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Einleitung

1 Identifizierung neuer PDEG6D-Interaktionspartner

1.1 Zusammenfassung

Protein-Prenylierung ist eine posttranslationale Modifikation, die die Affinitat von Proteinen
gegenuber biologischen Membranen erhéht und Protein-Protein-Interaktionen (PPI)
vermitteln kann. Das molekulare Chaperon PDE6D (Retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP
3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit delta) ist sowohl fur die korrekte Membranlokalisation
prenylierter kleiner GTPasen als auch fur deren Solubilisierung im waéssrigen Milieu des
Zytosols verantwortlich. Fur das farnesylierte Protoonkogen KRAS konnte ein
PDE6D-abhangiger Transport an die Plasmamembran gezeigt werden. Die spezifische
Inhibition dieser Interaktion mittels niedermolekularer Verbindungen fiihrt zur Relokalisation
von KRAS an das Endomembransystem, einhergehend mit einer verringerten Aktivierung des
MAPK/ERK-Signalwegs und einer Wachstumsinhibition von KRAS-abhéngigen
Pankreastumorzellen. Aufgrund des Missverhaltnisses zwischen der GroRe des humanen
Prenyloms (ca. 100 —500 Proteine) und der Anzahl bekannter PDE6D-Bindungspartner
wurde innerhalb dieser Arbeit eine affinitdtschromatographische Strategie mit anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse entwickelt, mit deren Hilfe neue, bisher unbekannte
prenylabhéngige Bindungspartner PDEG6Ds identifiziert werden konnten. Als neue
Interaktoren konnten die RHO-GTPase CDC42, die kleine GTPase RAB23 sowie die
Phosphodiesterase CNP nachgewiesen werden. Die Wechselwirkung mit allen drei Proteinen
konnte durch Verwendung der PDE6D-Inhibitoren Deltarasin und Deltazinone 1 gestort und
die Auswirkungen auf die subzelluldre Lokalisation der Proteine in Zellen untersucht werden.
Weiterhin konnte als neuer Interaktor PDE6Ds die permanent farnesylierte Lamin A-Mutante
Progerin identifiziert werden. Die seltene genetische Stérung Hutchinson-Gilford Progeria
Syndrom (HGPS) wird in ca. 90% der Falle durch eine heterozygote de novo Mutation
hervorgerufen, die in der Folge zur Expression des dominant negativen Genprodukts Progerin
fuhrt. Ursachlich fur den durch die Progerinexpression hervorgerufenen Phanotyp ist die im
Unterschied zum Wildtyp-Protein permanente Farnesylierung, die Auswirkungen auf die
Morphologie und Integritdit des Zellkerns hat. Durch die Untersuchung von
Prenylierungsmutanten konnte die prenylabhangige Interaktion zwischen Progerin und
PDEGD sowohl in Zelllysat als auch — mittels PLA-Technologie (proximity ligation assay) —
in Zellen nachgewiesen werden. Weiterhin konnte die Progerin—PDEG6D-Interaktion durch

Deltarasin und Deltazinone 1 inhibiert werden. Neben den Auswirkungen einer Stérung dieser



Interaktion mittels niedermolekularer Verbindungen wird in der vorliegenden Arbeit auch die
Bindungsspezifitdt PDE6Ds gegeniiber prenylierten Cargoproteinen unter Berlicksichtigung

der hier erhaltenen Ergebnisse diskutiert.

1.2 Summary

Protein prenylation is a post-translational modification that increases the affinity of proteins
for biological membranes and mediates protein-protein interactions. The molecular chaperone
PDEG6D (retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit delta) is
responsible for the solubilization of prenylated small GTPases in the aqueous environment of
the cytosol and their correct membrane localization. For the farnesylated proto-oncogen
KRAS a PDE6D dependent transport to the plasma membrane was shown. The specific
inhibition of this interaction by low molecular weight compounds leads to the relocalization
of KRAS to the endomembrane system, accompanied by a reduced activation of the
MAPK/ERK signaling pathway and a growth inhibition of KRAS-dependent pancreatic tumor
cells. There is a significant mismatch between the size of the human prenylome (approx. 100 -
500 proteins) and the number of known PDEG6D binding partners. To identify novel binding
partners of PDE6GD an affinity chromatography based approached with subsequent mass
spectrometric analysis was developed to identify new previously unknown prenyl-dependent
binding partners of PDE6D. The RHO GTPase CDC42, the small GTPase RAB23, and the
phosphodiesterase CNP were detected as new interactors. As proof of their binding the
interaction with all three proteins could be disturbed with the known PDEGD inhibitors,
Deltarasin and Deltazinone 1. The effects on the subcellular localization of the proteins upon
treatment of cells with the inhibitors were investigated. Furthermore, the permanently
farnesylated lamin A mutant, progerin was identified as a new interactor of PDE6D. In the
rare genetic disorder Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome (HGPS), a heterozygous de novo
mutation leads to the expression of the dominant negative gene product progerin in
approximately ninety percent of the cases. During maturation the wild type protein lamin A
loses its farnesylated C-terminus, whereas the mutant progerin lacks the internal protease
recognition site. The reason for the severe phenotype upon expression of progerin is due to its
permanent farnesylation, which affects the morphology and integrity of the nucleus. In the
present study prenylation mutants were employed to show the prenyl-dependent interaction
between progerin and PDEGD in cell lysate and in cells by means of proximity ligation assay
(PLA) technology. Subsequently, the progerin-PDEG6D interaction could be inhibited by

Deltarasin and Deltazinone 1. In addition to the effects of a small molecule disruption of this
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interaction, the binding specificity of PDE6D towards prenylated cargoproteins is discussed in
this study.



1.3 Einleitung

1.3.1 Lipidierung als posttranslationale Modifikation

Das humane Genom besteht aus ca. 22.500 codierenden Genen. Die Grof3e des humanen
Proteoms wird auf (iber das 10 — 100-fache der Zahl der kodierenden Gene geschatzt (Walsh
et al., 2005; Pertea and Salzberg, 2010). Zwei Hauptmechanismen sind fir diese Erhéhung
der Komplexitat verantwortlich. Auf Transkriptionsebene kann alternatives SpleilRen einer
pr&-mRNA zu unterschiedlichen mRNA-Produkten fihren. Wéhrend beim normalen
SpleiBvorgang die Introns aus der pr&-mRNA entfernt werden, kdnnen beim alternativen
SpleiRen Exons ausgeschnitten werden, was zu unterschiedlichen mRNA-Produkten in Lange
und Exonkomposition fuhrt. Der zweite Mechanismus zur Erhéhung der Komplexitat findet
auf Proteinebene statt und ist die kovalente Modifikation von Proteinen. Darunter fallen zum
Einen die Enzym-katalysierte kovalente Addition von chemischen Gruppen oder Polypeptiden
an Aminoséureseitenketten von Proteinen und zum Anderen die spezifische proteolytische
Spaltung von Peptidbindungen (Prabakaran et al., 2012). Die bisher identifizierten tiber 200
posttranslationalen Modifikation (PTM) betreffen dabei von Transkriptionsfaktoren (ber
Strukturproteine bis hin zu Membranrezeptoren alle Arten von Proteinen und modulieren
deren physikochemischen Eigenschaften, was wiederum Auswirkungen auf die Aktivitét,
Lokalisation, den Abbau und die Fahigkeit hat, Wechselwirkungen mit anderen Proteinen,
DNA oder Substraten einzugehen (Jensen, 2006). Die Lipidierung von Proteinen ist eine
weitverbreitete PTM, die ungefdhr 1000 Proteine betrifft und unter anderem flr die
Vermittlung von PPI und fur die Erhohung der Membranaffinitat des modifizierten Proteins
verantwortlich ist (Resh, 2013). Hierbei konnen Fettsduren, Sterine, Phospholipide,
Glycosylphosphatidylinositole und Isoprenoide als Substrate dienen. Wéhrend die kovalente
Verknipfung von Proteinen mit Sterinen bisher nur fur die Familie der Hedgehog-Proteine
und die direkte Verknupfung mit einem Phospholipid ausschlieRlich fur das autophagosomale
LC3-Protein  bekannt  ist,  werden  ungefdhr 1%  aller  Proteine  mit
Glycosylphosphatidylinositol-Ankern (GPI-Anker) modifiziert. Uber die
Phosphatidylinositol-Reste werden Proteine, die mit einem GPI-Anker versehen wurden, an
der extrazelluldren Seite der Plasmamembran stabil fixiert und sind dort in diverse
Signaltransduktionsprozesse eingebunden. Die kovalente Verknlpfung des Lipids an das
Zielprotein erfolgt dabei fur jedes Substrat durch ein spezifisches Enzym. Beispielsweise
werden nach Abspaltung des initialen Methionins Proteine, die das N-terminale MGXXS/T-
Motiv tragen, am Glycin mit der gesattigten Fettsaure Myristinsédure durch die N-Myristoyl-
Transferase (NMT) modifiziert (N-Myristoylierung) (Resh, 2013). Wahrend der komplexe
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GPI-Anker ausreicht, um ein Protein an der Plasmamembran zu lokalisieren, bendtigen
myristoylierte Proteine fur eine stabile Membranassoziation noch ein weiteres Signal. Dieses
Signal kann eine zweite Lipidmodifikation in Form von einem oder mehreren Cysteinen sein,
die einen Palmitinsdurerest tragen (zum Beispiel Kinasen der Src-Familie). Eine andere
Maoglichkeit die Affinitit gegentuber Membranen zu erhdhen ist eine polybasische Doméane,
die mit den negativ geladenen Phospholipiden der Plasmamembran wechselwirken kann, wie
im Falle des Proteins CDC42 (Resh, 2013). Die meisten Lipidmodifikationen sind
irreversibel, die einzige bekannte Ausnahme ist die S-Palmitoylierung von Proteinen. Die
Thioester-Bindung zwischen der Palmitoylgruppe und dem Cystein des Proteins kann durch
Palmitoyl-Protein-Thioesterasen (PTE) gespalten werden, was zu Zyklen der

Membranassoziation und -dissoziation von modifizierten Proteinen fuhren kann (Resh, 2013).

