt ein Resistenzgen fur Ampicillin.

2.1.6 Oligonukleotide

Nr. Name Sequenz 5'-3' Anmerkung

EnaH-EVH1-Doméane: von
1 EnaH_fw , [T IEOATECITOACTOAACAS  As 1; BamHischnittstelle;
Forwartsprimer
EnaH-EVH1-Domane: bis
AS 112; NottSchnittstelle;
Ruckwartsprimer

EVL-EVH1-Domane: von
3 EVL_ fw ?ﬁgﬁ%ﬁgGGCCACAAG AS 1;__Bam!—|+SchnittsteIIe;
Forwartsprimer
EVL-EVH1-Domaéane: bis AS
115; NottSchnittstelle;
Ruckwartsprimer

TTTTTTTTTGCGGCAGSCTCATAA

2 EnaH-rev ) T TCTAAGGCATGCATCATGG

TTTTTGCGGCAGSCTTACATGATG

4 BVLIeV - AGGGCAAACAGC

Tab. 2.2 Liste der Oligonukleotide

2.1.7 DNA-Konstrukte

* Konstrukt von Dr. Anne Diehl (AG Oschkinat, FMP)

Swissprot  Amino-

Protein .
ID sauren

Bezeichnung Vector Primer

EnaH Q8N8S7 1-112  GST-EnaH-EVH1 pGEX-4T-1 1/2
EVL Q9uUI08 1-115 GST-EVL-EVH1  pGEX-4T-1 3/4

VASP P50552 1-113  GST-VASP-EVH1 pGEX-4T-1 *

Tab. 2.3 Liste verwendeter Proteine
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2.1.8 Organismen

Bakterienstamme

E. coli BL21(DE3)

Dieser Stamm, bezogen von Stratagene, wurde fluPdiduktion von
Proteinen genutzt. Er besitzt den Genotyp: F- omall[dcm] hsd SB
(r-B m-B) A-Prophage DE3 T7 RNA-Polymerase.

E.coli XL1-Blue

Fur die Produktion von DNA wurde der Stamm XL1-Blgenutzt. Er
wurde von Stratagene bezogen und besitzt den Genéty.Tnl0
proA9+B+ lacld\(lacZ)M15/recAl endAl gyrA96 (Nalr) thi hsdR17
(r-k m+k) ginv44 relAl lac.

Eukaryotische Zelllinien

HCT-116
HCT-116 (CCL-247) ist eine humane, kolorektale Kawmzelllinie

aus einem erwachsenen Mann.

MDA-MB-231
MDA-MB-231 (HTB-26) ist eine humane Mammakarzinoitizee

aus einer Metastase in einem Pleuraerguss ein@nridgn Frau.

Beide Zelllinien wurden von ATCC bezogen.
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2.1.9 Antikorper und Zellfarbstoffe

NI Firma Western Immuno-
Blot fluoreszenz

Primarantikorper
goatanti-ZO1 C-19 scht - 1:500
goatanti-Zyxin N-19 scht 1:1000 1:1000
mouseanti-ZO1 onllz Inf/)i/trrrcl)zttj-:‘n - 1:500
mouseanti-EVL C-12 scbt 1:1000 -
mouseanti-VASP E273 TN 1:1000 1:1000
rabbit-anti-EnaH D33C1 Cellsignaling 1:1000 -
rabbit-anti-GST Z5 scbt 1:1000 -
rabbit-anti-RAPH1 H-150 schbt 1:1000 1:1000
rabbit-anti-WAVE?2 D2C8 Cellsignaling - 1:50
Sekundarantikorper
2|net i(—ag%%tggG (et A21432 Invitrogen - 1:1000
ﬁg)i(—;gx;elgG Fab2 4410 Cellsignaling - 1:1000
ﬁg;;afgg I9G Fab2 4415 Celisignaling i 1:1000
Anti-goatIRDye800 32214 Li-COR 1:50000 -
Anti-mouselRDye800 32212 Li-COR 1:50000 -
Anti-rabbit IRDye800 32213 Li-COR 1:50000 -
Zellfarbstoffe
Hoechst 33258 33258 Invitrogen - 2pug/ml
Phalloidin-Rhodamin R415 Invitrogen - 0,5U/cnt
CF 405 Phalloidin 00034 Biotium. - 0,5U/cnf

Tab. 2.4 Liste der verwendeten Antikérper und Zellarbstoffe
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2.1.10 Inhibitoren

Die Inhibitoren LY 294002 und PF-573 228 wurden vecbt bezogen
und wiesen eine Reinheit von Uber 98% auf. In Koagpen mit
Prof. Dr. H.-G. Schmalz von der Universitdt zu Kalnd der Gruppe von
Dr. R. Volkmer am FMP wurden sowohl die EVH1-Inhdsenl und?2 sowie
deren  Variationen 1b bis 1d und 2b als auch die
fluoreszenzfarbstoffmarkierten  Verbindungen NBD- und NBD-4b

synthetisiert. Diese Verbindungen wiesen eine Rainton tber 90% aus.
2.1.11 Peptide

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Peptiden hiénés sich um
Ac-SEDNLPPPPAEFS-NHaus WAVE2 und Ac-SDFPPPPPETEL-MIdus

RAPH1. Beide wurden von Dr. R. Volkmer synthetisiand wiesen eine

Reinheit von Gber 95% auf.

2.1.12 Isotope

Das in dieser Arbeit verwendet&O-markierte Wasser @¢O) wies eine
Reinheit von mehr als 97% (w/v) auf und wurde var &irma Campro

Scientific bezogen.

2.1.13 Gerate

Gerat Hersteller
Brutschranke

BD53 Binder
CO,-Prazisionsinkubator CB150 Binder
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Chromatographiesysteme
AKTApurifier™ 10
Profinia™ Protein Purification System

HPLC-System LC-Net II/ADC

Chromatographiesaulen
HiLoad 16/60 Superdex 75
Bio-Scale™ Mini Profinity™ GST Cartridg&ml

reversed-phas8aule (ProntoSIL™ 300A, 0.5 pm, 18C)

Elektroporationsgeréat

ElektroporatoiGene Pulser X céelt

Elektrophoresesysteme
Netzanschlussger&owerPaé™ basic

Agarosegelkammern mit Gelschlitten und Kdmmen

mini PROTEAN™ Tetra Cell™8DS-Gelsystem
mit Blottmodul

Fluoreszenzplattenleser Saphire I
French™ Press

Heitzblock

ITC200

Lyophilisatoralpha2-4 LD plus

Massenspektrometriesystem

LTQ Orbitrap XL™

mit Eksigent™ NanoLC-Ultra™
Liquid Chromatographie (LC)-Anlage

und PepMap™ 300 C18 75/téversed-phas8aule

GE
Bio-Rad

Jasco

GE

Bio-Rad

Bischoff
Chromatography

Bio-Rad

Bio-Rad
Peglab

Bio-Rad

Tecan
SLMAminco
Stuart Scientific
MicroCal

Christ

Thermo Fisher

Axel Semrau GmbH

Thermo Scientific
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Mikroskope

Satz |

Nikon eclipseTS 100

mit Phasenkontrastring ELWD 0.3 T1-SNCP,
Digitaler Kamera DS-Vil miController DS-L2

und dem Objektiv 10x/0.25 Ph1 ADL.

Satz Il

Nikon eclipseTi

mit sSCMOS Kamera (Neo),
Halogen-Metalldampf-Lampe (Lumen 200),
Shutter(NI-SH-CON),

dem Objektiv Nikon Plan Flour 10x/0.30

und ImageJ-basiertdlicromanagerSoftware.

Plus Gehause mit Temperatureinheit
(H201-T-Unit mitAir Heater),

Begasungsvorrichtung mit G&ontroller
(CO-Unit-BL),

Pumpe Air PumpBL) und begasbarer Kammer
(H201-K+rame

sowie Bedieneinheibko-Touch undSmart Box

Satz Il

KonfokalesLaser Scanninglikroskop LSM 710

mit dem Objektiv Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil
DIC M27

und der ZEN 2010 Software.

Osdyssey Infrarotimager

PCR-GeratseneTouch
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Nikon

Nikon

Andor

Prior

Nikon

Nikon

okolabs

Carl Zeiss Jena

Li-COR

BioER



pH-Meter

pH-Meter CG-840

Mit Elektrode InLab Expert
pH-Metersever easy

Mit Elektrode InLab Ultra-Micro

Schittler
Schuttelinkubator Multitron
Schittler DRS-12

Thermoschuttler CHB-202

SpeedVaSystem SPD 1010

SpektrophotometddanoDrop™ND-1000

UV/Vis Spektrophotometer UV mini 1240

UV-System mit digitaler Kamera

Wasserbad WB-7

UltraschallgeraDigital Sonifie® UNITS Model

W-250D

Waagen

Prazisionswaage TP-214

Feinwaage Mettler AT2Comparator

Zellzdhler TC20

Zentrifugen
Tischzentrifuge 5415R
Tischzentrifuge 5810R

Standzentrifuge Avanti™ J-25

Schott
Mettler Toledo
Mettler Toledo

Mettler Toledo

Infors
neolLab

BioER

Thermo Servant
Thermo
Shimadzu

INTRAS

Memmert

Branson Sonifier

Denver Instruments
Mettler Toledo

Bio-Rad

Eppendorf
Eppendorf

Beckmann
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2.1.14 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller
Micro Bio-Spin 30 Columns Bio-Rad
Nitrocellulose Membran, 0.45 um Bio-Rad
Glutathione Sepharose 4B™ GE
Vivaspin mit 5 und 10 kDa Ausschlussgrenze Satorius

Zellkulturware

Cellstar® 6-Well Platte

Cellstar® T75 Zellkulturflasche mit Sterilfilterkpp
Corning® cellBIND® 96-Well Platten, schwarz, kla®oden
Corning® Matrigel®InvasionChambery 24-Well; 8.0Micron
Deckgléaser

pu-Slide 8-Well Kammern und p-Slide Chemot&iSlides

weitere Kunststoff- und Glasmaterialien

2.1.15 Wissenschaftliche Software und Datenbanken

greiner bio-one
greiner bio-one
Corning
Corning

VWR

ibidi

VWR / Sarstedt

Programme / Datenbanken Hersteller / Referenz

CellMiner

Chemotaxis and Migration
Tool

ExXPASy ProtParam tool (Wilkins et al. 1999)

ImageJ
Mascot Distiller Matrix Science Ltd.

MaxQuant
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(Coxet al.2008)

http://discover.nci.nih.gov/cellminer/

http://www.ibidi.de/applications/ap_chemo.html

http://web.expasy.org/protparam/

National Institutes of Health (NIH)



Odyssey 2.0

R

rITC (basiert auf R)
Sigma Plot 11
Uniprot

ZEN 2010

LI-COR Biosciences
https://www.R-project.org
Script von Dr. Robert Opitz
Systat Software
http://www.uniprot.org/

Carl Zeiss Jena
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Klonierung vonEnaH- und EVL- EVH1

Bei der Klonierung der beiden EVH1-Doméanen wurdienfdr sie codierenden
cDNA-Abschnitte aus einer cDNA-Bibliothek mittelsolpmeraseketten-
Reaktion (PCR) und spezifischer Primer herausainiglit. Durch das Design
der Primer wurden flankierende Restriktionsendogaké-Schnittstellen in die
DNA-Abschnitte eingefligt, welche es ermdglichtere & einen Vektor

hineinzuligieren.

2.2.1.1 Amplifizierung derEVH1 aus einer cDNA-Bibliothek mittels PCR

Die codierende cDNA fuEnaH- (1-112) undEVL-EVH1(1-115) wurde mit
spezifischen Primern (Tab. 2.2) aus der Lungen-cEBi#iothek (Quick
Screen Human cDNA library panellontech; Geschenk von Dr. Anne Diehl)
mittels PCR herausamplifiziert.

Die erhaltenen Fragmente wurden im Anschuss mittélgarose-
Gelelektrophorese nach Grolie aufgetrennt, die geshiien Banden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und mit deptAquick Gel Extraction Kit{Qiagen)

nach Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.1.2 Restriktionsendonuklease-Verdau

Sowohl die erhaltenen Fragmente aus der PCR als digc Vektoren, in
welche dieEVH1 kloniert werden sollten, wurden mit den entspreces
Restriktionsendonukleasen (BamHI und Ndtast Digest Fermentas) bei
37°C binnen zwei Stunden geschnitten. Im Falle\dglgors schloss sich ein
Dephosphorylierungsschritt durch Zugabe von einemCjP (1U/ul Calf
Intestinal Phospahta3e30 Minuten vor dem Ende der Restriktion an. Die
Aufreinigung erfolgte Gber da®IAquick PCR Purification Kit(Qiagen) fur
das PCR-Fragment und via Agarosegelelektrophorege anschliel3ender
Extraktion aus dem Gel)Aquick Gel Extraction KjtQiagen) jeweils nach
Herstellerangaben.
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2.2.1.3 Ligation

Nach dem Restriktionsverdau schloss sich die Logadéin. Das PCR-Fragment
und der Vektor wurden im Verhaltnis funf zu einsvvvereint und mit der
T4 DNA-Ligase uber Nacht bei 16°C nach Herstellgedoen ligiert.

2.2.2 Transformation vonE. coli

Zur Transformation vork. coli wurde das Verfahren der Elektroporation
angewendet. Hierzu muss sichergestellt sein, daes®MNA-Proben frei von
elektrisch leitfahigen Komponenten sind. Dazu wueitee Aufreinigung der
DNA mittels Micro Bio-Spin30 Saulen (Bio-Rad) vorgenommen. Etwa 100 ng
DNA oder der komplette Ligationsansatz wurden mitd elektrokompetener
Bakterien vermengt und in eine auf Eis gekUhltektEtgorationskivette
(1 mm Elektrodenabstand, Bio-Rad) Uberfiihrt. &ane Pulser X cel{Bio-
Rad) erfolgte die Elektroporation mit folgenden &ellungen:

Spannung: 1800 V
Widerstand: 200
Kapazitat 25 uF

Direkt nach der Elektroporation wurden die Bakterie 1 ml Medium (2YT)

aufgenommen und eine Stunde lang bei 37°C schdtiekubiert, bevor der
gesamte Ansatz auf einer Agaroseplatte mit Ampc{lLO0 pg/ml) ausplattiert
wurde. Die Platten inkubierten Gber Nacht bei 37°C.

2.2.3 Plasmid-DNA-Extraktion

Zur Plasmid-DNA-Produktion wurde eine Einzelkoloni@on einer
Agaroseplatte in 5 ml (fur eine Minipraparation)eodl50 ml (fur eine
Midipraparation) Medium (2YT) inokuliert. Das Mediuenthielt 100 pg/ml
Ampicillin zur Selektion der plasmidtragenden Baidr. Die Kultur wuchs
schittelnd bei 37°C dber Nacht. Die Zellen wurdemrcd einen
Zentrifugationsschritt (10 Minuten bei 16000 x gdu#’C) pelletiert und der

Uberstand verworfen. Die Plasmid-Praparation etéolius den Pellets mittels
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GeneJET Plasmid Miniprep KiFermentas) odelPureLink HiPure Plasmid

Midiprep Kit (Invitrogen) jeweils nach Herstellerangaben.

2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzvalidierung der Konstrukte erfolgte Hudie Firma Eurofins

MWG Operon. Je drei Klone wurden zur Sequenziegeggben.

2.2.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte Uloge Absorption bei

260 nm Wellenlange aanoDrop(Thermo Fisher).

2.2.6 Agarosegelelektrophorese

Zur Trennung der DNA nach ihrer Grol3e wurden GeteOnii% (w/v) Agarose
bei grof3er DNA wie Vektoren und mit 1,5% (w/v) ldgeiner DNA wie den
PCR-Produkten verwendet. Die Agarose wurde in TAiHd?P durch
Aufkochen gelost und im Anschluss mit 0,5 pg/mlidtmbromid versetzt
und in die Gelschlitten gegossen. Nach dem Erhéaden Gels wurde der
Schlitten horizontal in die Elektrophoresekammergesetzt und die Kammer
mit TAE-Puffer befilllt. Der Einsatz von Kammen eargé nach ihrer
Entfernung Taschen, in welche DNA-Proben, verseitztl/10 ihres Volumens
an Probenpuffer, pipettiert wurden. Zum spateren schitzen der
FragmentgrofRen wurden GrolRenstandards (10&dger, 1kbp ladder, NEB)
parallel mit aufgetragen. Die Elektrophorese liefei b100-140 V
45-90 Minuten. Mittels dem DNA interkalierenden &taszenzfarbstoff
Ethidiumbromid konnten die DNA-Banden im UV-Lich254 nm) sichtbar

gemacht werden.

TAE-Puffer
2,5 mM Tris, 0,1 % (v/v) Essigsaure, 1 mM EDTA, g1
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2.2.7 Herstellung elektrokompetentelE. coli

Ein frischer, kein Plasmid enthaltender EinzelkétasE. coliStammes wurde
in 50 ml 2YT-Medium inokuliert und Uber Nacht bei’°® schuittelnd
inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurden 5 ml auf 5&0 Medium verdinnt und
die Kultur weiter inkubiert bis zu einer optischd@ichte von maximal

ODgo= 0,5. Der Stamm BL21 wuchs komplett ohne Antitkotn, XL1-Blue

in Anwesenheit von Tetracyclin. Die Kultur wurdef@® im Eisbad auf 4°C
abgekuhlt und bei 1000 x g und 4°C pelletiert. Destere Arbeiten erfolgte
mit eisgekihlten Losungen und Geraten. Das Pelletlevvorsichtig in 200 ml
sterilem und salzfreiem Wasser resuspendiert umeluéibei 1000 x g bei 4°C
pelletiert. Dieser Waschschritt wurde ein weiteMal wiederholt. Danach
erfolgte die Resuspendierung in 25 ml 10% GlycdmdV) in Wasser mit
erneutem Pelletieren und Resuspendieren in 10%e@lly(v/v) auf ein finales
Volumen von 1 ml. Diese Suspension wurde zu je b@liguotiert und in

flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lageruriglgte bei -80°C.

2.2.8 Bakterienkultivierung

Zwei verschiedene Bakterienstdmme wurden in didseeit verwendet. Zum
einenE. coli XL1-Blue zur Herstellung von Plasmid-DNA zum arsleE. coli
BL21 (DE3) zur Expression von Proteinen. Beide $t@mwuchsen in
2YT-Medium bei 37°C schittelnd bei 200 rpm. Ampigilin einer finalen
Konzentration von 100 pg/ml im Medium fand Anwenduei Bakterien die
das Pladmid pGEX-4T-1 enthielten.
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2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 Expression und Aufreinigung

2.3.1.1 Expression

Die in pGEX-4T-1 (Contech) klonierten Konstrukte nden inE. coli BL21
(DE3) transformiert (siehe Transformation vBn col) und ein Einzelklon in
50 ml 2YT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin als Starkultur Gber Nacht bei
37°C inkubiert. Ein Liter 2YT-Medium mit dem Antidikum wurde dann
durch eine 1:100-Verdinnung aus der Starterkuhokuliert und wachsen
gelassen bis zu einer optischen Dichte vonsdgD0,5. Im Eisbad wurde die
Kultur dann schnell abgekihlt und sodann mit weitet00 pg/ml Ampicillin
versetzt sowie die Proteinexpression mit 150uM IHA@@uziert. Uber Nacht
bei 18°C erfolgte die Expression der gewinschteroteifre. Durch
Zentrifugation bei 18600 x g bei 4°C wurden die &aien pelletiert und bei -
80°C gelagert.

