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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

G-Proteine sind eine wichtige Klasse von Regulatoren in allen lebenden Systemen. Sie werden
durch Guanosinnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) aktiviert, die den Austausch von GDP durch
GTP katalysieren. Diese Aktivitdt macht GEFs zu attraktiven Zielen, um krankheitsrelevante G-
Protein-kontrollierte Signalnetzwerke zu modulieren. GEF-Inhibitoren sind daher interessante
Werkzeuge sowohl zur Aufklarung der Funktion dieser Proteine als auch zur therapeutischen
Intervention. Bisher existiert allerdings nur ein bekannter niedermolekularer Inhibitor fiir GEFs,
das Pilztoxin Brefeldin A (BFA).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Aptamerverdrdngungsscreen entwickelt, um kleine
Molekiile zu finden, die Cytohesine binden und sowohl in vitro, als auch in Zellkultur in
verschiedenen Assays inhibieren. Cytohesine sind kleine GEFs fiir ADP-Ribosylierungsfaktoren
(ARFs), die bei der Zytoskelettorganisation, der Integrinaktivierung, der Integrinsignal-
weiterleitung und auch im MAPK-Signalweg eine Rolle spielen.

Die gefundenen kleinen Molekiile binden in vitro spezifisch die katalytische Sec7-Doméne der
Cytohesine mit Dissoziationskonstanten im hohen nanomolaren Bereich und inhibieren ihre
GEF-Funktion mit mikromolaren Inhibitionskonstanten ohne zwischen den Cytohesinen
verschiedener Spezies zu diskriminieren.

Anwendung von SecinH3, einem kleinen Molekiil, das in einem Screen fiir Cytohesin-1-
Inhibitoren gefunden wurde, in Leberzellkultur, hat gezeigt, dal Cytohesine mit dem
Insulinrezeptorkomplex assoziieren und fundamental wichtig fiir den Insulinsignalweg sind.
Mause, die mit SecinH3 gefiittert wurden, zeigen erhdhte Expression glukoneogenetischer Gene
und reduzierte Expression glykolytischer, fettsdure- und ketonkodrpermetabolismusassoziierter
Gene. Als Konsequenz ist der Glykogengehalt der Leber signifikant reduziert und der
Organismus versucht durch erhdhte Insulinsekretion ins Serum diesen Effekt zu kompensieren.
Somit resultiert die Inhibition von Cytohesinen in hepatischer Insulinresistenz. Da
Insulinresistenz eine der frithesten pathologischen Verdnderungen bei Diabetes Typ 2 ist, zeigen
die vorliegenden Resultate das Potential der Anwendung von kleinen Molekiilen in der Analyse

der komplexen Faktoren, die zur molekularen Pathogenese dieser Krankheit beitragen.



Einleitung

2 Einleitung

Das Uberleben und Vermehren jedes Organismus, sei es des einfachsten Bakteriums bis hin
zum Menschen ist abhéngig davon, daBl die in der DNA gespeicherte Information prézise und
zum richtigen Zeitpunkt dupliziert, in RNA transkribiert und daraufhin in Proteine translatiert
wird.

Dazu ist ein komplexes Zusammenwirken eben dieser Genprodukte erforderlich. Im Menschen
rechnet man mit ca. 30.000 proteinkodierenden Genen' und durch alternatives Splicing mit einer
wesentlich hoheren Anzahl an Proteinen. Das Zusammenspiel dieser vielen Proteine zu
verstehen, ist eine zentrale Herausforderung fiir die Molekularbiologie. Neben dem gewonnenen
Verstindnis der Funktionsweise des Lebens ist es damit moglich die Ursachen einer Vielzahl von
Krankheiten aufzukldren und Grundlagen fiir deren Therapie zu schaffen. Viele Krankheiten,
z. B. Diabetes Typ 17 und verschiedene Krebsarten® konnen direkt auf Verinderungen, bzw., wie
im Fall von Alzheimer und Huntington, auf Missfaltungen oder Aggregation von Proteinen
zuriickgefiihrt werden. Vergleich der Gensequenzen gesunder und kranker Menschen, der
systematisiert durch das HapMap-Projekt (Haplotype Map project) durchgefiihrt wird® >, kann
krankheitsrelevante Gene aufspiiren. Dabei stellt man fest, dafl viele komplexe Krankheiten mit
Verdnderungen von Komponenten verschiedener Signalwege assoziiert sind.

Im Gegensatz zu Einzellern sind multizellulire Organismen viel stirker auf eine
funktionierende und zuverldssige Kommunikation zwischen einzelnen Zellen und Geweben
angewiesen, um den Stoffwechsel und das Wachstum zu koordinieren und sich damit auf die
Umgebung anzupassen. Fehlerhafte Kommunikation wiederum fithrt zu krankhaften
Verdanderungen der Organismen, wie Krebs, allgemeinen Stoffwechselerkrankungen wie
Diabetes oder zu Fehlentwicklung des gesamten Organismus. Die korrekte Entwicklung eines
Organismus beziehungsweise Reaktion auf Verdnderungen in der Umwelt bendtigen die
Ausfiihrung eines komplexen Programms der Aktivierung und Unterdriickung von spezifischen
Genen in spezifischen Zellpopulationen und zu prézise definierten Zeitpunkten.

Viele dieser Reaktionen werden von extrazelluldren Signalmolekiilen wie Wachstumsfaktoren
und Hormonen, die an Zelloberflichenrezeptoren docken, gesteuert. Sie 16sen daraufhin eine
intrazellulare Signalkaskade aus, die letztlich eine Verdnderung in der Genexpression bzw. dem

Stoffwechsel der betroffenen Zelle auslosen.



Signaltransduktion von Rezeptortyrosinkinasen

2.1 Signaltransduktion von Rezeptortyrosinkinasen

Eine wichtige Klasse der Oberfldchenrezeptoren sind die Rezeptortyrosinkinasen (RTK). Im
humanen Genom sind 59 Gene identifiziert worden, die 20 unterschiedliche Familien an RTK
kodieren® (s. Abbildung 1). Nach Aktivierung durch ihren Liganden regulieren die RTK eine
Vielzahl von diversen wichtigen =zelluliren Prozessen, wie Zellzyklus, Apoptose,
Zellproliferation und —differenzierung, Metabolismus und Zellmigration. Fast alle RTK besitzen
eine extrazelluldre Ligandenbindungsdomaéne, die iiblicherweise stark glykosyliert ist und mit der
cytoplasmatischen Doméne mit einer einzelnen Transmembranhelix verbunden ist. Die
cytoplasmatische Doméne enthdlt den konservierten Proteintyrosinkinasekern (PTK) und

zusitzliche regulatorische Sequenzen, die autophosphoryliert oder durch heterologe PTKs

phosphoryliert werden.
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Abbildung 1: Die verschiedenen Familien an Rezeptortyrosinkinasen. Der prototypische Rezeptor jeder
Familie ist iiber dem Rezeptor benannt und die bisher bekannten Mitglieder jeder Familie darunter
aufgelistet (aus P. Blume-Jensen und T. Hunter’).

Zu den verschiedenen Liganden der RTK gehdren membrangebundene bzw. losliche Peptid-
oder Proteinhormone wie der nerve growth factor (NGF), fibroblast growth factor (FGF),

epidermal growth factor (EGF), Insulin und die insulin-like growth factors (IGF).
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Abbildung 2:  Nach
Aktivierung und
Dimerisierung des

Rezeptors  wird die
Tyrosinkinaseaktivitit
des Rezeptors stimuliert
und es folgt eine Trans-
phosphorylierung an
cytoplasmatischen
Tyrosinresten des
Rezeptors, an die
verschiedene SH2-
Doménen tragende
Proteine binden konnen
und das Signal
weiterleiten (aus R.
Weinberg, Cancer,

Nach Bindung des Liganden wird die Tyrosinkinaseaktivitdt des Rezeptors stimuliert, die dann

zur Transphosphorylierung an bestimmten cytoplasmatischen Tyrosinresten des Rezeptors fiihrt

(Abbildung 2).

An diese Phosphotyrosine werden Proteine, meistens Adaptoren, die SH2-Doménen tragen,

rekrutiert, die dann die Signalweiterleitung liber verschiedene Signalwege wie den Ras/MAPK-

Weg oder den PI3K-Akt-Weg vermitteln (s. Abbildung 3).
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Figure 6-12a The Biology of Cancer (© Garland Sclence 2007)
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Abbildung 3: An die
aktivierten und
phosphorylierten RTK

binden Adaptoren, hier
Grb2, das wiederum SOS
aktiviert, das Ras
aktiviert. Diese Bindung
wird iiber verschiedene
SH2-Domiinen vermittelt.
Die Adaptoren enthalten
SH3-Domiinen, die
wiederum die
Rekrutierung anderer
Proteine ermoglichen
(aus R. Weinberg,
Cancer, Garland Science,
2007).



Signaltransduktion von Rezeptortyrosinkinasen

2.1.1 Der Insulinsignalweg

Ein prototypischer wachstumsfaktorgesteuerter Signalweg ist der Insulinsignalweg. Er wird
ausgelost durch die Bindung von Insulin an seinen Rezeptor (IR) auf der Plasmamembran. Nach
Ligandenbindung transphosphorylieren sich die intrazelluliren Doménen des dimeren Rezeptors,

ad  Insulin was einerseits zu einer Erhohung

~ = _ receptor c 1 e
ap ! der Tyrosinkinaseaktivitit* * und

|

[PPE— S andererseits zu einer
® ; i
£ Rekrutierung verschiedener
[=]
o Substrate an den Rezeptor fiihrt
(s. Abbildung 4).
_‘E Abbildung 4: Der Insulinsignalweg
2 Pl 3-kinase Raf (aus Biddinger und Kahn'). Der
g \ MEK Insulinsignalweg  beeinflufit viele
= ; lluliire Prozesse, die den Zucker-
1= MAP kinase ze ’ ’
Akt PKC2, Protein und Fettstoffwechsel
* * umfassen, ebenso wie Zellwachstum
d —differenzierung. Dies
mTOR GSK3 un g
i FOXO-1 SREBP-1c unterstreicht Breite, Komplexitiit
g * und Bedeutung des
o * Cell growth Insulinsignalwegs.
Glucose /protein | ;g synthesis differentiation

metabolism
Unter den 10 bekannten

Substraten befindet sich die Insulinrezeptorsubstratfamilie (IRS), die aus vier Mitgliedern (IRS1-
4) besteht!' ">, Andere Substrate sind unter Anderem Shc, Cbl, p62dok und Gab-1'?°, Nach
Phsosphorylierung docken Proteine, die eine SH2-Doméne besitzen, an diese Adaptoren und
werden dadurch ihrerseits aktiviert oder assoziieren mit anderen stromabwirts gelegenen

Signalmolekiilen und initiieren damit eine komplexe Kaskade an Ereignissen.

2.1.1.1 Phosphatidylinositol-3-Kinase

Eines der Schliisselmolekiile im Insulinsignalnetzwerk ist die Phosphatidylinositol-3-
Kinase’"” #* (PI3K) (s. Abbildung 4). Die PI3K ist ein Heterodimer aus einer regulatorischen,
p8523, und einer katalytischen, p110, Untereinheit. Die p85 beinhaltet verschiedene Dominen, die
mit anderen Proteinen interagieren kdnnen, unter Anderem zum Beispiel mit den IRS-Proteinen.
Die PI3K erfiillt in der Signaltransduktion verschiedene Aufgaben, wovon die wichtigste die

Phosphorylierung von Phosphoinositiden an der 3’-Position ist**. An die verschiedenen PIPs
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koénnen Proteine, die eine PH-Doméne besitzen, binden und &dndern damit entweder ihre
subzelluldre Lokalisation oder werden aktiviert.

DaB die PI3K im Insulinsignalweg eine fundamentale Bedeutung hat, erkennt man daran, daf3
alle Insulineffekte auf den Glukosetransport und —metabolismus sowie auf die Lipogenese durch
Inhibitoren bzw. dominant-negative Mutanten der PI3K unterdriickt werden®" .

Wichtige von der PI3K aktivierte Proteine sind Serin/Threonin-Kinasen wie die PKC oder die

21,25

PDK1, die ihrerseits die Proteinkinase B (Akt oder PKB) phosphoryliert und damit aktiviert.

2.1.1.2 Proteinkinase B (Akt/PKB)

Die Akt wirkt ihrerseits wieder auf zahlreiche intrazelluldre Proteine. Sie phosphoryliert und
deaktiviert damit die Glykogensynthasekinase 3 (GSK3)*, was eine Aufhebung der Repression,
also eine Stimulation der Glykogenproduktion bedeutet. Zusidtzlich wird von der Akt die
Transkriptionsfaktorenfamilie FoxO phosphoryliert, was ihre Translokation aus dem Nukleus ins
Cytoplasma stimuliert und damit die Transkription von verschiedenen Genen der
Gluconeogenese wie der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK) oder der Glucose-6-
phosphatase”’ (G6P) verhindert. Die insulinstimulierte Glukoseaufnahme durch Aktivierung des
GLUT4-Transporters™ wird ebenfalls durch die Akt vermittelt.

Insulin reguliert iiber die Akt nicht nur den Zuckerstoffwechsel, sondern auch die
Proteinsynthese, hier durch Aktivierung des Proteins mammalian target of rapamycin (mTOR)
und zwar durch Phosphorylierung und folgende Inhibierung des mTOR-Repressors TSC2.
mTOR reguliert, assoziiert an Raptor, die p70 ribosomale S6-Kinase, die das ribosomale S6-
Protein und damit die Ribosombiosynthese aktiviert®'.

Neben der Akt stimuliert die PI3K auch die Aktivierung der atypischen Varianten der PKC, die
ebenso wie die Akt fiir die Glukoseaufnahme bedeutsam sind, denn Uberexpression der PKCA
resultiert in einer insulinunabhéngigen Translokation von GLUT4 an die Plasmamembran,

wihrend dominant-negative Mutanten der PKCA die Glukoseaufnahme hemmen®*>*,

2.1.1.3 Mitogenaktivierte Proteinkinase-Signalweg (MAPK) und G-Proteine

Ein weiterer fundamentaler Signalweg, der von Insulin aktiviert wird, ist der MAP-Kinase-
Signalweg®> *°. Die nach Stimulation an den Insulinrezeptor rekrutierten Adaptoren Shc, Gabl
und auch die IRS binden ein weiteres Adaptorprotein, Grb2, das den Austauschfaktor fiir das
kleine G-Protein Ras, SOS, bindet und aktiviert.
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G-Proteine der Ras-Uberfamilie sind monomere kleine GTP-bindende Proteine, die zwischen
einem aktiven GTP-gebundenen AN-Zustand und einem inaktiven GDP-gebundenem AUS-
Zustand wechseln. Die Aktivierung von Ras-Proteinen erfolgt iiber so genannte Guanosin-
nukleotidaustauschfaktoren (guanosine exchange factors, GEF), die den Austausch von GDP
durch GTP katalysieren (s. Abbildung 5). Darauthin &ndert sich die Konformation der GTPasen
und sie sind in der Lage andere Proteine wie verschiedene Kinasen zu aktivieren, die weiter
stromabwiérts in der Signalkaskade sind. Da die GTPasen eine sehr schwache intrinsische
Hydrolyseaktivitit besitzen, bleiben sie so lange aktiv, bis so genannte GTPase aktivierende
Proteine (GAPs) die Hydrolyse des GTP zu GDP katalysieren (s. Abbildung 5).

S Abbildung 5: Der Ras-Zyklus als prototypischer
: 1 Lebenszyklus einer kleinen GTPase. Im inaktiven

F ! .
“ - | I o ~. I Zustand liegt Ras GDP-gebunden vor.
\I'l / \H\_ LF/ \\ |"f GEF xlll i i

: 1 Guanosinnukleotidaustauschfaktoren (GEFs)
\__1 4 katalysieren den Austausch des GDP durch ein GTP,
e, [ \ womit Ras in seinen aktiven Zustand iiberfiihrt wird.
i aap \J Die intrinsische GTPase-Aktivitit der kleinen
_-_ e aTP) GTPasen reicht nicht, um GTP zu hydrolysieren. Erst
\ e A nach Interaktion mit einem GTPase-aktivierenden
Protein (GAP) wird das GTP zu GDP hydrolysiert und

\\ /J \r o Ras in seinen inaktiven Zustand iiberfiihrt.

_I_I__/““'
l\ E% Aktiviertes Ras startet eine
Phosphorylierungskaskade an verschiedenen
Kinasen, Raf, MEK und als letztes ERK, die verschiedene Substrate im Cytoplasma
phosphorylieren, bzw. in den Nukleus translozieren und dort durch Phosphorylierung von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren die Expression von so genannten ,,immediate early genes®

stimulieren.

2.1.1.4 SREBP1-¢

Der Einflul von Insulin auf die Expression von Genen des Glukosemetabolismus scheint im
GroBlen und Ganzen iiber die Transkriptionsfaktoren der FoxO-Familie gesteuert zu werden. Im
Gegensatz dazu wird der EinfluB auf den Lipidstoffwechsel tiber die Transkriptionsfaktoren
Sterolregulatorisches Element Bindendes Protein (SREBP) vermittelt’’ >’

Die in Leber- und Fettgewebe tliberwiegend vorliegende Isoform SREBP-1c ist in der Lage das
gesamte Programm der Fettsduresynthese zu aktivieren und ist auch, zwar weniger als FoxO, in

der Lage die Genexpression von Zuckerstoffwechselgenen zu steuern.
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Insulin reguliert die SREBPs auf allen Ebenen: ihre Gentranskription, ihre posttranslationale

Modifizierung und ihre Aktivitt**'.

2.1.2 Deregulierter Insulinsignalweg

Die fundamentale Bedeutung der von den RTKSs ausgehenden Signalwege fiir den Stoffwechsel
und die Entwicklung eines Organismus bedeutet aber auch, dal bei Deregulation von
Komponenten dieser Signalwege diverse Erkrankungen, insbesondere Krebs oder
Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes mellitus auftreten werden.

Diabetes mellitus ist nach Herz-Kreislauferkrankungen und Krebs die fiihrende Todesursache
in den USA und anderen Industrienationen. Diese Krankheit entsteht, wenn Insulin entweder
nicht in genligenden Mengen sezerniert wird oder die Zielzellen nicht effizient genug stimuliert.
Als Konsequenz steigen die Blutglukosewerte und man spricht von Hyperglykédmie. Trotz des
abnorm hohen Blutglukosespiegels fangen die Zellen an zu ,hungern“, denn die
insulinstimulierte Glukoseaufnahme wird verhindert. Die gleichzeitig erhohte Triacylglycerol-
hydrolyse, Fettsdureoxidation und Ketonkorperbildung resultieren in einer stark erhohten
Belastung des Organismus.

Man unterscheidet grob zwischen zwei verschiedene Formen von Diabetes: dem
insulinabhédngigen Diabetes Typ 1, der am hdufigsten in der Jugend auftritt und dem Diabetes
Typ 2, dem sogenannten Altersdiabetes.

Diabetes Typ 1 tritt auf, wenn die P-Zellen des Pankreas, die Insulin sezernieren,
zugrundegehen oder defekt sind, meistens aufgrund einer Autoimmunreaktion. Die Symptome
von Diabetes Typ I konnen mit der Verabreichung von Insulin behandelt werden, denn die Zellen
der Zielgewebe des Insulins reagieren normal auf die Hormonstimulation, im Gegensatz zu denen
von Patienten mit Diabetes Typ 2, von dem 90 % der Diabetiker betroffen sind. In den USA sind
18 % der Menschen iiber 65 Jahren von dieser Krankheit betroffen. Welche Rolle eine genetische
Pradisposition spielt ist nicht klar, aber es ist eine klare Korrelation zwischen Fettleibigkeit und
dem Ausbruch der Krankheit vorhanden. Die Symptome werden offensichtlich durch die
Unfahigkeit der Zielgewebe, auf Insulin zu reagieren, erzeugt.

Eine Vorstufe der Entwicklung von Diabetes Typ 2 scheint ein Syndrom zu sein, das man als
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metabolisches Syndrom bezeichnet und das gekennzeichnet ist durch Insulinresistenz und

Fettleibigkeit™®.
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Mit Insulinresistenz bezeichnet man eine Gruppe von Symptomen zu denen Glukoseintoleranz,
Dyslipidemie und Bluthochdruck gehdren und damit einher geht ein stark erhohtes Risiko fiir
Diabetes Typ 2, Herzkreislauferkrankungen, Krebs und anderen Erkrankungen mit sich bringen.

Die Verbreitung des metabolischen Syndroms nimmt in den westlichen Industrienationen mit
einer alarmierenden Geschwindigkeit zu. In den USA sind zum Beispiel 27 % der erwachsenen
Bevolkerung davon betroffen. 50 % der stark iibergewichtigen Kinder haben dieses Syndrom
schon entwickelt'”.

Es ist zwar viel bekannt tiber die Ursachen von Fettleibigkeit und Diabetes Typ 2, dennoch sind
die molekularen und pathophysiologischen Faktoren, die diese Erkrankungen mit der
Insulinresistenz verkniipfen, nicht wirklich verstanden.

Um die Bedeutung der einzelnen Komponenten des Insulinsignalwegs bei der Entwicklung
dieser Krankheit zu verstehen, wurden in der vergangenen Zeit verschiedene Strategien wie
genetischer Knockout und RNA-Interferenz angewendet.

Es wurden dabei sowohl die proximalen Komponenten des Insulinsignalwegs, wie die
Rezeptoren und die Insulinrezeptorsubstrate, als auch die intermediédren (PI3K, Akt) und distalen
Komponenten (SREBPIc, FoxO) gewebespezifisch ausgeknockt. Dabei zeigt sich ein sehr

komplexes Bild der Beitrdge der einzelnen Gene und Gewebe zur Entwicklung der Krankheit.

2.1.2.1 Insulinrezeptorknockout in der Leber

Wiéhrend der komplette Knockout des Insulinrezeptors Insulinresistenz in allen Geweben
erzeugt und zu unkontrolliertem Diabetes und Tod fiihrt, erzeugt der gewebespezifische
Knockout des IR unterschiedliche Insulinresistenzsyndrome.

Der IR wurde bisher in Méusen in allen wichtigen Zielgeweben von Insulin ausgeschaltet: in
Leber” (LIRKO), Muskel (MIRKO)*?% Fett (FIRKO)™>™, den PB-Zellen der Pankreas
(BIRKO)Y® *’, im vaskuliren Endothel (VENIRKO)®, in Neuronen (NIRKO)* ® und im
Hypothalamus (HIRKD)®. Dabei manifestieren sich entsprechend der unterschiedlichen
physiologischen Funktionen der Gewebe ganz unterschiedliche Symptome.

Die Leber spielt im Zucker- und Fettstoffwechsel des Organismus eine zentrale Rolle und
hepatische Insulinresistenz wird als hauptverantwortlich bei der Entwicklung der ,,Hunger-
Hyperglykdmie* angesehen. Um den Beitrag der Leber bei der Entwicklung von Insulinresistenz
und Diabetes Typ 2 besser abschitzen zu konnen wurden in Maiusen Leberinsulinrezeptor-
knockouts (LIRKO) konstruiert”. Der Verlust des Insulinsignalwegs in der Leber fiihrt dazu, daf

die Méuse im gehungerten Zustand eine milde und im gefiitterten Zustand eine ausgeprégte
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Hyperglykdmie entwickeln, trotzdem der Insulinspiegel im Serum im Vergleich zu Kontrolltieren
bis zu 20-fach erhoht ist. Die Verdnderungen in der Glukosetoleranz scheinen durch die
Unfahigkeit der Leber, die Gluconeogenese zu stoppen, hervorgerufen zu werden. Bei der stark
verdnderten Genexpression bei LIRKO-Médusen werden unter Anderem die zwei
Schliisselenzyme der Gluconeogenese, die Phosphoenolpyruvatcarboxykinase (PEPCK) und die

Glukose-6-Phosphatase erhoht exprimiert.

IR

Abbildung 6: Physiologie der rein
hepatischen Insulinresistenz (aus

Hepatic glucose Biddinger und Kahn'"). Knockout

production U — | culin des IR in der Leber ist mit
secretion U erhohter hepatischer
Glukoseproduktion und
/ gesenktem Insulinabbau
Insulin verbunden und fiihrt damit zu
clearance [l —> Insulin { Hyperinsulinimie und erhohter
\ peripherer Insulinresistenz bei
TG secreﬂonﬂ Downregulation of gleichzeitig gesenkter
insulin signaling in Trig}yceridsekre:ion.l . Das
ic ¢ resultiert etztlic in
Llpolys:s I L Hyperglykimie mit gesenkten
freien Fettsduren und
FFA ﬂ Triglyceriden.

Zusitzlich zur Glukoseintoleranz haben LIRKO-Miuse einen gesenkten Triglyceridspiegel
sowie weniger freie Fettsduren im Serum. Dies wird einerseits durch erniedrigte Sekretion von
Triglyceriden durch stark gesenkte Fettsduresynthese bei fehlendem Insulinsignal, sowie durch
gesenkte Liployse hervorgerufen. Die physiologischen Effekte der hepatischen Insulinresistenz

nach Insulinrezeptorknockout werden in Abbildung 6 zusammengefalt.

2.2 Cytohesine und ARF-GTPasen

2.2.1 ARF-GTPasen

ADP-Ribosylierungsfaktoren (ARF) sind monomere GTPasen und gehoren zur Ras-
Superfamilie. In Sdugerzellen wurden sechs verschiedene ARF-GTPasen identifiziert. Die
Hauptfunktion der ARF-Proteine besteht in der Regulation des Vesikeltransports, es wurde auch
eine Beteiligung an der Reorganisation des Aktinzytoskeletts und Interaktionen mit Enzymen des
Phospholipidmetabolismus (PI-Kinasen, PLD) nachgewiesen®.

Einzelne ARF-Proteine regulieren in unterschiedlichen Zellkompartimenten unterschiedliche

Teile des Vesikeltransports. So sind ARF1-3 im Golgi-Apparat und den Endosomen aktiv und
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ARF6 an der Plasmamembran. ARF4 und -5 werden mit dem Trans-Golgi-Netzwerk in
Verbindung gebracht™ *,

Wie alle Ras-GTPasen ist auch ARF ein molekularer Schalter, der entweder in einer inaktiven
GDP- oder einer aktiven GTP-gebundenen Form vorliegt. Dabei katalysieren Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEF) die Dissoziation von GDP aus dem Komplex mit ARF. Ein GTP tritt
darauthin in die freie Nukleotidbindestelle ein und aktiviert ARF. Der Austausch findet an der
Oberflaiche von Membranen statt, an die sowohl ARF-GDP, als auch der Austauschfaktor
rekrutiert werden (s. Abbildung 7). Die Rekrutierung von ARF-GTP findet {iber eine
Myristoylgruppe statt, die sich am Ende einer N-terminalen 17 aa a-Helix befindet. Wird ARF
um diese Helix verkiirzt (A17ARF), geht die Féahigkeit zur Membranassoziation vollstindig
verloren®.

B

Abbildung 7: Aktivierung von PH-
Domiinenhaltigen Guanosinaustausch-

a2 faktoren fithrt zu deren Aktivierung

und Translokation zur Membran, wo

- sie den Austausch von GDP zu GTP an

, ARFs katalysieren, die dadurch
GDP wiederum aktiviert werden.

Der Guaninnukleotidaustausch®
fiihrt zu einer Exposition verschiedener hydrophober Reste an der Oberfliche von ARF-GTP,
welche zusitzlich mit der Membran in Wechselwirkung treten und dadurch die Assoziation
verstiarken®. Gleichzeitig erfolgt die Bindung von sog. ,,coat“-Proteinen wie Clathrin oder COPI.
Darauthin knospt sich die Membran aus und Vesikel werden abgeschniirt. Nach Abldsung des
Vesikels erfolgt die Deaktivierung von ARF-GTP durch Hydrolyse zu GDP. Hierzu ist die
Assoziation von sog. ,,GTPase aktivierenden Proteinen” (GAP) notwendig, da die intrinsische
GTPase-Aktivitit von ARF sehr niedrig ist®.

ARF-GEF werden nach ihrem Molekulargewicht in groBe und kleine GEF unterteilt. Dabei
regulieren die groBen GEF den Vesikeltransport im ER-Golgi System, wéhrend die kleinen GEF
im Endosomen-Plasmamembran System aktiv sind®. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der humanen

ARF-GEF und deren intrazellularen Lokalisierung.
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Masse ARF-

Austauschfaktor Lokalisierung Referenz

[kD] Spezifitit
BIG1/2™ 190/200  ARFI1,-3 Golgi Yamaji et al.”’
GBF1™ 206 ARF1,-3,-5 Golgi Claude et al.”
EFA6™ 71 ARF6 PM Franco et al.”
ARF GEP 100™ 100 ARF6 Zellperipherie Someya et al.”
Cytohesin-1" 47 ARF1 PM, Golgi Kolanus et al.”
Cytohesin-2* 47 ARF1,-6 PM Chardin et al.”
Cytohesin-3* 47 ARF1,-6 PM Franco et al.”®
Cytohesin-4" 47 ARF1,-6 n.b. Ogasawara et

Tabelle 1: Ubersicht der verschiedenen ARF-GEF in homo sapiens. n.b.: nicht bestimmt; (*) grofies GEF; (*)
kleines GEF. PM: Plasmamembran.

