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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Biosynthese eines Proteins oder Polypeptids in Prokaryoten und Eukaryoten umfasst Trans-
kription und Translation. Die Transkription des betreffenden Gens erfolgt bei Eukaryoten im
Zellkern. Die Translation des Proteins dagegen findet in verschiedenen Kompartimenten der Zelle
statt, je nach Bestimmungsort des zu synthetisierenden Proteins. So durchlaufen alle sekreto-
rischen Proteine und die meisten Membranproteine den sekretorischen Weg. Sekretorische Proteine
werden dabei aus der Zelle ausgeschleust, Membranproteine werden Bestandteil von intrazellulidren

Membrankompartimenten oder der Plasmamembran.

Fast alle pharmakologischen Strategien zur Heilung von Erkrankungen beruhen auf der Interaktion
von Wirkstoffen mit speziellen Zielproteinen. Neu dagegen sind Ansitze, die Biosynthese und den
Transport dieser Zielproteine mit Substanzen zu regulieren. In dieser Arbeit wurde die Wirkung
des Zyklodepsipeptids Cotransin auf die Biosynthese von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) untersucht, speziell dessen Inhibitionswirkung auf die Insertion in die Membran des

endoplasmatischen Retikulums (ER).

1.1 Der sekretorische Weg von Proteinen

Alle sekretorischen Proteine und Membranproteine (Ausnahme: Membranproteine von Mitochon-
drien und Chloroplasten) durchlaufen in ihrer Biogenese den sekretorischen Weg (Abb. 1.1). Der
sekretorische Weg ist bei Eukaryoten weitestgehend konserviert. Wihrend die einzelnen Abschnitte
Gegenstand vieler Studien waren, wurden die entsprechenden Regulationsmechanismen bisher nur

wenig untersucht [1].

Der erste Schritt des sekretorischen Weges ist die Translokation der noch unfertigen Proteine iiber
die Membran des ER oder die Insertion in dessen Membran. Die naszierende Polypeptidkette
gelangt mit Hilfe eines proteinleitenden Kanals, dem Translokon, vom Ribosom in das Lumen
des ER (sekretorische Proteine) oder wird Bestandteil der ER-Membran (Membranproteine). Sind
keine speziellen Sortierungssequenzen im naszierenden Polypeptid fiir dessen Retention im ER
vorhanden, wird es in Vesikel verpackt und tiber das ER-Golgi-Intermedidrkompartiment (ERGIC)
und den Golgi-Apparat zur Plasmamembran transportiert. Dort fusionieren die Vesikel mit der

Plasmamembran und die Membranproteine werden in die Plasmamembran integriert. Sekretorische




1 Einleitung

Proteine werden hingegen in das extrazelluldre Milieu abgegeben [2]. Im Verlauf des sekretorischen
Weges werden die Proteine glykosyliert und die Disulfidbriicken ausgebildet, wodurch die Stabilitit

und korrekte Faltung der Proteine beeinflusst wird [3-5].

Plasma-
membran

Ribosom

Membranproteine

Zellkern

sekretorische
Proteine

ER ERGIC Golgi

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des sekretorischen Weges

Uber den sekretorischen Weg werden sekretorische Proteine sekretiert und Membranproteine in die
Plasmamembran eingebaut [2]. Der sekretorische Weg beginnt mit der Translokation der naszierenden Po-
lypeptidkette iiber den proteinleitenden Kanal in das Lumen (sekretorische Proteine) oder in die Membran
(Membranproteine) des ER. Die Proteine werden in Vesikeln iiber das ERGIC und den Golgi-Apparat
zur Zelloberflache transportiert. Durch Fusion mit der Plasmamembran werden die Membranproteine
in die Plasmamembran integriert, sekretorische Proteine werden in das extrazelluldre Milieu abgegeben.
Modifizierte Darstellung nach Alberts et al. [6].

1.1.1 Translokation von Proteinen iiber und Insertion in die ER-Membran

Sekretorische Proteine und Membranproteine werden initial an zytosolischen Ribosomen gebildet.
Die zytosolische Translation schreitet fort, bis die erste hydrophobe Sequenz, die so genannte
Signalsequenz, erschienen ist (Abb. 1.2). Verlidsst die Signalsequenz das translatierende Ribosom,
wird sie vom Signalerkennungspartikel (signal recognition particle, SRP) erkannt und gebunden.
Dadurch wird die Translation verzogert und der Ribosom-naszierende-Kette-Komplex (ribosome-
nascent-chain complex, RNC) wird zur ER-Membran gefiihrt (ER-Targeting). Dort bindet das SRP
an dem SRP-Rezeptor (SR), einem heterodimeren, integralen Membranproteinkomplex. Der SR
vermittelt den Transfer des RNC zum Translokon, wobei sich das SRP von der Signalsequenz 16st
und die Translation fortgesetzt wird [7]. Es lassen sich dabei zwei Arten von Signalsequenzen
unterscheiden (Abb. 1.2):
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 Signalpeptide (SP) — Alle sekretorischen Proteine und einige Membranproteine besitzen als
Signalsequenz ein SP, das unmittelbar am N-Terminus lokalisiert ist (Abb. 1.2a). An das SP
bindet das SRP und die Translokation des Proteins erfolgt kotranslational. Nach erfolgter
Translokation wird das SP durch Signalpeptidasen des Translokon-Komplexes entfernt [8,9].
Eine Ausnahme bildet der Corticotropin-releasing factor-Rezeptor Typ 2a (CRF,,R), der
ein Pseudo-Signalpeptid (PSP) besitzt, welches nicht abgespalten wird [10, 11]. SP sind
in der Regel 20 bis 40 Aminosduren lang und enthalten drei Bereiche — die N-terminale,
positiv geladene n-Region; die hydrophobe, mittlere h-Region und die C-terminale c-Region,
die die Spaltstelle beinhaltet [11, 12]. Trotz des gleichen Grundaufbaus sind die Sequenzen
der SP nicht konserviert [13]. Durch diese Diversitiit ist es ihnen moglich individuell be-
stimmte Aufgaben zu iibernehmen. So beeinflussen SP z.B. den Ablauf und die Effizienz der
Translokation, den Zeitpunkt der Abspaltung durch die Signalpeptidase und kénnen zudem
auch nach der Abspaltung eine Funktion ausiiben. In diesem Zusammenhang wurden auf

Immunzellen prisentierte Autoantigene gefunden, welche von SP stammen [14,15].

* Signalankersequenz (SAS) — Die Mehrheit der Membranproteine besitzt eine SAS — in
der Regel die erste Transmembrandomine (TM) des reifen Proteins (Abb. 1.2b). An diese

(a) SP (b) SAS

Translokon
\

SRP— /SPN
N
S

Ribosom Ribosom

Abbildung 1.2: ER-Targeting und Insertionsmechanismus von Membranproteinen mit SP (a) und
SAS (b)
Initial beginnt die Synthese im Zytosol. Die zytosolische Translation erfolgt solange, bis die erste hydro-
phobe Sequenz erscheint, welche als Signalsequenz fungiert. Im Fall von Membranproteinen mit SP (a)
befindet sich das SP am N-Terminus. Im Fall von Membranproteinen mit SAS (b) bildet die erste Trans-
membrandomine die Signalsequenz. Die jeweilige Signalsequenz wird vom SRP gebunden, wodurch es
zu einem Translationsarrest (Stop) im Zytosol kommt. Der entstandene Komplex wird zum Translokon
an die ER-Membran transportiert. Nach erfolgter Bindung wird der Translationsarrest wieder aufgehoben
(Start) und das Protein wird in die Membran integriert. Das Signalpeptid (a) wird anschlieend durch die
membrangebundene Signalpeptidase abgespalten. Modifizierte Darstellung nach Kéchl et al. [8].
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hydrophobe Sequenz bindet das SRP und das oben beschriebene ER-Targeting wird einge-
leitet. Der komplette N-Terminus, der sich vor der SAS befindet, muss post-translational
durch das Translokon transloziert werden. Das restliche Protein wird kotranslational in die
ER-Membran integriert [9].

Der Grund, warum es evolutionér zur Ausbildung von SP bei Membranproteinen gekommen ist,
ist noch nicht vollstindig aufgeklirt. Diskutiert wird die Moglichkeit, dass der Besitz eines SP die
Expression begiinstigt oder die Translokation des N-Terminus der Proteine erleichtert [8, 16, 17].
Statistische Analysen ergaben, dass die Anzahl der positiven Ladungen im N-Terminus und die

Linge des N-Terminus dabei eine Rolle spielen [9].

1.1.2 Das Translokon und seine Aufgaben im sekretorischen Weg

Die Translokation durch bzw. in die ER-Membran erfolgt iiber den Translokonkomplex. Als
Translokon wird die Gesamtheit aller an der Proteintranslokation beteiligten Komponenten be-
zeichnet [7]. Der Hauptbestandteil des Translokons ist der proteinleitende Kanal (Sec61). Weitere
Bestandteile sind der Signalpeptidasekomplex (SPC), die Oligosaccharyltransferase (OST), das
Translokon-assoziierte Membranprotein (TRAM) und das Translokon-assoziierte Protein (TRAP).
Zu den Proteinen, die nur wihrend des Translokationsprozesses mit dem Translokon assoziiert sind,
gehoren der SR, luminale Faltungshelfer wie Calnexin, Calreticulin, Immunglobulin-bindendes Pro-
tein (Binding immunoglobulin protein, BiP) und die Proteindisulfidisomerase (PDI). Einige SP sind
wihrend des Translokationsprozesses auf die Interaktion mit Translokon-assoziierten Komponenten
wie TRAM oder TRAP angewiesen. Der Grund, warum andere SP auch alleine den Transloka-

tionsprozess einleiten konnen, ist noch nicht hinreichend geklart [18].

Sec61 besteht in Sdugerzellen aus einem heterotrimeren Komplex, welcher sich aus einer grof3en
Sec61a-Untereinheit (UE) und zwei kleineren UE, Sec61f und Sec617y, zusammensetzt (Abb. 1.3).
Die Sec61a-UE bildet mit zehn TM die membrandurchspannende Pore. Diese Pore weist einen
Aufbau auf, der Ahnlichkeit mit einer Sanduhr hat. Im lumenalen Trichter befindet sich eine kurze
Helix, die so genannte Plug-Helix, die den Kanal verschliet. Des Weiteren wird der Kanal durch
hydrophobe Aminosiurereste verschlossen [19,20]. Die zehn TM der a-UE unterteilen sich in zwei
Bereiche (TM 1-5, TM 6-10), welche eine laterale Offnung bilden. Auf der gegeniiberliegenden
Seite werden die zwei Bereiche durch eine sich ausbildende Schleife zwischen TM 5 und TM 6 und
die y-UE zusammengehalten. Die 3-UE ist ebenfalls mit der a-UE assoziiert und tréigt zu ihrer
Stabilitéit bei. Im Gegensatz zur essentiellen Rolle der y-UE hat die B-UE nur eine unterstiitzende
Funktion wihrend des Translokationsprozesses [21,22]. Die Anzahl der Sec61-Komplexe, die an
einer Translokation beteiligt sind, war lange unklar. Beckmann et al. konnten vor kurzem zeigen,
dass nur ein heterotrimerer Sec61-Komplex mit dem translatierenden Ribosom in Wechselwirkung
tritt [23].
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Damit ein Membranprotein durch das Translokon in die ER-Membran eingebaut oder ein sekre-
torisches Protein durch das Translokon in das Lumen des ER transloziert werden kann, muss
mittels des RNC die Signalsequenz im Translokon so platziert werden, dass diese als Schliissel
zum Offnen des Kanals dient (Abb. 1.2). Sekretorische Proteine werden dabei durch den gedffneten
Kanal kotranslational in das Lumen des ER transloziert. Bei Membranproteinen 6ffnet sich das
Translokon wihrend der Translokation lateral, so dass die Transmembrandoménen kotranslational
in die ER-Membran integriert werden konnen [24]. Das Translokon spielt somit eine zentrale
Rolle im sekretorischen Weg. Da das Translokon mit einer Vielzahl von Proteinsubstraten inter-
agiert, war es bisher nur von geringem pharmakologischem Interesse. Dies dnderte sich mit der
Entdeckung von Inhibitoren, die nur im Zusammenspiel mit einigen Signalsequenzen ihre Wirkung

entfalten.

(a) Sicht von der zytosolischen Seite (b) Léngsschnitt

Abbildung 1.3: Struktur des Sec61-Translokationskanals
(a) Ansicht von der zytosolischen Seite auf den Sec61-Translokationskanal. Neben der - und y-UE,
sind die zwei Hilften der a-UE in blau (TM 1-5) und rot (TM 6-10) dargestellt. Die Plug-Helix (1) ist
gelb gefirbt, die hydrophoben Aminosiurereste (2), welche die Pore verschliefen, sind griin dargestellt.
Der purpurne Pfeil zeigt die Richtung der lateralen Offnung des Kanals an. Der schwarze Pfeil zeigt
die Richtung des Plugs zum Offnen des Kanals an. (b) Lingsschnitt des Sec61-Translokationskanals.
Modifizierte Darstellung nach Rapoport et al. [20,24].

1.2 Moglichkeiten der Regulation der Expressionsstirke von

Proteinen

Die Regulation der Expressionsstirke von Membranproteinen und sekretorischen Proteinen ist von
erheblichem pharmakologischem Interesse [25,26]. Fiir die spezifische Hemmung der Biosynthese
von Zielproteinen werden in der Pharmakologie heute bereits vereinzelt sogenannte therapeu-

tische Nukleinsduren eingesetzt. Ein vollig neuer Ansatz der spezifischen Hemmung war die
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Entdeckung von Inhibitoren, welche innerhalb des sekretorischen Weges ihre Wirkung entfal-

ten.

1.2.1 Nukleinsdurederivate als spezifische Inhibitoren der

Proteinbiosynthese

Antisense-Strategien spielen eine wichtige Rolle in der zellbiologischen Methodik (in Einzelféllen
auch bereits in der Pharmakologie). Es werden dabei drei unterschiedliche Antisense-Strategien

verfolgt, mit denen spezifische mRNA inhibiert werden konnen [27]:

1. Synthetisch hergestellte Antisense-Oligonukleotide binden spezifisch an die Ziel-mRNA, wo-
bei es zu einem Abbau dieser Doppelstrang-RNA durch die Ribonuklease RNaseH kommit.
Des Weiteren kommt es durch ein Binden der Oligonukleotide zur Behinderung der Trans-
lation. 1998 wurde das erste, und bis heute einzige, Antisense-Oligonukleotid-Medikament

namens Vitravene™ (Fomivirsen), auf den Markt gebracht [28].

2. Katalytisch aktive Ribozyme sind in der Lage, gezielt mRNA zu schneiden, wodurch diese
ihre Funktion als Template fiir die Translation nicht mehr ausiiben kann. Zusitzlich wird
durch Bindung der Ziel-mRNA die Translation behindert. Drei synthetisch hergestellte
Ribozyme sind derzeit Gegenstand klinischer Studien (Angiozyme™, Herzyme™, Heptazy-
me™) [29-31].

3. Bei der RNA-Interferenz werden mit Hilfe doppelstringiger RNA-Molekiile Enzymkom-
plexe aktiviert, wodurch die mRNA spezifisch zerschnitten wird. Therapien, die auf RNA-

Interferenz basieren, befinden sich noch in der Entwicklung [32].

Wihrend Antisense-Strategien erfolgreich in der zellbiologischen Methodik verwendet werden,
ist deren Einsatz in der Pharmakologie schwierig. Hierfiir sind toxischen Effekte, eine nicht-
effiziente zelluldre Aufnahme und die Instabilitdt der Oligonukleotide in den Zellen verantwort-
lich [27,33,34].

1.2.2 Inhibitoren des sekretorischen Weges

Ein weiteres Zielmolekiil fiir die Inhibition der Proteinsynthese stellt das Translokon dar. Auf-
grund der zentralen Rolle des Translokons in der Biogenese von Membran- und sekretorischen
Proteinen erscheint das Translokon als Zarget fiir die Entwicklung von spezifischen Hemm-
stoffen der Proteinbiosynthese auf den ersten Blick wenig geeignet. Bis vor kurzen waren nur

wenige, unspezifische Inhibitoren der ER-Translokation bekannt, wie z.B. Sterole, dreiwertige




1 Einleitung

Ionen (Lanthanum- und Aluminium-Ionen) und Eeyarestatin I. Kiirzlich wurden jedoch Zyklodep-
sipeptide beschrieben (Apratoxin A, CAM741 und Cotransin), welche das Potential haben, die

Proteinsynthese von spezifischen Proteinen zu hemmen.
Sterole

Sterole gehoren zusammen mit Glycerophospholipiden, Glyceroglycolipiden, Phospholipiden und
Sphingolipiden zu den wichtigsten Bestandteilen von biologischen Membranen und bestimmen
u.a. deren physikalische Eigenschaften. Durch ihre kondensierte Ringstruktur sind sie weit weniger
flexibel als die langen Kohlenwasserstoffketten anderer Membranlipide. So verleihen die Sterole

den Membranen insgesamt weniger Fluiditit [35].

Speziell Cholesterol vermindert die Beweglichkeit der Fettsdurereste. Dies kann Auswirkungen auf
die Aktivitdt von Membranproteinen haben. Auch durch eine direkte Bindung von Cholesterol an
Membranproteine kann deren Funktionalitidt beeinflusst werden [36-38]. Zwischen den einzelnen
Kompartimenten einer Sdugerzelle unterscheidet sich der Cholesterolgehalt der Membranen sehr
stark. In der ER-Membran ist der Cholesterolgehalt am geringsten, entlang des sekretorischen

Weges nimmt die Konzentration stetig zu [39].

Nilsson et al. konnten zeigen, dass durch einen erhohten Cholesterolgehalt die Proteintranslokation
iber die ER-Membran inhibiert wird [40]. Vermutet wird eine Stérung der Bindung des SRP am
SRP-Rezeptor. Aber auch eine Stérung der Interaktion von RNC-Komplex und Translokon wurde
diskutiert. Es wurde postuliert, dass auf diesem Weg auch Translokonkomplexe inhibiert werden,
die aus dem ER heraus transportiert wurden, da es entlang des sekretorischen Weges zu einem natiir-
lichen Anstieg des Cholesterolgehalts kommt. Des Weiteren wire es denkbar, dass auch das Translo-
kon im ER inhibiert wird, wenn bestimmte physiologische Bedingungen zu einem erhohten Chole-

sterolgehalt in der Plasmamembran und in der ER-Membran fiihren [40].
Dreiwertige Ionen

Erdmann et al. untersuchten mittels in vitro Transkription/ Translation den Einfluss von dreiwerti-
gen Kationen wie Lanthanum- und Aluminium-Ionen auf den Sec61-Komplex [41]. Es wurde ver-
mutet, dass durch das Binden der Kationen an die negativ geladene Gruppen des Sec61-Komplexes
der Transport von Anionen erleichtert wird, wodurch die spannungsleitenden Eigenschaften des Ka-
nals beeinflusst werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch Lanthanum- (La**) und Aluminium-
Tonen (AI’T) die geoffnete Konformation des Sec61-Kanals stabilisiert wird. Die daraus resul-
tierende, eingeschrinkte Beweglichkeit des Komplexes erschwert das Binden der Signalsequenz
des zu translozierenden Proteins am Translokon. Dies hat eine Inhibition der Translokation zur
Folge [41].
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Eeyarestatin 1

Eeyarestatin 1 (ES{, Abb.1.4) ist eine Substanz, die einen oder mehrere Schritte der ER-assoziierten
Degradation (ERAD) inhibieren kann [42,43]. Die Hemmung erfolgt vermutlich durch Interaktion
mit der p97 ATPase, wodurch die Deubiquitinylierung der zu degradierenden Substrate verhindert
wird. Die Deubiquitinylierung der fehlgefalteten Proteine ist fiir die Retrotranslokation aus dem
ER und den Transport zum Proteasom essenziell [43].

QNQNL&O/NH\N/A/A@NOZ
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Abbildung 1.4: Chemische Struktur von ES;.
Modifizierte Darstellung nach Wang et al. [44].

Cross et al. konnten mit Hilfe von in vitro und in vivo Experimenten zeigen, dass ES; auch
den kotranslationalen Proteintransport iiber die ER-Membran inhibiert [45]. Thre Experimente
lassen vermuten, dass ES| die Konformation des Sec61-Komplexes verdndert und dadurch der
SR-SRP-RNC nicht mehr effektiv am Translokon binden kann. Dabei kommt es zur Hemmung
der Expression nahezu aller sekretorischen Proteine und fast aller untersuchten Membranprotei-
ne [45].

Zyklodepsipeptide

Kiirzlich wurde eine weitere die ER-Translokation inhibierende Stoffgruppe gefunden — die Zy-
klodepsipeptide. Sie verfiigen iiber ein vollig neues Wirkprinzip und hemmen selektiv die Bio-
synthese von einigen sekretorischen Proteinen und Membranproteinen [46]. Zyklodepsipeptide,
wie Hun-7293 und Apratoxin, sind natiirlich vorkommende Verbindungen, die sowohl aus Pil-
zen als auch aus Bakterien und marinen Organismen isoliert wurden. Charakteristisch fiir diese
Substanzen ist eine zyklische Anordnung der Aminosiduren, wobei eine oder mehrere Peptid-
bindungen durch Esterbindungen ersetzt sind. Des Weiteren sind sie durch das Vorhandensein
untypischer Aminoséduren und einer nicht zu den Aminosiuren gehorenden Position charakteri-
siert [47]. Aufgrund ihrer antiviralen, antibakteriellen, antitumoralen, antiinflammatorischen und
immunsuppressiven Eigenschaften haben Zyklodepsipeptide ein groBes pharmakologisches Po-

tential [48—50]. Kahalalide F z.B. ist ein antitumoral wirkendes Zyklodepsipeptid, welches sich
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zur Zeit in Phase II der klinischen Studie zur Behandlung verschiedener Krebsarten und Psoriasis
befindet [51].

Die Wirkungsmechanismen der Zyklodepsipeptide zu studieren ist schwierig. Einerseits erschwert
deren stereochemische Komplexitit die Synthese. Andererseits kann es zu einer schnellen en-
zymatischen Degradation im Zytoplasma kommen. Inzwischen wurden Derivate der natiirlich
vorkommenden Zyklodepsipeptide entwickelt, die eine vergleichbare Wirksamkeit bei erhohter Sta-
bilitdt aufweisen und einfacher zu synthetisieren sind [52]. Eine erste, limitierte Struktur-Wirkungs-
Analyse liegt nur fiir das aus Pilzen isolierte Hun-7293 vor [52]. Hiervon wurden die Derivate
CAM?741, NFI028 und Cotransin abgeleitet. Es zeigte sich, dass die Zyklodepsipeptide nur die
Proteinbiosynthese von einigen wenigen Proteinen hemmen, indem sie mit den SP der Zielproteine
und dem proteinleitenden Sec61-Kanal im ER wechselwirken [46, 53]. Crosslinking-Experimente
sprechen dafiir, dass Zyklodepsipeptide die Position des SP innerhalb des Sec61-Kanals verschie-
ben und so die Offnung des proteinleitenden Kanals verhindern [46,54]. Als Bindungsstelle kommt
die hydrophobe Bindungstasche innerhalb des Sec61-Kanals oder das SP selbst in Frage. Auffillig
ist die selektive Wirkung der Zyklodepsipeptide, die nur die Synthese einiger weniger Proteine
verhindert. Diese Selektivitdt scheint auf der Sequenzdiversitit der SP zu beruhen, die neben dem
Sec61 Protein das zweite Target der Peptide darstellen. Es ist aber unklar, ob es auf Seiten der SP

eine Konsensussequenz fiir die Zyklodepsipeptid-Sensitivitit gibt [46, 53].

Apratoxin A  Apratoxine sind eine Klasse zytotoxischer, natiirlich vorkommender Zyklodepsi-
peptide in marinen Cyanobakterien [55]. Die fiinf bis heute bekannten Apratoxine haben anti-
proliferative Eigenschaften, wobei Apratoxin A (Abb. 1.5) die hochste Potenz aufweist. Es fiihrt
zu einem Arrest im G1-Zellzyklus und zur Apoptose [56]. Der genaue Wirkmechanismus ist noch
nicht bekannt. Als moglicher Interaktionspartner der Apratoxine wurde die Translokonuntereinheit
Sec61a diskutiert [57].

Abbildung 1.5: Chemische Struktur von Apratoxin A
Modifizierte Darstellung nach Liu et al. [57].
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Hun-7293 Hun-7293 ist ein in Pilzen gebildetes makrozyklisches Peptid (Abb. 1.6a). Es besteht
(bis auf die Aminosidure Leucin, Leu) aus nicht-proteinogenen Aminosduren und einer Hydroxyséu-
re. Bei einer systematischen Suche nach potentiellen Therapeutika fiir chronisch entziindliche oder
Autoimmunerkrankungen konnte gezeigt werden, dass die Substanz die Expression des interzellu-
laren Adhésionsmolekiils 1 (ICAM-1) inhibiert [58]. Spiter konnten weitere inhibitorische Effekte
auf die Expression des vaskuldren Zelladhédsionsmolekiils 1 (VCAM1) und E-Selektin belegt wer-
den [52, 59]. Die Synthese von Hun-7293 ist aufgrund der nicht-proteinogenen Aminosduren,
der kovalenten Verkniipfung sterisch anspruchsvoller Aminosiduren, dem Einbau einer Esterbin-
dung in das Peptidriickgrad und einer epimerisierungsfreien Peptidzyklisierung sehr schwierig.
Trotzdem gelang es Boger et al. in einer Fliissigphasensynthese Hun-7293 herzustellen und syste-
matisch zu derivatisieren [60]. Es konnten die Derivate CAM741, NFI028 und Cotransin abgeleitet
werden. Es zeigte sich, dass Hun-7293 und seine bis heute beschriebenen Derivate das Translo-
kon SP-abhingig inhibieren und so die Biosynthese einiger weniger Proteine hemmen (selektive
Wirkung).