2YT-Medium
16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, gD

2.3.1.2 Lyse der Bakterien

Das aus der Expression erhaltene Zellpellet wurd20iml 1 x Profinia Lyse-,
Equilibrierungs- und Waschpuffer (siehe 2.3.1.3uspendiert und zusatzlich
mit zwei CompleteProtease Inhibitor Cocktail abletten (Roche) versetzt. Am
Ultraschallgerat Branson SonifierW-250D) wurden die Bakterien durch
10-minutiges Beschallen bei einer Amplitude von 208d einer kontrollierten
Maximaltemperatur von 15°C im Eisbad aufgeschlessé&nlosliche
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei 15557 gx bei 4°C vom
proteinhaltigen Uberstand abgetrennt. Mit der Silération des Lysates
(0,22 um Filter) endete die Herstellung des Lysatedches umgehend zur

Aufreinigung genutzt wurde.

44



2.3.1.3 Affinitatschomatographische Aufreinigung

Zur affinitdtschromatographischen Aufreinigung d&ST-Fusionsproteine
wurde die AnlageProfinia (Bio-Rad) und die 5 miBio-Scale™ Mini
Profinity™-GSTFSaule  mit  Glutathione-Sepharosilatrix ~ (Bio-Rad)
verwendet. Nach der Standardmethode des Herstelleden die Proteine bei
4°C aufgereinigt. Das Eluat wurde im Anschluss m@inezweiten

Reinigungsschritt (GrolRenausschlusschromatographtefzogen.

2x Profinia GST Lyse-, Equilibrierungs- und Waschpufer
300 mM NaCl, 20 mM N#&1PO4, 10 mM EDTA, 10 mM 2-Mercaptoethanol,
pH 7,4

2x Profinia GST Elutionspuffer
40 mM Gluthation, 200 mM Tris, 10 mM EDTA, 10 mMN\ercaptoethanol,
pH 8,0

2.3.1.4 Abspalten des Markers GST mittels Thrombin

Um EVH1-Domanen ohne GST-Marker zu erhalten, wudikser mittels
1 U Thrombin (Merck) pro mg Protein bei 27°C UbeacRt abgespalten.
Eventuell aufgetretenes Prézipitat wurde durch @egation bei 15000 x g
bei 4°C entfernt.

2.3.1.5 Aufkonzentrieren von Proteinen

Vor und nach der Groél3enausschlusschromatographsstemudie Proteine in
ihren Losungen aufkonzentriert werden. Zum einen das Saulenmaterial
mit maximal 5 ml zu beladen war und zum anderer magh der Aufreinigung
eine gewisse Mindestkonzentration erreicht werdgites Zum Einsatz kamen
hier die Ultrafiltrations-KonzentratorenVivaspin (Satorius) mit einer
Ausschlussgrenze von 10 kDa fiur GST-Fusionsprotbine. 5 kDa fir die
EVH1-Domanen allein. Die Aufkonzentration erfolgteei 20°C nach

Herstellerangaben.
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2.3.1.6 GroRenausschlusschromatographie

Mittels GroéRenausschlusschromatographie wurden Riieteine in ihrem
Reinheitsgrad erhdht und zugleich in einen andéneffier Gberfihrt. Hierzu
wurde die AnlagéAKTApurifier 10(GE) und die S4ulé6/60 Superdex™ 75
(GE) verwendet. Das maximale Ladevolumen dieseteSaetragt 5 ml. Sie
lief mit einer Flussrate von 0,5 ml/min und dem EMAuffer als Laufmittel.
Fraktionen wurden zu je 1 ml gesammelt. Die Extorktbei 280 nm wurden
Uber die Zeit gemessen und im Chromatogramm dailjeftroteinenthaltende
Fraktionen wurden im Anschluss an den Lauf mitt&IBS-PAGE auf
Zielproteine und deren Reinheit geprift, vereintd uaufkonzentriert.
Gereinigte Proteine wurden aliquotiert, in flissig&tickstoff schockgefroren

und bei -80°C gelagert.

EVH1-Puffer
140 mM NaCl, 10 mM NadPQ,, 2 mM TCEP, pH 7,4

2.3.2 Auftauen und Konzentrationsbestimmung von Priginen

Die bei -80°C gelagerten Protein-Aliquots wurdehrsdl durch Handwarme
aufgetaut und danach bei 4°C und 16000 x g zegteéftt Die genaue
Proteinkonzentrationsbestimmung im Uberstand eidolg am

UV/VIS-Photospektrometer (UV mini 1240, Shimadze) B80 nm nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz. Die Extinktionskoeffitgander Proteine wurden
mit dem ProtParam tool von ExPASYy (http://web.expasy.org/protparam/)

berechnet.

2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelekrophorese wurde in KammernTe{raCell™, Bio-Rad)
durchgefuhrt, in denen ein oder zwei Gele pro Senlieingespannt werden
kénnen. Die Kammer wurde nach Herstellerangaben Etektrodenpuffer
geflllt und die Proben in die vorgesehenen Tasglipettiert. Vorbereitend
dazu wurde eine Probe 1:2 mit 2 x SDS-Probenpgienischt und 5 Minuten
lang bei 95°C inkubiert. Als GrélRenstandard wureée Blarker PageRuler
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Prestained Protein LadderThermo) mit auf das Gel aufgetragen. Die
Zusammensetzung der Gele ist in der Tabelle 2.8igez

Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 26 mA (be&ei Gelen 52 mA) fur
etwa 35 Minuten. Im Anschluss wurde das Gel fixiartl gefarbt.

Sammelgel Trenngel Trenngel
Komponente
5% 10% 15%
H,O 1,4 ml 1,9 ml 1,2 ml
30% Acrylamid-Mix 330 pl 1,7ml 2,5ml
1,5 M Tris, pH 8,8 - 1,3ml 1,3 ml
1M Tris, pH 6,8 250 pl
10% SDS 20 pl 50 pl 50 pl
10% (wiv) APS 20 pl 50 pl 50 pl
TEMED 2 ul 2 mi 2 ul

Tab. 2.5 Zusammensetzung von SDS-Gelen

30% Acrylamid-Mix
Acrylamid: Bisacrylamid (37,5:1)

2 x SDS-Probenpuffer
6,25 mM Tris-HCI, 25% (v/v) Glycerol, 2% (w/v) SD),01% (w/v)
Bromphenolblau, 715 mM 2-Mercaptoethanol, pH 6,8

Elektrodenpuffer
3,03 g Trisbase, 14,4 g Glycin, 1 g S@8,11 H,O

2.3.3.1 Fixierung, Farbung, Aufnahme

Das Fixieren und Farben der Proteine im Gel wumdeeinem Schritt
durchgefuhrt. Nur beim Western Blot wurde daraufzightet, da die im Gel
enthaltenen Proteine auf eine Membran Uberfuhrtderersollen. Das Gel
wurde in der Fixier- und Farbeldsung aufgekocht wita 5 Minuten
schwenkend inkubiert. Danach wurde das Uberschgisdmpmassie aus dem
Gel entfernt, indem es mit Entfarbelésung aufgekoohd schwenkend

10 Minuten inkubiert wurde. Dieser Entfarbeprozessde insgesamt drei Mal
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durchgefuhrt und das Gel danach in der Gelstation Kamera (Intras)

abfotografiert.

Fixier- und Farbel6ésung
170 mM Essigsaure, 50% (v/v) Methanol, 0,25% (WDgomassie R-250 in

agua bidest.

Entfarbelésung:
170 mM Essigsaure, 30% (v/v) Methanolgua bidest.

2.3.4 Pulldown-Versuche

Im Pulldown-Versuch wurden die GST-markierten EVBEIdmanen an eine
Glutathionsepharose-Matrix gebunden und aus einativem Zelllysat die
Bindungspartner der EVH1-Domanen gezogen, bzw. awersucht, diese
wieder mit dem EVH1-Inhibitol zu verdrangen. Hierzu wurde die Matrix
(Glutathione- Sepharose 4I85E) drei Mal mit Ladepuffer gewaschen und
danach mit den Proteinen beladen. Zu jeweils 10derl Matrix wurden
500 nmol der Proteine GST, GST-EnaH-EVH1, GST-VASAH1 und
GST-EVL-EVH1 gegeben und diese eine Stunde langRaimtemperatur
rotierend inkubiert. Nach dreimaligem Waschen meithd_ysepuffer wurde die
beladene Matrix mit den Zelllysaten tUber Nacht &4 rotierend inkubiert.
Dabei wurden dem Lysat 0, 1, 10 oder 100 uM desbiliains 1 beigegeben.
Die Lysate stammten von den Zelllinien HCT-116 8 pug und von
MDA-MB-231 mit 1,5 pg pro Ansatz. Die Matrix wurden Anschluss
drei Mal mit Lysepuffer gewaschen. Dazu wurde diatik mit Puffer
resuspendiert, bei 500 x g abzentrifugiert undUtegrstand abgenommen und
verworfen. Das Eluieren der Proteine von der Magifolgte durch Zugabe
von 30 ul zweifach konzentriertem SDS-Probenputfed anschlieendem
Inkubieren bei 95°C fur 5 Minuten. Die Analyse dmbundenen und wieder
verdrangbaren Proteine im erhaltenen Uberstandgesf@aum einen mittels
SDS-PAGE und anschlieRendem Western Blot, bezietweige durch die
%0-Markierung und Vermessung in der Massenspektmienet
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Ladepuffer
140 mM NaCl, 10 mM NgdPQy, 2 mM TCEP pH 7,4

Lysepuffer

50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM KO, 0,25% (w/v)
Natriumdeoxycholat, 0,1% (v/v) Triton-X-100, 1 Tatie CompleteProtease
Inhibitor Cocktailpro 10 ml

2.3.5 Western Blot

Zur immunologischen Charakterisierung von Proteinenden beim Western
Blot die Proteine aus einem Gel (SDS-PAGE) auf éitegnbran tbertragen
und danach mittels spezifischer Antikorper nachgsem. Das Ubertragen
wurde hier in einer Kammer mit BlotmodulTdtraCell™, Bio-Rad)

durchgefuhrt. Dabei wurde der Blot schichtweisegabfut, in einem Trager
fixiert und in die Kammer mit Transferpuffer getaticDie Schichten wurden

wie folgt aufgebaut:

Kathode
Schwamm
Whatmanpapier
Nitrocellulosemembran, 0,45 um Porengrof3e
SDS-Gel
Whatmanpapier
Schwamm
Anode

Der Transfer lief bei konstant 100 V unter Kihlueggr Kammer fir
60 Minuten. Zur Kidhlung wurde ein Eisakku aus d&®°€ Tiefkihlschrank
in die Kammer mit eingesetzt und der Puffer mit meen Ruhrfisch und
Magnetriihrer um diesen Akku umspiilt. Nach dem Whgen der Proteine
wird die Membran aus der Apparatur entfernt undiiver Blotschale drei Mal

mit TBS-T gewaschen, bevor mit Blockierpuffer urddete Proteinbindungs-
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stellen auf der Membran besetzt wurden. Das Bloekiefand bei
Raumtemperatur fir 30 Minuten statt.

In einem weiteren Schritt wurden die Zielproteinatt@s spezifischer
Antikorper markiert. Dazu wurde die Membran mit de@mméarantikorpern in
Blockierpuffer versetzt (Tab. 2.4) und fUr eine r&ta bei Raumtemperatur
inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden im AnseBlineruntergewaschen,
bevor die spezifischen Antikérper mit sekundarentimpern (Tab. 2.4)
sichtbar gemacht werden konnten, da diese an B#dsgekoppelt sind.
Sekundare Antikdrper (IRDye800, Li-COR) wurden D60 in Blockierpuffer
verdunnt und inkubierten auf der Membran im Dunkéin45 Minuten. Nach
erneutem Waschen konnte die Membran gescannt we(@&YSSEY

Infrarotscanner, Li-COR).

Transferpuffer
48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS, 20% (v/v) Menol, pH 9

TBS-T
20 mM Tris, 150mM NacCl, 0,05 % (v/v) Tween-20, pH 8

Blockierpuffer
5 % (w/v) Magermilchpulver (Roth) in TBS-T

2.3.6 Tryptischer Verdau und*®0-Markierung von Proteinen

Mittels SDS-PAGE aufgetrennte und mit Coomassiestirgte Proteinbanden
wurden parallel aus der Kontroll- und ProbenbamdeSiel mit einem Skalpell
ausgeschnitten und fur den tryptischen Verdau veitss.

Dazu wurde durch abwechselndes Waschen mit Puffend\ B fir jeweils
10 Minuten bei 30°C und 300 rpm das Coomassie ausBhnden entfernt.
Gefolgt von einer Behandlung mit Acetonitril wurdedie Gelstlicke
dehydriert. In einer Vakuumzentrifug8geedVaSystem SPD 1010, Thermo
Servant) erfolgte die vollkommene Trocknung der SGelke. Der
enzymatische Verdau der Proteine zu Peptiden ¢efoldurch die
Rehydratisierung der Gelstiicke mit 50 ng Trygseguencing grade modified
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Promega) in 10 pl einer 50 mM Ammoniumbicarbonathi@s und Inkubation
bei 37°C uber Nacht.

Hierbei unterschied sich die Behandlung der Prote jener der Kontrolle.
Ein Ansatz wurde unter Verwendung vBi0-markiertem Wasser (97% (w/v)
%0, Campro Scientific), der andere Mi©-Wasser tryptisch verdaut. Hierbei
entstehen aus gleichen Proteinen identische Peptidezen mit
Unterschieden in ihrer Masse.

Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von jgu[10,5% TFA (v/v) in
Acetonitril. Gleichzeitig wurden so die Gelstiickehgdriert. Der Uberstand
wurde dann au$’O und®O behandeltem Ansatz vereint, in ein Probengefafl
Uberfuhrt und in der VakuumzentrifugpgeedVa&ystem SPD 1010, Thermo
Servant) getrocknet. Durch Zugabe von je 6 pl O(186 TFA in Wasser mit
5% (v/v) Acetonitrii und kurzer Behandlung im Ukidhallbad (Sonorex
RK31H, Bandelin) wurden die Peptide gelést und miassektrometrisch

vermessen.

Puffer A
25 mM Ammoniumbicarbonat, 50% (v/v) Acetonitril
Puffer B

50 mM Ammoniumbicarbonat

2.3.7 Peptid-Spot-Arrays

Die Synthese der Peptid-Spots auf der Papiermembuade von Dr. Rudolf
Volkmer bewerkstelligt. In einem ersten Schritt dem die Membranen in
100% Ethanol 5 Minuten lang inkubiert und anscldie® in TBS-T (siehe
2.3.5) gewaschen. Danach wurden sie in Blockiegou{siehe 2.3.5) fir
2 Stunden geblockt. Der Interaktionspartner (jee@ar drei EVH1-Doméanen)
wurde im Anschluss in einer Konzentration von 10npign Blockierpuffer auf
die Membranen gegeben und Uber Nacht schwenkend4&iinkubiert.
Ungebundenes Protein wurde daraufhin durch dregasliWwaschen mit
TBS-T entfernt. Die Detektion der gebundenen Pnateierfolgte
immunologisch. Zundchst wurde der PrimarantikbrpAnti-GST in
Blockierpuffer (siehe Tab. 2.4) fur 1,5 Stundenubiert. Nach erneutem
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dreimaligem Waschen folgte die Inkubation mit derek@@darantikorper
IRDye800 in Blockierpuffer fir 45 Minuten. Nach abmaligem Waschen
wurde der Sekundarantikbrper am Infrarotscanner y$€el, Li-COR)
detektiert. Im Falle der Funktionalitatskontrollerdhergestellten Proteine
wurde nach der Detektion ein weiterer Inkubatiohagiciiber Nacht bei 4°C
mit der Verbindungl in Blockierpuffer angeschlossen. Darauf folgte die

erneute Inkubation mit dem Sekundarantikdrper urstlaielRende Detektion.

2.3.8 HPLC-Analyse von NBD-markierten Verbindungenin Zellen

Pro Kondition wurden auf je vier Deckglaser (@ 24)mm 6-Well-Platten 1
Mio. Zellen (HCT-116) eingesat und Uber Nacht aogen. In einer grof3en,
quadratischen Petrischale wurde ein Stick feudhMiggtmanpapier gelegt, mit
einem Streifen Parafilm bedeckt und vier Tropfea {OOul) RPMI-1640-
Medium mit 50 uM der zu testenden Verbindung NBDauf den Parafilm
geben. Die bewachsenen Deckglaser wurden aus \d&lléRlatte entnommen
und mit der bewachsenen Seite auf die Tropfen yeldg Petrischale wurde
verschlossen und im Brutschrank inkubiert. Nach desrschiedenen
Inkubationszeiten (1, 5, 30 und 180 Minuten) wuradke Deckglaser vom
Parafilm genommen, durch kurzes Eintauchen in P&&agchen und in eine
neue 6-Well-Platte gegeben. Mit je 500 adua bidest wurden mit einem
Zellschaber die Zellen vom Deckglas abgelost ured Slispension auf zwei
Eppendorfgefal3e LOwBind Eppendorf) Uberfuhrt. Die Zellsuspensionen
wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen (1minl@8io Amplitude, 4°C), die
Lysate (Uberstand und Pellet) tiefgefroren und (lacht Iyophilisiert. Die
Lyophilisate wurden dann in DMSO resuspendiert 00 ul pro
EppendorfgefaR), abzentrifugiert und der Uberstaads den beiden
Eppendorfgefallen pro Kondition in ein neues EppdgdfdR Uberflihrt,
tiefgefroren und erneut Uber Nacht lyophilisierieg® Lyophilisate wurden
erneut in DMSO resuspendiert (50 pl), zentrifugiert der Uberstand in ein
HPLC-Gefald tUberfuhrt. Die Analyse in 4 ul erfolgte der HPLC (LC-Net
II/ADC, Detector FP-2020PIlus mit Pumpe PU-2089Plus uldtosampler
AS-2057Plus; Jasco) mit einereversed-phasS&aule (ProntoSIL 300A,
0.5 um, 18C; Bischoff Chromatography). Die Detekter NBD-Fluoreszenz
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erfolgte bei einer Anregungswellenlange von 470 umd 520 nm Emission.
Als Laufputter diente 0,1% TFA inaqua bidest Zur Elution der

NBD-Verbindungen wurde ein Gradient von 5% bis 9%utionspuffer

(0,1% TFA, 80% Acetonitril inaqua bides) tber 40 Minuten gewahlt. Die
Peak-Flachen wurden direkt an der HPLC-Softwaregmért und die Flachen
in Excel ausgewertet. Die Flache unter dem Peakveebindung mit freier

Saure (NBD1) wurde dabei ins Verhaltnis gesetzt zur Flachemuden Peaks
der Verbindung mit Ethylester (NBDb).