1.3.2 Prenylierung von Proteinen

Die Prenylierung von Proteinen durch Modifikation mit Isoprenoiden wird fir mehr als 200
Proteine vermutet (Berndt et al., 2011). Dabei wird zwischen zwei Arten von Prenylierungen
unterschieden: zum einen die Farnesylierung mit der C15-Isopreneinheit Farnesyl durch die
Farnesyltransferase  (FTase), zum anderen die Geranylgeranylierung mit der
C20-Isopreneinheit Geranylgeranyl durch die Geranylgeranyltransferase I (GGTase ). In
beiden Féllen dient zumeist eine C-terminale CaaX-Box als Erkennungsmotiv fur die
Prenylierung des CaaX-Box-Cysteins (Zhang and Casey, 1996). Bekannte Proteinsubstrate flr
die FTase sind unter anderem HRAS, NRAS und KRAS sowie Proteine der Lamin-Familie
und Proteine, die in Prozesse der Phototransduktion involviert sind. Geranylgeranyliert
werden unter anderem Vertreter der Ras- und Rho-Rac-Familie. Prenylierung als PTM hat
folglich tiefgreifende Effekte auf Signaltransduktionsprozesse sowie intrazellulare

Transportwege.
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Abbildung 1.1 Isoprenoid Metabolismus und CaaX-Box Prenylierung. Die an das endoplasmatische Retikulum (ER)
assoziierte HMG-CoA-Reduktase stellt mit Mevalonat den ersten Vorlaufer fiir die weitere Synthese von
Farnesylpyrophosphat (FPP) und Geranylgeranylpyrophosphat (GPP) her. Mevalonat wird in weiteren Folgeschritten
enzymatisch zu Isopentenylpyrophosphat (IPP) umgewandelt. Die folgenden Kondensationsreaktionen der beiden
C5-Einheiten IPP und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, nicht gezeigt) zu Geranylpyrophosphat (GPP) sowie von GPP
und IPP zu FPP werden in Sdugern von der Farnesylpyrophosphatsynthase katalysiert (Kellogg and Poulter, 1997). FPP kann
entweder Substrat flr die Farnesyltransferase werden oder Uber die Geranylgeranylpyrophosphatsynthase mit einem weiteren
IPP Molekil zu GGPP kondensiert werden. Weiterhin kann FPP {iber die Squalen Synthase Eingang in den Cholesterin-
Biosyntheseweg finden. Die zytosolische Farnesyltransferase (FTase) und Geranylgeranyltransferase (GGTasel) katalysieren
die Ubertragung der Prenylgruppen an das CaaX-Box-Cystein von Substratproteinen wie beispielsweise Ras. AnschlieRend
erfolgt die Abspaltung der drei C-terminalen Aminoséuren durch die Protease RCEL (Ras converting enzyme 1) an der
zytosolischen Seite des ER. Letzter Schritt der Prozessierung ist die Carboxymethylierung des C-terminalen prenylierten
Cysteins durch die Isoprenylcystein Carboxylmethyltransferase (ICMT). Im Anschluss erfolgt der Transport des Proteins an
die Zielmembran. AdoHcy, S-Adenosyl-L-Homocystein; AdoMet, S-Adenosyl Methionin. Abbildung modifiziert nach Wang
und Casey, 2016.

Die aus dem Mevalonatweg gewonnenen 5-Kohlenstoffeinheiten werden durch die
Farnesylpyrophosphatsynthase ~ und  die  Geranylgeranylpyrophosphatsynthase  zu
Farnesylpyrophosphat (FPP) bzw. Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) weiterverarbeitet.
Die im Zytosol lokalisierten Prenyltransferasen FTase und GGTase | binden die
Isoprenoidpyrophosphate und binden anschlielend in die Nahe der CaaX-Box von
Zielproteinen, um im Folgeschritt die Thioester Bindung zwischen der Cysteinseitenkette und
den Pyrophosphaten zu katalysieren. Damit ist die Prozessierung von CaaX-Box-tragenden
Proteinen noch nicht abgeschlossen. An der zytosolischen Seite der ER-Membran werden die
drei C-terminalen Aminosauren (-aaX) proteolytisch durch RCE1 (Ras converting enzyme 1)

abgespalten. Fir die vollstandige Prozessierung erfolgt im Anschluss ebenfalls an der



Einleitung

zytosolischen Seite der ER Membran die Methylierung des nun C-terminalen prenylierten
Cysteins durch das Transmembranprotein ICMT (Isoprenyl-Carboxylmethyltransferase).
Hierbei wird die Methylgruppe des Ko-Substrats S-Adenosyl-L-Methionin (AdoMet) auf das
endstandige Cystein tibertragen (Abbildung 1.1). Die fur die Membranassoziierung bendtigte
Hydrophobizitat durch die Prenylgruppe wird durch die Methylierung weiter erhéht, um den
sogenannten hydrophoben Anker zu komplettieren (Parish and Rando, 1996). Insbesondere
bei Proteinen, die mit der kirzeren Farnesylgruppe modifiziert werden, hat die
Carboxymethylierung eine essentielle Funktion flr den weiteren Transport sowie die stabile
Assoziation mit Membranen (Baron and Casey, 2004). Die relative Hydrophobizitét
farnesylierter Proteine wird durch die Carboxymethylierung stark erhoht, wahrend die
ohnehin schon hydrophoberen geranylgeranylierten Proteine wesentlich weniger von der
Methylierung profitieren (Parish and Rando, 1996). Dies steht in Einklang mit Studien, die
die Assoziation von farnesylierten und geranylgeranylierten Peptiden mit synthetischen
Liposomen untersucht haben. Farnesylierte, nicht methylierte Peptide zeigten nur geringe
Membranbindung, wahrend farnesyliert und methylierte Peptide Bindung zeigten. Fr
geranylgeranylierte Peptide hatte der Zusammenhang zwischen Carboxymethylierung und
Membranassoziation wesentlich geringere Bedeutung (Silvius, JR and I'Heureux, 1994).
Ahnlich wie myristoylierte Proteine benétigen auch farnesylierte Proteine aufgrund ihrer
niedrigeren Hydrophobizitéat ein zweites Signal fur die stabile Lokalisation an Membranen.
Weitere Modifikationen mit Palmitinséureresten oder eine polybasische Doméne kdnnen die
notige zusatzliche Affinitat geben (Hancock et al., 1990).

Neben den genannten CaaX-Box-enthaltenden  Proteinen, die  Substrat  fir
Isoprenylierungsreaktionen durch die FTase und GGTase | sind, gibt es eine dritte
Prenyltransferase, Geranylgeranyltransferase Il (GGTase Il oder RabGGtase), die spezifisch
Proteine der Rab-Familie (ras genes from rat brain) mit einem oder mehreren
Geranylgeranylresten modifiziert. Die Familie der Rab-Proteine umfasst mehr als 60
Mitglieder und ist damit die groRte Untergruppe der Ras-Familie von kleinen GTPasen. Sie
sind evolutiondr hochkonserviert und erfullen eine wichtige Rolle im vesikularen Transport
innerhalb der Zelle (Zerial and McBride, 2001). Der Mechanismus der Prenylierungsreaktion
unterscheidet sich stark von dem Mechanismus bei CaaX-Box-enthaltenden Proteinen. Im
Gegensatz zur FTase und GGTase | reicht das C-terminale Prenylierungsmotiv von Rab-
Proteinen fir die Erkennung durch die GGtase Il nicht aus. Vielmehr binden neu
synthetisierte Rab-Proteine an das Rab escort protein (REP), welches wiederum durch die

GGTase Il erkannt wird. Nach Bildung des terndren Komplexes



Rab-Protein~-REP—-GGTase Il Ubertragt die GGTase Il Geranylgeranylpyrophosphate auf
C-terminale Cysteine. Dabei besitzen die meisten Rab-Proteine zwei Cysteine an ihrem
C-Terminus, die geranylgeranyliert werden kénnen (Leung et al., 2006). Rab-Proteine mit
dem C-terminalen Motiv CXC werden am ER durch RCE1 und ICMT weiter prozessiert,
wohingegen Rab-Proteine mit CC-Motiv nicht weiter prozessiert werden (Smeland et al.,
1994). Obwohl die meisten Rab-Proteine mehrfach geranylgeranyliert werden, gibt es einige
Ausnahmen, die kein Mehrfach-Prenylierungsmotiv CXC oder CC tragen. RABS8 besitzt
beispielsweise eine CaaX-Box und kann neben der GGTase Il auch durch die GGTase I
geranylgeranyliert werden (Joberty et al., 1993). Ein Uberblick iiber die verschiedenen
C-terminalen Prenylierungsmotive und ihre Konsequenzen fur die Modifikation mit

Isoprenoiden ist in Tabelle 1.1 dargestellt.

Tabelle 1.1 C-terminale Isoprenylierungsmotive und zugehdrige Modifikation. Proteine mit CaaL-Motiv sind zumeist
Substrate der GGTase |, aber nicht alle Proteine deren CaaX-Box nicht auf Leucin endet, werden zwangsweise nur
farnesyliert (Maurer-Stroh and Eisenhaber, 2005). Die Postprenylierungsprozessierung durch RCE1 und ICMT findet in Rab-
Proteinen mit CC-Motiv nicht statt. f = farnesyl; gg = geranylgeranyl. Fir CaaX: C = Cystein; a = aliphatische Aminoséure;
X = beliebige Aminosdure.

Postprenylierungs-

Prenylierungsmotiv Modifikation Enzym (bevorzugt)
Prozessierung
CaaX f/(gq) FTase ja
Caal ag GGTase | ja
CXC ag GGTase ll ja
CcC g9 GGTase ll nein

1.3.3 Biologische Rolle von Prenylierungen

Wie bereits erwahnt, hat die Prenylierung von Proteinen zwei Hauptaufgaben, zum einen die
Erhéhung der Membranaffinitat und somit indirekt die Lokalisierung des modifizierten
Proteins und zum anderen die Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI). Da die
Prozessierung von CaaX-Box Proteinen an der ER-Membran ablauft, ergibt sich fur den
weiteren Transport der prenylierten Proteine ein Loslichkeitsproblem. Die neu erworbene
Hydrophobizitat durch den Prenylrest erfordert Transportproteine, die die hydrophobe Gruppe
vor dem wassrigen Milieu des Zytosols abschirmen. Fir die verschiedenen prenylierten
Proteine gibt es diverse Transportproteine, die diese Aufgabe Ubernehmen. Als ein Beispiel
fur den Transport von geranylgeranylierten Proteinen seien die RhoGDIs (Rho GDP-
dissociation inhibitors) genannt, die nicht nur fir den Transport von Rho-Proteinen
verantwortlich sind, sondern gleichzeitig deren Aktivitdt kontrollieren. Proteine der

Rho-Familie sind, wie auch Ras- und Rab-Proteine, kleine GTPasen, die den zellularen
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Energietrager GTP (Guanosintriphosphat) binden und hydrolysieren. Sie sind in diverse
zelluldre VVorgange wie Wachstum und Differenzierung, Vesikeltransport, Apoptose sowie
Dynamiken des Zytoskeletts involviert. Die als molekulare Schalter bezeichneten kleinen
GTPasen wechseln dabei zwischen einer aktiven GTP-gebundenen Form und einer inaktiven
GDP gebundenen Form (Abbildung 1.2a). Der Wechsel zwischen den beiden Zustanden wird
durch den zweistufigen Austausch von GDP zu GTP mittels eines GTP Austauschfaktors
(GEF, guanine nucleotide exchange factor) katalysiert. Der GEF erhoht dabei die
Geschwindigkeit der spontanen Dissoziation des GDP von der kleinen GTPase. Die GTPase
selbst hat keine Praferenz gegentiber GDP oder GTP, aber aufgrund der wesentlich héheren
GTP-Konzentration in der Zelle (ca. 10x mehr GTP als GDP) erfolgt die Beladung des
Nukleotid-freien Proteins bevorzugt mit GTP (van Dyke et al., 1977; Colicelli, 2004). Die
Bindung von GTP ruft eine Konformationsanderung im Protein hervor, die Bindestellen mit
hohen Affinitaten fiir Effektorproteine freigibt. Die Inaktivierung der GTPase erfolgt durch
die Hydrolyse von GTP. Da die intrinsische Hydrolyserate relativ gering ist (fir HRas
42x10%s?)  und demnach  die  Reaktionszeit  zur  Regulation  von
Signaltransduktionsprozessen stark eingeschrénkt wére, wird die Hydrolyse von GTP durch
Bindung eines GTPase-aktivierenden Proteins (GAP, GTPase-activating protein)
beschleunigt (Neal et al., 1988; Colicelli, 2004).
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Abbildung 1.2 Rolle von RhoGDI im Transport und in der Regulation von Rho-GTPasen am Beispiel von CDC42. a) Zyklus
der Aktivierung und Inaktivierung von kleinen GTPasen. Der molekulare Schalter RAS wechselt zwischen einer inaktiven
GDP-gebundenen und einer aktiven GTP-gebundenen Form. Der Wechsel zwischen den beiden Zustdnden wird durch GTP-
Austauschfaktoren (GEFs) und GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) reguliert. Konformationsédnderungen im GTP-
gebundenen Zustand ermdglichen die Interaktion mit Effektorproteinen. b) Neu synthetisiertes CDC42 wird durch die
GGTase | geranylgeranyliert und anschlieBend von RCE1 und ICMT an der &uBeren ER-Membran weiter modifiziert.
Prozessiertes CDC42 wird durch Bindung von RhoGDI aus der Membran extrahiert. Freies prenyliertes CDC42 ist instabil
und wird im Zytosol durch RhoGDI stabilisiert. VVerschiedene Rho-GTPasen konkurieren um die Bindung an RhoGDI. An
der Zielmembran erfolgt die Dissoziation des RhoGDI-CDC42-Komplexes durch verschiedene Faktoren (Lipide, GEF,
Phosphorylierung, etc.). Plasmamembran gebundenes CDC42 steht im Gleichgewicht mit zytosolischem RhoGDI-
gebundenem CDC42. Die Rate mit der dieser Recyclingprozess ablduft wird durch posttranslationale Modifikationen
bestimmt, die die Affinitdt der RhoGDI-CDC42-Bindung beeinflussen (schnelles Recycling). Ein weiterer langsamerer
Recyclingprozess, der auf Vesikeltransport basiert, wurde ebenfalls fiir CDC42 postuliert. An der Membran kann CDC42 von
GEFs aktiviert werden und an Effektoren binden. Nach Inaktivierung durch GAPs tritt das Protein wieder in den Recycling-
Zyklus ein. Abbildung modifiziert nach (Garcia-Mata et al., 2011; Wang and Casey, 2016).