CAM741 Das Zyklodepsipeptid CAM741 (Abb. 1.6b), ein Decyanopropylester-Derivat von
Hun-7293, wurde als selektiv wirkender Inhibitor der kotranslationalen Translokation vom VCAM1
und des vaskulédren endothelialen Wachstumsfaktors (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF)
beschrieben. Bei der SP-abhingigen Hemmung des Sec61-Kanals scheint die Sec61f-UE eine
wichtige Rolle zu spielen. Auf Seiten des SP scheint eine erhohte Hydrophobizitit in der h-Region
zu einer erniedrigten CAM741-Sensitivitit zu fithren [13,53, 54].

NFI028 NFI028 entstand durch Anderung der zyklischen Heptadepsipeptidstruktur von CAM741
in eine zyklische Hexapeptidstruktur (Abb. 1.6¢). NFI028 inhibiert die Expression von VCAMI1,
aber nicht von VEGF [13]. Dies zeigt, dass durch Variation der Struktur prinzipiell die Selektivitit

der Zyklodepsipeptide verdndert werden kann.

Cotransin Cotransin ist im Vergleich zur Ausgangssubstanz Hun-7293 strukturell stark verein-
facht und ausschlieBlich aus leicht verfiigbaren Aminoséduren aufgebaut (Abb. 1.6d). Die Substanz
besitzt eine mit Hun-7293 vergleichbare selektive Wirkung auf die Biosynthese bestimmter Protei-
ne. Allerdings ist die inhibitorische Potenz in zellulidren Systemen um den Faktor 2000 verringert
(bezogen auf VCAMI) [46,52,59].

Garrison et al. beschrieben Cotransin als einen spezifischen, reversiblen Inhibitor der Protein-
translokation [46]. Als Cotransin-sensitive Proteine wurden die Membranrezeptoren VCAMI1,
P-Selektin und der Corticotropin releasing factor receptor I (CRF{R) und die sekretorischen Pro-
teine f3-Lactamase und Angiotensinogen beschrieben. Durch den Einfluss von Cotransin kommt
es zu einer schwicheren Bindung des RNC an die Sec61a-UE und luminale Chaperone (wie

z.B. die Proteindisulfidisomerase, PDI) und zu einer verstiarkten Bindung an Sec61f. Durch die
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(a) Hun-7293 (b) CAM741

(c) NFI028 (d) Cotransin
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Abbildung 1.6: Chemische Struktur von Hun-7293 und seinen Derivaten

Hun-7293 (a) ist ein zyklisches Heptadepsipeptid, welches bis auf die Aminosiure Leu aus nicht pro-
teinogenen Aminosiuren und einer Hydroxysdure besteht. CAM741 (b) ist ein Decyanopropylester-
derivat von Hun-7293. Das Derivat NFI028 (c) entstand durch Seitenkettenmodifikationen und Modi-
fikationen im Peptidriickgrad. Cotransin (d) besteht ausschlieBlich aus leicht verfiigbaren Aminoséu-
ren und an Stelle von DGCN ist 2-Hydroxypropansédure als Hydroxysédure vorhanden. (DGCN) (R)-2-
hydroxy-4-cyanobutyric acid, (MTO) Nll—methoxy—N—methyl—L—tryptophan. Modifizierte Darstellungen
nach Coin et al., Harant et al., Chen et al. [13,52,61].

Verschiebung der Bindung zwischen RNC und Translokon wird die effiziente Offnung des Translo-
kationskanals verhindert und die Translokation inhibiert (Abb. 1.7) [46].

Fiir die Synthese von Cotransin ist keine aufwéndige Herstellung von Aminosédurebausteinen not-
wendig, trotzdem wurde ein zu Hun-7293 analoger Weg mit Hilfe einer Fliissigphasensynthese be-
schritten [52]. Diese Synthesestrategie erlaubt bisher keine Automatisierung und erschwert die Her-
stellung einer groen Anzahl von Derivaten fiir Screening- und Struktur-Funktions-Untersuchungen.
Dieses Problem wurde kiirzlich durch eine Festphasensynthese des linearen Peptides und eine effi-

ziente und epimerisierungsfreie Zyklisierung gelost [61].
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Abbildung 1.7: Inhibition der Proteintranslokation in der ER-Membran durch das Zyklodepsipeptid
Cotransin
Cotransin beeinflusst die SRP-abhéngige Bindung des RNC am Translokon nicht. Es kommt zu einer
schwicheren Bindung des RNC an die Sec61¢-UE und das zytosolische Chaperon PDI (UE des Trans-
lokons) und zu einer verstirkten Bindung an Sec61f. So wird die Signalsequenz-abhéngige Insertion
der naszierenden Kette in den Kanal des Translokons inhibiert, wodurch das Translokon nicht effizient
geoffnet werden kann. Modifizierte Darstellung nach Garrison et al. [46].

1.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die bedeutendste Proteinfamilie, welche eine Zelle mit der sie umgebenden Umwelt verbindet,
bilden die GPCR. Aus diesem Grund nehmen sie heutzutage in der Medizin eine zentrale Rolle ein.
Etwa die Hilfte aller Medikamente wirken auf GPCR [62]. Somit war es ein Ziel dieser Arbeit,

herauszufinden, welche GPCR empfindlich gegeniiber Cotransin sind.

GPCR sind integrale Membranproteine (Typ III Membranproteine) und reagieren auf ein ausge-
dehntes Spektrum von Reizen wie Licht, Neurotransmitter, Duftstoffe, Pheromone, Nukleotide,
Aminosiduren, biogene Amine, Lipide, Hormone oder Chemokine (Abb. 1.8). Die Diversitit der
Liganden spiegelt den evolutionidren Erfolg der GPCR wider und erklért die Bedeutung der GPCR

in vielen biologischen Prozessen [63].

1.3.1 Struktur und Funktion von GPCR

GPCR sind durch einen extrazelluldaren N-Terminus, einen intrazelluldren C-Terminus und sie-
ben transmembranire o-Helizes charakterisiert, welche durch drei intrazelluldre und drei ex-
trazelluldre Schleifen miteinander verbunden sind (Abb. 1.8). Die sieben TM sind fiir die Ver-
ankerung des Rezeptors in der Membran verantwortlich und konnen zur Signalisierung beitra-
gen [64].
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1 Einleitung

Die Bindungsstellen fiir die Liganden der GPCR befinden sich innerhalb der extrazelluldren Schlei-
fen, innerhalb des N-Terminus oder innerhalb der Transmembranhelizes. Zur Unterstiitzung der
Stabilitdt und der korrekten Faltung sind die extrazelluldren Doménen und der N-Terminus héufig
glykosyliert. Auch die korrekte Orientierung in der Membran wird so begiinstigt [65]. Aufgrund
ihrer physikochemischen Eigenschaften und der geringen Rezeptordichte in der Membran ist die
Kristallisation und damit verbundene Strukturaufkldrung von GPCR sehr schwierig. Nur die Struk-
tur weniger GPCR konnte bis heute aufgeklédrt werden [66—72]. Die Rezeptoren konnen anhand von
funktionalen Eigenschaften in drei Klassen eingeteilt werden, die untereinander nur wenig Sequenz-
homologien aufweisen. Die zahlenmifBig grofite Klasse 1 umfasst die olfaktorischen Rezeptoren,
welche wiederum in drei Gruppen (a, b, ¢) unterteilt werden. Die Gruppe 1a enthélt Rezeptoren fiir
kleine Liganden, deren Bindung innerhalb der sieben Transmembranbereiche erfolgt. Die Gruppe
1b umfasst Peptid-Rezeptoren, deren Liganden innerhalb der N-terminalen Domine und an den
extrazelluldren Schleifenregionen binden. Die Gruppe 1c beinhaltet die Glykoproteinhormonre-
zeptoren, bei denen die Bindung der Hormone an die gro3e extrazellulire Doméne erfolgt. Die
Rezeptoren der Klasse 2 zeigen einen dhnlichen Aufbau wie die Rezeptoren der Gruppe 1c. Bei den
Liganden handelt es sich hier allerdings um gro3e Peptidhormone. Die Klasse 3 umfasst die metabo-

tropen Glutamatrezeptoren und Go-bindende Pheromonrezeptoren [63].

1.3.2 Aktivierung von GPCR

Die Bindung des Liganden an einen GPCR fiihrt zu einer Konformationsianderung des Rezeptors
und so zur Interaktion mit einem heterotrimeren (-, 8- und y-UE) Guaninnukleotid-bindenden
Protein (G-Protein, Abb. 1.8). Durch diese Bindung kann an der a-UE des G-Proteins Guano-
sindiphosphat (GDP) durch Guanosintriphosphat (GTP) ersetzt werden und der heterotrimere
G-Proteinkomplex wird instabil. Die a-UE dissoziiert anschlieBend vom Rezeptor und dem mem-
branstidndigen y-Dimer. Sowohl die a- als auch die S7-UE sind in der Lage, unabhéngig von-
einander synergistisch oder auch antagonistisch mit verschiedenen Effektoren wie Enzymen oder
Ionenkanilen zu interagieren und so die exogenen, durch den Liganden iibertragenen Signale in
das Zellinnere weiterzuleiten [73, 74]. Die intrinsische Aktivitit der a-UE ermoglicht es nach
Aktivierung der Rezeptoren, den zelluldren Effekt zeitlich zu begrenzen und die Zellen vor einer
Reiziiberflutung zu schiitzen. Mit Hilfe von akzessorischen Proteinen fiihrt die Hydrolyse des
gebundenen GTP zu einer Reassoziation der drei UE des G-Proteins und somit zur Inaktivierung
des GPCR [75].

Der groBen Vielzahl an GPCR und ihren Liganden steht zur Weiterleitung des Signals in die
Zelle nur eine begrenzte Anzahl von G-Proteinen zur Verfiigung. Die strukturelle und funktio-
nale Klassifizierung der G-Proteine wird durch die a-UE bestimmt, welche sich aufgrund von

Sequenzhomologien in vier Familien unterteilen lassen [76]:
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Abbildung 1.8: Aktivierung von GPCR
GPCR besitzen siecben TM (TM 1-7), die iiber je drei intra- und extrazelluldre Schleifen verbunden sind.
Sie werden durch verschiedenartige Liganden aktiviert. Die aktivierten Rezeptoren interagieren mit einem
heterotrimeren G-Protein, das aus einer o-, einer  und einer y-UE besteht. Durch die Interaktion kommt
es zu einem Austausch des GDP an der a-UE durch GTP, was die Instabilitit des Komplexes zur Folge
hat. Die UE sind nun in der Lage, mit ihren entsprechenden Effektoren zu interagieren und das Signal ins
Zellinnere weiterzuleiten. Modifizierte Darstellung nach Bockaert et al. [63].

* Gog
Die stimulatorische Untereinheit Gorg aktiviert die membranstindige Adenylylcyclase, wo-
durch Adenosintriphosphat (ATP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) umge-
wandelt wird. Der in dieser Arbeit verwendete CRF,,R fiihrt beispielsweise zu einer Gog

vermittelten Signaltransduktion (Tab. 1.1).

o G(Xi
Die inhibitorische Untereinheit Ga; hemmt die Adenylylcyclase, wodurch es zu einer Er-
niedrigung des cAMP-Spiegels in der Zelle kommt. Zu den in dieser Arbeit verwendeten
Go;-gekoppelten GPCR zihlt der u-Opioid-Rezeptor (LOR).

* Gag
Durch aktiviertes Gorg wird die Phospholipase-C-f aktiviert, wodurch Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat zu Diacylglycerol und dem second messenger Inositoltriphosphat hydroly-
siert wird. Der hier verwendete Urotensin-2 Rezeptor (UT2R) aktiviert Gotg.

* Gooz
Die Proteine Gotyp,13 sind in der Lage, p-GTPasen zu aktivieren, welche im aktivierten

Zustand mit weiteren Effektoren interagieren.
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Auch die By-UE der G-Proteine unterscheiden sich in Struktur und Funktion und koénnen bei-
spielsweise die Adenylylcyclase inhibieren, Phospholipasen aktivieren oder mit GPCR-Kinasen

interagieren [77-81].

1.3.3 Charakterisierung der in dieser Arbeit als Modell dienenden GPCR

Wihrend die Blockade oder die Aktivierung von GPCR in der Plasmamembran wichtige pharma-
kologische Prinzipien darstellen, wire eine spezifische Verhinderung der GPCR-Biosynthese ein
vollig neues Wirkprinzip. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob einige
pharmakologisch relevante GPCR Cotransin-sensitiv sind. Diese GPCR sollen in Tab. 1.1 ndher

charakterisiert werden.

In Tabelle 1.1 sind die ausgewihlten Rezeptoren aufgelistet. Angegeben sind u.a. Zuordnung zu
den jeweiligen Klassen, second messenger, posttranslationale Modifikationen und das jeweilige

Expressionsgewebe.
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2 Ziel dieser Arbeit

2 Ziel dieser Arbeit

Die spezifische Hemmung der Biosynthese von Proteinen ist in der Pharmakologie ein relativ neues
Prinzip. Bisher werden dafiir Nukleinsiduren eingesetzt, die in vivo héaufig nur schlecht in Zellen
aufgenommen werden [27]. Kiirzlich wurden zellpermeable Zyklodepsipeptide beschrieben, die
iber ein vollig neues Wirkprinzip verfiigen und spezifisch die Biosynthese von Proteinen inhibie-
ren konnen [13,46,52,57]. Cotransin, ein Zykloheptadepsipeptid, wurde als selektiv wirkender
Inhibitor der Biosynthese von sekretorischen Proteinen, wie B-Lactamase und Angiotensinogen
beschrieben. Auch einige wenige Membranproteine (CRF|R, P-Selektin und VCAMI1) waren

Cotransin-sensitiv [46].

Ziel dieser Dissertation war es, die Selektivitit von Cotransin zu untersuchen. Wegen der besonde-
ren pharmakologischen Bedeutung von GPCR sollte u.a. der Frage nachgegangen werden, ob es

weitere Cotransin-sensitive GPCR gibt.

Um strukturelle Gemeinsamkeiten im Aufbau der SP sensitiver Proteine zu finden, sollten ferner
weitere Cotransin-sensitive Proteine mit einem Proteomics-Ansatz identifiziert werden. Diese

Analyse sollte die Selektivitdt von Cotransin weiter untersuchen.

Weiter stellte sich die Frage, ob es moglich ist, durch gezielte Verinderung der funktionalen Grup-

pen des Cotransins die Selektivitit fiir ausgewihlte GPCR zu veridndern.
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3 Materialien

In diesem Abschnitt werden alle fiir die Versuche verwendeten Materialen sowie Gerite und

Software aufgefiihrt.

3.1 Reagenzien und Chemikalien

Material Lieferant

Acrylamid (30 %), Bisacrylamid (0,8 %) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agar Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Arginin (B3Cg, PNy)

CasyTon® isotonischer Puffer

Cotransin

DMEM
DMSO
6 x DNA Ladepuffer

dNTPs

Essigsdure

ETgR-Primer (HS 00240752_m1)
Ethanol

Ethidiumbromid

FACS Clean™

FACS Rinse™

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

peqlab, Erlangen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Silantes GmbH, Miinchen, Deutschland
Innovatis, Reutlingen, Deutschland
Leibniz-Institut fiir Molekulare Pharmakologie,
AG Peptidsynthese, Berlin, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Loading Dye, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutsch-
land

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
J.T.Baker, Deventer, Niederlande

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
J. T.Baker, Deventer, Niederlande

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
FACSCalibur™, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

FACSCalibur™, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der vorhergehenden Seite
Material

Lieferant

FACS Flow™

Fetales Kilberserum (FKS)
Fraktion V (BSA)
GAPDH-Primer (4326317E)
Glyzerin

Hefeextrakt

Iodacetamid

Ionomycin

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
L-Glutamin

LumiLight Western Blotting Substrate

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumdodecylsulphat (SDS)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TE-
MED)

Oligonukleotidprimer

Phorbol 12-Myristat-13-Azetat (PMA)
Pepton

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyethylenimine (PEI)

FACSCalibur™, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
J.T.Baker, Deventer, Niederlande

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

J. T.Baker, Deventer, Niederlande

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

BioTez, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Polysciences Europe GmbH, Eppelheim,
Deutschland

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der vorhergehenden Seite

Material

Lieferant

Poly-L-Lysin

ProteinA-Sepharose

RNase Away

RotiLoad-Probenpuffer, 4 x konzentriert

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trichloressigsdure Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Salzsdure VWR International GmbH, Darmstadt, Deutsch-
land

Tris Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TRIzol Reagent® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau Seromed GmbH, Wien, Osterreich

Trypsin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Tween-20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

3.2 Enzyme

3.2.1 DNA-modifizierende Enzyme

Enzym

Lieferant

Dpnl, EcoRI, Sall

T4-DNA-Ligase

FastDigest®, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutsch-
land

New England Biolabs (NEB), Frankfurt am
Main, Deutschland

3.2.2 Endoglykosidasen

Enzym

Lieferant

Endoglykosidase H (EH)
Peptidendoglykosidase F (PF)

NEB, Frankfurt am Main, Deutschland
NEB, Frankfurt am Main, Deutschland
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3.3 Marker

Marker

Lieferant

GeneRuler™DNA-Marker 1 Kb-Leiter
PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland

3.4 Kits
Material Lieferant
BigDye® Terminator Kit Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
BioPlex Pro Human Cytokine 27-plex BioRad, Miinchen, Deutschland
Assay
NucleoBond Plasmid Kit Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Deutschland

NucleoSpin Plasmid Quick Pure
Pierce® SILAC Protein Quantitation Kit
QuickChange™ Site-directed Mutagenesis
Kit

RNeasy Mini Kit

SS Il First strand synthesis super mix
TagMan® Gene Expression Master Mix

Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Deutschland
Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
AppliedBiosystems, Foster City, USA

3.5 Verbrauchsmaterialien

Material

Lieferant

Kryogefille
Elektroporationskiivetten
u-dish ibiTreat
Gradientengele (4-12 %)

Nitrozellulosemembran (OPTITRAN
BA-S 85)

Nunc, Roskilde, Danemark

BioRad, Miinchen, Deutschland

ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland
Invitrogen, NuPAGE® 4-12 % Bis Tris Gel
Imm x 12well

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der vorhergehenden Seite
Material

Lieferant

Parafilm

Pipetten (5, 10, 25 ml)

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 ul)
Reaktionsgefilie

Quarzkiivette QS (105.251)

Sep-Pak Vac 3cc AccellTM Plus QMA
Kartuschen

Zellkulturschalen (12-, 24-Lochplatten),
-flaschen

Zellkulturschalen (10 cm, 36 mm)

Zentrifugenrohrchen (Rundboden)

Laboratory Film, Chicago, USA

TPP, Trasadingen, Schweiz
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
EPPENDOREF, Hamburg, Deutschland
Hellma, Miillheim, Deutschland
Waters GmbH, Eschborn, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
Grainer Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
Cotech Vertriebs GmbH, Berlin, Deutschland

3.6 Antikorper

Antigen Wirt Lieferant

GFP (monoklonal) Maus Clontech Laboratories Inc., Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich

GFP (polyklonal) Kaninchen AG Protein Trafficking, Leibniz-Institut fiir Moleku-
lare Pharmakologie, Deutschland

anti-Maus-IgG- Ziege Dianova, Hamburg, Deutschland

Peroxidase (polyklo-

nal)

3.7 Rekombinante Plasmide

Als Klonierungsvektoren wurden der pPEGFP-N1 und der pKaede-MN1 benutzt. Wenn nicht anders
angegeben stammen alle Konstrukte vom FMP, Berlin, Deutschland.

Das Konstrukt SPetb—uOR.GFP wurde im Rahmen dieser Arbeit angefertigt.
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3.8 Geriite

Geriit Hersteller

Blotkammern Mini-PROTEAN® 3 Western TransBlot, Bio-
Rad, Miinchen, Deutschland

Durchflusszytometer BD FACS Calibur-Durchflusszytometer, Becton

Eksigent 2D NanoLC-System

Elektrophoresekammern

Elektroporationsgerit

Heizblock

Y-Zihler

Labormikroskop

Laser Scanning Microscope (LSM) und

angeschlossene Gerite

LTQ Orbitrap XL-Massenspektrometer

Lumilmager-F1™
Mikroinjektionsspritze
NanoDrop 100
Nanosprayquelle
PicoTip ESI Emitter

Pipettierhilfe

Pipetten

Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Axel Semrau GmbH, Sprockhdvel, Deutschland
Mini-PROTEAN® 3 Cell, BioRad, Miinchen,
Deutschland

GenePulser Xcell Electroporation System,
BioRad, Miinchen, Deutschland
Thermomixer Comfort, Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland

Wallac 1470 Wizard, GMI Inc., Ramsey, USA
Zeiss Axiovert 40, Carl Zeiss GmbH, Jena,
Deutschland

ConfoCor3, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutsch-
land

Heizkammer, FMP, Berlin, Deutschland
LSM 510 META, Carl Zeiss GmbH, Jena,
Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Deutschland

700 series syringe, Hamilton Co., Bonaduz,
Schweiz

Thermo Scientific, Wilmington, Deutschland
Proxeon, Odense, Danemark

New Objective, Woburn, MA, USA
Pipettboy, Integra Biosciences, Fernwald,
Deutschland

Research® 0,5-10 ul, Eppendorf GmbH,
Hamburg, Deutschland

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der vorhergehenden Seite
Gerit

Hersteller

pH-Meter

Photometer

Plattenlesegerit (Safire)

Reinstwasseranlage

Rotator

Rotoren/Zentrifugen

Spektrophotometer V-550 UV/VIS

StepOne™ RT PCR Systems

Szintillationszihler

Sequenziergerit

Waagen
Zellhomogenator

HI9321 Microprocessor pH-Meter, Hanna
Instruments, Kehl am Rhein, Deutschland
Ultraspec2000, Amersham Pharmacia Biotech,
Wien, Osterreich

TECAN, Crailsheim, Deutschland

Typ MilliQ plus, Fa. Millipore, Schwalbach,
Deutschland

Multishaker Rotator RS-24, Biosan, Warren,
USA

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland
Eppendorf GmbH, Hamburg, Deutschland
DuPont, Delaware, USA

Tomy Seiko, Fremont, USA

Christ, Osterode, Deutschland

GMI Inc., Ramsey, USA

Jasco Labor- und Daten Technik GmbH, Grof3-
Umstadt, Deutschland

Applied Biosystems, Foster City, USA
B-Counter, Beckmann Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

ABI PRISM™ 3100 Avant Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City, USA
Sartorius, Gottingen, Deutschland

Potter S, Braun Biotech Int. GmbH, Melsungen,
Deutschland

3.9 Software

Software Hersteller
Cell Quest Pro (V6) Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
ClustalW EMBL-EBI, Cambridge, UK

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der vorhergehenden Seite

Software

Hersteller

FCS Express (V3)
GraphPad Prism (V4)

IPI humane Proteindatenbank

MASCOT Suchmaschine (V 2.2)

MaxQuant (V 1.0.12.31)

SeqMan™ 2
SignalP3.0

StepOne
Zeiss LSM Image Browser

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
international protein index, Version 3.52,
148380 Sequenzeintrige; 62526836 Aminosiu-
ren beinhaltend

Matrix Science Ltd., London, UK

Max Planck Institut fiir Biochemistry, Martins-
ried, Deutschland

DNASTAR, Madison, USA

Center for Biological Sequence Analysis,
Lyngby, Dinemark

Applied Biosystems, Foster City, USA

Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

3.10.1 Bakterien

3.10 Bakterienstimme und eukaryotische Zelllinien

Bezeichnung Genotyp

Herkunft

E. coli DH5x

thuA2A(argF-lacZ)U169 phoA gInV44

Stratagene, USA

PBOA (lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl

endAl thi-1 hsdR17

3.10.2 Eukaryotische Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung

Herkunft

HASM-Zellen

ge, immortalisiert mit humaner Telomerase,
reverser Transkriptase (hTERT)

humane, glatte Muskelzellen der Atemwe-

Andrew Halayko, Universi-
ty of Manitoba, Winnipeg,
Manitoba, Kanada

Fortsetzung auf der nichsten Seite

25



3 Materialien

Fortsetzung der vorhergehenden Seite

Bezeichnung

Beschreibung

Herkunft

HEK?293-Zellen

HepG2-Zellen

Jurkat-Zellen

humane, embryonale Nierenzellen; trans-
formiert mit Adenovirus Typ 5 (DSMZ-
Nr. ACC 305)

humane Leberkarzinom-Zelllinie, von
Patient mit primidrem Hepatoblastom
(DSMZ-Nr. ACC 180)

humane T-Zelllinie, von Patient mit akuter,
lymphoblastischer Leukdmie (DSMZ-
Nr. ACC 282)

DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

DSMZ, Braunschweig,
Deutschland

DSMZ, Braunschweig,
Deutschland
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Fiir die Herstellung der Losungen wurde, wenn nicht anders angegeben, bi-destilliertes Wasser ver-
wendet, welches mit dem Milli-Q Plus Wasseraufbereitungssystem von organischen und ionischen
Bestandteilen befreit wurde und eine Leitfdhigkeit von hochstens 10 1S /cm bei Raumtemperatur
(RT) besal.