PBS

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM N&IPO,, 1,8 MM KHPO,, pH 7,4
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2.4 Biophysikalische Methoden

2.4.1 Bestimmung von Bindungskonstanten mittels ITC

Mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) wien die
Bindungskonstanten von Peptiden an die EVH1-Doméestimmt. Die
verwendeten Peptide sind von Dr. Rudolf Volkmer tkgtisiert und
aufgereinigt worden. Das LOsen der Peptide erfoigt&VH1-Puffer (siehe
2.3.1.6) und das Einstellen des pH-Wertes mit Na®HEVH1-Puffer am
Mini-pH-Meter (Inlab micro). Die Konzentration wwrddabei Uber die
Peptideinwaage bestimmt. An der ITC200-Maschinedenrdie Messungen
durchgefihrt, wobei das jeweilige Peptid in dastétnotitriert wurde. Dazu
wurden in der Kammer 300 puM VASP-EVH1 und in denri@p das zu
untersuchende Peptid, beide in EVH1-Puffer, vogeldas Peptid von
RAPH1 wurde mit einer Konzentration von 3,6 mM was WAVE2-Peptid
mit 4,5 mM eingesetzt. Alle Loésungen wurden vor dErperiment entgast.
Die Messung erfolgte bei 25°C durch Injizieren vimsgesamt 40 ul der
Peptidldsung in das Protein in 2,5 pul Schrittere Buswertung erfolgte mit

rITC, ein Programm geschrieben von Dr. R. Opitz.

2.4.2*®0-Quantifizierung mittels Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine geeignete Methnogte qualitativen und
guantitativen Analyse von Proteinen in einem Gemifiie zu untersuchenden
Proteingemische werden hierbei mittels Trypsin eptiRle gespalten (2.3.6).
Trypsin spaltet eine Peptidkette nach den Aminag@aérginin und Lysin. Es
entstehen aus einem Protein so Peptide mit klanidegen Massen. Dieses
Massenmuster ist eine Art Fingerabdruck des Proteind kann mit der
Software Mascot Daemonfur alle Proteine aus deBwissProtDatenbank
vorhergesagt werden. Aus einem Datensatz mit viedehsten Peptidmassen
konnen mit dieser Software die Peptidmassenmuseschiedener Proteine
eindeutigen Proteinen zugeordnet werden.

Soll das Proteom zweier Proben miteinander verghclwverden, so ist es

maoglich, die durch Trypsin generierten Peptide medtopen zu markieren.
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Eine Probe wird demnach in,130 die andere in ®%0 verdaut (2.3.6). Peptide
mit identischer Sequenz besitzen somit untersablesll Massen. Nach
Vereinen der Peptide und Messen der Massen kanmifidiert werden,
welche Proteine in den beiden Proben existieren.

Neben dieser qualitativen Identifizierung ist zaBéh auch eine quantitative
Aussage moglich. Im Zuge der Massendetektion werlenPeptide zuvor
ionisiert. Dies geschieht Uber das Einsprihen dexbd® in ein starkes
elektrisches Feld (Elektrospray-lonisierung ESI).ittéls Vergleich der
lonenintensitaten eines jeden leichten und dazte&pondierenden schweren
Peptides erfolgt die Quantifizierung. Diese Art deweicherung wird mit der
SoftwareMacot Distiller bestimmit.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten wurden von Blichael Schimann
(AG Krause, FMP) an einem LTQ Orbitrap XL (ThermeHer) mit einer
Eksigent NanoLC-Ultra_iquid Chromatographie (LC)-Anlage (Axel Semrau
GmbH) unter Verwendung einer PepMap 300 C18 7&{brsed-phas8&aule
(Thermo Scientific) erhoben. Die Saule lief mit exim Gradienten von O bis
50% Acetonitril mit 0,1% TFA tber 85 Minuten.

Zur Auswertung der Daten wurden bestimmte Schwekgte gesetzt. Die
schwer/leicht-Ratio au¥O zu *®0-markierten Peptiden musste kleiner gleich

0,4 sein; die Anzahl der Identifizierungen gro3keial 4 und die voiMascot
Distiller ermittelte Standardabweichung @&3)kleiner gleich 2.
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2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien MDA-MB31 (HTB-26) und
HCT-116 (CCL-247) wurden von der Firma ATCC bezogaw in Kultur
gebracht. Hierzu fand das Kulturmedium RPMI-1640LEVRPMI-1640,
Biochrom) mit folgenden Zusatzen Verwendung: fi&al&éalberserum
(Fetal Bovine Serum Biochrom) 10%, stabiles Glutamin (L-Alanyl-L-
Glutamin, Biochrom) 2 mM und Penicillin / Streptoanry 100 U/ml
(Biochrom). Die Inkubation erfolgte im BrutschragRinder) bei 37°C und
einer feuchten Atmosphare mit 5% €Q@um Umsetzen der Zellen wurden
diese zunachst mit PBS (PBS ohne Calcium und MagmesBiochrom)
gewaschen und anschlieBend mittels tryptischem ater@®,05% Trypsin /
0,02% EDTA, Biochrom) vom Kulturflaschenboden (Xalturflaschen fur
adhéarente Zellkultur mit Schraghals und Filter-&citwerschluss, Greiner Bio
One) abgelost. Die Zellzahlung erfolgte am autosimatien Zellzahler (TC20

mit cell counting kit Bio-Rad).

2.5.2 Vitalitatsassay

In  96-Well-Zellkulturplatten (cellBIND®, schwarz miklarem Boden,
Corning) wurden je 20000 Zellen zusammen mit demscleedenen zu
testenden Verbindungen in unterschiedlichen Komagohen eingeséat
(drei Wells pro Kondition). Nach 24sttndiger Inktiba wurden je Well 10 pl
Resazurin-LosungAlamarBlue Invitrogen) hinzupipettiert und nach weiterer
dreistiindiger Inkubation die Fluoreszenz (Anregud$0 nm, Emission:
590 nm) gemessen (Saphire IlI, Tecan). Die Auswgrterfolgte in Excel
(Mittelwert und Standardabweichung aus drei DateRfan).

2.5.3 Adhasionsassay
In ZellkulturgefalReny(-Slide 8-Well mitibiTreatOberflache, ibidi) wurden je

100000 Zellen (MDA-MB-231) zusammen mit den zudaden Verbindungen
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eingesat. Nach 1,5-stiindiger Inkubation wurdenefelleggewaschen, welche
noch nicht adharent am Boden hafteten. Danach wufief verschiedene
Felder je Well am Mikroskop (Nikoreclipse TS 100) aufgenommen und
ausgewertet. Hierzu wurden adharente Zellen aubfiebée Kontrolle DMSO
wurde auf 100% gesetzt. Die Auswertung erfolgtExael.

2.5.4 Immunofluoreszenzanfarbung und Zellmembranpaneabilitidtsassay

Die Zellen (HCT-116 und MDA-MB-231) wurden in Zelikurgefal3e §-Slide
8-Well mit ibiTreatOberflache, ibidi) eingeséat. Dabei wurde eine zsil
gewabhlt, die etwa in einer 70%-igen (MDA) bzw. 5@§én (HCT) Konfluenz
resultiert. Nach circa 24 Stunden Inkubation imtBchrank wurden mit diesen
Zellen die Versuche unternommen. Hierzu inkubiedinZellen drei Stunden
lang die Inhibitoren im RPMI-1640-Medium.

Im Falle des Zellmembranpermeabilitéts-Assays wuie Zellen einmal mit
eiskaltem PBS gewaschen und ein Tropfen Trypanbisung (Biochrom) in
ein Well gegeben. Direkt danach wurde am Mikros{ddpM 710, Carl Zeiss)
die Fluoreszenz von Trypanblau (angefarbte Zellnramb und NBD
(fluoreszenzmarkierte Inhibitoren in der Zelle)aldtert.

Zur Immunofluoreszenzanfarbung wurden die Zellemézinst mit Fixierpuffer
in 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und zwelimét PBS gewaschen. In
einem weiteren Schritt wurden die Zellmembranen mutén lang bei
Raumtemperatur mit Permeabilisationspuffer behandeh sie fir grofe
Proteine wie Antikdrper durchlassig zu machen. Nadimaligem Waschen
mit PBS wurde der Blockierpuffer auf die Zellen gbgn, welcher bei 37°C
20 Minuten inkubierte. Zur immunologischen Markieguder gewilnschten
Proteine wurden spezifische Antikdrper in Blockigfpr (siehe Tab. 2.4) auf
die Zellen gegeben und bei 37°C 45 Minuten inkubiBiach dreimaligem
Waschen mit PBS inkubierten die Zellen die entdpeaden Sekundar-
Antikorper und ein Phalloidin (siehe Tab. 2.4) inlo&ierpuffer far
45 Minuten bei 37°C, gefolgt von weiterem dreimafig Waschen mit PBS.
Falls erforderlich kam nun ein Kernfarbungsreagefiioechst 33258,
Invitrogen) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur aué dellen, gefolgt von
zweimaligem Waschen mit PBS. In einem letzten $ciwurde der PBS aus
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den Wells abgenommen und die Zellen mit einem Magniedium (IMM
ibidi mounting mediumibidi) Uberschichtet. Die Lagerung der Préparate
erfolgte im Dunkeln bei 4°C, bis die Aufnahmen anikidskop (LSM 710)
getatigt wurden.

PBS
siehe 2.3.8

Fixierpuffer : Eine Ampulle (10 ml) para-Formaldehyd 8% aqua bidest
(Science Services) mit 2 ml 10 x PBS und 8 ml dntiss Reinstwasser.

Permeabilisationspuffer. 0,1% Triton-X 100 (Carl Roth) in PBS

Blockierpuffer: 300 ul Fischhautgelatingsgélatin from cold water fish skin
45% in Wasser, Sigma-Aldrich) in 99,7 ml PBS.

2.5.5 Untersuchung der ZellgroRe

Die Vermessung der ZellgroRRe erfolgte in ImageH()NIn Aufnahmen aus der
Fluoreszenzanfarbung. Die Auswertung der Daten Igigo im

Statistikprogramm R.

2.5.6 Invasionsassay

Zur Untersuchung der Invasivitdit wurde die Boydeawner mit der
extrazellularen Matrix Matrigel® und einer Membramit 8 pum
Porendurchmesser verwendet (Corning® Matrigel®vasion Chamber
24-Well Plate 8.0 Micron, Corning). Die Durchfihrung lief nach
Herstellerangaben mit 75000 MDA-MB-231-Zellen proeNy 10% f6tales
Kalberserum (FBS, Biochrom) als Lockstoff, einerkubationszeit von
16 Stunden und den Verbindungéb, 2b, der Kontrollsubstanz und der
Kontrolle DMSO. Angefarbt wurden die invadiertenllZge mit Kristallviolett
(Cell Stain SolutionCell Biolabs inc.) nach Herstellerangaben. Am tdgkop
(Nikon eclipse TS 100) wurden pro Well finf Ausschnitte der Memnrbr
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aufgenommen, die Zellen gezahlt und aus drei Rajglikder Mittelwert und
die Standardabweichung mittels Excel berechnet.Koietrolle DMSO wurde
auf 100% gesetzt.

2.5.7 Echtzeitbeobachtung der Migration

Der Versuch der Echtzeitbeobachtung der Migratiofolgte auf p-Slide
Chemotaxi& -Objekttragern (ibidi). Vorbereitung und Durchfilhgiwurden
nach Herstellerangaben bewerkstelligt. Dabei wudde mittlere Kanal mit
10000 MDA-MB-231-Zellen befullt und den Zellen 3uGtlen zum adharieren
gegeben. Die beiden Reservoirs fur den Lockstafigraen enthielten
RPMI-Medium mit O bzw. 10% FBS sowie die zu tesemdSubstanzen
beidseits. Die Beobachtung erfolgte am Mikroskoik@N eclipseTi) bei 37°C
und einer Atmosphéare mit 5% G(Dabei wurde alle 10 Minuten tber einen
Zeitraum von 12 Stunden von jedem Kanal ein Bilé darchlichtkanals
aufgenommen. Dagracking der Zellen erfolgte dann mit ImageJ (NIH) und
die graphische Darstellung und Auswertung der Datah der Software
Chemotaxis and Migration Tog@hbidi).

2.5.8 Mikroskopeinstellungen bei den zellbiologis&@n Methoden

Bei der Immunofluoreszenzanfarbung und dem Zellmembermeabilitats-
Assay wurden am Mikroskop LSM 710 (Carl Zeiss) neetarKanéle in einem
Praparat vermessen. Die Einstellungen dieser Kaaddg die Tabelle 2.6. Die
in den einzelnen Versuchen betrachteten Komponantdrdie dazugehdrigen
Kanale sind in der Tabelle 2.7 dargestellt.

Kanal Laser (Anregung nm) Filter (Emission nm)
1 Diode (405) 415-495
2 Argon (488) 491-535
3 DPSS (561) 566-631
4 Helium-Neon (633) 638-740

Tab. 2.6 Einstellungen fir Anregung und Emission anb.SM 710 Mikroskop

59



Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4

Kanal Kanal Kanal Kanal
F-Aktin 1 - 1 Kern 1 - 1
RAPH1 2 WAVE?2 2 - 2 NBD 2
Zyxin 3 F-Aktin 3 F_, 3 Trypanblau 3
Aktin
VASP 4 VASP 4 Z01 4 - 4

Tab. 2.7 Verwendete Kandle fur die Anfarbungen in én einzelnen Experimenten
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Proteinpréaparation

Am Anfang der Untersuchung von Protein-Proteinfitdonen steht die
Herstellung der beteiligten Proteine. In den hierwendeten Vektoren zur
Proteinherstellung sind die EVH1-Doméanen mit eindfterminalen Marker,
der Glutathion-(S)-Transferase (GST), versehen. R&nheit der Proteine
wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresat ranschlieBender
Coomassie-Anfarbung untersucht und lag bei allenfiroteinen bei Giber 90%
(Abb. 3.1). In einem Western Blot sollten die Prna¢echarakterisiert werden.
Mit Antikdrpern, spezifisch fur die jeweilige EVHRomane, konnte gezeigt
werden, dass es sich bei den klonierten und aufggten Proteinen

tatsachlich um die gewuinschten Doméanen handeltb.(3\2).

Die Funktionalitdt der Proteine wurde mittels ein®pot-Array-Analyse
getestet. An dieser Stelle ist ein bekannter Birdker EVH1-Domanen, eine
Peptidsequenz aus dem Oberflachenprotein ActA dalsteBums Listeria
monocytogenegdiber den Linkef-Alanin auf einer Papiermatrix synthetisiert
und diese so genannten Spots mit den jeweiligen EMbimanen inkubiert

worden. Gebundenes Protein wurde im Anschluss inmogisch tber die
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GST-Markierung identifiziert. Alle drei Domanen gen im Vergleich zur

GST-Kontrolle eine Anreicherung an den Spots. Diem@nen sind somit

funktional und erkennen ihr natirliches Epitop. dmem weiteren Schritt

wurde versucht, die gebundenen EVH1-Doméanen mit B&fiH1-Ligandenl

wieder von den Spots zu verdrangen (Abb. 3.3).t&lessich heraus, dass nur

EnaH- und VASP-EVH1 von den Spots wieder verdramgtden konnten.

EVL-EVH1 wies nur eine geringe Verdrangbarkeit ach in den Pulldown-

Experimenten (3.3 und 3.4) zeigte EVL-EVH1 keinentifizierbaren Mengen

an Bindungspartnern.

EnaH- VASP- EVL-
kDa M EVH1- EVH1- EVH1-
GST GST GST
—
-
LR
—t .
p P Abb. 3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
=, W W W o (soseacE) der EvkL
~25 Domanen.
-
Je 5 upg der Proteine wurde auf ein
15%-iges SDS-Polyacrylamid-Gel geladen.
- Als Marker (M) wurde derprestained-
Protein-Ladder (Fermentas) aufgetragen.
Die Berechnung der Reinheit erfolgte durch
Reinheit: 94 % 93 % 94 % die Software ImageJ.
Abb. 3.2 Western Blot-Analy- Enal- VASP- EVL-
se der EVH1-Doméanen EVH1- EVH1- EVH1-
Je 5 ug der Proteine wurde auf KDa GST GST GST GST GST GST
ein 15%-iges SDS-Polyacryl- | 240
amidgel geladen. Als MarkerA ~35 - - -
(M) wurde der prestained-
: ~25
Protein-Ladder(Fermentas) auf- -
getragen. Die EVH1-GST- ~40 ‘
-
Doménen wurden jeweils mit
_ . s - - ’
einem spezifischen Antikorper - "
immunologisch  nachgewiesen | ~25 c— .

(A). Der Nachweis mittels eines
Antikorpers gegen GST diente

als Kontrolle (B).
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Abb. 3.3 Spot-Array-Analyse der EVH1-Doméanen

ActA-Peptid-Spots: SFEFPPPP-  gnap eyH1.  VASP-EVHI-  EVL-EVHI-
GST GST GsT GST

TEDEL-B-Alanin. Die jewei-
ligen GST-markierten EVH1-

Doméanen wurden darauf inku—A

biert und immunologisch detek-
tiert (A). Danach inkubierten die
Spots 100 pM Ligandl uber

Nacht bei 4° C und die

verbliebenen Doménen Wurder{B

erneut immunologisch detektiert
(B). Die Reduktion der
gemessenen Intensitat der SpotCs
durch den Liganded ist in (C) angegeben. Die Auswertung erfolgte etsttODYSSEY-
Software. GST allein diente als Kontrolle.

78 % 73 % 29 % Reduktion
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3.2 Auswahl geeigneter Zelllinien

Es ist bekannt, dass Ena/VASP-Proteine in den éokaldh&asionspunkten mit
dem Protein Zyxin und in der Leitfront von migriaden Zellen mit dem
Protein RAPH1 kolokalisiert sind (Reinhard et. ¥995; Krause et. al. 2004).
Zyxin ist an der Ausbildung von Zell-Matrix-Kontakt beteiligt, RAPHL1 ist
an der Protrusion von Lamellipodien und damit an Megration der Zelle
beteiligt. In der Abbildung 3.4 sind die Haufiglexit der Expressions-
intensitaten dieser beiden Proteine von 60 Zefllindargestellt. Die Wahl fiel
dabei auf die hochinvasive Mammakarzinom-ZelliM®A-MB-231 und die
nur schwach invasive Colonkarzinom-Zelllinie HCTel1Beide exprimieren
Zyxin, jedoch unterscheiden sie sich in der Expossgson RAPH1. Wahrend
es in MDA-MB-231 hochreguliert ist, zeigt HCT eiéerunterregulierung.
Interessant ist HCT-116 vor allem, da sie im Gegemgu MDA-MB-231 im
Zellverband wéachst und ein stark durch Stressfigerzragtes Aktinnetzwerk
besitzt. Immunoluoreszenzaufnahmen (Abb. 3.5) reigebeiden Zelllinien
Zyxin (blau) kolokalisiert mit VASP (rot) und RAPH®belb) in der Leitfront
mit VASP bei MDA-MB-231 kolokalisiert. Im Folgendesollen die Proteine
Zyxin und RAPHL1 als Marker dienen.

A 25 B 25 _
RAPH1 Zyxin

.‘:20 _-0:20
5, I\

e, \
10 / A\ '910 \
: \ ; \
0 AP ‘ \_'” /\( — ‘\.