In ersten Studien wurden RhoGDls als negative Regulatoren von RHO-Proteinen beschrieben,

da sie die F&higkeit besitzen GDP-gebundene RHO-Proteine zu binden, den
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Nukleotidaustausch zu verhindern und somit die Rho-GTPase in inaktiviertem Zustand zu
halten. Erst spater wurde die Beobachtung gemacht, dass RhoGDIs auch als molekulare
Chaperone dienen und die rdumlich-zeitliche Lokalisation von Rho-Proteinen kontrollieren.
Posttranslational werden Rho-Proteine, wie CDC42, von der GGTase | geranylgeranyliert und
anschlieBend an der ER-Membran proteolytisch prozessiert und durch ICMT
carboxymethyliert. Im wassrigen Milieu des Zytosols verursacht der hydrophobe Prenylrest
von freien Rho-GTPasen Fehlfaltungen im Protein, was sich in einer schnellen proteasomalen
Degradation auswirkt. Dennoch sind in der Zelle ca. 90-95% der Rho-GTPasen im Zytosol
lokalisiert, um der Zelle ein Reservoir zu schaffen, das bei Bedarf schnell abgerufen werden
kann (Boulter et al., 2010; Garcia-Mata et al., 2011). Diese zytosolische Fraktion wird durch
die Bindung von RhoGDIs an Rho-GTPasen aufrechterhalten. Nach der proteolytischen
Prozessierung interagiert RhoGDI Uber seinen N-Terminus mit der SwitchI- und
Switch I1-Doméne der Rho-GTPase, was zur Positionierung der hydrophoben
Prenylbindetasche des RhoGDIs an der Membran fihrt. Die Affinitdt von RhoGDI gegenuber
GDP gebundener Rho-GTPase (Kgapp =180nM) ist in Anwesenheit von Membranen
wesentlich hoéher als fir CDC42 mit gebundenem GTP (fir GMP-PNP Ky app = 1400 nM)
(Johnson et al., 2009). Durch Isomerisierungsvorgange kann der Prenylrest der GTPase aus
der Lipiddoppelschicht in die hydrophobe Tasche des RhoGDI wandern ohne in Kontakt mit
dem wassrigen Milieu des Zytosols zu treten (Hoffman et al., 2000). Nach Inaktivierung der
Rho-GTPase durch die Hydrolyse des gebundenen GTP kann das Protein mit RhoGDI
reassoziieren und so, in einem als ,,schnelles Recycling* bezeichneten VVorgang, zurtick in die
zytosolische Fraktion wandern. Gendeletionsstudien von CDC42 legen nahe, dass es neben
dem schnellen Recycling noch einen weiteren Mechanismus zur Aufrechterhaltung der
Zirkulation von CDC42 zwischen dem ER, dem Zytosol und der Plasmamembran gibt. Durch
Vesikeltransport kdnnen im ,,langsamen Recycling* ebenfalls prenylierte Rho-GTPasen die

Plasmamembran erreichen (Slaughter et al., 2009).

1.3.4 Das molekulare Chaperon PDE6ED

Das 17 kDa grolRe Protein PDE6D (Retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP 3',5'-cyclic
phosphodiesterase subunit delta) wurde zuerst als Untereinheit der cGMP Phosphodiesterase
(PDE) identifiziert. Uber Interaktion mit der PDE-a- und -B-Untereinheit kann es den PDE-
Komplex von der Membran lésen und somit die Phototransduktion in Photorezeptorzellen
desensibilisieren (Florio et al., 1996). Ein Schlusselschritt in der Phototransduktionskaskade
ist die Umwandlung von cGMP zu 5‘-GMP durch Retina-spezifische Phosphodiesterasen

nach Aktivierung durch das G-Protein Transducin. PDEs sind Heterotetramere, deren a- und
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B-Untereinheiten das katalytische Zentrum bilden. Die beiden kleineren y-Untereinheiten
haben eine inhibitorische Funktion (Pugh, JR and Lamb, 1993). PDEGD ist in der Lage tber
Bindung der prenylierten C-Termini der PDE-a- und -B-Untereinheit den PDE-Komplex zu
solubilisieren (Li et al., 1998). In Folgestudien konnte gezeigt werden, dass PDE6D ubiquitéar
exprimiert wird und Orthologe in fast allen Spezies besitzt. Dabei ist die Proteinsequenz
hochkonserviert mit uber 70% Sequenzidentitat in Vertebraten und ca. 50% in Invertebraten.
Als prominentes Strukturmotiv besitzt PDE6D eine Immunglobulin-dhnliche p-
Faltblattstruktur, die eine hydrophobe Bindetasche mit hoher struktureller Ahnlichkeit zu den
hydrophoben Bindetaschen von RhoGDI und UNC119 bildet (Hoffman et al., 2000; Zhang et
al., 2011; Zhang et al., 2012). Wahrend PDE6D und RhoGDI (ber ihre Bindetasche jedoch
bevorzugt prenylierte Proteine binden, besitzt UNC119A eine Spezifitat fur lauroylierte und
myristoylierte Proteine (Zhang et al., 2012). Die Tatsache, dass PDE6GD in allen Gewebetypen
exprimiert wird, néhrt die Vermutung nach weiteren Funktionen neben der Solubilisierung der
PDE. Initiale Hefe-zwei-Hybrid-System-Studien zeigten die Bindung von PDEGD an diverse
kleine GTPasen der Ras- und Rho-Familien (Nancy et al., 2002).

Tabelle 1.2 Bekannte PDE6D-Interaktionspartner. f = farnesyl; gg = geranylgeranyl. Tabelle modifiziert nach (Zhang et al.,
2012).

Protein Prenylierung Protein Prenylierung
PDEa f RAB8 ag
PDER ag RAB13 f
GRK1 f RAB28 f
GRK7 ag RHEB f
cTy f RHO6 f
Ty f RAP1a ag
DmPDE5/6 ag RAP1b g9
HRAS f RAP2a f
NRAS f RAP2b ag
KRAS f RHOA ag
RPGR ag RHOB ag
ARL2-GTP - Prostacyclin-R f
ARL3-GTP - INPP5E f

In Ko-Kristallisationsstudien konnte die Struktur von PDE6D mit farnesyliertem RHEB (Ras
homolog enriched in brain) aufgeldst werden. Die Struktur zeigt, dass die Interaktion fast
ausschliellich tber das C-terminale farnesylierte Cystein vermittelt wird und nur die letzten

5— 10 Aminosauren von RHEB-Hauptketteninteraktionen mit PDE6D eingehen. Trotz der
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groRen strukturellen Ahnlichkeit zwischen RhoGDI und PDE6D zeigen sich in der
Kristallstruktur starke Unterschiede im Bindungsmechanismus. Im Fall von RHEB und
PDEG6D, dringen die letzten 3 Aminosduren von RHEB mit dem farnesylierten Cystein
wesentlich tiefer in die Bindetasche von PDEGD ein als es fir CDC42 und RhoGDI bekannt
ist. Diese zusatzliche Interaktionsflache kann vermutlich das Fehlen der Interaktion zwischen
PDE6D und den Switch-Regionen von RHEB kompensieren und ist gleichzeitig auch die
Bestdtigung fur die  Nukleotid-unabhangige Bindung zwischen PDE6D  und
Interaktionspartnern, die Uber die hydrophobe Tasche binden (Ismail et al., 2011). Diese
Ergebnisse bestétigen die zuvor gemachte Beobachtung, dass es kaum Unterschiede in den
Bindungsaffinitdten zwischen einem farnesylierten KRAS4B-Dodeca-Peptid an PDE6D und
einem semisynthetischen farnesylierten KRAS4B-Protein an PDEGD gibt (Chen et al., 2010).
Hieraus l&sst sich auch die breite Spezifitdt und geringe Selektivitdit an PDE6D

Bindungspartnern erklaren (Nancy et al., 2002).
a b

Abbildung 1.3 Rontgenkristallstruktur des PDE6D—RHEB Komplexes. a) PDE6D (grau) bindet RHEB (ocker) lber die
C-terminale Farnesylgruppe. Es gibt keine weiteren Hauptketten-Interaktionen zwischen PDE6D und RHEB. b) VergroRerter
Ausschnitt der Bindetasche PDE6Ds und der Farnesylgruppe RHEBs. PDB: 3T5G.

Neben Interaktionen mit prenylierten Proteinen (ber die hydrophobe Bindetasche, kann
PDE6D mit Proteinen der ARL Familie (ADP-ribosylation factor-like) wechselwirken. Die
Bindung von ARL2 und ARL3 erfolgt dabei tber p-Faltblatter von PDE6D an einer
Bindestelle, die nicht mit der von prenylierten Bindungspartnern kollidiert. Des Weiteren
interagiert PDE6D nur mit der GTP-gebundenen Form von ARL2/3. Diese Bindung fuhrt zu
einer Konformationsanderung PDE6Ds von einer offenen Form, bei der die hydrophobe
Tasche flr Prenylreste zuganglich ist, zu einer geschlossenen Form, bei der sich die
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hydrophobe Tasche stark verkleinert. In der geschlossenen Form kann keine Bindung von
Proteinen tber die hydrophobe Bindetasche PDE6Ds mehr stattfinden. Das System aus
PDEG6D, prenyliertem Protein und ARL2/3 kann so als Transportsystem fungieren, das durch
ARL2/3-spezifisches Schliefen der Bindetasche PDEG6Ds transportierte Proteine gezielt
entladen kann (Ismail et al., 2011).

Ein Modell fir den Transport durch PDE6D gibt es fir das Protoonkogen KRAS4B. Als
Mitglied der Ras-Familie ist es fir die Signaltransduktion innerhalb des MAPK/ERK-
Signalwegs (mitogen-activated protein kinase/ extracellular signal-related kinase)
verantwortlich. Der Signalweg kontrolliert diverse zellulare Prozesse wie Differenzierung,

Zellproliferation, Apoptose, Motilitat und Metabolismus (Kolch, 2005).