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach erwarteter GréBe in 0,8 - 2,0 prozentigen
Agarosegelen in Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer). Dafiir wurden die DNA-Proben mit
6 x DNA-Ladepuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 5 V/cm. Als GroBenstandart wurde
ein 1 Kb-Leiter verwendet. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente wurden die Gele mit 60 ug
Ethidiumbromid versetzt. Aufgrund der planaren Struktur ist Ethidiumbromid in der Lage, sich
reversibel in die DNA einzulagern. Unter UV-Bestrahlung (256 nm) tritt eine Fluoreszenz auf. Die
Empfindlichkeit liegt bei 5 ng DNA pro Bande.

TAE-Puffer 0,8 M Tris; 0,4 M Essigsdure; 0,25 M EDTA (pH 7,8)

4.1.2 Plasmid-DNA Isolierung und Aufreinigung aus Agarose-Gelen

Fiir die Plasmid-DNA Isolierung aus E. coli-Bakterien wurden die kommerziell erwerblichen Kits
Nucleobond® AX und NucleoSpin® Plasmid QuickPure verwendet. Zum Isolieren von DNA
aus Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegelen wurde das Kit NucleoSpin® Extraktll benutzt. Die

Durchfiihrung erfolgte wie in den dazugehorigen Handbiichern angegeben.
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4.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Konzentration von DNA- und RNA-Ldsungen wurde photometrisch bei einer Wellenlidnge von
260 nm mit Hilfe des Nanodrop 100 bestimmt. Aufgrund der Extinktion der Losung konnte die
Konzentration anhand folgendes Verhiltnisses berechnet werden: ODygp = 1 entspricht 50 (g /ml
doppelstriangiger DNA oder 40 ug/ ml RNA. Die Reinheit der Proben konnte mit Hilfe des Ver-
hiltnisses ODygo/ OD5g( bestimmt werden (DNA =1,8; RNA =2,0).

4.1.4 Restriktion von Plasmid-DNA

Mit Hilfe von Restriktionsenzymen ist es moglich, DNA-Molekiile an bestimmten Positionen zu
schneiden. Laut Hersteller der Restriktionsenzyme wird 1 g Plasmid DNA von 1 U Restrikti-
onsenzym in 5 min bei 37 °C geschnitten. Fiir eine analytische Spaltung wurden 1 g, fiir eine

praparative Spaltung 2,5 g Plasmid-DNA verwendet.

4.1.5 Oligo-Klonierung

Unter Oligo-Klonierung versteht man das Prédparieren eines forward (Primer A) und eines re-
verse (Primer B) Oligoprimers, um einen daraus resultierenden Oligonukleotiddoppelstrang zu

erhalten.

Fiir den Oligo-Klonierungs-Ansatz wurden verwendet:
30ul  Primer A (50 uM)
30 ul  Primer B (50 uM)
15ul  5x Annealingpuffer

Der Ansatz wurde fiir 2 min auf 95 °C erhitzt. AnschlieBend wurde der Heizblock ausgeschaltet
und der Reaktionsansatz stehen gelassen, um so eine langsame Abkiihlung auf RT zu gewihrleisten.
Die annealten Oligos wurden iiber die Agarose-Gelelektrophorese (Kap. 4.1.1) aufgereinigt und in
20 ul HO aufgenommen.

5 x Annealingpuffer 400 ul 1 M Tris-HCI (pH 8,0); 333 ul 3M NaCl; 1267 ul H,O

4.1.6 Ligation von DNA-Molekiilen

Unter Verwendung von DNA-Ligasen werden DNA-Stringe miteinander verkniipft, indem eine

Esterbindung zwischen dem Phosphatrest und der Desoxyribose ausgebildet wird. Als Kofaktor
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benotigt das Enzym dafiir ATP. Um DNA-Stringe (Insert und Vektor) miteinander zu verkniipfen

wurde folgender Ligations-Ansatz angesetzt:

Fiir den Ligations-Ansatz wurden verwendet:

3ul Insert (15 % des Endvolumens einer Gelelution)
1ul Vektor (5 % des Endvolumens einer Gelelution)
2 ul 10 x Ligase-Puffer (NEB)

1 ul T4-DNA-Ligase

ad 20 ul H,0

Fiir die Ligation von Oligo-Fragmenten und einem geodffneten Vektor der Oligo-Klonierung wurde

verwendet:

Fiir den Ligations-Ansatz wurden verwendet:

10 ul Vektor (50 % des Endvolumens einer Gelelution)

1 ul Oligonukleotide (5 % des Endvolumens der Gelelution nach der Oligo-Klonierung)
2ul 10 x Ligase-Puffer (NEB)

1 ul T4-DNA-Ligase

ad20ul H,O

Die Ligations-Ansidtze wurden fiir 30 min bei RT oder iiber Nacht (iiN) bei 16°C inku-
biert. Anschlieend wurden 4 ul des Ansatzes in elektrokompetende E. coli-Bakterien transfor-
miert (Kap. 4.1.8).

4.1.7 Zielgerichtete Mutagenese

Um eine gezielte Mutation in einem Vektor hervorzurufen, wurde das QuickChange™ Site-Directed
Mutagenesis Kit verwendet. Durch spezifisch generierte Primer kann man auf diesem Weg Nukleo-
tide austauschen, deletieren oder hinzufiigen, um z.B. Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme zu

generieren.
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Fiir den Mutagenese-Ansatz wurden verwendet:

2 ul 10 x Reaktionspuffer (Stratagene)
50ng dsDNA Template
1 ul 10 uM Primer 5’
1 ul 10 uM Primer 3’
1 ul dNTPs
25U PfuTurbo-DNA-Polymerase
ad20 ul H,0
PCR-Protokoll:
Zyklen | Temperatur Zeit
1 95°C 30sec
95°C 30 sec
16 58°C 1 min
68 °C 1 min / [Kb] Plasmid
1 68 °C 7 min

AnschlieBend wurde der PCR-Ansatz 30 min mit 2 ul der Restriktionendonuklease Dpnl bei 37 °C

verdaut, wodurch die methylierte Ursprungs-DNA zerstort wurde.

Der verdaute Mutagenese-Ansatz wurde mit 5 1 3 M Na-Acetat und 125 ul 100 % Ethanol vesetzt
und fiir 30 min bei -70 °C inkubiert. Die gefillte DNA wurde fiir 20 min bei 20000 g zentrifugiert
und das Pellet mit 250 il 70 % Ethanol gewaschen. Die DNA wurde getrocknet und anschlieBend
in 20 ul H>O aufgenommen. Die Transformation in E. coli-Bakterien erfolgte mit 4 ul dieses
Ansatzes. Anschlieend wurden mehrere Klone gepickt, die DNA isoliert und die Mutation anhand

von Kontroll-Restriktionen und Sequenzierungen kontrolliert.

Erhélt man nach dem oben angegebenen PCR-Protokoll keine positiv mutierten Klone, wurde
die PCR-Reaktion auf zwei Ansitze verteilt. So wurde die Mutation unabhédngig voneinander auf
dem forward- und auf dem reverse-Strang induziert. Anschliefend wurden beiden Reaktionsanitze

vereint und mit Hilfe der DNA-Polymerase komplementiert.
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Fiir den Mutagenese-Ansatz wurden verwendet:

Probenreaktion A Probenreaktion B
2,5 ul 10 x Reaktionspuffer 2,5ul 10 x Reaktionspuffer
25ng dsDNA Template 25ng dsDNA Template
125ng Oligonukleotidprimer 5’ 125ng Oligonukleotidprimer 3’
0,5 ul dNTPs 0,5 ul dNTPs
25U PfuTurbo-DNA-Polymerase 25U PfuTurbo-DNA-Polymerase
ad 25 ul H;0 ad 25 ul H;0
PCR-Protokoll:
Zyklen | Temperatur Zeit
1 95°C 30sec
95°C 30sec
3 55°C 1 min
68 °C 1 min / [kb] Plasmid
95°C 30 sec
3 45°C 1 min
68 °C 1 min / [kb] Plasmid

Ansitze A und B wurden vereint und 2,5 U PfuTurbo-DNA-Polymerase dazugegeben.

PCR-Protokoll:
Zyklen | Temperatur Zeit
1 95°C 30 sec
95°C 30 sec
16 50°C 1 min
68 °C 1 min / [Kb] Plasmid
1 68 °C 7 min

AnschlieBend erfolgte auch hier ein Dpnl-Verdau, die DNA-Fillung und die anschlieende Trans-

formation.

4.1.8 Transformation von E. coli-Bakterien mit Plasmid-DNA

Fiir die Transformation von DNA in E. coli-Bakterien wurden elektrokompetente E. coli-Bakterien
(DH5) verwendet. 40 ul der kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und die entspre-
chende Menge DNA dazugegeben (1 utl bei Retransformationen, 4 p1 bei Mutagenesen oder Liga-

tionsansitzen). Der Bakterien-DNA-Ansatz wurde komplett in eine vorgekiihlte Kiivette iiberfiihrt.
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Die Elektroporation erfolgte im GenePulser Xcell Elektroporationssystem bei einer Spannung
von 1250V und einer elektrischen Kapazitit von 25 uF. Der Ansatz wurde in 500 1 LB-Medium
aufgenommen, fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieend auf selektiven Agarplatten ausplattiert
(Kap. 4.2.1).

4.1.9 Sequenzierung von Plasmid-DNA und Sequenzanalyse

Fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde die Didesoxymethode nach Sanger benutzt [82].
Hierbei wurden Didesoxynukleosidtriphosphate eingesetzt, welche mit Fluoreszenz-Farbstoffen
markiert waren. Die durch die Didesoxynukleosidtriphosphate entstehenden Kettenabbruchproduk-
te wurden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und die Enden, welche mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff markiert waren, mit Hilfe eines Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Fiir die Sequenzierung

wurde das BigDye Terminator v3.0 Kit verwendet.

Fiir den Sequenzier-Ansatz wurden verwendet:
09ug  Plasmid-DNA

1 ul 10 uM Oligonukleotidprimer

1,5 ul 5 x Sequenzierpuffer (BigDye Terminator v3.0 Kit)
1 ul BigDye (BigDye Terminator v3.0 Kit)

ad 10ul H,0

PCR-Protokoll:
Zyklen | Temperatur | Zeit
95°C 10 sec

25 50°C 5 sec
60°C 4 min
4°C oo

Nach der PCR wurde die DNA mit 42 ul Prézipitationsmix geféllt, bei 13000 g pelletiert und
mit 125 ul 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in einer SpeedVac fiir 15 min getrocknet
und anschlieBend im institutseigenen Sequenzierlabor sequenziert. Dort wurde die Probe in 20 ul
Hi-Di™ Formamid resuspendiert und in den automatischen Sequenzierer ABI PRISM™ 3100
Avant Genetic Analyzer gegeben. Die Daten wurden mit der Software SeqMan™ 2 (DNA-Star)
ausgewertet.

DNA-Prizipitationsmix 1,45 ml H,O; 300 ul 3 M Natriumacetat (pH 4,6); 6,25 ml 100 %
Ethanol
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4.1.10 Quantitative real-time PCR

Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR (QRT-PCR) ist es moglich die Amplifikation und den
Nachweis einer mRNA simultan in einem Reaktionsgefi ablaufen zu lassen. Die qRT-PCR, wel-
che auf der TagMan® PCR (Perkin Elmer Applied Biosystems) beruht, zeichnet sich zunéchst
durch eine Oligonukleotid-Sonde aus, die an ihrem 5’-Ende den Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
VIC oder FAM besitzt (GAPDH: VIC; ETgR / CRF{R: FAM). An ihrem 3’-Ende befindet sich ein
Quencher. Bei intakten 7TagMan®-Sonden wird die Fluoreszenz des Reporters durch den Quen-
cher durch strahlungsfreie Energielibertragung unterdriickt. Die Sonde bindet im amplifizierten
Bereich des Gens. Die forward und reverse Primer wurden so gewihlt, dass deren Sequenz sich
iber zwei aufeinanderfolgende Exons erstreckt, so dass nur mRNA amplifiziert wird, nicht aber
genomische DNA. Wihrend der PCR werden durch die 5’-Nukleaseaktivitit der DNA-Polymerase
einzelne Nukleotide der Sonde in 5’-3’-Richtung entfernt. Dadurch gelangt die Reporterfluores-
zenz in rdumliche Entfernung zum Quencher und wird nicht mehr unterdriickt. Als MaB fiir die
Menge an cDNA wurde der threshold cycle (Cr)-Wert angegeben, welcher den Zyklus angibt,
in dem zum ersten Mal ein vom unspezifischen Hintergrund signifikant erhohtes Fluoreszenzsi-
gnal messbar ist. Bei einem niedrigen C7-Wert liegen weniger cDNA Kopien vor als bei einem
hohen [83].

Fiir die Durchfiihrung einer qRT-PCR wurden HEK293-Zellen einer 35 cm Zellkulturschale abge-
16st und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in 500 ul TRIzol aufgenommen und 5 min bei RT
inkubiert, wodurch es zu einer Lyse der Zellen und einer Inaktivierung von RNasen und anderen
Enzymen kommt. Fiir die weitere RNA-Priparation wurde der Arbeitsplatz mit RNase away ge-
reinigt und nur spezielle Spitzen und Losungen, welche ausschlieBlich fiir die RNA-Priparation
ausgewiesen sind, benutzt. Im Phenol des TRIzols 16sen sich die Proteine und die DNA. Durch
Zugabe von 100 ul Chloroform und gutes Durchmischen, einer weiteren Inkubationszeit von 3 min
und Zentrifugation (12000 g, 15 min, 4 °C) erfolgte die Phasentrennung. Danach waren drei Phasen
zu erkennen. Die obere, wissrige Phase enthielt RNA, die Interphase DNA und die untere Phe-
nolphase Proteine. Die obere Phase wurde abgenommen und die RNA durch Zugabe von 250 ul
Isopropanol prizipitiert. Dafiir wurde die Losung wieder gut durchmischt, anschlieBend 10 min bei
RT inkubiert und fiir 15 min zentrifugiert (12000 g). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
in 500 ul 70 prozentigem Ethanol aufgenommen. Zur Aufreinigung der RNA wurde das RNaesy
Mini Kit verwendet (Durchfiihrung laut Hersteller).

Fiir die Durchfithrung der reversen Transkription wurde das Kit SS III First strand synthe-
sis super mix verwendet. Das Ansetzen der ersten Reaktion, zum Anlagern der Primer, er-
folgte wie in der nachstehenden Tabelle beschrieben. Die Inkubation erfolgte bei 65 °C fiir

5 min.
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Fiir den Ansatz der reversen Transkription wurden verwendet:

1 ul Random hexamere

1 ul Annealingpuffer

lug RNA (Probe)

ad 8 ul RNase / DNase freies H,O

Zu diesem Ansatz wurden 10 ul 2x first strand buffer und 2 ul SS 111 RNase out enzyme mix
hinzugegeben (Verwenden eines Mastermixes). Die reverse Transkription erfolgte zunéchst bei
25 °C (5 min) und anschliefend bei 50 °C (50 min). Zur Kontrolle der DNase-Behandlung und dem
nicht-Binden des Primers an genomische DNA wurde in eine Probe keine reverse Transkriptase

gegeben.

Fiir den qRT-PCR-Ansatz wurden verwendet:
1ul  cDNA (Probe)
10 ul  Master-Mix
1ul Genl-Primer
1ul  GAPDH-Primer
7ul  RNase freies HyO

Zur Kontrolle des Versuches wurde eine Probe ohne cDNA (Probe) und eine Probe ohne Primer
mitgefiihrt. Die qRT-PCR wurde mit Hilfe des StepOne™ RT-PCR Systems durchgefiihrt und mit

Hilfe der StepOne Software ausgewertet.

4.2 Mikrobiologische Methoden

4.2.1 Anzucht und Aufbewahrung von E. coli-Stimmen

Die Kultivierung von transformierten E. coli-Stimmen erfolgte in Kanamycin-haltigem Luria-
Bertani-Medium (LB-Medium) oder auf Kanamycin-haltigen Agarplatten. Zum Animpfen einer
LB-Fliissigkultur wurde ein E. coli-Klon von einer Agarplatte gepickt. Die ausplattierten Agar-
platten oder angeimpften LB-Kulturen wurden iiN bei 37 °C inkubiert. Fiir eine ausreichende
Sauerstoffversorgung wurden die Fliissigkulturen wihrend der Inkubation geschiittelt. Zur ldnger-
fristigen Lagerung von transformierten E. coli-Stimmen wurde 1 ml einer frischen iiN-Kultur und

500 ul autoklaviertes Glyzerin zusammengegeben und bei -80 °C gelagert.
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LB-Medium 10 g/1Pepton; 5 g/1 Hefeextrakt; 5 g/1 NaCl
LB-Agarplatten 12 g Agar/1 LB-Medium
Kanamycin (LB-Medium / LB-Agarplatten) 30 ttg/ml

4.2.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Bakterien

Zur Herstellung von elektrokompetenten E. coli-Bakterien wurde der Stamm DHS o verwendet.
Aus einem Glyzerolstock wurden 250 ml LB-Medium angeimpft und iiN bei 37 °C unter Schiitteln
inkubiert. Am nichsten Tag wurden 2 x 8 ml der Ubernachtkultur in je 492 ml LB-Medium iiberfiihrt
(21-Kolben) und bei 37 °C inkubiert, bis die ODgyy zwischen 0,35 und 0,4 lag. Anschlieend
erfolgte eine Inkubation der beiden Kolben fiir mindestens 25 min auf Eis und eine anschlieBende
Verteilung der Suspensionen auf 4 Zentrifugengefiaf3e. Nach Zentrifugation bei 1000 g (15 min,
4°C) wurde der Uberstand verworfen und die Pellets in 250 ml kaltem Wasser resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte wieder eine Pellettierung der Bakterien durch Zentrifugation. Jeweils zwei
der Pellets wurden in 250 ml eiskaltem 10 prozentigem Glyzerin vereint. Die Bakterien wurden
wieder zentrifugiert, die Pellets in je 10 ml eiskaltem 10 prozentigem Glyzerin aufgenommen und in
zwei sterile Falcons tiberfiihrt. Die Bakterien wurden bei 1000 g fiir 15 min bei 4 °C abzentrifugiert
und zusammen in 2 ml GYT-Medium vereint. Die Bakteriensuspension wurde in 40 pl-Aliquots in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

GYT-Medium 10 % Glyzerol; 0,125 % Hefeextrakt; 0,25 % Trypton

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Beschichtung von Deckglisern und Platten mit Poly-L-Lysin

HEK?293-Zellen 16sen sich sehr leicht von Deckglidsern und Lochplatten ab. Um ein Ablosen zu
vermeiden, wurden Oberflachen mit Poly-L-Lysin beschichtet. Die negativ geladene Membran der

Zellen wird von der positiv geladenen Poly-L-Lysin-Schicht gebunden.

Zur Beschichtung wurde eine 0,1 mg/ml Poly-L-Lysin-Losung hergestellt. Davon wurden
500 ul auf ein 30 mm-Deckglas oder in ein Loch einer 24-Lochplatte pipettiert. Die Lo-
sung wurde nach 30 min abgesaugt und die Oberfliche unter sterilen Bedingungen getrock-

net.
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4.3.2 Kultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung von HEK?293-, HepG2-, Jurkat- und HASM-Zellen erfolgte in Dulbec-
co’s modified Eagle’s Medium (DMEM-Medium) mit 10 % fetalem Kailberserum (FKS)
und 2mM L-Glutamin. Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO»

kultiviert.

4.3.3 Transfektion von HEK293-Zellen

Fiir die Transfektion von HEK293-Zellen wurde das Transfektionsmittel Polyethylenimin (PEI)
verwendet. PEI wurde so aufgearbeitet wie von Polysciences Europe GmbH beschrieben. Einen Tag
nach der Aussaat der HEK293-Zellen erfolgte die Transfektion, wenn die Zellen zu ca. 70 % konflu-
ent waren. Fiir die Transfektion wurde PEI in FKS-freies DMEM-Medium (Transfektionsmedium)
gegeben und bei RT fiir 10 min inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe der entsprechenden
Menge DNA (nachstehende Tab.). Nach einer weiteren Inkubation bei RT fiir 20 min wurde der

Ansatz zu den Zellen gegeben.

Zellkulturschale Zellzahl [x 10° | Transfektionsmedium [ml] PEI [ul] DNA [ug]

24 Loch 0,7 0,1 1,5 0,6
12 Loch 2 0,1 3 1,2
6 Loch 3 0,2 2 0,8
6 cm 8,7 0,5 4 1,6
ETgR.GFP ET,R.GFP 1.T™M 7.T™
TSHR.GFP CRF,,R.GFP |NH, 1SBlI H [ S <] | H GFP }-cooH

CRF;R.GFP PARIL.GFP

ASP-ETgR.GFP NH, H | S < | HGFP}-cooH
ET.R Kaede NH, BB 1 S ST HKE8as cooH
UTR,.GFP,  AT,R.GFP,

V,RGFP  LOR.GFP NH, H{SAS] $ ST HEGEPHcooH
V,,R.GFP

SPetb-uOR.GFP NH, 8Bl HSAS] S < [ HTGFP}-cooH

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der verwendeten GPCR-Konstrukte
Alle in dieser Arbeit verwendeten GPCR-Konstrukte sind mit GFP oder Kaede am C-Terminus fusio-
niert und befinden sich im pEGFP-N1- bzw. pKaede-MN1-Vektor. Damit wird eine mikroskopische
oder durchflusszytometrische Quantifizierung ermoglicht. (SP) Signalpeptid, (SAS) Signalankersequenz,
(1./7.TM) 1./7. Transmembrandoméine, (GFP) green fluorescent protein.
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Die Konstrukte, welche transfiziert wurden, sind in Abb. 4.1 schematisch dargestellt. Mit Hilfe der
C-terminalen Markierung mit dem green fluorescent protein (GFP) bzw. Kaede war eine zellulire

Lokalisation und Quantifizierung moglich.

4.3.4 AlamarBlue®-Zytotoxizitatsassay

AlamarBlue® ist ein nicht toxischer Indikator fiir den Zellmetabolismus, welcher auf dem blauen
Redoxfarbstoff Resazurin beruht. In lebenden, vitalen Zellen wird Resazurin allmihlich irrever-
sibel zu pinkfarbenem Resorufin reduziert. Zytotoxische Stoffe verlangsamen oder stoppen diese
Reduktion abhéngig von ihrer Toxizitit. Fiir einen Toxizitédtstest wurden HEK293-Zellen in einer
96-Lochplatte ausgesit. Nach 48 h erfolgte die Behandlung der Zellen mit der zu testenden Sub-
stanz in steigenden Konzentrationen. Nach weiteren 24 h wurde zu dem Medium der Zellen das
alamarBlue®-Reagenz dazugegeben (Verdiinnung 1 : 10) und fiir weitere 2 h bei 37 °C inkubiert.
Der Farbumschlag konnte bei einer Wellenlinge (Aex:) von 570 nm und einer Referenzwellenlinge

(Aem) von 600 nm mittels eines Plattenlesegerites gemessen werden [84].

4.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Oberflichen- und in-
trazelluldren Molekiilen. Neben den Streulichteigenschaften (Vorwiértsstreulicht (Forward-Scatter,
FSC) und Seitwirtsstreulicht (Side Scatter, SSC)) mit denen die Grofie und Granularitit der Zel-
len bestimmt werden kann, kann auch die Fluoreszenz einer vorher mit einer bestimmten Wel-
lenldnge angeregten fluoreszierenden Gruppe gemessen werden. Zur Bestimmung der Gesamt-
Fluoreszenz eines GFP- oder Kaede-gekoppelten Rezeptors in HEK293-Zellen wurden diese in
einer 12-Lochplatte ausgesit. Die transiente Transfektion erfolgte 24 h nach der Aussaat. Einen Tag

spater wurde die Fluoreszenz der Zellen durchflusszytometrisch analysiert.