Haufigk
Hauf

T @ 1 T T T O

- © - © v QO v 9 - QO - 9 v O - O -
<t < O 0D ©O© © M~ M~ o O O M M O 0 OO OO O
durchschnittliche Intensitat durchschnittliche Intensitat

@ HCT 116 o MDA-MB-231

Abb. 3.4 Expression von Zyxin und RAPH1 in HCT-116.nd MDA-MB-231

Mittels Affymetrix Chiptechnologie wurden die Expgmgonslevel von jeweils 60 Zelllinien
bestimmt. Dargestellt ist die Haufigkeit der dumdsittlichen Intensitaten innerhalb dieser 60
Zelllinien. fur RAPH1 (A) und fir Zyxin (B). HCT-14 (blau/rot) und MDA-MB-231
(grun/rot) sind hervorgehoben. Demnach exprimieAMMB-231 etwas mehr Zyxin als
HCT. Fir RAPHL1 ist die Expression bei MDA-MB-231dme und bei HCT-116 etwas
herunterreguliert.  Quelle:  Cellminer, National Ihge of Health, USA,;

<http://discover.nci.nih.gov/cellminer/*.
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Abb. 3.5 Immunofluoreszenzaufnahmen von HCT-116 untMDA-MB-231

VASP (rot), Zyxin (blau), RAPH1 (gelb) und F-Aktiigriin). Der weiRe Balken reprasentiert
jeweils 10um. Beide Zelllinien exprimieren Zyxin duvASP, die in so genannten fokalen
Adhéasionspunkten zu erkennen sind. RAPH1 ist nulii2A-MB-231 zu identifizieren. Es

befindet sich hier in der Leitfront von Lamellipedi wo es mit VASP kolokalisiert.
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3.3In vitro-Verdrangung bekannter Zielproteine der
Ena/VASP-EVH1-Domane mittels der neuartigen Inhibibren

Um das Potential der neuen EVHI1-Liganden zu testworden ihre

rekombinant hergestellten Zielproteine, die EVHInidmen, in Pulldown-

Versuchen verwendet.

Dabei

sollten aus Zelllysatdie bekannten

Bindungspartner Zyxin (ZYX) und RAPH1 gezogen und dem Liganderl

wieder verdrangt werden. Fur EnaH- und VASP- EVHhrke im Pulldown
gezeigt werden, dass die beiden bekannten Bindanggp Zyxin und RAPH1
fur MDA-MB-231 und Zyxin fur HCT-116, gezogen una Abhangigkeit der
Konzentration des Liganddnwieder verdrangt werden kénnen (Abb. 3.6). Die

Funktionalitdit des Liganden als Inhibitor der EVBb&manen ist damit

gegeben und die darauf beruhenden zellularen Effeitd ab Abschnitt 3.7

beschrieben.
A Kontr. Kontr. Ligand 1
- + 1 10 100 M Verb.
[ ZYX — — — Western Blot]
Quantifikation ZYX 0.00 1.00 0.55 0.18 0.00
EnaH-EVH1— — ‘- em» ¥ Coomassie
GST — ww» Farbung
Kontr. Kontr. Ligand 1
- + 1 10 100 pM Verb.
[ ZYX — [ e Western Blot|
Quantifikation ZYX 0.00 1.00 0.37 0.00 0.00
VASP-EVH1— — s e e  Coomassie
GST— = Farbung
B Kontr. Kontr Ligand 1
- + 1 10 100 pM Verb.
RAPH1— [ ] - —
7YX —> - — Western Blot
... .. RAPH10.00 1.00 0.98 0.18 0.00
Quantifikation7yy g0 1,00 1.06 0.46 0.00
EnaH-EVH1 — - e e e (Coomassie
GST —» w— Farbung
Kontr. Kontr Ligand 1
- + 1 10 100 pM Verb.
RAPH1 — J— ]
7YX —> - e Western Blot
... .. RAPH10.00 1.00 0.39 0.01 0.00
Quantifikationzyy g0  1.00 0.54 0.17 0.00
VASP-EVH1 — — ew ew e® Coomassie
GST— e Farbung

Abb.

natdrlicher Bindungspart-

3.6 Verdrangung

ner von den EVH1-Doma-
nen

Pulldown-Experimente mit
GST-markierten EnaH-
EVH1 (oberes Feld) und
VASP-EVH1 (unteres Feld)
an Glutathionsepharose-
beads. Die Lysate stammen
HCT-116 (A)
MDA-MB-231 (B). Die ge-
zogenen und verdrangten
Proteine Zyxin (ZYX) und
RAPH1 sind

Blot (oberer Kasten) und die

aus und

im Western
Ladekontrollen in Coo-
massie-Anfarbung (unterer

Kasten) gezeigt. GST allein

diente als Kontrolle. Die Quantifizierung erfolgta ImageJ. Der Ligand verdrangt hierbei

die naturlichen Bindungspartner in Abhangigkeitsainer Konzentration. Abb. nach: Opitz,
Miller, Reuter und Baronet al 2015.
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3.4 Proteomweite Untersuchung des Interaktionsmusts der
Ena/VASP-EVH1-Domanen mittels *0O-Massenspektrometrie

und unter Verwendung der neuartigen Inhibitoren

Durch die Pulldown-Experimente wurde sichergestetlass der Ligand
Ac-[2-CI-F][ProM2][ProM1]-OH in der Lage ist, bekate Zielproteine der
Ena/VASP-EVH1-Domanen zu verdrangen. In einem wgdteenden Schritt
sollte daher dieser Inhibitor fir eine proteomweitintersuchung des
Interaktionsmusters der Ena/VASP-EVH1-Domanen vadeé werden. Dazu
fand ein massenspektrometrischer Ansatz Verwendwuodpei ein weiteres
Pulldown-Experiment mit Lysaten von MDA-MB-231 dbgefuhrt wurde. In
diesem proteomweiten Ansatz wurden Banden der ir8-6BIl aufgetrennten
Eluate, vom Pulldown mit und ohne Inhibitor, ausdmstten und die Proteine
in den Banden tryptisch einmal in Anwesenheit V8@-Wasser sowie im
anderen Fall mit’0-Wasser verdaut. Im Anschluss wurden die Probegirve

Aus einem Protein entstehen so sauerstoffisotopemenie Peptide
unterschiedlicher Masse, welche Uber die Massetspeé&trie identifiziert

werden konnen. Uber das Muster der Peptidmassesenasich Proteine
identifizieren. Aus dem Verhaltnis der Intensitdtean schwer zu leicht
markierten Peptiden kann auf eine Verdrdngung desebn werden.
Abundante Proteine wie etwa Stoffwechselenzyme, ribosomaler daNA-

Reparatur-Proteine kénnen jedoch leicht zu falsutitiyen Ergebnissen
fuhren. Wohingegen limitiert vorliegende Proteinén efalsch-negatives
Ergebnis liefern konnen. Das Setzen von Schwellelewast der erste Schritt
der Validierung. Diese Werte sind géangige Parameteter Auswertung. Es
handelt sich dabei um die Anreicherung (schwetiteRatio), die Anzahl der
Identifikationen der Proteine (#), eine von dert@vafe ermittelte Standard-
abweichung (SDgeo) und dem Fakt, dass ein Pro&iddy Wiederholung des
Versuches ein zweites Mal gefunden wird. So reduzieh die Proteinzahl
pro Doméne in diesem Versuch von etwa 1000 aufrut®®. Im né&chsten
Schritt werden Proteine ausgeschlossen. Hier sindie bereits erwahnten
Produkte von nicht-regulierten, konstitutiv expramien Genen wie Stoffwech-

selenzyme, DNA-Reparatur-Proteine und solche, didea Transkription und
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Translation beteiligt sind. Dieser Schritt senld Anzahl der Proteine auf etwa
20 (Abb. 3.7). Eine 100%-ige Sicherheit, dass iktigen und vor allem alle
Bindungspartner gefunden werden, ist hierbei jedocht zwingend gegeben.
Die identifizierten Bindungspartner sind in Tabelledargestellt. In dieser
Untersuchung wurden Partner identifiziert, welchas doekannte EVH1-
Konsensusmotiv [F/W/L/Y]RP enthalten. Dies sind die Proteine der MRL-
Familie sowie Zyxin, Palladin und Lipoma-Preferiedrtner. Testin, welches
mit seiner LIM-Domane ausschlie3lich an EnaH-EVHaden kann, wurde
ebenfalls und nur bei EnaH-EVH1 identifiziert (Beédt. al. 2007). Neben
dieser Anzahl von bekannten Bindern konnten aushdpinoch unbekannte
Interaktionspartner der EVH1-Domé&nen identifiziererden. Zum einen ist
dies der WAVEZ2-Komplex, dessen Interaktion ein Liwischen Elongation
und Nukleation darstellt sowie die Formine INF2 iidPH1.

A B

identifizierte Proteine

GST-EnaH-EVH1

Exp. 1
Exp. 2
leicht/schwer Ratio (L/H), Exp. 2 (log)

936 1100

GST-VASP-EVH1

Exp. 1
Exp. 2

. identifiziert in beiden Exp.
o Uber Schwellenwerte
4 4 ° ® identifizierte Binder

leicht/schwer Ratio (L/H), Exp. 2 (log)

800 800

4 2 0 2 4
leicht/schwer Ratio (L/H), Exp. 1 (log)
Abb. 3.7 Veranschaulichung der Identifizierung der Proteine, welche von EVH1-
Domaéanen mittels des Inhibitorsl verdrangt werden kénnen
(A) Venn-Diagramme. Veranschaulichung der Anzaht @kentifizierten Proteine in den
jeweiligen Experimenten und solcher Proteine dibeiden Versuchen gefunden wurden. (B)

Diagramm identifizierter Proteine. Die Proteinwolkei einer leicht/schwer-Ratio um den
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Wert 1 zeigt nicht verdrangte Proteine im Versughrch Anwendung von Schwellenwerten
erhaltene putative Bindungspartner der jeweiligdfHE-Doménen sind in grau dargestellt.

Angewendete Schwellenwerte: schwer/leicht-Rati0,4; #> 4; SD(geo)< 2; schwer/leicht-
Ratio aus'®O und 0 markierten Peptiden; SD(geo): von Mascot Distilemmittelte

Standardabweichung; #: Anzahl der Identifizierung&tot gekennzeichnet sind solche

Proteine, die als tatsachlich verdréangt identifizieurden.

GST-VASP-EVH1 GST-EnaH-EVH1
Experiment 1 | Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2
schwer gp schwer gp " schwer gp # schwer gp
lleicht (ge0) ™ | fleicht (ge0) ™ | /leicht (g€0) ™ | /leicht (ge0)

Proteinname

0,01 1,22 86| 0,01 1,23 49| 0,05 1,32 57| 0,01 1,37 157|RAPH1

—
14
= 0,06 1,16 10| 0,06 1,26 9| 0,02 1,45 24| 0,01 1,52 46 |Rap1-GTP-interacting adapter molecule (RIAM)

FP.P

0,29 1,08 20( 0,35 1,10 11| 0,06 1,47 19| 0,07 1,42 31 |Lipoma-preferred partner (LPP)
0,04 1,20 61| 0,03 1,26 48| 0,08 1,37 39| 0,02 1,20 117 |Palladin (PALLD)
0,07 1,17 68| 0,07 1,21 57| 0,03 1,53 100( 0,07 1,33 115|Zyxin(ZYX)

=
o
[=}
w

1,26 23| 0,03 1,60 25 |Testin (TES)

0,04 1,37 18| 0,41 1,19 22| 0,45 1,30 15| 0,02 1,20 51 |Inverted formin-2 (INF2)
0,01 1,32 71| 0,04 1,14 62| 0,45 1,22 71| 0,00 1,32 184|Protein diaphanous homolog 1(DIAPH1)

Formine LIM

0,03 1,50 14| 0,03 1,17 10] 0,00 1,96 15| 0,01 1,60 28 |Ablinteractor 1 (ABI1)
0,01 1,41 61| 0,02 1,2588| 0,09 1,33 71| 0,00 1,49 185|Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 (CYFIP1)

0,02 1,44 6| 0,02 15313] 0,45 1,81 5| 0,01 1,59 39 |Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2 (CYFIP2)

Fragile X mental retardation syndrome-related
protein 1 (FXR1)

0,03 1,21 66| 0,02 1,23 69| 0,03 1,31 78| 0,00 1,22 204|Nck-associated protein 1 (NCKAP1)

0,09 166 4| 001 161 4] 0,03 133 6| 0,02 3,60 9 [Protein BRICK1(BRK1)

Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2
(WASF2)

0,18 165 5| 0,09 1,36 8

WAVE2 Komplex

0,03 1,36 27| 0,03 1,33 18] 0,01 1,45 29| 0,01 1,47 41

0,38 1,07 7| 0,45 1,59 20 |Ras-related protein Rab-7a (RAB7A)

Tab. 3.1 Identifizierte Bindungspartner der EVH1-Domé&nen mittels Inhibitor 1
Schwer/leicht-Ratio au$®0 und *°O markierten Peptiden; SD(geo): von Mascot Distiller

ermittelte Standardabweichung; #: Anzahl der Idi#rungen; MRL: MRL Protein Familie;
FP..P: bekannte Bindungspartner mit einem EVHI1-Biggmotiv; LIM: Proteine die via
LIM-Doméne mit EVH1 interagieren. Weiterhin wurdEormine und der WAVE2-Komplex
identifiziert.
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3.5 Zellgangigkeit der verwendeten Inhibitoren, deen
intrazellulare Stabilitat und Vitalitat der verwend eten

Zelllinien: Voraussetzung fur Studienin cellulo

Um die Effekte der Inhibitorenn cellulo untersuchen zu kénnen, muss
sichergestellt werden, dass diese Inhibitoren delinBere auch erreichen
kénnen. Zur Visualisierung der Aufnahme der untelngen Inhibitoren in die
Zelle wurden diese mit dem Fluoreszenzfarbstafitro-2,1,3-benzoxa-diazol-
4-yl- (NBD) markiert. Der Inhibitor mit der freien SAuBD-1 zeigte hierbei
keine Aufnahme in die Zellen wahrend das EthyleBenivat NBD-1b sich
signifikant in den Zellen anreichert (Abb. 3.8). Wesentlichen unterscheiden
sich diese beiden Verbindungen in ihrer Ladung. i&f&th NBD41 wegen der
freien Carboxylgruppe die Ladung -1 tragt, ist edesse negative Ladung bei

NBD-1b durch die Veresterung beseitigt.

Die beiden Substanzen NBDund b kdnnen Uber ihre Retentionszeiten in
der HPLC unterschieden werden (Abb. 3.9A). Diesge&schaft ermdglicht
eine Quantifizierung der Umwandlung beider Substanineinander in
Lysaten von Zellen, die nur NBDb inkubierten. Es konnte festgestellt
werden, dass die Zellen dazu in der Lage waren, IBxu NBD-1 zu
entestern (Abb. 3.9B). Auffallig bei der HPLC-Urgechung der Zelllysate
war auch, dass neben den beiden Verbindungen NBBd -1b keine Neben-
Peaks zu beobachten waren. Dies ist ein Indiz ddfss diese Verbindungen
in den Zellen stabil waren und nicht zu weitererb&w®rodukten abgebaut
wurden. Im Folgenden werden fur die Versuche anledehur noch die
Inhibitoren mit einer C-terminalen Maskierung deegativen Ladung
eingesetzt. Untersucht wurden dabei folgende Dwrivdes Inhibitorsl:
Ethylester {b), Amid (1c) und der Methylesterl@l). Die Tab. 3.2 zeigt die

Bindungskonstanten der Ethylester-Derivate an MelEDomanen.

Bezeichnung Ligand Kb, vasp-EVH1 Kb, EnaH-EVH1 Kb, EVL-EVH1
1b Ac-[2-CI-F][ProM-2][ProM-1]-OEt 9,4 (0,5) uM 7,8 (0,4) uM 5,8 (0,7) uM
2b Ac[2-CI-F][ProM-2][ProM-9]-OEt 1,4 (0,2)uM 0,8 (0,1)uM 0,67 (0,07) uM

Tab. 3.2 Bindungskonstanten der Inhibitoren als Etlglester-Derivate
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Kontrolle (0.5% DMSO) NBD-1 (25 pM) NBD-1b (25 pM)

HCT-11

MDA-MB-231

Trypanblau- und NBD-Fluoreszenz nach 3 h Inkubation

Abb. 3.8 Zellmembranpermeabilitat

Oben: Fluoreszenzaufnahmen. Zellmero
branen geféarbt mit Trypanblau (rot) un
NBD-Fluoreszenz (grin). Der weil3¢
Balken reprasentiert 50 um. Erst durc
Veresterung der freien Saure ist di
Fluoreszenz der NBD-markierten Ver

bindungen in den Zellen zu beobachten;
rechts: Strukturformel. Freie Saure, Rest R1: -OIBD-1); Ethylester, R1: -OEt (NBb);
Abb. nach: Opitz, Miller, Reuter und Baroegteal 2015.

Um festzustellen, ob die Substanzen in den untktsaocZelllinien einen
zytotoxischen Effekt besitzen, wurde ein ResazV\italitatstest durchgefihrt,
der die Mitochondrienaktivitat misst. Die getesteEthylester-Substanzeib,
2b und eine Kontrollsubstanz, die trotz groRRer sticdter Ahnlichkeit zu den
verwendeten Inhibitoren wegen des fehlenden Chtom® nur eine stark
verringerte Affinitdt zu den Ena/VASP-EVH1-Domanhat, zeigen hierbei
keine Herabsenkung der Vitalitat der MDA-MB-231{2elim Messfenster bis
zu einer Konzentration von 150 uM (Abb. 3.10).
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Abb. 3.9 Entesterung des Inhibitors NBD1b durch HCT-116

HPLC-Analyse von HCT-116 Zelllysaten. (A) Unterssihé der Retentionszeiten von NBD-
und NBD-b. (B) Anreicherung der entesterten Form NBRDiber die Zeit in Zellen welche
100 pM NDB4b inkubierten. Drei voneinander unabhdngige Repikagezeigt sind

Mittelwerte und Standardabweichung. Abb. nach: DpMiller, Reuter und Baronet al
2015.
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Abb. 3.10 Vitalitdts Assay

Mittels Resazurin gemessene mitochondriale Aktivala Maf3 der Vitalitat nach 24-stiindiger
Inkubation der Verbindungen in Abhangigkeit der Kentration. Die Kontrolle DMSO ist auf
100% gesetzt. Sowohl die Kontrollsubstanz als alieHnhibitorenlb und2b zeigen keinerlei
Effekt auf die Zellvitalitét von MDA-MB-231-Zelleiim Konzentrationsbereich bis 150 pM.