Plasmamembran

negativ geladene ungeladene
Phospholipide Phospholipide

|

KRAS4B
Rezyklisierendes
‘\ Endosom
KRAS4B
PDE6D
ARL2

Endomembransystem

Perinuklesrer Bereich
mit ARL2 Aktivitat

Abbildung 1.4 KRAS4B-Lokalisierung durch Zyklen der Solubilisierung und des vesikuldren Transports. KRAS4B
delokalisiert von der Plasmamembran durch Endozytose und spontane Dissoziation ins Zytosol. Nach Verlust der negativen
Ladung der Endozytosevesikel, dissoziiert KRAS4B ins Zytosol, wo es an Endomembranen und PDE6D binden kann.
PDE6D-gebundenes KRAS4B kann in perinukledren Bereichen durch ARL2 entlassen werden, von wo aus KRAS4B an
negativ geladene rezyklisierende Endosomen akkumuliert, die mittels unidirektionalem Vesikeltransport KRAS4B wieder an
die Plasmamembran liefern. Abbildung modifiziert nach (Schmick et al., 2015).

KRAS4B wird zur Weiterleitung extrazelluldrer Signale an der Plasmamembran aktiviert, um
anschliefend mit Effektoren zu interagieren. Die Kkorrekte Lokalisation an der

Plasmamembran ist fir die Signaltransduktion folglich essentiell und wird durch PDE6D
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reguliert. KRAS4B besitzt neben einer Farnesylmodifikation eine Ansammlung von positiv
geladenen Lysinen am C-Terminus; diese dienen als zweites Signal flr die Lokalisation an
Membranen, die negativ geladene Phospholipide besitzen (beispielsweise die
Plasmamembran). Durch Endozytose verlasst KRAS4B die Plasmamembran und lokalisiert
ins Zytoplasma, wo es sich auf das im Verhdltnis zur Plasmammembran grolie
Endomembransystem verteilt. Die nur geringen Wechselwirkungen mit den ungeladenen
Phospholipiden der Endomembranen ermdglichen eine einfache Dissoziation ins Zytosol, wo
KRAS4B an PDEGD binden kann. An perinukledren Membranen kann KRAS4B aus dem
Komplex mit PDEGD durch hier lokalisiertes GTP-ARL2 entladen werden, was zu einer
Erhohung der lokalen KRAS4B-Konzentration fuhrt. Von hier aus kann KRAS4B an
rezyklisierende Endosomen (RE) binden und zuriick an die Plasmamembran transportiert
werden. Die Phospholipidkomposition der RE entspricht derjenigen der Plasmamembran,
wodurch das Gleichgewicht in der KRAS4B-Assoziation von Endomembranen auf RE
verschoben wird (Schmick et al., 2014).

Des Weiteren gibt es Hinweise auf einen Einfluss von PDE6D auf den Transport cilidrer
Proteine in das primare Cilium. Sowohl fur INPP5E (72 kDa inositol polyphosphate
5-phosphatase) als auch fir RPGR wurden in der Literatur kirzlich Mechanismen fur den
Transport beschrieben (Dutta and Seo, 2016; Fansa et al., 2016). Die Phosphatase INPP5E
bindet mit hoher Affinitdt an PDE6D und kann im Gegensatz zu niedriger affinen Bindern
wie KRAS4B oder RHEB nicht durch ARL2 aus der hydrophoben Bindetasche gedréngt
werden. Diese hochaffinen Binder konnen jedoch durch GTP-ARL3 entladen werden,

welches im Cilium angereichert ist (Thomas et al., 2013; Fansa et al., 2016).

1.3.5 Hutchinson-Gilford Progeria Syndrom

Das Hutchinson-Gilford Progeria Syndrom (HGPS) ist eine sehr seltene genetische Stdrung,
die als klinisches Hauptmerkmal einen stark beschleunigten Alterungsprozess in jungem Alter
zeigt. Kinder, die an HGPS erkrankt sind sterben im Durchschnitt zwischen dem 11. und 13.
Lebensjahr. Das Aufkommen der genetischen Stérung wird auf ca. 1:8.000.000 geschatzt mit
nur etwa 40 bekannten Fallen weltweit im Jahr 2004 (Pollex and Hegele, 2004). Betroffene
Kinder zeigen kurz nach der Geburt zundchst keine Symptome. Als erstes klinisches
Anzeichen ist hdufig wahrend der ersten Lebensjahre ein vermindertes Wachstum zu
beobachten. Bei Gewichtszunahmen von nur 0,440 kg/Jahr, erreichen HGPS-Kinder ein
durchschnittliches Maximalgewicht von 14,5 kg bei einer GréRe von 110 cm (Gordon et al.,

2007). Im zweiten bis dritten Lebensjahr treten weitere Symptome auf, wie eine
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charakteristische Fazies, Alopezie, Verlust von subkutanem Fett und Knochenfehlbildungen
(Hennekam, 2006). Myokardinfarkte und Schlaganfélle durch fortschreitende Atherosklerose
sind die hdufigsten Todesursachen der Betroffenen (Sarkar and Shinton, 2001). Urséachlich fir
das Auftreten des klassischen HGPS ist in 90% der Falle eine heterozygote de novo
Punktmutation in Exon 11 des LMNA-Gens (Eriksson et al., 2003). Das LMNA-Gen kodiert
fur vier verschiedene Typ-A-Lamine (Lamin A, AA10, C und C,). In differenzierten Zellen
machen Lamin A und Lamin C den Hauptteil, der durch alternatives SpleiRen generierten
Typ-A-Lamine aus. Zusammen mit den Typ-B-Laminen (Lamin B1 und B2) bilden die zu
den Intermediérfilamenten zugerechneten Lamine die nukledre Lamina aus, ein komplexes
Netzwerk, das dem Nukleus mechanische Stabilitat gibt und zahlreiche weitere Funktionen
ubernimmt, etwa die Regulation der Transkription und die Positionierung der nukledren Poren
(Gruenbaum et al., 2005). Proteine der Lamin-Familie werden posttranslational modifiziert.
Die beiden B-Typ-Lamine sowie Lamin A, werden an ihren C-terminalen CaaX-Boxen
farnesyliert. Das alternative Spleiprodukt des LMNA-Gens Lamin C besitzt hingegen keine
CaaX-Box (Sinensky, 1994).

50 fehlende Aminosauren
a b
Prelamin A Progerin
B CSIM B C5IM
l Famesylierung FTase l Farnesylierung FTase
S M
G § mhomd~l
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'\ﬁl\/\)\/\al\
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Abbildung 1.5 Posttranslationale Modifikation von Lamin A. a) Nach der Farnesylierung von neu synthetisiertem Lamin A
(Prelamin A) durch die FTase, erfolgt die Abspaltung der drei C-terminalen Aminosduren durch RCE1 oder ZMPSTE24
(CaaX prenylprotease 1 homolog). Nach Carboxymethylierung des prenylierten Cysteins und Vervollstdndigung des
hydrophoben Ankers, erfolgt im Unterschied zu Ras- oder Rho-Proteinen, die Erkennung eines C-terminalen Sequenzmotivs
durch die Protease ZMPSTE?24, die im Folgenden den modifizierten C-Terminus von Prelamin A abspaltet um so das reife
Genprodukt zu erhalten. b) Die de novo Punktmutation im LMNA-Gen sorgt fir die Expression der Lamin A-Mutante
Progerin. Die fehlenden 50 Aminoséuren beinhalten die Erkennungssequenz fiir die Protease ZMPSTE24. Gereiftes Progerin
ist im Gegensatz zu reifem Lamin A konstitutiv farnesyliert. Abbildung modifiziert nach (Young et al., 2013).

Im Gegensatz zur Prozessierung von Ras- und Rho-Proteinen, erfolgt im Fall von Lamin A

ein weiterer Modifikationsschritt. Nach Farnesylierung und Carboxymethylierung wird der
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modifizierte C-Terminus proteolytisch abgespalten, um reifes Lamin A zu erhalten
(Abbildung 1.5). Die de novo Punktmutation bei klassischem HGPS (1824C>T, G608G)
aktiviert eine kryptische Spleiistelle, die in der pr&-mRNA zu einem Verlust von 150
Nukleotiden von Exon 11 fihrt. Die resultierende Lamin A-lsoform wird normal farnesyliert
und carboxymethyliert, jedoch fehlt ihr durch die 50-Aminoséure-Deletion die
Erkennungssequenz fur die proteolytische Spaltung durch ZMPSTE24. Somit ist das finale
Genprodukt des mutierten Gens konstitutiv farnesyliert, wohingegen Wildtyp-Lamin A im
Reifungsprozess den farnesylierten C-Terminus wieder verliert (Pollex and Hegele, 2004;
Coppede, 2012; Reddy and Comai, 2012). Aufgrund des ausgelGsten Phénotyps, wird das
Proteinprodukt der permanent farnesylierten Lamin A-Mutante Progerin genannt.
Progerinexpression in  normalen Fibroblasten kopiert den Phénotyp von HGPS-
Patientenzellen und weist somit auf einen dominant-negativen Wirkmechanismus des
mutierten Proteins hin, was in Einklang mit den gefundenen heterozygoten Mutationen in

Patientenproben steht.
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Abbildung 1.6 Struktur der nukleéren Lamina und Verénderungen durch Progerin Expression. a) Die nukleére Lamina liegt
an der Innenseite der inneren nukledaren Membran. Sie ist dafir verantwortlich, die mechanische Stabilitdt des Nukleus
aufrechtzuerhalten. Das komplexe Netzwerk der Kernlamina geht dabei Wechselwirkungen mit diversen Proteinen der
inneren Kernmembran und Transkriptionsfaktoren ein. Des Weiteren organisiert sie die Lokalisation von Chromatin und den
Kernporen. b) Die Expression von Progerin hat diverse Auswirkungen auf die Architektur des Nukleus. Die permanente
Farnesylierung halt Progerin an der inneren nukledren Membran fest; dadurch wird die Aufrechterhaltung des Lamina-
Netzwerks gestort, was zur Empfindlichkeit des Zellkerns gegeniiber mechanischem Stress filhrt und die charakteristischen
Ausbeulungen und Einkerbungen der Kernmembran hervorruft. Die verénderte Organisation der Kernlamina hat auch
Auswirkungen auf Proteine, die normalerweise mit der Lamina interagieren. Interaktoren der Lamina sind in Progerin-
exprimierenden Zellen nicht korrekt lokalisiert und Kernporenkomplexe sammeln sich in Clustern. Weiterhin verliert das
Heterochromatin wichtige Interaktionen mit der Kernlamina und den mit ihr assoziierten Transkriptionsfaktoren, was zu einer
verdnderten Genexpression fiihrt. Abbildung modifiziert nach (Capell and Collins, 2006).