Dafiir wurden die Zellen mit 1 ml PBS mechanisch von der Lochplatte abgeldst und in ein Zentrifu-
genrohrchen iiberfiihrt. Die Rohrchen wurden 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend in 250 ul PBS aufgenommen. Die GFP-
Fluoeszenz bzw. Fluoreszenz des griinen Kaedes wurde mit Hilfe des Fluoreszenzkanals 1 (FI-1)
des Durchflusszytometers bestimmt. Die mathematische Analyse erfolgte, nach dem Exportieren
der Daten, mit Hilfe von GraphPad Prism. Es erfolgte nur die Auswertung lebender Zellen (Gate 1),
welche mit Hilfe des FSC und SSC bestimmt wurden. Fluoreszenzintensititen bis 10! wurden als
Autofluoreszenz definiert, die bei allen Zellen (d.h. auch bei nicht-transfizierten) vorhanden ist.
Fiir eine Quantifizierung der GFP- bzw. Kaede-Fluoreszenzen und damit des Cotransin-Effektes
wurden die Fluoreszenzintensititen von 10* Zellen addiert und als MaB fiir die Expressionsstirke

benutzt.
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Nach erfolgter Transfektion verlief die Expression und der Transport der Rezeptoren recht schnell.
Um den Teil der GFP-markierten Rezeptoren mit zu beriicksichtigen, welcher schon vor Cotransin-
Zugabe vorhanden war, wurden transfizierte Zellen mit dem Translationsinhibitor Cycloheximid
behandelt (20 ug/ml, 17h). Dieser Wert und der Wert fiir Zellen, welche mit einem Leervek-
tor transfiziert und mit Cotransin behandelt wurden, wurden in der Auswertung mit beriicksich-

tigt.

10xPBS 80g/1NaCl; 2g/1KCI; 11,5 g/1 NaHPOg4; 2 g/1 KH,PO4 (pH 7,4)

4.5 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Die Lokalisationsbestimmung und Quantifizierung von GFP- bzw. Kaede-markierten Rezepto-
ren in transient transfizierten HEK293-Zellen erfolgte mikroskopisch mit Hilfe des konfokalen
Laser-Scanning-Microscope (LSM). HEK293-Zellen wurden dazu auf einem beschichteten 30 mm
Deckglas in einer 6-Lochplatte ausgesit und einen Tag spiter transfiziert. Nach 24 h konnten
die Zellen analysiert werden (100er Objektiv). Die Einstellungen erfolgten individuell entspre-
chend der Fluoreszenz-Intensitdten. GFP und griines Kaede (gKaede) wurde bei einer Wellen-
linge von 488 nm detektiert, Trypanblau und rotes Kaede (rKaede) bei einer Wellenldnge von
543 nm.

4.6 Proteinbiochemische Methoden

4.6.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es mog-
lich Proteine eines Proteingemisches nach ihrer Gro8e aufzutrennen. Die Proteine wurden durch
Zugabe des SDS-haltigen RotiLoad-Probenpuffers denaturiert, wodurch nicht kovalente Protein-
aggregate aufgelost wurden und die Proteine eine negative Ladung erhielten. Durch das Anlegen
einer Spannung wurden die Proteine mit Hilfe eines Acrylamidgels (Zusammensetzung siehe nach-
stehende Tabelle) nach ihrer GréBe getrennt. Durch den Vergleich mit einem Proteingemisch mit
bekannten Molekiilmassen (prestained protein ladder) liely sich die Molekiilmasse unbekannter
Proteine abschitzen. Die denaturierten Proteine wurden auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung

der Proteine erfolgte in Elektrophoresepuffer (20 mA pro Gel).
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Elektrophoresepuffer 30,3 g/1 Tris; 144,1 g/1 Glyzin; 10g/10,1 % SDS

Sammelgel (4 %) 835 ul 30 % / 0,8 % Acrylamid-Bisacrylamid; 625 ul 0,625 M Tris-HCI
(pH 6,8); 25 ul1 20 % SDS; 5 ul TEMED; 3,5 ml H,O; 25 ul 10 % APS

Trenngel (8 %) 3ml 30 % /0,8 % Acrylamid-Bisacrylamid; 5,625 ml 0,75 M Tris-HCI
(pH 8,8); 56,5 ul 20 % SDS; 5,65 ul TEMED; 2,5 ml Wasser; 79 ul
10 % APS

4.6.2 Coomassie-Brillant-Blau-Firbung

Coomassie-Brillant-Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der sich an die Seitenketten von Amino-
sduren anlagert und zum Anfédrben von Proteinen verwendet wird. Dafiir wurde das Proteingel fiir
1 h bei RT in Coomassie-Brillian-Blau-Firbelosung inkubiert. Die Entfarbung des Gels erfolgte
mit Hilfe der Coomassie-Brilliant-Blau-Entfirbelosung ebenfalls bei RT iN. Dadurch wurde der
Coomassie-Brilliant-Blau-Farbstoff aus dem Gel gelost und blieb spezifisch an den Proteinbanden

gebunden.

Coomassie-Brilliant-Blau-Firbelosung 0,625 g Coomassie (G-250); 125 ml Methanol;
100 ml H>O; 25 ml Essigséure
Coomassie-Brilliant-Blau-Entféarber 10 % Essigsaure; 10 % Methanol

4.6.3 Detektion von immobilisierten Proteinen auf Membranen
(Western-Blot)

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine eines Proteingemisches wurden aus dem Acrylamid-
gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurde das Nass-Blot-Verfahren angewendet.
Der Transfer erfolgte in 1 x Blot-Puffer, bei 2,5 mA /cm? und 4 °C unter Verwendung eines Eis-
akkus fiir 90 min. Zum Blockieren von freien Bindungsstellen wurde die Nitrozellulosemembran
fiir 1 h bei RT in Blockpuffer unter leichtem Schwenken inkubiert. Danach erfolgte das Waschen
der Membran mit 1 x TBST. AnschlieBend wurde die Membran in 3 prozentiger BSA-TBST-
Losung mit dem primdrem monoklonalen Antikorper (Maus-anti-GFP-IgG, 1:4000) inkubiert
(4 °C, iiN). Die iiberschiissigen, nicht gebundenen Antikorper konnten durch dreimaliges Waschen
der Membran mit TBST entfernt werden. Fiir die Detektion wurde die Membran in 3 prozentiger
BSA-TBST-L6sung mit einem polyklonalem Peroxidase-konjugiertem Zweit-Antikorper (Ziege-
anti-Maus, 1:2000) fiir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Detektion iiber die Zugabe
eines chemilumineszierenden Substrats, wie vom Hersteller beschrieben. Die Lumineszenz wurde

mit Hilfe des Lumilmager-F1™ detektiert.
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10 x Blot-Puffer 24 g /1 Tris; 112,6 g/1 Glycin; (pH 8,3) (zum
Gebrauch dazugeben: 20 % Methanol; 0,015 %
20%SDS)

10x TBST 30¢g/1Tris, 80 g/1 NaCl, pH 7,2, 5 ml Tween 20

Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Losung 10 % APS in H,O; Lagerung bei -20 °C

Blockpuffer 5 % Milchpulver in TBS-T; 0,1 % NaN3

4.6.4 Immunprazipitation

Fiir die Immunprézipitation von HEK293-Zelllysaten wurde ProteinA-Sepharose verwendet. Prote-
inA ist ein bakterielles Zellwandprotein aus Staphylococcus aureus mit einer spezifischen Affinitéit
zur F.-Region von Immunglobulinen (Ig) der G-Klasse, wodurch die Kopplung an Antikorper er-
moglicht wird. 100 mg Sepharose wurde in 30 ml PBS aufgenommen und bei 4 °C 20 min quellen
gelassen. AnschlieBend wurde die Suspension fiir 5 min bei 1125 g zentrifugiert und 2 x mit PBS
gewaschen. Am Ende wurde die Sepharose in 10 mg / ml PBS aufgenommen und 0,02 % NaNj fiir
eine langere Lagerung bei 4 °C dazugegeben. Fiir das Proteinlysat einer 10 cm Petrischale wurden
10 mg Sepharose bendtigt. Dazu wurden 2 ul polyklonaler Kaninchen-GFP Antikorper gegeben
und iiN im Rotator bei 4 °C gekoppelt. Am nichsten Tag wurde die Antikorperlésung mit der
Sepharose fiir 2 min bei 300 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt.

Fiir die Herstellung von HEK293-Zelllysaten wurden HEK293-Zellen in einer 10 cm Petrischale
ausgesit. Am nichsten Tag erfolgte die Transfektion. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen
2 x mit PBS gewaschen. Mit 1 ml Lysispuffer erfolgte das Lysieren der Zellen fiir 1 h (200 rpm,
4°C). Die Zelltriimmer wurden bei 20000 g fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
zu der Antikorper-gekoppelten Sepharose gegeben und iiN bei 4 °C im Rotator inkubiert. Nach der
Inkubation erfolgte ein Waschen des Pellets: 2 x mit Waschpuffer 1, 1 x mit Waschpuffer 2 (300 g,

2 min).

Lysispuffer 10 ml Puffer A; 125 ul PMSF; 80 ul PI-Cocktail

Puffer A 6 g/1Tris (pH 8,0); 8,8 g/1 NaCl; 0,37 g/1 EDTA (pH 8,0); 1 % Triton X-100;
0,1 % SDS

Waschpuffer I 50 mM Tris-HCI (pH 8,0); S00 mM NaCl; 1 mM EDTA (pH 8,0); 0,5 % Triton
X-100; 0,1% SDS

Waschpuffer 2 50 mM Tris-HCI (pH 7,4); 1 mM EDTA (pH 8,0); 0,5 % Triton X-100; 0,1 %
SDS
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4.6.5 Glykosidaseverdau von immunprizipitierten GPCR

Der Glykosidasverdau von immunprézipitierten GPCR erfolgte direkt an den an der Sepharose
gekoppelten Rezeptoren unter Verwendung der Peptidendoglykosidase F (PF) und der Endoglyko-
sidase H (EH). EH spaltet nur die mannosereichen N-Glykosylierungen der Proteine, wéihrend PF
sowohl die mannosereichen als auch die komplexen N-Glykosylierungen entfernt. Fiir einen Verdau
von GPCR mit PF und EH wurde der Uberstand des Sepharosepellets restlos mit einer Mikroin-
jektionsspritze abgesaugt. Zu der Sepharose wurde PBS und der zu den Enzymen mitgelieferte
Denaturierungspuffer gegeben (nachstehende Tab.). Durch Erhitzen auf 95 °C wurde sichergestellt,
dass die Disulfidbriicken gespalten wurden, um ein Binden der Endoglykosidasen zu gewihrleisten.
Nach kurzem Abkiihlen wurden die entsprechenden Puffer und 500 U des Enzyms dazugegeben.
Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde 4 x RotiLoad-Probenpuffer und
PBS hinzugefiigt. Die Entkopplung der Proteine von der Sepharose und die Denaturierung erfolgte
bei 95 °C.

unverdaut EH PF
22,5 ul PBS 23,7 ul PBS 21,75 ul1 PBS
2,5 ul 10 x Denaturierungspuffer 2,64 ul 10 x Denaturierungs- 2,42 ul 10 x Denaturierungs-
puffer puffer
10 min, 95 °C
25 ul 4 x Probenpuffer 2,64 ul G5 2,42 ul G7
50 ul PBS 1 ul EH 2,42 ul NP-40
1 ul PF
1h,37°C
10 ul 4 x Probenpuffer
45,5 ul PBS
3 min, 95 °C

4.6.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford, unter kalorimetrischen Be-
dingungen. Coomassie-Brillantblau bildet in saurer Umgebung mit kationischen und unpolaren
Seitenketten von Proteinen Komplexe. Der ungebundene Farbstoff hat sein Absorptionsmaximum
bei 470 nm. Durch die Komplexbildung verschiebt sich das Absorptionsmaximum auf 595 nm, was

photometrisch gemessen werden kann.

Die zu analysierenden Proben wurden mit H,O und 50 ul 2 M NaOH auf ein Endvolumen von
100 ul verdiinnt. Nach Erhitzen (60 °C, 10 min) und anschlieBendem Abkiihlen auf RT wurde 1 ml
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Bradford-Reagenz dazugegeben und die Absorption bei 595 nm am Photometer bestimmt. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde eine Standartkurve bekannter Proteinkonzentra-
tionen erstellt (BSA: 1, 2, 5, 10, 20, 40 ug). Die Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe einer

quadratischen Gleichung aus der Standartkurve interpoliert.

Bradford-Reagenz 0,1 g/1 Coomassie-Brillantblau G250; 4,25 % v/v Ethanol; 8,5 % v/v
Phosphorsdure

4.6.7 Zellfraktionierung

Zellen konnen in Membranbestandteile und zytoplasmatische Bestandteile fraktioniert werden. Die
Zellfraktionierung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Abcam zur Zellfraktionierung [85].
Aufgrund von Sucrose im Fraktionierungspuffer ist eine Gradientenzentrifugation moglich, bei der
die einzelnen Zellkompartimente, wie Zellkern, Plasmamembran und Zytoplasma, in einzelnen
Zentrifugationsschritten aufgetrennt werden konnen. Durch die Anwesenheit von lonen kann eine
strukturerhaltene Wirkung der Zellkerne und Ribosomen erzielt werden. Storende Kationen wer-
den durch die Chelatoren Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und Ethylenglykoltetraessigsiure
(EGTA) eliminiert. Proteasen werden durch die Zugabe von Proteaseinhibitoren wie Phenylme-
thylsulfonylfluorid (PMSF) und Dithiothreitol (DTT) inhibiert. Fiir die Zellfraktionierung wurden
HEK?293-Zellen in 60 mm Zellkulturschalen ausgesit und mit DMSO bzw. Cotransin behandelt.
Anschlieend wurden die Zellen abgeschabt, 2 x mit eiskaltem PBSI gewaschen und in 100 ul
Fraktionierungspuffer gepottert. Nach einer 20-miniitigen Inkubation bei 4 °C erfolgte die Ab-
zentrifugation der Zellkerne bei 720 g (5 min). AnschlieBend wurde der Uberstand bei 10000 g
zentrifugiert (5 min). Die Trennung der Zytosolfraktion von der Membranfraktion erfolgte mittels
Ultrazentrifugation bei 100000 g fiir 1 h. Fiir die letzte Trennung wurde der Uberstand (Zytosolfrak-
tion) erneut zentrifugiert und das Pellet (Membranfraktion) mit Fraktionierungspuffer gewaschen
(100000 g, 45 min). Zum Auftragen auf ein SDS-Gel wurde der Zytosolfraktion 40 ul 4 x Ro-
tiload-Probenpuffer zugefiigt, die Membranfraktion wurde in 50 ul 1 x Rotiload-Probenpuffer

aufgenommen.

Fraktionierungspuffer 250 mM Sucrose; 20 mM HEPES (pH 7,4); 10 mM
KCI; 1,5 mM MgCly; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA,; kurz
vor Gebrauch zu 10 ml dazugeben: 1 mM DTT; 80 ul
PI Cocktail; 125 ul 40 mM PMSF

PBSI 10 ml PBS; 80 ul PI Cocktail

Protease-Inhibitor-Mix (PI-Cocktail) 0,4 mg/ml Trypsin Inhibitor Typ IS Soybean;
0,25 mg/ml Aprotinin; 9,8 mg/ml Benzamidin
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4.6.8 Absorptionsspektroskopie

Es ist moglich, das Spektrum von Kaede zu bestimmen, in dem die Absorption gemessen wird,
die eingestrahltes Licht beim Durchgang durch Kaede erfihrt. Eine Absorption erfolgt dann, wenn
die Lichtfrequenz mit einer Resonanzfrequenz von Kaede iibereinstimmt. In diesem Fall bewirkt
das Licht den Ubergang von einem tieferen in ein hoher liegendes Energieniveau der Atmone bzw.
Molekiile [86].

Zur Aufnahme des Absorptionsspektrums von Kaede markiertem ETgR wurden HEK293-Zellen
in einer 12-Lochplatte ausgesit. Die transiente Transfektion mit ETgR.Kaede erfolgte 24 h nach
der Aussaat. Am nichsten Tag wurden die Zellen eines Lochs in 250 ul PBS aufgenommen
und in eine Helma-Quarzkiivette QS mit 3 mm Schichtdicke iiberfiihrt. Das Spektrum wurde
mit Hilfe eines Spektrophotometers aufgenommen. Die Messung erfolgte von 495 — 750 nm
in 0,1 nm Schritten, bei einer Scangeschwindigkeit von 100 nm/min und einer Spaltbreite von

1 nm.

4.7 Pharmakologische Methoden

4.7.1 ['*SI]ET-1-Bindungsassay

Mit Hilfe des ETgR-Liganden Endothelin-1 (ET-1) und seinem radioaktiv markierten Analogon
ist es moglich, die Anzahl an ETgR in der Plasmamembran (maximale Bindung, B,,,) sowie
deren Liganden-Affinitidt (Dissoziationskonstante, Kp) zu bestimmen. Die spezifische Bindung
von ET-1 wird aus der Differenz von gesamter und unspezifischer Bindung berechnet. Dies ist
notwendig, weil Liganden auch unspezifisch an die Plasmamembran binden konnen. Um die
unspezifische Bindung zu messen, wird gebundener, radioaktiv markierter Ligand mit Hilfe des
unmarkierten Liganden verdridngt, bis nur noch die unspezifischen Bindungsstellen besetzt sind [87].
Dafiir wurden HEK293-Zellen in 60 mm Zellkulturschalen ausgesit und nach 24 h transfiziert. Die
Behandlung der Zellen mit DMSO bzw. 30 uM Cotransin erfolgte 5h nach der Transfektion.
Nach weiteren 17h wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen und in 1 ml Tris-Bame Puffer

resuspendiert.

Tris-Bame Puffer 50 mM Tris-HCl; 2 mM EGTA in 11 H»O 16sen (pH 7,5); 10 mM MgCl,,
15 mg Aprotinin; 213 mg Bacitracin

Mit Hilfe eines Potters erfolgte das Zerstoren der Zellen. Nach Zentrifugation bei 26000 g fiir
35 min bei 4 °C wurden die ausgefallenen Plasmamembranen in 150 ul Tris-Bame Puffer aufge-

nommen. Es folgte eine zweistiindige Inkubation mit ['>T]ET-1 in den entsprechenden Konzen-
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trationen bei 4 °C (verzogert Rezeptorinternalisierung). Nicht spezifische Bindung wurde durch
Zugabe von 1uM unmarkiertem ET-1 in die Auswertung nicht mit einbezogen. AnschlieBend
wurden die Proben 2 x mit PBS gewaschen und mit 100 ul 0,1 M NaOH lysiert. Das Lysat wur-
de in entsprechende Gefidle iiberfithrt und die Radioaktivitdt mit Hilfe eines y-Zihlers quantifi-
ziert [87].

4.7.2 Inositolphosphat-Akkumulationsassay

Die Stimulation des ETgR fiihrt zur Aktivierung der Phospholipase-C und zur Bildung des second
messengers IP3. Aus experimentellen Griinden kann IP3 nicht einzeln, sondern nur die Summe (IP,)
aus IP3, Inositolmonophosphat und Inositoldiphosphat gemessen werden. Zur IP,-Bestimmung
wurden HEK293-Zellen in einer mit Poly-L-Lysin beschichteten 24-Lochplatte ausgesit. Nach
24 h erfolgte die Transfektion der Zellen und nach weiteren 5 h die Behandlung mit DMSO bzw.
30 uM Cotransin (in DMSO gelost) und 0,5 ml myo-[2—3H]-Inositol pro Loch (74 kBq/ml in Zell-
kulturmedium, spezifische Aktivitit=630 GBq/mmol). Nach 20 h Inkubation bei 37 °C wurden
die Zellen mit Inkubationspuffer gewaschen und in Inkubationspuffer mit steigenden 8-Arginin-
Vasopressin (AVP)-Konzentrationen (100 pM - 1 uM) fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach Absaugen
der Stimulationslosung konnten die Zellen mit 150 ¢l 0,1 M NaOH pro Loch lysiert werden. Zur
Einstellung der geeigneten Ausgangsbedingungen fiir die Ionenaustauschchromatographie wurden
die Lysate mit 50 ul 0,2 M Ameisensidure und 1 ml Akkumulationspuffer pro Loch versetzt und
nach Uberfiihrung in ReaktionsgefiBe zentrifugiert (20 min, 23000 g). Aus den Uberstiinden konn-
te durch Anionenaustauschchromatographie IP, vom iiberschiissigem Inositol getrennt werden.
Zur Aquilibrierung wurden die Siulen nacheinander mit 0,5 M NaOH, Regenerationspuffer und
Wasser behandelt. Nach Probenauftrag wurden die Sdulen mit Wasser und Waschpuffer gewaschen
und das gebundene IP, mit 3,5 ml Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde mit 16 ml Aquasa-
fe 300 Plus Szintillator gemischt und die Zerfille pro Minute mit Hilfe eines Szintillationszihlers
gemessen. Die Konzentrationswirkungskurve wurde mit dem Programm GraphPad Prism nach
iterativer, nicht linearer Regression erstellt und die mittlere effektive Konzentration (ECsg) be-

stimmt.

Akkumulationspuffer 5 mM Natriumtetraborat; 0,5 mM EDTA

Elutionspuffer 0,1 M Ameisensiure; 0,4 M Ammoniumformiat
Inkubationspuffer 10 mM LiCl; 10 mM HEPES; 0,5 % w/v BSA in DMEM
Regenerationspuffer 0,1 M Ameisensédure; 3 M Ammoniumformiat
Waschpuffer 5 mM Natriumtetraborat; 60 mM Natriumformiat
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4.8 Stabile Isotopenmarkierung mit Aminosiuren in der
Zellkultur und anschlieBende massenspektrometrische

Expressionsanalyse

Die metabolische Markierung von Proteinen mit stabilen Isotopen (stable isotope labeling by amino
acids in cell culture (SILAC)) erlaubt eine quantitative, massenspektrometrische Analyse. Aufgrund
der Verwendung von leichten (light, L) und schweren (heavy, H) Aminosduren in unterschiedlichen
Zellpopulationen und dem daraus resultierenden Massenunterschied ist eine eindeutige Zuordnung
von tryptischen Peptiden zu den Zellpopulationen (DMSO- bzw. Cotransin-behandelt) moglich
(Abb. 4.2). Um sicherzustellen, dass nach dem tryptischen Verdau (Spaltung nach Lysin (Lys)
und Arginin (Arg)) alle generierten Peptide eine markierte Aminosdure enthalten, wurden fiir die

Markierung die Aminosduren Lys und Arg verwendet.

12Cg L-Lysin
12CZ 1N, L-Arginin | fw
"Leicht" W rev
, ‘ \ Cotransin /
| DMSO
HJ ‘ N Zellen / Medium Membran-
ernten und ——> praparation /
, zusammenfiihren Proteinfallung
/) ___omso;
] F‘ Cotransin
"Schwer" .
. " Alkylierung /
G Lilysin Reduktion

13C6 >N, L-Arginin

Spaltung Proteinbanden E SDS-
mit Trypsin ausschneiden Gelelektrophorese

| -

LC-MS/MS
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des SILAC-Experimentes
Die Analyse der Proben erfolgte in der AG Massenspektrometrie am FMP in Berlin. Modifizierte Darstel-
lung nach [88].
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4.8.1 Behandlung der Zellen und Proteingewinnung

Die Durchfiihrung der SILAC-basierten Analyse erfolgte unter Verwendung des Pierce® SILAC
Protein Quantitation Kits (*>Cg L-Lys enthalten) mit zusitzlichem Einsatz von schwerem Arg
(13C¢, 1°Ny L-Arg). Fiir die Herstellung der entsprechenden Medien wurden je 84 mg/1 Arg und
146 mg/1 Lys eingesetzt. Um einen moglichst vollstindigen Einbau der Aminoséduren in den Meta-
bolismus der Zellen zu erreichen, wurde je eine HepG2-Zellpopulation (L und H) parallel tiber fiinf
Verdopplungszeiten (ca. zwei Wochen) im entsprechenden Medium inkubiert (Abb. 4.2). Der Mar-
kierungsgrad wurde mittels massenspektrometrischer Analyse einer Zelllysatprobe bestimmt und

ergab einen Einbau der isotopenmarkierten Aminoséduren von iiber 90 %.

Die Zellpopulationen wurden mit DMSO bzw. 30 uM Cotransin behandelt. Nach 17 h erfolgte
eine Trennung des Mediums von den Zellen und eine Vereinigung der Medien bzw. der Zel-
len der unterschiedlich behandelten Populationen. Es folgte die Priparation der Zellmembranen
(Kap. 4.6.7) und eine Trichloressigsdurefillung (Kap. 4.8.2) des Mediums. Die Proteine wurden
anschlieBend reduziert und alkyliert (Kap. 4.8.3). Dabei kam es zur irreversiblen Spaltung der
Disulfidbriicken, wodurch eine optimale Entfaltung der Proteine erreicht wurde und eine maxi-
male Peptidausbeute und Sequenzabdeckung in der Massenspektrometrie sichergestellt werden
konnte. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer SDS-PAGE. Die Proteine wurden mittels
Coomassie-Brilliant-Blau-Firbung (Kap. 4.6.2) angefirbt. Darauthin folgte das Zerschneiden der
beiden Gelspuren und die Proben wurden fiir die massenspektrometrische Analyse vorbereitet
(Kap. 4.8.4).

4.8.2 Trichloressigsaurefillung

Proteine konnen mit Sduren aus wissriger Losung durch Verdnderung des pH-Wertes ausgefillt
werden. Dazu wurde 1 Volumen 100 % Trichloressigsdure (TCA) zu 4 Volumen des zu féllenden
Mediums gegeben und 10 min bei 4 °C inkubiert. Die ausgefallenen Proteine wurden bei 13000 g
abzentrifugiert (5 min) und das Pellet 3 x mit 200 ul kaltem Aceton gewaschen. Zum Entfernen
jeglicher Acetonriickstinde wurde das Pellet fiir 10 min bei 95 °C getrocknet und in 50 ul 1 x Roti-
load-Probenpuffer und 15 pul 100 mM Tris-HCI (pH 8,5) aufgenommen.