Drei voneinander unabhédngige Replikate, gezeigt Blittelwerte und Standardabweichung.
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3.6 in vitro-ADME-Parameter der neuen EVH1-Inhibitoren:
Plasmastabilitat, Plasmaproteinbindung, metaboliscé Caco-2-

Permeation und Stabilitat in Lebermikrosomen

Im vorherigen Abschnitt konnte gezeigt werden, dBssivate der EVH1-
Inhibitoren, bei denen die negative Ladung desr@iteis maskiert worden
ist, in die hier verwendeten Zelllinien eindringend keine toxischen Effekte
aufweisen. Jedoch wird das Ehylesterderivmtiber die Zeit zur freien Saute
umgesetzt. In einem weiteren Schritt sollen nun ARME-Parameter der
EVH1-Inhibitor-Derivatelc (Amid) und 1d (Methylester) untersucht werden.
ADME-Parameter werden in der Pharmakokinetik von rbiWeungen
bestimmt, zum Beispiel wenn sie iim vivo-Experimenten verwendet werden
sollen. Es handelt sich dabei um d#bsorption oder Aufnahme von
Verbindungen in den Korper, deremistribution im Organismus,
M etabolisierung in Lebermikrosomen ubctkretion bzw. Ausscheidung der
Verbindungen und deren Metabolite. Die hier daegjieh Parameter sind die
so genanntenin vitro-ADME-Parameter. Sie wurden von der Firma
Pharmacelsus bestimmt. Da bereits aus dem vorgehefdschnitt bekannt
ist, dass das Ethylesterderiviat nicht sehr stabil in den Zellen ist, wurde diese
Version nicht fur die Untersuchung dem vitro-ADME-Parameter
herangezogen. Die untersuchten Parameter sind kiemBstabilitat, die
Bindung an Plasmaproteine, die Permeation durah Barmepithelzellschicht

und die metabolische Stabilitat in Lebermikrosomen.

Zur Untersuchung der Plasmastabilitat wurden jetDdes Inhibitorslc und
1d tber 240 Minuten lang mit murinem oder humanemrRéskubiert. Als
Positivkontrolle wurde das Esterase-Substrat Pribeéin mit 10 uM in den
Plasmen eingesetzt. Die Identifizierung der vebdeden Verbindungen
wurde mittels HPLC und anschlieBender Massenspektre (LC-MS)
durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass miedes 78% der
Kontrollsubstanz Propanthelin im Plasma nach 60utén abgebaut werden
kénnen, womit die Integritat des Plasmas gegeben Waeiterhin war es

maoglich, mindestens 87%ld) bzw. 95% {1d) der eingesetzten Inhibitoren
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nach 240minutiger Plasmainkubation daraus wiedeiickzugewinnen. Die
Inhibitoren werden damit als hochstabil gegenuberimem und humanem

Blutplasma eingeschatzt (Abb. 3.11).

Die Plasmaproteinbindung wurde mittels Ultrazeagétion ermittelt. Hierbeli
wurden die Testsubstanzen mit einer Konzentratmnjg 10 UM zum einen in
muninem sowie humanem Plasma und zum anderen ini@®iert. Nach
einem Ultrazentrifugationsschritt wurden die Konzationen in den
jeweiligen Filtraten mittels LC-MS bestimmt. Die figrenz zwischen PBS-
und Plasma-inkubierten Substanzen in Prozentespldismaproteingebundene
Fraktion f. Sie ist in der Abbildung 3.12 dargestellt. AlssRiokontrolle
diente Warfarin, das eing ¥on mindestens 82 % aufweist. Dig Vion 1c
(4,5%) undld (7,6%) werden als eine extrem niedrige Plasmaimtatedung

klassifiziert.

Die Zell-Permeation der Inhibitoren wurde in eineMersuch mit
Darmepithelzellen (Caco-2) auf einer Membran im nEreell-Format
untersucht. Diese Zellen weisen sich durch zwescreedene Seiten aus. Die
basolaterale (b) und die apikale (a) Seite. Letzist dabeiin vivo dem
Darmlumen zugewandt. Die Permeation durch einehsolellschicht wird
daher in beide Richtungen, a zu b (a-b) und b Zl-a) untersucht. Die
Inhibitoren wurden dabei mit einer Konzentrationnv@weils 10 uM, die
Referenzverbindungen Testosteron und Erythromygirjarl uM, eingesetzt.
Auf der jeweils anderen Seite im Transwell wurdemzZeitpunkt O und
90 Minuten jeweils Proben entnommen und die Komatioh der
Verbindungen mittels LC-MS bestimmt. Aus dem Angtider Geraden
zwischen den beiden Messpunkten (k), der Flachevsgnbran auf der die
Caco-2 Zellen sitzen (A) und der Ausgangskonzenotratler Verbindungen
(co) lasst sich die apparente PermeationsrgigiiBer die Formel:
Papp = K*A ¢

berechnen. Sie ist in der Abbildung 3.13 gezeigts Aer Ratio von b-a zu a-b
wird zuséatzlich der Efflux berechnet. Er trifft eirAussage dartber, ob ein
Transport aktiv oder passiv erfolgt. Der aktive igport der Kontrollsubstanz

Erythromycin wurde durch einen hohen Efflux von @t®6 bestatigt.
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Testosteron ist eine Verbindung, die sich durchemisehr guten passiven
Transport auszeichnet. Demnach ist der Efflux mgedund die
Permeationsraten {§) zeigen Werte von 7,4+10(a-b) bzw. 20,4*18 (b-a)
cm*sec’. Die Inhibitoren liegt mit 0,7*18 (a-b; 1c) und 0,3*10° (b-a; 1c)
sowie 0,3*1% (a-b;1d) und 0,4*1% (b-a;1d) cm*se¢" deutlich unterhalb der
Testosteronwerte. Daher wird eine niedrige Permealer Inhibitoren durch

die Darmepithelschicht angenommen (Abb. 3.13).

Das MalRR der Stabilitdt einer Verbindung in Lebemmsiomen ist die
Clearance. Sie gibt an, wie viel ul der TestlosprgMinute und normiert auf
ein mg mikrosomaler Proteine von der eingesetztemividung befreit werden
konnen. Dazu inkubierten je 1 uM Verbindung in j@25 mg Protein aus
murinen (MLM) und humanen (HLM) Lebermikrosomendear Anwesenheit
von NADPH. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden diehtabgebauten
Mengen der Verbindung mittels LC-MS bestimmt unceridie graphische
Darstellung (verbleibende Verbindung Uber die Ze&ier Anstieg (k) der
linearen Regression ermittelt. Die intrinsische &td@mce berechnet sich tber
die Formel:

Clint = (-K)*V,
wobei V = 500 pl Inkubationsvolumen / 0,125 mg Bmot= 4000 ist. Die
Abbildung 3.14 zeigt die Ergebnisse dieses Verssichdir die beiden
Referenzverbindungen Detromethorphan (MLM) und “erp (HLM)
ergaben sich Werte von utber 150 pl/(min*mg). Didilbitoren 1c und 1d
liegen bei HLM mit einer Clearance von maximal 12vb 26 pl/(min*mg)
deutlich unterhalb der Werte der ReferenzsubstanZeamit wird die

Metabolisierung der Inhibitoren in Lebermikrosonas langsam klassifiziert.
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Abb. 3.11 Plasmastabilitdt der EVH1-Inhibitoren

Die Rickgewinnung der Inhibitoretc und 1d aus Blutplasma verschiedener Spezies nach
einer Inkubationszeit von 240 Minuten ist dargdistdlls Positivkontrolle wurde der Abbau
von Propanthelin nach 60 Minuten betrachtet, deeimer etwa 80%-igen Reduktion der
Ruckgewinnbarbeit dieser Verbindung resultiert. Dikibitoren 1c und 1d sind hochstabil in
murinem und humanem Blutplasma. Mittelwerte aus izWersuchen mit SD. Quelle:
Pharmacelsus.

% 100 4 | =1 murines
W= Plasma
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©
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Abb. 3.12 Plasmaproteinbindung der EVH1-Inhibitoren

Die proteingebundene Fraktiopder Inhibitorenlc und 1d wurde mittels Ultrazentrifugation
von Inhibitor-inkubiertem murinen und humanen Blama bestimmt. Als Referenzsubstanz
wurde Warfarin mituntersucht. Die Plasmaproteinbimgl der Inhibitoren wird als extrem

niedrig eingestuft. Mittelwerte aus zwei Versucheih SD. Quelle: Pharmacelsus.
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Abb. 3.13 Caco-2-Permeations-Versuch mit den EVH1nhibitoren

Die apparente Permeationsrate der Inhibitodenund 1d wurden in zwei Richtungen
untersucht. In apikaler zu basolateraler Direk{jaib) der Darmepithelzelllinie Caco-2 und in
umgekehrter Richtung (b-a). Aus beiden Permeatidesr ergibt sich der Efflux. Die
Permeationsraten der Inhibitoren sind in beide Riogjen niedrig. Als Kontrollen wurden die
Permeationsraten von Testosteron und Erythromyoéstilnmt. Mittelwerte aus zwei

Versuchen mit SD. Quelle: Pharmacelsus.
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Abb. 3.14 Metabolische Stabilitat der EVH1-Inhibitoren in Lebermikrosomen

Die intrinsische Clearance der Inhibitorbnnund 1d wurden in murinen (MLM) und humanen
(HML) Lebermikrosomen bestimmt. Als Referenzsubstamwurden Dextromethotphan in
murinen und Verapamil in humanen Lebermikrosomeengncht. Die Inhibitoren werden nur
langsam in den Lebermikrosomen metabolisiert. Da Aestieg der linearen Regression
(verbleibende Verbindung Uber die Zeit) nur eineepwunktbestimmung war, weisen die hier

dargestellten Daten keine Standardabweichung awdll€) Pharmacelsus.
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3.7 Interferenz der Protein-Protein-Wechselwirkung der
Ena/VASP-Proteine mit ihren Zielproteinen durch die

neuartigen Inhibitoren in cellulo

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,sddie kompetitiven
EVH1-Liganden natirliche Bindungspartner der EVHdniZnen verdrangen,
diese Inhibitoren durch Veresterung zellmembrangargind und Kkeine
toxischen Effekte aufweisen, sollen nun ihre Eféeltf die Zelle im Hinblick

auf Phanotypen und Physiologie untersucht werden.

Genau wie in den Pulldown-Versuchen unter 3.3 lrésobn, soll nun hier
untersucht werden, ob die EVH1-Inhibitoren dazuder Lage sind, ihre
Partner in der Zelle zu verdrangen. Hierzu wurdemmunofluoreszenz-
aufnahmen angefertigt, bei denen die Marker Zyxid RAPH1 sowie der neu
identifizierte Bindungspartner WAVE2 und das EnaSFAProtein VASP
angefarbt wurden. Aussagen Uuber die Verdrangungdewurdurch die
Kolokalisation getroffen. In den beiden ZellliniertHCT-116 und
MDA-MB-231 konnte gezeigt werden, dass fokale Adbrdspunkte, markiert
durch Zyxin, bestehen bleiben, jedoch VASP ausnhrerdrangt wird, wenn
die Zellen den EVH1-Inhibitor inkubieren (Abb. 3.18d 3.16). Im Falle der
MDA-Zelllinie kam zum Inhibitor 1b eine weiterentwickelte Verbindung
hinzu. Der neue Inhibitazb zeichnet sich durch eine 10-fach starkere Bindung
an die EVH1-Domanen aus. Wahretd die Anzahl der Zellen mit VASP in
den fokalen Adh&sionspunkten um etwa 50% reduzsertyermag2b diese
Anzahl um 90% zu reduzieren. In der Leitfront, markdurch RAPH1, zeigen
sich keine Unterschiede zwischen den Inhibitdderund2b. Beide reduzieren
die Anzahl der Zellen mit VASP in der Leitfront uatwa 50%. Dabei bleibt
die Lokalisierung von RAPH1 selbst unbeeinflusse Bbbildung 3.17 zeigt
die Lokalisationsstudien von WAVEZ2 an die Leitfrortier weisenlb und2b
keine Reduktion von WAVE2 an der Leitfront auf. WEY folgt demnach
nicht dem VASP und wird vermutlich zusétzlich aufdarem Wege in der
Leitfront gehalten. Es konnte gezeigt werden, ddies EVH1-Inhibitoren
WAVE?2 zwar nicht aus der Leitfront verdrangen, jeldd/ASP als Aktivator
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des WAVE2-Komplexes massiv aus der Leitfront delisiext. Vermutlich ist
die WAVE2-Komplex-Aktivitdt damit eingeschrankt. af beruhende

Effekte sollen im nachsten Abschnitt betrachtetdear

Zyxin merge DMSO Inhib. 1b
Loy HCT 116 mm FA + VASP |
-~ Kontrolle 3 FA - VASP |

(0,5%

DMSO) 60

HCT 116 i
Inhib.

1b 20
50 uM

Abb. 3.15 Delokalisierung von VASP aus den fokaleAdhasionspunkten in HCT-116

links: Immunofluoreszenzaufnahmen von HCT-116. RiAkgrin), VASP (rot), Zyxin (blau)
und im merge (magenta). Die Kolokalisierung von \PABnd Zyxin in der Kontrolle (obere
Reihe) ist bei Inhibitorlb (50 pM)-inkubierenden Zellen nicht mehr zu beolechuntere
Reihe). Der weil3e Balken repréasentiert 10 um; seedkiiswertung der Zahlung von Zellen mit
(schwarze Balken) und ohne (graue Balken) VASPdn fbkalen Adhéasionspunkten (FA).
Wéhrend in der Kontrolle (DMSO) nahezu jede ZellASP in den FA hat, zeigt sich bei
Inhibitor 1b-behandelten Zellen eine Reduktion der FA mit VASR etwa 30%. Drei
unabhéngige Replikate, gezeigt sind Mittelwerte uBthndardabweichung, P < 0.001,
Pearson’'X? Test; Quelle: Opitz, Milller, Reuter und Barareal 2015; PNAS.
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Abb. 3.16 Delokalisierung von VASP aus der Leitfron und den fokalen
Adhasionspunkten in MDA-MB-231

Immunofluoreszenzaufnahmen von MDA-MB-231. Spaltem links nach rechts: F-Aktin,
Zyxin (A) und RAPH1 (B), VASP, Kolokalisierung mitASP. Zeilen von oben nach unten:
Kontrolle (DMSQ), Inhibitorlb (100 uM), Inhibitor2b (100 uM). Pfeile in den Spalten Zyxin
(A) / RAPH1 (B) zeigen die Lokalisierung dieser tine in der Zelle und eine bestehende
(magenta) oder nicht identifizierbare (blau) Kolligiarung mit VASP. Der weiRe Balken
reprasentiert 10 um; (C) links: Auswertung der zaglvon Zellen mit (schwarze Balken) und
ohne (graue Balken) VASP in den fokalen Adhéasionkpn (FA). Wahrend in der Kontrolle
(DMSO) nahezu jede Zelle VASP in den FA hat, zegth bei Inhibitor1b- bzw. 2b-
behandelten Zellen eine Reduktion der FA mit VASR etwa 50% bzw. 90%. Drei
unabhangige Replikate, P < 0.001, PearsdifsTest.; rechts: Die Lokalisation von RAPH1
(graue Balken) und VASP (weiRe Balken) in die Leitt (LE). Wahrend RAPH1 durch die
Behandlung mit Inhibitoflb bzw. 2b unveréndert in der LE lokalisiert ist, so redugiebeide
Inhibitoren die Lokalisation von VASP in die LE uetwa 50%. Drei unabhéangige Replikate,
gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungs B.001, Pearson'¥X? Test. Quelle:
Opitz, Miller, Reuter und Baroreg al 2015; PNAS und unveroffentlichte Daten.
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Abb. 3.17 WAVE2 in der Leitfront in MDA-MB-231

Immunofluoreszenzaufnahmen von MDA-MB-231. Spaltem links nach rechts: Kontrolle
(DMSOQ), Inhibitor 1b (100 pM), Inhibitor2b (100 uM). Zeilen von oben nach unten:
WAVE2, F-Aktin. Pfeile in der Zeile WAVE?2 zeigenaliLokalisierung dieses Proteins in die
Leitfront. Der weiRe Balken repréasentiert 10 pmj Miswertung der Auszéhlung von Zellen
mit WAVEZ2 in der Leitfront in Prozent. Die Inhibiten 4b und 5b zeigen keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle (DMSO). Drei unabhéngRgplikate, gezeigt sind Mittelwerte und

Standardabweichung.
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3.8 Charakterisierung phanotypischer Veranderungen der
untersuchten Zelllinien durch die Inkubation mit den
zellgangigen Inhibitoren der Ena/VASP-EVH1-Doméane

Es konnte gezeigt werden, dass die EVHI1-Inhibitoréie zellulare
Lokalisierung von VASP beeinflussen. Es wird aus @@mpartimenten, in
denen es uber seine Bindungspartner gehalten wedjrangt. Nun soll
untersucht werden, welchen Einfluss diese Delokailiag auf den Phanotyp

der Zellen hat.

3.8.1 Zell-Zell-Kontakte und das cortikale Aktinnetzwerk

Barrierekontakte lassen sich durch das Protein Z&dnula Occludens-1)
immunologisch anfarben. Die invasive MDA-MB-231 ersicheidet sich
hierbei von der schwachinvasiven HCT-116-ZellliniDA-MB-231-Zellen,
welche die epitheliale-mesenchymale Transition ldlaxdfen haben, zeichnen
sich per se als Zellen aus, welche die Zell-Zelhtaste aufgeben und damit in
ihrer Motilitat bestarkt sind. HCT-116 dagegen lebKolonien.

In der Abbildung 3.18 ist die Immunofluoreszenzaodéng von ZO1 gezeigt.
Um einzelne Zellen und damit den Kontakt zwischienen zu zeigen, ist
zusatzlich zum ZO1 auch der Zellkern mit angeférbtden. Die Inhibierung
der EVH1-Doménen in HCT-116 mit 50 uM Inhibitdb bewirkt keine

Veranderung in der Lokalisierung von ZO1 zwischem &ellen. Ena/VASP

scheint also EVH1-unabhangig in diese Regionerutekt zu werden.
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Kontrolle (1% DMSO) Inhib. 7b 100 uM

Abb.3.18 Zell-Zell-Kontakte und die EVH1-Inhibition

Immunofluoreszenzaufnahmen von HCT-116. Die Zetiker (cyan) und das

Barrierekontaktemarkierende Protein ZO1 (rot). DeziRe Balken reprasentiert 10 pm.
Sowohl die Kontrollzellen (links) als auch die nhithibitor 1b (50 pM)-behandelten Zellen

(rechts) zeigen eine gleiche Lokalisation von Z&die Membran zwischen den Zellen. Zell-
Zell-Kontakte bleiben bestehen. Abb. nach: Opit#ilbt, Reuter und Baroret al 2015.

3.8.2 Der Einfluss der Ena/VASP-Proteine auf Stre§ssern von HCT-116

Die Zelllinie HCT-116 verfugt Uber sehr gut ausg@ape und damit einfach zu
quantifizierende Stressfasern. Zur Auswertung wurdbée beobachteten
HCT-116 Zellen in zwei Kategorien unterteilt. Zumen in Zellen die ein gut
ausgepragtes Netzwerk von Stressfasern besalienuaménderen in Zellen
ohne Stressfasern. Die Haufigkeiten der beiden dgGaten wurden fir zwei
Versuchsanordnungen, Zellen mit 50 pM Inhibitth und Zellen ohne
Inhibitorbehandlung, ausgezéhlt. Es konnte gezeegtien, dass der Inhibitor
1b die Anzahl der Zellen mit ausgepréagten Stressfiager circa 50% senkt
(Abb. 3.19). Dieser Befund lasst vermuten, dassEliéi1-Inhibitoren auch
einen Einfluss auf andere Befahigungen der Zelldbeha an denen
Aktinfilamente beteiligt sind. Diese sollen im n&tdm Abschnitt behandelt

werden.
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Abb. 3.19 Einfluss der EVH1-Inhibitoren auf Stressésern

F-Aktin-Anfarbung (griin) in Immunofluoreszenzaufnadn von HCT-116. Die Zellen zeigen
Stressfasern (links), welche durch die Behandluitg5t uM Inhibitor 1b (mitte) aufgeldst
werden. Die Auszahlung von Zellen ergab eine Radnkton Stressfasern um 50% durch den
Inhibitor 1b (rechts). Die weiRen Balken reprasentierenuff® Drei unabhéngige Replikate,
gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung;, ®001, Pearson’X? Test. Abb. nach:
Opitz, Miller, Reuter und Baroret al. 2015.