2.2.2 GEFs und Cytohesine

Die kleinen Guanosinnukleotidaustauschfaktoren fiir die ARFs, Cytohesine, sind eine in
Metazoa hochkonservierte Klasse von Proteinen. Man findet sie in Organismen vom Fadenwurm

iiber Drosophila melanogaster bis hin zu Homo sapiens (s. Abbildung 8).

Sec? PH Abbildung 8: Cytohesine sind in Metazoa
Step(Omel) —— M hochkonserviert (aus FuB et al.”). Die Sec7-Domine

}.
aGrp1 (Agam) - 24% M 928% F (grau) und die PH-Doméne (weil}) sind von der
|.

Taufliege Drosophila melanogaster, der Malariamiicke
Anopheles gambiae, dem Zebrafisch Danio rero, dem

Cyh1-like (Drer) —— 771% M 653%
= ~ Mensch  Homo sapiens iiber den Fadenwurm
Cyh1 (Hsap) ——— 16.0% H__864% F  Caenorhabditis elegans zu iiber 40 % identisch.

KO6H7.4 (Cele) — 418% H 443% |}

In Sdugern kennt man vier Mitglieder der Cytohesin-Familie: Cytohesin-17°, Cytohesin-2
(ARNO)”, Cytohesin-3 (GRP1/ARNO3)"***! ynd Cytohesin-4"".

Cytohesine sind 47 kD gro3e multifunktionale Proteine bestehend aus einer Sec7-Doméne
(~ 200 Aminosduren), die den GDP/GTP-Austausch an ARFs katalysiert, einer PH-Domine
(Pleckstrin-Homologie, ~100 Aminosduren), die tiber Bindung von PIPs die Bindung an die
Membran ermoglicht, einer coiled-coil-Domdne (~ 60 Aminosduren), welche als
Interaktionsplattform fiir andere Proteine fungiert, und einer C-terminalen-Doméne (~ 30
Aminosduren), in der sich im Falle von Cytohesin-l und -2, und -4 PKC-

Phosphorylierungsstellen befinden (s. Abbildung 9).
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Interaktion mit
Adaptorproteinen
(CYTIP, GRASP) ‘ Membranrekrutierung

N o

GEE-Function an ARFs PKC-PhospI]ory.llerungsstellen
- : ; Cytohesin-1: §(393,394)
Interaktion mit Integrin-p2 Cytohesin-2: S(391)
Cytohesin-3: -
Cytohesin-4: S(389)

Abbildung 9: Struktur der Cytohesine mit den Interaktionspartnern der einzelnen Domiinen. Gelb: Coiled-
coil-Domiine mit den moglichen Interaktionspartnern Cybr®’, CYTIP®, CASP* und IPCEF1%; blau: Sec7-
Doméne mit den mdglichen Interaktionspartnern Arfl/5/6, ARD186, und LFA-187; violett: PH-Domiine,
Interaktion mit PIPs; griin: C-terminale Domiine mit Phopsphorylierungsstellen.

Cytohesine werden mit verschiedenen fundamentalen biologischen Funktionen in
Zusammenhang gebracht, wie Zellausbreitung®’, Adhision”*, Chemotaxis™, Proteintransport™- *°
und Umstrukturierung des Zytoskeletts’'.

Kolanus et al’* haben gezeigt, daB Cytohesin-1 in Immunzellen nach Stimulation mit

Chemokinen direkt mit der intrazelluliren Doméne der B2-Untereinheit (CD18) von LFA-1

(Leukocyte functional antigen-1)
Bindung an ICAM-1 interagiert und dadurch dessen Bindung
an ICAM-1 (intercellular adhesion
Zelladhasion Integrin
3 Rezeptor molecule-1) unterstiitzt und daher von
fundamentaler Bedeutung im ,,inside-out
N ﬁi- signaling sind*.
Pidins Abbildung 10: Modell fiir die Interaktion von
Cylohesin-1 |Sec PH (3,4'5)E Cytohesin-1 mit LFA-1 und die Inhibierung
durch das M69-Aptamer. Durch Bindung von
/ ' M69 an Cytohesin-1 wird sowohl die
¥ @GTP Interaktion von LFA-1 (Integrinrezeptor) an
w ICAM-1 als auch der Austausch von GDP zu
ZW:’{ o Q@GDP GTP an Arf-Proteinen inhibiert.
’{:m?fﬂ
L*'ﬁ:?? - l
“h i Mit der austauschinaktiven Mutante von
V69 Aktin-Zytoskelett

Cytohesin-1 (E157K) wurde gezeigt, dal
ein funktionierender GDP/GTP-Austausch fiir die Zelladhision nétig ist"’. Dieses Resultat wird
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bestitigt durch den Einsatz des Aptamers M69, selektiert von G. Mayer et al’?, der spezifisch die
Sec7-Domine von Cytohesinen bindet und sie inhibiert, aber mit groBen GEF wie dem Gea2®
aus Hefe nicht interagiert.

Von Perez et al” wurde gezeigt daB Cytohesin-1 ebenso im ,,outside-in signaling der
Immunzellen eine zentrale Rolle spielt. Die Stimulation von LFA-1 fiihrt zu einer Aktivierung
der MAP-Kaskade und darauf folgender Produktion von Interleukin-2 und anderen Chemokinen.
Antikorper die den C-Terminus von Cytohesin-1 blockieren inhibieren diese Signaltransduktion.

Eine fundamentale Eigenschaft der Cytohesine
Zellmembran
' ' scheint ihre Bedeutung filir Signaltransduktion von

s verschiedenen Rezeptoren zu sein.
ARNO/Cytohesin-2
L — Abbildung 11: Modell fiir die Rolle von Cytohesin-2 als ein
Kel ’ ; Effektor der serumvermittelten Aktivierung iiber den
Moo @ MAPK-Signalweg. Die Applikation des Aptamers K61 oder
. einer fiir Cytohesin-2 spezifischen siRNA fiihrt zu einer

Inhibition der Stimulation der Transkriptionsaktivierung
Zellkemn von c-Fos. Abkiirzungen: GH = growth hormone, GHR =

growth hormone receptor, TCF = ternary complex factor,

¢-Fos SRF = serum response fact0r9 5,
BN AN AN AN NSNS

SRE - c-Fos

Durch den Einsatz eines weiteren Aptamers, K61%, das spezifisch Cytohesin-2 bindet, wurde
gezeigt, daBl in HeLa-Zellen der MAP-Signalweg iiber Cytohesin-2 lduft. Die Inaktivierung von
Cytohesin-2 durch das K6l-Aptamer oder das Pan-Cytohesin-Aptamer M69 oder einer
entsprechenden siRNA bzw. der Uberexpression der nicht austauschfdhigen Mutante Cytohesin-2
(E156K™) fiihrt zu einer Inhibition der Stimulation der Transkriptionsaktivierung durch das
Serum Response Element (SRE) (s. Abbildung 11).

Ihre Rolle als Effektoren in von Rezeptortyrosinkinasen vermittelten Signalwegen wird durch
Uberexpressionsstudien weiter unterstiitzt: In Adipocyten wird iiberexprimiertes Cytohesin-2
nach Insulinstimulation an die Zellmembran®’ rekrutiert, wo es mit iiberexprimiertem ARF1
kolokalisiert und die Aktivierung der Phospholipase D ermoglicht’®.

Die Cytohesine spielen nicht nur eine Rolle in der von Rezeptortyrosinkinasen (RTK)

vermittelten Signaltransduktion, denn es wurde gezeigt, dal Cytohesine zusammen mit den ARFs

99, 100 02

mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren , mit ATPasen'"!, sowie nuklearen Rezeptoren'

interagieren.
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Viele der Erkenntnisse zur Funktion von ARFs verdankt man dem Einsatz des bisher einzigen

bekannten Inhibitors fiir GEFs, dem Pilzmetaboliten Brefeldin A. Er inhibiert den von Sec7-

Doménen katalysierten GDP/GTP-Austausch an Arf-Proteinen (ADP-Ribosylierungsfaktoren)'**

1% an der Golgimembran. Beim Austausch bindet die Sec7-Doméne an den Arf-GDP-Komplex.
Dadurch kommt es zu einer Umfaltung im Protein und GDP kann gegen GTP ausgetauscht

werden'®.

Abbildung 12: Schematische
Darstellung des Austausches von
GDP zu GTP an Arfl katalysiert
, ; N ' N/ durch die Sec7-Domiine. Die Sec7-
@ > EAr B 1 2 Domine bindet an Arf-GDP.
. . : Dadurch kommt es zu einer
Umfaltung des Proteins; das GDP

wird aus dem Komplex entlassen
und GTP kann eintreten.

Brefeldin A bindet gleichzeitig an die Sec7-Domine und Arf und friert den ternidren Arf-GDP-
Sec7-Komplex ein'® '". Dabei hat BFA eine Priferenz fiir die ARF-Sec7-Komplexe, die mit
Sec7-Doménen groBer GEFs mit einer Grofe von ungefihr 200 kD wie BIG1'® oder Gea2”
gebildet werden. Die kleinen GEFs mit einer Gro3e von ca. 50 kD wie die Cytohesine werden
von BFA erst nach Einfiihrung von Punktmutationen gehemmt'®. In analoger Weise wire daher
die Entwicklung eines kleinen Molekiils, das die kleinen GEFs hemmt sehr instruktiv.

Die Untersuchung der Cytohesine in Zellkultur hat bisher ergeben, daB3 diese Proteinklasse in
diversen zelluldren Funktionen eine wichtige Rolle spielt. Bisher fehlt eine umfassende und
vereinigende FErkldrung, wie die sehr diversen Funktionen von diesen kleinen Proteinen
ausgefiihrt werden konnen. Dazu kann die konzertierte Anwendung verschiedener Methoden der

Funktionsaufklédrung von Proteinen weiterhelfen.

2.3 Funktionsaufklarung von Proteinen und ,,chemical genomics*

Ein erster Schritt zu einer Funktionsaufkldrung von Proteinen ist es, mit Hilfe verschiedener
Methoden wie der Realtime-PCR''™ "' Northern-Blots''?, Microarraysm, zweidimensionaler
Gelektrophorese und der Massenspektrometrie''*, das vom Organ und dem Entwicklungsstadium
eines Organismus abhéngige Expressionsprofil zu bestimmen, da verschiedene Proteine in
verschiedenen  Geweben  unterschiedliche  Aufgaben  iibernehmen.  Protein-Protein-
Interaktionspartner koénnen mit TAP (tandem affinity purification)''®, Koimmunoprizipitation

95116, 117

und“yeast two-hybrid screens gefunden werden. Dadurch konnen bisher unbekannte
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Proteine eventuell in einen bekannten Proteinkomplex eingeordnet werden. Allerdings liefern
diese Methoden nur begrenzte Information iiber eine mogliche Funktion.

Eine Moglichkeit, Aufschluf iiber die Funktion eines Gens bzw. seines Produkts zu finden, ist
eine loss of function-Analyse, bei der der nach Verlust bzw. Inhibition des Proteins entstehende
Phanotyp charakterisiert wird.

Das kann auf verschiedenen Ebenen durchgefiihrt werden: durch gezielte Mutation oder

Deletion des Gens“s'lzo, durch Abbau der mRNA durch siRNA'*" 122, Ribozymem'

12/DNAzyme'** ¥/, antisense Oligonukleotide'*® '*°

mit kleinen Molekiilen** *!, Antikérpern'** oder Aptameren'* '** (Abbildung 13).

— D Proiein gmﬂgﬁot"‘ Abbildung 13: Schematische
€s Froteins  parstellung der

verschiedenen Maoglichkeiten
zur Aufklirung von
Proteinfunktionen. Methoden

= /_\/ mRNA wie siRNA, Ribozyme oder
ein genetischer knock-out

Verlust filhren zu einem Verlust des
des Proteins Proteins in der Zelle und
Methoden wie Aptamere oder

- — DNA klei'ne' ‘ Molekiile zu einer
Inhibition des Proteins.

Beim genetischen knock-out werden, tiiberwiegend in Maiusen und Fruchtfliegen als

Modellsysteme fiir den Menschen'®> "%, gezielt Gene durch Deletion innerhalb der

137-140

und durch direkte Inhibierung der Proteine

Genomsequenz ausgeschaltet und der resultierende Phanotyp untersucht

Das Expressionsprofil eines Gens wird verdndert durch drei gut etablierte Methoden, die zu
einer Degradation (oder Blockierung) der mRNA fiihren und damit die Translation des Proteins
verhindern: antisense Deoxynukleotide (antisense Technologie), Ribozyme und siRNA (small
interfering RNA).

Die ,,antisense Technologie* basiert auf der Hybridisierung von DNA-Oligonukleotiden (15-20
Nukleotide lang) mit der komplementiren mRNA oder pre-mRNA-Sequenz, was zu einer
RNaseH vermittelten Spaltung des mRNA/DNA-Hybrids fiihrt'*'. Den ersten Hinweis, daf
antisense Oligonukleotide fiir eine spezifische Geninhibition genutzt werden konnen, erbrachten

1978 Zamecnik und Stephenson'** '#*

, indem sie mit einem 13-mer Oligonukleotid die
Vermehrung des Rous sarcoma Virus inhibierten.
Ribozyme sind katalytisch wirksame RNA-Molekiile, die so konstruiert werden konnen, daf} sie

sequenzspezifisch andere RNA-Molekiile spalten. Die Fahigkeit von RNA als Katalysator zu
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dienen, konnte zum ersten Mal am Beispiel des selbstsplicende Group1-Introns von Tetrahymena
thermophila gezeigt werden'*. Die zum gezielten Ausschalten eines Gens am hiufigsten
verwendeten Ribozyme sind das Hammerhead-Ribozym und das Hairpin-Ribozym'®, die
beispielsweise dazu verwendet wurden, um HIV-LTR'*® zu inhibieren.

RNA Interferenz (RNA1i) als Mechanismus der posttranskriptionalen Genunterdriickung wurde
als erstes fiir Neurospora crassa'*’ und Caenorhabditis elegans'*® beschrieben. Dabei wird
doppelstrangige RNA von einer RNaselll (Dicer) in 21-22 nt lange doppelstringige RNA
Fragmente gespalten, wovon ein Strang komplementédr zur Ziel-mRNA ist. Dieser wird in einen
Multiproteinkomplex namens RISC (RNA induced silencing complex) inkorporiert und sorgt
dafiir, dass die mRNA abgebaut wird'?’. Die Genomik wurde von dieser Technik revolutioniert,
als Tuschl et al'™ zeigen konnten, daB 21 nt lange synthetische und damit leicht zugéngliche und
designbare doppelstringige RNA mit einem 3’-Uberhang (siRNA) zur mRNA-Degradation fiihrt.

Fiir die gezielte Inhibierung von Funktionen einzelner Proteine und ihrer Doménen ohne in das
Expressionsprofil der Zelle einzugreifen werden Werkzeuge wie Peptidaptamere, DNA/RNA-
Aptamere, Antikdrper und kleine organische Molekiile verwendet.

Monoklonale Antikdrper erkennen ihr Zielmolekiil zwar mit sehr hoher Affinitdt und kdnnen es
auch gut inhibieren, sind aber meist auf extrazelluldre Proteine beschriankt, da es im reduktiven
Milieu des Zytoplasmas oft zu Missfaltungen und Aggregation kommen kann'>".

Peptidaptamere sind konstruierte Proteine, die meistens mit anderen Proteinen wechselwirken,
bestehend aus einer variablen Peptidregion, die von beiden Seiten mit einem Protein-Scaffold
(Geriist) verbunden ist'"?. Da sie proteindhnlich sind, stellen sie gute Kandidaten fiir eine
Interaktion mit einem anderen Protein dar. Das erste Beispiel eines Peptidaptamers, welches zur
Funktionsaufkldrung genutzt wurde, stammt von Geyer et al'> und sollte den Zellzyklusstop
hemmen. Es wurden Gene identifiziert, die in diesem Signalweg eine Rolle spielen, darunter auch
bis dato unbekannte, wie das CBK1 Produkt.

Nukleinsdureaptamere sind RNA oder auch DNA Molekiile, die in der Lage sind, ihr Ziel-
molekiil mit hoher Affinitit und Spezifitit, vergleichbar mit der eines Antikrpers zu binden'™*.
Sie konnen schnell durch in vitro Selektion aus hochdiversen (10'® verschiedene Sequenzen)
RNA- oder DNA-Bibliotheken fiir fast jedes beliebige Zielmolekiil identifiziert werden'> ',
vorausgesetzt es ist in vitro zugéinglich. In einigen Fillen konnte gezeigt werden, da3 Aptamere
auch die biologische Funktion eines Proteins inhibieren. Zudem ist es mdglich, sie gezielt gegen
bestimmte Dominen eines Proteins’> oder auch verschiedenen Konformationen zu selektieren’™

157, Beispiele fiir Aptamere, die die biologische Funktion ihres Zielproteins inhibieren, sind die
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oben erwihnten cytohesinbindenden Aptamere K61 und M69°> '** oder die HIV-Replikation
inhibierenden Aptamere gegen die viralen Rev- und Tat-Proteine'™ ', Sie konnen genau wie
siRNAs oder Ribozyme nur durch Expressionsvektoren oder Transfektion in Zellen eingebracht
und stabilisiert werden, was die potentielle Anwendbarkeit in der Therapie einschrinkt. Das
einzige Aptamer, das bisher die klinische Phase III abgeschlossen hat, das VEGF-Aptamer, das
fiir die topische Behandlung von ,,Age-Related Macular Degeneration (AMD) zugelassen ist'®".

Im Allgemeinen schwieriger zu generieren als Aptamere, aber dafiir wesentlich leichter
intrazelluldar und in vivo anwendbar, da sie leichter membrangingig und stabiler als
Nukleinséuren sind, sind kleine organische Molekiile. Deren Stirke sowohl zeit- und dosis- als
auch ortskontrolliert zelluldire Komponenten zu binden und zu inhibieren, kann fiir therapeutische
wie fir Aufklarungszwecke genutzt werden.

In der ,,chemical biology* oder ,,chemical genetics* werden biologisch aktive Molekiile zur
gezielten Aufklarung von Genfunktionen und molekularen Mechanismen in biologischen
Systemen genutzt. Die systematische Anwendung dieser Methode wurde durch die Entwicklung
des Konzepts des Zielproteins als Rezeptor eines kleinen Molekiils'®* ' Anfang des 20.
Jahrhunderts ermdglicht. Dies wiederum fiihrte zu der Annahme, da3 man fiir jedes Protein eine
Substanz als Bindungspartner identifizieren konnte'®, die auch sehr einfach sein konnte, wie
Aspirin oder Saccharin, die interessante biologische Effekte zeigen'® ',

Das gezielte Auffinden von kleinen inhibitorischen Molekiilen fiir ein beliebiges Protein ist
durch die Notwendigkeit groBer Zahlen von verschiedenen Molekiilen schwierig. Ublicherweise
werden Bibliotheken mit tausenden bis hin zu Millionen verschiedener Verbindungen in
Hochdurchsatzscreens getestet, wobei die Zusammenstellung der Bibliothek entscheidenden
Einfluf auf das Ergebnis hat. Sind keine Hinweise auf die Struktur der Inhibitoren vorhanden,
benutzt man diversititsorientierte Bibliotheken, die eine Kollektion an Molekiilen enthalten, die
moglichst unterschiedliche Strukturelemente enthalten. Kennt man schon eine Leitstruktur, oder
einen Inhibitor fiir ein sehr verwandtes Protein, stellt man mdoglichst viele Analoga dieser
Struktur in einer fokussierten Bibliothek zusammen'®” '°*. Die verwendeten kleinen Molekiile
sollten auf jeden Fall zellgdngig, wasser- oder DMSO (Dimethylsulfoxid)-16slich sein und

169. 170 also nicht mehr als fiinf Wasserstoffbriicken-

bevorzugt den Lipinski-Regeln folgen
donoren, nicht mehr als zehn Wasserstoftbriickenakzeptoren, eine molare Masse von weniger als
500 Da und einen logP-Wert von weniger als 5 haben. Die langwierige Synthetisierung dieser
Bibliotheken hat sich durch die Weiterentwicklung der kombinatorischen Chemie'®’, genauso wie

das Design von fokussierten Bibliotheken durch die Verfligbarkeit von Kristallstrukturen fiir die
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Zielproteine und die Moglichkeit Bindungsstellen fiir kleine Molekiile in silico'”" zu simulieren,
stark beschleunigt.

Es gibt zwei generelle Ansitze zur Entwicklung eines Screeningsystems (Abbildung 14). Die
erste Methode hat das Ziel, einen Liganden fiir ein isoliertes Protein zu finden und dann dessen
Effekt in vitro und in vivo zu untersuchen. Dies wird als ,,reverse chemical genetics* bezeichnet.
Der zweite Ansatz untersucht den globalen Effekt eines Molekiils auf ein biologisches System in

Vvivo oder in Zellkulturexperimenten. Dies wird als ,,forward chemical genetics* bezeichnet.

1) Screen kleiner Molekiile Identifizierung b Kleines
Phéno = Protein > e a
typ O 2) Auswahl des Phénotyps [:] des Proteins Molekl

forward chemical genetics normale Zelle verédnderte
Zellmorphologie

1 3 Identifizierun. kleines Phénot
Proteln = Phinotyp ines kleinen M ng ill > Mo‘iekUI Untersuch:: en D
reverse chemical genetics eines kieinen Molek uls 9

verdnderte
Zellmorphologie

Abbildung 14: Schematische Darstellung der beiden Vorgehensweisen zur Identifizierung biologisch aktiver
Molekiile. Phénotyp > Protein: Eine normale Zelle wird mit einer Bibliothek an kleinen Molekiilen gescreent
und nach einem vorher definierten Phiinotyp (hier: verinderte Zellmorphologie) selektiert. AnschliefSend
wird das dafiir verantwortliche Protein identifiziert. Protein = Phinotyp: Fiir ein isoliertes Protein wird ein
kleines Molekiil identifiziert und anschlielend der phéinotypische Effekt dieser Substanz in vivo untersucht.

Phénotyp-basierende Screenings sind in Bakterien bis hin zu humanen Zellen durchgefiihrt
worden' > ', Die erste erfolgreiche Anwendung von ,,chemical genetics* durch Kino et al'”*
(1987) war die Entdeckung des Calcineurins als Bindungspartner des ,,FK506 binding proteins**
(FKBP) durch Applikation des Immunsupressors FK506, der in Streptomyces | gefunden wurde
und die Féhigkeit besitzt, die Interleukin-2 Produktion zu inhibieren. Calcineurin wurde als
Zielprotein in den T-Zellrezeptor initiierten Signalweg eingeordnet. Die Methode der ,.forward
chemical genetics* ist allerdings auf solche Proteine beschrinkt, die einen bestimmten Phinotyp
regulieren, wie z.B. Zellteilung, Apoptose oder Zelladhdsion. Die Identifikation des inhibierten
Proteins wird u. A. durch DNA-Microarrays'”® oder ,yeast two hybrid screens< ''® '’
durchgefiihrt.

Die Aufkldrung der Funktion eines bestimmten gegebenen Proteins kann anhand der
phanotypischen Effekte der Applikation des inhibitorischen Liganden stattfinden (,,reverse

177

chemical genetics“). So wurden Liganden fiir diverse Kinasen'’® ', Phosphatasen'™,

179

Proteasen'® oder Oberflichenrezeptoren'™ entdeckt. Ein Inhibitor fiir MEK 1 (Mitogen aktivierte
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Protein Kinase) wurde identifiziert und benutzt, um die Funktion dieser Kinase im

Tumorzellwachstum zu definieren'®!.
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3 Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollten neue Einblicke in die Funktionsweise der
Cytohesine, einer Familie von kleinen Guanosinaustauschfaktoren (GEFs) fiir ARFs gefunden
werden. Die Erforschung der physiologischen Funktion der Cytohesine ist erschwert, da bisher
keine Knockoutmaus beschrieben ist. Der einzige bekannte niedermolekulare Inhibitor fiir GEFs
ist ein Pilztoxin, Brefeldin A (BFA), der allerdings nur die Klasse der sogenannten gro3en GEFs
inhibiert, wahrend die einzigen bekannten Inhibitoren der Cytohesine Aptamere sind, die nur
unter Schwierigkeiten in Zellkultur bzw. in vivo eingesetzt werden konnen. Daher waren die
meisten Untersuchungen der Cytohesine bisher auf Uberexpressions- bzw. RNAi-Studien in
Zellkultur beschrinkt.

In einem ersten Schritt sollten aus einer diversitdtsorientierten Bibliothek wirkstoffahnliche
Substanzen gefunden werden, die Cytohesin-2 inhibieren. Dazu sollte ein Kompetitionsassay
entwickelt werden, der das Aptamer K61 als Sensor nutzt, um Substanzen zu finden, die die
Bindung von K61 an Cytohesin-2 storen und damit unter Umstinden die GEF-Funktion
inhibieren.

Diese Substanzen sollen zundchst in vitro charakterisiert werden und zusammen mit
Substanzen, die in einem von I. Griine parallel gegen die Sec7-Domidne von Cytohesin-1
durchgefiihrten Screen gefunden wurden, in zellbasierten Assays eingesetzt werden. Dabei soll
insbesondere die Rolle von Cytohesinen in Signalwegen untersucht werden, die von
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) wie dem Insulinrezeptor (IR) bzw. dem EGF-Rezeptor (EGFR)
ausgehen.

Weiterfiilhrendes Ziel ist der Einsatz der kleinen Molekiile in einem Mausmodell, um die
Aussagen, die in zellbasierten Assays getroffen wurden, zu validieren und einen Einblick in die
physiologische Bedeutung der Cytohesine iiber den Phdnotyp zu gewinnen, den Miuse bei

Inhibition von Cytohesinen entwickeln.
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4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenzpolarisationsbasierter  Screen  fir  Cytohesin-2

Inhibitoren

4.1.1 Fluoreszenzpolarisation

Wenn Fluorophore mit planar polarisiertem Licht angeregt werden, emittieren sie in derselben
Ebene, vorausgesetzt die Molekiile bleiben wihrend der Anregungszeit stationir'®’. Dieses
Phanomen wird Fluoreszenzpolarisation genannt. Rotiert oder bewegt sich ein Molekiil aber
wiéhrend des angeregten Zustandes, dndert sich die Ebene der Polarisation des emittierten Lichts,
es wird depolarisiert.

Die Fluoreszenzpolarisation ist definiert als Verhéltnis der Fluoreszenzintensititen gemessen
parallel und senkrecht zur Einstrahlungsebene des polarisierten Lichtes und wurde quantitativ das
erste Mal 1926 von F. Perrin'® beschrieben:

I n I I
I, +1,

Formel 1: Definition der Fluoreszenzpolarisation mit: I;;= Fluoreszenzintensitiit parallel zur Anregungsebene
und I,;= Fluoreszenzintensitéit senkrecht zur Anregungsebene

P=

Die ,,Perrin-Gleichung*'® (s. Formel 2) fasst die Abhéngigkeit der Fluoreszenzpolarisation von

der molekularen Mobilitit eines Molekuls zusammen:

11 11 r _mnv
53) & 53) "

Formel 2: Perrin-Gleichung mit: P, = limitierende Polarisation des Fluorophors (ohne Rotation)
7 = Lebenszeit des angeregten Zustands; ¢ = Rotationskorrelationszeit; n = Viskositiit der Fliissigkeit; V =
molekulares Volumen des fluoreszierenden Molekiils; R = allg. Gaskonstante; T = Temperatur.

Im Wesentlichen wird die Polarisation durch das Verhiltnis zwischen der Lebenszeit der
Fluoreszenz (t) und der Geschwindigkeit, mit der ein Molekiil wihrend der Anregung und
Emission rotiert(¢)'®, bestimmt. Py ist die maximal mdgliche Polarisation des Fluorophors. Die
Polarisation ist antiproportional abhingig von der Lebenszeit des angeregten Zustands. Je langer
die Lebenszeit ist, desto mehr Zeit hat das Fluorophor zu rotieren und desto kleiner wird die
Polarisation. Die Rotationskorrelationszeit setzt sich zusammen aus der Viskositit der

Fliissigkeit (1), der Temperatur (T), der allgemeinen Gaskonstante (R) und dem Volumen des
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Molekiils (V). Sind Viskositdt und Temperatur konstant, ist die Polarisation direkt proportional
zum Volumen des Molekiils. Je groBBer ein Molekiil ist, desto langsamer kann es sich bewegen
und umso weniger Mdglichkeit besteht, im angeregten Zustand das eingestrahlte polarisierte
Licht zu depolarisieren.

Fluoreszenzpolarisation kann benutzt werden, um die Bindung oder Dissoziation zweier
Molekiile zu beobachten, vorausgesetzt dafl sich dabei die Masse bzw. das Volumen des
Komplexes stark dndert, das fluoreszenzmarkierte Molekiil also mit einem idealerweise viel
groferen, bzw. schwereren Molekiil interagiert.