4.8.3 Reduktion und Alkylierung

Die Reduktion und Alkylierung der in Proteinen enthaltenen Cystine bzw. Cysteine erfolgte
durch DTT und Iodacetamid direkt vor dem Auftragen auf ein SDS-Gel. Dabei wurden die Disul-
fidbriicken irreversibel getrennt und die Proteine optimal fiir die massenspektrometrische Analyse

entfaltet. Dafiir wurden zu den Proben DTT in einer Endkonzentration von 5 mM gegeben und
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30 min bei 55 °C inkubiert. Nach dem Abkiihlen wurde Iodacetamid zugegeben (Endkonzentration
15 mM) und 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert.

4.8.4 Probenvorbereitung fiir die Massenspektrometrie

Zu jedem Gelstiickchen wurden 100 p1 Wasch- und Schrumpfpuffer gegeben und bei 30 °C 10 min
geschiittelt. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurden 100 1 Equilibrier- und Ver-
daupuffer dazugegeben und wieder bei 30 °C geschiittelt (10 min). Der Uberstand wurde verworfen.
Die Dehydrierung der Gelstiickchen erfolgte mit 50 1 Acetonitril, der Uberstand wurde verworfen
und der im Gel verbleibende Anteil in der Vakuumzentrifuge entfernt (15 min). Im Anschluss er-
folgte der tryptische Verdau mit 0,05 g Trypsin pro Gelstiick bei 37 °C iiN in 20 ul Verdaupuffer.
Die enzymatische Spaltung wurde durch Zugabe des gleichen Volumens Abstopplosung und einer
10 miniitigen Inkubation im Ultraschallbad abgestoppt. Der Uberstand wurde in Glasvials iiberfiihrt.
Zu den Gelstiickchen wurden nochmals 20 1 Acetonitril gegeben und auch dieser Uberstand wurde
in Glasvials iiberfiihrt. Die vereinigten Uberstinde wurden in der Vakuumzentrifuge eingeengt. Der
Riickstand wurde in 6 ul 5 % Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsdure gelost.

Die tryptischen Peptidpdarchen wurden mittels Fliissigchromatographie getrennt und mittels der
Tandem-Massenspektrometrie (Liquid Chromatography/ Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS)

analysiert.

Abstopplosung 0,5 % Trifluoressigséure in Acetonitril
Equlibrier- und Verdaupuffer 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat (pH 7,8)
Wasch- und Schrumpfpuffer 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat / Acetonitril 1:1

4.8.5 NanoLC-ESI-Tandem-Massenspektrometrie

Die Analyse der Proben erfolgte in der AG Massenspektrometrie am FMP in Berlin. Nach Trypsin-
spaltung der gelgetrennten Proteine wurden die LC-MS/MS-Analysen mit einem LTQ Orbitrap XL-
Massenspektrometer, ausgestattet mit einem Eksigent 2D NanoLC-System, durchgefiihrt. Das LC-
System war iiber eine Nanosprayquelle mit einem 10 um Innendurchmesser PicoTip ESI Emitter
mit dem Massenspektrometer verbunden. 6 ul der Probe wurden injiziert und auf einer Vorsiule
unter Verwendung von 0,1 % Trifluoressigsdure und 2 % Acetonitril in H,O aufkonzentriert. Nach
Elution auf die analytische Sdule wurden die Peptide mit einer Flussrate von 250 nl/ min und einem
linearen Gradienten von 0—40 % B in 50 min getrennt. Das Elutionssystem bestand aus A: 0,1 %
Ameisensiure (FA) (v/v) in H>O, B: 0,1 % FA (v/v) in Acetonitril. Die MS/MS-Spektren wurden
im datenabhéngigen Modus (data dependent mode) erstellt. Dazu wurde ein MS-Scan (Auflosung:
60000) in der Orbitrap und parallel MS/MS-Scans der fiinf intensivsten Vorlduferionen in der LTQ

erzeugt. Der Massenbereich des MS Scan war m/z 350-1500 mit einer dynamischen Ausschlusszeit
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fiir Vorlduferionen von 120 sec. Die automatische Ionenzahlmessung wurde auf 3 x 10 und 20000
fiir Orbitrap-MS bzw. LTQ-MS/MS Scans gesetzt [89].

4.8.6 Proteinidentifizierung und Quantifizierung

Fiir SILAC-Experimente wurde die Identifizierung und Quantifizierung mittels der Software
MaxQuant durchgefiihrt. Dafiir wurden generierte Peaklisten (msm-Dateien) an eine Mascot-
Suchmaschine iibertragen und gegen eine IPI humane Proteindatenbank gesucht. Die Massen-
toleranz der Vorldaufer- und Tochterionen wurde auf 7 ppm bzw. 0,35 Da gesetzt. Als variable
Modifizierungen wurden sowohl Oxidationen am Methionin als auch Propionamidaddukte am
Cystein beriicksichtigt. Grundlage fiir die Einhaltung der Falschidentifizierungshaufigkeit (false
discovery rate, FDR) mit < 0,01 war die statistische Fehlerwahrscheinlichkeit (posterior error pro-
bability, PEP) basierend auf einer implizierten inversen Nonsense-Datenbank. Ein Protein wurde
als identifiziert angesehen, wenn mindestens zwei Peptide der Sequenz zugeordnet werden konnten
(unique peptide). Proteinverhiltnisse wurden akzeptiert, wenn mindestens zwei Sequenzierungser-

eignisse (ratio counts) zur Quantifizierung beitrugen [89].

Von den identifizierten Proteinen wurden zunéchst Verunreinigungen und Proteine, welche keine
sekretorischen Proteine bzw. Membranproteine waren, aussortiert. Die Auswertung der Ergebnisse
erfolgte auf Basis des quantitativen, normierten Verhiltnisses der Peptide von Zellen welche mit
DMSO behandelt worden sind, zu den Peptiden von Zellen welche mit Cotransin behandelt wurden
(Abb. 4.2). Um mogliche Unterschiede zwischen den L und H Zellkulturen auszuschlieen, wurde
ein so genanntes forward (fw) und ein reverse (rev) Experiment (Uberkreuzexperiment) durchge-
fithrt (fw: H=DMSO, L = Cotransin; rev: L=DMSO, H = Cotransin).

4.9 BioPlex-Immunoassay

Es ist moglich die Zytokinausschiittung von mehreren Zytokinen im Medium von Zellen zu
quantifizieren. Dafiir wurde hier das BioPlex Pro Human Cytokine 27-plex Assay Kit verwendet, mit
dem es moglich ist, 27 Zytokine bzw. Wachstumsfaktoren zeitgleich zu bestimmen (Abkiirzungen

siehe Abkiirzungsverzeichnis):

GM-CSF Eotaxin FGF basic IL-1b I1L-2 IL-4 IL-5 IL-6
RANTES IFN-y PDGF-bb IL-7 IL-8 IL-9 IL-10 IL-12
MIP-1ac  MIP-18 G-CSF VEGF 1IL-13 1IL-15 1IL-17 IL-1ra
TNF-a IP-10 MCP-1

Das System basiert auf Zytokinantikorpern, welche auf verschiedenfarbig fluoreszierenden Poly-
sterolkiigelchen immobilisiert sind (Abb. 4.3). Jedem Zytokinantikorper ist eine Art von Polyste-

rolkiigelchen mit spezifischer Fluoreszenz zugeordnet, wodurch spéter das Zytokin identifiziert
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werden kann. Die Quantifizierung erfolgte iiber einen zweiten Phycoerythrin (PE)-markierten
Antikorper. Die Analyse wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Durch den ersten Laser
erfolgte die Identifizierung des Polysterolkiigelchen und somit des Zytokins, mit dem zweiten
Laser wurde die PE-Intensitit gemessen und somit die Quantifizierung vorgenommen. Mit Hilfe
einer Eichkurve bekannter Zytokin-Konzentrationen wurde die genaue Quantifizierung vollzogen.

Die Durchfiihrung erfolgte geméf Anleitung des Herstellers.

Fiir die Quantifizierung von sekretierten Zytokinen und Wachstumsfaktoren wurden 500000 Jurkat-
Zellen und 1x 10° human airway smooth muscle cells (HASM-Zellen) in 24-Lochplatten pro
Loch ausgesit. Einen Tag spiter erfolgte die Stimulation der Zellen und die gleichzeitige Zugabe
von DMSO bzw. Cotransin. Jurkat-Zellen wurden mit 1 uM Ionomycin und 50 ng/ml Phorbol
12-Myristat-13-Azetat (PMA) stimuliert. PMA ist ein Phorbolester, welcher die Proteinkinase C
bindet und aktiviert. lonomycin ist ein Calciumionophor und induziert die Freisetzung von Calciu-
mionen. Beide Substanzen fithren so zur Aktivierung von T-Zellen und somit zur Ausschiittung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. HASM-Zellen wurden mit Medium stimuliert, welches
den gelosten Zigarettenrauch von zwei Zigaretten enthielt. Nach weiteren 17 h wurde das Medium
von den Zellen getrennt und bis zur Analyse bei -80 °C eingefroren. Fiir eine Normierung der
spateren Ergebnisse auf die Zellzahl wurde die Vitalitit der Zellen mit Hilfe des alamarBlue®-
Zytotoxizititsassay bestimmt (Kap. 4.3.4). Die Durchfiihrung des BioPlex-Immunoassays erfolgte

im Rahmen eines Workshops der Firma BioRad.

kiigelchen

2 Zytokin (2)

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des BioPlex-Immunoassays
Modifizierte Darstellung nach [90].
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S Ergebnisse

Cotransin wurde als selektiver, reversibler Inhibitor der Proteintranslokation beschrieben, der
die Translokation der Membranrezeptoren VCAMI1, P-Selektin und CRF{R sowie der sekreto-
rischen Proteine f3-Lactamase und Angiotensinogen am proteinleitenden Kanal der ER-Membran
hemmt [46]. Bisher ist es unklar, ob es in den SP der Proteine eine Konsensus-Sequenz gibt, die
fiir die Cotransin-Sensitivitit verantwortlich ist. Ein Ziel dieser Arbeit war zunichst, den Effekt
von Cotransin auf die Biosynthese von verschiedenen GPCR mit SP oder SAS zu analysieren.
Dafiir wurde unter anderem ein auf Kaede-Fusionsproteinen basierender Biosyntheseassay ent-
wickelt [87]. Um weitere sensitive Proteine zu finden und gegebenenfalls eine Konsensus-Sequenz
innerhalb der SP zu identifizieren, wurde eine SILAC-basierte, massenspektrometrische Expres-
sionsanalyse durchgefiihrt. Dariiber hinaus war es Ziel, ein Cotransin-Derivat zu finden, welches
selektiv die Biosynthese einzelner GPCR inhibiert. Mit diesen neusynthetisierten Derivaten sollte
auch eine erste Struktur-Wirkungsanalyse von Cotransin begonnen werden. Entsprechende Daten

liegen bisher nur fiir die Ausgangssubstanz Hun-7293 vor.

5.1 Cotransin-abhingige Inhibition der Biosynthese einzelner
GPCR

Die Analyse der Cotransin-Wirkung auf die Biosynthese von GPCR wurde im HEK?293-
Zellsystem durchgefiihrt. Aufgrund der Inhibition der Translokation durch Cotransin kann

die Cotransin-Wirkung durch Messung der Expressionsstirke der Proteine verfolgt wer-
den [46].

5.1.1 Wirkung von Cotransin auf HEK293-Zellen

Der inhibitorische Effekt von Cotransin auf die Biosynthese von GPCR wurde in HEK293-Zellen
analysiert. Um die Toxizitédt von Cotransin in HEK293-Zellen zu untersuchen, wurde ein Zellvitali-
tatstest mit alamarBlue® durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle fiir den Toxizitétstest wurde das Zell-
gift Puromycin verwendet. Ab einer Konzentration von 10 g/ ml Puromycin ist ein toxischer Ef-
fekt in HEK293-Zellen (17 h Inkubation) zu beobachten (Abb. 5.1a). Cotransin hingegen zeigte bis
zu einer Konzentration von 100 uM keine toxischen Effekte (Abb. 5.1b).
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Abbildung 5.1: Untersuchung der Zytotoxizitit von Cotransin in HEK293-Zellen
HEK?293-Zellen wurden mit steigenden Konzentrationen Puromycin (a) und Cotransin (b) inkubiert (17 h).
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von alamarBlue®. Die metabolische Reduktion des Farbstoffes wurde
analysiert (gemessene Wellenldnge A..: 570 nm, Referenzwellenldnge A.,,,: 600 nm). Dargestellt sind die
Mittelwerte (Differenz A570/ A600, £SD) aus drei unabhiingigen Experimenten.

Ferner wurde die Zytotoxizitdt und der Einfluss auf die allgemeine Proteinbiosynthese von Cotran-
sin in HEK293-Zellen mittels SDS-PAGE analysiert. Hierfiir wurden HEK293-Zellen fiir 17 h mit
30 uM Cotransin behandelt. Sowohl das gesamte Zelllysat als auch die fraktionierten Membran-
und zytosolischen Proteine wurden mittels SDS-PAGE (Gradientengel, 4-12 %) getrennt und mit
Coomassie-Brilliant-Blau gefirbt (Abb. 5.2). Das Muster der Proteinbanden zeigt nach Cotransin-
Behandlung keine wesentlichen Unterscheide im Vergleich zur Kontrolle. Dies weist darauf hin,

Zelllysat Zytoplasma Membran

15- 88 B

[Cotransin] -+ |

Abbildung 5.2: Einfluss von Cotransin auf die allgemeine Proteinbiosynthese in HEK293-Zellen
HEK?293-Zellen wurden mit Cotransin bzw. DMSO inkubiert (17 h, 30 uM). Nach Fraktionierung der
Zellen, wurden die Proteine des gesamten Zelllysates, die der Membranfraktion und die der Zytosolfrak-
tion mit Hilfe einer SDS-PAGE (Gradientengel, 4-12 %) getrennt und mittels Coomassie-Brilliant-Blau
geférbt. Die Abbildung ist reprisentativ fiir drei unabhiingige Experimente.
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dass Cotransin in HEK293-Zellen keinen Effekt auf die allgemeine Proteinbiosynthese hat und wie

beschrieben nur selektiv die Expression weniger Proteine inhibiert [46].

5.1.2 Wirkung von Cotransin auf die Biosynthese einzelner GPCR

Zur Analyse der Cotransin-Sensitivitdt von GPCR wurden zunédchst zehn GPCR mit unterschiedli-
chen Signalsequenzen untersucht. Zu den GPCR mit SP zihlt der Endothelin B Rezeptor (ETgR),
der Thyrotropin Rezeptor (TSHR), der CRF R, der ETpR und der Protease-aktivierte Rezeptor 1
(PAR1) [91, 92]. Ferner wurde der CRF,,R verwendet, der ein PSP besitzt, das nicht vom rei-
fen Rezeptor abgespalten wird [93]. Der UTR;, der Angiotensin II Rezeptor Typ-2 (AT,R), der
Vasopressin-Rezeptor Typ 1a (V{,R) und der tOR besitzen eine SAS, die Teil des reifen Proteins
ist und nicht abgespalten wird [91,92]. Um die Rezeptoren lokalisieren und quantifizieren zu kon-
nen, wurden C-terminal mit GFP-fusionierte Konstrukte verwendet, deren Fluoreszenzintensitét

als Mal} der Expressionsstirke gemessen werden kann (Abb. 4.1).

HEK?293-Zellen wurden transient mit den Rezeptor-Konstrukten transfiziert. Fiinf Stunden nach
der Transfektion wurden die Zellen mit 10 uM Cotransin bzw. DMSO fiir 17 h behandelt. Die
Verdiinnungen von Cotransin in DMSO wurden dabei so gewihlt, dass die resultierende DMSO-
Konzentration im Medium 1 % nicht iiberschritt (Konzentration bei der es nicht zu Zellschdden
kommt) [94]. Die exprimierten, GFP-markierten Rezeptoren wurden anschlieBend mit Hilfe der
Durchflusszytometrie quantifiziert. In Abb. 5.3a ist die Expression der GPCR nach Behandlung
mit 10 uM Cotransin gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gesamtexpressionen von drei
unabhingigen Experimenten in Prozent, bezogen auf die DMSO-Kontrolle. Die Rezeptoren mit SP
wurden bereits durch 10 uM Cotransin in ihrer Expression stark inhibiert. Eine Ausnahme bildet der
CRF,,R (Besitz eines PSP) und der PAR1. Die Rezeptoren mit SAS sind dagegen alle Cotransin-
insensitiv bei dieser Konzentration. Die Expression der regulatorischen Untereinheit der Prote-
inkinase A (Isoform RIlcor) wurde erwartungsgemif nicht durch Cotransin beeinflusst, da dieses
zytosolische Protein nicht den sekretorischen Weg durchlduft (Negativkontrolle). Abb. 5.3b zeigt
beispielhaft die Histogramme der Durchflusszytometrie eines Experimentes fiir den ETgR.GFP,
den CRF|R.GFP und den tOR.GFP nach Cotransin-Behandlung.

Durch diese Untersuchungen wurden neben den fiinf von Garrison et al. [46] beschriebenen
Proteinen noch drei weitere Cotransin-sensitive Proteine gefunden (CRFR hier als beschriebene
Positivkontrolle [46]). Dies deutet darauf hin, dass Cotransin weitaus weniger selektiv ist als
urspriinglich beschrieben. Im Folgenden wurde nur die Cotransin-Wirkung auf den ETgR néher

charakterisiert.
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Abbildung 5.3: Inhibitorischer Effekt von Cotransin auf die Biosynthese einzelner GPCR

Mit GFP-markierten GPCR transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin bzw. DMSO
inkubiert (17h, 10 uM). AnschlieBend erfolgte eine Quantifizierung des GFP-Signals der Zellen im
Durchflusszytometer (10* Zellen, a). Dargestellt sind die Mittelwerte (+SD) aus drei unabhingigen
Experimenten in Prozent bezogen auf die DMSO-Kontrolle. Die Histogramme eines reprisentativen
Experimentes sind fiir den ETgR.GFP, den CRF;R.GFP und den tOR.GFP in (b) dargestellt. Die Fluo-
reszenz bis 10" wurde als Autofluoreszenz nicht tranfizierter Zellen definiert. Die rote Fliche reprisentiert
die mit Cotransin-behandelten Zellen, die Fliche unter der schwarzen Linie reprisentiert die DMSO-
behandelten Zellen.

Inhibitorischer Effekt von Cotransin auf die ETgR-Expression

Um die Ergebnisse fiir den ETgR zu bestiitigen, wurden transient mit ETgR.GFP transfizierte
HEK?293-Zellen fiir 17 h mit 10 uM Cotransin behandelt und der ETgR.GFP mit einem poly-
klonalen anti-GFP Antikorper prizipitiert. Die Rezeptoren wurden anschlie3end mit Hilfe eines
Immunoblots detektiert (Abb. 5.4). In der unbehandelten Kontrolle waren zwei Proteinbanden
detektierbar (x, @), welche bereits beschrieben wurden [95]. Zur Zuordnung der Proteinbanden
wurden die prizipitierten Rezeptoren mit Endoglykosidase H (EH) bzw. Peptid-Endoglykosidase
F (PF) deglykosyliert. Die Behandlung mit EH hatte keinen erkennbaren Einfluss auf das Lauf-
verhalten der oberen Bande des ETgR.GFP. Die Behandlung mit PF reduziert dagegen die obere

Bande zur nicht-glykosylierten Form (#). Die obere, stirkere Proteinbande repriasentiert somit
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den reifen ETgR.GFP (%, ~75kD). Die darunter liegende, schwéchere Bande (e, ~ 55kD) ist
nicht Glykosidase-sensitiv und stellt Rezeptoren dar, deren N-Terminus durch eine Metallopro-
tease gespalten wurde [95]. Bei den mit Cotransin behandelten Zellen ist die ETgR.GFP Bande
kaum detektierbar und bestétigt den inhibitorischen Effekt von Cotransin auf die Biosynthese des
ETgR.

Ktr ETgR.GFP

Cotransin

Unbehandelt EH PF

Abbildung 5.4: Analyse der ETgR.GFP Expression nach Cotransin-Behandlung mittels Immunpri-
zipitation
Mit ETgR.GFP transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin bzw. DMSO inkubiert (17 h,
30 uM). Aus dem Zelllysat wurde der ETgR.GFP mit einem anti-GFP Antiserum prézipitiert und auf
einem Immunoblot mit einem monoklonalem anti-GFP Antikorper detektiert. Als Kontrolle fiir die Anti-
korperspezifitit wurden nicht transfizierte HEK293-Zellen benutzt (Ktr). Die prizipitierten Rezeptoren
wurden mit der Endoglycosidase H (EH) und Peptid-Endoglykosidase F (PF) behandelt, um die mannose-
reiche, komplex glykosylierte () und nicht glykosylierte (#) Proteinbande zu identifizieren. Des Weiteren
ist ein bereits beschriebenes Abbauprodukt des ETgR.GFP durch eine endogene Metalloprotease (e)
nachweisbar [95]. Der dargestellte Immunoblot ist repréasentativ fiir drei unabhéngige Experimente.

Konzentrationswirkungskurve der Cotransin-vermittelten Inhibition der
ETgR-Biosynthese

Die Messung der Rezeptorexpression mittels Durchflusszytometrie ermoglicht die Erstellung von
Konzentrationswirkungskurven und damit die Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzen-
tration (ICs). Fiir diesen Versuch wurden HEK293-Zellen transient transfiziert und fiir 17 h mit
unterschiedlichen Cotransin-Konzentrationen behandelt. AnschlieBend erfolgte die durchflusszyto-
metrische Expressionsanalyse. Die Konzentrationswirkungskurve wurde fiir den ETgR (Abb. 5.5a)
und fiir den von Garrison et al. [46] als Cotransin-empfindlich beschriebenen CRF|R (Abb. 5.5b)
erstellt. Bei beiden Rezeptoren nimmt bei steigender Cotransin-Konzentration zunichst die Rezep-
torexpression ab. Ab einer Konzentration von 50 uM Cotransin nimmt jedoch die Rezeptorexpres-
sion wieder zu. Vermutlich liegt hier ein Artefakt vor, das durch Ausfallen des Cotransins bei hohen
Konzentrationen verursacht wird. Wird nur der Konzentrationsbereich vor dem Anstieg betrachtet,
lasst sich fiir den ETgR eine ICsg von 3,6 uM und fiir den CRFR eine ICsq von 4,8 uM Cotransin
berechnen. Verglichen mit dem publizierten IC5o-Wert von Cotransin auf VCAMI1 (0,5 uM) [46]

liegen die hier ermittelten Werte etwa um den Faktor 10 hoher.
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Abbildung 5.5: Konzentrationswirkungskurven der Cotransin-vermittelten Inhibition der Biosynthe-
se des ETgR.GFP und CRF;R.GFP
Mit ETgR.GFP (a) und CRF{R.GFP (b) transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit DMSO bzw.
steigenden Konzentrationen Cotransin inkubiert (17 h). Anschlieend erfolgte eine Quantifizierung des
GFP-Signals im Durchflusszytometer (10* Zellen). Dargestellt sind die Mittelwerte (+=SD) aus drei
unabhingigen Experimenten in Prozent bezogen auf die DMSO-Kontrolle.

Einfluss der Cotransin-Behandlung auf die pharmakologischen Eigenschaften des ETgR

Die Expressionsanalyse der Durchflusszytometrie sowie in der Immunprézipitation zeigte, dass die
Biosynthese des ETgR durch Cotransin inhibiert wird. Dieser Effekt war jedoch auch bei hohen
Konzentrationen (30 uM) nicht vollstindig. Im néchsten Schritt wurden die pharmakologischen
Eigenschaften der Rezeptoren nach Cotransin-Behandlung untersucht. Nach vollstdandiger Inhibi-
tion der Proteinbiosynthese sollten die Rezeptoren in Bindungs- und second messenger-Assays
nicht mehr nachweisbar sein. Bei unvollstidndiger Inhibition sollte dagegen eine Restaktivitiit

nachweisbar sein.