3.8.3 Verédnderung der beobachteten Zellflache unterEinfluss der

zellgangigen Inhibitoren

Es wurden MDA-MB-231-Zellen mit 100 uM in DMSO gstén Inhibitoren
1b oder2b behandelt, wobei die Behandlung der Zellen mit @M&lein als
Kontrolle diente. Danach wurde die Flache (in Bixedn je 80 Zellen pro
Behandlung mittels ImageJ bestimmt. Die Verteiludgr gemessenen
Zellflachen deutete eine Verringerung der Zellféctder mit Inhibitoren
behandelten Zellen an (Abb. 3.20). So sind die Bieglider behandelten Zellen
mit 6237 Pixel (Inhib1b) und 5835 Pixel (Inhib2b) gegentiber der Kontrolle
mit 8652 Pixel um cairca 30 % Kkleiner. Die Vertaguder Zellflache war
logarithmisch-normal verteilt. Daher wurde fir defiest mit den logarith-
mierten Zellflachen gearbeitet, da dann die notwgmdormalverteilung der
Daten gegeben war. So konnte ein statistisch gkgnifer Unterschied beider
Inhibitorbehandlungen zur Kontrolle jedoch nichtarnden Inhibitoren selbst

belegt werden.
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Abb. 3.20 Abnahme der Zellgro3e durch die
EVH1-Inhibitoren

Untersucht wurde die Zellflache von jeweils 80
MDA-MB-231-Zellen fur die Konditionen
DMSO, Inhibitor1b und 2b. Die Flache wurde
an Hand der F-Aktin-Anfarbung in der
Immunfluoreszenz mittels ImageJ bestimmt.
Gezeigt sind die Mediane der Zellflache mit
95% Konfidenzintervall (95% KI). Da die
Flache nicht normalverteilt ist, wurde mit dem

natiirlichen Logarithmus der Daten gearbeitet.

Der t-Test ergab einen signifikanten Unterschiedselen der DMSO-Kontrolle und den
beiden Inhibitoren (95% KI der Kontrolle DMSO (geauBalken) Uiberschneidet sich nicht mit
den 95% KI der Inhibitor-behandelten Proben, P 800), jedoch nicht zwischen den

Inhibitoren.
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3.9 Einfluss der Inhibitoren der Ena/VASP-EVH1-Doméae auf
die Beweglichkeit der migrierenden Zelllinie MDA-MB-231

Fur die Migration ist es unabdingbar, dass die e&Zéflontakt zu ihrer
Umgebung hat. Sie stellt ihn Uber ihre Adhasiongpiher. Die untersuchten
MDA-MB-231-Zellen zeichnen sich durch ein stark @eragtes
Adharenzverhalten aus. Die Verdrangung von Ena/\\R&Reinen aus diesen
fokalen Adhasionspunkten konnte das Adharenzvenhaéegativ beeinflussen.
Eine nicht adharente Zelle ist per se schon niathirmzur Migration befahigt.
Um Gewissheit dariber zu haben, wurde das Adhaeehalten von
MDA-MB-231 beobachtet. Hierzu wurden die Zellen telg Trypsinierung
von ihrer Matrix abgelost und eine definierte Anzameut ausgesat. Nach
eineinhalb stlindiger Inkubation mit 100 uM der bitdren1b bzw.2b wurde
ausgezahlt, wie viele Zellen an der Matrix ernedhaierten. Die Abbildung
3.21 zeigt, dass es keinen Unterschied zwischen Kaertrolle und den
Inhibitoren in Hinblick auf das Adharenzverhalteibtg Ein systemischer

Verlust der Migrationsfahigkeit ist damit auszusefen.

125 ~

adharente Zellen [%]
o N o
o (@] (]
1 1 1

N
(@)}
1

DMSO 1b 2b

Abb. 3.21 Einfluss der EVH1-Inhibitoren auf das Adhirenzverhalten

Anzahl der adharenten Zellen nach 1,5-stiindigeubdakon nach tryptischem Ablésen und
erneutem Einsaen. Die Kontrolle ist auf 100% géséta Adharenzverhalten konnte kein
Unterschied zwischen der Kontrolle und den Inhit@tolb und 2b festgestellt werden. Drei

unabhangige Replikate, gezeigt sind Mittelwerte 8tehdardabweichung.
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Um den Einfluss der EVH1-Inhibierung auf die Migoat zu untersuchen,
wurde ein Invasionsexperiment in der Boydenkamnezargezogen. Hierbei
migrieren MDA-MB-231-Zellen durch eine extrazelltddMatrix und durch
Poren mit einem Durchmesser von 8 um von einer Karmit niedriger in
eine andere mit hoher Lockstoffkonzentration. Digb#dung 3.22A zeigt das
Resultat dieses Versuches. Der EVH1-Inhibitbrinhibierte die Invasion um
60%, 2b um etwa 80%. Die Kontrollsubstanz Ac-F[ProM1][ProMDELt, die
trotz groRer struktureller Ahnlichkeit zu den vendeten Inhibitoren wegen
des fehlenden Chlor-Atoms und einer ungeeigneteMPfusammensetzung
nur eine stark verringerte Affinitat zu den Ena/MAEVH1-Doméanen zeigt,
hat bei 100 pM keinen Einfluss auf die Invasionr D#nibitor 2b inhibierte
die Invasion um etwa 20% starker dls bei jeweils 100 uM. Dies ist zu
erwarten, da die Affinitat zur EVH1-Domane 2B etwa 10-fach héher ist als
bei 1b. In einem weiteren Experiment wurde untersucht, e einen
Unterschied zwischen den verschiedenen Derivateninoibitor 1 gibt. Die
C-terminale Modifikation der Inhibitoren [Ethylll§), Amid (1c) und Methyl
(1c)] hat keinen Einfluss auf die Inhibierung der Isnm. Alle
Inhibitorvarianten zeigen den gleichen Effekt (AB®22B).

Ob jedoch Unterschiede zwisch&én und 2b in der Wirkungsweise bestehen,
ist in diesem Experiment nicht ersichtlich. Daharde ein weiterer Versuch
vorgenommen - die Echtzeitbeobachtung der Migratiemtlang eines
Lockstoffgradienten. Die daraus resultierenden ektayien und deren
Auswertung sind in der Abbildung 3.23 dargestéliach hier fallt auf, dass
100 puM der niederaffinen Kontrollsubstanz keineteiterschied zur DMSO-
Kontrolle ausweist. Anhand des Zentrums der Magsardgrierten Zellen ist
festzustellen, dass sowalh- als aucl2b-behandelte Zellen die Fahigkeit zur
Betreibung der Chemotaxis verloren haben. Das lgteRild ist ersichtlich bei
der DMSO-Kontrolle, bei der es keinen Lockstoffgesuden gibt. Sie alle
bewegen sich zuféllig ungerichtet. Wohl aber umieeglet sich die Art der
Bewegung. Wahrend sich mit 100 plb inkubierte Zellen mit gleicher
Geschwindigkeit bewegen und dabei einen gleichgroBdstand zum
Ursprung der Migration, dem euklidischen Abstandgiehen wie die DMSO-
Kontrolle mit Lockstoffgradient, bewegen sich mi®@0L uM 2b inkubierte
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Zellen nur halb so schnell und erreichen damiteinrFinftel des Abstandes.
Setzt man den 10-fachen affineren Inhibitélb bei 10-fach geringerer
Konzentration ein, so ergibt sich phanotypisch gl@sche Bild wie flr den
Inhibitor 1b bei 100uM. Ihre Unterschiede sind demnach aufwerschieden
starken Verdrangungseigenschaften zuriickzufuhreergl®ichend wurden
zwei weitere Inhibitoren untersucht. Zum einen BEBK-Inhibitor LY 294002,
der die Lokalisierung des EVH1-Bindungspartners RAFn die Leitfront
verhindern soll und zum anderen der FAK-Inhibitdf-$73 228, der die
Reifung der fokalen Komplexe zu fokalen Adh&siomdqpen inhibiert. Es
wurde gezeigt, dass LY 294002 eine Inhibierung@eemotaxis, vergleichbar
mit der DMSO-Kontrolle ohne Lockstoffgradient, 1A® 1b und 10 pM2b
zeigt. PF-573 228 inhibiert, wie 100 u23, die Migration an sich.

A 120
2 100 =
80 A
60 -
40 A
20 - ,;|
0

Invasion [%

Kontroll-
Substanz: DMSO DMSO substanz 1b 2b

FBS-Gradient: ja nein ja ja ja

100 =
80 -
60
40

*f | | = I I

Substanz: DMSO DMSO 1b 1c 1d
FBS-Gradient:  ja nein ja ja ja

Invasion [%] @

Abb. 3.22 EVH1-Inhibitoren und die Invasion von MDA-MB-231
Betrachtung der Invasion. Migration durch extradélle Matrix (Matrigé™) entlang eines
Lockstoff-Gradienten (FBS) in der Boyden-Kammer. nifollen (hellgraue Balken) in
Anwesenheit eines Lockstoffgradienten (links) undn® (rechts). Die Testsubstanzen
(dunkelgraue Blaken) zeigen keinen Einfluss aufldieasion im Falle der Kontrollsubstanz
bzw. eine Reduktion um etwa 60% (Inhibitdb) und 80% (Inhibitor2b). Letztere ist
vergleichbar mit der Invasion bei nichtvorhandersiokstoffgradienten. (A) Die C-terminale
Modifikation der Inhibitoren [Ethyl1b), Amid (1c) und Methyl (c)] hat keinen Effekt auf die
Wirksamkeit der Inhibitoren. Alle drei Variantenigen den gleichen Effekt. (B) Drei
unabhangige Replikate, gezeigt sind Mittelwerte 8tehdardabweichung.
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Abb. 3.23 Trajektorien der Migration
Echtzeitbeobachtung der Migration entlang eines kktmffgradienten. A: Jeder Punkt
reprasentiert eine Zelle mit ihrem migrierten Wégstzhwarze Linie. Startpunkt der Migration

ist der Koordinatenursprung. Das Zentrum der Mgsstes Kreuz) ist der Mittelpunkt aus

allen Messpunkten der Gesamtheit der gemessendenZ@0 Zellen pro Kondition). Die
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Kontrollen mit Lockstoffgradient (DMSO [oben links]nd Kontrollsubstanz [oben mitte])
migrieren entlang des Gradienten nach oben. Dasritander Masse ist in Richtung des
Lockstoffgradienten  verschoben. Die Negativ-Kor&ol zur Chemotaxis ohne
Lockstoffgradient (oben rechts) zeigt die ungeetdtMigration. Das Zentrum der Masse
bleibt bei null. Die Inhibitorerlb bei 100 um (Mitte links) un@b bei 10 um (Mitte rechts)
sowie der PI3K-Inhibitor LY 294002 (unten links)ndi vergleichbar mit der Probe der
Negativ-Kontrolle zur Chemotaxis (oben rechts). deieVerbindungen inhibieren die
Chemotaxis. Das Zentrum der Masse bleibt gegen Bdt Inhibitor 2b bei 100 um zeigt
ebenso keine Chemotaxis. Das Zentrum der Massbtldeigen null. Jedoch weist sie im
Vergleich zu den restlichen, bisher genannten KantBn auch eine deutlich verringerte
Migration selbst auf. Dies ist vergleichbar mit d&®K-Inhibitor PF-573 228 (unten Mitte).
Diese Kondition jedoch zeigt einen Anstieg im Zanir der Masse; B: Auswertung der
Trajektorien. Bei der mittleren Geschwindigkeit déellen (oben) und dem euklidischen
Abstand, dem erreichten Abstand der Zellen zum Hioatenursprung, (Mitte) zeigen nur der
Inhibitor 2b bei 100 uM und der FAK-Inhibitor signifikante Unsehiede. Das Zentrum der
Masse (unten) bleibt gegen null bei der Negativikalte zur Chemotaxis, den Inhibitordh
und?2b bei 100 uM bzw. 10 uM und dem PI3K-Inhibitor. IFkK-Inhibitor zeigt eine geringe
Tendenz zur Chemotaxis. Drei unabhéngige ReplikBegen im Box-Whisker-Diagramm
(grauer Kasten [50% der Messpunkte] mit durchgemege.inie [Median]. Der Bereich
zwischen den Whiskern beinhaltet 95% der Messpurtbwarze Punkten stellen Ausrei3er
dar.).
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3.10 Die neuartigen Inhibitoren der Ena/VASP-EVH1-Ibméne
als chemical tool: Validierung neuer Interaktionspartner

Unter Verwendung des Inhibitors, wurde im *0O-Massenspektrometrie-
Versuch (3.4) neben bereits bekannten Interaktemisern auch der WAVE2-
Proteinkomplex gefunden. Unklar ist jedoch, wiesdreKomplex mit EVH1
interagiert. WAVE2 ist das einzige Protein in dmseKomplex, das
wahrscheinliche EVH1-bindende Sequenzen enthdlmd@Bedem Kernmotiv
[F/WIL/Y]P.@P, das von EVH1 erkannt wird, weist WAVE2 zwei LFRRINn

FPPHP und ein YPPPP Motiv auf. Mittels Epitopkartreg soll die genaue
Interaktionssequenz ermittelt werden. Zur Validigyulieser Interaktion soll
die Bindungskonstante vom identifizierten WAVE2-Bépmit der eines

bekannten EVH1-Interakteurs verglichen werden.

3.10.1 Epitopkartierung

Zur Identifizierung der EVH1-Doméanen-bindenden Sequin WAVE2 wurde
eine Epitopkartierung herangezogen. Hier wird di@ipreiche Sequenz von
WAVEZ2 in Peptide mit einer Ld&nge von 15 Aminosaueenlegt, wobei ein
Peptid immer zwei Aminosauren mit dem vorhergehenBeptid tberlappt.
Diese Peptide wurden punktweise auf einer Papiebmeamsynthetisiert. Die
S0 genannten Spot-Arrays werden mit der jeweilig€ii1-Doméane inkubiert.
Die durch Bindung an eine Peptidsequenz angereeahd?roteine werden
immunologisch nachgewiesen. Im Ergebnis zeigt silds EVH1 direkt mit
der Sequenz SEDNLPPPPAEFS von WAVE?2 interagierb(Ah24A). Unter
allen méglichen Motiven ist es das einzige, dasatieggeladene Aminosauren
vor und hinter dem Kernmotiv als flankierende Epé&aufweist. Die Spots in
Abbildung 3.24B zeigen, wie wichtig diese flankieden Epitope fur die
EVH1-Bindung sind. Die anderen beiden WAVE-Famitretglieder (WAVEL1

und 3) weisen die identifizierte Sequenz nicht auf.

92



Gel @®® | CST-VASP-EVHI PP
0 aae Y oo
54860 ‘% gaest 58
- (3 1 AR ; ;
‘ » 3
00
oo® GST-EnaH-EVH1 PYY ) ' 1Y ) GST-EVL-EVHA1 eee
L X X J & @ . eo@
o Q- a® s @
*ee 000 - ;
. : 'Y X P
GST GS;;X::‘?P' Peptidsequenz

SPSPSFSEDN|LPPPP
SPSFSEDN|LPPPPAE
SFSEDNLPPPPAEFS
SEDNLPPPPAEFSYP
DNLPPPPAEFSYPVD
LPPPPAEFSYPVDNQ
PPPAEFSYPVDNQRG

&e0

Abb. 3.24 Epitopkartierung der prolinreichen Sequerz von WAVE2 mit EVH1-Doméanen

(A) Far-Western Blot von Spotmembranen. GST allaeis Negativ-Kontrolle. Positiv-
Kontrollspots ActA (rot) und EVH1-spezifische Indétionen (grin). (B) Ausschnitte aus
einem Far-Western Blot. Von links nach rechts: Kolfdpots mit GST inkubiert; Spots mit
GST-VASP-EVH1 inkubiert; korrespondierende Peptiplenzen. In rot sind negativ geladene
Aminosauren in flankierenden Epitopen gekennzeichBer grine Rahmen markiert das
EVH1-Kernmotiv.

3.10.2 Bestimmung von Bindungskonstanten

Die Epitopkartierung zeigte die direkte Interaktiemer Peptidsequenz von
WAVE2 mit den EVH1-Doméanen. Mittels ITC wurden hiedie
Kp-Bestimmungen fir die Peptide aus RAPHL1, einem rhehén
Bindungspartner, und WAVE2 an die VASP-EVH1-Doméamarchgefuhrt
(Tab. 3.3; Abb. 3.25). Im Rahmen der gegebenen iessherheit (95%Cl)
unterscheiden sich die beiden Bindungskonstantem 100 pM fir das
RAPH1-Peptid und 240 uM fir das WAVE2-Peptid nighheinander. Es ist
davon auszugehen, dass WAVEZ2 mit der hier gefumd&sguenz direkt mit

EVHL1 unter naturlichen Bedingungen interagiert.
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Abb. 3.25 ITC Daten des WAVE2- und RAPH1- Peptids

(A) WAVE2-Peptid: Ac-SFSEDNLPPPPAEFS-NHund (B) RAPH1-Peptid: Ac-
SDFPPPPPETEL-NH (oben) Titration: Peptid in VASP-EVH1 (links) uReptid in Puffer
als Hintergrund (rechts); (unten links) Warmediagma mit Datenfit: Hintergrund (gruin),
Messung (blau) und Differenz (rot); (unten reclstsitistische Daten. Die Auswertung erfolgte

mittels R und einem Script von R. Opitz.
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Protein Peptid Kb, VASP-EVH1
WAVE2 Ac-SFSEDNLPPPPAEFS-NH, 240 (50) uM
RAPH1 Ac-SDFPPPPPETEL-NH, 100 (30) uM

Tab. 3.3 Bindungskonstanten ermittelt via ITC
Vergleich der Bindungskonstante des identifizieN#AVE2-Peptids
mit einem Peptid aus dem bekannten BindungspaRA&H1.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 EVH1-Bindungspartner: Charakterisierung und Kompeti-
tion mit den neuen EVH1-Inhibitoren in vitro und in cellulo

Zur Untersuchung der Bindungspartner und deren ndegling von der
EVH1-Domane wurden die rekombinant hergestelltenST@&arkierten
Proteine GST-EnaH-EVH1, GAST-VASP-EVH1 und GAT-EWAVH1
herangezogen. In einem initialen Funktionstest (AbB) zeigte sich, dass alle
Proteine an ihr Epitop, eine Peptidsequenz aus Albidden kénnen, jedoch
GST-EVL-EVH1 das einzige Protein ist, das von die&eptiden auf einer
Spotmembran nicht wieder verdréangt werden kanniniAdtsunterschiede
innerhalb der Domanen an die Peptidsequenz sinteniauszuschliel3en, da
sowohl das ActA-Peptid als auch die Liganden mitr sehr geringen
Unterschieden an alle drei Doméanen binden (Abb. E8 wird vermutet, dass
das Protein bei der Aufkonzentration, sowohl an de&bA-Spots als auch
spater an den im Pulldown verwendeten Glutathidmsesebeads aggregiert

und fir die Bindung an seine Partner nicht mehnarfligung steht.