Der Nukleus wird durch eine innere und aufRere Membran vom Zytoplasma raumlich getrennt.
Die aulRere Membran geht in das raue ER (ber, die innere Membran ist zum Nukleoplasma
mit dem Laminanetzwerk verbunden. Austausch zwischen Nukleus und Zytoplasma erfolgt
durch Kernporenkomplexe, die mit der Kernmembran und der Lamina verknlpft sind
(Abbildung 1.6) (Goldman et al., 2002). Die Kernlamina wird hauptséchlich durch Proteine

der Lamin Familie aufgebaut. Die zur Gruppe der Typ-V-Intermediérfilamenten gehdrenden
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Lamine besitzen eine kurze N-terminale Kopfdoméne, eine lange a-helikale coiled-coil-
Domaéne und einen globuldren Rest. Im ersten Schritt des Aufbaus der Kernlamina bilden
Lamine parallele Dimere tber Interaktion der a-helikalen Regionen ahnlich des Aufbaus von
Myosin-Dimeren. Fir die komplexe Architektur des Lamina-Netzwerks folgen weitere
Interaktionen der Kopf- und Restgruppen der Lamine zu Fibrillen (Stuurman et al., 1998).
Neben mechanischer Stabilitat, die das Laminnetzwerk dem Zellkern gibt, ist die Interaktion
der Lamina mit Kernporenkomplexen und weiteren Proteinen der inneren nukledren Membran
essentiell fir die Integritdt des Zellkerns. Die Expression der Lamin A-Mutante Progerin in
Zellen hat dramatische Auswirkungen auf die Funktionalitat des Nukleus. Da Progerin im
Gegensatz zu Wildtyp-Lamin A permanent farnesyliert ist, wird es an der inneren nukledren
Membran gehalten und der korrekte Aufbau des Laminnetzwerks ist empfindlich gestort.
Zellen, die Progerin exprimieren, zeigen eine verénderte Morphologie des Nukleus mit
Ausbeulungen und Einkerbungen der Kernmembran sowie Empfindlichkeit gegenuber
mechanischem Stress. Weiterhin ist die korrekte Lokalisation der Kernporenkomplexe gestort.
In gesunden Zellen sind die Kernporen gleichméRig lber die Kernmembran verteilt, wéhrend
sie sich in Progerin-exprimierenden Zellen in Clustern ansammeln. Die Veranderungen im
Aufbau der Kernlamina haben weitere physiologische Konsequenzen, da auch Interaktionen
der Kernlamina mit Interaktionspartnern gestort sind. In gesunden Zellen interagiert die
Lamina unter anderem mit Komponenten der RNA-Polymerase Il, mit weiteren
Transkriptionsfaktoren und mit Heterochromatin. Diese Interaktionen kénnen in Progerin-
exprimierenden Zellen zum Teil nicht aufrecht erhalten werden, was Auswirkungen auf
Genexpressionsmuster hat (Spann et al., 2002; Csoka et al., 2004). Weitere Studien zeigten in
HGPS-Patientenzellen eine Anh&ufung von DNA-Schaden, die zur Aktivierung von
Zellzyklus-Kontrollpunkten fithren und die Proliferation der Zellen beeinflussen (Liu et al.,
2006).

1.4 Zielsetzung

Protein-Prenylierung ist eine weitverbreitete PTM, die die Affinitat von Proteinen gegeniiber
Membranen erhéht und PPI vermittelt. Das molekulare Chaperon PDE6D kann (ber seine
hydrophobe Bindetasche prenylierte Proteine binden und im waéssrigen Milieu des Zytosols
solubilisieren. Die Interaktion zwischen prenyliertem Protein und PDEG6D erfolgt dabei fast
ausschlieBlich tber den Lipidanteil mit nur geringem Anteil an Hauptketteninteraktionen
zwischen PDE6D und gebundenem Protein. Im Gegensatz zu weiteren bekannten
prenylbindenden Proteinen wird PDEG6D daher eine geringe Spezifitat gegenuber potentiellen

Bindungspartnern zugesprochen. Dennoch gibt es eine Diskrepanz zwischen der GroRe des
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humanen Prenyloms und der Anzahl an bisher identifizierten Interaktionspartnern von
PDEG6D. Innerhalb dieser Arbeit sollte eine Methode zur affinitdtschromatographischen
Anreicherung und Identifizierung von neuen PDE6D-Interaktionspartnern entwickelt werden.
Neue Interaktionspartner sollten anschlieBend mittels biochemischer Methoden validiert
werden und die Bindungsspezifitdt von PDE6D gegenuber transportierten Proteinen analysiert
werden. Unter Verwendung der PDEG6D-addressierenden Substanzen Deltarasin und
Deltazinone 1, die die hydrophobe Bindetasche von PDEG6D blockieren, sollten die
Auswirkungen einer Inhibition der Bindung zwischen PDE6D und neu identifizierten

Interaktionspartnern untersucht werden.
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1.5 Ergebnisse

Zur ldentifizierung neuer PDEG6D Interaktionspartner wurden zwei verschiedene
affinitdtschromatographische Strategien verfolgt. Zum einen sollte Zelllysat mit heterolog
exprimiertem GST-PDEG6D inkubiert werden und nach Immobilisation an der festen Phase der
gebildete Proteinkomplex massenspektrometrisch untersucht werden. Zum anderen wurde
eine &dhnliche Strategie wie in der Literatur fiir PDE6D bereits beschrieben verwendet
(Humbert et al., 2012; Thomas et al., 2013). Hierflr sollten Zellen mit FLAG-PDE6D
transient transfiziert werden und nach Immunprazipitation tber die FLAG-Markierung der
Komplex aus FLAG-PDE6D und Interaktionspartnern massenspektrometrisch untersucht
werden. Aufgrund der Annahme, dass bei einer herkdmmlichen Anreicherung der
Zielproteine an der festen Phase, Interaktionspartner mit geringen Affinitaten (Kp > 1 uM)
und transiente Wechselwirkungspartner eventuell nicht identifizierbar sind, wurden beide
Strategien zusatzlich unter Zuhilfenahme eines kovalenten Crosslinkers durchgefthrt (Pollard,
2010).

1.5.1 Identifizierung von PDE6D-Interaktionspartnern mittels GST-Pulldown

Fur die affinitatschromatographische Reinigung von GST-PDE6D nach Inkubation mit
Zelllysat musste zundchst das GST-markierte PDE6D heterolog exprimiert und gereinigt
werden (Abbildung 1.7a). Zur Kontrolle der korrekten Faltung wurde im Anschluss TAMRA-
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Deltarasin (Zimmermann et al., 2013a) (Abbildung 1.7c) mit gereinigtem GST-PDEGD titriert
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Abbildung 1.7 Reinigung von GST-PDE6D und Bindung an TAMRA-Deltarasin. a) Coomassie gefarbtes SDS-Gel der
vereinigten GST-PDE6D enthaltenen Fraktionen nach Gelfiltration. b) Titration von 50 nM TAMRA-Deltarasin mit
GST-PDEGD (Kg app = 31 M) und Messung der Fluoreszenzanisotropie. ¢) Struktur von TAMRA-markiertem Deltarasin

und mittels Fluoreszenzpolarisation (4.2.17) die Bindung verfolgt (Abbildung 1.7b). In
Einklang mit den Literaturwerten (6xHis-PDE6D vs. TAMRA-Deltarasin Ky =38 £ 16 nM)
konnte eine Ky app = 31 nM bestimmt werden. 50 pug des gereinigten Proteins wurden
anschlieend mit Zelllysat der Pankreastumor-Zelllinie Panc-Tu-1 inkubiert und durch Zugabe
von Glutathion-gekoppelter Sepharose uber die Glutathion (GSH)-Glutathion-S-Transferase-
Wechselwirkung an der festen Phase immobilisiert, gewaschen (4.2.10) und enzymatisch
verdaut (4.2.12). Nach Reinigung mithilfe der StageTip-Technologie (4.2.13) erfolgte die
massenspektrometrische Messung (4.2.14) der Peptide durch Dr. Petra Janning und Dipl.-Ing.
Andreas Brockmeyer im technischen Triplikat und die Auswertung der Daten mittels
markierungsfreier massenspektrometrischer Quantifizierung (label-free quantification, LFQ,
4.2.15). Die schematische Ubersicht der Pulldown Strategie ist in Abbildung 1.8a dargestellt.
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Genname PTM Verdl;':ilr:g:lans?ndurch
heterologe Expression PDE 5 ARLT - ja
ARL2 - ja
_) ARL3 -- nein
CDC42 g9 ja
° I CNP f ja
GNB1 -- ja
PDES J
Inkubation mit Zelllysat . GNE2 - ia
GNG12 gg ja
GNG5 gg ja
KPNA1 - ja
KPNA6 - ja
GST-Pulldown FDFT1 N »
LMNA f ja
LMNB1 f ja
l LMNB2 f ja
. RAB13 f ja
tryptischer Verdau RAB23 a9 ja
l RAB28 f ja
RABBA g9 ia
Detektion StageTip Reinigung RAC2 gg ja
RAP1A g9 ia
RAP1B g9 ja
nano-HPLC-MS/MS RHOARHOC g9 a
RHOF gg ja
RHOG g9 ia

Abbildung 1.8 a) Schema des Pulldowns von GST-PDEG6D zur Identifizierung neuer Interaktionspartner. Nach heterologer
Expression und Reinigung von N-terminal GST-markiertem PDEGD erfolgte die Inkubation mit Zelllysat von Panc-Tu-I
Zellen. AnschlieRend werden die Proteinkomplexe tiber die GST-Markierung an GSH-Sepharose gebunden und an der festen
Phase immobilisiert. Anschlieendes Waschen vermindert die Bindung von unspezifisch gebundenen Proteinen. Die Peptide
des tryptischen Verdaus wurden mittels StageTip-Strategie gereinigt und anschliefend massenspektometrisch analysiert. b)
Zusammenfassung der PDE6D-bindenden Proteine, die mithilfe des Pulldowns identifiziert wurden.

Die identifizierten Proteine aus zwei biologischen Replikaten aus jeweils technischen
Triplikaten wurden anschliefend verglichen und Proteine, die in beiden biologischen
Replikaten statistisch signifikant (t-Test) in der Pulldown-Probe mit GST-PDE6D im
Vergleich zur Negativkontrolle GST angereichert waren, identifiziert (Abbildung 1.8b).
Neben der hohen Ubereinstimmung der biologischen Replikate stehen die gefundenen
Proteine auch in Einklang mit den in der Literatur bekannten Wechselwirkungspartnern von
PDE6D (Zhang et al., 2012). Neben den bekannten allosterischen Effektoren von PDEGD,
ARL2 und ARL3, wurde ARLL1 identifiziert, das hauptsachlich am Golgi-Apparat lokalisiert
ist und dort fur die korrekte Lokalisation von verschiedenen Proteinen verantwortlich ist
(Christis and Munro, 2012). Weiterhin konnten diverse kleine GTPasen der Rab- und Rho-
Familie identifiziert werden sowie die G-Protein-y-Untereinheiten GNG5 und GNG12.
Insgesamt konnten 25 Proteine als Bindungspartner von PDEGD detektiert werden, von denen
11 geranylgeranyliert, 6 farnesyliert und 8 unprenyliert sind. Neue bisher unbekannte
Interaktoren von PDE6D sind hierbei die GTPasen ARL1, RAB23 und CDC42 sowie die
Phosphodiesterase CNP (2',3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase). Wurden wéhrend des
Pulldownexperiments 50 uM Deltarasin zum Zelllysat gegeben, konnten fast alle
Interaktionen gestort werden (Abbildung 1.8b). Aufgrund der Annahme, dass die Interaktion

zwischen PDE6D und Cargo-Proteinen hauptséchlich tber die Prenylierung und
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Carboxymethylierung des C-Terminus vermittelt wird und auBer den 6 C-terminalen
Aminosduren keine weiteren Ruckgrat-Interaktionen bei der Bindung eine Rolle spielen,
erscheint die Zahl an identifizierten PDE6D-Interaktionspartnern im Vergleich zur Grolie des
bekannten Prenyloms weiterhin relativ gering. Um transiente Wechselwirkungen zwischen
PDE6D und Cargoproteinen zu bestimmen, wurde deshalb der GST-Pulldown von
GST-PDEG6D zusatzlich unter Zuhilfenahme eines kovalenten Kreuzkupplers durchgefunhrt,
der PPI in einem komplexen Gemisch (hier Zelllysat) durch kovalente Bindung fixiert und
somit in folgenden Waschschritten eine Dissoziation der Bindungspartner von PDE6D
verhindert. Zur Wahl des Kreuzkupplungsreagenz wurde die Kristallstruktur von PDE6D zu
Rate gezogen (Abbildung 1.9a). Aufgrund des Vorhandenseins von diversen Lysinen in der
N&he des Eingangs der hydrophoben Bindetasche, konnte das aminreaktive, gut
wasserloésliche Kupplungsreagenz BS3 (Abbildung 1.9b) verwendet werden.