Um die Bindungseigenschaften dieser Rezeptoren zum Liganden ET-1 zu charakterisieren, wurden
mit ETgR.GFP transient transfizierte HEK293-Zellen mit Cotransin (30 uM, 17 h) bzw. DMSO
behandelt. Daraus priiparierte Membranen wurden mit radioaktiv markiertem ET-1 (['*T]ET-1)
versetzt und die Menge an gebundenem [!2°I]ET-1 mit einem y-Zihler bestimmt. Bei den pri-
parierten Membranen DMSO-behandelter Zellen wurde eine typische Sittigungskurve mit Kp-
(71,6 = 3,0 pM) und B,,,4-Werten (105,2 + 1,3 fmol / mg) ermittelt, welche mit publizierten Wer-
ten iibereinstimmen (Abb. 5.6a) [96]. Die Kp- und B,,,-Werte fiir die Rezeptoren Cotransin-
behandelter Zellen konnten nicht berechnet werden, was zeigt, dass die Expression funktioneller
Rezeptoren durch Cotransin offensichtlich vollstdndig inhibiert wird. Zum Bestitigen dieser Ergeb-
nisse wurde analysiert, ob der ETgR nach Cotransin-Behandlung noch in der Lage ist, die second
messenger-Bildung zu initiieren. Dazu wurden mit ETgR.GFP transient transfizierte HEK293-
Zellen mit Cotransin (30 uM, 17 h) bzw. DMSO behandelt. Die Zellen wurden mit steigenden
Konzentrationen ET-1 stimuliert und die Bildung von *H-markiertem Inositolphosphat gemessen
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Abbildung 5.6: Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung des ETgR.GFP nach Cotransin-
Behandlung
Mit ETgR.GFP transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin bzw. DMSO inkubiert (17 h,
30 uM). Fiir die Analyse der spezifischen ['>’I]ET-1 Bindung wurden die Membranen der Zellen iso-
liert und mit steigenden ET-1-Konzentrationen inkubiert. Die Menge an gebundenem ['*I]ET-1 wurde
mit Hilfe eines y-Zihlers bestimmt (a). Fiir den ET-1 abhéngigen Inositolphosphat-Akkumulationsassay
wurden intakte Zellen verwendet und mit steigenden ET-1-Konzentrationen stimuliert. Das akkumulierte
3H-markierte Inositoltriphosphat wurde szintillatorisch bestimmt (b). Der [ '’ T]ET-1-Verdringungsassay
wurde mit den Membranen von untransfizierten, unbehandelten HEK293-Zellen durchgefiihrt (c). Es wur-
den je 50 pM des Radioliganden, 1 uM unmarkiertes ET-1 bzw. 1 uM Cotransin verwendet. Dargestellt
sind die Mittelwerte (+=SD) aus je drei unabhingigen Experimenten.

(second messenger des ETgR: IP3, Tab. 1.1). Bei den DMSO-behandelten Zellen wurde eine
typische Konzentrationswirkungskurve mit einer ECsg von 1,3nM ET-1 (95 % Konfidenzinter-
vall: 0,95-1,8 nM) ermittelt (Abb. 5.6b). Diese Ergebnisse entsprechen den publizierten Werten [96].
Nach Cotransin-Behandlung ist die ET-1 induzierte Bildung des second messengers nicht nach-
weisbar, was die Ergebnisse des Bindungsassays bestitigt. Zusammengefasst bedeutet dies, dass

die in der Durchflusszytometrie und Immunoblot nach Cotransin-Behandlung noch detektierbaren
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Rezeptoren nicht funktional sind. Es konnte sich dabei um Aggregate oder intrazellulidre Rezepto-
ren handeln, die eine lange Halbwertszeit haben und daher durch Cotransin nicht zu beeinflussen

sind.

Formal musste ausgeschlossen werden, dass Cotransin als Antagonist an der Ligandenbindungsstel-
le des Rezeptors bindet. Hierfiir wurde ein [ I]ET-1-Verdringungsassay mit ET-1 bzw. Cotran-
sin (je 1 uM) durchgefiihrt. Es wurden Membranen von transient transfizierten HEK293-Zellen
isoliert und mit ['>’I]ET-1 inkubiert. Nach Zugabe von ET-1 bzw. Cotransin konnte der radio-
aktiv markierte Ligand nur durch ET-1 vom ETgR verdringt werden (Abb. 5.6c), was zeigte,
dass Cotransin keine antagonistische Wirkung an der Ligandenbindungstasche des Rezeptors
hat.

Einfluss von Cotransin auf die ETg R mRNA-Expression

Garrison et al. konnten zeigen, dass Cotransin die Expression von VCAMI iiber eine Wirkung auf
das Translokon inhibiert. Die Transkription der mRNA blieb dabei unbeeinflusst [46]. Um dies fiir
das hier verwendete Zellsystem und den ETgR bzw. den CRFR zu bestitigen, wurden HEK293-
Zellen transient transfiziert und mit DMSO bzw. Cotransin behandelt (30 uM, 17 h). Die mRNA
wurde isoliert und mittels reverser Transkriptase-PCR in cDNA umgeschrieben. Die Menge an
c¢DNA wurde mit TagMan®-Sonden in einer quantitativen real time-PCR (qQRT-PCR) bestimmt. Die
erhaltenen Ct-Werte fiir die DMSO- bzw. Cotransin-behandelten Zellen sind in Tab. 5.1 angegeben.
Abb. 5.7 zeigt die graphische Darstellung der Anzahl der PCR-Zyklen gegeniiber der Konzentration
des Amplifikats (Fluoreszenzintensitit, ARN). Die griinen Kurven reprisentieren die Ergebnisse
untransfizierter HEK293-Zellen, die blauen Kurven transfizierte, mit DMSO behandelte Zellen.
Die roten Linien représentieren die Ergebnisse transfizierter, mit Cotransin behandelter Zellen. Als
Referenz wurde die mRNA-Menge der endogenen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) analysiert. Die nahezu identischen Ct-Werte fiir die Menge an GAPDH weisen auf
gleiche Mengen mRNA in allen Proben hin. Daher konnen mRNA-Mengen von ETgR bzw. CRF{R
nach DMSO bzw. Cotransin-Behandlung gegeneinander quantifiziert werden. Die Ct-Werte zeigen
keinen signifikanten Unterschied zwischen DMSO und Cotransin-Behandlung, was zeigt, dass
Cotransin keinen Einfluss auf die mRNA-Bildung hat und somit der inhibitorische Effekt auf den
ETgR post-transkriptional ist.
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Abbildung 5.7: qRT-PCR Analyse der mRNA Expression nach Cotransin-Behandlung

Mit ETgR.GFP bzw. CRF;R.GFP transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin bzw.
DMSO inkubiert (17 h, 30 uM). AnschlieBend wurde die mRNA aus den Zellen isoliert und in einer
gRT-PCR quantifiziert. Dargestellt ist die Anzahl der Zyklen der PCR gegeniiber ARN als MaB fiir die
Fluoreszenzstirke. Die griinen Linien reprisentieren untransfizierte HEK293-Zellen, die blauen Linien
transfizierte, mit DMSO behandelte Zellen und die roten Linien transfizierte, mit Cotransin behandelte
Zellen. Als Referenz wurde endogenes GAPDH analysiert. Die Abbildung ist reprisentativ fiir drei
unabhingige Experimente.

FAMgpcr VICGarpu
Cr-Wert | = SD | Cr-Wert | + SD

DMSO | 135 12 16,1 0,9

ETBR - otransin 13,6 0,9 16,2 0.6
DMSO | 12.7 22 17.9 0.2
CREIR  ~otransin 12,6 20 |17.0 0,2

Tabelle 5.1: Cp-Werte der durchgefiihrten qRT-PCR Analyse
Dargestellt sind die Mittelwerte (=SD) aus drei unabhidngigen Experimenten.

Subzelluliire Lokalisation des ETgR nach Cotransin-Behandlung

Die Quantifizierung der Rezeptorexpression mittels Durchflusszytometrie und Immunprizipitation
ergaben nach Cotransin-Behandlung schwache ETgR.GFP-Signale. Die Ligandenbindungsexpe-
rimente und second messenger Akkumulationsexprimente zeigten, dass es sich dabei um nicht
funktionale Rezeptoren handelt. Um die Verteilung der Rezeptoren nach Cotransin-Behandlung
in der Zelle zu untersuchen, wurde die subzellulidre Lokalisation des Konstrukts ETgR.GFP mi-
kroskopisch bestimmt (Abb. 5.8). (Zuvor war ein Ablosen der Zellen zweckméafig, da Cotransin
die Expression von Zelladhisionsproteinen hemmt und zur teilweisen Ablosung der Zellen fiihrt.)
Als Plasmamembranmarker wurde Trypanblau verwendet. Nach Cotransin-Behandlung waren die
GFP-Signale des Rezeptors in den Plasmamembranen nicht mehr zu detektieren. Intrazellulére
Signale konnten hingegen immer noch nachgewiesen werden. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass
es sich bei den nach Cotransin-Behandlung verbleibenden Rezeptoren um eine intrazelluldre Rezep-

torpopulation handelt, die zwar nicht funktional ist, aber immer noch in der Durchflusszytometrie
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und in Immunprizipitationsexperimenten detektierbar ist. Aus diesem Grund wurde im Rahmen
dieser Arbeit ein auf dem photokonvertierbaren Fluoreszenzprotein Kaede basierendes Biosyn-
theseassay entwickelt, welches unabhingig von Rezeptorpopulationen mit langer Halbwertszeit

ist.

GFP Trypanblau Uberlagerung

DMSO

Cotransin

Abbildung 5.8: Mikroskopische Untersuchung der subzelluliren Lokalisation von ETgR.GFP nach
Cotransin-Behandlung
Mit ETgR.GFP transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin bzw. DMSO inkubiert (17 h,
30 uM) und in PBS aufgenommen. Die GFP-Fluoreszenzsignale der Rezeptoren sind in griin dargestellt.
Fiir die Anfiarbung der Plasmamembran wurde Trypanblau (rot) verwendet. Die abgebildeten Zellen sind
reprisentativ fiir vier unabhiingig voneinander durchgefiihrte Experimente. Maf3stab: 10 ptm.

5.1.3 Etablierung eines Kaede-basierten Biosyntheseassays

Neben GFP und seinen Derivaten existieren noch weitere Fluoreszenzproteine, mit denen es mog-
lich ist, Proteine zu markieren. Kaede ist ein nicht-biolumineszierendes Fluoreszenzprotein aus
der Steinkoralle Trachyphyllia geoffroy. Organismen, die nicht-biolumineszierende Fluoreszenz-
proteine wie Kaede exprimieren, bendtigen zur Erzeugung der Fluoreszenz eine externe Licht-

quelle.

Schmidt et al. konnten zeigen, dass Kaede verwendet werden kann, um GPCR zu markieren und
in der Zelle zu lokalisieren [87,97]. Die C-terminale Fusion der Rezeptoren mit Kaede beeinflusst
dabei weder die Rezeptoren selbst noch ihre Pharmakologie. Der Vorteil von Kaede gegeniiber den
meisten Fluoreszenzproteinen besteht darin, dass mit Hilfe von UV-Licht seine griine Fluoreszenz
(gKaede, Ay /o, =508 nm /518 nm) irreversibel in eine rote (rKaede, Ay, =572 nm/ 580 nm) pho-
tokonvertiert werden kann [98]. Nach annihernd vollstindiger Umschaltung der Kaede-fusionierten
GPCR einer Zelle von gKaede zu rKaede besitzen alle neu synthetisierten Rezeptoren eine griine
Fluoreszenz (gKaede). Auf diese Weise ist es moglich, deren Biosynthese in Abhingigkeit der Zeit

zu untersuchen.

Neusynthetisierte, Kaede-markierte GPCR konnen mikroskopisch (pulse-chase-microscopy) oder

durchflusszytometrisch anhand des gKaede-Fluoreszenzsignals quantifiziert und die Hemmwirkung
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von Cotransin analysiert werden. Um die Effizienz der Photokonversion von gKaede zu rKaede
in den transfizierten Zellen, fiir durchflusszytometrische Analysen, zu ermitteln, wurden transient
mit ETgR.Kaede transfizierte HEK293-Zellen 2, 3, 4, 5 und 10 min mit UV-Licht einer Queck-
silberlampe bestrahlt. AnschlieBend wurde ein Absorptionsspektrum der Zellen aufgenommen
(Abb. 5.9). In diesem Spektrum ist ein Absorptionspeak von gKaede bei 515 nm zu erkennen. Nach
der Photokonversion von gKaede zu rKaede wird der Absorptionspeak bei 515 nm zeitabhéingig
kleiner und es entsteht ein neuer Absorptionspeak bei 579 nm. Nach 4 min (Daten nicht gezeigt) ist

eine ausreichende Photokonversion erreicht.

22.5q
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17.51
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15.01 ®  3min UV
12.51 ® 10 min UV
10.0
7.5
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Abbildung 5.9: Absorptionsspektrum von ETgR.Kaede
Mit ETgR.Kaede transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit UV-Licht bestrahlt (Bestrahlungsdau-
er: 2-10 min). AnschlieBend wurde ein Absorptionsspektrum der Zellen aufgenommen. Dargestellt sind
die Ergebnisse fiir unbestrahlte Zellen und 3 bzw. 10 min lang UV-bestrahlte Zellen. Die Kurven sind
représentativ fiir drei voneinander unabhingige Experimente.

Pulse-chase-microscopy zur Quantifizierung der Biosynthese-Inhibition eines
Kaede-markierten Rezeptors

Die Biosynthese eines Kaede-markierten Membranproteins (oder deren Inhibition) kann mi-
kroskopisch dargestellt und quantifiziert werden. Hierfiir wurden HEK293-Zellen transient mit
ETgR.Kaede transfiziert und mit DMSO bzw. Cotransin behandelt (30 uM). Durch eine Inku-
bation iiber 3h wurde der Cotransintransport zum Wirkort in der Zelle sichergestellt. Danach
wurden gKaede-Signale von ETgR.Kaede mit Hilfe eines UV-Lasers am konvokalen Mikro-
skop zu rKaede umgeschaltet (Abb. 5.10). Neu synthetisierte ETgR.Kaede konnten iiber die
gKaede-Signale zeitabhingig analysiert werdenn (150 min, ein Bild alle 15 min). Zu Beginn
der Untersuchung war der Rezeptor (ETgR.Kaede) u.a. in der Plasmamembran der Zellen lo-
kalisiert (gKaede, Abb. 5.10a). Durch die UV-Bestrahlung kommt es zu einer nahezu voll-

stindigen Konvertierung zu rKaede. In Zellen, welche mit DMSO behandelt worden sind, wa-
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ren schon nach 30 min wieder deutliche gKaede-Signale in den endosomalen Kompartimen-
ten und der Zellmembran detektierbar. Die Cotransin-behandelten Zellen zeigten dagegen iiber
den gesamten Zeitraum von 150 min keine nennenswerte Neusynthese (Quantifizierung des
gKaede-Signals: Abb. 5.10b).

(a) Visualisierung neusynthetisierter ETgR.Kaede iiber (b) Quantifizierung der Zunahme der gKaede-Fluoreszenz
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Abbildung 5.10: Mikroskopische Quantifizierung der Biosynthese-Inhibition von ETgR.Kaede durch
Cotransin
Mit ETgR.Kaede transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin bzw. DMSO inkubiert (3 h,
30 uM). Das gKaede-Signal von ETgR.Kaede wurde anshlieBend durch UV-Bestrahlung komplett zu
rKaede photokonvertiert. Uber eine Zeitspanne von 180 min wurde rKaede und das Wiedererscheinen von
gKaede mikroskopisch dokumentiert (a, ein Bild alle 15 min) bzw. quantifiziert (b). Die in (a) dargestellten
Bilder sind représentativ fiir drei voneinander unabhingig durchgefiihrte Experimente. Mafistab: 10 um.
In (b) sind die Mittelwerte (:=SEM) von fiinf Zellen gezeigt.

Kinetik der Biosyntheseinhibition durch Cotransin

Die pulse-chase-microscopy erlaubt die Analyse von einzelnen Zellen. Die Neusynthese Kaede-
markierter Rezeptoren kann ebenfalls durchflusszytometrisch im Rahmen einer groen Zellpopula-
tion bestimmt werden. Dadurch ist es moglich, den Einfluss der Inkubationszeit von Cotransin auf
den inhibitorischen Effekt zu analysieren. Die gKaede-Signale von transient mit ETgR.Kaede und
CRFR.Kaede transfizierten HEK293-Zellen wurden mit UV-Licht zu rKaede photokonvertiert
und unterschiedlich lang mit Cotransin (30 uM) bzw. DMSO behandelt. AnschlieBend wurden

die gKaede- und rKaede-Fluoreszenzsignale durchflusszytometrisch analysiert. Um die Kinetik
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der Biosyntheseinhibition darzustellen, wurden nur die gKaede-Fluoreszenzsignale quantifiziert
(Abb. 5.11a, 5.11b). Die berechnete Zeit fiir die halbmaximale Wirkung von Cotransin (30 uM)
liegt dabei fiir den ETgR.Kaede bei 7,1 h, fiir den CRF{R.Kaede bei 3,7 h. Die Histogramme eines

reprasentativen Experimentes sind in Abb. 5.11c gezeigt.
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Abbildung 5.11: Kinetik der Biosyntheseinhibition von ETgR.Kaede und CRF;R.Kaede durch
Cotransin
Mit ETgR.Kaede (a) und CRF;R.Kaede (b) transient transfizierte HEK293-Zellen wurden mit Cotransin
(30 uM) bzw. DMSO behandelt. Nach Photokonversion von gKaede zu rKaede und verschiedenen Inku-
bationszeiten wurden die neusynthetisierten Rezeptoren (gKaede) durchflusszytometrisch quantifiziert.
Dargestellt sind die Mittelwerte (SD) aus drei unabhéngigen Experimenten. Die Histogramme eines
repréasentativen Experimentes fiir den ETgR.Kaede sind in (c) dargestellt. Die Fluoreszenz bis 10" wurde
als Autofluoreszenz nicht tranfizierter Zellen definiert. Die griine bzw. rote Fliche reprasentiert jeweils
die mit Cotransin-behandelten Zellen (t =24 h), die Fldchen unter den schwarzen Linien entsprechen den
DMSO-behandelten Zellen.

Reversible Inhibition der ETgR-Expression durch Cotransin

Mit Hilfe des etablierten Kaede-basierten Biosyntheseassays war es ebenfalls moglich, die Rever-
sibilitdt der Cotransin-Wirkung zu untersuchen. Hierfiir wurde das gKaede-Signal transfizierter
HEK293-Zellen wieder mit UV-Licht zu rKaede photokonvertiert. Die Zellen wurden mit Cotran-
sin (30 uM) bzw. DMSO behandelt. Nach 17 h wurde Cotransin entfernt oder neu auf die Zellen
gegeben. Nach weiteren 24 h erfolgte die Analyse der gKaede-Signale in der Durchflusszytometrie
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(Abb. 5.12). Das Diagramm zeigt, dass nach 41-stiindiger Cotransin-Behandlung die Expression
von ETgR.Kaede auf 23 % der DMSO-Kontrolle reduziert wird. 24 h nach Entfernung von Cotran-
sin ist der Effekt aufgehoben. Dadurch konnte gezeigt werden, dass Cotransin die Biosynthese von
ETgR.Kaede reversibel inhibiert.
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Abbildung 5.12: Reversible Inhibition der Expression von ETgR.Kaede durch Cotransin
Mit ETgR.Kaede transient transfizierte HEK293-Zellen wurden nach Umschaltung mit DMSO bzw.
Cotransin inkubiert (30 uM). Nach 17 h wurden DMSO und Cotransin neu zugegeben bzw. entfernt. Nach
weiteren 24 h erfolgte die Quantifizierung des gKaede-Signals im Durchflusszytometer. Dargestellt sind
die Mittelwerte (£SD) von drei unabhéngigen Experimenten.

5.1.4 Bedeutung des SP fiir die Cotransin-Wirkung

Zusammengefasst zeigen die bisherigen Daten, dass Cotransin die Biosynthese einiger GPCR mit
SP reversibel inhibiert (ETgR, CRF|R, ETpR, TSHR). Eine Ausnahme bildet der PARI und der
CRF,,R, welcher ein PSP besitzt. Am Beispiel des ETgR wurde untersucht, ob der inhibitorische
Effekt tatsdchlich auf das Vorhandensein des SP zuriickzufiihren ist. Hierfiir wurde zunéchst die SP-
Deletionsmutante des ETgR.GFP (ASP-ETgR.GFP) auf ihre Cotransin-Sensitivitit hin untersucht.
Weiter wurde iiberpriift, ob der Cotransin-Effekt durch das SP des ETgR vermittelt werden kann,
wenn dieses vor den N-Terminus des insensitiven fOR fusioniert wird (SPetb-u OR.GFP). Durch
mikroskopische Analysen der Konstrukte konnte eingangs gezeigt werden, dass die Konstrukte ex-
primiert werden (Daten nicht gezeigt). (Detaillierte Informationen tiber die ETgR-Deletionsmutante
siehe Kochl ef al. [8].)

Zur Analyse des inhibitorischen Effekts von Cotransin auf die Biosynthese der Konstrukte wurden
transient transfizierte HEK293-Zellen 17 h mit Cotransin (30 uM) bzw. DMSO inkubiert. Anschlie-
Bend wurde das GFP-Signal der Zellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert (Abb. 5.13). Die
SP-Deletion des ETgR.GFP fiihrte zu einer wesentlich schwicheren Inhibition der Biosynthese im
Vergleich zum Wildtyp. Der urspriinglich Cotransin-insensitive tOR wird durch die Fusion mit
dem SP des ETgR zu einem sensitiven Rezeptor. Diese Daten zeigen, dass die Cotransin-Sensitivitéit
des ETgR tatsichlich durch das SP vermittelt wird.
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Abbildung 5.13: Bedeutung des SP fiir die Cotransin-Wirkung
Transient transfizierte HEK293-Zellen wurden DMSO bzw. Cotransin inkubiert (17 h, 30 uM). Anschlie-
Bend erfolgte die Quantifizierung des GFP-Signals im Durchflusszytometer (10* Zellen). Dargestellt sind
die Mittelwerte (=SD) von drei unabhéngigen Experimenten in Prozent bezogen auf die DMSO-Kontrolle.

5.2 Identifizierung weiterer Cotransin-sensitiver Proteine

Fiir die Identifizierung weiterer Proteine, die durch Cotransin in ihrer Expression gehemmt wer-
den, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Verfahren eingesetzt. Zunédchst wurden die sekretori-
schen Proteine und Membranproteine von Leberzellen massenspektrometrisch auf deren Cotransin-
Sensitivitidt hin untersucht. AnschlieBend erfolgte die immunologische Analyse von Zytokinen
und Wachstumsfaktoren von T-Zellen und Muskelzellen der Atemwege auf dessen Cotransin-
Sensitivitét hin. Ziel war es, durch die Identifizierung weiterer Cotransin-sensitiver Proteine Ahn-

lichkeiten zwischen den sensitiven SP zu finden.

5.2.1 SILAC-basierte, massenspektrometrische Expressionsanalyse von

Membranproteinen und sekretorischen Proteinen

Die metabolische Markierung von Proteinen mit stabilen Isotopen (stable isotope labeling by amino
acids in cell culture, SILAC) erlaubt eine quantitative, massenspektrometrische Expressionsanalyse.
Fiir die Identifizierung von Cotransin-empfindlichen Membranproteinen und sekretorischen Protei-
nen wurden Leberzellen (HepG2-Zellen) verwendet, da diese eine Vielzahl an Proteinen sekretieren.
Die Durchfiithrung der massenspektrometrischen Expressionsanalyse erfolgte in Kooperation mit

der AG Massenspektrometrie am FMP.

Unmarkierte (light, L) und mit 13C6—Lysin und 13C6, 15N4—A1rginin markierte (heavy, H) HepG2-
Zellen wurden mit DMSO bzw. Cotransin (30 uM) fiir 17 h behandelt. Um méogliche Unterschiede
zwischen den L und H Zellkulturen auszuschlieBen, wurden sogenannte forward (fw) und rever-

se (rev) Experimente (Uberkreuzexperimente) durchgefiihrt. Das bedeutet, dass Cotransin und
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Abbildung 5.14: Auftrennung der isolierten Proteine mittels SDS-PAGE fiir die massenspektrometri-
sche Analyse
Markierte und unmarkierte HepG2-Zellen wurden mit DMSO bzw. Cotransin inkubiert (17 h, 30 uM).
Nach Fusion des Mediums und der Zellen beider Populationen wurden die Membranproteine und sekreto-
rischen Proteine isoliert und mittels einer SDS-PAGE (Gradientengel, 4-12 %) getrennt. AnschlieBend
erfolgte die Firbung mit Hilfe von Coomassie-Brilliant-Blau.

DMSO-behandelte Zellen sowohl mit unmarkierten als auch mit markierten Proteinen analysiert
wurden, woraus zwei unabhéngige Experimente resultierten. Die isolierten Membranproteine und
sekretorischen Proteine wurden mittels SDS-PAGE der Grofe nach getrennt (Abb. 5.14) und
anschlieend massenspektrometrisch analysiert. In der Fraktion der Membranproteine wurden
insgesamt 2070 Proteine identifiziert und quantifiziert, in der Fraktion der sekretorischen Proteine
1207. Kontaminanten, Proteine die keine Membran- oder sekretorischen Proteine waren und Pro-
teine, deren Ergebnisse durch das zweite Experiment nicht bestétigt werden konnten, wurden in
der Auswertung nicht beriicksichtigt. So konnte die Cotransin-Sensitivitit von 52 sekretorischen
und 156 Zellmembranproteinen (auBBer Zellkernmembran) ausgewertet werden. Das quantitative,
normierte Verhiltnis der Peptide von DMSO- und Cotransin-behandelten Zellen wird im fw Ex-
periment mit der Ratio H/L (DMSO /Cotransin) angegeben. Im rev Experiment als Ratio L/H
(DMSO/ Cotransin). Bei einer Ratio von eins, findet sich die gleiche Anzahl an Peptiden eines
Proteins in DMSO- und Cotransin-behandelten Zellen. Ist das Verhiltnis groBer als eins, wurden
in den DMSO-behandelten Zellen mehr Peptide des Proteins gefunden, als im Cotransin-Ansatz.
Proteine, deren mittlere Ratio (fw und rev) sich zwischen 0,6 und 1,6 befindet, wurden als Cotransin-
unempfindlich definiert. Diese Grenzen wurden anhand der Auswertung der Rohdaten und der
Punkteverteilung der Ergebnisse der Membranproteine definiert (Abb. 5.15). In Abb. 5.15 ist die
Ratio H/L (fw) gegen die Ratio L/H (rev) aufgetragen. Jeder Punkt représentiert ein Protein. In
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den grau gekennzeichneten Fldachen befinden sich die Proteine, welche als Cotransin-insensitiv
definiert wurden (gelbe Fliche = Hemmung der Proteinsynthese, griine Fliche = Hochregulation).