FP-Messungen wurden in der Molekularbiologie zur Untersuchung von Rezeptor-Ligand-'®,
Protein-Protein-'*®  und  Protein-DNA/RNA-Wechselwirkungen'®”  eingesetzt. Es  sind
Literaturbeispiele bekannt, in denen Fluoreszenzpolarisation erfolgreich zur Identifikation kleiner
Molekiile genutzt wurde, die eine Protein-Protein oder eine Protein-DNA-Interaktion inhibieren

.. 178, 188, 189
konnen '™ .

4.1.2 Der Fluoreszenzpolarisationsassay

Modifiziert man ein Aptamer mit einem Fluorophor, sollte es im freien Zustand (Abbildung
15A) eine niedrigere Polarisation zeigen als gebunden an das Zielprotein (Abbildung 15B).
Diesen Signalunterschied kann man zur Identifikation kleiner Molekiile, die die Interaktion
zwischen Aptamer und Protein stdren, nutzen. Idealerweise reduzieren diese Substanzen die

Polarisation wieder auf den Ursprungswert des freien Aptamers (Abbildung 15C).
A B C

FP

A B C

Abbildung 15: Fluoreszenzpolarisationsassay: A: niedrige Polarisation des freien Aptamers (oranger Balken);
B: hohere Polarisation durch Bindung des Proteins (griiner Balken); C: niedrige Polarisation eines von einem
kleinen Molekiil verdringten Aptamers (oranger Balken).
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Das Fluorophor kann an beliebigen Stellen des Aptamers z.B. am 5’-oder 3’-Ende oder
innerhalb der Sequenz eingefiihrt werden. Dabei darf weder die stabile Faltung des Aptamers
noch dessen Bindung an das Zielprotein beeinflut werden.

Die Polarisationsdifferenz zwischen gebundenem und freiem Zustand des Aptamers wird
maximiert, wenn das Fluorophor eine kurze Lebenszeit des angeregten Zustands hat und wenn
durch die Wahl eines kurzen Linkers der sogenannte ,,Propellereffekt” vermieden wird.

Wir haben uns fiir die Einfithrung einer Fluoresceingruppe iiber einen C,-Linker am 5°-Ende

des Aptamers K61s entschieden.

4.1.3 Einfahrung des Fluorophors an das Aptamer

Das Aptamer K61s wurde an der 5’-Position fluoreszenzmarkiert. Dazu wurde bei der in vitro
Transkription durch die T7-RNA-Polymerase, deren Toleranz gegeniiber Modifikationen'*"'*?
des Starternukleotids genutzt wurde, Guanosinmonophosphothioat (GMPS) zugesetzt, dessen

Sulfhydrylgruppe anschlieBend mit lodoacetamidfluorescein derivatisiert wurde.

ds DNA
A
¥ GMPS-Transkription
B HS ——8 —— 3
¥ EinfUhrung des Fluoresceins

T e —

v

Polarisationsmessungen

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Schritte zur Einfithrung eines Fluoreszenzmolekiils am 5’-Ende
der RNA: A: PCR zur Erzeugung doppelstringiger DNA; B: GMPS-Transkription zur Einfiihrung einer
reaktiven Sulfhydrylgruppe; C: Nukleophile Substitution des Iodids am Fluorophor durch die
Sulfhydrylgruppe.

Die Effizienz, mit der die GMPS-Gruppe und damit auch das Fluorophor integriert werden
konnte, wurde abschlieend mit Hilfe von Absorptionsmessungen bestimmt

Parallel zu einem Screen fiir Inhibitoren der Sec7-Doméne von Cytohesin-1, der von I. Griine
durchgefiihrt wurde'” und auf dem Aptamer M69, das nicht zwischen den Sec7-Dominen der
kleinen GEF diskriminiert, als Sensor basierte, wurde K61s, das spezifisch Cytohesin-2 bindet,

fiir einen Fluoreszenzpolarisationsscreen verwendet.
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4.1.4 Vorbereitung des Screens

Es muBlite sichergestellt werden, da das Aptamer K6ls geeignet ist, um im
Fluoreszenzpolarisationsassay zum Screenen von niedermolekularen Cytohesininhibitoren
eingesetzt zu werden. Dazu muf3 die Polarisationsdifferenz zwischen freiem und gebundenem
Aptamer ausreichend hoch sein, um einen mdglichst hohen Z’-Wert zu gewihrleisten; ebenso

muf die Interaktion zwischen fluoreszenzmarkiertem K61s und Cytohesin-2 spezifisch sein.

4.1.4.1 Expression von Cytohesin-2

Es wurde geplant eine Bibliothek von 2.500 Substanzen zu screenen. Dazu wurden mindestens
30 mg Cytohesin-2 bendtigt. Es wurde versucht diese Menge in einer Aufreinigung herzustellen,
um sicherzugehen, daB die Resultate des Screens nicht durch unterschiedliche Qualitit von
Proteinchargen verfilscht werden.

5 1 Flissigmediumkultur wurden angeimpft mit einem E. coli BL21DE3-Stamm, der ein pET-
11d-Plasmid, das ein N-terminal hexahistidingetaggtes Cytohesin-2-Konstrukt kodiert, tragt. Die
Proteinexpression wurde mit IPTG induziert und die Aufreinigung in zwei Schritten, zuerst mit
Ni-NTA-Chromatographie und danach mit Anionenaustauschchromatographie an einer FPLC
durchgefiihrt.

Es wurden 80 mg reines Cytohesin-2 erhalten (s. Abbildung 17).

A B
pl Eluat Ni-NTA-Purifikation

M 025 05 1 15 2 1 2 3

45 KDa

30KDa |

20,1 KDa

s T A :

el . LTI | o
Abbildung 17: Silberfirbungen von SDS-Polyacrylamidgelen nach Ni-NTA-Aufreinigung und anschlieender
Anionenaustauschchromatographie. A: Nach Ni-NTA-Aufreinigung erhiilt man noch stark verunreinigtes
Protein, das bei einer Linge von ca. 45 kDa lauft. B: Nach Ionenaustauschchromatographie erhilt man
ausschlielich reines Cytohesin-2 (Lane 3), das auf gleicher Hohe mit einer unabhiingig aufgereinigten
Cytohesin-2-Probe liuft (Lane 1). Lane 2: Cytohesin-2 nach Ni-NTA-Aufreinigung.
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4.1.4.2 Polarisationsmessungen mit markiertem Aptamer

Als Puffer fiir den Screen wurde PBS, pH 7,4, mit 3 mM MgCl, gewéhlt. In diesem Puffer

wurde das Aptamer K61 selektiert. Dariiberhinaus ist ein neutraler bzw. schwach basischer pH

fiir eine optimale Fluoreszenz des Fluorescein notig.

Es wurde mit planar polarisiertem Licht einer Wellenldnge von 485 nm angeregt und die

Emission bei 520 nm ausgelesen.

Zuerst wurde die Konzentration an Aptamer gesucht, bei der eine stabile Polarisation gemessen

wird (Daten nicht gezeigt), denn bei Konzentrationen nahe an der Detektionsgrenze der

Fluoreszenz treten Probleme mit der Reproduzierbarkeit der Messung auf. Es zeigte sich, dal3

50 nM des Aptamers eine ideale Konzentration waren.

Anschlieend wurden Polarisationsmessungen mit K61s und steigenden Konzentrationen von
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Abbildung 18: Polarisation des
fluoreszenzmarkierten Aptamers
Ké61s, erhoht sich dosisabhingig
durch Zugabe von steigenden
Mengen von Cytohesin-2.

50 nM freies Aptamer hatte

eine Polarisation von 150 mP.

Bei Anwesenheit von 50 nM Protein verdnderte sich die Polarisation kaum merklich. Erst

zehnfacher UberschuB an Cytohesin-2 erhdhte die Polarisation des Aptamers auf ca. 200 mP, was

sich durch Zugabe von 20fachem Uberschuf} an Protein auf ca. 220 mP weiter steigern lie.
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Weiter muflite festgestellt werden,
ob die Interaktion des Aptamers mit
Cytohesin-2  bei diesen hohen

Konzentrationen spezifisch bleibt.

Abbildung 19: Ke6ls ist spezifisch fiir
Cytohesin-2. Zugabe von 1 pM Cytohesin-
2 steigert die Polarisation des
fluoreszenzmarkierten Aptamers um 50
mP (schwarzer Balken). Nach Zugabe von
1 pM Cytohesin-1 oder seiner Sec7-
Doméne kann man keine Interaktion
detektieren (graue Balken)
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Dazu wurden Cytohesin-1 bzw. dessen Sec7, die in Filterbindungsexperimenten beide nicht
von K61s gebunden werden, in 20fachem UberschuB zu fluoreszenzmarkiertem Aptamer
zugegeben und die Polarisation gemessen. Beide Kontrollproteine erhohten die Polarisation nicht
(s.Abbildung 19).

K61s ist eine verkiirzte Variante des Aptamers K61. Als weiterer Spezifititsnachweis wurde
gepriift ob fluoreszenzmarkiertes K61s das gleiche Bindungsepitop erkennt wie das unmarkierte

Aptamer K61.

i Abbildung 20: 500 nM unmarkiertes
= Aptamer Kol verdringen
£ 200+ T fluoreszenzmarkiertes K61s, wihrend
:‘ g unmarkierte Hairpinribozym-RNA nur
o o schwach die Interaktion von K61s und
-~ T Cytohesin-2 stort.

7
= 1004
I
s Dazu wurde mit einem 10fachem
UberschuB an unmarkiertem K61
0 .
K615 (50 nM) " ' L ' i ' 5 " versucht, K61s von Cytohesin-2 zu
Cyh-2 (1 uM) - + + & verdringen (s. Abbildung 20). Man
K61 (500 nM) - - + - ' o
HP-RZ (500 nM) - - - + erkennt, da3 die Polarisation von

K61s in Anwesenheit von K61 wieder auf den Ursprungswert zuriickkehrt. Als Kontrolle wurde
Hairpin-Ribozym-RNA, die nicht mit Cytohesin-2 interagiert, zugegeben. RNA alleine war nicht

in der Lage den spezifischen Komplex aufzulosen.

4.1.4.3 Screen fiir aptamerverdringende kleine Molekiile

Es wurde eine Substanzbibliothek von 2.500 verschiedenen kleinen Molekiilen, die die

170- 194 erfiillen und damit wirkstoffahnlich sind, auf ihre Fahigkeit hin getestet, den

Lipinskiregeln
Komplex aus fluoreszenzmarkiertem K61s und Cytohesin-2 zu trennen. Das Pipettieren wurde
mit Hilfe eines Tecan Freedom Evo Pipettierroboters durchgefiihrt. Die kleinen Molekiile waren
in einer Konzentration von 1 mM geldst in DMSO in Gruppen von je 88 Stiick in insgesamt 29
96-Wellplatten vorgelegt. 2,5 ul der gelosten kleinen Molekiile wurden anschlieBend in eine 384-
Wellplatte iiberfiihrt, je zweimal fiir eine Messung mit fluoreszenzmarkiertem Aptamer und je
zweimal fiir eine Messung mit Aptamer und Protein (s.Abbildung 21). Anschlieend wurden 47,5

ul einer 50 nM Aptamerlosung in PBS bzw. 47,5 ul einer 50 nM Aptamerldsung vorinkubiert mit

1000 nM Cytohesin-2 zugegeben, 15 min bei 37°C inkubiert und die Polarisation vermessen.
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RNA RNA + Protein
Messung 1 + Substanz + Substanz
Messung 2 + Substanz + Substanz

Abbildung 21: Aufteilung der Felder einer 384-Wellplatte

Fiir jede 384-Wellplatte wurde der Z’-Wert berechnet aus jeweils einer Achtfachbestimmung
der Polarisation des Aptamer im Vergleich zur erhdhten Polarisation des Aptamer-
Proteinkomplexes. Platten fiir die der Z’-Wert unter 0,5 lag wurden neu pipettiert und vermessen.
Exemplarisch zeigt Abbildung 22 das Ergebnis des Screens fiir Box 18; die Ergebnisse des

gesamten Screens befinden sich im Anhang.
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Abbildung 22: Beispiel einer Box mit 88 untersuchten Verbindungen (Box Nr. 18). Die Hohe der blauen
Balken zeigt die Polarisation von 50 nM des Aptamers K61s in Gegenwart von 50 pM des kleinen Molekiils
alleine und die Hohe der roten Balken die Polarisation des Aptamer in Gegenwart von S00 nM Cytohesin-2
und 50 pM des kleinen Molekiils. Als Hits kommen Substanzen in Frage, die den Polarisationsunterschied von
hier ca. 50 mP um mindestens 50 % senken. Aus dieser Box kiime Substanz B6 in Frage. Die kompletten
Ergebnisse des Screens befinden sich im Anhang.

Substanzen, die den Polarisationsunterschied von Aptamer und Aptamer-Proteinkomplex auf
unter 50% gesenkt haben (s.Abbildung 22) wurden als potentielle Cytohesin-2-Binder angesehen
und weiter untersucht (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Acht Substanzen, die in die Hit-Validierung eingesetzt wurden. Diese Substanzen hatten im
Verdringungsassay den Polarisationsunterschied auf unter 50% gesenkt.

4.1.5 Hit-Validierung

Im Primirscreen waren acht Substanzen aufgefallen, die potentielle Binder von Cytohesin-2
waren. Dieser Effekt mulite bestétigt werden und es muflte dariiber hinaus sichergestellt werden,
dass die Verbindungen spezifisch Cytohesin-2 und nicht generell Proteine oder Nukleinsduren

binden und es sollten erste quantitative Aussagen tliber die Wechselwirkung getroffen werden.

4.1.5.1 Versuch einer ersten Abschitzung einer Kp aus dem
Verdringungsassay

Diese Substanzen wurden noch einmal im Verdringungsassay getestet, um ihren Effekt zu
bestétigen und gleichzeitig quantitative Aussagen iiber die Wechselwirkung mit Cytohesin-2 zu
treffen. Dazu wurden die Substanzen in Konzentrationen von 50 bis 500 uM zum Komplex aus
50 nM Aptamer und 1000 nM Cytohesin-2 zugegeben (Abbildung 24). Sechs der Molekiile
reduzierten die Polarisationsdifferenz konzentrationsbhéngig; allerdings war selbst bei 500 uM
keines in der Lage, das K61s komplett vom Cytohesin-2 zu verdrdngen. Eine zuverlissige Kp

146t sich aus diesen Daten nicht abschétzen, da noch keine Sittigung zu beobachten war.
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Abbildung 24: Rescreen von sieben Verbindungen, die im Primirscreen als Hits identifiziert wurden, im
Verdringungsassay. Die Substanzen wurden im Konzentrationsbereich von 50 — 500 puM titriert und die
Polarisationsdifferenz zwischen 50 nM des fluoreszenzmarkierten Aptamer K61s alleine und im Komplex mit
500 nM Cytohesin-2 aufgetragen.

4.1.5.2 Oberflichenplasmonresonanz (surface plasmon resonance SPR)

Als nichstes wurde die Wechselwirkung der sieben Substanzen, die im Primérscreen gefunden
wurden, mit Cytohesin-2 alleine untersucht, um eine spezifische Bindung nachzuweisen. Der
Nachweis erfolgt mittels SPR an einem BIAcore 3000-Gerdt. Dabei handelt es sich um eine
Methode, bei der Bindungsereignisse in Echtzeit verfolgt werden konnen. Durch die Bindung
eines Analyten an eine mit Liganden derivatisierte Oberfliche kommt es dort zu einer
Konzentrierung. Dies fiihrt zu einer lokalen Anderung des Brechungsindex. Diese Anderung
kann iiber die Messung der Oberflaichenplasmonresonanz nachgewiesen werden. Eine erfolgte
Bindung wird in response units (RU, Response Einheiten) angegeben (s. 6.3.3). Es wurden 2.000
ru Cytohesin-2, sowie die Sec7-Doméne von Cytohesin-1 und BSA als Kontrollen an einer
Cyclodextranmatrix immobilisiert.

Als Laufpuffer wurde PBS pH 7.4 mit 3 mM MgCl, und 0.1 % DMSO verwendet. Als
Regenerationspuffer wurde NaOH, max. 10 mM, verwendet

Da injiziertes Aptamer M69, das die Sec7-Doménen von Cytohesin-1 und -2 bindet, Bindung in
den FluBzellen, die mit Cytohesin-1-sec7 sowie mit Cytohesin-2 derivatisiert waren zeigte, war

sichergestellt, daf} die Proteine auf der Chipoberflache stabil waren.

30



Fluoreszenzpolarisationsbasierter Screen fiir Cytohesin-2 Inhibitoren

Im néchsten Schritt wurden 5 pM der Substanzen geldst im Laufpuffer injiziert, um die
Molekiile zu finden, die an Cytohesin-2 binden, aber nicht an BSA. Dabei zeigte sich, dal die
drei Molekiile, die liberhaupt Bindung an Cytohesin-2 zeigten auch an die sec7-Doméne von

Cytohesin-1 gebunden haben.

o peNe Py
A @l% Ojb

5G9 14H1 16A8

Abbildung 25: Die Molekiile 5G9, 14H1 sowie 16A8 binden im BIAcore an Cytohesin-2, sowie die sec7-
Domiéine von Cytohesin-1 aber nicht an BSA, das als Kontrollprotein diente.

Als nichstes wurden diese Substanzen in Konzentrationen von 1, 2,5 und 5 uM titriert, um die

Stirke der Bindung zu bestimmen (s. Abbildung 26).
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Abbildung 26: Titration von 5G9, 14H1 und 16AS8 in drei verschiedenen Konzentrationen (5 pM, schwarz;
2,5 uM, orange; 16A8, blau) auf eine Flufizelle, auf der Cytohesin-1-Sec7 immobilisiert war, um die
Dissoziationskonstante zu bestimmen. Alle drei Substanzen binden in der Konzentration von 5 uM nicht an
eine Referenzzelle auf der BSA immobilisiert wurde (magenta).

Es wurde versucht, die Bindungskonstante durch einen sogenannten kinetischen Fit, bei dem
die Assoziationsraten und die Dissoziationsraten aller Kurven betrachtet werden, zu bestimmen.
Die sehr niedrige Dissoziationsrate, die alle Substanzen zeigten, machte allerdings eine Analyse
aller Kurven unmdglich. Daher wurde die Bindungskonstante durch einen ,,single-curve-fit
bestimmt. 5G9 und 14HI binden mit Kps von 100 — 500 nM und zeigen keinerlei
Diskriminierung zwischen den sec7-Doménen von Cytohesin-1 und -2, wihrend 16A8 ebenfalls
eindeutig spezifisch Cytohesine gegeniiber BSA bindet, aber die fast nicht vorhandene

Dissoziation der Verbindung eine quantitative Analyse unmoglich gemacht hat.
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4.1.6 In vitro GDP/GTP-Austauschassay

In zwei unabhéngigen aptamerbasierenden Screens, einmal mit dem Aptamer M69 und der
sec7-Domdne von Cyh-1, sowie mit K6ls und Cyh-2 wurden kleine Molekiile identifiziert
(Dissertation Imke Griine sowie Abschnitt 4.1), die an Sec7-Doménen kleiner GEFs binden, ohne
zwischen den Cytohesinen zu diskriminieren. Sec7-Domidnen sogenannter gro3er GEFs, wie die
Sec7-Domine von EFA6 oder des aus Hefe isolierten Gea2, werden um mindestens eine

GroBenordnung schlechter gebunden.
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Abbildung 27: SecinH3, H4 und D4 wurden von I. Griine als Cytohesin-1 bindende kleine Molekiile
identifiziert und in einem in vitro Austauschassay auf ihre Sec7-inhibierenden Eigenschaften getestet. 5G9
bindet hochaffin an Cytohesin-1 und -2. 18B7 diente als nichtbindende Kontrolle, um unspezifische Effekte
asuzuschliefien.

Die Substanzen, die spezifisch mit Cytohesin-Sec7s interagieren wurden ,,Secin®, ein Akronym
fiir Sec7-inhibitor genannt.

Da die Sec7-Domine katalytisch wirksam ist, wurde in einem in vitro-System (s. 6.3.4) die
Féhigkeit der von I. Griine als identifizierten Binder SecinH3, H4 und D4, sowie dem von mir
identifizierten 5G9, das mit ca. 100 nM an Cytohesin-1 und -2 bindet getestet, den Austausch von
GDP/GTP an ARF1 zu inhibieren (s. Abbildung 27 und Tabelle 2 ).

Alle Substanzen, die in den Verdringungsassays als spezifische Binder fiir Cytohesine

identifiziert wurden, inhibierten auch den Cytohesin-1-katalysierten GDP/GTP-Austausch an
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ARF1. 5G9 inhibierte Cytohesin-1 genauso gut wie das grole GEF Gea2, wihrend die Secine

den Austausch von Gea2-Sec7 an ARF1 ca. 15-fach schwicher inhibieren.

ICso Cyh1-Sec7 ICso Gea2-Sec7
SecinH3 42+/-1,7 uM 65+/-7 uM
SecinD4 2,6+/-0,6 uM 36,5+/-5 uM
SecinH4 2,0+/-0,8 uM 66+/-3 uM
5G9 4,6+/-1 uM 3,5+/-3
18B7 > 50 uM >250 uM

Tabelle 2: ICs-Werte fiir verschiedene Sec7-inhibierende Verbindungen. Die Secine inhibieren den Cyh-1-
Sec7-katalysierten Austausch von GDP/GTP an ARF1 mit ICs;—Werten von ca. 2-4 pM und sind spezifisch
fiir kleine GEFs, denn der Austausch von Gea2-Sec7 an ARF1 wird ca. 15-30 mal schwicher inhibiert. 5G9
inhibiert beide untersuchten GEFs mit dhnlichen I1Csy-Werten.

4.2 Zellbasierte Assays

Einer der grofiten Vorteile von kleinen organischen Molekiilen gegeniiber Aptameren ist deren
Potential, von Zellen ohne vorherige Transfektion aufgenommen werden zu konnen. Daher

wurden die identifizierten Secine sofort in Zellkultur getestet.

4.2.1 Toxizitat

Um auszuschlieBen, dal die Effekte, die die Secine in Zellkultur zeigen, auf einen
unspezifischen toxischen Effekt der Substanzen selbst oder ihrer Metabolite zuriickzufiihren sind,

wurde in einem kommerziell erhdltlichen MTT-Assay ihre cytotoxische Wirkung getestet.

LDsg nach 24 h nach 48 h nach 72 h
SecinH3 | 141+/-8§ uM 128+/-10 uM 47+/-11 uM
SecinD4 | 142 +/- 12 uM 120 +/- 40 uM 7,6 +/-2,9 uM
SecinH4 | >>150 uM >>150 uM >>150 uM
5G9 >>150 uM >>150 uM 30+/-10 uM
18B7 >>150 uM 46 +/- 7 uM <20 uM

Tabelle 3: Toxizitiit der Secine und der Negativkontrolle 18B7 auf HeLa-Zellen iiber einen Zeitraum von 72 h.
Die LDs, wurde in einem MTT-Assay bestimmt.

Nach 24 Stunden zeigte keine Substanz eine akute Toxizitét; nach 48 h hatte die in vorherigen
Experimenten als Kontrolle dienende Verbindung 18B7 eine LDsy von 46 uM. SecinH3, SecinD4
und 5G9 inhibierten nach 72 h deutlich die Zellproliferation (s. Tabelle 3).
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Da der Zeitrahmen, in dem Zellen mit den Secinen in Kontakt kamen, in den folgenden
Versuchen maximal 24 h betragen hat, konnte somit ein unspezifischer toxischer Effekt

ausgeschlossen werden.

4.2.2 SRE-Luciferase-Assays in HelLa-Zellen

Der MAP-Signalweg reguliert eine Fiille unterschiedlicher Gene, unter denen der
Transkriptionsfaktor c-Fos eine wichtige Stellung einnimmt. Die Expression von c-Fos nach
Stimulation durch Mitogene oder Wachstumsfaktoren wird u. a. durch das ,,serum response
element“ (SRE) vermittelt, welches in der Promotorregion des c-Fos Genes enthalten ist'*> '*°.

Die kleinen Guaninnukleotid-Austauschfaktor Cytohesin-1 und -2 sind an der MAP-Signalweg-
kontrollierten Regulation der Genexpression in verschiedenen Zelltypen beteiligt. Dabei erfolgt
eine Cytohesin-1 vermittelte Kontrolle in T-Zellen in Abhingigkeit von LFA-1* "7, wihrend
M. Theis zeigen konnte, da3 in HeLa-Zellen die von Wachstumsfaktoren stimulierte Aktivierung
des ,,Serum Response Element (SRE) iiber Cytohesin-2 erfolgt'™®.

Zur Analyse der SRE-kontrollierten Genexpression wurde ein Assay genutzt, der auf Luciferase
als Reportergen basiert. Das Strukturgen von Luciferase liegt dabei unter der Kontrolle des SRE
im Plasmid SRE-Luc. Dieses Plasmid wurde in HeLa-Zellen transfiziert. Um das
Lumineszenzsignal auf die Transfektionseffizienz normieren zu koénnen wurde das Plasmid
pEGFP-N1 cotransfiziert. Dieses Plasmid enthédlt das Strukturgen des ,.enhanced green
fluorescent protein“ (EGFP) unter der Kontrolle eines Cytomegalovirus (CMV) Promotors.

HeLa-Zellen wurden 12 h nach Transfektion der Reporterplasmide fiir weitere 12 h serumfrei
kultiviert und in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen der Secine mit 10 % FCS fiir 6 h
stimuliert. AnschlieBend wurde die Luciferase-Aktivitit bestimmt. In Abbildung 28 kann man
erkennen, daf} die Secine konzentrationsabhéngig die Expression der Luciferase inhibieren und
zwar mit ICso-Werten von 5 — ca. 20 uM. Das steht in gutem Einklang mit den Werten, die man

fir die inhibitorische Wirkung der Secine im GDP/GTP-Austauschassay in vitro findet.

Die Negativkontrolle 18B7 zeigt ebenso wie in vitro keinen Effekt.
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Abbildung 28: Secine inhibieren in HeLa-Zellen die serumstimulierte Transkription eines

Luciferasekonstrukts, das unter der Kontrolle eines SRE-Promotors steht. A: SecinH3 inhibiert die SRE-

kontrollierte Transkription dosisabhiingig. Es ergibt sich eine ICsy von 12,6 pM (n=3). B: ICs)-Werte der

verschiedenen Secine. 18B7 diente als Negativkontrolle. Normiert wurde das Luciferasesignal auf die
Expression von EGFP, unter der Kontrolle des CMV-Promotors.

Durch Uberexpression von Cytohesinen hat man eine Moglichkeit festzustellen, ob der Effekt
der Secine auf die MAP-Signalkaskade spezifisch durch die Interaktion mit Cytohesinen zustande
kommt. Eine Erhohung der intrazelluldren Konzentration von Cytohesin-2 sollte den Effekt der

Secine spiirbar vermindern, wenn die

e Secine nah an ihrer ICsy eingesetzt

werden, denn dann werden kleine

Unterschiede einen maximalen Effekt

80 4 ausmachen.
Abbildung  29:  Uberexpression  von
T Cytohesin-2 in HeLa-Zellen unterdriickt
40 A T teilweise den Effekt von SecinH3. Zusitzlich
mit den Reporterplasmiden SRE-Luc und
PEGFP-N1 wurden steigende Mengen des
unter CMV-Kontrolle stehenden Plasmids
0 : . . PRKS5-Cyh2 transfiziert, das fiir Cytohesin-2
) kodiert. Die transfizierte Plasmidmenge
SecinH3 [20 EE‘S] * * I : : wurde mit einem pRKS-Leerplasmid
konstant gehalten. Stimuliert wurde mit 10
PRK5-Cyh2 [ug] 0.25 0.5 1 % FCS iiber einen Zeitraum von 6 h (n=3).

Relative Luciferaseaktivitat

H
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Abbildung 29 zeigt, dal Erhéhung der intrazelluliren Cytohesin-2 Konzentration durch
Uberexpression den Effekt von SecinH3 teilweise unterdriickt. Die Luciferaseaktivitit wird von

40 % auf ca. 80 % des serumstimulierten Wertes erhoht. Transfektion groBerer Mengen des
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Cytohesin-2-kodierenden Plasmids haben keinen zusétzlichen Effekt, was darauf hindeutet, daf3
SecinH3 entweder einen unspezifischen Effekt aufweist, bzw. die Inhibition der anderen
Cytohesine (1, 3 und 4) eine Rolle in der Signaltransduktion spielen konnte.

In FCS findet man eine ganze Reihe an verschiedenen Wachstumsfaktoren und Mitogenen. Um
herauszufinden, iiber welchen Rezeptor die Cytohesin-vermittelte Aktivierung des SRE in HeLa-
Zellen vermittelt wird, wurde die Luciferaseaktivitit nach Stimulierung mit 40 ng/ml EGF, IGF,
PDGF oder VEGF mit der Stimulierung durch Serum verglichen (Abbildung 30A). Von den
verwendeten Wachstumsfaktoren konnte in HeLa-Zellen nur EGF das SRE aktivieren.