Das Oberflachenprotein ActA vohisteria monocytogenisst der natirliche

Bindungspartner mit der hochsten Affinitat an di¢He-Doméanen. FPPPP-
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beinhaltenden ActA-Peptide sind dazu in der Lagée datiurlichen
Bindungspartner der EVH1-Doménen zu kompetitiefdreljuhr et al. 1997,
Prehodaet al. 1999). Wahrend ActA-Peptide mit etwa 20 pM an die
EVH1-Domanen binden (Opitet al. 2015), ist die Affinitat der hier gezeigten
EVH1-Inhibitoren (Abb. 1.8) an die EVH1 etwa 30{fathibher. Wie es
demnach zu erwarten stand, sind auch diese Intebitalazu befahigt,
natirliche Bindungspartner wie Zyxin und RAPH1 vdan Doménen zu

verdrangen, was der Pulldownversuch in Abbildurtgz&igt.

In einem Pulldownexperiment mit proteomweitem Ansatd dem Inhibitod
wurde weiterhin das Interaktionsmuster der EVH1-Bosn in der
metastasierenden Zelllinie MDA-MB-231 untersucht.ebdn bekannten
Interaktionspartnern (Tab. 3.1) konnten hierbeihadee Formine INF2 und
DIAPH1 sowie der gesamte WAVE2-Komplex als durcim dighibitor 1 von

der EVH1 verdrangte Proteine identifiziert werden.

Es ist bekannt, dass die EVH1-Domane der Ena/VASReIPe direkt mit der
FH2-Domane der Formine Dia und mDia2 interagieitaf®ia et al, 2014;
Barzik et al. 2014). Ena/VASP-Proteine regulieren so die Largyefrusive
Persistenz und Zell-Substrat-Kontakte und damitEtstehung von fokalen
Adhéasionen in den Filopodien. Das Formin mDia2jestoch auch gebunden
am WAVE2-Komplex. Dieser wirkt inhibierend auf di@inktion von mDia2
zur Filopodienbildung (Belet al. 2008, Schirenbeckt al. 2005; Blocket al.
2008). Es ist zu klaren, ob die Formine INF2 und\PH1 ebenso direkt mit
der EVH1 oder mit WAVE?2 interagieren wie das mDi&2aren sie WAVE2
assoziiert, so wirde die Verdrangung von WAVE?2 iollddwnexperiment
ebenso zu einer Forminverdrangung flihren. DieseerSathung ist jedoch
nicht mehr Gegenstand dieser Arbeit und stelltieiaressantes, zukinftiges

Projekt dar.

Die Interaktion der EVH1 mit dem WAVE2-Komplex wirdestétigt durch
kirzlich erschienene Publikationen. Zum einen ken@henet al, 2014
zeigen, dass der WAVE2-Komplex mit EVH1 interagieobei das
Augenmerk auf Abil lag, das mit seiner prolinrech®equenz und einem
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atypischen EVH1-Motiv Ena/VASP-Proteine in den WAXEomplex
rekrutiert und so die Zellmigration fordert. Ubee dAbil-SH3-Doméane und
die EVH1-Doméane kann diese Maschinerie an RAPHHdnnund so an die
Leitfront rekrutiert werden (Krauset al, 2004; Lawet al, 2013). Eine Abil-
Mutante, die keine Interaktion zu EVH1 herstellemik, fihrt jedoch nicht zu
einer Delokalisierung von Ena/VASP aus der Leitfraler untersuchten
Zellen. Folglich ist diese gefundene Interaktioohtiallein verantwortlich fur
die Rekrutierung von Ena/VASP in die Leitfront mégender Zellen. Kirzlich
konnte Havrylenkoet al, 2015 die in dieser Arbeit identifizierte, direkt
Interaktion zwischen WAVE2 und EVH1 bestatigen. Bietoren vermuten,
dass WAVEZ2 mit seiner prolinreichen Sequenz direkt EVHL1 interagiert
und so die Arp2/3-basierte Aktinpolymerisation udié damit verbundene
Migration verstarken. Unklar blieb in dieser Arbgtloch, welches WAVE-
Sequenzmotiv mit der EVH1 interagiert. Dieser Frageirde in der
vorliegenden Arbeit nachgegangen, und so konntelisiEpitopkartierung des
prolinreichen Segmentes des WAVE?2 das Peptid SFREFPRPAEFS als
EVH1-interagierende Sequenz gefunden werden (Akb4)3Innerhalb der
WAVE-Familie ist WAVEZ2 allerdings das einzige Priotenit dieser Sequenz.
Demnach kdonnten WAVEL und 3 nicht mit EVH1 inteeagn. Diese Proteine
wurden in der proteomweiten Untersuchung auch nggfunden. Andere
potentiell EVH1 bindende Peptide im WAVE2 mit demerkmotiv
[F/WIL/Y]P.@P zeigten jedoch keine Interaktion mit der EVHIdh fehlt die
negative Ladung vor und hinter dem Kernmotiv. Didsadungen sind
ebenfalls wichtig fir die EVH1-Interaktion (Badt al. 2000).
Beim Far-Western Blot der Epitopkartierung werdedoch unnattrlich hohe
Konzentrationen der beteiligten Proteine einges®amit bleibt es fraglich,
ob eine so identifizierte Interaktion auch untetina&chen Konzentrationen
bestehtUm eine Information dariiber zu erhalten, ob dieigdéne Interaktion
auch von biologischer Bedeutung ist, wurde dierfit des WAVE2-Peptides
verglichen mit der eines Peptides aus RAPH1, de&edung biologisch
bestatigt ist. Die mittels ITC bestimmten Affinigdt (Abb. 3.25) unterscheiden
sich unter der gegebenen Messunsicherheit nichgimander. Es ist demnach
davon auszugehen, dass die hier gefundene Int@naktich unter nattrlichen
Bedingungen zu Stande kommen kann.
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Mittels der Immunofluoreszenztechnik konnte die &lidierung der
Ena/VASP-Proteine aucim cellulo untersucht werden. Dazu wurde in den
Zelllinien HCT-116 (Darmkrebs) und MDA-MB-231 (Bitksebs) das Protein
VASP angefarbt. VASP befindet sich bei beiden #e#h in den fokalen
Adhasionspunkten und bei MDA-MB-231 zusatzlich ier d_eitfront der
ScheinfiRchen. Um eine Verdrangung aus diesen Kidmmasnten beurteilen
zu konnen, wurden bestimmte Marker mit angefarleszind im Falle der
fokalen Adhéasionspunkte das Protein Zyxin und in Idgitfront das Protein
RAPH1, welche beide auch direkte BindungspartneiedH1-Domanen sind.
Die Behandlung der Zellen mit den EVHI1-Inhibitordiahrte zu keiner
Veranderung in der Lokalisierung der Markerprotemeden Zellen, wohl aber
in der Lokalisierung von VASP. Es konnte sowohl aden fokalen
Adhasionspunkten als auch aus der Leitfront vegiramerden. Der neu
identifizierte Bindungspartner WAVE2, dessen Lok@iung ebenfalls
betrachtet wurde, blieb jedoch unbeeinflusst in deeitfront der
ScheinfiRichen. Wie bei RAPH1 auch, ist bekannts d&%\VE2 uber die
Bindung an Phospholipide in die Leitfront rekrutiewerden kann. Die
Fahigkeit des WAVE2-Komplexes, gemeinsam mit Arp2i@stehende
Aktinfilamente an die Membran zu binden, zu verzygei und zu verlangern
wird durch die Anwesenheit der Ena/VASP-Proteinessnaverstarkt und so
lamellipodiale Protrusionen ausgebildet (Havrylemdtaal, 2015). Es konnte
gezeigt werden, dass die EVH1-Inhibitoren WAVE2 rewacht aus der
Leitfront verdrangen, jedoch VASP als Aktivator dasAVE2-Komplexes
massiv aus der Leitfront delokalisiert. Die WAVE®#iplex-Aktivitat ist

damit vermutlich eingeschrankt.

4.2 Phanotypische Veranderungen von EVHI1-Inhibitorinku-

bierenden Zellen

Ein bedeutender Phanotyp fiel beKknockoutaller Ena/VASP-Proteine in der
Maus auf. Er fuhrte zu mangelhafter Endothelbagfigrktion und damit
einhergehend zu Einblutungen und embryonaler ltataler Tiere (Furmaat

al. 2007). Ena/VASP-Mitglieder scheinen also eine wgeh Rolle bei der

Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten zu spiel&ell-Zell-Kontakte sind
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wichtige Kompartimente und kommen bei allen meligeh Lebewesen vor.
Sie werden durch Zelladhéasionsmolekile gebildet spielen eine wichtige
Rolle fir das Zusammenhangen von Gewebe, bei detekdégung von
Signalen zwischen den Zellen und bei der AusbilddeigPolaritat einer Zelle.
Es handelt sich hierbei um transmembrane Proteiplkeom, welche auf der
Aul3enseite mit den Komplexen anderer Zellen inierag und auf der
Innenseite mit dem cortikalen Aktinnetzwerk verkfiipind. Bei den so
entstehenden Kontakten unterscheidet man drei Artéhes sind
Barrierekontakte Tight junction$, welche den Zellzwischenraum
verschlieRen, Adhéasionskontaktddperens junctions sie verankern die
Zellen eines Gewebes und schlieBlich die Kommuitukakontakte
(Gap junction¥, sie ermoglichen die Signalweiterleitung. Da dig&mplexe
auf der Zellinnenseite mit dem Aktinzytoskelett lmemden sind, ist es
interessant zu prufen, ob die Inhibition der EnaBPAEVH1-Doméne einen
Einfluss auf die Ausbildung dieser Kontakte hat.

Die Untersuchung der Zell-Zell-Kontakte, in diesenfralle der
Barrierekontakte, mittels Lokalisationsstudie desrierekontaktproteins ZO1
zeigte bei HCT-116-Zellen keinen Unterschied in Rekrutierung von ZO1 in
Regionen der Zell-Zell-Kontakte zwischen EVH1-Inkhobbehandelten Zellen
und der Kontrolle (Abb. 3.18). Die Interaktion zalenall-Spectrin-SH3 und
der prolinreichen Sequenz von VASP selbst in del-Z&dl-Kontakten ist
beschrieben (Benet al, 2008). Ena/VASP scheint also EVH1-unabhangig in
diese Regionen rekrutiert zu werden. Dies wird duden vorliegenden ZO1-
Versuch mit den HCT-116 Zellen bestatigt. Wir en@ar daher, dass die
Inhibierung der EVH1-Domé&nen mittels unserer Ligamdim Tierexperiment
nicht zu den oben beschriebenen dramatischen pjpisdten Effekten fuhrt.

Da die Ena/VASP-Proteine Aktinpolymerisierung béwm, ist das
Erscheinungsbild der Aktinfilamente im Aktinzytosd# ein weiteres
phanotypisches Merkmal, das hier beobachtet wékdente. Stressfasern sind
ein wesentlicher Bestandteil des Aktinzytoskelet&e sind kontraktile
Strukturen in Nicht-Muskelzellen. Sie spielen ewehtige Rolle bei der
Zelladhasion, Morphogenese und Mechanotransdukfamit nehmen sie
auch Einfluss auf die Migrationseigenschaften edadle. Entstehung, Ausbau
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und Reparatur dieser Fasern werden durch die Reotealladin und Zyxin
reguliert. Beide sind stressfaserassoziiert undruteten Ena/VASP-
Familienmitglieder via EVH1-Interaktion. Durch Aa#pping und

Aktinfilamentelongation leisten Ena/VASP-Proteimgein Beitrag zum Erhalt
der Stressfasern (Gateetal, 2014; Smith M.Aet al. 2010; Drees, Bet al.

2000). Die Auswertung der Stressfasern in HCT-1&bed ergab, dass die
Halfte der beobachteten Zellen keine Stressfaseshr raufweisen, wenn sie
mit EVH1-Inhibitoren inkubiert werden (Abb. 3.19pie EVH1-Domane ist

demnach direkt, regulatorisch in diesem Prozessivrert.

Die GroRe einer Zelle wird durch ihr Aktinzytoskitle bestimmt.
ScheinfiRchen an der Zelle vergroRern sie. Lanuellgn sind eine besondere
Art der Scheinfufichen. Es handelt sich hierbei umssiilpungen der
Zellmembran, welche aus einem dichten und starkwe&igten Aktingerust
bestehen. Sie spielen eine wichtige Rolle bei deaillpdlaritat von
migrierenden Zellen und beeinflussen die Richtueg Mligration. Gebildet
werden sie durch die Kopplung von Aktinfilamenten die Zellmembran in
der so genannten Leitfront. Die weitere Verlanggruand vor allem
Verzweigung des neu entstehenden Aktingeristeglsiciabei die Membran
voran. Dieser Prozess der Protrusion wird reguligtirch einen
Multiproteinkomplex in der Leitfront der Lamellipaah. Die Lamellipodien-
dynamik wird kontrolliert Gber RAPH1. Im Zuge deig&altransduktion wird
RAPH1 phosphoryliert und tber PI(3,4)Bn die Membran rekrutiert. Hier
bringt RAPH1 lber die Bindung an Ena/VASP die Sgs#maschinerie in
Gang (Krauseet al, 2004). Ein weiterer Regulationsmechanismus ist di
Ausbildung von fokalen Komplexen im Lamellipodiu@ie verbinden es mit
der Matrix und geben ihm Stabilitat. Ena/VASP aietitysowohl den WAVE2-
Komplex, der via Arp2/3 die starke Verzweigung édsins bewirkt, als auch
die Bildung fokaler Komplexe zusammen mit RIAM (Gtoet al, 2013).
RIAM interagiert mit Ena/\VASP Uber eine prolinreecBequenz an EVH1. Im
Pulldown-Versuch konnte gezeigt werden, dass aigdednteraktion mit den
EVH1-Inhibitoren unterbunden wird (Tab. 3.1). Dienhibierung der
Ena/VASP-Interaktionen zu RAPH1, WAVE2 und RIAMd#gine verringerte

Ausbildung der Lamellipodien und damit einhergeheim# kleinere ZellgrofRe
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erwarten. In der Abbildung 3.20 ist die Grol3e delleh dargestellt. Sie
verringert sich bei Behandlung niib sowie2b gleichermal3en um etwa 30%.
Die Abnahme der ZellgroR3e korreliert damit mit deelokalisierung von
Ena/VASP aus der Leitfront. Hier zeigt sich, dass Idhibitoren1lb und 2b
ebenso gleichermallen VASP verdrdngen (Abb. 3.16. Abnahme der
ZellgroRe geht nicht einher mit der Verdrangung WXSP aus den fokalen
Adhasionspunkten, denn hier unterscheidet sichEfekt zwischenlb und
2b. Es ist demnach davon auszugehen, dass die Rootrder Leitfront die
Hauptrolle bei der Kontrolle der Zellgrof3e Ubernitnmicht die fokalen
Adhasionspunkte.

Um die Rolle der fokalen Adhasionspunkte bei dergrstiion der Zelle
betrachten zu konnen, muss untersucht werden, ab l#obachtete
Verdrangung von VASP aus den fokalen Adhasionsmmétnen Einfluss auf
die Zelle in Bezug auf ihre Adharenz an extrazahelMatrix hat. Eine nicht
adharente Zelle ist per se schon nicht mehr zurradign beféhigt und
Prozesse in der Zelle konnten nicht mehr beuntggtden. Die Abbildung 3.21
zeigt, dass es keinen Unterschied zwischen derrgltund den Inhibitoren

in Hinblick auf das Adharenzverhalten gibt.

4.3 Ena/VASP-Proteine als zentraler Knotenpunkt in der

Migration

Die Migration einer Zelle bendétigt die ProtrusioerdMembran durch so
genannte ScheinfilRchen sowie die Verankerung diesgrusionen an ein
stabilisierendes Substrat. Zwei Arten der Protrusmd hierbei entscheidend
und fuhren auch zu zwei Unterarten der Migratiorornkine, welche
geblndeltes und unverzweigtes F-Aktin produzietemgen die Filopodien
hervor und bewirken die filopodiengetriebene Migmat Der Arp2/3-Komplex
hingegen ist verantwortlich fir ein breit gefacksrtund verzweigtes
Aktinnetzwerk in den Lamellipodien und fuhrt zumlallipodiengetriebenen
Migration. Dies erklart, warum sowohl der Arp2/3ibitor CK-666 als auch
der Formin-Inhibitor SMIFH2 eine Zelle in ihrer Maion nicht effektiv

inhibiert (Suranenet al. 2014; Isogaiet al. 2015). Interessant ist nun neben
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den Forminen und dem Arp2/3-Komplex die Funktionr ddritten
Proteinfamilie, welche die Aktinpolymerisierung hekt; die Ena/VASP-

Familie.

Mit der EVH1-Domane interagieren Ena/VASP-Protemg RIAM, um in
einem Komplex mit Rapl und dem Integftd die Bildung eines fokalen
Komplexes zu initieren (Wortret al. 2010). Weitere Proteine, die dem
Komplex beitreten, wie etwa das ebenfalls mit EVidferagierende Zyxin
(Zaidel-Baret al. 2004)und die fokale Adhasionskinase (FAKWéanget al.
2005)bewirken die Reifung des Komplexes zu einem fok&dhéasionspunkt
(FA) in den Lamellipodien. An der Wurzel eines pitaliums wird die Bildung
eines FA zusatzlich durch die Interaktion der Foeniit der EVH1 reguliert.
Ohne Ena/VASP sind Filopodien zwar langer, dafleramstabil, ohne
protrusive Persistenz und ohne FA (Barwilal. 2014; Goultet al, 2013).

In den Lamellipodien reguliert das Protein WAVEZ2e dirp2/3-Aktivitat
(Sarmientoet al. 2008). Wie in dieser Arbeit gezeigt, interagiestderekt mit
EVH1. Uber das Protein Abil, mit dem es im WAVE2#plex kooperiert,
bindet es RAPH1. Diese Interaktion ist mitverantidn fiir die Rekrutierung
des Komplexes an die Plasmamembran (leawal. 2013). RAPH1 wiederum
bindet ebenfalls EVH1 (Krausa al. 2004). Die Aktivierung und Rekrutierung
von RAPH1 und WAVE2 erfolgt Gber kleine GTPasen uhe Bindung an
Phospholipide in der Membran (Krauseal. 2004; Suetsugat al. 2003) und
gehoren damit zu den Effektoren der Signalkaskadem verschiedenen

Rezeptortyrosinkinasen.

Ena/VASP-Proteine und speziell ihre EVH1-Doméne asto an jedem
genannten Schritt beteiligt. Sowohl bei der Verankg der Protrusionen in
fokalen Komplexen und in Adhasionspunkten als duehder Protrusion der
ScheinfiRchen in der filopodien- und lamellipodietmgbenen Migration

spielen sie eine Rolle.