Die Daten der einzelnen Proteine sind in den Tab. A.1 bis A.10 aufgefiihrt.
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Abbildung 5.15: SILAC-basierte Expressionsanalyse von Membranproteinen (a) und sekretorischen
Proteinen (b) nach Cotransin-Behandlung
Markierte und unmarkierte HepG2-Zellen wurden mit DMSO bzw. Cotransin inkubiert (30 uM, 17 h).
Die Expression der isolierten Membranproteine (a) und der sekretierten Proteine (b) wurde massen-
spektrometrisch analysiert. Dargestellt ist ein Punktediagramm der identifizierten Proteine. Aufgetragen
ist die Ratio H/L (fw) gegen die Ratio L/H (rev). Die graue Fliche kennzeichnet den Bereich nicht
Cotransin-sensitiver Proteine, die gelben bzw. griinen Flichen die Bereiche Cotransin-sensitiver Proteine
(gelb: Inhibition der Expression; griin: Hochregulation der Expression).

Von den 156 identifizierten Membranproteinen werden 135 Membranproteine nicht in ihrer Biosyn-
these beeinflusst (Abb. 5.15a, Tab. A.2 bis A.6), bei 21 Membranproteinen konnte eine Cotransin-
Sensitivitidt nachgewiesen werden (Tab. A.1). Beispiele hierfiir sind das Membranprotein Erlin-2
(UniProt-Nr. 094905-1) und das Endothelin-converting enzyme (UniProt-Nr. P42892-1). Un-
ter den 52 sekretorischen Proteinen wurden nur zwei Cotransin-unempfindliche Proteine gefun-
den (Abb. 5.15b, Tab. A.9). Interessanterweise konnte ein Protein identifiziert werden, welches
durch Cotransin in seiner Biosynthese hochreguliert wird (Tab. A.10). Es handelt sich hierbei um
das Insulin-like growth factor-binding protein 1 (Uniprot-Nr. PO8833). Fiir einige ausgewihlte
Proteine konnten die Ergebnisse, in Zusammenarbeit mit Frau Dr. A. Schmidt (Max-Delbriick-
Centrum, Berlin), bereits in Immunoblot-Experimenten bestitigt werden. Dazu zédhlen die sensi-
tiven Proteine Apolipoprotein B-100, Cadherin-2, Erlin-2, Endothelin converting enzyme I und
die insensitiven Proteine Plasminogen activator Inhibitor 1, Calnexin, Claudin-1 (Daten nicht

gezeigt).
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Die Ergebnisse der SILAC-Analyse zeigen, dass nahezu alle sekretorischen Proteine Cotransin-
sensitiv sind, Membranproteine dagegen nur in geringem Umfang. Ferner wurde die Expression der
sekretorischen Proteine, die als Signalsequenz ein SP besitzen, viel stirker inhibiert, was wiederum

die Bedeutung des SP fiir die Cotransin-Sensitivitiit unterstreicht.

Bei der Analyse der Signalsequenzen von Cotransin-sensitiven und -insensitiven Membranprote-
inen zeigte sich jedoch, dass von den 81 identifizierten Membranproteinen mit SAS 10 Proteine
Cotransin-sensitiv waren (Tab. 5.2, Tab. A.1 bis A.6). Von den 55 Membranproteinen mit SP waren
ebenfalls 10 Proteine sensitiv [91,92]. Aus diesen Daten ergibt sich zunéchst kein Hinweis darauf,
dass bei Membranproteinen das Vorhandensein eines SP fiir die Cotransin-Sensitivitdt zwingend

erforderlich ist. Offensichtlich kann aber die Cotransin-Sensitivitit auch uiber eine SAS vermittelt

werden.
Membranproteine
sensitiv | insensitiv
SP 10 45
SAS 10 71

Tabelle 5.2: Charakterisierung Cotransin-sensitiver und -insensitiver Membranproteine hinsichtlich
ihrer Signalsequenz

Diese Daten zeigen, dass Cotransin weitaus weniger selektiv wirkt, als urspriinglich beschrie-
ben. Aufgrund des iiberraschenden Ergebnisses, dass fast 95 % der identifizierten, sekretorischen
Proteine Cotransin-sensitiv waren, wurde ein weiterer Screen fiir die Cotransin-Sensitivitiat von
sekretorischen Proteinen durchgefiihrt um die Daten zu bestitigen. Hierfiir wurden sekretierte Zyto-

kine und Wachstumsfaktoren in zwei verschiedenen Zelltypen untersucht.

5.2.2 BioPlex-Immunoassay-basierte Expressionsanalye von Zytokinen und

Wachstumsfaktoren

Zytokine und Wachstumsfaktoren sind sekretorische Proteine und modulieren die Proliferation
und Differenzierung von Zellen. Sie werden vorwiegend von Zellen des retikulohistiozytédren
Systems gebildet, wie Lymphozyten, Monozyten, Endothelzellen und Fibroblasten [99]. Als se-
kretorische Proteine sind Zytokine und Wachstumsfaktoren potentiell Cotransin-sensitiv. Dies
wurde mit einer Auswahl an Zytokinen und Wachstumsfaktoren von T-Zellen (Jurkat-Zellen, hu-
mane T-Lymphozytenzelllinie) und glatten Muskelzellen der Atemwege (human airway smooth
muscle cells, HASM-Zellen) tiberpriift. Die Quantifizierung der sekretierten Zytokine erfolgte
mittels des BioPlex-Immunoassays. Die Durchfiihrung erfolgte in Kooperation mit der Firma
BioRad.
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Abbildung 5.16: BioPlex-Immunoassay-basierte Expressionsanalyse sekretierter Zytokine nach
Cotransin-Behandlung

Stimulierte HASM-Zellen bzw. Jurkat-Zellen wurden mit DMSO bzw. Cotransin inkubiert (17 h, 30 uM).
AnschlieBend erfolgte die Konzentrationsbestimmung von 27 Zytokinen bzw. Wachstumsfaktoren im
Medium mittels BioPlex-Immunoassay. Fiir die Normierung der Ergebnisse auf die gleiche Zellzahl wurde
ein Vitalitiitstest der Zellen durchgefiihrt. Angegeben sind die Proteinkonzentrationen, die in jeweils 1 ml
Medium sezerniert wurden (von je 5x 10° Jurkat-Zellen bzw. 10> HASM-Zellen).

Die Bestimmung der Zytokin-Konzentrationen erfolgte im Zellkulturmedium. Hierfiir wurden
Jurkat-Zellen und HASM-Zellen mit DMSO bzw. Cotransin (30 uM, 17 h) behandelt. Die Pro-
duktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wurde gleichzeitig stimuliert (Jurkat-Zellen: lo-
nomycin und PMA, HASM-Zellen: in Medium gel6ster Zigarettenrauch). In Abb. 5.16 sind die
jeweils gemessenen Konzentrationen der Zytokine und Wachstumsfaktoren dargestellt, welche
sich in 1 ml Medium befanden. Die gemessenen Zytokine gehen bei den Jurkat-Zellen auf ca.
5x 10’ Zellen/ ml zuriick. Bei den HASM-Zellen auf ca. 10° Zellen. Dargestellt sind die Ergeb-
nisse von unstimulierten Zellen und von stimulierten Zellen, welche mit Cotransin bzw. DMSO
behandelt worden sind. Nach Stimulation wurden erwartungsgemif viele der Zytokine bzw. Wachs-

tumsfaktoren hochreguliert. (Es wurden nur die Zytokine / Wachstumsfaktoren in der Auswertung
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beriicksichtigt, deren Expression iiber der sicheren Nachweisgrenze lag.) Durch die Cotransin-
Behandlung wurde die Expression einiger Proteine wie VEGF oder IL-12 in den HASM-Zellen
stark reduziert (Abb. 5.16a). Bei FGF basic hingegen wurde nach Cotransin-Behandlung eine
Hochregulation der Expression festgestellt. In den Jurkat-Zellen wurde ebenfalls die Expression
einiger Zytokine / Wachstumsfaktoren, wie VEGF, IL-2 oder MIP-1« stark reduziert (Abb. 5.16b).
Beim Vergleichen der Cotransin-Empfindlichkeiten einzelner Proteine fillt auf, dass diese in den
unterschiedlichen Zellen zum Teil deutlich differiert. Wéahrend z.B. in HASM-Zellen die Expressi-
on von IL-8 nicht beeinflusst wird, wird sie in Jurkat-Zellen nach Cotransin-Behandlung um ein

vierfaches reduziert.

Aufgrund der Vielzahl der hier identifizierten sensitiven Zytokine und Wachstumsfaktoren wur-
den die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse erweitert und bestétigt und zeigt er-
neut, dass es sich bei Cotransin um ein weitaus weniger selektiven Inhibitor handelt als beschrie-
ben [46].

5.3 Expressions-inhibitorische Analyse neuer

Cotransin-Derivate

Jede Anderung der chemischen Struktur eines Wirkstoffes fiihrt zu Anderungen seiner physikalisch-
chemischen Eigenschaften und seines biologischen Wirkspektrums [100]. Mit der Synthese neu-
er Derivate sollte die Wirkstdrke und / oder die Selektivitit modifiziert werden und der Zu-
sammenhang zwischen Struktur und Funktion von Cotransin aufgeklédrt werden. Durch die am
FMP in der AG Peptidsynthese etablierte Festphasensynthese des Cotransins ist es moglich,
relativ einfach Cotransin-Derivate zu synthetisieren und diese auf ihre Wirksamkeit hin zu te-
sten [61].

Cotransin ist ein zyklisches Heptadepsipeptid und besteht aus einer 2-Hydroxypropanséure (lac)
und sechs L-Aminosduren, von denen drei N-methyliert sind (Abb. 1.6d, 5.17). Die Amino-
sauren sind iiber sechs Sdureamidbindungen (—CO-NH-) verbunden. Lac (Position 1) ist
mit dem N-methylierten Alanin (Ala, Position 7) iiber eine Esterbindung (—CO-0O-) ver-
kniipft.

Die Derivatisierung von Cotransin erfolgte systematisch, indem zunéchst schrittweise einzelne
Positionen entfernt oder durch Ala substituiert wurden. Weitere Modifikationen waren der Ersatz N-
methylierter Aminosduren durch unmodifizierte und das Weglassen der Zyklisierung wihrend der
Synthese. Aus der Wirksamkeit der Derivate sollten anschlieBend Riickschliisse auf die Relevanz
der einzelnen Positionen gezogen werden. Die experimentelle Untersuchung der Wirksamkeit er-

folgte durchflusszytometrisch am Beispiel des Cotransin-sensitiven ETgR.GFP und des insensitiven
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Abbildung 5.17: Schematische Darstellung von Cotransin
Cotransin besteht aus einer lac, drei proteinogenen und drei N-methylierten L-Aminosiuren. Lac (Po-
sition 1) und das methylierte Ala (Position 7) sind iiber eine Esterbindung (rot) miteinander verbunden.
Bei den restlichen Bindungen handelt es sich um Sidureamidbindungen (schwarz). Die griinen Positionen
markieren die L-Aminosdure Leu, die blaue Position markiert Phenylalanin (Phe), die gelbe Position lac
und in lila ist die Position von Ala gekennzeichnet. N-Methylierungen (Me) sind rot dargestellt.

(OR.GFP. Der letztere Rezeptor wurde verwendet, um mogliche Anderungen in der Selektivitit

der Derivate zu erfassen.

5.3.1 Wirksamkeit von Cotransin-Derivaten nach Deletion

Es wurden sieben Derivate synthetisiert, die sich von Cotransin dadurch unterscheiden, dass
wihrend der Synthese eine Aminosidure oder lac in der Synthese weggelassen wurden (De-
rivate 1-7, Abb. 5.18a). Im Unterschied zu Cotransin handelt es sich daher um Hexapepti-
de.

Alle Deletionen fiihrten zu einer deutlichen Reduktion der Wirksamkeit, bezogen auf den ETgR, im
Vergleich zu Cotransin (Abb. 5.18b). Die Entfernung der Aminosiuren an den Positionen 6, 5 und 3
(Derivat 3, 4 und 6) zeigt eine komplette Aufthebung der Wirkung. Bei Derivaten, bei denen die lac-
Position bzw. die Aminosduren an den Positionen 7, 4 und 2 weggelassen wurden (Derivat 1, 2, 5

und 7), wurde ein Verlust der Wirkung im Bereich von 71-89 % beobachtet.

Keines der Derivate (1-7) zeigte einen inhibitorischen Effekt auf die Expression des pOR
(Abb. 5.18c).
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Abbildung 5.18: Einfluss der schrittweisen Deletion
Die Deletion der einzelnen Positionen des Cotransins fiihrte zu sieben verschiedenen Derivaten (a).
Um diese auf ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen, wurden mit ETgR.GFP (b) bzw. uOR.GFP (c)
transient transfizierte HEK293-Zellen mit DMSO bzw. Cotransin oder den Derivaten (1-7) inkubiert (17 h,
30 uM). AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der Rezeptoren im Durchflusszytometer (10* Zellen).
Dargestellt sind die Mittelwerte (==SD) von drei unabhéngigen Experimenten in Prozent bezogen auf die
DMSO-Kontrolle.

5.3.2 Wirksamkeit von Cotransin-Derivaten nach Ala-Substitution

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Ala-Scan basiert zunichst auf einer Substitution von lac
gegen Ala, wodurch die Esterbindung gegen eine Sdureamidbindung ausgetauscht wird und
aus dem Depsipeptid ein Amid (Derivat a, Abb. 5.19a). Der weitere systematische sequen-
zielle Austausch jeder einzelnen Aminosidure im Amid fithrte zu sechs weiteren Derivaten

(Derivate b-g).

Fiir alle Derivate (a-g) wurde wieder eine mehr oder weniger starke Abnahme der Wirkung, auf den
ETgR, beobachtet (Abb. 5.19b). Bei den Derivaten d-g war keine inhibitorische Wirksamkeit zu
beobachten. Fiir die Derivate a-c lag der Wirkungsverlust im Bereich von 58-68 %. Verglichem mit
dem Amid (Derivat a) kommt es durch die zusétzliche Substitution der Position 7 bzw. 6 (Derivat

b und c) jedoch nicht zum weiteren Wirkungsverlust.

Die Expressionsanalyse des tOR ergab, dass keines der Derivate (a-g) einen Einfluss auf das
Expressionlevel hat (Abb. 5.19¢).
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Abbildung 5.19: Einfluss des schrittweisen Ala-Substitution
Der Austausch von einzelnen Positionen des Cotransins gegen Ala fiihrte zu sieben verschiedenen Deriva-
ten (a). Um diese auf ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen, wurden mit ETgR.GFP (b) bzw. tOR.GFP (c)
transient transfizierte HEK293-Zellen mit DMSO bzw. Cotransin oder den Derivaten (a-g) inkubiert (17 h,
30 uM). AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der Rezeptoren im Durchflusszytometer (10* Zellen).
Dargestellt sind die Mittelwerte (=SD) von drei unabhéngigen Experimenten in Prozent bezogen auf die
DMSO-Kontrolle.

5.3.3 Wirksamkeit partiell methylierter Cotransin-Derivate

Fiir die Untersuchung der Funktion der Methylierungen an den Aminosiure-Positionen 7, 5 und
3 im Amid wurden drei weitere Derivate synthetisiert. Dabei blieb die lac-Position durch Ala
substituiert und die N-Methylierten Aminosduren wurden nacheinander durch unmodifizierte Ami-
nosduren ersetzten (Derivat I, II und III, Abb. 5.20a).

Das Derivat I entspicht dabei dem Derivat b des Ala-Scans (Abb. 5.19), da ein methyliertes Ala
durch Ala substituiert wurde. Die Expressionsanalyse des ETgR nach Behandlung mit den De-
rivaten ergab, dass die Entfernung der Methylgruppe an der Position 7 sowie an der Position 5
(Derivat I und II), mit der Kombination der lac-Substitution zu einer vergleichbaren Reduktion der
Expression fiihrte, wie die lac-Substitution allein (Derivat a, Abb. 5.19b). Die entfernte Methylie-
rung an der Position 3 (Deritav III) hingegen fiihrte zu einem niedrigerem Expressionslevel im

Vergleich zu den Derivaten I und II.
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Abbildung 5.20: Einfluss partieller Methylierung
Die partielle Methylierung des Cotransins fiihrte zu drei verschiedenen Derivaten (a). Um diese auf
ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen, wurden mit ETgR.GFP (b) bzw. tOR.GFP (c) transient transfi-
zierte HEK293-Zellen mit DMSO bzw. Cotransin oder den Derivaten (I-III) inkubiert (17 h, 30 uM).
AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der Rezeptoren im Durchflusszytometer (10* Zellen). Dar-
gestellt sind die Mittelwerte (=SD) von drei unabhéngigen Experimenten in Prozent bezogen auf die
DMSO-Kontrolle.

Beim pOR fiihrte die Behandlung mit dem Derivat III zu einer geringfiigigen Inhibition der uOR-
Expression (Derivat I und II zeigten keinen inhibitorischen Effekt). Da eine verdnderte Selektivitit
auch ein Hinweis auf eine hohere Toxizitit der Substanz sein konnte, wurde fiir Derivat III ein
Zellvitalititstest durchgefiihrt (Abb. 5.21). Der Test ergab, dass das Derivat III bei Konzentra-
tionen >30 uM tatsdchlich eine toxische Wirkung in HEK293-Zellen hat. Die anschlieBende
Untersuchung des inhibitorischen Effektes von Derivat III, in nicht-toxischer Konzentration
(10 uM), auf die Expression anderer Cotransin-unempfindlicher GPCR (UTR;, AT»>R, V,R) zeigte,
dass die Selektivitit des Cotransins jedoch nicht verdndert wurde, da keine inhibitorische Wirkung

auf diese Rezeptoren gezeigt werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5.21: Untersuchung der Zytotoxizitit von Derivat III an HEK293-Zellen
HEK?293-Zellen wurden 17 h mit steigenden Konzentrationen Derivat III behandelt und anschlieSend 2 h
mit alamarBlue® inkubiert. Die metabolische Reduktion des Farbstoffes wurde analysiert (gemessene
Wellenlidnge A.y.: 570 nm, Referenzwellenlidnge A,,,: 600 nm). Dargestellt sind die Mittelwerte (Differenz
A570/A600, =SD) aus drei unabhéngigen Experimenten.

5.3.4 Wirksamkeit linearer Cotransin-Derivate

Die einzelnen Derivate des Ala-Scans (Abb. 5.19a) und der partiellen Methylierungen (Abb. 5.20a)
wurden auch in linearer Form synthetisiert, was zu neun weiteren Derivaten fiihrte (Derivate A-I,
Abb. 5.22a).

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse zeigten, dass die Gesamtexpression des
ETgR nach der Behandlung mit den linearen Derivaten, mit der DMSO-behandelter Zellen ver-
gleichbar ist (Abb. 5.22b). Bei dem pOR zeigten ebenfalls alle Derivate keine inhibitorische
Wirkung (Abb. 5.22¢).

Die hier durchgefiihrten Derivatisierungen am Cotransin bewirkten in allen Féllen einen teilwei-
sen oder kompletten Wirkungsverlust in Bezug auf den ETgR, wobei es zu keiner Verdnderung
der Selektivitdat kam. Bezogen auf den inhibitorischen Effekt auf den ETgR zeigte sich, dass die
Entfernung der N-Methylierung an den Positionen 5 und 7 im Amid wenig Einfluss auf die Wirk-
samkeit hat. Die Entfernung der N-Methylierung an Position 3 im Amid hingegen zu einem toxisch
wirkenden Derivat fiihrte. Die Substitution der Position 6 im Amid hatte keinen Einfluss auf die
Wirksamkeit, verglichen mit dem Amid selbst. Weiter zeigte sich, dass lineare Derivate sowohl auf
den ETgR als auch auf den gOR keinen inhibitorischen Effekt haben.
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Abbildung 5.22: Einfluss des Auslassens der Zyklisierungsreaktion (lineare Derivate)

Der Austausch von einzelnen Positionen des Cotransins gegen Ala fiihrte zu sieben verschiedenen De-
rivaten. Die partielle Methylierung von Cotransin fiihrte zu zwei weiteren Derivaten. Nach Weglassen
der Zyklisierungsreaktion, lagen diese linear vor (c). Um sie auf ihre Wirksamkeit hin zu untersuchen,
wurden mit ETgR.GFP (b) bzw. tOR.GFP (c) transient transfizierte HEK293-Zellen mit DMSO bzw.
Cotransin oder den Derivaten (A-I) inkubiert (17 h, 30 uM). AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung
der Rezeptoren im Durchflusszytometer (10* Zellen). Dargestellt sind die Mittelwerte (£=SD) von drei
unabhingigen Experimenten in Prozent bezogen auf die DMSO-Kontrolle.
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6 Diskussion und Ausblick

Cotransin wurde von Garrison et al. als substratspezifischer Inhibitor der Proteintranslokation be-
schrieben [46]. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass es neben den fiinf bekannten
Proteinen noch eine grofle Zahl weiterer Proteine gibt, die durch Cotransin in ihrer Expression in-
hibiert werden. Die Ergebnisse konnten durchflusszytometrisch und biochemisch bestitigt werden.
Mit Hilfe des photokonvertierbaren Fluoreszenzproteins Kaede konnte ein Biosyntheseassay ent-
wickelt werden, mit dem es moglich war, die Cotransin-Wirkung auf die Biosynthese von GPCR zu
quantifizieren, unabhingig von der Lebenszeit der Rezeptoren [101]. Durch gezielte Anderungen
in der chemischen Struktur wurde ferner versucht die Wirkstirke und Selektivitdt von Cotransin zu

beeinflussen.

6.1 Cotransin - ein eingeschrinkt substratspezifischer

Inhibitor der Proteintranslokation

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Cotransin, neben den fiinf be-
schrieben Proteinen, die Translokation einer gro3en Zahl weiterer Proteine inhibiert. Insgesamt
wurden iiber 40 sensitive Membranproteine und sekretorische Proteine identifiziert, was zeigt,
dass Cotransin weniger selektiv ist, als urspriinglich beschrieben [46]. Doch trotz der Vielzahl der
sensitiven Proteine die durch Cotransin in ihrer Translokation gehemmt werden, zeigte sich, dass
Cotransin auch in hoheren Konzentrationen keine zytotoxischen Effekte aufwies (Abb. 5.1). Uber
die Griinde dafiir ldsst sich spekulieren. Eine mogliche Ursache liegt mit Sicherheit darin, dass
nicht alle sensitiven Proteine, wie der ETgR bei 30 uM, vollstidndig inhibiert werden, wodurch ein

Uberleben der Zellen gesichert ist.

Fiir die Inhibition der Translokation des ETgR und des CRF|R durch Cotransin wurde in dieser
Arbeit eine ICsg ermittelt (Kap. 5.1.2), die um den Faktor 10 hoher ist, als die ICsy bei VCAM1
(ICs9=0,5uM) [46]. Neben methodischen Griinden, konnten hierfiir Unterschiede in den Signal-
sequenzen verantwortlich sein. Weitere Ursachen konnten in der Verwendung unterschiedlicher
Zellsysteme in den einzelnen Studien liegen. Hier konnte eine abweichende Aufnahmeeffizienz

von Cotransin eine Rolle spielen.
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6.1.1 Cotransin-Wirkung in unterschiedlichen Zelltypen

Der inhibitorische Einfluss von Cotransin auf die endogene Expression von Zytokinen und Wachs-
tumsfaktoren wurde in humanen, glatten Muskelzellen der Atemwege (HASM-Zellen) und T-Zellen
(Jurkat-Zellen) untersucht. Dabei stellte sich in dieser Arbeit heraus, dass die Sensitivitit eines
Proteins gegeniiber Cotransin in unterschiedlichen Zelltypen einer Spezies variieren kann. Ein
Beispiel ist die Sensitivitidt von IL-8. Wihrend in Jurkat-Zellen die IL-8 Expression mit 30 uM
Cotransin um mehr als 50 % inhibiert wird, wurde sie in HASM-Zellen durch Cotransin nicht si-
gnifikant beeinflusst (Abb. 5.16). Auch Garrison et al. zeigten, dass das endogene IL-8 in humanen
Endothelzellen, humanen, mononukleiren Zellen des peripheren Blutes und humanen dermalen

Fibroblasten nicht Cotransin-sensitiv ist [46].