SecinH3 war in der Lage die Signaltransduktion nach Stimulation mit 20 ng/ml EGF
dosisabhéngig mit einer ICsovon ca. 1,5 uM zu inhibieren (s. Abbildung 30B).
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Abbildung 30: A: 40 ng/ml EGF stimuliert in HeLLa-Zellen die Transkription eines unter der Kontrolle des
SRE-Promotors stehenden Luciferase-Konstrukts genauso effektiv wie die Zugabe von 10 % FCS. Andere
Wachstumsfaktoren (ebenfalls 40 ng/ml) stimulieren in HeLa-Zellen die MAP-Kaskade nicht. B: SecinH3
inhibiert in HeLa-Zellen die EGF-stimulierte Transkription eines Luciferase-Konstrukts mit einer ICs) von ca
1,5 pM. EGF: 20 ng/ml. Normiert wurde das Luciferasesignal auf die Expression von EGFP, unter der
Kontrolle des CMV-Promotors.

4.2.3 Quantitative RT-PCR in HepG2

Da in allen vorhergegangenen Versuchen die Secine &hnliche Eigenschaften und
Inhibitionskonstanten gezeigt haben, wurde fiir die weiteren Versuche als bestcharakterisierter
ausschlieBlich SecinH3 weiterverwendet und als nichtbindende Negativkontrolle D5, die

strukturell sehr eng mit SecinH3 verwandt ist.
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Abbildung 31: Strukturen von SecinH3 und der nichtbindenden Negativkontrolle D5, die strukturell sehr eng
verwandt ist.

SecinH3 inhibiert in HeLa-Zellen die Signaltransduktion, die von serumstimulierten
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) ausgeht (s. 4.2.2). Im Speziellen wird die EGF-vermittelte
Transkription von Genen, die unter Kontrolle des SRE-Promotors sind, inhibiert. Es ist daher
naheliegend, daB3 Cytohesine auch bei der insulinvermittelten Signaltransduktion eine Rolle
spielen konnten.

Um diese Frage zu beantworten, wurde das Zellsystem gewechselt. Im SRE-Luciferase-Assay
wurde nachgewiesen, daBl sich der MAP-Signalweg in HeLa-Zellen nicht durch Insulin
stimulieren 1a6t (Daten nicht gezeigt).

Alle bisher in der Literatur beschriecbenen Versuche zum Zusammenhang der
Insulinsignaltransduktion und Cytohesinen wurden in Zellinien durchgefiihrt, die den
Insulinrezeptor iiberexprimieren'”®, was wir vermeiden wollten, um auszuschlieBen, daB etwaige
Effekte auf Artefakte der Uberexpression zuriickzufiihren wiren. Daher sind wir auf die
Leberkarzinomzellinie HepG2 umgestiegen, von der bekannt ist, dal sie sich durch Insulin

stimulieren 1:Bt'%.

|IGFBP1 Abbildung 32: 12,5 nM SecinH3 (schwarzer Balken) unterdriicken den
Insulineffekt (100 nM, Stimulation UN) (hellgrauer Balken) auf die
Transkription von /GFBPI, wihrend 25 nM der nichtbindenden Kontrolle
D5 keinen Einflu auf das Insulinsignal haben (dunkelgrauer Balken).
mRNA-Mengen wurden mittels qRT-PCR bestimmt und auf die Expression
des unregulierten Gens f-2-Microglobulin normiert.

-
o

mRNA Menge
o
o

relative

Ein klassisches Zielgen, dessen Transkription durch Insulin

insulin _-_+ + +
SecinH3 - - +
DS - - - + Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren der Klasse Forkhead

reguliert wird, ist das insulin-like growth factor binding protein-1

(IGFBP1). Insulin unterdriickt die Transkription dieses Gens durch

Box O (FoxO). Diese verlassen danach den Nukleus und translozieren ins Cytoplasma. Wir
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stimulierten HepG2-Zellen, die 24 h serumdepriviert wurden fiir weitere 12 h in Anwesenheit
von 12,5 pM SecinH3 mit 10 nM Insulin und bestimmten die mRNA-Menge von IGFBP1. Wir
fanden, daB3 SecinH3 den Insulineffekt komplett unterdriickte (s.Abbildung 32).

Neben IGFBP1 werden verschiedene Gene, die z. B. an der Gluconeogenese beteiligt sind und
damit als Antwort des Organismus auf verringerte Nahrungszufuhr und bei Hunger stirker
transkribiert werden, durch FoxOs reguliert. Daher untersuchten wir analog zu IGFBP1 die
relative Transkriptionsmenge bei diesen weiteren Genen, die durch FoxO reguliert werden,
mittels quantitativer RT-PCR

HepG2-Zellen wurden ebenfalls fir 24 h serumfrei kultiviert, und danach fiir 12 h
weitergehungert bzw. fiir 12 h mit 10 nM Insulin in Anwesenheit oder Abwesenheit von 12,5 uM
des Inhibitors SecinH3 stimuliert (Abbildung 33).

r 10 nM Insulin .10 nM Insulin + SecinH3 serumfrei
o PCK1 PCK2 IGFBP‘I PPARGC G6PC PKL
o

mE 1

=<

B -5

2E W | mi

Abbildung 33: SecinH3 inhibiert die insulinvermittelte Transkriptionsrepression verschiedener FoxO-
regulierter Gene in HepG2 Zellen. Die Zellen wurden fiir 24 h serumfrei kultiviert und in Gegenwart von
12,5 uM SecinH3 fiir 12 h mit 10 nM Insulin stimuliert. Die mRNA-Mengen wurden auf die Expression des
unregulierten Gens p-2-Microglobulin normiert (n=3; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001)

Wie man in Abbildung 33 sieht, wird der Insulineffekt auf die Transkription der Zielgene durch
SecinH3 unterdriickt.

Um einen unspezifischen Toxizitétseffekt von SecinH3 auszuschlieen, sowie um zu versuchen
eine ICsp zu bestimmen, wurde die Verbindung in einer weiteren Versuchsreihe
konzentrationsabhéngig titriert (Abbildung 34). SecinH3 inhibierte den Insulineffekt auf die
Gentranskription in einer dosisabhingigen Weise, die fiir einen Inhibitor zu erwarten ist. Die
ICso-Werte fiir die verschiedenen Gene lagen zwischen 2,2 und 15 uM (Abbildung 34B). Die
groBen Unterschiede in diesen Werten lassen sich auf Unterschiede in den Promotorsequenzen
der einzelnen Gene und damit der Beteiligung anderer Transkriptionsfaktoren, die fiir die

Expression mehr oder weniger wichtig sind, zuriickfiihren.
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Abbildung 34: Dosisabhiingige Reduktion der insulinabhingigen Unterdriickung der Transkription von
FoxO-regulierten Genen durch SecinH3. HepG2 Zellen wurden 24 h serumfrei kultiviert und anschlieSend
fiir 12 h in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen von SecinH3 mit 10 nM Insulin stimuliert. A:
Titrationskurve fiir IGFBP-1 mRNA. Es ergibt sich eine ICs) von ca. 2,2 pM (n=3). B: Aufstellung von
verschiedenen ICsy Werten fiir FoxO regulierte Gene.

4.2.4 Lokalisierung von FoxO-EGFP in HepG2-Zellen

Der Transkriptionsfaktor FoxO wird von der Akt (auch PKB genannt) direkt phosphoryliert.
Danach bindet er an das Adapterprotein 14-3-3C und wird dadurch aus dem Nukleus ins
Cytoplasma gebracht. Dort wird er von Phosphatasen wieder dephosphoryliert und kann in den
Zellkern zuriickkehren. Da wir nachweisen konnten, dall SecinH3 die Aktivierung der Akt
inhibiert, sollte in der Konsequenz auch FoxO unphosphoryliert und damit im Zellkern
verbleiben. Um das direkt nachzuweisen, haben wir ein Plasmid, das ein FoxO-EGFP Konstrukt
unter der Kontrolle eines CMV-Promotors iiberexprimiert, in HepG2 eingebracht und die Zellen
mit 100 nM Insulin in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen von SecinH3 stimuliert.

Abbildung 35 zeigt, daB FoxO in serumfrei kultivierten Zellen hauptséchlich im Zellkern
lokalisiert ist. Nach Stimulation fiir 30 min mit 100 nM Insulin werden die FoxOs praktisch
komplett ins Cytosol transportiert. Durch Zugabe von verschiedenen Konzentrationen von
SecinH3 wird dieser Transport unterdriickt. Das Insulinsignal wird ebenfalls durch Inkubation
mit einem Insulinrezeptorinhibitor (AGL2263) bzw. dem PI3K-Inhibitor Wortmannin komplett
inhibiert.
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Abbildung 35: Lokalisation eines FoxO1A-EGFP Konstrukts in HepG2-Zellen. FoxO ist im unstimulierten
Zustand im Kern lokalisiert (1. v. 1.). Nach Stimulation mit 100 nM Insulin fiir 30 min wird séimtliches FoxO
aus dem Kern ausgeschlossen (2. v. 1). Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von SecinH3 (3.-6.
v. L) verhindert die insulinabhéngige Translokation. Behandlung mit dem Insulinrezeptorinhibitor AGL2263
sowie mit dem PI3K-Inhibitor Wortmannin unterdriickt ebenfalls das Insulinsignal.

4.2.5 GGA3-Pulldown Experimente

Es mufBte sichergestellt werden, da3 die Effekte von SecinH3 in Zellkultur auf eine Inhibition
der Cytohesine zuriickzufithren sind. Da weder die transkriptionellen Readouts, noch die
Phosphorylierungsversuche an der Akt die Aktivitit der Verbindung auf die Cytohesine direkt
messen, haben wir versucht zu analysieren, ob SecinH3 die Aktivierung der ARFs in der
lebenden Zelle beeinfluft.

GGA3 ist ein Adaptorprotein, dessen N-terminale Doméne spezifisch GTP-gebundene und
nicht GDP-gebundene ARFs bindet. Wir haben ein GST-Fusionsprotein dieser N-terminalen
Doméne an GST-Agarose gebunden und es dafiir verwendet, aus Zellysaten aktiviertes ARF-
GTP abzufangen und dieses auf einem Immunoblot zu quantifizieren (s. Abbildung 36). Insulin
fithrt zu einer dreifachen Erhohung der Menge an aktiviertem ARF6, die in SecinH3-behandelten
Zellen konzentrationsabhingig reduziert wurde, aber von der strukturell verwandten, aber nicht

mit Cytohesinen interagierenden Verbindung D5 nicht

-
o

beeinflufit wurde.

Abbildung 36: Die insulinstimulierte ARF-Aktivierung in HepG2-
Zellen wird durch SecinH3 inhibiert. 3 h serumfrei kultivierte
Zellen wurden mit SecinH3 (schwarze Balken), DMSO oder der
Negativkontrolle D5 (dunkelgrauer Balken) vorinkubiert und fiir

insulin - + + + + 15 min mit 100 nM Insulin stimuliert. ARF-GTP wurde mit
ARF6-GTP e P immobilisiertem GST-GGA3 Protein abgefangen und ARF6 wurde
mittels Westernblot visualisiert (unten: reprisentativer Blot) und

H3 D5 quantifiziert (oben: Mittelwert aus vier unabhiingigen

[UM] 6.2512.5 25 Experimenten).
4.2.6 siRNA Experimente

relative Menge
an Arf6-GTP
(@]
;

Um sicherzustellen, daB3 die Effekte, die SecinH3 im zelluldren System zeigt keine generellen
,,off-target“-Effekte sind, sowie um das Cytohesin zu identifizieren, das fiir die Weiterleitung des

Insulinsignals entscheidend ist, wurden siRNAs fiir die drei Cytohesine, die in HepG2 gefunden
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werden konnen, transfiziert. Dabei wurden zwei verschiedene Methoden der Transfektion

ausprobiert, die Lipofektion sowie die Elektroporation mit sogenannten Rechteckwellen.

4.2.6.1 Lipofektion von siRNAs gegen die Cytohesine-1-3

Die Lipofektion, also Transfektion mittels Liposomenbildnern, hier Oligofectamine der Fa.
Invitrogen, von siRNAs, die kommerziell erhiltlich sind, muflte fiir den spezifischen Knockdown
der Cytohesine 1-3 (Sequenzen 6.7.2.3) optimiert werden. Es wurde zunichst die Knockdown-
Zeit (24-72 h) und die eingesetzten Menge (25-200 pmol / 2*10” Zellen) sowie das Verhiltnis aus
Oligofectamine und siRNA optimiert (Daten nicht gezeigt).

Die resultierenden optimalen Knockdownbedingungen waren 100 pmol siRNA pro Loch einer
12-well-Platte mit einer Dichte von 30-40% konfluenten Zellen und einer Knockdownzeit von
72 h. Unter diesen Bedingungen konnte eine Reduktion sowohl der mRNAs (s. Abbildung 37,
links) als auch der Proteine (s. Abbildung 37, rechts) der einzelnen Cytohesine auf ca. 30 %

erreicht werden.

untersuchte mRNA SiIRNA

2 Cyh1 Cyh2 Cyh3 cytohesin
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Abbildung 37: siRNAs gegen die Cytohesine-1-3 reduzieren sowohl die mRNA als auch die Proteine der
korrespondierenden Gene spezifisch. Links: quantitative RT-PCR 72 h nach Transfektion von 100 pmol der
angegebenen siRNA. Als Kontrolle diente eine siRNA (ns), die kein bekanntes Gen runterreguliert. Die
Expression der Cytohesin-mRNAs wurde auf die Expression des unregulierten Gens f-2-Microgloblulin
normalisiert. Rechts: Die Proteinniveaus der einzelnen Cytohesine werden ebenfalls spezifisch durch die
siRNAs reduziert. Gezeigt sind Immunoblots mit spezifischen Antikérpern fiir Cytohesine-1-3. Hsc70 und
14-3-3 dienten als Ladekontrollen.

Anschlieend untersuchten wir, ob Insulin die Transkription des Modellgens IGFBP1 immer
noch effektiv unterdriicken konnte. 36 h nach Transfektion der siRNAs wurden die Zellen fiir
24 h serumfrei kultiviert und anschlielend fiir 12 h mit Insulin stimuliert. Zellen, die mit einer
Kontroll-siRNA transfiziert wurden, zeigten die erwartete Unterdriickung der Transkription von
IGFBP1 (s. Abbildung 38), wihrend Knockdown von Cytohesin-2 und -3 das Insulinsignal

unterdriickt.
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Kontrolle fast halbiert wird.

Abbildung 38: Reduktion der Menge an Cytohesin-2 und -3 durch RNAi
resultiert in Unterdriickung des Insulinsignals. Cytohesin-1 knockdown
scheint eine Verstirkung des Insulinsignals zu bewirken. Als Kontrolle diente
eine siRNA (ns), die keine Homologie zu einem bekannten Gen zeigt (n=3;
**p <0,01; *** p <0,001).

Interessanterweise sind die Cytohesine in diesem Versuch nicht
redundant. Knockdown von Cytohesin-1 bewirkt eine Verstirkung

des Insulinsignals, da die Menge an IGFBP1-mRNA gegeniiber der

Abbildung 39: Lipofektion von siRNAs gegen Cyh-1-3 resultiert bei einigen FoxO-regulierten in einer
Unterdriickung des Insulinsignals. Die Unterdriickung der Transkription durch Insulin wird bei PCK1 durch

siRNA
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Transfektion von siRNAs
gegen Cyhl und Cyh2, bei
PCK2 durch Transfektion
von siRNAs gegen alle
Cytohesine und bei PPARGC
durch Knockdown von Cyh3
revertiert.

Daraufhin untersuchten
wir, ob der Insulineffekt
auf die Transkription

einer Reihe anderer Gene,

die durch SecinH3 beeinflult wurden, durch Knockdown von Cyh-2 und -3 ebenfalls unterdriickt
wird (Abbildung 39). Wir fanden, daf sich bei der PCK2 das gleiche Muster wie bei IGFBP1

zeigte, wihrend bei der PCK1 das Insulinsignal nur sehr schwach unterdriickt wurde, dafiir aber

unabhéngig von der Cytohesinspezies. Bei dem PPARGC wiederum zeigt nur der Knockdown

von Cytohesin-3 einen Effekt. Bei keinem dieser Gene konnte man die gleiche Verstirkung des

Insulineffekts sehen, wie nach dem Knockdown von Cytohesin-1 auf die IGFBP1-mRNA.
Ebenso wurde kein Effekt der siRNA auf die Transkription anderer Gene, wie G6PC und PKL,

die von Insulin durch FoxO reguliert werden und bei denen der Insulineffekt durch SecinH3 (s.

4.2.3) inhibiert wird, festgestellt.

4.2.6.2 Elektroporation mit Rechteckwellen

Mit siRNAs, die mittels Lipofektion in HepG2-Zellen eingebracht wurden, konnte gezeigt

werden, dal der Insulineffekt auf die Transkriptionskontrolle des von Insulin {iber FoxO

regulierten Modellgens IGFBP1 durch Cytohesin-2 und -3 weitergegeben wird (s. 4.2.6.1).
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Allerdings waren die Resultate auf verschiedene andere Gene nicht so eindeutig wie bei der
Verwendung des alle Cytohesine inhibierenden SecinH3s. Daher wurde eine andere Mdglichkeit
der Transfektion ausprobiert, ndmlich die fiir kiirzere Nukleotide effizientere Methode der
Elektroporation mittels ,,Rechteckwellen® (square waves).

Zunichst wurden wieder die Bedingungen der Transfektion optimiert, ndmlich die siRNA-
Menge (2,5 und 5 pg siRNA auf 4*10° HepG2-Zellen), die Inkubationszeit (48 und 72 h) und das
Transfektionsprogramm (110 V fiir 20 ms; 250 V fiir 10 ms; oder 500 V fiir 5 ms) (Daten nicht

gezeigt).
Die optimalen Bedingungen waren 2,5 pg siRNA fiir 72 h und ein Elektroschock von 500 V fiir
5 ms.
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Abbildung 40: siRNAs fiir Cytohesin-2 und -3 mit "square waves'-Elektroporationsmethode in HepG2
eingebracht unterdriicken das Insulinsignal bei der Transkription von IGFBPI (links), wenn auch nicht so
effektiv wie bei lipofizierten siRNAs (Abbildung 38). Die mRNA-Mengen der Cytohesine werden auf ca. 30 %
spezifisch reduziert (rechts)

Prinzipiell konnten fiir die Transkription von IGFBP1 die gleichen Ergebnisse gefunden
werden wie bei der Lipofektion der siRNA, ndmlich, dal bei Knockdown von Cytohesin-2
oder -3 das Insulinsignal schwicher wird und daB bei Knockdown von Cytohesin-1 das
Insulinsignal verstérkt wird, wenn auch sehr schwach. Diese Effekte waren aber viel schwicher
ausgeprigt und bei der Untersuchung des Transkriptionslevels der anderen Gene konnten die

Effekte von SecinH3 ebenso wie bei der Lipfektion nicht reproduziert werden (s. 4.2.6.1).

4.2.6.3 Lipofektion von siRNAs gegen ARF1 und ARF6

Eine der zentralen, bisher bekannten Funktionen der Cytohesine ist die Katalyse des

Austauschs von GDP zu GTP an Proteinen der ARF-Klasse. Es ist daher moglich, daf die
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Signalweiterleitung nach Aktivierung der Cytohesine durch Insulin {iber die ARF-GTPasen lauft.

Von Cytohesin-1 wird vermutet, dal} es préaferentiell an ARF1 austauscht, wihrend Cytohesin-2
an ARF1 und ARF6 austauscht und Cytohesin-3 ARF6 bevorzugt. Daher haben wir versucht die
Rolle von ARF1 und ARF6 mittels RNA-Interferenz zu untersuchen (Sequenz 6.7.2.3).

A B C
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IGFBP1

@
o =2 SiRNA
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Abbildung 41: Das Insulinsignal wird iiber ARF6 weitergeleitet. Reduktion der Menge an ARF6 mittels RNAi
unterdriickt den Insulineffekt auf die Transkription von IGFBP1 (A). siRNAs gegen ARF1 und ARF6
reduzieren nach 72 h spezifisch die mRNA-Menge (B), sowie die Proteinmenge (C) von ARF1 und ARF6. Die
mRNA-Menge wurde mit quantitativer RT-PCR bestimmt und die Mengen auf das unregulierte p-2-
Microglobulin-Gen normalisiert. Im Immunoblot diente Hsc70 als Ladekontrolle (n=3; ** p < 0,01;
*%% p <0,001).

Die siRNAs zeigen einen spezifischen Knockdown, wobei die siRNA fiir ARF1 dessen mRNA-
Menge auf ca. 40 % und die siRNA fiir ARF6 dessen mRNA-Menge auf ca. 20 % reduziert. Der
Effekt auf die Transkriptionsregulierung von IGFBP1 durch Insulin ist allerdings sehr
ausgepragt. Knockdown von ARF6 unterdriickt das Insulinsignal genauso wie der Knockdown
von Cytohesin-2 und -3 vollstindig, widhrend der Knockdown von ARF1 é&hnlich wie der
Knockdown von Cytohesin-1 eine Verstarkung des Insulinsignals bewirkt.

Daraus kann man folgern, daBB das Insulinsignal iiber die Cytohesine-2 und -3 und ARF6

weitergeleitet wird.

4.2.7 Golgi Farbungen

Da SecinH3 alle Cytohesine und in hohen Konzentrationen auch groBe GEFs wie Gea2
inhibiert, die fiir die Integritdt des Golgi-Apparats wichtig sind, muf} sichergestellt werden, dal3
dieser bei Behandlung mit SecinH3 intakt bleibt, da ansonsten die Effekte des Molekiils eventuell
Artefakte einer disintegrierenden Zelle darstellen konnten. Ebenso konnte die Verstarkung des

Insulineffekts auf die Transkription von IGFBP1 durch Insulin (4.2.6.1 und 4.2.6.3) beim
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Knockdown von Cytohesin-1 und ARF1 ein solches Artefakt sein, da beide als mit dem Golgi-
Apparat assoziiert gezeigt wurden.

Wie man in Abbildung 42 sieht, zerstort die Kontrollverbindung BFA, die ausschlielich grof3e
GEFs inhibiert, die Integritit des Golgi-Apparats schon bei einer Konzentration von 1 puM,
wihrend weder SecinH3 bei 25 uM noch die siRNAs fiir ARF1 und Cytohesin-1 einen
nennenswerten Effekt auf dessen Stabilitét haben. Damit kann ausgeschlossen werden, daf3 die
Wirkung des kleinen Molekiils durch eine unspezifische Zerstérung des Golgi-Apparats erklart

werden kann.
unbehandelte Zellen  Kontroll siRNA Brefeldin A 1 uM

ARF1 siRNA 100pmol Cyh1 siRNA 100pmol SecinH3 25 uM

Abbildung 42: Weder SecinH3 noch die siRNAs gegen ARF1 und Cytohesin-1 zerstoren den Golgi-Apparat in
HepG2-Zellen. Der halbmondférmig um den Zellkern lokalisierte Golgi-Apparat wurde mit einem Anti-
Giantin-Antikorper angefirbt. Secin H3 (unten rechts) zeigt bei 25 pM, einer Konzentration, die weit iiber
der ICsy von 2,2 uM fiir die Inhibition des Insulinsignalwegs liegt keine nennenswerte Auflosung des Golgi-
Apparates im Gegensatz zu BFA (oben rechts), einem Inhibitor fiir grole ARF-GEFs. siRNAs fiir Cytohesin-1
und ARF1 bewirken ebenfalls keine Auflosung des Golgi-Apparates, was eine Storung des generellen
Vesikeltransporteffekt vom Golgi-Apparat zur Membran als Erklirung fiir die Effekte der siRNAs
ausschliefit.
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4.2.8 Rezeptordichte an der Zelloberflache

Um auszuschlieBen, dal der SecinH3-Effekt auf die Signaltransduktion auf der Hemmung des
ARF-vermittelten Rezeptortransport zur und von der Zelloberfliche beruht, wurde die
Rezeptormenge auf HepG2-Zellen gemessen.

Dazu wurden Zellen iibernacht in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von SecinH3
kultiviert, mittels Accutase’ " (PAA) abgeldst und mit einem Antikorper, der spezifisch die IRa-
Kette erkennt angefirbt und im

T Cytometer gezihlt (Abbildung 43).

Abbildung 43: Relative Insulin-
rezeptordichte auf der Oberfliche von
HepG2-Zellen nach 12 h Inkubation mit
SecinH3. Weder der PI3K-Inhibitor
Wortmannin noch SecinH3 eingesetzt in
Konzentrationen von 12,5 und 25 pM haben
einen EinfluB} auf die Rezeptordichte.
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DMSO | WM SecinH3 SecinH3 hat keinen meBbaren

0.2 25 125 uyM  EinfluB auf die Menge an

Insulinrezeptor, den HepG2-Zellen prisentieren, genausowenig wie Inhibition des PI3K/Akt-

Signalwegs durch den PI3K-Inhibitor Wortmannin.
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4.3 Maus

Durch die Zellkulturexperimente wurde nachgewiesen, dafl SecinH3 zellgéngig ist und
spezifisch Cytohesine inhibiert. Diese Inhibition fithrt in der Leberzellinie HepG2 zu einer
Unterdriickung des Insulinsignalwegs. Das eroffnet die Moglichkeit die Rolle von Cytohesinen in
vivo im Mausmodell zu testen, indem SecinH3 zum Mausefutter gegeben wird. Das erste

untersuchte Organ war die Leber, die liber die Pfortader dem Verdauungstrakt am Néchsten ist.

4.3.1 Nachweis von SecinH3 in der Leber

Die Méuse vom C57/Bl6-Stamm wurden fiir zwei Tage mit Standardmiusefutter dem
0,9 umol/g SecinH3 beigemischt worden waren gefiittert. Um sicherzustellen, dall SecinH3 in der
Mauseleber unverindert vorliegt, wurde ein Chloroformextrakt von Miuseleberhomogenat auf
der HPLC aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert (s. 6.5.1). In der HPLC wurde ein
Peak gefunden, der die Retentionszeit von SecinH3 hatte (nicht gezeigt) und in
Kontrolleberextrakten, von Maéusen, die kein SecinH3 gefressen hatten, nicht vorlag (s.
Abbildung 44A).

Dieser Peak wurde isoliert und im Massenspektrometer vermessen. Die Hauptpeaks konnte

man [SecinH3+H]" und [SecinH3+Na]" zuordnen (s. Abbildung 44B).
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Abbildung 44: Miiuseleberhomogenate von Miiusen, die zwei Tage 0,9umol/g Futter SecinH3 gefressen hatten,
enthalten unverindertes SecinH3. (A) HPLC-Analyse von Chloroformextrakten von Leberhomogenaten von
Miusen, die kein SecinH3 (rote Linie) bzw. 0,9 pmol/g Futter SecinH3 (schwarze Linie) im Futter hatten. (B)
Massenspektrum des Peak, der in der HPLC eine Retentionszeit von ca. 30 min hatte. Man findet ein Molekiil
mit der Masse von [SecinH3+H]" (461,1 u) sowie [SecinH3+Na]" (483,1 u).
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4.3.2 Genexpression

Als néchstes wurden die weiteren Konsequenzen der Inhibition der Cytohesine und der damit
verbundenen Inhibition der Aktivierung der Akt auf die Genexpression in der Leber untersucht.
Neben Igfbpl wurde die Expression der Gene fiir die Pyruvat carboxykinasen-1 und -2 (Pck1 und
Pck2), der Fructose-1,6-Bisphosphatase (Fbp2) und der Glucose-6-Phosphatase (katalytische
Untereinheit) (G6pc), die an der Gluconeogenese beteiligt sind, sowie der glykolytischen
Enzyme Hexokinase 2 (Hk2), der Glucokinase (Gck) und ihrem Regulator (Gckr) untersucht.
Verglichen mit Mausen, die das gleiche Futter ohne SecinH3 gefressen hatten, war die
Expression der durch Insulin unterdriickten Gene fiir die Gluconeogenese in unterschiedlichem
Mal erhoht. Pckl und Pck2 wurden jeweils 1,2-fach stirker exprimiert, wéhrend sich die
Expression von Fbp2 und G6pc verdoppelte (s. Abbildung 45, griin markiert). Die
insulinstimulierte Expression der Gene fiir die Glycolyse war dagegen in ebnfalls
unterschiedlichem Maf} reduziert (s. Abbildung 45, rot markiert). Die Menge der Gck wurde
halbiert, die Hk2 und der Gekr wurden 0,8 mal schwicher exprimiert, die Pklr 0,7 mal.