b

NSO 2

Abbildung 1.9 a) Rontgenkristallstruktur von PDE6GD (grau) und dem Farnesylrest (blau) von RHEB. Die Lysinseitenketten
sind in magenta gekennzeichnet. PDB: 3T5G b) Struktur des homobifunktionalen, aminreaktiven NHS-Esters BS3 (Bis
(sulfosuccinimidyl) suberat)

Der Pulldown Ansatz mit Kupplungsreagenz wurde nach gleichem Schema wie in Abbildung
1.8a durchgefiihrt, mit Zugabe von BS3 nach der Inkubation des Zelllysats mit GST-PDE6D
und GSH-Sepharose. Um unbeabsichtigtes Kuppeln von Proteinen zu vermeiden und
ubermaliges Kuppeln zu verhindern, welches zu groBen unléslichen Proteinkomplexen
fihren kann, wurden zunéchst die optimalen Konzentration des Kupplungsreagenz sowie die

optimale Inkubationsdauer bestimmt. Hierflr galt die niedrigste Konzentration und kiirzeste
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Zeit zu bestimmen, die ausreichend ist, um zellulare Proteine kovalent zu vernetzen.
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Abbildung 1.10 Testreaktionen zur Verwendung des Quervernetzungs-Reagenz BS3. a) Panc-Tu-I-Zelllysat wurde mit
unterschiedlichen Konzentrationen BS3 fiir unterschiedliche Zeiten inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der
erfolgreichen Quervernetzung nach Auftrennung des Lysats mittels SDS-PAGE und unspezifischer Proteinfarbung
(Ponceau S) sowie Antikorperfarbung nach Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran gegen NF«xB und a-Tubulin. b)
Pulldown von GST/GST-PDEG6D aus Panc-Tu-I-Lysat. Vergleich zwischen Pulldown ohne Quervernetzung, oder mit BS3
Zugabe zum Lysat nach Inkubation mit GST/GST-PDEGD sowie mit BS3-Behandlung nach Inkubation des Panc-Tu-I-Lysats
mit GST/GST-PDE6D und GSH-Sepharose. Die Pulldown-Reaktion wurde mittels SDS-PAGE und Immunblotting gegen
GST analysiert. 1B = Immunblot; PD = Pulldown.

Hierfir wurde Panc-Tu-I-Zelllysat mit unterschiedlichen Konzentrationen von BS3 fir
unterschiedliche Zeiten behandelt und anschlieBend mittels SDS-PAGE und Immunblotting
analysiert. BS3-Konzentrationen von bereits 0,5 mM und 30 min Reaktionszeit waren
ausreichend, um in der Ponceau S-Farbung Proteinbanden mit h6herem Molekulargewicht zu
beobachten als in der Kontrollreaktion (Abbildung 1.10a). Weiterhin konnten in den
quervernetzten Proben hohermolekulare Spezies von NFkB, welches in aktiver Form Homo-
und Heterodimere bildet, beobachtet werden. Gleiches gilt fir die Detektion von a-Tubulin,
welches in den quervernetzten Proben diverse hohermolekulare Banden im Vergleich zur
Kontrolle ohne Kupplungsreagenz, zeigte. Da die zur affinitatschromatographischen
Aufreinigung verwendete GST-Markierung in nativer Form Dimere bildet und PPl mit
weiteren Proteinen eingeht (Fabrini et al., 2009), musste weiterhin der Zeitpunkt zur Zugabe
des Kupplungsreagenz evaluiert werden, um zu vermeiden, dass die kovalente Verknlpfung
eines gebildeten GST-Dimers oder einer GST PPI die Immobilisation an der festen Phase
beeinflusst. Nach Inkubation des Zelllysats mit GST/GST-PDE6GD wurde, in einem Fall vor
Zugabe, im anderen Fall nach Zugabe der GSH-Matrix, BS3 zugegeben und der Pulldown

anschlief’end mittels SDS-PAGE und Immunblot analysiert. In den Proben, die vor Zugabe
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der GSH-Matrix quervernetzt wurden, konnte eine geringere Fraktion GST immobilisiert
werden, als in der Kontrolle ohne BS3. GST-PDE6D konnte unter diesen experimentellen
Bedingungen nicht detektiert werden, was die Vermutung bestatigt, dass die Quervernetzung
der Proteine die Bindestelle fir GSH blockiert und somit kein Pulldown mdglich ist. Im Fall
der Quervernetzung nach Zugabe der GSH-Matrix konnte der Proteinkomplex erfolgreich
isoliert werden und hoher molekulare GST-PDEG6D-Spezies nachgewiesen werden
(Abbildung 1.10b). Die Durchfuhrung des Pulldowns mit Quervernetzung und anschlieRender
massenspektrometrischer  Analyse des Proteinkomplexes zeigte jedoch schwache
Reproduzierbarkeit und nur geringe Unterschiede zwischen der Proteinanreicherung mittels
GST-PDE6D im Vergleich zu der Negativkontrolle GST. Vermutlich fuhrte hier die
kovalente Fixierung des Komplexes zu vielen unspezifischen Bindungen, was auch zur

Reinigung und Detektion von indirekten Wechselwirkungspartnern fuhrte.
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1.5.2 Identifizierung von PDEG6D-Interaktionspartnern mittels
Koimmunpréazipitation

Neben der Methode des GST-Pulldowns wurde die Koimmunprazipitation (Co-IP) fur die
Identifizierung weiterer PDE6D-Interaktionspartner verwendet. Hierfir wurde FLAG-PDE6GD
in HEK293T-Zellen uberexprimiert (4.3.3). AnschlieBend wurden die Zellen lysiert und
mittels Antikdrper—Antigen-Wechselwirkung an der festen Phase immobilisiert (4.2.11),
gewaschen und enzymatisch verdaut (4.2.12). Die Analyse der gebundenen Proteine erfolgte
wie im Falle des GST-Pulldowns massenspektrometrisch (4.2.14) im technischen Triplikat
mit markierungsfreier Quantifizierung (4.2.15). Eine schematische Ubersicht der Strategie ist
in Abbildung 1.11 dargestellt.

' “ c I \ Verdringung
o \ Genname PTM X
Expression [ ) . | durch Deltarasin
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Abbildung 1.11 a) Schema der Koimmunprézipitation von FLAG-PDE6D zur Identifizierung neuer Interaktionspartner.
Nach ektopischer Expression von FLAG-PDE6D in HEK293T-Zellen wurde das Zelllysat mit einem an Agarose-
gekoppelten Antikorper gegen die FLAG-Markierung von PDEGD inkubiert. Vor der massenspektrometrischen Analyse
erfolgte das mehrmalige Waschen der gebundenen Proteinkomplexe sowie der tryptische Verdau und die Aufreinigung
mittels StageTips. b) Zusammenfassung der mittels Koimmunpréazipitation identifizierten PDE6D-Interaktionspartner.

Die identifizierten Proteine aus zwei biologischen Replikaten aus jeweils technischen
Triplikaten wurden anschliefend verglichen und Proteine, die in beiden biologischen
Replikaten statistisch signifikant (t-Test) in der Probe mit den FLAG-PDEGD transfizierten
Zellen im Vergleich zu untransfizierten Zellen angereichert waren, identifiziert (Abbildung
1.11b). Die mit dieser Strategie detektierten PDE6D-interagierenden Proteine, wiesen erneut
eine hohe Ubereinstimmung mit den in der Literatur bekannten Interaktionspartnern von
PDE6D auf (Humbert et al., 2012; Thomas et al., 2013). Interessant ist, dass die erhaltene
Liste an Proteinen wesentlich kirzer ist als die aus dem GST-Pulldown (Abbildung 1.8) und

es nur wenige Uberschneidungen in den identifizierten Proteinen zwischen den verschiedenen
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verwendeten Strategien gibt. Neben den allosterischen Bindern ARL2 und ARL3 konnten nur
die beiden prenylierten Proteine LMNB2 und RAB28 im GST-Pulldown und in der FLAG-
Immunprazipitation identifiziert werden. Die beiden gut charakterisierten PDEGD-Binder
RPGR und das hochaffin bindende INPP5E konnten im GST-Pulldown nicht nachgewiesen
werden. Neben dem methodischen Unterschied in der Probenvorbereitung kommen nur zwei
weitere Faktoren fur diesen Unterschied in Frage. Dies sind zum einen die verwendeten
Zelllinien, fir den Pulldown wurden Panc-Tu-1-Zellen und fur die Immunprazipitation
HEK293T-Zellen verwendet, zum anderen das verwendete Puffersystem. Fir die
Immunprazipitation wurde ein modifizierter RIPA-Puffer mit 1% NP40 verwendet,
wohingegen fur den GST-Pulldown ein Phosphat-basierter Puffer mit 0,5% CHAPS genutzt
wurde. Der CHAPS-basierte Puffer wurde gewahlt, da in vitro Bindungsstudien Hinweise
lieferten, dass langkettige aliphatische Detergenzien mit der hydrophoben Bindetasche von
PDEG6D wechselwirken und daher potentiell zu identifizierende Binder verdrangen kdnnten
(G. Zimmermann, MPI Dortmund). Dies kénnte die wesentlich geringere Zahl an prenylierten
Proteinen erklaren, die in der Immunprazipitation gefunden wurden. Gleichzeitig kdnnte die
Koprazipitation von INPP5E (Kyq=3,7 £ 0,2 nM) trotz Verwendung des langkettigen,
aliphatischen Detergenz in der Immunprazipitation anhand dessen hoher Affinitat fur PDE6GD
erklart werden (Fansa et al., 2016). Neben der Geranylgeranylgruppe bindet RPGR auch Uber
die N-terminale RCC1-ahnliche Domane (regulator of chromosome condensation) mit hoher
Affinitat (Kq = 100 nM) an PDE6D (Linari et al., 1999b).