Inhibiert man die EVH1-Domanen in der metastasideanBrustkrebszelllinie
MDA-MB-231, so ist zu beobachten, dass Ena/VASPadvaus den FA als
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auch aus der Leitfront der Scheinfuf3chen delolatisi Innerhalb der
Inhibitoren gibt es jedoch Unterschiede. Beide bitbren 1b und 2b
verdrangen zwar VASP gleichstark aus der Leitfrggdpch ist2b bedeutend
effektiver in der Verdrangung von VASP aus den BAl{. 3.16). Ena/VASP
muss also mit unterschiedlichen Affinitaten in dertfront und in den fokalen
Adhasionspunkten lokalisiert sein. Die Invasion déellen durch eine
extrazellulare Matrix wird durch den Inhibit@b ebenfalls starker beeinflusst
als durchlb (Abb. 3.22). Die Echtzeitbeobachtung der Migratgibt mehr
Aufschluss dartiber wie die Inhibitoren wirken. Weidt 1b die Chemotaxis,
also die gerichtete Migration der Zellen, nicht mdee Beweglichkeit selbst
inhibiert, so verma@b sowohl die Chemotaxis als auch die Migration per s
zu beeinflussen (Abb. 3.23).

Gemein ist beiden Inhibitoren, mit gleicher Staxk&SP aus der Leitfront zu
verdrdngen sowie die Inhibition der Chemotaxis. Aden fokalen
Adhasionspunkten verdrangb VASP bedeutend starker al. Nur 2b ist
auch dazu in der Lage die Bewegung der Zellen @m =i inhibieren. Diese
Befunde lassen die Interpretation zu, dass Ena/VASHEer Leitfront die
Chemotaxis steuert und in den fokalen Adhéasionsigmn#tie Migration selbst.
Zum Beweis dieser These wurden zwei weitere Inbibit eingesetzt.
LY 294002 ist ein Inhibitor der PI3K. Sie generiéthospholipide in der
Zellmembran, an welches RAPH1 bindet und die Mamsmie der
Aktinsynthese rekrutiert. Sein inhibierender Eis8uauf die Invasion von
MDA-MB-231 ist bereits beschrieben worden (Takahastd Suzuki, 2011).
Da die PI3Kupstreamder Ena/VASP in der Leitfront liegt, ist zu erwart
dass dieser Inhibitor vergleichbar niib nur die Chemotaxis inhibiert. Der
zweite Inhibitor ist der PF-573 228. Er verhindéi¢ Autophosphorylierung
der fokalen Adhé&sionskinase am Tyrosin 387 und tah@ Reifung von
fokalen Adhéasionspunkten. Im Mausmodel konnte ggzgerden, dass dieser
Inhibitor die Metastasierung von Brustkrebszellen die Lunge inhibiert
(Wendt und Schiemann, 2009). Dieser Inhibitor sddibhnliche Effekte zeigen
wie die Verdrangung von VASP aus den fokalen Adiréspunkten mittel&b.
Die Ergebnisse dieses Vergleiches sind in der Aobidy 2.23 dargestellt.
Beide EVH1-Inhibitoren sowie LY 294002 inhibiereie €hemotaxis2b und
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PF-573 228 inhibieren die Migration, wobei nfib auch die Chemotaxis
unterbindet. Weiterhin konnte gezeigt werden, ddissVerbindung2b bei

geringerer Konzentration das gleiche Bild lieferiewlb. Die eingangs
aufgestellte These konnte somit bewiesen werdeiJENhibitoren sind dazu
in der Lage sowohl die Chemotaxis als auch die Mign selbst zu
unterbinden. Die EVH1-Doméanen der Ena/VASP-Proteisied damit

maoglicherweise aussichtsreiche Zielproteine zuribiiehung der initialen
Metastasierung, die im nachsten Schritt in Tiernledeweiter validiert

werden sollten. Ein Vorteil der Ena/VASP-Proteineggniber anderen,
eingangs diskutierten Zielen der Metastasierungsitntn, ist ihre Stellung als
letzter Regulator in  den zusammenlaufenden Sigek#iden von

Rezeptortyrosinkinasen und Integrinen.

CHEMOTAXIS
Aktinpolymerasen

]
WAVE2-Komplex
)

Initiationskomplex RA':H1

der Adhasion :
FiLoPoDIEN = LAMELLIPODIEN
GETRIEBENE GETRIEBENE
MiGRATION : MIGRATION

" ADHASION

Plasmamembran

5
--» bindet an EIA“;I X ZYX = FX fokale Komplexe
) ap — — .
—» bildet Integrin 1 e FA fokale Adh&sionspunkte

Abb. 4.1 Ena/VASP-Proteine als zentraler Knotenpunkin der Migration
Einfluss der Ena/VASP-Proteine auf die Adhasion wiel Filopodien bzw. Lamellipodien
getriebenen Migratian Abelson interactorl (Abil), Aktin-bezogenes-Protein 2 und 3
(Arp2/3), fokale Adhéasionskinase (FAKRas-related proteirl (Rapl),Ras-associated and
pleckstrin homology domains-containing prot&i(RAPH1), Zyxin (ZYX).
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4.4 Pharmakologische Parameter der EVH1-Inhibitoren

In ihrer urspriinglichen Form waren die EVH1-Inhadogn nicht zellgangig,
was die Kopplung des Inhibitodsan das Fluorophor NBD zeigte (Abb. 3.8).
Verantwortlich dafur schien die freie Carboxygruppm C-terminus des
Inhibitors zu sein. Einerseits ist es moglich, daZellen Uber
Exportmechanismen fir Verbindungen mit freien Caylgouppen verfugen,
welche diese mit einer héheren GeschwindigkeitdmusZelle herausschleusen
als sie hineindiffundieren konnen. Andererseitstdigsdie Mdoglichkeit der
verhinderten Aufnahme durch Proteoglykane. Diessitdmn Glykosamino-
glykane als Seitenketten, welche zu einem grol3dmatlis Glucuronsaure und
Sulfat-Anion verknupften Zuckermolekilen bestehie. tragen eine negative
Ladung und werden auf der Zelloberflache prasdnti&tektrostatische
AbstoRung zwischen den negativen Gruppen in debiWéung NBD4 und
der Proteoglykane auf der Zelloberflache kdnnte vearscheinlicher Grund
fur die Stérung der Zellmembranpermeabilitat dieSeibstanz sein. Durch
Veresterung dieser freien Carboxygruppe wird digatige Ladung umgangen
und die Zellgangigkeit erreicht (Abb. 3.8).

Betrachtet man sich die Kristallstruktur des Intoks 1 im Komplex mit der
EnaH-EVH1 (Abb. 4.2), so fallt auf, dass die C-terate Carboxygruppe von
der Proteinoberflache abgewandt in das Solventt.zéignzipiell sollten
verschiedene Arten der Maskierung daher keinenldssfauf die Affinitat zu
den EVH1-Domanen haben und damit auf die Eigensamails Inhibitoren.
Vergleichend wurde daher die Inhibierung der Ineasidurch die
Modifikationen als Ehyl 1b), Amid (1c) und Methyl (c) untersucht. In der
Abbildung 3.22 wird belegt, dass die Modifikatioles C-terminus keinen

Einfluss auf die Wirksamkeit des Inhibitors hat.

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, inwigwiee EVH1- Inhibitoren
sich in einem Zellmilieu als stabil erweisen. Daaurden Lysate von NB[1b
(Ethylesterderivat) inkubierenden Zellen mittelsUid@Puntersucht (Abb. 3.9).
Es stellte sich heraus, dass in diesem Lysat dé)-Nrkierte Inhibitorlb in
Abhangigkeit der Zeit zu der nicht zellpermeabl@per dennoch aktiven Form
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1 entestert wird. Fur die hier gezeigtan vitro-Versuche ist dies nicht als
problematisch anzusehen, da diese in einem kurzgmadm durchgefihrt
wurden. Bei zukinftig geplantan vivo-Modellen jedoch wéare es angezeigt,
eine stabilere Modifizierung der Inhibitoren zu wenden. Es sei an dieser
Stelle auch anzumerken, dass in den HPLC-Untersiggrmu nur die
Inhibitoren 1 und 1b identifiziert werden konnten. Neben den Peaksedies
beiden Verbindungen waren im Chromatogramm keingeves ersichtlich,
was einer generellen Stabilitdtt des Grundgeristes dhhibitoren

gleichzusetzen ist.

Um zu verifizieren welche Form der Maskierung desieh Ladung an den
Inhibitoren die hdchste Stabilitat aufweist, wudie Bestimmung den vitro-
ADME-Parameter herangezogen. Hierbei zeigten sicin sehr geringe
Unterschiede zwischen den Inhibitorde und 1d (Abb. 3.11-3.14). Die
Verbindungen sind hochstabil gegentiber murinemhundanem Blutplasma.
Sowohl das Amid als auch der Methyester scheinemtdstabiler zu sein als
das eingehend untersuchte Ethylderivat. Weitertan f@stzustellen, dass sich
die Inhibitoren durch eine sehr geringe Plasmaprbtedung und langsame
Metabolisierung in Lebermikrosomen auszeichnen.Qato-2-Versuch, der
eine Darmepithelpermeabilitdt voraussagt, zeigte sine niedrige Permeation
der beiden Inhibitoren und ein aktiver Transportnike ausgeschlossen
werden. Inwieweit die Inhibitoren jedoch in die [&el hineindiffundieren und
nicht wieder heraus, konnte bei diesem Versuchtrelrachtet werden. Da
allerdings alle Verbindungen den gleichen Effekif alie Invasion von
metastasierenden Krebszellen haben, muss davorgarsgen werden, dass
auch die Inhibitoreric und1d in das Zellinnere vordringen kénnen. Fir einen
Tierversuch bedeutet es, dass die perorale Gabserdignhibitoren
kontraindiziert ist, sie sich jedoch sonst durchm eehr stabiles Profil

auszeichnen.

Ein weiterer, wichtiger Parameter der EVH1-Inhib#io ist die Toxizitat dieser
Verbindungen. In einem Resazurin-Test wurde diealiét der Inhibitor-
inkubierenden Zellen untersucht (Abb. 3.10). Hierkeigten sowohl die
Inhibitoren 1b und 2b als auch die Kontrollsubstanz keinerlei Effekté die
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Vitalitdit von MDA-MB-231-Zellen in der untersuchtekonzentration bis
150 puM.

Abb. 4.2 Modifizierbarkeit der C-terminus der EVH1-Inhibitoren
Kristallstruktur von EnaH-EVH1 mit dem Inhibitotb (4my6, Opitz et al. 2015). Die

Carboxygruppe des C-terminus ist solventexponied damit frei modifizierbar, ohne einen

Einfluss auf die Affinitat an die EVH1-Domane ert@r zu missen.

4.5 Fazit

Tumoren, die laut histologischem Befund die Rezéytosinkinase HER2 und
Ena/VASP-Proteine Uberexprimieren, nicht jedoch destrogenrezeptor,
zeichnen sich durch eine besonders hohe InvasadigifModungeet al. 2012
und 2006). Bei malignen Erkrankungen mit hoher Kisiahrscheinlichkeit
zur Metastasenbildung zeigte sich, dass 67% diNgsaplasien Ena/VASP
Uberexprimieren (Modunget al. 2012). Im Gegensatz dazu zeigen nur 9% der
benignen Erkrankungen mit niedriger Risikowahrsclehkeit Ena/VASP
Uberexpression (Modunget al. 2006) In weiteren Studien konnte gezeigt
werden, dass 90% der untersuchten metastasieréfatemome Ena/VASP-
Proteine Uberexprimieren (Modunget al. 2004). Die Familie der
Ena/VASP-Proteine kann daher als Marker fur diedgitsierungswahrschein-

lichkeit eines Tumors angesehen werden.

Diese Arbeit zeigt, dass die Inhibition der Ena/NFABEVH1-Domanen die
Migration von Krebszellen unterbinden kann. Mit BohWahrscheinlichkeit
kann so aber auch die Migration anderer Zelltypembiert werden. Zum
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einen kénnen dies Zellen des Immunsystems sein, aoderen aber auch
Zellen wie Perizyten oder Endothelzellen. Letztgrel verantwortlich fur die
Angiogenese. Wahrend der Morphogenese von Kapillase die VASP-
Expression hochreguliert (Salazgtral. 1999). Dies wird stimuliert durch den
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor und letdth 8 (Kayisliet al.
2002). Diese Zellen migrieren in Tumoren und bildesue Kapillaren zur
Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Die Angiogenesetherapie ist
daher eine effektive Strategie in der Krebsthergpiehe 1.3), da ab einer
TumorgrofRe von ein bis zwei Millimeter das Wachstdarch Nekrose und
Apoptose aufgehalten wird (Parargial. 1996).

Die Migrationsinhibierung durch die EVHI1-Inhibiterehétte so mehrere
Aspekte. Einerseits konnte verhindert werden, daggierende Zellen ihr
Zielorgan erreichen und Uuberhaupt erst Metastasermen koénnen.
Andererseits haben die EVH1-Inhibitoren auch Paérdie Angiogenese und
damit das Wachstum von bereits existierenden, demMikrometastasen zu

neoplastischen Lasionen im Zuge der Kolonisatieehés1.1.2) aufzuhalten.

Die Effekte der hier prasentierten Inhibitoren anflere Zelltypen sowie das
grof3e Experiment daa vivo-Tumormodells in der Maus stehen aus und sind
ein wichtiges und spannendes Vorhaben fir die Ziakbie Optimierung der
Inhibitoren fur das Tiermodell ist meiner Meinungach so weit
vorangeschritten, dass sie dort ihren Einsatz finki@nen. Die Inhibitoren
zeichnen sich aus durch eine hohe Affinitat zu d&®omanen,
Membranpermeabilitat, Blutplasma- sowie Lebermikroenstabilitéat und sind

zudem nicht toxisch.

110



Zusammenfassung

Ein Kennzeichen der neoplastischen Erkrankung Kreibsdie Fahigkeit
Metastasen auszubilden. Hierbei erfahren Zellen Beshartumors eine
Anderung in ihrem entwicklungsregulatorischen Paogm. Eine bestimmte
genetische Signatur dieser Anderung namens EMT hbkaét das
Hochregulieren von Proteinen, welche die Aktin-Aielett-Modulierung
regulieren und der Zelle damit die Fahigkeit gebemigrieren. Eine zentrale
Rolle spielt bei diesen Proteinen die Ena/VASP-FamiEs handelt sich
hierbei um Proteine, welche die Aktinfilamentsyrsaegulieren. Uber ihre
EVH1-Doméane werden sie in bestimmte Bereiche derlleZewie
Lamellipodien, Filopodien, Invadopodien und fokakdhasionskontakte
lokalisiert, wo sie ihren Wirkungsort haben. Ebeesd Bereiche sind so
essentiell fur die Migration. EVH1-Domanen stelldaher ein interessantes
Ziel fur die Entwicklung von Inhibitoren dar. Bighest es jedoch noch nicht
gelungen, geeignete Inhibitoren zu finden. In dieBebeit soll ein neuer
Ansatz zur Entwicklung von EVH1-Inhibitoren vorgelitwerden. Es handelt
sich hierbei um neue chemische Entitdten. Zweiieasind hier Gber eine
Vinyliden-Bricke in ihrer Sekundarstruktur der Rwolylin-lI-Helix, dem
Erkennungsmotiv der EVH1-Domanen, fixiert. Das Ki@nende Epitop dieses
Motivs konnte gegen die unnatirliche Aminosdure hls€EPhanylalanin
ersetzt werden. In Pulldown-Versuchen konnten deesghaltenen neuen
Inhibitoren die nattrlichen Bindungspartner Zyximdu RAPH1 von den
EVH1-Domanen verdrangen. In einem proteomweiten afmsdieses
Versuches mit angeschlossener MS-Analyse konntéemelen bekannten
EVH1-Interakteuren auch WAVE2 und die Formine DIAPHNnd INF2 als
Partner identifiziert werden, die mit den Inhib&ar von den Doménen
verdrangbar sind. Im Falle von WAVE2 konnte eindt@jkartierung eine
Peptidsequenz identifizieren, welche direkt mit ElVidteragiert, was mittels
ICT validiert wurde. In Zellexperimenten wurde ein8ellmembran-
permeabilitdt erreicht, indem die negative Ladunges d freien
C-Terminus der peptidoiden Verbindungen mit einethyester maskiert

wurde. HPLC-Untersuchungen der Lysate von Zellealciae den Inhibitor
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inkubierten, zeigten einen zeitabhangigen Abbau ldébitoren hin zur
entesterten Form. Immunofluoreszenzaufnahmen veasinven Krebszellen
wiesen signifikante Veranderungen in der Lokalisigy von Ena/VASP auf.
Durch die Inhibitoren konnte das Ena/VASP-MitgliedASP aus den
Lamellipodien und fokalen Adhé&sionspunken delokatiswerden, wéahrend
die jeweiligen Bindungspartner in diesen Regioneimé Veranderung in ihrer
Lokalisation erfuhren. Phanotypische Effekte dethibiioren sind die
verminderte Anzahl von Stressfasern, eine verrieg@ellgréf3e sowie die
Inhibition der Invasion im Boyden-Kammer-Versuch uims zu 80%.
Echtzeitbeobachtungen  der  migrierenden  Zellen mgtla eines
Lockstoffgradienten zeigten, dass sowohl die FahtgkChemotaxis zu
betreiben, wie auch die Migration selbst durch HMH1-Inhibitoren zum
Erliegen kommen. Die Inhibition der Chemotaxis dstbei vergleichbar mit
dem Effekt eines PI3K-Inhibitors, welcher weitereabin der Signalkaskade
der Regulation der Lamellipodien wirkt. Die Migm@ti selbst konnte genauso
inhibiert werden wie durch einen Inhibitor der FAKelcher die fokalen
Adhasionspunkte in ihrer Reifung behindert und édénweiter oben in der
dazugehorigen Signaltransduktionskaskade wirkt. Bln Ena/VASP-
Proteinen handelt es sich um Proteine, die altel&@mife in der Aktinsynthese
und Regulation der Migration und Invasion agierBer Vorteil der EVH1-
Inhibitoren gegenltber allen anderen derzeit in dé&ebsmedikation
zugelassenen Medikationen und den PI3K- sowie FaAtbitoren ist die
Stellung der Ena/VASP-Proteine in den behandeltegnalkaskaden. Sie
befinden sich am zusammenlaufenden Ende der eezdédaskaden und sind
somit weder durch andere Signalwege noch durch eéiaeende Wege in den
Kaskaden selbst umgehbar. Eventuell erwartete teffekif die Ausbildung
von Zell-Zell-Kontakten konnten ausgeschlossen eerdbenso wurden die
Inhibitoren hinsichtlich ihrer Toxizitat untersuchwvas zum Ergebnis hatte,
dass keinerlei toxische Effekte zu beobachten wdbesse Arbeit kommt zu
dem Schluss, dass EVH1-Doméanen der Ena/VASP-Peotggeignete Ziele
zur Entwicklung von Migrations- und Invasions-Inibdisen sind. Ob diese
Inhibitoren jedoch auclhin vivo ihre Wirkung zeigen und die Bildung von
Metastasen inhibieren konnen, bleibt abzuwartenmods in entsprechenden

Tierversuchen validiert werden.
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