SecinH3 inhibierte die insulinstimulierte Expression der Gene fiir die Fettsduresynthetase
(Fasn) und die Acetoacetyl-CoA-Synthetase (Aacs), die an der Triglyceridsynthese bzw. dem
Ketonkorperstoffwechsel beteiligt sind. Die Expression zweier Enzyme der mitochondrialen f3-
Oxidation, die Carnitin Palmytoyltransferase (Cptla) und die Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase
(Hadhal), die durch Insulin unterdriickt wird, war bei SecinH3-gefiitterten Mausen stimuliert (s.
Abbildung 45).
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Abbildung 45: Effekt von SecinH3 auf die Expression von verschiedenen Genen des Zucker- und
Fettstoffwechsels in der Leber verglichen mit 12 h gehungerten Méusen (auf 1 gesetzt). Schwarze Balken:
Mduse, die fiir 2 Tage mit SecinH3 gefiittert wurden; Graue Balken: Normales Futter. Die Expression wurde
auf die Expression des unregulierten Genes p-2-Microglobulin normalisiert (n=6; * p < 0,05, ** p <0,01,
**%* p < 0,001). Das Verhiiltnis der Genexpression in Gegenwart und in Abwesenheit von SecinH3 wurde
gebildet und auf einer Farbskala kodiert. Griin kodiert sind Gene, deren Expression durch SecinH3 erhoht
wird, rot kodiert sind Gene, deren Expression reduziert wird.
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Neben der Genexpression aus Lebergewebe wurden auch die Genexpression in epididymalem
Fett- sowie in Muskelgewebe untersucht. Dabei wurde bei Verfiitterung von SecinH3 kein Effekt

auf die Genexpression festgestellt.

4.3.3 Serumparameter

Die veridnderte Expression von Genen (s. 4.3.2), die im Zucker- und Fettstoffwechsel der Leber
eine wichtige Rolle spielen, sollte sich in verédnderten Niveaus von im Metabolismus wichtigen
Stoffen niederschlagen.

Analyse des Glykogengehalts der Leber zeigte, da SecinH3 die Glykogensynthese inhibierte,
bzw. den Glykogenabbau stimulierte (Abbildung 46A).

Gleichzeitig fanden wir, daB im Serum der Méuse der Insulingehalt massiv und der
Glucoselevel leicht erhoht waren (Abbildung 46B und C). Die Triglyceride und die freien
Fettsduren im Serum waren deutlich reduziert, wiahrend die Menge der Ketonkorper stark erhoht

war (Abbildung 46D-F).
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Abbildung 46: SecinH3 veriindert den Metabolismus von Miiusen. A: Der Glykogengehalt in Lebern von
SecinH3-gefiitterten Miusen ist im Vergleich zu Kontrollmiusen signifikant geringer (n=5); B-F:
Serumparameter von SecinH3-gefiitterten und Kontrollméusen. B: der Insulingehalt im Serum wird durch
Fiitterung mit SecinH3 deutlich erhoht; C: der Glucosegehalt bleibt fast unveriindert; D,E: die Menge an
Triglyceriden sowie an freien Fettsiuren nimmt deutlich ab; F: Ketonkorper werden deutlich erhéht (n=8); *
p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).
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5 Diskussion

5.1 Screening mit Fluoreszenzpolarisation

Wir haben einen auf Fluoreszenzpolarisation basierenden Assay entwickelt, um Inhibitoren fiir
die Cytohesinfamilie zu finden.

Imke Griine hat das Aptamer M69, das den GDP/GTP-Austausch an ARFs mit einer IC50 von
ca. 1 uM inhibiert und die Sec7-Doméne von Cytohesin-1 verwendet, um Substanzen zu finden,
die die inhibitorischen Eigenschaften des Aptamers besitzen, da sie es vom Protein verdridngen.
In der vorliegenden Doktorarbeit wurde das Aptamer K61s, das spezifisch ausschlieBlich
Cytohesin-2 bindet, als Sensor verwendet, um kleine Molekiile zu finden, die Cytohesin-2
binden. Beide Screens wurden mit derselben von der Firma Comgenex (Ungarn) erworbenen
diversitétsorientierten Substanzbibliothek durchgefiihrt.

Dabei wurden aus beiden Screens kleine Molekiile identifiziert, die Cytohesine mit
Dissoziationskonstanten im hohen nanomolaren Bereich binden und auch den GDP/GTP-
Austausch inhibieren (fiir den Screen K61s mit Cyh-2 s. 4.1.4.3 , 4.1.5.2 und 4.1.6; fiir den

Screen siehe Dissertation I. Griine, 2005 sowie Hafner et al.'” und Tabelle 4).

Dissoziationskonstante Ky (nM)* Inhibition des GDP/GTP
Austauschs’

Verbindung ICs0 (M)
Protein H3 H3bio Protein H3 D5
hCyh1-S7 200+ 10 523 + 26 hCyt1 54+0.3 nd.?
hCyh2-S7 250+ 5 hCyt2 24+0.1 n.d*
hCyh3-S7 239+ 17 hCyt3 56+04

mCyt3 54+0.6

steppke’® 56+0.2

yGea2-S7 65+4.0
hEFAG-S7 7,600 + 200 hEFA6-S7  >100
hSOS n.d.* hsos' nd.*

Tabelle 4: Zusammenfassung der Dissoziationskonstanten von SecinH3 und seinem biotinylierten Derivat,
sowie der Inhibitionskonstanten von SecinH3 fiir den GDP/GTP-Austausch. * bestimmt durch isothermale
Titrationskalorimetrie © GDP/GTP-Austausch bestimmt durch Tryptophanfluoreszenzassay ‘n.d., nicht
detektierbar; “Drosophila Homologes der Cytohesine; 'SOS-katalysierter GTP Austausch an humanem Ras
wurde mit mant-GDP bestimmt (aus Hafner et al."*)
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Interessanterweise sind in beiden Screens jeweils unterschiedliche Hits gefunden worden. Von
den beiden Aptameren K61s und M69 weill man, dal sie unterschiedliche Stellen an den
Cytohesinen binden. Wahrend M69 ausschlieBlich die Sec7-Doméne bindet, bendtigt K61s
sowohl die Sec7-Doméne als auch die CC-Domidne, um zu binden. Da in den
Verdrangungsassays nur Substanzen gefunden werden, die das Aptamer vom Protein verdrangen
und Aptamere unterschiedliche Bindungsepitope besitzen war auch zu erwarten, dall die beiden
Screens unterschiedliche Hits liefern wiirden.

Die aus dem Screen fiir Cyh-1-Inhibitoren gefundene ganze Reihe an verschieden substituierten
1,2,4-Triazol-Analoga haben die inhibitorischen und die Bindungseigenschaften des Aptamers
M69 geerbt, denn sie inhibieren den GDP/GTP-Austausch im mikromolaren Bereich und sie
diskriminieren in ihrer Bindung nicht zwischen den einzelnen Cytohesinen, auch nicht zwischen
den Cytohesinen verschiedener Spezies, die hochkonserviert sind, wohl aber zwischen groflen
und kleinen Sec7-Domine besitzenden GEFs. Ein weiterer Spezifitdtsnachweis der gebundenen
kleinen Molekiile ist, daB3 in vitro der GDP/GTP-Austausch eines anderen GEF/G-Protein-
Pérchens, SOS/H-Ras nicht inhibiert wird. Die kleinen Molekiile, die mit K61s gefunden wurden
unterscheiden sich in ihren Eigenschaften nicht von denen, die mit M69 gefunden wurden. Dies
ist insofern erstaunlich, als das Aptamer K61s den GDP/GTP-Austausch nicht inhibiert sowie
ausschlieBlich Cyh-2 bindet. Eventuell verdndert sich die Konformation der Cytohesine nach
Bindung der kleinen Molekiile in der Nidhe des Bindungsepitops von K61s so stark, daB3 die
Austauschfunktion inhibiert wird, ohne dabei allerdings das Bindungsepitop von M69 zu storen.
Dal3 die kleinen Molekiile nicht mehr zwischen den Cytohesinen diskriminieren wird daran
liegen, daB3 die Sec7-Doménen der Cytohesine sehr homolog sind (s. 2.2.2) und daher nur sehr
komplexe und groe Molekiile, wie es Aptamere sind, zwischen ihnen diskriminieren konnen.

Nach einleitender Charakterisierung aller dieser Cytohesin-inhibierenden Verbindungen wurde
SecinH3 als aussichtsreichstes Molekiil ausgewahlt um fiir weiterfithrende Zellkulturstudien und

im Mausmodell verwendet zu werden.

5.2 SecinH3 ist ein Werkzeug zur Untersuchung der Funktion der
Cytohesine in der Signaltransduktion

5.2.1 MAPK

Das Aptamer K61 wurde von M. Theis verwendet, um nachzuweisen, da3 Cytohesin-2 am

MAPK-Signalweg beteiligt ist. K61 inhibierte die von wachstumsfaktorbindenden Rezeptoren
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iiber den MAPK-Signalweg stimulierte Transkription der sogenannten ,,immediate early
genes“'”®. Mittels siRNA wurde nachgewiesen, daB dieses Signal ausschlieBlich iiber
Cytohesin-2 und nicht {iber Cytohesin-1 weitergeleitet wird. Uberexpressionsstudien mit der
katalytisch inaktiven Cyh-2 Mutante E156K lassen vermuten, daf} eine intakte Sec7-Domine
wichtig flir die Signaltransduktion ist, selbst wenn das Aptamer K61 den GDP/GTP-Austausch
nicht inhibiert. Die kleinen Molekiile, die in den Screens gefunden wurden, sollten daher,
vorausgesetzt sie sind zellgidngig, ebenfalls den MAPK-Signalweg hemmen.

Im gleichen Assay, den M. Theis zur Charakterisierung seines Aptamers verwendet hatte,
inhibierten die von uns gefundenen Cytohesin-Inhibitoren tatsdchlich den MAPK-Signalweg.
Unspezifische toxische Effekte wurden durch einen MTT-Assay ausgeschlossen. Es blieb daher
noch iibrig nachzuweisen, daf} die an der Signaltransduktion beteiligten Kinasen nicht direkt von
SecinH3 beeinfluft werden. Dies wurde durch einen von der Firma Invitrogen durchgefiihrten in

vitro-Assay nachgewiesen (s. Tabelle 5).

Differenz zwischen

% Inhibition Datenpunkten

Kinase Datenpunkt 1 Datenpunkt 2 Mittel [Punkt 1 — Punkt 2]
Aktl (PKBa) 8 5 6 3
Akt2 (PKBp) 9 9 9 0
EGFR (ErbB1) -3 -3 -3 0
ErbB2 (Her2) -5 -1 -3 4
GSK3p 3 -1 1 5
IGF1R 5 1 3 4
InsR 1 -1 0 2
MapK1 (Erk2) 2 3 3 1
MapK3 (Erkl) -7 -5 -6 2
PDK1 -8 -1 -4 7

Tabelle 5: SecinH3 ist kein genereller Kinaseninhibitor. Die Inhibition der Kinasen wurde in
Doppelbestimmung durch den SelectScreen™ Kinase Profiling Service der Firma Invitrogen gemessen. Gelb
unterlegt sind Kinasen, die im PI3K/Akt-Signalweg (s.u. 5.2.2) eine wichtige Rolle spielen (aus Hafner et
al.'?).

Zusitzlich wurde mit SecinH3 nachgewiesen, daBl nicht nur die FCS-stimulierte
Signaltransduktion inhibiert wird, sondern ganz spezifisch das von EGF initiierte Signal
unterdriickt wird. Cytohesine spielen also bei der Signalweiterleitung iiber RTK eine
fundamentale Rolle. Da mitogene Signale von vielen verschiedenen Faktoren in den MAPK-
Signalweg integriert werden und die ,Breitband“-Stimulation mit FCS sowohl von den
Aptameren M69 und K61, als auch von den Cytohesin-Inhibitoren blockiert wird, ist die

Vermutung naheliegend, dal Cytohesine sehr nahe an der Membran lokalisiert und fiir die
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Funktion von verschiedenen RTKs wichtig sind. Alternativ kdnnen Cytohesine direkt an der
Aktivierung der MAP-Kinasen selbst beteiligt sein, also genau an der Stelle, an der die

verschiedenen von FCS aktivierten Signalwege integriert werden.

5.2.2 Cytohesine sind fundamental wichtig fur die Signalweiterleitung vom
Insulinrezeptor

Li et al."”® haben in einer Zellinie, die den Insulinrezeptor iiberexprimiert, gezeigt, daB nach

Stimulation der Zellen mit Insulin ebenfalls iliberexprimiertes Cytohesin-2 an die Membran

rekrutiert wird (s.Abbildung 47A). Durch Uberexpression von Cyh-2E156K konnten sie

nachweisen, daB} fiir die insulinstimulierte ARF1-Aktivierung und Translokation an die Membran

ein funktionierender GDP/GTP-Austausch notig ist (s. Abbildung 47B).

A . & & B myc-ARNO  E156K ébbildung 47: A:
£ - & oy Uberexprimiertes Cytohesin-2

S & PSP 2 (ARNO) wird in HIRcB-

T Zellen insulinabhiingig an die

G e - e & Zellmembran rekrutiert. Die
. ® Membran wurde mit
= = an Digitoxin durchliBig gemacht

= Bt s T %  und anschlieBend das Cytosol
2 durch Zentrifugieren

\PH - Gnn 3  entfernt, so dal im Pellet nur

S die membranassoziierten

PH 7 e G Proteine iibrig geblieben sind.

e — — —— ; ll\)luta}.tlonerll1 283}) tli)er }IIH-

. i 3 e a omzfne ( ) zw." ihre

®  Deletion (APH) unterdriicken

Supernatant Pellet die insulinabhiingige
Membranassoziation (aus Li

et al."”®). B: Die Aktivierung und Membranrekrutierung von ARF1 benétigt eine intakte Sec7-Domiine von

Cytohesin-2. Uberexpression von myc-getaggtem Wildtyp-Cytohesin-2 fithrt zur Membranrekrutierung von
GFP-getaggtem ARF1, wihrend bei Uberexpression von myc-getaggtem katalysedefizientem Cytohesin-2
(E156K) ARF1 im inaktiven Zustand im Cytosol bleibt (aus Li et al.'*®).

Wie in Abschnitt 4.2.5 gezeigt wird durch Behandlung von Zellen mit SecinH3der GDP/GTP-
Austausch an ARFs in vitro gehemmt und durch Transfektion von ARF6-GFP in HepG2-Zellen
konnten wir nachweisen, dal} die insulinstimulierte Translokation von ARF6 an die Membran

nach Aktivierung inhibiert wird (s. Abbildung 48).
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Abbildung 48: SecinH3 inhibiert die insulinstimulierte ARF6-GFP Membranrekrutierung. HepG2-Zellen
wurden mit ARF6-GFP-Plasmid transfiziert, fiir 2 h mit 15 pM SecinH3 vorinkubiert und fiir 10 min mit 100
nM Insulin stimuliert (aus Hafner et al.'*?).

Ein Hinweis, dal Cytohesine fundamental wichtig sind fiir den Insulinsignalweg stammte von
genetischen Experimenten aus dem Labor von M. Hoch’®. Fliegen bei denen das Drosophila-
Homologe der Cytohesine, steppke, durch Insertion von P-Elementen in das Gen vermindert

K/ISH

exprimiert wurde (step™”), zeigen einen ausgepragten GroBenphdnotyp (s. Abbildung 49),

ebenso wie Fliegen, denen das Insulinrezeptorsubstrat chico fehlt und die damit einen defekten

K/SH
SH_Larven

Insulinsignalweg haben. Fliegenlarven, die SecinH3 gefressen haben werden wie step
ebenfalls deutlich kleiner als Wildtyplarven, was ein zusétzlicher Hinweis auf die Spezifitit des
kleinen Molekiils ist und auch die Bedeutung der Cytohesine bei der Wachstumskontrolle

unterstreicht.
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I

Abbildung 49: A:
Heterozygoter Knockout
——  des Drosophila
Cytohesinhomologen
Steppke (K/SH) fiihrt zu
deutlich  verkleinerten
Fliegen. B: Dieser Effekt
liBt sich in Larven
durch Verfiitterung von
SecinH3 in
Standardfliegenfutter
kopieren (aus Fuss et
al.”®).

LarvengrolRe [mm]
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Daher haben wir uns gefragt, ob die Cytohesine ebenfalls am Insulinsignalweg in Sdugerzellen
beteiligt sind und haben den Effekt von SecinH3 auf die Transkription des prototypischen
insulinregulierten Gens IGFBP1 in der humanen Leberzellinie HepG2 bestimmt. SecinH3 hat das
Insulinsignal mit einer ICsyp von 2,2 uM (s. 4.2.3) sehr effektiv unterdriickt. Da die Transkription
von IGFBP1 iiber FoxO-Transkriptionsfaktoren reguliert wird, die von der Akt, die wiederum
vond der PI3K aktiviert wird, im Zellkern direkt phosphoryliert werden und danach ins
Cytoplasma transportiert werden, haben wir auch die Phosphorylierung dieser Proteine nach

Insulinstimulation bestimmt (Abbildung 50).

_——— pAkt o1l
(@)
- amow m - aCtIN S
: = 5

- w» pFoxo1A <«
T acti -
S & GIp S S actin olk
-+ + + + + Insulin -+ + + + +
- - 51015 - SecinH3 [uM] - - 51015 -
- - - - - + wortmannin - - - - - +

Abbildung 50: SecinH3 inhibiert dosisabhiingig die inulinstimulierte Akt- und FoxO-Phosphorylierung.
Serumdeprivierte Zellen wurden mit SecinH3, Wortmannin oder DMSO (Kontrolle) vorinkubiert und fiir
10 min mit 100 nM Insulin stimuliert. pAkt und pFoxO1A wurden im Immunoblot bestimmt. Actin diente als
Ladekontrolle (links). Zur Quantifizierung der Inhibition wurde das pAkt-Signal auf Actin normiert (aus
Hafner et al.m).

Da die Phosphorylierung und Aktivierung der Akt und damit auch von FoxO, sowie dessen
Translokation aus dem Cytoplasma (s. 4.2.4) dosisabhidngig von SecinH3 inhibiert wird, konnten
wir klar zeigen, da3 die Cytohesine im von Insulin initiierten PI3K-Akt-FoxO-Signalweg wirken
und zwar auf jeden Fall stromaufwirts der Akt.

Um den inhibitorischen Effekt von SecinH3 auf den Insulinsignalweg auf die Inhibition der
Cytohesine zuriickfiihren zu konnen, haben wir zusdtzlich zum Einsatz einer strukturell
verwandten nichtbindenden Kontrollverbindung, D5, in Zellkultur (s. 4.2.3 und 4.2.5) siRNA-
Studien durchgefiihrt (4.2.6), bei denen wir die Menge der in HepG2 exprimierten Cytohesine-1
bis -3 mit spezifischen siRNAs (s. 4.2.6.1) reduziert haben. Unsere Resultate zeigen, dal3 fiir die
Reduktion der Expression von IGFBP1 nach Insulinstimulation die Cytohesine-2 und -3 wichtig

sind, denn ihr Knockdown unterdriickt das Insulinsignal komplett, wiahrend der Knockdown von
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Cytohesin-1 die insulinabhéngige Repression der IGFBP1-Transkription nicht verhindert hat.
Ebenso fiihrt der Knockdown von ARF6 im Gegensatz zu dem von ARFI mittels RNA-
Interferenz zur Unterdriickung des Insulinsignals (s. 4.2.6.3).

Da FoxO-Transkriptionsfaktoren ebenfalls auf zelluldren Stref reagieren und die Transfektion
von Nukleinsduren mittels Liposomen die Zellen streft sowie einen groBen Einflul auf die
zellulare Membran selbst hat, konnte dies erklaren, wieso die Zellen nicht mehr so stark auf
Insulin reagieren (s. 4.2.6.1 und 4.2.6.2) und auch die Genexpression anderer FoxO-regulierter
Gene nicht mehr eindeutig durch Cytohesine reguliert wird. Daher haben wir eine andere
Methode der siRNA-Transfektion ausprobiert, ndmlich Elektroporation mit ,,square waves* (s.
4.2.6.2). Auf die Transkription von IGFBP1 zeigte sich prinzipiell das gleiche Bild wie bei der
Lipofektion, was die Beteiligung von Cytohesin-2 und -3 auf den Insulinsignalweg bestétigt,
allerdings sah man auf die Genexpression anderer FoxO-regulierter Gene, die auch von SecinH3
beeinflufit werden, keinen Effekt. Der Grund dafiir kann in der Tatsache zu suchen sein, daf} alle
Transfektionsmethoden die Zellen stressen und andere Signalwege, die unter Umstédnden auch
auf den Promotoren der untersuchten Gene enden, moduliert werden.

Zusammengenommen zeigen alle diese Daten aber, dal SecinH3 den Insulinsignalweg
spezifisch durch Inhibition der Cytohesine, genauer durch Inhibition von Cytohesin-2 und -3,

unterdriickt und daf3 diese damit fundamental an dessen Funktion beteiligt sind.

5.3 Inhibition von Cytohesinen in der Maus fuhrt zu hepatischer
Insulinresistenz

Der groBe Vorteil von kleinen organischen Molekiilen gegeniiber Aptameren ist deren
einfacher Einsatz in vivo, da man die Molekiile entweder oral durch Beimischung zum Futter
bzw. durch Injektion geben kann.

Durch Zugabe von SecinH3 ins Kulturmedium wurde in der Hepatocytenzellinie HepG2 die
insulinvermittelte Signaltransduktion, die tiber die Akt (s. Abbildung 50) lauft, blockiert und
dariiber hinaus die von Insulin regulierte Genexpression unterdriickt (s. 4.2), was ein klarer
Hinweis darauf ist, dal SecinH3 membrangédngig ist und dessen Einsatz im Mausmodell
aussichtsreich. Da wir nach zweitdgiger Verfiitterung von 0,9 pmol/g Futter SecinH3 die
Substanz in Méauselebern mittels LC/MS nachweisen (s. 4.3.1, Abbildung 44) konnten, ist davon
auszugehen, dal zumindest im Lebergewebe die Cytohesine inhibiert werden und man einen

Phénotyp erwarten konnte.
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Zunichst wurde die Phosphorylierung der Akt in Mauselebern 10 min nach intraperitonealer
Injektion von 100 pl einer 400 pg/ml Insulinlosung untersucht. SecinH3 reduzierte das auf
Western Blots bestimmte pAkt-Signal in fiinf unabhéngigen Experimenten im Schnitt auf 60 %
der Kontrollen, die kein SecinH3 gefressen hatten (s. Abbildung 51).
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Abbildung 51: SecinH3 inhibiert die Akt-
Phosphorylierung in Maiuselebern. Die
Miuse wurden durch intraperitoneale
— Injektion von 40 pg Insulin stimuliert und
die Lebern nach 10 min entnommen. pAkt

Akt “‘-h l und Akt wurden durch Immunoblot
0 detektiert (linke Seite) und deren Mengen

- + + insulin + + quantiﬁzie.rt und statistisch ausgewertet
_ _ + H3 -+ (rechltgg Seite, n=5; * p < 0,05) (aus Hafner

etal. ™).
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Ebenfalls analog zur Wirkung von SecinH3 in Zellkultur wird die Genexpression in
Lebergewebe von Méusen verdndert und zwar nicht nur bei insulinregulierten Genen, die von
FoxO-Transkriptionsfaktoren kontrolliert werden, sondern auch bei einer ganzen Reihe anderer
Gene, die im Metabolismus eine Rolle spielen (s. 4.3.2, Abbildung 45). Gene, die an der
Gluconeogenese beteiligt sind und daher durch das Insulinsignal unterdriickt werden sollten,
werden nach Verfiitterung von SecinH3 stirker exprimiert. Dagegen wird die Glykolyse durch
Insulin stimuliert und von SecinH3 unterdriickt. Gleichzeitig wird die Expression von Genen, die
die B-Oxidation stimulieren durch Secin H3 stimuliert und die Fettsduresynthese unterdriickt.
Diese Gene werden durch andere Arme des Insulinsignalwegs und tiber Transkriptionsfaktoren
wie SREBP-1c kontrolliert. Zusammengenommen sprechen die Befunde der Genexpression
dafiir, daB das Lebergewebe nicht mehr auf das Insulin reagiert und sich im Hungerzustand
befindet, obwohl ad libitum gefiittert wird. Offensichtlich wird jedes Insulinsignal blockiert und
damit muf} die Position der Cytohesine in der Signalkaskade sehr nah am Insulinrezeptor selbst
lokalisiert sein.

Diese Interpretation wird gestiitzt durch den Vergleich der Genexpressionsdaten sowie der
physiologischen Parameter von SecinH3-gefiitterten Méusen mit den von Michael et al.
beschriebenen Miusen, die einen Knockout des Insulinrezeptors in der Leber haben® (s. Tabelle
6). Diese Miuse entwickeln ein komplexes Bild an Symptomen, das dem der hepatischen
Insulinresistenz, einer wichtigen Vorstufe des Diabetes Typ 2 entspricht. Bei Insulinresistenz
versucht der Organismus, die verringerte Empfindlichkeit gegen Insulin durch eine erhohte

Ausschiittung des Hormons zu kompensieren, damit der Blutglukosespiegel stabil bleibt. Bei
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SecinH3-gefiitterten Méusen sinkt gleichzeitig als Folge der niedrigeren Expression der Fas die
Menge an Triglyceriden und freien Fettsduren im Serum, wéihrend die f-Oxidation und damit die
Menge an Acetyl-CoA durch erhéhte Mengen an Hadha und Cptla steigt (s. 4.3.2 und 4.3.3,,
Abbildung 45 und Abbildung 46). Da gleichzeitig der Verbrauch an Acetoacetat durch niedrigere

Expression der Aacs sinkt, steigt die Menge an Ketonkorpern.

Physiologische Parameter

SecinH3 / Kontrolle LIRKO / Kontrolle

Glukose 1.1 1.7
Triglyceride 0.6 0.5
Freie Fettsduren 0.8 0.8
Genexpression

Go6pc 2.0 2.6
Gcek 0.5 0.1
Pklr 0.7 0.5

Tabelle 6: Vergleich von Genexpressionsdaten sowie von physiologischen Parametern von SecinH3-
gefiitterten Miusen mit LIRKO-M:usen®.

Zusammengefallt sind die Effekte der Verfiitterung von SecinH3 in Mausen auf Genexpression
und die daraus folgenden physiologischen Verdnderungen 4&hnlich zu denen eines
Insulinrezeptor-Knockouts in der Leber (s. auch Tabelle 6), was zeigt, dal Cytohesine nicht nur
fundamental wichtig fiir den Insulinsignalweg sind, sondern auch daf} deren Inhibition durch ein
kleines organisches Molekiil zu hepatischer Insulinresistenz fiihrt. Ohne die Verfiigbarkeit eines
spezifischen und potenten Inhibitors wire dieses Resultat nur durch Cytohesin-Knockouts
erreichbar gewesen. Die Konstruktion dieser Mduse ist miihselig und es ist unklar, ob durch die
offensichtliche Bedeutung (s. 4.2.2 und 5.2.1) der Cytohesine auch fiir andere von
Rezeptortyrosinkinasen kontrollierten Signalwege, die Organismen iiberhaupt lebensfahig wéren.

Insulinresistenz scheint eine der Ursachen der Entwicklung von Diabetes Typ 2 zu sein'.
Allerdings sind die molekularen Mechanismen, die zu einer Unterdriickung des Insulinsignals
fiihren, nicht wirklich bekannt. Man weil3, dal3 Knockout des Insulinreze:ptors49 sowie des

200, 201

Insulinrezeptorsubstrats 2 (IRS2) oder die leberspezifische Expression einer aktiven

FoxO1-Mutante®” in transgenen Mausen zu hepatischer Insulinresistenz fiihrt. Allerdings sind

203 was bedeutet,

bisher keine diabetischen Patienten mit Mutationen in diesen Genen bekannt
daB zusitzliche Faktoren in der Pathologie dieser Krankheit beteiligt sein miissen. Unsere Daten

deuten darauf hin, dall Cytohesine einer dieser Faktoren sein konnten und dafl deren Funktion
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entscheidend fiir die Regulierung der Empfindlichkeit verschiedener insulinanhéngiger Gewebe

sein konnte.

5.4 SecinH3 liefert Hinweise zum Wirkmechanismus der Cytohesine

Der Insulinsignalweg in der Zelle wird gestartet durch die Bindung von Insulin an den
Insulinrezeptor (IR). Dieser verdndert seine Konformation und autophosphoryliert
cytoplasmatische Tyrosinreste. Darauthin binden die Insulinrezeptorsubstrate (IRS) an den IR
und werden an bestimmten Tyrosinen phosphoryliert. Diese Phosphotyrosine dienen der p85-
Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die stromabwirts liegende Ziele, wie z.B.

die Akt aktiviert’*

, als Bindungsstellen.