Tabelle 1.3 Identifizierte Proteine aus dem Kontrollpulldown von GST-PDE6D aus HEK293T-Lysat in CHAPS-Puffer.
Nach heterologer Expression und Reinigung von N-terminal GST-markiertem PDE6D erfolgte die Inkubation mit Zelllysat
von HEK293T Zellen. AnschlieRend wurden die Proteinkomplexe (ber die GST-Markierung an GSH-Sepharose gebunden
und an der festen Phase immobilisiert. AnschlieRendes Waschen verminderte die Bindung von unspezifisch gebundenen
Proteinen. Die Peptide des tryptischen Verdaus wurden mittels StageTip-Strategie gereinigt und anschlieRend

massenspektometrisch analysiert. f = farnesyl; gg = geranylgeranyl; -- = nicht prenyliert.
Proteinname Genname PTM
Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial ACADM --
ADP-ribosylation factor-like protein 2 ARL2 --
ADP-ribosylation factor-like protein 3 ARL3 --
Cyclin-dependent kinase 1 CDK1 --
Dolichol-phosphate mannosyltransferase DPM1 --
GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] GMPS --
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-1 GNB1 -
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2 GNB2 -
Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1 GNB2L1 --
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(0) subunit gamma-5 GNG5 gg
Heat shock protein beta-1 HSPB1 --
Importin subunit beta-1 KPNB1 --
Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA f
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Lamin-B1

Lamin-B2

DNA replication licensing factor MCM3
DNA replication licensing factor MCM4
DNA replication licensing factor MCM7
Cancer-related nucleoside-triphosphatase
6-phosphofructokinase, liver type
6-phosphofructokinase, muscle type
Ras-related protein Rab-13
Ras-related protein Rab-28
Ras-related protein Rap-1A
Ras-related protein Rap-1b
Rho-related GTP-binding protein RhoG
Serpin H1

60 kDa SS-A/Ro ribonucleoprotein
Elongation factor Ts, mitochondrial
Exportin-1

LMNB1
LMNB2
MCM3
MCM4
MCM7
NTPCR
PFKL
PFKM
RAB13
RAB28
RAP1A
RAP1B
RHOG
SERPINH1
TROVE2
TSFM
XPO1
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Als Kontrollexperiment wurde der GST-Pulldown mit HEK293T-Lysat und CHAPS-Puffer
durchgefiihrt, um eine Liste zu erhalten, die in weiten Teilen der des GST-Pulldowns aus
Panc-Tu-I Zellen entspricht (Tabelle 1.3). Hieraus I&sst sich als wahrscheinlichster Faktor fur
die Unterschiede in den Resultaten des Pulldowns und der Immunprézipitation die
Zusammensetzung des Lysepuffers ableiten. Das Fehlen von INPP5E und RPGR bei
Verwendung des CHAPS-basierten Puffers kann auf die unterschiedliche Fahigkeit zur
Solubilisierung von Proteinen durch unterschiedliche Detergenzien zurtickgefuihrt werden.
Wie im Falle des GST-Pulldowns wurde auch fiir die Immunprazipitation von FLAG-PDE6D
ein weiterer Ansatz mit Kupplungsreagenz durchgefiihrt. 24 h nach Transfektion mit FLAG-
PDEG6D wurden die HEK293T-Zellen trypsiniert, gewaschen und mit DSS (Disuccinimidyl
suberat), dem zellpermeablen Aquivalent zu BS3, inkubiert (Abbildung 1.12c). Nach
Abstoppen der Quervernetzungsreaktion wurden die Zellen lysiert und das Zelllysat mittels
SDS-Gel und Immunblot auf die Anwesenheit hoher molekularer Spezies von NFxB
untersucht (Abbildung 1.12a). Weiterhin wurde die Immunprazipitation von FLAG-PDE6GD
aus quervernetztem und nicht quervernetztem Lysat durchgefiihrt, um die Auswirkungen der
DSS Behandung auf das Epitop des FLAG-Markierung zu bestimmen (Abbildung 1.12b).
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27 kDa

~ ‘ IB: FLAG 15kDa
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Abbildung 1.12 Quervernetzung von FLAG-PDE6D und Interaktionspartnern in Zellen. a) HEK293T-Zellen wurden 24 h
nach Transfektion mit FLAG-PDE6D geerntet und zelluldre Proteine mit DSS quervernetzt. Die Zellysate wurden
anschlieBend mittels SDS-PAGE und Immunblot analysiert. b) FLAG-PDE6D wurde aus HEK293T Zellen nach
Quervernetzung mit DSS immunprazipitiert und der erhaltene Komplex mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Coomassie-Férbung sichtbar gemacht. ¢) Struktur des homobifunktionalen, aminreaktiven, zellpermeablen NHS-Esters DSS
(Disuccinimidyl suberat). 1B = Immunblot; IP = Immunprézipitation.
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Das Quervernetzen zellularer Proteine in lebenden Zellen hat hierbei keine Auswirkung auf
die Paratop—Epitop-Interaktion des in der Immunpézipitation verwendeten Antikorpers gegen
die FLAG-Markierung von FLAG-PDEGD. Sowohl im unbehandelten als auch im
quervernetzten Ansatz konnte FLAG-PDEGD erfolgreich immunprazipitiert werden. Die
Immunprazipitation in Anwesenheit des kovalenten Kreuzkupplers mit anschlieRender
massenspektrometrischer Auswertung zeigte jedoch &hnlich, wie im Falle des GST-Pulldowns
eine schlechte Reproduzierbarkeit. Am wahrscheinlichsten ist auch hier die Detektion vieler
unspezifischer Wechselwirkungen, die durch das unselektive Quervernetzungsreagenz fixiert

wurden.

1.5.3 Validierung der identifizierten PDE6GD-Interaktionspartner

Im Anschluss an die Identifikation von PDE6D-Interaktionspartnern  mittels
Massenspektrometrie folgte die Validierung ausgewéhlter Proteine nach GST-Pulldown (ber
SDS-PAGE und anschlielendes Immunblotting (Abbildung 1.13).
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Abbildung 1.13 Validierung ausgewahlter PDE6D Interaktoren und deren Verdrangung aus der hydrophoben Bindetasche
von PDE6GD durch Deltarasin. a) Pulldown von GST-PDE6D aus Panc-Tu-I Lysat unter Anwesenheit von 50 pM Deltarasin
oder DMSO. Nach SDS-PAGE und Immunblotting erfolgte die Inkubation mit spezifischen Antikdrpern gegen die
LMNA-Genprodukte Lamin A und Lamin C sowie gegen RABS8. b) Pulldown von GST-PDE6D aus Panc-Tu-I-Lysat in
Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen Deltarasin im Lysat. Die Detektion erfolgte nach Immunblotting Gber
spezifische Antikorper gegen Lamin A, Lamin C und Ras. GST und GST-PDE6D wurden (iber Ponceau S-Farbung der
Membran gezeigt.

Nach Pulldown von GST-PDE6D aus Panc-Tu-1-Zelllysat konnte auch in der Analyse mittels
Immunblot eine spezifische Bindung von Lamin A, Lamin C und RAB8 gezeigt werden.
Wahrend klare Proteinbanden fir die getesteten PDE6D-Interaktoren in der mit GST-PDEG6D-
inkubierten Probe zu erkennen sind, kann kein Signal in der GST-Kontrolle detektiert werden.

Weiterhin ist es moglich durch die Verwendung eines Uberschusses von Deltarasin Lamin
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AJ/C sowie RABS8 aus der hydrophoben Bindetasche PDE6Ds zu verdrangen (Abbildung
1.13a). Aufgrund der hohen Affinitdt Deltarasins gegeniiber PDE6D (Kg =38 + 16 nM)
sollten Proteine, die PDEG6D tiber dessen hydrophobe Bindetasche binden auch bei geringeren
Konzentrationen verdréngt werden kénnen. Aus diesem Grund erfolgte die Durchfiihrung des
Pulldowns erneut mit verschiedenen Konzentrationen Deltarasins. Es zeigte sich, dass bereits
5 UM Deltarasin ausreichend sind, um die Menge an Lamin A/C beinahe auf Hintergrundlevel
zu reduzieren (Abbildung 1.13b). Ein weiterer bekannter Interaktionspartner von PDEGD ist
die kleine GTPase Ras, fur deren Lokalisation an der Zellmembran PDE6D mitverantwortlich
ist. Fur die Ras-Isoform KRAS4B ist bekannt, dass sie mit nanomolarer Affinitat
(Kg=302nM) in PDE6Ds hydrophobe Tasche bindet (Chen et al, 2010).
Uberraschenderweise konnte jedoch kein Protein der Ras-Familie im GST-Pulldown mit
anschlieender massenspektrometrischer Analyse detektiert werden. Im Pulldown mit
anschlieBender Analyse mittels Immunblot konnte die Bindung von Ras-Proteinen an PDE6D
sowie die Verdrdngung der Ras-Proteine durch Deltarasin jedoch gezeigt werden.
Substanzkonzentrationen von bereits 500 nM waren ausreichend, um die Menge an
koprazipitierten Ras-Proteinen deutlich zu verringern (Abbildung 1.14b). Um auszuschliel3en,
dass die Verdrangung der getesteten Interaktionspartner von PDE6D ein experimentelles
Artefakt ist und es sich hierbei tatsachlich um einen generellen Mechanismus handelt wurde
der Pulldown von GST-PDEGD erneut in Anwesenheit von Deltarasin sowie zweier Derivate
durchgefuhrt (Abbildung 1.14a) (Zimmermann et al., 2013a; Zimmermann et al., 2014).
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Abbildung 1.14 Verdrédngung ausgewahlter Proteine aus der hydrophoben Bindetasche PDE6Ds durch Deltarasin und zweier
Derivate. a) Bis-benzimidazole Deltarasin, GZ147 und GZ155 sowie zugehoriger Affinitdten gegeniiber PDEED. b)
Pulldown von GST-PDE6D aus Panc-Tu-I-Lysat in Anwesenheit von 0,5 UM oder 5 uM Deltarasin, GZ147 oder GZ155.
AnschlieBende Detektion gebundener Proteine nach Immunblotting und Inkubation mit spezifischen Antikdrpern gegen
Lamin A, Lamin C, HRAS, KRAS und RABS.
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Deltarasin sowie die beiden getesteten Derivate waren in der Lage die drei untersuchten
Proteine effektiv aus der hydrophoben Bindetasche von PDEG6D zu verdréngen. Im Fall von
Deltarasin sind 5 pM Substanz ausreichend um die Bindung aller drei getesteten Proteine an
PDEG6D vollstandig zu inhibieren und bereits bei 500 nM ist eine deutlich verringerte Bindung
zu detektieren. Die kleine GTPase RABS lasst sich durch alle drei verwendeten Substanzen
bei 5 uM Konzentration vollstandig verdrédngen, wohingegen die Ras-Proteine noch geringe
Restbindung bei 5 uM GZ147 und GZ155 zeigt.

1.5.4 Validierung und Charakterisierung neuer PDE6D-Interaktionspartner

Zur Validierung und Charakterisierung der neu identifizierten PDE6D-Interaktionspartner
CDC42, RAB23 und CNP wurden zunéchst Expressionsplasmide der Proteine hergestelit.
Das Maus-Ortholog von RAB23 wurde als bakterielles Expressionsplasmid von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Goody (MPI Dortmund) zu Verfligung gestellt und durch die
DPF (Dortmund Protein Facility) in pOPIN-EGFP umkloniert. Die cDNA von CNP wurde
kommerziell erworben (GE Dharmacon) und anschlieRend ebenfalls von der DPF in pOPIN-
EGFP umkloniert. Fir die Klonierung von CDC42 wurde RNA aus humanem Blut (zur
Verflgung gestellt von M. Schwalfenberg, MPI Dortmund) isoliert. CDC42 wurde mit
sequenzspezifischen Primern direkt aus der RNA amplifiziert und in pEGFP-C1 Kkloniert. Um
den funktionalen prenylierten C-Terminus der Fusionsproteine zu erhalten, wurde die
GFP-Markierung N-terminal platziert. Fir die Validierung der physischen Interaktion
zwischen PDEGD und den drei Proteinen wurden diese zunéchst in HEK293T-Zellen mit

FLAG-PDEG6D kotransfiziert und anschlieBend die Interaktion mittels Koimmunprazipitation
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detektiert.
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Abbildung 1.15 Validierung der Interaktion von PDE6D mit CDC42, RAB23 und CNP. a) Testexpression von CDC42,
RAB23 und CNP in HEK293T Zellen. b+c) Koimmunprazipitation von GFP-RAB23, GFP-CDC42 und GFP-CNP aus
HEK?293T Zelllysat in Anwesenheit von 5 UM Deltazinone 1. Zur Detektion der GFP-markierten Interaktionspartner wurde
nach SDS-PAGE und Immunblot die Membran mit einem spezifischen Antikorper gegen die GFP-Markierung behandelt. d)
Struktur des hochaffinen Binders, der hydrophoben Tasche PDE6Ds, Deltazinone 1, mit Angabe der Dissoziationskonstanten
fiir PDE6D.