Diese auf den ersten Blick widerspriichlichen Ergebnisse konnen verschiedene Ursachen haben.
Verschiedene Zelltypen unterscheiden sich im Aufbau der Plasmamembran, ihrem Stoffwechsel
und der Proteinexpression [102]. So konnte ein heterogener Aufbau der Plasmamembran die
Aufnahme von Cotransin beeinflussen. Ferner konnten die Abbaugeschwindigkeiten von Cotransin
von Zelltyp zu Zelltyp unterschiedlich sein. Unterschiede im sekretorischen Weg haben vermutlich
keinen Einfluss, da dieser innerhalb der Eukaryoten und so auch zwischen den Zelltypen eines
Organismuses hoch konserviert ist [1]. So weisen die einzelnen Proteinuntereinheiten des trimeren
Sec61-Komplexes hohe Sequenzhomologien selbst zwischen Sdugerzellen und Hefen auf, wobei

die a-UE die am stidrksten konservierte Komponente darstellt [103].

6.1.2 Die Rolle des SP fiir die Cotransin-Sensitivitit

In fritheren Studien stellte sich die Frage, ob das SP fiir die Empfindlichkeit eines Proteins eine es-
sentielle Rolle spielt. Fiir VCAM1 konnte dies gezeigt werden [46]. Auch bei den hier untersuchten
GPCR besitzen alle Cotransin-sensitiven GPCR als Signalsequenz ein SP (Abb. 5.3) und zumindest
beim ETgR ist das SP fiir die Cotransin-Wirkung essentiell (Abb. 5.13).

Die Aminosduren im SP von VCAM1 und VEGE, die fiir eine Inhibition der Translokation durch
CAM?741 verantwortlich sind, konnten bereits identifiziert werden. Sie sind iiber das gesamte SP
verteilt [13, 54]. Bisher ist es jedoch noch nicht gelungen, ein Konsensus-Motiv in der Sequenz ab-
zuleiten [46], moglicherweise aufgrund der geringen Anzahl der bisher untersuchten Proteine. Die
Vielzahl der in dieser Arbeit gefundenen Cotransin-sensitiven Proteine konnte helfen, hier zukiinftig

mit bioinformatischen Analysen einen Schritt weiter zu kommen.

Es konnte gezeigt werden, dass Cotransin und CAM741 eine schwichere Bindung des SP an die
Sec61a-UE und eine verstirkte Bindung an die Sec61-UE bewirken [46]. Dies stort die effiziente
Bindung sensitiver Signalsequenzen am Translokon und damit dessen Offnung [46, 54]. Wahr-

scheinlich beeinflusst die Stirke, mit der die diversen Signalsequenzen [13] am Translokon binden,
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deren Cotransin-Sensitivitdt. Die Bindungsstirke wird von Hydrophobizitit und Lange der Signal-
sequenz beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass SP unterschiedlicher Linge und Konformation
diverse Komponenten des Translokons unterschiedlich stark binden. Beispielsweise bindet das SP
von VCAMI1 wihrend des Translokationsprozesses an die Sec61a-UE des Translokons, wéihrend
bestimmte SP-Mutanten des Rezeptors neben der Sec61a-UE auch an die Sec61-UE binden.
VCAMI1-SP-Mutanten, welche eine stirkere Translokon-Bindung aufweisen, zeigen auch eine
geringere Sensitivitidt gegenilbber CAM741 [13,54,104]. Daraus lédsst sich schlussfolgern, dass die
unterschiedliche Bindungsstéirke und die daraus resultierenden unterschiedlichen Bindungsstellen
fiir Signalsequenzen im Translokon unterschiedlich stark durch Cotransin beeinflust werden. Dies

wiirde die Selektivitit der Cotransin-Wirkung erkléren.

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass auch Membranproteine mit SAS Cotransin-
sensitiv sein konnen. Hier ist davon auszugehen, dass die Bindung am Translokon aufgrund der
Linge und der Hydrophobizitit der SAS stérker ist als bei SP. Somit konnte eine hohere Cotransin-
Konzentration nétig sein, um diese Bindung zu inhibieren. Einen wichtigen Beitrag fiir die Er-
mittlung eines moglichen Cotransin-Konsensus-Motivs sollte der Vergleich der in dieser Arbeit
identifizierten SP und SAS liefern. Weiter sollte geklidrt werden, ob sich die Bindung der SAS
im Sec61-Kanal durch Cotransin dhnlich dndert wie die der SP. Zur Aufkldrung des ebenfalls
noch unbekannten Aufnahmemechanismus konnte Fluoreszenz-markiertes Cotransin verwendet
werden, das eine mikroskopische Analyse des Transports und der Bindung am Zielort erlauben

wiirde.

6.2 Moglichkeiten zur Verbesserung der Loslichkeit und

zellularen Aufnahme von Cotransin

Bis zu einer Konzentration von 30 uM konnte eine klassische Konzentrationswirkungskurve von
Cotransin ermittelt werden (Abb. 5.5). Ab einer Konzentration von 50 uM nimmt die Wirkung
von Cotransin erstaunlicherweise wieder ab. Hier ist zu beachten, dass es sich bei Cotransin um
ein sehr hydrophobes, zyklisches Depsipeptid handelt, dessen Wasserloslichkeit durch die hydro-
phoben Seitenketten der Aminoséduren und den Methylgruppen herabgesetzt ist. Eine der wohl
wahrscheinlichsten Ursachen fiir den Wirkungsverlust bei hohen Konzentrationen ist, dass Cotran-
sin in der wissrigen, 1 % DMSO-haltigen Losung ab einer Konzentration von 50 uM prizipitiert.
Dadurch wiirde sich die Konzentration an freiem Cotransin, welches fiir die Zellen verfiigbar ist,

verringern.

Um Cotransin 16slicher zu machen, konnte man zukiinftig Komplex-bildende Substanzen (z.B. Na-
triumbenzoat) oder Losungsvermittler, welche die Cluster-Struktur des Wassers verdandern (z.B. Gly-

cerol) einsetzen [105,106]. Ferner konnten liposomale Trigersysteme zum Einsatz kommen, welche
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den Vorteil haben, dass sie nicht nur zur Verbesserung der Loslichkeit beitragen, sondern auch
zur Stabilisierung von Arzneistoffen und zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit [107]. Eine phar-
makologische Anwendung von liposomalen Trigersystemen ist inzwischen in neun Fillen von
liposomalen Arzneimitteln belegt, die bis 2004 zur Marktreife entwickelt worden sind. Ein Beispiel
ist Abelcet® der Firma Berna Biotech [106].

Zur Verbesserung der zelluldren Penetration von Cotransin konnte die Fusion von zellpenetrieren-
den Peptiden, wie Penetratin, TAT und KLAL beitragen [108]. Zellpenetrierende Peptide besitzen
hiufig kationische sowie amphipathische Eigenschaften und sind in der Lage Membranen zu
passieren und so den Transport anderer Molekiilen zu ermoglichen bzw. zu verbessern. Ein zell-
penetrierendes Peptid, das iiber ein Disulfid an Cotransin gebunden wird, wire in der Zelle auch

wieder abspaltbar.

6.3 Struktur-Wirkungsanalyse von Cotransin

Die in der AG Peptidsynthese (FMP-Berlin) etablierte Festphasensynthese ermdglichte die Synthe-
tisierung eines breiten Spektrums von Cotransin-Derivaten. Ziel dieser Derivat-Analysen war es,
neben der Erh6hung der Wirkstirke und Modulation der Selektivitit, den Zusammenhang zwischen
chemischer Struktur und biologischer Aktivitdt von Cotransin aufzukliren, da fiir Cotransin bisher
keine Struktur-Wirkungsbeziehungen beschrieben wurden. Ein Beispiel dafiir, dass strukturelle
Veridnderungen tatsdchlich die Selektivitit von Zyklodepsipeptiden beeinflussen konnen, wurde
durch Derivatisierung des Hun7293-Abkommlings CAM741 erbracht. Wihrend CAM741 die
Translokation sowohl von VCAMI als auch von VEGF hemmt, inhibiert das CAM741-Derivat
NFI028 nur noch die Translokation von VCAMI1 [13].

Bei der Untersuchung der inhibitorischen Wirkung aller hier synthetisierten Derivate auf die Ex-
pression des ETgR konnte gezeigt werden, dass die inhibitorische Wirkung von Cotransin zum
groBen Teil oder komplett aufgehoben wurde. Das ldsst darauf schlieBen, dass es durch die durchge-
fiihrten Modifizierungen des Cotransin-Molekiils zu chemischen und biologischen Veridnderungen
gekommen ist, die ein effizientes Binden am Zielort nicht mehr ermoglichen. Denkbar wiren
Veridnderungen in der Lipophilie, die den Transport und die Verteilung der Substanzen ungiinstig
beeinflussen. Hydrophilere Substanzen konnen Lipidmembranen kaum iiberwinden, hydrophobe
Substanzen sind dagegen in der wissrigen Phase schlecht 16slich und akkumulieren in Membranen.
Um eine optimale mittlere Lipophilie zu erzielen, ist es erforderlich, dass das Peptid an seiner
Oberflache iiberwiegend polare Aminosdurereste triagt [100]. Der lipophile Anteil sollte dabei in
seiner GroBe und Konformation zu dem hydrophilen Anteil passen. Der Austausch N-methylierter
durch unmodifizierte Aminosiduren kann z.B. die Lipophilie eines Molekiils verindern. Die Me-
thylgruppe erhoht die Hydrophobizitit eines Peptids und triagt zur enzymatischen Stabilitdt und

biologischen Verfiigbarkeit bei. N-methylierte Amidbindungen kénnen kaum durch Proteasen
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gespalten werden und gelten deswegen als sehr stabil [100]. Die Entfernung der N-Methylierung
an den Positionen 5 und 7 im Amid (Derivat I und II, Abb. 5.20) hatte jedoch nur wenig Einfluss
den inhibitorischen Effekt, verglichen mit dem Amid, wo nur lac gegen Ala substituiert wurde
(Derivat a, Abb. 5.19a). Fiir Cotransin und Hun-7293 wurde jedoch gezeigt, dass die Methylierung
im Depsipeptid an Position 5 fiir die inhibitorische Wirkung auf VCAMI essentiell ist [46,52]. Um
einen direkten Vergleich ziehen zu kdnnen, wire es notig, auch den inhibitorischen Effekt dieses
Derivates auf den ETgR zu untersuchen. Die Riickgradmethylierung von Hun-7293 an Position 3
zeigte hingegen, dass es sich dabei immer noch um ein Derivat mit inhibitorischer Potenz handelt.
Die Entfernung der Methylierung an Position 3 im Amid (Derivat III) fiihrte hier zu einem Derivat,
welches einen dhnlichen inhibitorischen Effekt aufwie3, wie das Amid, in hohen Konzentionen
jedoch toxisch war. Zum Einen ldsst sich dies durch eine verbesserte Verfiigbarkeit des Molekiils
erkldren, z.B. aufgrund einer verdnderten Lipophilie und/oder einer verdnderten enzymatische
Degradation. Zum Anderen konnte es zu einer Konformationsdnderung gekommen sein, die die

Bindung an einen anderen Wirkort ermdéglichte.

Besonders die Auflosung der Heptastruktur zu einer Hexastruktur oder das Auflosen der zykli-
schen Struktur (lineare Derivate) ziehen groe Konformationsidnderungen nach sich. Entsprechend
konnte hier gezeigt werden, dass die zyklische Struktur des Cotransins fiir die Wirksamkeit auf
die Biosynthese des ETgR essentiell ist. Moglicherweise ist dies dadurch zu erkldren, dass im
Gegensatz zu den regiden, zyklischen Molekiilen lineare Strukturen viel flexibler sind und so nicht
mehr optimal in die Bindungstasche passen. Auch bei der Substitution von lac durch Ala (wodurch
das Depsipeptid zu einem Amid wird, Derivat a), ist davon auszugehen, dass die Konformation des
Molekiils stark beeinflusst wird (Abb. 5.19). Und auch durch diese Derivatisierung verlor Cotransin
an Wirkstidrke. Eine zusitzliche Substitution an Position 6 durch Ala (Derivat ¢) bewirkte jedoch
keinen zusdtzlichen Wirkungsverlust. Es ist somit denkbar, dass Leu an Position 6 eine untergeord-
nete Rolle in der Wirksamkeit spielt. In anschlieBenden Analysen von weiteren Derivaten sollte die
Ala-Substitution an dieser Position im Depsipeptid untersucht werden. Sollte sich diese Position als
variabel fiir die Cotransin-Wirksamkeit herausstellen, wire es moglich hier einen Crosslinker einzu-
bauen, um die direkte(n) Bindungsstelle(n) von Cotransin identifizieren zu konnen. Hinweise dazu
konnten Modelling-Studien liefern, die mit Hilfe der bekannten 3D-Strukturen von Sec61 [109]
und der Ausgangssubstanz Hun-7293 [110] durchgefiihrt werden konnten.

Die Untersuchung der Wirksamkeit der Derivate zeigte fiir den Cotransin-insensitiven (tOR keine
Veranderung in der Selektivitit. Zukiinftige Derivate konnten aber eine alternative Bindung am
Sec61-Kanal eingehen und so eine Verschiebung des inhibitorischen Effektes von Cotransin auf
den tOR oder auf andere Proteine ermoglichen. Hier erscheint ein breites Vorgehen gerechtfertigt,
da die bisherigen Informationen, die ausschlielich am Hun-7293 gewonnen wurden, nur sehr

begrenzt auf Cotransin iibertragbar sind.
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Ein weiteres wichtiges Ziel wire es, umgekehrt ein Derivat zu finden, das unabhiingig von Signal-
peptiden den Sec61-Kanal blockiert (,,universeller* Sec61-Blocker). Ein solches Derivat wire fiir

die Forschung am proteinleitenden Translokon-Komplex sehr wertvoll.

6.4 Verwendung eines Kaede-basierten Biosyntheseassays zur

Analyse der Cotransin-Inhibition

Kiirzlich konnten Schmidt et al. zeigen, dass GPCR-Fusionen mit dem photokonvertierbaren Fluo-
reszenzprotein Kaede dazu benutzt werden konnen, um den Transport der Rezeptoren zwischen
verschiedenen Kompartimenten einer Zelle zu untersuchen. Um die Wirksamkeit des Cotransins
auf die Inhibition der Translokation weiter zu testen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue
Anwendung der Kaede-Technologie etabliert (Kap. 5.1.3). Hierfiir wurde das gKaede-Signal der
Rezeptoren zu einem bestimmten Zeitpunkt komplett zu rKaede konvertiert und die Neusynthese
tiber das Wiedererscheinen der gKaede-Fluoreszenz quantifiziert. Die Quantifizierung ist sowohl
in einzelnen Zellen mikroskopisch, als auch durchflusszytometrisch fiir eine grofle Zellpopulation
moglich. Mit Hilfe dieser Technologie ist es moglich, nur neusynthetisierte Rezeptoren zu betrach-
ten, da bereits vorhandene Rezeptoren aufgrund des rKaede-Signals nicht in die Quantifizierung
einflieBen. Es sollte leicht moglich sein, diese Anwendung der Kaede-Technologie an ein High-
throughput-screening-System anzupassen, um neue Substanzen zu finden, die einen dhnlichen

Wirkmechanismus wie Cotransin haben.

6.5 Pharmakologische Bedeutung von Cotransin und seinen

Derivaten

Cotransin inhibiert hochst wahrscheinlich die Translokation, in dem es die effiziente Bindung
des SP [46] oder der SAS am Sec61-Kanal behindert, so dass dieser nicht mehr gedffnet werden
kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnte mehrfach gezeigt werden, dass sich die Neusynthese des
ETgR durch Cotransin vollstindig inhibieren ldsst und damit auch dessen Signalisierung kom-
plett unterbunden wird. Pharmakolisch wirkt Cotransin jedoch zu unselektiv auf die Expression
von Membran- und sekretorischen Zielproteinen. Zu den Proteinen, die durch Cotransin inhibiert
werden, gehoren z.B. Zelladhdsionsproteine [46], Zytokine und Wachstumsfaktoren. Eine gleich-
zeitige Inhibition dieser Proteine wiirde zur Hemmung des Immunsystems und zu Organversagen
fithren. Aufgrund der Signalsequenz-Diversitit ist es denkbar ein selektiveres Cotransin-Derivat zu

entwickeln, welches dann auch ein therapeutisches Potential hitte [111].

Aufgrund der Homologien der Bindungstasche von Rezeptorsubtypen sind viele Antagonisten

nicht Subtyp-spezifisch, was in der pharmakologischen Anwendung zu vielen unerwiinschten

81



6 Diskussion und Ausblick

Nebenwirkungen fiihrt. Ein Beispiel ist der Antagonist Bosentan, der sowohl den ETgR als auch
den ETAR blockiert [112]. Ein selektiv wirkendes Cotransin-Derivat, das die Synthese des ETgR
blockiert, konnte hier von Vorteil sein.

Ein weiterer wichtiger pharmakologischer Ansatz wire der Einsatz von selektiven Cotransin-
Derivaten bei der Behandlung von viralen Erkrankungen. Denn auch viele virale Proteine werden
iber den sekretorische Weg transloziert und stellen somit potentielle Zielproteine dar. Beispiels-
weise wird das Vorlduferprotein des Glykoproteins der Lipidhiille des Lassa-Virus iiber den se-
kretorischen Weg transloziert [113]. Konnte dessen Translokation unterbunden werden, wiirde
es nicht zum Zusammenbau des Viruspartikels kommen und der Ausbruch der Krankheit konnte
moglicherweise verhindert werden. Bis heute existiert gegen das Lassa-Virus kein Impfstoff und

nur eine unzureichende Ribavirin-Therapie [113].
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Der grof3te Teil der heutigen Arzneimittel stammt direkt oder indirekt von Biomolekiilen ab. Sie
dienen als Leitstrukturen und werden weiter chemisch verdndert, um ihre erwiinschten Eigenschaf-
ten zu optimieren und ihre Nebenwirkungen zu minimieren [100]. Auf der Suche nach einem
Arzneimittel gegen chronisch entziindliche und Autoimmunerkrankungen konnte 1992 eine Leit-
struktur identifiziert werden, welche einen inhibitorischen Effekt auf die Expression von ICAM-1
zeigte [58]. Bei dieser Substanz handelte es sich um Hun-7293, ein sekundirmetabolitisch in Pilzen
gebildetes makrozyklisches Heptadepsipeptid. Eine erste Optimierung dieser Substanz fiihrte zum
Derivat Cotransin [46, 52]. Bis heute ist die Cotransin-Wirkung noch nicht im Detail geklért. Es
ist jedoch bekannt, dass es die Expression einiger sekretorischer und Membranproteine inhibiert.
Es wird vermutet, dass Cotransin Signalsequenz-spezifisch die stabile Insertion der naszierenden
Polypeptidkette in den Sec61-Translokationskanal des endoplasmatischen Retikulums inhibiert.
Als Cotransin-sensitiv wurden vor dieser Arbeit nur funf Proteine beschrieben, die Membran-
rezeptoren VCAMI, P-Selektin und CRF ;R und die sekretorischen Proteine f-Lactamase und
Angiotensinogen [46].

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Pharmakologie wurde im ersten Teil dieser Arbeit die
Cotransin-Sensitivitit einiger ausgewihlter GPCR untersucht. Von den zehn untersuchten GPCR
wurde die Expression des TSHR, des ETAR und des ETgR durch Cotransin inhibiert. Bei der Erstel-
lung von Konzentrationswirkungskurven zeigte sich, dass der inhibitorische Effekt von Cotransin
bei hoheren Konzentrationen abgeschwicht ist, was vermutlich auf Loslichkeitsprobleme und einer
daraus resultierenden Prézipitation der Substanz zuriickzufiihren ist. Dariiber hinaus konnte im Fal-
le des ETgR gezeigt werden, dass durch die Cotransin-Behandlung der Zellen die Expression des
Rezeptors vollstindig unterbunden wird. Dafiir wurde mit Hilfe von Kaede-Fusionsproteinen eine
neue Methode etabliert, mit der die Expression von Rezeptoren und damit die Cotransin-Wirkung in
Echtzeit messbar ist — sowohl mikroskopisch, auf Einzelzellebene, als auch durchflusszytometrisch

innerhalb einer grof3en Zellpopulation.

Es konnte ferner gezeigt werden, dass das SP des ETgR fiir die Cotransin-Sensitivitdt verantwort-
lich ist, und dass diese Eigenschaft durch Fusion des ETgR-SP auf andere Cotransin-insensitive
GPCR iibertragbar ist. Um weitere Cotransin-sensitive Proteine zu identifizieren wurde eine mas-

senspektrometrische Expressionsanalyse von Proteinen nach Cotransin-Behandlung von Zellen
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durchgefiihrt. Dabei wurden deutlich mehr Cotransin-sensitive Proteine gefunden als erwartet,
wobei ein Teil von ihnen eine SAS besitzt. Die Cotransin-Sensitivitdt kann somit offensichtlich

sowohl durch SP als auch durch SAS vermittelt werden.

Peptide, welche spezifisch die Biosynthese einzelner Proteine hemmen, wiren wertvolle zellbiolo-
gische Werkzeuge und wiirden die Moglichkeit erdffnen, mit vollig neuartig wirkenden Substanzen
in Signaltransduktionswege eingreifen zu konnen. Aus diesem Grund wurden im letzten Teil der
Arbeit neue Cotransin-Derivate hergestellt, mit dem Ziel, Wirkstdrke und Selektivitit der Sub-
stanz zu verdandern. Im Rahmen dieser Versuche ist es bisher nicht gelungen, die Spezifitit von
Cotransin zu verdndern oder die Wirkstidrke zu verbessern. Die Arbeiten liefern einen Beitrag zu
ersten Struktur- / Funktionsanalysen des Cotransins. So zeigte sich, dass die zyklische Struktur
des Heptadepsipeptids fiir die Wirkung essentiell ist. Ferner konnte gezeigt werden, dass der Aus-
tausch der Position 6 im Amid keinen weiteren Einfluss auf die Wirksamkeit gegeniiber dem Amid
hat.

Zusammengefasst wird in dieser Arbeit belegt, dass Cotransin keinesfalls so selektiv ist, wie von
Garrison et al. publiziert [46]. Es wird ferner klar, dass es schwierig ist, die Struktur- / Funktions-
beziehung des Cotransins zu charakterisieren, um selektive Derivate zu finden. Da es sich bei den
Zyklodepsipeptiden um vollig neue Wirkstoffe mit hohem Potential handelt, sollten diese Arbeiten

fortgefiihrt werden.
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The majority of drugs today come directly or indirectly from biomolecules. They are used as lead
compounds and are further chemically modified to optimize the required properties and minimize
their side effects [100]. In search of a drug against chronic inflammatory and autoimmune diseases,
a lead structure was identified in 1992, which shows an inhibitory effect on the expression of
ICAM-1 [58]. This substance was Hun-7293, a macrocyclic heptadepsipeptide which is a secondary
metabolite in fungi. A first optimization of this substance led to the derivate cotransin [46,52].
Until today, the cotransin-effect has not yet been clarified in detail. However, it is known that the
expression of some secretory and membrane proteins is inhibited. It is assumed that cotransin
inhibits the stable insertion of the nascent polypeptide chain into the Sec61 translocation channel of
the endoplasmatic reticulum in a signal sequence discriminative manner. Previous to this work only
five cotransin-sensitive proteins were described — the membrane receptors VCAMI, P-selectin and

CRF{R and the secretory proteins -lactamase and angiotensinogen [46].

As GPCRs play a central role in pharmacology, in the first part of this work, the cotransin-sensitivity
of some selected GPCRs was examined. Ten GPCRs were analysed and the expression of the TSHR,
the ETAR and ETgR was inhibited by cotransin. The concentration response curves showed that
the inhibitory effect of cotransin is weakened at higher concentrations, presumably due to solubility
problems and resultant precipitation of the substance. Furthermore, in case of the ETgR, it was
shown that due to the cotransin treatment the expression is completely inhibited. Additionally,
using Kaede fusion proteins we developed a new method to measure the expression of receptors
in real time and thus the cotransin-effect — both microscopically at single cell level and by flow

cytometry within a big cell population.

It could be shown that the SP of the ETgR is responsible for the cotransin-sensitivity and that this
property can be transferred by fusion of the SP-ETgR to other cotransin-insensitive GPCRs. To
identify other cotransin-sensitive proteins a mass spectrometric analysis of protein expression after
cotransin-treatment was carried out. There was a notably increased amount of cotransin-sensitive
proteins than expected and part of them possess a SAS. The cotransin-sensitivity can thus be
mediated by both SPs and SASs obviously.

Peptides that specifically inhibit the biosynthesis of individual proteins would be valuable cell-

biological tools and would open the possibility of completely new active substances in signal

85



8 Abstract

transduction. Therefore in the last part of this thesis new cotransin derivatives were synthesized,
with the aim to change the potency and selectivity of the substance. During the trials it has not
yet been possible to alter the specificity of cotransin or modulate the potency in the desired
direction. This work contributes to a first structure / function-analysis of cotransin, showing that
the cyclic structure is essential for the effect of heptadepsipeptids. Furthermore, it was shown that
the exchange of position 6 in the amide has no further influence on the effectiveness compared to

the amide.

In summary, this work shows that cotransin is not as selective as Garrison et al. published [46]. It
was also shown that it is difficult to assess the structure / function-relationships that characterize
cotransin to find more selective derivatives. The cyclodepsipeptides are completely new agents

with high potential, therefore the research work should be continued.
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