Nach Aktivierung der PI3K werden Cytohesine iiber ihre PH-Domédne durch das gebildeten
PIP; an die Membran rekrutiert’®>2"’. Da Cytohesine ARFs aktivieren, die in verschiedenen
Vesikeltransportwegen eminent wichtig sind, wére eine einfache Erkldarung des Effekts von
SecinH3 auf den Insulinsignalweg daher eine Inhibierung des Vesikeltransports zur und von der
Membran. Dabei wiirde der Transport des Rezeptors gestort, weniger aktivierbarer Rezeptor an
der Membran zur Verfiigung stehen und daher das Insulinsignal unterdriickt (s. Abbildung 53,
roter gestrichelter Pfeil). Das wiirde bedeuten, daB die Inhibition der Cytohesine keine
spezifische Unterdriickung des Insulinsignalwegs, sondern eine Blockade des kompletten

zelluldren Transports bewirkt und die Bedeutung der Cytohesine fiir die Signaltransduktion

allenfalls indirekt ist.
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Abbildung 52: Zwei mogliche Modelle des Wirkmechanismus von SecinH3. Cytohesine translozieren nach
Bildung von PIP; durch die PI3K iiber ihre PH-Doméne an die Zellmembran und aktivieren dort ARFs, die
am Vesikeltransport beteiligt sind. Wenn dieser Transport komplett unterbunden wiirde (gestrichelter Pfeil),
wire der Transport von Rezeptoren an der Membran gestort und die Empfindlichkeit gegeniiber allen
Wachstumsfaktoren stark reduziert. Eine zweite Moglichkeit ist, dafli Cytohesine fiir die Aktivierung der
PI3K wichtig sind (roter Pfeil) und die Insulinsignalkaskade damit direkt cytohesinabhiingig ist.

Eine zweite Erkldrung der Unterdriickung des Insulinsignalwegs wire, dafl Cytohesine fiir die
Aktivierung der PI3K notwendig sind (s. Abbildung 52, roter Pfeil), denn an dieser Stelle teilt
sich der Insulinsignalweg in den Akt/FoxO- und den PKCA/SREBP-1-Arm auf, die beide von
SecinH3 inhibiert werden (s. Abbildung 45 und Abbildung 46).

SecinH3 unterdriickt das Insulinsignal nicht durch Verringerung der Rezeptordichte an der
Zelloberfldche wie Farbung mit einem Antikorper gegen die a-Kette des Insulinrezeptors ergeben
haben (s.4.2.8, Abbildung 43).

Auch der erste Schritt des Insulinsignalwegs, die Autophosphorylierung des Rezeptors bleibt

durch SecinH3 unbeeinfluft (s. Abbildung 53).

T R e e PR Abbildung 53: Die Autophosphorylierung des

Insulinrezeptors wird durch SecinH3 nicht

beeinfluf}t. HepG2-Zellen wurden 3h

serumdepriviert und mit verschiedenen

- + + + + + Insulin Konzentrationen an SecinH3 vorinkubiert.

2 Z 5 10 15 20  SecinH3[pM] Stimuliert wurde mit 100 nM Insulin fiir 10 min (aus
Hafner et al.'*?)

Die Cytohesine miissen also nach dem Rezeptoraktivierungsschritt wirken.

_----4-—. Hsc70

Wir konnten zeigen, dal Cytohesine den direkt auf die Aktivierung des Insulinrezeptors

folgenden Schritt, die Rekrutierung und Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate,
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vermitteln (s. Abbildung 54). 15 uM SecinH3 reduziert die Menge an phosphoryliertem IRSI
nach Stimulation mit Insulin signifikant (s. Abbildung 54A). Mittels Koimmuinoprézipitation mit
einem Antikorper gegen die B-Kette des IR konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dafl SecinH3

198
1.””°, sondern

nach Insulinstimulation nicht nur an die Membran rekrutiert wird, wie bei Li et a
auch direkt mit dem Insulinrezeptorkomplex interagiert. Nach Insulinstimulation werden die
Cytohesine-2 und -3 sowie das zu den Cytohesinen gehorige G-Protein, ARF6, mit dem IR
koimmunoprézipitiert. Diese Assoziation kann durch SecinH3 unterdriickt werden (s. Abbildung
54B). Der Cytohesin-ARF6-Komplex ist ndtig fiir die Bindung von IRS1 an den IR, denn die

Menge an prézipitiertem IRS1 wurde ebenfalls durch SecinH3 reduziert.

A B
v W& PpIR IP: IRB  |Blot: IP: IRS1 |Blot:
s 8 4 DIRST '—E IR
| e wew  HsC70 oF @ ¢ -,Cy[’iZ }-::} :)ITRS’;‘I
- + + Insulin o e = |ICyt3
- - 15 SecinH3 [uM] [ ME™ ||ARF6 omm |OYE2
S ||IRS1 & - |[Cyt3
- o+ 4+ Insulin 5 +
- - 15 SecinH3[pM] - - 15

Abbildung 54: A: SecinH3 inhibiert die insulinstimulierte Phosphorylierung des Insulinrezeptosubstrats 1
(IRS1) in HepG2 nach Stimulierung mit 100 nM Insulin, wihrend die Phosphorylierung des Insulinrezeptors
(IR) unbeeinflufit bleibt. Hsc70 diente als Ladekontrolle. B: Cytohesine und ARF6 assoziieren nach
Stimulierung mit Insulin mit dem Insulinrezeptorkomplex. SecinH3 unterdriickt diese Assoziation genauso
wie die Rekrutierung von IRS1 an den IR (aus Hafner et al.m)

Zusammengenommen bedeuten diese Resultate, dal Cytohesin-2 und -3 fundamental an den
frithesten Schritten des Insulinsignalwegs beteiligt sind. Ein naheliegendes Modell wiirde sein,
daB die insulinabhéngige physische Assoziation des ARF6-Cytohesin-Komplexes an den IR
notwendig fiir die Rekrutierung und Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate ist und damit
fiir die Aktivierung des Insulinsignalwegs am Insulinrezeptor ist (s. Abbildung 55).

Eine der ersten iiber den Insulinrezeptorkomplex aktivierten stromabwdérts liegenden Kinasen
ist die PI3K. Von der PI3K wurde bisher angenommen, da3 sie die Cytohesine aktiviert und
damit die Aktivierung der ARFs ermoglicht. Unsere Resultate lassen einen positiven
Riickkopplungsmechanismus vermuten, iiber den die Cytohesine einerseits die Aktivierung der

PI3K durch die Rekrutierung des IRS erst ermdglichen, andererseits wie bisher bekannt durch die
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PI3K selbst an die Membran rekrutiert werden und damit die Insulinsensitivitit der Zelle erh6hen

und fur ihre weiteren Funktionen aktiviert werden.

SecinH3 — Insulinresistenz

Positive
Rickkopplung

|

Erhohte
Insulinsensitivitat

Abbildung 55: Modell der Funktion von Cytohesinen im Insulinrezeptorkomplex. Der Cytohesin-ARF-
Komplex bindet an den aktivierten Rezeptor und diese Bindung ermdoglicht die Rekrutierung von IRS an den
transphosphorylierten Rezeptor und damit wiederum die Aktivierung von stromabwirts gelegenen
Komponenten des Signalweges, wie der PI3K. Die PI3K wiederum fiihrt zur Rekrutierung der Cytohesine an
die Membran iiber deren Bindung an PIP;. Dies wiirde einen positiven Riickkopplungsmechanismus
darstellen, der eine erhohte Insulinsensitivitit zur Folge hat. Hemmung der Sec7-Doméne der Cytohesine
durch SecinH3 verhindert diese Riickkopplung, da einerseits die Aktivierung der ARFs und andererseits die
Bindung des Cytohesin-ARF-Komplexes und damit auch des IRS gehemmt wird. Damit wird durch Gabe von
SecinH3 Insulinresistenz erzeugt.
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6 Material und Methoden

6.1 Allgemeine Methoden im Umgang mit Proteinen

6.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch Gelelektrophorese lassen sich Biomolekiile abhéngig von Ladung, Molekulargewicht
und Konformation auftrennen. Dies erfolgte unter denaturierenden Bedingungen durch

diskontinuierliche, eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese®®.

Das Detergenz
SDS bindet unspezifisch an Proteine und zerstort hierbei alle nichtkovalenten Wechselwirkungen,
so daB} die native Konformation aufgelost wird. Da viele Molekiile des anionischen SDS an ein
Protein binden, wird die Eigenladung des Proteins iiberlagert; die Wanderungsgeschwindigkeit
im Gel héngt dann nur noch vom Molekulargewicht des Proteins und dem Vernetzungsgrad des
Gels ab.

Zur Herstellung eines Gels (10x 8 cm) wurde eine Trenngel-Losung zwischen zwei
abgedichtete Glasplatten gegossen. Fiir die Dauer der Polymerisation (ca. 45 min) wurde die
Losung mit Isopropanol iiberschichtet. Danach wurde eine Sammelgel-Losung so auf das
Trenngel gegossen, dal sich eine Laufstrecke von ca. 0,5 cm im Sammelgel ergab, um eine
ausreichende Fokussierung der Banden zu gewéhrleisten.

Die Proteinproben wurden mit 4x SDS-Probenpuffer 3 min bei 95° C erhitzt und nach kurzem

Zentrifugieren auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte dann bei

180 Volt in SDS-Elektrodenpuffer.

Trenngel (12,5 %): 10 ml

Reagenz Stammldsung Volumen Endkonzentration
H,O (dest.) 3,2 ml

Tris/HCI, pH 8,8 1,5M 2,5ml 375 mM

SDS 10 % (w/v) 0,1 ml 0,1 % (w/v)
Bis-Acrylamid 30 % (v/v) 4,2 ml 12,5 % (v/v)
APS 10 % (w/v) 50 ul 0,05 % (w/v)
TEMED rein Sul 0,05 % (v/v)
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Sammelgel (4 %): 10 ml

Reagenz Stammldsung Volumen Endkonzentration
H,0 (dest.) 6,1 ml

Tris/HCI pH 6,8 05M 2,5 ml 125 mM

SDS 10 % (w/v) 0,1 ml 0,1 % (w/v)
Bis-Acrylamid 30 % (v/v) 1,3 ml 4 % (v/v)

APS 10 % (w/v) 50 pl 0,05 % (w/v)
TEMED rein 10 pl 0,1 % (v/v)
SDS-Elektrodenpuffer: 10x

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 250 mM 30g

Glycin 75 14,4 % (wW/v) 144 g

SDS 288 1 % (w/v) 10g

mit H,O (dest.) auffiillen

SDS-Probenpuffer: 4x

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benoétigt fiir 10 ml
Tris 121,14 33 mM 40 mg

Glycerin 92,1 21 % (v/v) 2,1 ml

SDS 288 4 % (w/v) 04¢g

DTT 154,2 21 % (w/v) 2,1g
Bromphenolblau 692 Spatelspitze

pH-Wert auf 6,8 einstellen, mit H,O (dest.) auffiillen und bei -20° C lagern

6.1.2 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Ein Transfer auf Nitrozellulosemembranen wurde zum immunologischen Nachweis
verschiedener Proteine durchgefiihrt. Der Proteintransfer erfolgte in einer Semi-Dry Blot
Apparatur unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystem.

Nach Trennung der Proteine im SDS-PAGE (6.1.1) wurde das Polyacrylamidgel, die
Nitrozellulosemembran und die Filterpapiere (Whatman) im entsprechenden Elektrodenpuffer

dquilibriert und gemal dem folgenden Schema zwischen den Elektroden angeordnet:
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Kathode
Nitrozellulose - Anodenlosung I1
1 Filterpapiere - Anodenlosung I1

1 Filterpapiere - Anodenlosung I
|

Anode

Der Transfer fand dann bei einer Stromstirke von 2 mA pro cm? BlotgréBe in 20 min statt.

Anodenlosung I:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 300 mM 363 ¢

pH-Wert auf 10,5 einstellen, mit H,O (dest.) auffiillen.

Anodenlosung II:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 25 mM 303¢g

pH-Wert auf 10,4 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen.

Kathodenlosung:
Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt fiir 1000 ml
Glycin 131,2 40 mM 52¢g

pH-Wert auf 7,5 einstellen, mit H,O (dest.) auffiillen.

6.1.3 Immunologische Detektion von Proteinen (Western-Blot)

Die immunologische Detektion von Proteinen erfolgte auf Nitrozellulosemembranen unter
Ausnutzung spezifischer Antigen-Antikdrper Interaktionen. Dabei wurde zundchst mit einem
priméren Antikorper inkubiert, dessen Nachweis anschliefend mit einem Peroxidase-gekoppelten
sekundéren Antikorper erfolgte. Dieser wurde dann durch Chemilumineszenz detektiert, da bei

der Spaltung von ECL-Substrat durch Peroxidase Photonen emittiert werden.
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Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (6.1.2) wurde diese mit TBS-
Puffer abgespiilt und zur Abséttigung freier Bindungsstellen 30 min auf einem Tischschiittler bei
60 Upm oder iiber Nacht bei 4° C mit Blockierldsung geblockt.

Nach Waschen mit WPT-Puffer inkubierte man die Membran mit primdrem Antikorper, der in
10 ml AKB-Puffer verdiinnt worden war, iibernacht bei 4°C oder fiir 2 h bei RT unter leichtem
Schwenken auf einem Tischschiittler.

Nun wurde 3x mit TBS-Puffer fiir jeweils 10 min gewaschen und mit dem sekundéren
Antikorper, der ebenfalls in 10 ml AKB-Puffer verdiinnt worden war, fiir 1 h unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Zum Abschluf3 erfolgte dreimaliges Waschen mit WPT-Puffer, sowie 3x mit
TBS fiir jeweils 10 min. Die Detektion wurde durch Versetzen mit 2 ml ECL-Reagenz fiir 3 min
gemidl den Herstellerangaben durchgefithrt werden. Die Lumineszenz wurde durch
abphotographieren mit einer hochempfindlichen CCD-Kamera an einem VersaDoc 5000
(BioRad) detektiert. Die Bandenstirke konnte bei Bedarf mit dem Programm Quantity One

(BioRad) quantifiziert werden.

TBS-Puffer: 10x

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 M 121,14 g
Natriumchlorid 58,44 1,5M 87,66 g

pH-Wert auf 7,4 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen

Blockierlosung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benoétigt fiir S00 ml
Tris 121,14 65 mM 395¢g
Natriumchlorid 58,44 200 mM 584 ¢

Tween 20 1228 0,1 % (v/v) 0,5ml

Magermilchpulver 5 % (w/v) 25¢g

pH-Wert auf 7,4 einstellen, mit H,O (dest.) auftfiillen und aliquotieren, Lagerung -20° C
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WPT-Puffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 10 mM 1,21 ¢
Natriumchlorid 58,44 150 mM 8,77¢

Tween 20 0,1 % (v/v) 1 ml

pH-Wert auf 7,4 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen

AKB-Puffer:

Reagenz Konzentration bendtigt fiir 40 ml
WPT-Puffer 40 ml

BSA 5 % (W/v) 2g

6.1.4 , Stripping“ von Nitrozellulosemembranen

Das ,Stripping“-Verfahren = ermoglicht das  Entfernen von  Antikérpern  von
Nitrozellulosemembranen und dadurch die mehrfache Detektion mit Antikorpern verschiedener
Spezifitit auf einer Membran.

Membranen mit gebundenen Antikdrpern wurden zunédchst mit TBS-Puffer gewaschen und
anschlieend 30 min bei 50° C unter leichtem Schwenken mit Stripping-Puffer inkubiert. Nach
Entfernen des Puffers wurde die Membran 3x mit TBS-Puffer fiir je
5 min gewaschen und konnte anschlieBend wieder zur immunologischen Proteindetektion (6.1.3)
eingesetzt werden.

Stripping-Puffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 62,5 mM 7,57 g
B-Mercaptoethanol 78,1 100 mM 781 ¢g

SDS 288 2 % (W/v) 20g

pH-Wert auf 6,7 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen
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6.1.5 Farbung von Proteingelen

6.1.5.1 Coomassie-Farbung (Brilliant Blau G 250)

Zur schnellen Anfirbung der durch Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Proteine,
wurde das Verfahren der Coomassie-Blau-Farbung angewendet. Die Proteingele wurden hierzu
etwa 30 min bei Raumtemperatur auf einem Tischschiittler bei 60 Upm in Coomassie-Losung
geschwenkt und anschlieBend zum Entfernen der Hintergrundfarbung dreimal fiir 30 min mit
Entfarber-Losung inkubiert. Die Gele wurden danach auf ein angefeuchtetes Whatman-Papier

gelegt und im Geltrockner (30 min bei 80° C im Vakuum) getrocknet.

Coomassie-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt fiir 1000 ml
Essigséure 60,05 10 % (v/v) 100 ml

Methanol 32,04 40 % (v/v) 400 ml

Wasser 18 50 % (w/v) 500 ml

Coomassie Brilliant Blue G250 16 Pastillen
Entfarber-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt fiir 1000 ml
Essigséure 60,05 10 % (v/v) 100 ml

Methanol 32,04 30 % (v/v) 300 ml

Wasser 18 60 % (wW/v) 600 ml

6.1.5.2 Silber-Fiarbung

Die Silber-Farbung wird zur Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen verwendet. Diese
ist aufwendiger als die in 6.1.5.1 beschriebene Coomassie-Farbung, aber ca. 10-fach sensitiver.
Hierbei werden die Gele mit Silbernitrat inkubiert, welches im Verlaufe der Farbung zu
elementarem Silber reduziert wird. Da dies nur in den proteinhaltigen Zonen des Gels stattfindet,
kann eine rotlich-braune Fiarbung der Proteinbanden erzielt werden. Das folgende Protokoll

wurde durchgefiihrt:
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1. Fixieren 10 min LOSI

2. Vernetzen 10 min LOS2

3. Waschen 20 min H,O (dest.)

4. Farben 10 min LOS3

5. Entwickeln 10 min LOS4

6. Stoppen 5 min 5 % (v/v) Essigsédure
7. Waschen 5 min H,O (dest.)

8. Imprédgnieren 5 min 10 % (v/v) Glycerin

Die Gele wurden in Glasschalen auf einem Tischschiittler bei leichtem Schwenken inkubiert,

anschlieBend  auf ein  angefeuchtetes

30 min bei 80° C im Vakuum getrocknet.

LOS1

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
Ethanol 46,07 30 % (v/v)
Essigséure 60,05 10 % (v/v)

mit H,O (dest.) auffiillen und lagern bei 4° C

LOS2
Reagenz MW [g/mol] Konzentration
Natriumacetat 82,03 04 M

Glutaraldehyd 100,1
Natriumthiosulfat 158,18 0,1 % (w/v)
Ethanol 46,07 30 % (v/v)
mit H,O (dest.) auffiillen und bei 4° C lagern

0,5 % (v/v)

LOS3

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
Silbernitrat 169,87 0,1 % (w/v)
Formaldehyd (36%)30,03 3 uM

mit H,O (dest.) auffiillen und bei 4° C lagen

Whatman-Papier

aufgelegt und  fir

bendtigt fiir 1000 ml
300 ml
100 ml

benatigt fiir 500 ml
16,4 ¢

2,5ml

500 mg

150 ml

benatigt fiir 500 ml
500 mg
125 ul
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LOS4

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir S00 ml
Natriumcarbonat 105,99 2,5 % (w/v) 125¢
Formaldehyd (36%)30,03 4,8 uM 200 pl

mit H,O (dest.) auffiillen und bei 4° C lagern

6.1.6 Bestimmung der Proteinkonzentration

6.1.6.1 Photometrische Bestimmung nach Warburg und Christian

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Warburg und Christian basiert auf der
Absorptionsmessung bei den Wellenldngen A = 280 nm (Asso) und A = 260 nm (Ax).

Bei einer Wellenldnge von 280 nm absorbieren die aromatischen Aminosduren Tryptophan und
Tyrosin  und in  geringerem  Male auch  Phenylalanin, wihrend  bei
A =260 nm in erster Linie eine Absorption durch die hdufig als Kontamination in Proteinlosung
enthaltenen Nukleinsduren auftritt. Dieser Wert dient daher zur Korrektur der Absorption bei 280
nm Wellenlidnge.

Die Proteinkonzentration wurde nach folgender Formel berechnet:

Proteinkonzentation [mg/ml] = (1,55 - Azg0) — (0,76 - Aze0)

Das Verfahren nach Warburg und Christian ist eine schnelle und einfache Methode zur
Bestimmung der Proteinkonzentration, vernachléssigt aber die sequenzabhidngige Verdnderung
des Absorptionskoeffizienten und kann daher in erster Linie als Ndherungsverfahren angesehen

werden. Dabei liegt sein groBter Vorteil in der Anwendbarkeit bei komplexen Proteingemischen.

6.1.6.2 Photometrische Bestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford®® basiert auf der Bindung des
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau an basische und aromatische Aminoséure- reste. Dabei
absorbiert der gebundene Farbstoff bei einer Wellenldnge von A = 595 nm stérker als der freie
Farbstoff.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde im Handel erhiltliche, konzentrierte Bradford-
Reagenzlosung 1:5 in Wasser verdiinnt und Proteinproben unbekannter Konzentration, sowie die

als Referenz verwendeten BSA-Proben (333; 500; 666; 1000; 1500; 2000; 3000 pug/ml) in einer
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96-well Kulturplatte vorgelegt. Nun wurden 200 ul verdiinnter Bradford-Losung pro Vertiefung
zugesetzt und die Absorption bei A = 595 nm gemessen.
Die Umrechnung der Absorption auf die Konzentration erfolgte dann mittels der BSA-

Fichkurve.

6.1.7 Dialyse und Gelfiltration zum Pufferwechsel

Zur Veranderung der Pufferbedingungen von Proteinlosungen wurden diese in einen fiir 12 h in
Zielpuffer gequollenen Dialyseschlauch gefiillt und fiir 15 h bei 4° C gegen 1 L des Zielpuffers
dialysiert. AnschlieBend wurde der Schlauch in 0,5 L frischen Zielpuffer tiberfiihrt und erneut fiir
6 h bei 4° C dialysiert. Die Verwendung von Dialyseschliuchen mit einer molekularen
Ausschlussgrenze von 6-8 kD ermoglichte den schonenden Austausch von Puffersalzen und das
Entfernen von Resten niedermolekularer Kontaminationen. Nach diesem Verfahren konnten die
Proteine ARNO und Cytohesin-1 nach der chromatographischen Reinigung (6.1.8) in den
gewiinschten Assaypuffer tiberfiihrt. Alle Proteine wurden nach der Dialyse erneut auf einem
SDS-PAGE analysiert und die Konzentration nach den in 6.1.6 angegebenen Methoden
bestimmt.

Eine alternative Methode des Pufferwechsels nach der chromatographischen Reinigung der
Proteine wurde durch Verwendung der Gelfitrationssdule Econo-Pac P6 (Bio-Rad) an einem
FPLC-System durchgefiihrt. Hierzu wurden 3 ml Proteinlosung bei einer Flussrate von 1 ml/min
auf die Sdule injiziert. Als Laufpuffer diente der gewiinschte Zielpuffer. Der Erfolg des
Pufferaustausches konnte durch die Detektion der Leitfahigkeit und der UV-Absorption bei 280
nm beobachtet werden. Dabei wurden die Fraktionen mit der grofiten Absorption bei 280 nm

vereint und vor der weiteren Bearbeitung auf einem SDS-PAGE (6.1.1) analysiert.

6.1.8 Chromatographische Methoden der Proteinreinigung

Alle chromatographischen Trennverfahren wurden bei 4° C durchgefiihrt und beziehen sich auf

ein Kulturvolumen von einem Liter.
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6.1.8.1 Affinititschromatographie iiber immobilisierte Metallionen (IMAC)
an einer FPLC

Die Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine mit Hexahistidin-Fusionsanteil aus
E. coli ermoglicht eine hohe Proteinausbeute bei hoher Reinheit, da diese durch spezifische
Wechselwirkung des Hisg-Fusionsanteils mit Nickelkationen auf einer Nitrilotriaceticacid
(NTA)-Agarose Matrix erfolgt’'’. Die Proteine konnen nach Abtrennung aller Kontaminationen
spezifisch mit Imidazol eluiert werden. Alle in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurden nach
diesem Verfahren gereinigt.

Dabei wurde nach Expression und das Lysat mit 15 mM Imidazol und 1 ml Ni*-NTA Agarose
(Qiagen) versetzt, die zuvor in Lysispuffer dquilibriert worden war. Anschlielend erfolgte eine
Inkubation fiir 2 h bei 4° C im Uberkopfschiittler. Das Gemisch wurde nun in eine HR 16/10
Leersiule von Amersham Biosciences gefiillt und an ein AKTA-FPLC System angeschlossen.
Die Trennung des Zielproteins von den Kontaminationen konnte durch Waschen mit ca. 80 ml
Waschpuffer erreicht werden und die Elution erfolgte mit 250 mM Imidazol in Elutionspuffer bei
einer Flussrate von 1 ml/min. Zur Verhinderung von Proteindegradierung durch Proteasen
wurden dem Elutionspuffer unmittelbar vor der Verwendung 0,5 mM PMSF, 0,5 pg/ml
Leupeptin, 1 pg/ml Aprotinin sowie eine Spatelspitze Benzamidin zugesetzt.

Fiir Trennungen im kleineren MalBstab (bis 0,5 L Zellkultur) bzw. fiir die Reinigung der
verschiedenen ARNO-Dominen Konstrukte wurde direkt auf einer HiTrap Chelating-Fertigsdule

immobilisiert, die zuvor mit Nickelkationen beladen worden war.

Waschpuffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 100 mM 12,1¢g
Natriumchlorid 58,44 300 mM 175¢g

MgCl * 6 H,O 203,3 3 mM 0,61 ¢g

Glycerin 92.09 10 % (v/v) 100 ml

Imidazol 68,1 20 mM 1,36 g

DTT 154,2 1 mM 154 mg

pH-Wert auf 8,0 einstellen, mit H,O (dest.) auffiillen und bei 4° C lagern
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Elutionspuffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benoétigt fiir S00 ml
Tris 121,14 50 mM 303¢g
Natriumchlorid 58,44 300 mM 88¢g

MgCl, * 6 H,O 203,3 3mM 03¢g

Glycerin 92,09 10 % (v/v) 50 ml

Imidazol 68,1 250 mM 8,51 ¢g

DTT 154,2 1 mM 77 mg

pH-Wert auf 8,0 einstellen, mit H,O (dest.) auffiillen und bei 4° C lagern

6.1.8.2 Ionenaustauschchromatographie an Q-Sepharose

Die lonenaustauschchromatographie basiert auf der reversiblen Adsorption von geladenen
Molekiilen an entgegengesetzt geladenen Resten einer stationdren Phase. Die elektrostatischen
Wechselwirkungen sind abhéngig vom verwendeten pH-Wert und dem isoelektrischen Punkt (pI)
des Proteins. Die Proteine werden daher geméal ihrer unterschiedlichen isoelektrischen Punkte
unterschiedlich stark auf dem Material retardiert. Die Auftrennung erfolgt in einem Gradienten
zunehmender lonenstérke.

Das in der vorliegenden Arbeit fiir den Fluoreszenzpolarisationsassay verwendete Cytohesin-2
wurde iiber Anionenaustauschchromatographie an Q-Sepharose gereinigt. Dabei wurden die
Proteine nach Vorreinigung iiber IMAC [6.1.8.1] in den Startpuffer der Q-Sepharose Trennung
umgepuffert [6.1.7].

Nach Injektion der Proteine auf eine BioScaleQ-Anionenaustauschersdule erfolgte die
Trennung in einem Stufengradienten von 0-1 M Natriumchlorid bei einer Flussrate von 2 ml/min.
Zundchst wurde mit 15 ml Startpuffer gewaschen und anschlieBend die
Natriumchloridkonzentration iiber ein Volumen von 10 ml auf 130 mM, in der zweiten Stufe iiber
ein Volumen von 60 ml auf 300 mM und abschlie8end tiber 15 ml auf die Endkonzentration von
1 M gesteigert. Die entsprechenden Elutionsfraktionen wurden nach der Trennung mit 10 % (v/v)

Glycerin versetzt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
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Startpuffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 2000 ml
Tris 121,14 50 mM 12,1 ¢

MgCl, * 6 H,O 203,3 3mM 1,22 ¢

DTT 154,2 1 mM 308 mg
[Natriumchlorid 58,44 1M 117 g]

pH-Wert auf 8,0 einstellen, mit H,O (dest.) auffiillen und bei 4° C lagern

6.2 Allgemeiner Umgang mit Nukleinsauren

6.2.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde durchgefiihrt, um Proteine aus nukleinsdurehaltigen
Losungen zu entfernen. Dazu wird die Losung mit einem Volumen Tris-gepuffertem Phenol
versetzt und durch vortexen gut durchmischt. Nach Zentrifugation fiir drei Minuten bei 14.000
rpm wurde die obere, wéssrige Phase abgenommen und mit zwei Volumina Chloroform versetzt,
um Phenol-Reste zu entfernen. Nach erneutem Schiitteln und Zentrifugieren wurde wiederum die
obere, wilrige Phase abgenommen. AnschlieBend konnen die Nukleinsduren mit Ethanol gefallt

werden.

6.2.2 Ethanol-Prazipitation

Die Prézipitation von Nukleinsduren erfolgte durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaOAc
(pH 5.4) fiir DNA oder RNA und 3 Volumina EtOH. Bei kleinen Nukleinsduremengen oder
kurzen Nukleinsduren wurde zur Verbesserung der Prézipitation zusitzlich Glycogen
(Endkonzentration: 2 pg/mL) zugegeben. Nach mehrmaligem Invertieren der Reaktionsgefalie
und Inkubation bei -80 °C flir mindestens 10 min wurde der Nukleinsdureniederschlag durch
Zentrifugation (14000 rpm, 4 °C, 15) pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
mit auf —20 °C gekiihltem 70%-igem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation und Entfernen des
Uberstands wurde das Pellet nach kurzer Lufttrocknung in einem geeigneten Volumen Wasser

resuspendiert.
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6.2.3 Agarosegelelektrophorese

Zu analytischen Zwecken erfolgte die Auftrennung von DNA- und RNA-Molekiilen in nicht-
denaturierenden Agarosegelen®''. Abhingig von der GroBe der Oligonukleotide wurden Gele mit
0,7 - 2,5 Gewichtsprozent Agarose hergestellt. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose
eingewogen und in 0.5x TBE im Mikrowellenherd erwdrmt. Pro 10 ml Losung wurde 1 ul
Ethidiumbromidlosung (0,1%) hinzupipettiert und die noch warme Losung blasenfrei in die
vorbereitete Gelkammer bis zu einer Schichtdicke von 0,5 cm gegossen. Anschlieend wurden
die entsprechenden Kédmme fiir die Geltaschen eingesetzt. Nach erfolgtem Erstarren des
Agarosegels wurden die mit einem Volumen Auftragspuffer versetzten Nukleinsdureproben auf
das Gel geladen und die Molekiile bei einer Spannung von 6—8 V/cm aufgetrennt. Als
Langenstandard diente eine 100 bp-Leiter (80 bp — 1000 bp) oder fiir Plasmide und lange
Nukleinsdurefragmente eine 1000 bp-Leiter. Als Laufpuffer wurde 0.5x TBE verwendet.

Da der Farbstoff Ethidiumbromid in die Nukleinsduremolekiile interkaliert, konnen diese als
fluoreszierende Banden mit einem UV-Transilluminator bei einer Wellenldinge von 366 nm

sichtbar gemacht und anschlieend photographiert werden.

10x TBE:

Tris/HCI, pH 8.0 89 mM
Borséure 89 mM
EDTA-Losung 2 mM

Agarose-Ladepuffer:

Glycerin 50% (v/v)
Tris 50 mM
EDTA pH 8.0 50 mM
Bromphenolblau 0.05% (w/v)
Xylencyanol 0.05 % (w/v)

6.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur  préaparativen  Aufreinigung  von  Nukleinsduren =~ wurden  denaturierende
Polyacrylamidgelelektrophoresen  durchgefiihrt. Je nach Lénge der zu trennenden

Oligonukleotide wurden 5 -16%-ige Polyacrylamidgele hergestellt. Dazu wurden die
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entsprechenden Anteile der Vorratslosungen zusammengegeben. Fiir die Aufreinigung von
Nukleinsduren wurden Gele mit einer Dicke von 1- 1.5 mm und einer Trennstrecke von ca.
15 cm verwendet. Die Polymerisation wurde durch die Zugabe von 400 ul 10% APS und 40 pl
TEMED pro 100 ml Losung gestartet. Die Gellosung wurde rasch zwischen zwei gereinigte
Glasplatten (ca. 18 x 20 cm) gegossen, die durch entsprechende Abstandhalter voneinander
getrennt sind. Fiir die Ausbildung der Geltaschen zum spdteren Auftragen der Proben wird ein
entsprechender Kamm eingesetzt. Nach der vollstindigen Polymerisation (ca. 45 - 60 Minuten)
wird das Gel in eine vertikale Gelapparatur eingesetzt, der Laufpuffer 1x TBE hinzugefiigt und
ein Vorlauf bei 320 - 350 V gestartet. Vor dem Auftragen der Proben werden die Taschen mit
Laufpuffer gespiilt. Die Nukleinséureproben werden vor dem Gellauf mit Auftragspuffer versetzt
und fiir 1Minute bei 95°C denaturiert. Als Lingenreferenz dienten die Farbstoffe
Bromphenolblau und Xylencyanol, deren Laufverhalten in verschieden konzentrierten Gelen
einer bestimmten Basenpaarlinge zugeordnet werden kann. Die Trennung erfolgt bei einer

Spannung von 320 - 370 V.

Vorratslosung B: 10x TBE in 8.3M Harnstoff
Vorratslosung C: 25% Acrylamidldsung in 8.3M Harnstoff

2% N,N’-Methylenbisacrylamid
Vorratslosung D: 8.3 M Harnstoff

Polyacrylamid-Ladepuffer:

Harnstoff I9M

EDTA pH 8.0 50 mM
Bromphenolblau 0.05% (w/v)
Xylencyanol 0.05% (w/v)

6.2.5 Isolierung von Nukleinséauren aus Polyacrylamidgelen

Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel beidseitig in Klarsichtfolie eingeschlagen und zur
Visualisierung auf einer Kieselgelplatte mit Fluoreszenzindikator mit UV-Licht einer
Wellenlénge von 254 nm beleuchtet. Im Falle der Reinigung fluoreszenzmarkierter RNA konnten
die markierten Nukleinséduren nach der Elektrophorese ohne mit einem Phosphorimager bei der

Wellenldnge von 473 nm angeregt und bei 520 nm ausgelesen werden.
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Die aufgetrennten Nukleinséduren wurden so sichtbar, die zu isolierende Bande konnten mit
einer sterilen Skalpellklinge ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefd3 iiberfithrt werden. Die
erhaltenen Gelstiickchen wurden mit Hilfe einer Pipettenspitze zerkleinert und zur passiven
Elution mit etwa einem Volumen (ca. 500 pL) 0.3 M Natriumacetatlosung versetzt. Nach 90 min
starkem Schiitteln bei 65 °C wurden die zerkleinerten Gelstiicke {iber mit silanisierter Glaswolle
gefiillte Spritzen abfiltriert. AnschlieBend konnen die Nukleinsduren wie unter 6.2.1.2

beschrieben mit Ethanol geféllt und dann quantifiziert werden.

6.2.6 Quantifizierung von Nukleins&auren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren in wéssrigen LoOsungen erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm.

Fir kiirzere Oligodesoxyribonukleotide mit bekannter Basensequenz wurden die
Konzentrationen aus der Summe der molaren Absorptionskoeffizienten € der einzelnen Basen

berechnet. Dazu wurden folgende Werte verwendet.

dNTP g(mM/em™) NTP g(mM/em™)
dATP 15400 ATP 15200

dCTP 9000 CTP 7050

dGTP 13700 GTP 12100

TTP 10000 UTP 8400

Die berechnet sich wie folgt:

_ ODxf

c= S

Bei fluoreszenzmarkierter RNA erfolgt die Konzentrationsbestimmung und Bestimmung der

Effizienz der Markierung nach folgender Formel:

Konzg,, = [A260 — (A, XO,35)]xV

ERNA
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Fluorescein A, XVXMW_,,
RNA XKoNZz gy 0

8Fluorescein

Fiir Nukleinsduren unbekannter Sequenz bzw. fiir komplexe Gemische wurden die in Tabelle

6.1 dargestellten empirischen Werte (F), bezogen auf OD,¢o = 1, verwendet”'*:

Wert (F) Nukleinsdure

50 pg/ml doppelstrangige DNA
38 pg/ml einzelstrangige DNA
38 ng/ml einzelstrangige RNA

Unter Beriicksichtigung eines durchschnittlichen = Molekulargewichtes (M, von

330 g/mol pro Nukleotid fiir DNA und 345 g/mol fiir RNA gilt die folgende Gleichung:

[mM] c= o T MF v

OD2go = Absorption bei 260 nm Wellenlénge

F = empirischer Wert bezogen auf ODye = 1 [pug/ml]
V = Verdiinnungsfaktor

n = Anzahl der Basen

May = durchschnittliches Molekulargewicht pro Nukleotid

6.2.7 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) fithrt zu exponentieller Vermehrung eines DNA-
Abschnittes  zwischen zwei an den komplementiren Stringen hybridisierenden
Oligodesoxyribonukleotiden (Primer)**?'*. Die Primer [5.11.1] wurden dabei mit Hilfe des
Programms Oligo Calculator 3.02 (http://www.basic.nwu.edu/biotools/ oligocalc.html) so
gewihlt, dass sie dhnliche Schmelztemperaturen aufwiesen und keine Moglichkeit zur Bildung

von Primerdimeren oder stabilen sekundédren Faltungsmotiven vorhanden war. Die Amplifikation
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von einzelstrangigen oder doppelstrangigen DNA-Templaten erfolgte zumeist in Ansédtzen von

100 pl in einem PCR-Thermocycler.

PCR-Programm:

Operation Dauer Temperatur
1. Initiale Denaturierung 120 s 95°C

2. Denaturierung 60 s 95°C

3. Primer-Annealing 60 s 50 —70°C
4. Polymerase-Reaktion 60 s 72°C

5. finale Elongation 3 min 72°C
Heizdeckeltemperatur 110°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden wiederholt, bis keine weitere Amplifikation beobachtet werden

konnte.
PCR-Reaktion (100 pl):
Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration
PCR Pufter 10 pl 10x Ix
MgCl, 6 ul 25 mM 2,5 mM
5'-Primer 1 ul 100 uM 1 uM
3'-Primer 1 ul 100 uM 1 uM
dNTP Mix 0.8 ul 25 mM 0,2 mM
DNA Templat 1 uL 1 uM 10 nM
Taq DNA Polymerase 0.5 pul 5U/ul 0,025 U/ul
Wasser aufgefiillt auf 100 pl

Nach beendeter Reaktion wurde die Losung, wie in Abschnitt 6.2.1.1 beschrieben, mit Phenol
und Chloroform extrahiert, um die Polymerase abzutrennen. AnschlieBend kann die dsDNA

durch Ethanol-Préazipitation gemaf 6.2.1.2 gefillt werden.
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6.2.8 GMPS-Transkription

Zur Darstellung der benotigten RNA wurde die DNA-abhiangige RNA-Polymerase des Bakte-
riophagen T7 verwendet. Dazu wurde die im vorangegangenen Abschnitt dargestellte dsDNA,
welche einen T7-Promoter enthdlt, mit der T7 RNA-Polymerase inkubiert. In der Regel wurden
200 bis 300 pmol DNA in einem 100 pl Ansatz eingesetzt. Die Inkubation erfolgt bei 37 °C fiir 4
Stunden. Die Transkription erfolgte mit einem UberschuBl an GMPS (20 mM), um selektiv an der
5’-Position der RNA eine reaktive Schwefelgruppe einfiihren zu kdnnen.

Nach erfolgter Transkription wurde dem Ansatz 0,5 ul DNase I (1 U/ul) zugesetzt und fiir 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Dieser Schritt stellte sicher, dass nicht versehentlich das eingesetzte
dsDNA-Templat an Stelle der RNA isoliert wurde. Dann erfolgte eine Ethanolprizipitation der
RNA, um das Volumen zu verringern. AnschlieBend wurde die RNA iiber eine G-25-Sdule
aufgereinigt, um nicht inkorporierte Nukleotide abzutrennen. Dann erfolgte eine Quantifizierung
nach 6.2.1.6 der erhaltenen RNA-Menge, um einen entsprechenden Ansatz fiir die Einfithrung

der Fluoreszenzgruppe berechnen zu konnen.

Transkriptions-Puffer 10x:

Tris pH 7.9 400 mM
Spermidin 68 mM
MgCl, 220 mM
Triton X-100 0.1% (v/v)

T7-Transkriptions-Ansatz (100 pl):

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration
Transkriptions-Puffer 20 pl 5x Ix

NTP Mix 10 pl 25 mM 1 mM

IPP 1 pul 2U0/ul 0,02 U/ul

GMPS 20 ul 100 mM 20 mM

RNasin 7 ul 40 U/ul 30/ul

DNA Templat 200-300 pmol 1-3 uM

T7 RNA-Polymerase Sul 50 U/ul 2,5U/ul

Wasser aufgefiillt auf 100 pl
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6.2.9 Fluoreszenzmarkierung der RNA

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.1.4.2 und 4.1.4.3.

Nach erfolgter GMPS-Transkription und Quantifizierung der RNA wurde diese mit
Reaktionspuffer und 2M Harnstoff versetzt und flir 3 min bei 95 °C denaturiert. AnschlieSend
wurde fiir 10 min auf Raumtemperatur abgekiihlt und dann mit einem 200-fachen Uberschu3 an
Iodoacetamidfluorescein (vorgeldst in DMF) versetzt und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die RNA mit Ethanol gefillt und dann zur Abtrennung des iiberschiiligen

Fluoresceins iiber ein Polyacrylamidgel aufgereinigt.

Reaktionspuffer 10x:
Tris pH 7.5 500 mM
EDTA 50 mM

Reaktionsansatz fiir Fluoreszenzmarkierung (500 pl):

Reagenz Menge Vorrat Endkonzentration
Reaktionspuffer 50 ul 10x Ix

SH-RNA 10 uM

Harnstoff 125 pul &M 2M
Iodoacetamidfluorescein 100 pl 10 mM 2 mM

Wasser aufgefiillt auf 500 pl

Nach Reinigung iiber ein Polyacrylamidgel wurde die fluoreszenzmarkierte RNA passiv eluiert,

mit Ethanol gefillt und anschlieBend die Konzentration bestimmt.

6.3 In vitro Methoden

6.3.1 Organisation der Substanzbibliotheken

Die von Comgenex gelieferten Substanzen wurden alle als ,dry film* geliefert. Die
Verbindungen wurden in DMSO zu einer Konzentration von 10 mM geldst. Die Substanzen
wurden in Boxen zu 88 zusammengefasst und anschlieBend mit DMSO zu einer Konzentration

von ImM verdiinnt. Diese Verdiinnung wurde direkt fiir das Screening verwendet.
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6.3.2 Fluoreszenzpolarisationsmessungen und Screening

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.1.4.2 und 4.1.4.3.

Die Fluoreszenzpolarisationsmessungen wurden an einem TecanUltra-Gerdt gemessen. Das
Fluorescein wurde mit polarisiertem Licht einer Wellenlinge von 485 nm angeregt und die
Emission von parallel sowie senkrecht polarisiertem Licht bei 520 nm vermessen.

Die Messungen wurden in schwarzen 386iger Lochplatten mit flachem Boden durchgefiihrt.
Das Reaktionsvolumen war 50 pL und die Messtemperatur 37 °C. Die benétigten Substanzen
wurden direkt zusammengegeben und dann vermessen.

Ké61s-System:

Puffer 1x PBS pH 7.5, 3 mM MgCl,
K61s-Aptamer 50 nM

Cytohesin2 1000 nM

Substanzen 50 uM

Fiir beide Systeme wurden jeweils die folgenden Reaktionen mit einem Pipettierroboter
(Freedom Evo, TECAN) pipettiert:

RNA + DMSO

RNA + Protein + DMSO

RNA + Substanz

RNA + Protein + Substanz

Dazu wurden zuerst die kleinen Molekiile, bzw. DMSO in die 384er-Platte vorgelegt und mit
den Mastermixen aus RNA und Protein in Puffer bzw. RNA in Puffer, die vorher hergestellt
wurden, versetzt.

Die Fluoreszenzpolarisation wurde sofort in einem Plattenreader (Ultra, TECAN) vermessen
(Anregung 485 nm, Emission 520 nm) bei 37°C vermessen.

Als potentieller Hit wurde eine Substanz definiert, die einerseits die Polarisation der RNA
unbeeinflusst 14sst und andererseits die Polarisationsdifferenz zwischen proteingebundenem und
freiem Aptamer um mehr als 50 % reduzieren konnte. Diese Substanzen wurden einem Re-

Screen unterzogen, bei dem von jedem Hit mehrere Konzentrationen vermessen worden sind.
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6.3.3 Oberflachenplasmonresonanz

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.1.5.2.

Die Bindungscharakterisierung der einzelnen identifizierten Substanzen erfolgte u. a. durch
Oberflachenplasmonresonanz. Bei diesem Verfahren wird die Verdnderung der Masse eines
Goldchips optisch durch die Verschiebung des Reflektionsmaximums bei einer bestimmten
Wellenldnge ermittelt. Dafiir muss einer der Bindungspartner in seiner aktiven Konformation
stabil auf der Chipoberfliche immobilisiert werden.

Fiir die in Abschnitt beschriebene qualitative Charakterisierung der Interaktionen der
identifizierten Substanzen mit Cytohesin-2-Sec7, Cytohesin-1-Sec7 und BSA wurden folgende
Sensor-Chip-Oberflachen prapariert: Auf einem CMS5-Chip wurden ca. 5000 RU der Proteine
durch EDC/NHS-Kopplung nach Angaben des Herstellers gekoppelt. Dazu wurde eine 600 nM
Losung der Proteine in 50 mM Natriumacetat, pH 5.6 fiir 7 Minuten iiber die EDC/NHS-
aktivierten Oberflachen geleitet. Die Substanzen wurden in Laufpuffer verdiinnt (PBS pH 7,5,
3 mM MgCl,, 0,5 % DMSO) und in einer Konzentration von 1 uM injiziert. Zur Regeneration
wurde maximal 10 mM NaOH verwendet. Die Flussrate wihrend des Kopplungsprozesses war
5 uL/min und wihrend den Messungen 20 pL/min.

Die Substanzen wurden in Laufpuffer gelost (Endkonzentration 0,5 %) in verschiedenen
Konzentrationen auf die Chipoberfldche injiziert (Assoziationszeit 30 s, Dissoziationszeit 30 s,
FluBrate 20 pl/s)

Die Auswertung der Dissoziationskonstanten erfolgte mit Hilfe des Programms BIAevaluation.

6.3.4 GDP/GTP-Austausch an Arf-Proteinen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.1.6.

Die GDP/GTP-Austauschassays mit den Arf-Proteinen wurden mit der 16slichen Varianten von
Arfl, ohne die C-terminale myristoylierte Helix, NA17Arfl, durchgefiihrt. Damit konnte auf die
Durchfiihrung des Assays in Lipidvesikeln verzichtet werden. Zur Detektion wurde die bei Amor

1. und Macia et al.*'® beschriebene Anderung der Tryptophanfluoreszenz (Aex=280 nm;

et a
Aem=340 nm) wihrend der Austauschreaktion auf einem Spektrofluorometer (Thermo Electron)
verfolgt. Im GTP gebundenen Zustand ist die Fluoreszenz zweier bestimmter Tryptophanreste
héher als im GDP-gebundenen Zustand®'”.

Das ARF1 wurde in Anwesenheit von EDTA fiir 15 min bei 37°C mit GDP beladen, da der

Austausch in Abwesenheit von Magnesium auch ohne Katalyse stattfindet. Die Beladung wurde
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durch Zugabe von MgCl, gestoppt. Wiahrend der Beladung von ARF1 wurden zu den
Austauschfaktoren die Inhibitoren zugegeben und inkubiert. Das ARF1 wurde zugegeben und die
Reaktion sofort durch Injektion von GTP gestartet und die Verdnderung in der Fluoreszenz
verfolgt. Dabei wurde mit einer Wellenldnge von 280 nm angeregt und bei 340 nm ausgelesen.
Die Messungen wurden in einem Volumen von 200 pL in schwarzen 96-Lochplatten
durchgefiihrt und mit einem Varioskan der Firma Thermo vermessen. Die Reaktion wurde fiir 15-
20 min verfolgt. Aus der erhaltenen Kurve wurde nach folgender Formel die Austauschrate

bestimmt:

I = A (1—ekt)

Ir = Fluoreszenzintensitat
Ao = Anfangskonzentration
kexeh = Austauschrate

t=Zeit

Zur Bestimmung der Inhibitionskonstanten wurde die Austauschrate in Abwesenheit der zu
vermessenden Substanz auf 100% gesetzt und dann die entsprechenden Austauschraten in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen an Inhibitor auf diesen Prozentwert bezogen.

Folgende Reaktionsbedingungen wurden verwendet:

NAI7Arfl 1 pM

GEF 50 nM (Sec7-Doménen der Cytohesine);
400 nM (Gea2Sec7)
GDP 20 uM

EDTA 2 mM

MgCl, 1 mM (Pufferl); 3 mM (Puffer2)

GTP 50 uM

Pufferl 50 mM HEPES pH 7.5, 120 mM KCl

Puffer2 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM KCI, 300 mM NaCl
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Bei der Bestimmung der enzymatischen Daten wurden nur die Anfangsgeschwindigkeiten der
linearen Phase des Fluoreszenzanstieges berlicksichtigt und ausgewertet. Folgende

Versuchsbedingungen wurden verwendet.

6.4 Eukaryontische Zellkultur

6.4.1 Allgemeiner Umgang mit eukaryontischer Zellkultur

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.

Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden unter einer Sterilbank mit sterilen Glas- bzw.
Plastikwaren durchgefiihrt. Alle Medien oder Puffer wurden unmittelbar vor der Verwendung auf
37° C vorgewarmt.

Die Kultivierung von adhérenten HelLa und HepG2 Zellen erfolgte als Monolayer-Kultur in
75 cm’-Kulturflaschen mit Dulbecco’s Mod Eagle Medium (DMEM) fiir die HeLa-Zellen und
Earle’s Mod Eagle Medium fiir die HepG2-Zellen ergédnzt mit 10 % (v/v) fetalem Kélberserum
(FCS) in einem Begasungsbrutschrank (37° C, 5 % CO,).

Zum Aussdhen der Zellen in Kulturplatten oder zum Verdiinnen wurde zundchst mit PBS
gewaschen und anschlieBend mit 2 ml einer Trypsin/EDTA-Losung (0,5 mg Trypsin/ml) fiir
3 min im Brutschrank inkubiert. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 8 ml Vollmedium
abgestoppt und die Zellen durch auf- und abpipettieren gut suspendiert. Die Zellen wurden
spatestens bei einer optischen Konfluenz von ca. 90 % verdiinnt, welche nach einer Verdiinnung
von 1:10 nach 3 Tagen Inkubation wieder erreicht werden.

Nach dem Verdiinnen wurde mit Vollmedium wieder auf 40 ml aufgefiillt.

6.4.2 Handhabung von Dauerkulturen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.

Zur langfristigen Lagerung von eukaryontischen Zellen wurden Dauerkulturen angelegt. Die
Zellen einer ca. 80 % optisch konfluenten 75 cm’-Kulturflasche wurden zunichst mit
vorgewdrmtem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin/EDTA zugegeben und kurz
geschwenkt. Darauthin wurde das Trypsin/EDTA wieder abgenommen und die Zellen mit dem
zuriickgebliebenen Trypsinfilm fiir 3-5 min im Brutschrank inkubiert.

Wihrendessen wurde in 4 CryorShrchen 50 ul DMSO (HYBRI-Max) vorgelegt. Nach dem
vollstandigen Abldsen der Zellen wurden diese in 4 ml DMEM/10% FCS suspendiert. Je 1 ml
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dieser Zellsuspension wurde dann in die Cryordhrchen gegeben und gemischt und in einer
Styroporbox bei -80°C langsam eingefroren. Anschlieend wurden die Zellen in einem Zelldewar
iber fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen eingefrorener Zellen wurden diese direkt von -80° C in einem Wasserbad auf

37° C erwidrmt (ca. 2 min) und mit 45 ml vorgewdrmten DMEM / 10 % FCS verdiinnt.

6.4.3 Transfektion von Plasmiden in HeLa-Zellen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.2.

Adhédrente HeLa Zellen wurden mit Plasmiden, Aptameren oder siRNAs unter Verwendung
von Lipofektion transfiziert. Hierzu wurden ca. 6,5 - 10* Zellen (24-well Format) bzw. 3,25 - 10°
Zellen (6-well Format) 18-24 h vor der Transfektion in Kulturplatten ausgesit. AnschlieBend
wurden die zu ca. 80 % optisch konfluenten Zellen mit 1x PBS gewaschen und in serumfreiem
DMEM fiir 1 h inkubiert. Wahrenddessen wurde sowohl das Transfektionsreagenz Metafectene
in einem vierfachen Volumeniiberschuf3, bezogen auf die zu transfizierende Nukleinsduremasse,
als auch die Nukleinsdure(n) in einer 96-well Platte vorgelegt. Beide Losungen wurden mit je
30 ul DMEM verdiinnt, sofort vereint und 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde das
Transfektionsgemisch direkt in den Kulturiiberstand der Zellen gegeben und vorsichtig
durchmischt. Nach weiteren 15 h Inkubation wurde das serumfreie DMEM durch FCS-haltiges
Medium ersetzt. Diese Serumstimulation der Zellen erfolgte dann je nach Anwendung weiter

30 min bis 6 h.

6.4.4 SRE-Luciferase Assay

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.2.

Im SRE-Luciferase Assay wurde die serumstimulierte Expression des Reporterenzyms
Luciferase in An- bzw. Abwesenheit von Effektoren bestimmt. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen in 24-well Kulturplatten mit 1000 ng der Reportermischung, bestehend aus dem
Reporterplasmid SRE-Luc und dem Plasmid pEGFP-N1 (sieche 5.10 und Anhang) im
Massenverhdltnis 4:1 kotransfiziert (s. 6.4.3). Alle verwendeten Plasmide wurden aus E. coli
Bakterien prépariert, nach der Isolierung gefdllt und in H,O (dest.) resuspendiert. Nach
Transfektion und Inkubation fiir 15 h in Abwesenheit von Serum, erfolgte die Stimulation der
Zellen durch Zusetzen von 10 % FCS in DMEM. Nach weiteren 4-6 h Inkubation und
zweimaligem Waschen mit 1x PBS erfolgte die Zellyse mit 200 pl Reporter-Lysispuffer

(Promega) durch zweimaliges Einfrieren bei -80° C und Auftauen bei 37° C im Wasserbad. Nun
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wurde das Lysat in Eppendorf-Reaktionsgefa3e tliberfiihrt, zwecks Abtrennung der Zelltriimmer
fiir 2 min bei 20.800 x g zentrifugiert und das klare Lysat in neue Gefédle iiberfiihrt. Die EGFP-
Fluoreszenzintensitdt (Aex=485 nm; Aem=520 nm) wurde aus einem 110 pl-Aliquot bestimmt
wurde. Abschlieend erfolgte die Bestimmung der Luciferase-Aktivitit unter Verwendung des
,Luciferase Assay Systems* (Promega) aus einem 100 ul Aliquot nach Herstellerangaben. Die
Lumineszenzintensitdit wurde auf die EGFP-Fluoreszenzintensitdit und damit auf die

Transfektionseffizienz normiert.

6.4.5 Lokalisierungen von FoxO-EGFP in HepG2-Zellen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.4.

Probendeckel (Durchmesser 15 mm) wurden in Ethanol gespiilt, abgeflimmt und anschlieend
in eine 12-well-Platte gelegt. 10° HepG2-Zellen wurden ausgesit und iibernacht in Vollmedium
kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen in 1 ml serumfreies
EMEM gegeben. Nun wurde der Transfektionsmix hergestellt. Dazu wurde 1 ug FoxO-EGFP
Plasmid in 50 ul EMEM geldst, gut gemischt, mit 3,5 pl FuGeneHD (Roche) versetzt und die
Mischung fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der Transfektionsmix
tropfenweise zu den Zellen gegeben, die Platte vorsichtig geschiittelt und fiir 24 h im Brutschrank
inkubiert.

Die Substanzen bzw. DMSO wurden zugegeben (0,2 % DMSO Endkonzentration) und fiir 2 h
inkubiert bevor mit 100 nM Insulin fiir 30 min stimuliert wurde. Die Probendeckel wurden
zweimal mit PBS und einmal mit Wasser abgespiilt. AnschlieBend wurden die Proben mit einem
Tropfen GelMount auf Objekttragern befestigt und das Harz iibernacht unter Lichtausschluf} bei
4°C aushirten lassen. Mit einem konfokalen LSM wurden Zellen gesucht, die eine Fluoreszenz
im EGFP-Bereich zeigen (Anregung 495 nm mit einem Laser, Emission 520 nm), photographiert
und die Lokalisation von FoxO-EGFP untersucht.

6.4.6 ARF6-Aktivierungsassay

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.5.

GGA3 ist ein Protein, das spezifisch die GTP-gebundene Form der ARFs bindet. Ein GST-
Fusionskonstrukt der ersten 316 Aminosduren von GGA3 wurde verwendet um das Verhiltnis
von aktiviertem GTP-gebundenen ARF6 zu inaktiven ARF6-GDP zu bestimmen.

Dazu wurden 107 Zellen in 120 mm Zellkulturschalen ausgesit und iibernacht in Vollmedium

inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fiir weitere 24 h in
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EMEM serumfrei kultiviert. AnschlieBend wurden die Inhibitoren in DMSO geldst
(Endkonzentration 0,2 % DMSO) zugegeben und fiir weitere 3 h kultiviert, bevor mit 100 nM
Insulin fiir 10 min stimuliert wurde. Nun wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und
mit einem Zellschaber in 1,5 ml Lysispuffer abgeerntet und zur Lyse fiir 20 min auf Eis inkubiert
bevor zum Auflosen der Zellkerne 7 sek sonifiziert wurde (40 % Intensitdt bei Cycle 50).
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei voller Geschwindigkeit bei 4°C fiir 10 min
abgetrennt und 1200 pl des Uberstands mit GST-GGA3-Sepharose (50 pg Protein) fiir 2 h bei
4°C inkubiert. Nun wurde fiir 1 min bei 500 x g zentrifugiert, der Uberstand mit den
ungebundenen Proteinen verworfen und die GST-GGA3-Sepharose dreimal mit Lysispuffer
gewaschen. Die Sepharose wurde bei 95°C mit 50 ul Lammli-Puffer fiir 5 min inkubiert und die
Proteine auf einem 15%igen SDS-PAGE aufgetrennt. ARF6 wurde mittels Immunoblot mit
einem Anti-ARF6-Antikorper (Santa Cruz) nachgewiesen und die Bande mit einer CCD-Kamera
photographiert und die Bandenintensitét mit dem Programm Quantity One (BioRad) quantifiziert.
Normiert wurde auf den ARF6-Gehalt im Zellysat.

Lysispuffer:

200 mM NaCl

50 mM Tris-HCI pH 7,5

10 mM MgCl,

1% Triton X-100

0,1% SDS

0.5% Deoxycholat

5% Glycerol

Protease Inhibitor Mix (Serva)

6.4.7 RNA-Isolierung und gquantitative PCR

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.3.

Je 10° HepG2 Zellen wurden in 12-well Zellkulturplatten ausplattiert und iibernacht in
EMEM/10% FCS kultiviert. Dann wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und weitere
24 h in serumfreiem EMEM inkubiert. AnschlieBend wurden die zu analysierenden
Verbindungen in DMSO (Endkonzentration 0,2 %) zugegeben und die Zellen i{ibernacht mit 10
nM Insulin stimuliert. Die RNA wurde mit dem AbsolutelyRNA Kit (Stratagene) nach den

Angaben des Herstellers isoliert und in einem Endvolumen von 50 ul TE-Puffer aufgenommen.

90



Eukaryontische Zellkultur

2,5 ng davon wurden fiir die cDNA-Synthese mit dem cDNA-Archive Kit (ABI) im 50 pl
MafBstab nach Angaben des Herstellers verwendet. Die cDNA wurde 1:3 mit Wasser verdiinnt
und die quantitative PCR im 10 pl Malstab mit genspezifischen TagMan-Sonden (Applied
Biosystems) und dem 2x TagMan PCR MasterMix (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Alle Expressionslevel wurden auf die Expression des unregulierten [-2-

Microglobulin normalisiert.

6.4.8 siRNA-Transfektion

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.6.

Zwei Methoden der siRNA-Transfektion wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet, die
Transfektion mit in Liposomen eingeschlossenen Nukleinsduren, Lipofektion, und die
Elektroporation mit ,,Rechteckwellen®, die fiir die Transfektion von kurzen Nukleinsduren besser

geeignet ist als die Elektroporation mit exponentieller Abnahme der Stromstérke.

6.4.8.1 Lipofektion

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.6.1 und 4.2.6.3.

10° HepG2-Zellen wurden in Locher einer 12-Well-Platte ausgesit und fiir 12 h anwachsen
lassen. AnschlieBend wurde der siRNA-Transfektionsmix nach Angaben des Herstellers
hergestellt. Dazu wurden 100 pmol siRNA in 50 ul EMEM (serumfrei) und 5 pl Oligofectamine
(Invitrogen) in 5 ul EMEM (serumfrei) verdiinnt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurden die zwei Losungen vereinigt, durch vorsichtiges auf- und abpipettieren
gemischt und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der siRNA-Mix wurde zu den Zellen
zugetropft und die Platte vorsichtig geschiittelt und fiir 36 h im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in serumfreiem EMEM fiir
weitere 24 h kultiviert. Stimuliert wurde mit 10 nM Insulin fiir 12 h. Die RNA-Isolierung, cDNA-
Priparation und quantitative PCR wurden wie in 6.4.7 durchgefiihrt.

6.4.8.2 Elektroporation mit Rechteckwellen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.6.2.
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2* 10° abgeldste und mit PBS gewaschene HepG2 Zellen wurden in 500 pl OptiMEM (Gibco)
aufgenommen und mit 2,5 pg siRNA in einer Elektroporationskiivette mit einer Schichtdicke von
4 mm gemischt. AnschlieBend wurden die Zellen mit folgendem Programm elektroporiert:

1 Puls Rechteckwellen

500 V fiir 5 ms

Die Zellen wurden sofort in 2 ml vorgewdrmten EMEM/10 % FCS aufgenommen und in einer
6-Well-Platte ausgesét und fiir 36 h kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und in serumfreiem EMEM fiir weitere 24 h kultiviert. Stimuliert wurde mit 10 nM
Insulin fiir 12 h. Die RNA-Isolierung, cDNA-Prédparation und quantitative PCR wurden wie in
6.4.7 durchgefiihrt.

6.4.9 Golgi-Farbungen mit siRNAs und kleinen Molekulen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.7.

Probendeckel (Durchmesser 15 mm) wurden in Ethanol gespiilt, abgeflimmt und anschlieSend
in eine 12-well-Platte gelegt. 10° HepG2-Zellen wurden ausgesit und iibernacht in Vollmedium
kultiviert. Die siRNAs wurden mittels Lipofektion wie unter 6.4.8.1 beschrieben transfiziert. Die
Zellen wurden fiir 48 h in Vollmedium kultiviert, bevor sie fiir weitere 24 h in serumfreiem
EMEM inkubiert wurden. Anschlielend wurden zu Zellen, die nicht transfiziert wurden, um den
Effekt der kleinen Molekiile auf die Integritidt des Golgi-Apparats zu analysieren, die kleinen
Molekiile in DMSO geldst (0,2% Endkonzentration) gegeben und fiir 2 h inkubiert, bevor alle
Zellen mit 100 nM Insulin fiir 30 min stimuliert wurden.

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gespiilt, und anschlieBend mit 4 % Paraformaldehyd, pH
7,4 fiir 20 min bei 4°C fixiert und zweimal mit PBS gewaschen. Der primére Antikorper (anti-
Giantin, aus Maus), gelost 1:20 in PBS/1 % BSA wurde in einer Feuchtkammer auf die
Probendeckel gegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden zweimal
mit PBS gewaschen und anschlieend der sekundédre Antikorper 1:50 in PBS/1 % BSA (anti-
Maus, Cy5-Konjugat, Jackson ImmunoResearch) auf die Probendeckel gegeben und fiir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Probendeckel wurden zweimal mit PBS und einmal mit Wasser abgespiilt. AnschlieBend
wurden die Proben mit einem Tropfen GelMount auf Objekttragern befestigt und das Harz
tibernacht unter Lichtausschluf3 bei 4°C aushirten lassen. Mit einem konfokalen LSM (Olympus)
wurden Zellen gesucht, die eine Fluoreszenz im roten Bereich zeigen (Anregung 590 nm mit

Laser, Emission 620 nm), photographiert und die Integritit des Golgi-Apparats untersucht.
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6.4.10 Rezeptordichte an der Oberflache von HepG2-Zellen

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.2.8.

2%#10° HepG2-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesit und fiir 12 Stunden in Vollmedium
kultiviert. Anschlieend wurden die Inhibitoren in DMSO geldst zugegeben (Endkonzentration
0,2 % DMSO) und die Zellen fiir weitere 12 h inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit 500 ul Accutase (PAA) geldst. 250 pl der Zellsuspension
wurden in FACS-Rohrchen bei 1.000 x g fiir 5 min bei 4°C abzentrifugiert, mit 1 ml PBS
gewaschen. Anschliefend wurde der primére Antikorper (anti-Insulinrezeptor Alpha-Kette, Santa
Cruz) 1:20 geldst in PBS mit 1 % BSA zugegeben und fiir weitere 20 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden mit 1,5 ml PBS gewaschen und anschlieend der sekundidre Antikorper als Cy5-
Konjugat 1:200, gelost in PBS mit 1 % BSA, zugegeben und fiir weitere 20 min unter
Lichtausschluf3 auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden noch einmal mit 1,5 ml eiskaltem PBS
gewaschen und in 500 pl PBS aufgenommen und anschlieBend in einem Cytometer (Beckman
Coulter) der Prozentsatz der durch den Antikorper angefdrbten Zellen bestimmt und normiert auf

den Wert ohne Inhibitoren.

6.5 Mausexperimente

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 6.5.

Die Experimente, die in der vorliegenden Arbeit an C57/BI6N Miuse (Charles River
Laboratories) durchgefiihrten Experimente wurden von der Bezirksregierung Koln genehmigt.
Die Méause wurden in einem pathogenfreien Mausstall bei einem 12 h Tag/Nacht-Zyklus gehalten
und mit Standardfutter (19% Proteine, 3,3% Fett, 41,3% Kohlenhydrate; ssniff Spezialdidten) ad
libitum gefiittert.

6.5.1 Extraktion und Massenspektrometrischer Nachweis von SecinH3 aus
Méauselebern

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 6.5.1.

C57/BI6N-Miuse wurden fiir zwei Tage mit Standardfutter fiir die Kontrollen bzw. Futter dem
0,9 umol/g SecinH3 zugegeben wurde gefiittert. Den Mausen wurde unter Narkose die Leber
entfernt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. 300 mg der Leber wurden in 1 ml PBS

und 2 ml Chloroform aufgenommen und mit einem Polytron (Kinematica) homogenisiert und
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30 min bei 4°C geschiittelt. Nachdem fiir 5 min bei 4.000 rpm zentrifugiert wurde, wurde die
Chloroformphase abgetrennt und die wéfrige Phase nochmals mit 2 ml Chloroform fiir 30 min
ausgeschiittelt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 min bei 4.000 rpm wurden die
Chloroformextrakte vereinigt und das Chloroform in einer SpeedVac (Eppendorf) entfernt.

Der Riickstand wurde in 300 pul Methanol aufgenommen und fiir 5 min bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Methanolextrakt wurde in ein HPLC-GefédB {iberfiihrt und an einer HPLC an
einer Nucleosil RP18 Sdule (5 pm Porengréfe; 10x0,4 mm Sdulengrofie) mit folgendem
Gradienten vorgetrennt.

0-7 min: 70% H,0, 30% Methanol

7-15 min: 40% H»0, 60% Methanol

15-20 min: 100% Methanol;

Fraktionen 9-12 min wurden gesammelt und das Losemittel an einer SpeedVac entfernt. Der
Riickstand wurde in 50 pul Methanol aufgenommen und die Feintrennung an einer HPLC an einer
MultoHigh RP18 Siule (Porengrofle 5 pm; 125x2,0 mm Séulengrofe) mit folgendem Gradienten
durchgefiihrt.

0 min: 50% H,0, 50% Methanol

5 min: 50% H,0, 50% Methanol

25 min: 10% H,0, 90% Methanol

25,1 min: 100% Methanol

SecinH3, das nach ca. 20 min eluiert wurde mittels Massenspektrometrie identifiziert.

6.5.2 Genexpression in Mauselebergewebe

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.3.2.

C57/Bl6N-Maiuse wurden fiir zwei Tage mit Standardfutter fiir die Kontrollen bzw. Futter dem
0,9 umol/g SecinH3 zugegeben wurde gefiittert. Den Mausen wurde unter Narkose die Leber
entfernt und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Aus ca. 30 mg Lebergewebe wurde
mit Trizol® (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers die RNA prépariert und ca. 2,5 ug davon
fiir die cDNA-Synthese mit dem cDNA-Archive Kit (ABI) im 50 pul Mafistab nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die cDNA wurde 1:3 mit Wasser verdiinnt und die quantitative PCR im
10 ul MaBstab mit genspezifischen TagMan-Sonden (Applied Biosystems) und dem 2x TagMan
PCR MasterMix (Applied Biosystems) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Alle

Expressionslevel wurden auf die Expression des unregulierten 3-2-Microglobulin normalisiert.
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6.5.3 Serumparameter

Siehe Ergebnisse, Abschnitt 4.3.3.

Nach Herauspriparierung der Leber aus C57/BI6N-Méusen, die fiir andere Experimente
genutzt wurden, wurde das Blut der Maus gesammelt und nach 5-miniitiger Gerinnungszeit fiir 5
min bei 500 x g zentrifugiert und das Serum abgenommen.

Aus dem Serum wurde das Insulin mittels ELISA (Ultrasensitive Mouse ELISA, DRG
Instruments), die Blutglukose mittels Hexokinsase-Assay (Glucose (HK) Assay Kit, Sigma), das
3-Hydroxybutyrat mit einem Autokit 3HB (WAKO), die freien Fettsduren mit dem NEFA C-Kit
(WAKO) und die Triglyceride mit dem Triglyceride L-Type Kit (WAKO) nach

Herstellerangaben enzymatisch bestimmt.
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6.6 Material

6.6.1 Gerate

Gerit; Typ

Hersteller

Agarose Gelkammer
Autoklaven; Tecnoclav 50

3850EL; 5075EL
Blot Apparatur; Trans-Blot SEMI-DRY
CCD-Kamera; VersaDoc 5000
Fluoreszenzplattenreader Varioskan
FP-Plattenreader; Ultra
FPLC-System; AKTA
Gefriertrockner; CT 110
Gelfiltrationssdule; Econo-Pac P6
Geltrockner; Model 583
Hybridisierungsofen; Si20H
IMAC-Sé4ulen; HiTrap-Chelating HP
Inkubationsschiittler; 4430
Inkubatorschrank; HeraCell
Ionenaustauschséule; BioScaleQ 5 ml
Leersdule HR 16/10
Lichtmikroskop; Axiovert25
Lumineszenzreader; Ascent L

Mikropipetten; research

research-Mulitkanal 30-300pul

Multidepenser
Neubauer Zahlkammer; T728.1

Oberflachenplasmonresonanz; Biacore3000

PAGE-Apparatur; Mini-Protean 3 Cell
PCR-Cycler; Personal Cycler
T Gradient
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Fisher Scientific
Tecnomara-Fedegari
Systec

Bio-Rad

Bio-Rad

Thermo

TECAN

Amersham Biosciences
Heto

Bio-Rad

Bio-Rad
Stuart-Scientific
Amersham Biosciences
Innova

Heraeus

Bio-Rad

Amersham Biosciences
Zeiss

Thermo

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Roth

Biacore

Bio-Rad

Biometra

Biometra



T3 Thermocycler
pH-MelBgerit; pH-Meter 766 Calimatic
Phosphorimager; FLA-3000
Photometer; Lambda 2S
Pipettierhilfen; Easypet

Accu-Jet
Pipettierroboter; Freedom Evo
Real-Time PCR Cycler; iCycler 1Q5
Reinstwasseranlage; Easy pure UV/UF
Sonifikatorstab; Sonoplus HD70
Spannungsquellen; E865; E833; E802
Spektrofluorometer;

Speed-Vac; Concentrator 5301
Sterilbdanke; Antares

HeraSafe
Sterilisierbrenner; Vulcan
Szintillationszéhler; winSpectral 1414
Thermoblock; Block Heater
Thermomixer; comfort
Tischschiittler; 3017
Trockenschrank
Uberkopfschiittler; Reax2
UV-Transilluminator; IDA

Eagle Eye 11
Vakuum-Pumpe; HydroTech
Vortexer; 7-2020
Waagen; JL-200 / MK-500C
BL1500S
Wasserbad; 1008
Zentrifugen; 5804R; 5810R; 5417C
Biofuge 15R
J2-Mi

Material

Biometra
Knick
Fujifilm
Perkin Elmer
Eppendorf
Brand
TECAN
Bio-Rad
Barnstead
Bandelin
Consort
Thermo
Eppendorf
Kendro
Heraeus
Heraeus
Perkin Elmer
Stuart-Scientific
Eppendorf
GFL
WTB-Binder
Heidolph
Raytest
Stratagene
Bio-Rad
NeoLab
Chyo Balance
Sartorius
GFL
Eppendorf
Heraeus

Beckman
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6.6.2 Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller
Petri-Schalen TPP
Kulturplatten 6-, 12-, 24-, 96-well TPP
Einmalpipetten 50, 25, 10, 5, 2 ml TPP
Zellkulturflasche 75 cm? TPP
Zentrifugenrohrchen 15, 50 ml Falcon
CMS5-Chip Biacore
Cryordhrchen Roth
Dialyseschlduche (MW cut of: 6-8 kDa) Spectrum

Einwegspritzen

Extruder-Membranen (Polycarbonat)

Glaswolle, silanisiert

Kaniilen

MicroSpin G-25 Siule

Nitrozellulosemembran (Filterbindung); Protran 0,45
um

Nitrozellulosemembran (Western-Blot); Protran 0,1
um

Polyprepséule

Reaktionsgefale (1,5 ml u. 2,0 ml)

Reaktionsgefdlle (PCR 0,2 u. 0,5 ml)

Skalpelle

Spitzen fiir Mikropipetten

Spritzenvorsatzfilter

Sterilfiltrationsaufsitze

Whatman-Filterpapier

Zentrifugenrohrchen (15 ml)

Zentrifugenrohrchen (50 ml)

6.6.3 Chemikalien

Reagenz

Chirana-Prema / Braun
Avestin

Serva

Terumo

Amersham Biosciences

Schleicher & Schuell

Schleicher & Schuell

BioRad
Eppendorf
Eppendorf
Bayha

Peske, Biozym
QualiLab
Nalgene
Whatman
Roth

Roth

Hersteller
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B-Mercaptoethanol
1,4-Dithiothreitol (DTT)
6-Aminohexanséure

Agar

Agarose, Electrophoresisgrade
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin-Na-Salz

Aprotinin

Benzamidin

Bis-Acrylamide; Rotiphorese
Bradford-Reagenzlosung
Bromphenolblau

CHAPS

Chloroform

CNBr-aktivierte Sepharose 4B
Coomassie Brillant Blau G 250
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
EDC/NHS Kopplungsreagenzien
EGF

Essigséure (99,8 %)

Ethanol abs.

Ethanolamin

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA); Titriplex 11

Ficoll (400)
Formaldehyd (36 %)
Formamide
Glutaraldehyd
Glycerin

Glycin

Glycogen

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Invitrogen
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Roth
Bio-Rad
Merck
Sigma
Merck
Amersham Biosciences
Merck
Sigma
Biacore
Invitrogen
Merck
Merck
Biacore
Roth
Calbiochem
Merck
Fluka
Fluka
Sigma
Roth

Roth
Roche

99



Material und Methoden

Guanidiniumhydrochlorid
Harnstoff

Heparin

IGF

Insulin

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kanamycin

KH,PO4

Konservierer fiir Wasserbader
Leupeptin

Losungsmittel, organische

Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Metafectene
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Na,HPO4 * 2 H,O
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat

Ni-NTA Superflow

NP-40 (Igepal)
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Sigma
Calbiochem
Sigma
Invitrogen
Sigma

Merck

Merck

Sigma

Merck

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Merck, Riedel-de Haén,
Kraemer & Martin
TIP

Merck

ICN Biomedicals
Biontex

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Merck

Roth

Riedel-de Haén
Merck

Merck

Qiagen

Fluka



Oligofectamine
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA)

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)

Roti-Phenol fiir Extraktionen

Salzsdure (37 %)

Silbernitrat
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100 ©

tRNA (E. coli)

X-Gal

Xylencyanol

Zitronensaure

Material

Invitrogen
Roth

Sigma
Calbiochem
Roth

Merck
Merck

ICN Biomedicals
Merck
Roche
Sigma
Merck
Merck

Alle Chemikalien waren vom hdchsten erhiltlichen Reinheitsgrad.

6.6.4 Nukleotide

dNTP - Set Roche, Mannheim
NTP - Set Roche, Mannheim
GTPyS Sigma

GMPS eigene Synthese

6.6.5 Enzyme und Proteine

Enzym

Hersteller

NA17ARF1

Anorg. Pyrophosphatase

Bovine Serum Albumine (BSA)

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
DNase I

Lysozym

PfuTurbo® DNA Polymerase

RNasin

AK Prof. Dr. Wieland
Roche

Calbiochem
Stratagene

Roche

Sigma

Stratagene

Promega
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T7-RNA-Polymerase
Tag-Polymerase

Cytohesin-1 Antikdrper (mAb 19) 1:20
Cytohesin-2 Antikoérper 1:250
Cytohesin-3 Antikdrper (8B7) 1:20
ARF1 Antikorper

ARF6 Antikorper

sekundére Antikoérper 1:10.000
(anti-Maus; anti-Kaninchen)
sekunddrer Antikorper anti-Ratte
anti-Insulinrezeptor (alpha-Kette)

sekundérer anti-Maus-Cy5-Konjugat

Stratagene
AK Famulok
AK Kolanus
Sigma

AK Kolanus
Biomol
Santa Cruz

Santa Cruz

Dianova
Santa Cruz

Jackson Immunoresearch

6.6.6 DNA- und Protein Langenstandards

6.6.6.1 DNA-Standards

Bezeichnung Hersteller Fragmentlédngen (Bp)
peqGOLD 100 bp 1031; 900; 800; 700; 600; 500; 400; 300; 200;
peqlLab
0,5 mg DNA/ml 100; 80
peqGOLD b 10000; 8000; 6000; 5000; 4000; 3500; 3000;
eglLal
0,4 mg DNA/ml ped 2500; 2000; 1500; 1200; 1031; 900; 800; 700;
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6.6.6.2 Protein Standards

Es wurden vorgefertigte SDS-Protein-Langenstandards (Amersham Biosciences) der folgenden

Zusammensetzung verwendet:

Bezeichnung Protein Molekulargewicht (kD)
Ovalbumin 45
Low Range Carbonic Anhydrase 30
Trypsin Inhibitor 20,1
Rainbow Marker Lysozyme 14,3
RPN755 Aprotinin 6,5
Insulin B-Kette 35
Insulin a-Kette 2,5
Myosin 220
High Range Posphorylase B ' 97
Bovine Serum Albumin 66
Rainbow Marker Ovalbumin 45
RPN756 Carbonic Anhydrase 30
Trypsin Inhibitor 20,1
Lysozyme 14,3

6.6.7 Kulturmedien, Losungen und Puffer

6.6.7.1 Kulturmedien und Losungen fiir Zellkulturarbeiten

Bezeichnung Hersteller
DMSO HYBRI-Max Sigma
Dulbecco’s Mod Eagle Medium (DMEM) PAA
Eagle’s Mod Eagle Medium (EMEM) PAA
Fetales Kéalberserum (FCS) HyClone
PBS (1x); pH 7,4 PAA
Trypsin/EDTA (1x) Sigma
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Ampicillin-Stammlésung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
Na-Ampicillin 371,4 100 mg/ml

in 50 % Ethanol 16sen, bei -20° C lagern
Kanamycin-Stammlésung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
Kanamycin 582,6 30 mg/ml

mit H,O (dest.) 16sen

IPTG-Stammlésung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
IPTG 238,3 1M

mit H>O (dest.) 16sen

6.6.7.2 Vorratslosungen und Puffer

Magnesiumchlorid-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
MgCl, * 6 H,O 203,3 1M

mit H,O (dest.) 16sen

Dithiothreitol-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration
Dithiothreitol 154,2 100 mM

mit H,O (dest.) 16sen, aliquotieren und bei -20° C lagern

Phenylmethylsulfonylfluorid-Losung:
MW [g/mol]
PMSF 174,2

Konzentration

100 mM

Reagenz

mit Ethanol 16sen und bei -20° C lagern
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bendtigt flir 10 ml
lg

bendtigt fiir 10 ml
300 mg

bendtigt flir 10 ml

238 ¢

bendtigt fiir 250 ml

50,8 g

bendtigt flir 10 ml
154 mg

bendtigt fiir 10 ml
174 mg
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Ammoniumacetat-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 250 ml
NH4OAc 77,08 6M 1156 g

mit H,O (dest.) 16sen

Natriumacetat-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt fiir 250 ml
NaOAc 82,03 3M 61,52 g

pH-Wert auf 5,4 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen

EDTA-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt flir 250 ml
EDTA (Titriplex 11)292,25 0,5M 46,5 g

pH-Wert mit festem NaOH auf 8,0 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen

Ethidiumbromid-Losung:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 20 ml
Ethidiumbromid  394,3 10 mg/ml 200 mg

mit H,O (dest.) auffiillen

Leupeptin-Losung:

Reagenz Konzentration benotigt fiir 1 ml
Leupeptin 2,5 mg/ml 2,5 mg

mit H,O (dest.) auffiillen, aliquotieren und bei -20° C lagern

Aprotinin-Losung:

Reagenz Konzentration bendtigt fiir 1 ml
Aprotinin 5 mg/ml 5 mg

mit H,O (dest.) auffiillen, aliquotieren und bei -20° C lagern
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TE-Puffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration benotigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 10 mM 1,21 g

0,5M EDTA-Losung 1 mM 2 ml

pH-Wert auf 7,5 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen

TBE-Puffer:

Reagenz MW [g/mol] Konzentration bendtigt fiir 1000 ml
Tris 121,14 89 mM 10,8 g

Borsaure 61,84 89 mM 55¢g

0,5M EDTA-Losung 2 mM 4 ml

pH-Wert auf 8,0 einstellen und mit H,O (dest.) auffiillen

6.7 Kommerzielle Reaktionssysteme

Bezeichnung Hersteller
AbsolutelyRNA-Kit Stratagene
HRP-Detektionssystem (ECL-Reagenz) Millipore

1Q SYBR-Green Supermix Bio-Rad

1Q Supermix Bio-Rad

Luciferase Assay System Promega

cDNA Archive Kit Applied Biosystems
PCR-Purification Kit Qiagen

Plasmid Maxi Kit Qiagen

RNA/DNA Kit Qiagen
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6.7.1 Plasmide

Kommerzielle Reaktionssysteme

Bezeichnung Resistenz Verwendung Reverenz/Hersteller
pGEM-4Z Ampicillin Sequenzierung Promega
pEGFP-N1 Kanamycin Reporterplasmid Clontech
SRE-Luc Ampicillin Reporterplasmid Liao et al., 1997%'®
pRK-wtARNO Ampicillin Expression 1 Moser et al., 1993%"
Eukaryonten
NI-ARNO [E156K] | Kanamycin | Cxpression ™1 Clontech
Eukaryonten
N Expression in
pET11d-ARNO Ampicillin Prokaryonten Novagen
- Expression in
pET11a-Cytl Ampicillin Prokaryonten AK Prof. Dr. Kolanus

6.7.2 Oligonukleotide

RNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Dharmacon (Lafayette) synthetisiert, siRNAs

wurden von MWG (Ebersberg) oder Qiagen hergestellt. DNA-Oligonukleotide von den Firmen

Metabion (Miinchen) oder MWG (Ebersberg) synthetisiert.

6.7.2.1 Primer

Primer P-39F

5’-TCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGACAAGCTTGGGTC-3’

unterstrichen: T7-Promotor

Primer P-201

5’-ACTCCTAGGAAGAGCAAGAG-¥’

Primer K61S 1

5’-AGGTTAAAAGAACATCAAT

6.7.2.2 Aptamere und Bibliothek I1-N40

Anti-Cytohesin-2 Aptamer K61 (RNA)

5’-GGGAGAGACAAGCUUGGGUCGCGUUUUGCUAUUGAUGUUCUUUUAACC
UGGCCUGUUUGGGCCUCUUGCUCUUCCUAGGAGU-3°
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Anti-Cytohesin Aptamer M69 (RNA)
5’-GGGAGAGACAAGCUUGGGUCUAUUAUGCCUUUAGCUAGCGCAUUCUGU
GGGGUGGGUGGAAGAAGAGAAAGAGAAGUUAAUUAAGGAUCCUCAG-3’

DNA-Startpool I-N40
5’-TCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGACAAGCTTGGGTC-N40—
CTCTTGCTCTTCCTAGGAGT-3’

unterstrichen: T7-Promotor

Anti-Cytohesin-2 Aptamer K61S (RNA)
5’-GGGUCGCGUUUUGCUAUUGAUGUUCUUUUAACCU-3’

6.7.2.3 siRNA

Cytohesin-1
Sense [CGAUAUUGUCAGUGCAAUA]RN A[TT]DN A
antisense [UAUUGCACUGACAAUAUCG]rNA[CT]bna

Cytohesin-2
sense [GGUUUAUCCUCACAGACAA]RNA[TT ]DNA
antisense [UUGUCUGUGAGGAUAAACC]rna[AG]pNA

Cytohesin-3
Sensc [GCAUGUUGUGCUCGGACAA] RNA[TT] DNA
antisense [UUGUCCGAGCACAACAUGC]gna[TT]bnA

ARF1
sense [UGACAGAGAGCGUGUGAAC]gNA[TT]pNA
antisense [GUUCACACGCUCUCUGUCA Jrna[TT]pNa

ARF6

sense [CACCGCAUUAUCAAUGACC]RNA[TT]DNA
antisense [GGUCAUUGAUAAUGCGGUG]rna[TT]pNa
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6.7.3 Zellinien

Kommerzielle Reaktionssysteme

Bezeichnung Eigenschaften Referenz
Hel humane epitheliale Zellinie aus Patienten | Tyndall et al.,
eLa
mit Cervix-Karzinom 19652
humane  epitheliale  Zellinie  eines
HepG2

Leberkarzinoms

Knowles et al*!
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