Mittels Kalziumphosphat-Transfektion (4.3.3) wurde zundchst die korrekte Expression der
Konstrukte in HEK293T-Zellen Uberpruft (Abbildung 1.15a). Im Anschluss erfolgte die
Transfektion mit FLAG-PDE6D und den erwdhnten GFP-markierten Konstrukten. Nach
Immunprézipitation von FLAG-PDE6GD konnte im Immunblot die Interaktion mit allen drei
neu identifizierten PDE6D-Interaktionspartnern validiert werden (Abbildung 1.15b+c).
Zusatzlich  wurde als Kontrolle die Koprazipitation des bekannten PDEG6D-
Interaktionspartners INPP5E beobachtet (Abbildung 1.15c¢). Bei Transfektion der Zellen mit
FLAG-PDE6D und GFP konnte keine unspezifische Koprazipitation von GFP detektiert
werden und es kann somit davon ausgegangen werden, dass die gemessenen Interaktionen
spezifisch sind. Die Zugabe des Pyrazolopyridazinons Deltazinone 1 (Abbildung 1.15d)
fuhrte zur Verdrangung der getesteten Proteine aus der hydrophoben Bindetasche von
PDE6D. Im Fall von RAB23 und CDC42 sorgten 10 uM Deltazinone 1 flr eine nahezu
komplette Verdrangung von PDEGD. Die Phosphodiesterase CNP zeigte schon bei einer

Deltazinone 1-Konzentration von 5 puM keine Bindung mehr an PDE6D. Wie in den
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vorhergehenden Immunprazipitationen mit anschlieender massenspektrometrischer Analyse,
konnte auch hier INPP5E nicht durch Substanzzugabe von PDEGD verdrangt werden.

Im néchsten Schritt folgte die Charakterisierung der Interaktion zwischen PDE6D und den
drei neuen Interaktionspartnern. Hierfir sollten zundchst etwaige Auswirkungen auf die
Lokalisation der Proteine unter Substanzeinwirkung getestet werden. Sollte die Interaktion
zwischen PDEG6D und den drei neuen Wechselwirkungspartnern physiologisch relevant sein,
konnte das Blockieren der hydrophoben Bindetasche von PDE6D die Interaktion mit den

Proteinen verhindern und somit deren Lokalisation beeinflussen.

GFP-CDC42 GFP-RAB23 GFP-CNP

5 pM Deltarasin DMSO

30 pM Deltazinone 1

Abbildung 1.16 Lokalisation von GFP-CDC42, GFP-RAB23 und GFP-CNP in U-2 OS-Zellen. U-2 OS-Zellen wurden mit
GFP-CDC42, GFP-RAB23 und GFP-CNP transfiziert. Nach 24 h erfolgte die Behandlung mit Deltarasin, Deltazinone 1 oder
DMSO fiir weitere 24 h. Nach Fixieren der Zellen erfolgte die Analyse mittels Weitfeldmikroskopie. 63-fache VergréRerung.

Alle drei Proteine lokalisieren in intrazellularen Vesikeln und an der Plasmamembran. Die
Zugabe von Deltarasin und Deltazinone 1 konnte keinerlei Veranderung in der Lokalisation
der untersuchten Proteine herbeifiihren (Abbildung 1.16). Einzig fur GFP-CDCA42 konnte eine
erhéhte Lokalisation im Zellkern bei Verwendung von Deltazinone 1 beobachtet werden, die
vermutlich der Uberexpression von GFP-CDC42 zu Grunde liegt und daher keine biologische
Aktivitat widerspiegelt (Garcia et al., 2006). Warum die Anreicherung von GFP-CDC42 im
Nukleus von Deltazinone 1-behandelten Zellen ausgeprégter ist als in DMSO-behandelten

Zellen, ist jedoch wunklar. Aufgrund der hoheren rédumlichen Auflésung von
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Konfokalmikroskopie im Vergleich zu Weitfeldmikroskopie wurde die Lokalisation der drei
Proteine erneut mithilfe konfokaler Mikroskopie untersucht. Um einen Einfluss der GFP-
Markierung auf die Lokalisation von GFP-CDC42 zu vermeiden wurden untransfizierte
Zellen mit einem Priméarantikdrper gegen CDC42 behandelt und anschlieBend mittels

Fluorophor-gekoppeltem Sekundérantikorper sichtbar gemacht.

GFP-RAB23 GFP-CNP

I~.

¥
s

9 uM Deltarasin

24 uM Deltazinone 1

Abbildung 1.17 Konfokale Mikroskopie zur Detektion der Lokalisation von GFP-RAB23, GFP-CNP und endogenem
CDC42 in Hela-Zellen. HeLa-Zellen wurden mit GFP-RAB23 oder GFP-CNP transfiziert und anschlieBend fur 1 h mit
Deltarasin oder Deltazinone 1 behandelt. Nach Fixierung erfolgte die Analyse der Proben mittels konfokaler Mikroskopie
CDC42 wurde in untransfizierten HelLa-Zellen mithilfe spezifischer Antikorper sichtbar gemacht. 63-fache VergréRerung.
MaRstabsbalken = 25 um.

Um potentielle Nebeneffekte der Substanzen bei langen Inkubationszeiten zu vermeiden,
wurden die Zellen fir die konfokalen Aufnahmen fir 1,5h mit Substanz behandelt und
anschlieRend an einem konfokalen Mikroskopiesystem analysiert. Wie in den
Weitfeldmikroskopie-Aufnahmen, lieBen auch die konfokalen Bilder keine klaren
Ruckschliisse auf eine etwaige Beeinflussung der Lokalisation der getesteten Proteine durch
die Inhibition von PDE6D zu. Gleichzeitig konnte durch Verwendung eines Antikdrpers zur
Visualisierung der Lokalisation von CDC42 davon ausgegangen werden, dass es sich bei der
Anhdufung von GFP-CDC42 im Zellkern in den vorangegangenen Mikroskopieaufnahmen

tatsachlich um ein Messartefakt handelte, das vermutlich dem GFP-Konstrukt zuzuschreiben
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ist. Obwohl die Lokalisation von CDC42 und CNP als prenylierungsabhangig beschrieben
wurde konnte kein Zusammenhang zwischen der korrekten Lokalisation und dem Blockieren
der hydrophoben Bindetasche von PDEGD gezeigt werden. Fur Rho- und Rab-GTPasen gibt
es in der Zelle spezielle Transportproteine, die fur die korrekte Lokalisation verantwortlich
sind. Zytosolisches CDC42 wird durch RhoGDIs (Rho-specific nucleotide dissociation
inhibitors) solubilisiert. Bei Ausschalten des RhoGDI-Gens wird der Anteil an CDC42
reduziert, der mit der Plasmamembran assoziiert ist (Boulter et al., 2010). Ahnliches gilt fur
Rab-Proteine, die bei Ausschalten des Gens fiir RAB-GDI eine unspezifische Lokalisation an
Membranen zeigen (Araki et al., 1990). Demnach konnte eine Redundanz in der Aufgabe der
Transportproteine das Blocken von PDE6Ds hydrophober Bindetasche kompensieren und

somit keine Beobachtung einer verénderten Lokalisation zulassen.
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1.5.5 Die PDE6D-Progerin-Interaktion
Mithilfe der
Interaktionspartnern PDE6Ds, konnten Proteine der Lamin-Familie detektiert werden. Die

beiden affinitatschromatographischen Methoden zur ldentifikation wvon
identifizierten Lamin-Proteine umfassen Lamine des A-Typs, Lamin A und C, die von
demselben Gen (LMNA) codiert werden und alternative Spleiingprodukte sind. Die B-Typ
Lamine Lamin B1 und B2 werden von den Genen LMNB1 und LMNB2 codiert. Die
Interaktion von PDE6D mit Proteinen der Lamin-Familie kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass PDEG6D eventuell auch mit der Lamin A-Mutante Progerin interagiert. Um die
Wechselwirkung zu Uberpriifen wurde Progerin als GFP-markiertes Konstrukt in HEK293T-
Zellen Gberexprimiert und anschlieBend zusammen mit GST-PDE6D aus dem Zelllysat

gereinigt.
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Abbildung 1.18 PDE6D interagiert mit der Lamin A-Mutante Progerin. a) Pulldown von GST-PDE6D aus HEK293T-
Zelllysat. Die Zellen wurden 24 h vor der Lyse mit GFP-Progerin transfiziert. Mit PDE6GD gereinigtes Progerin wurde mittels
Immunblot durch spezifische Bindung eines Antikdrpers gegen GFP nachgewiesen. Eingesetztes GST-PDE6D bzw. GST
wurde mithilfe der Ponceau S-Farbung sichtbar gemacht. b) Pulldown von GST-PDE6ED aus primdren humanen Fibroblasten.
Lysat aus Patientenzellen (LMNA®S®¢*) die Progerin exprimieren sowie Zellen eines gesunden Verwandten (LMNA'*)
wurden mit 10 uM Deltazinone 1 oder DMSO behandelt und anschliefend fir einen Pulldown Versuch mit GST/GST-
PDEG6D inkubiert. Endogenes Lamin A/C sowie Progerin wurden mittels spezifischer Antikorperfarbung im Immunblot
nachgewiesen. Eingesetztes GST bzw. GST-PDE6D konnte mit einem Antikdrper gegen die GST-Markierung detektiert
werden.

Der Pulldown-Versuch zeigt eine klare Bindung von GFP-Progerin an PDE6D (Abbildung

1.18a). Gleichzeitig kann GFP-Progerin durch Zugabe von Deltarasin oder Deltazinone 1
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effektiv von PDE6D verdrangt werden. Bereits geringe Konzentrationen von 250 nM sind
ausreichend, um die Menge an GFP-Progerin deutlich zu reduzieren und 2,22 uM Substanz
reichten aus, um die Interaktion im Lysat vollstandig zu unterbinden. Weiterhin wurden
primédre humane Fibroblasten von Patienten, die an der seltenen genetischen Stérung HGPS
leiden, untersucht. Die verwendeten Patientenzellen tragen eine heterozygote Mutation im
LMNA-Gen (LMNA"¢®%¢) ynd exprimieren neben Lamin A und C auch Progerin. Um die
Bindung von PDE6D an endogenes Progerin zu untersuchen, wurde ein Pulldown von GST-
PDEG6D aus Patientenzelllysat durchgefihrt und die Koprazipitation von Progerin untersucht
(Abbildung 1.18b). Auch endogenes Progerin zeigt hier eine Bindung an PDEG6D, die
erfolgreich durch Blockieren der PDE6D-Prenylbindetasche gestort werden kann. Daruber
hinaus kann bei Vergleich der Progerin-Mengen in der Inputkontrolle und dem Pulldown eine
starke Anreicherung Progerins in der Pulldown-Probe beobachtet werden. Die Bindung von
Progerin an PDEG6D, sowie die Mdoglichkeit die Interaktion durch Blockieren der
Prenylbindetasche von PDE6D zu stdren, sind bereits erste Hinweise auf eine direkte
Interaktion zwischen Progerin und PDE6D Uber den Farnesylrest Progerins. Um die
Interaktion weiter zu charakterisieren und nachzuweisen, dass die Interaktion
prenylierungsabhéngig ist, wurden im Folgenden zwei Mutanten des GFP-Progerin-

Konstrukts erstellt.
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Abbildung 1.19 Die PDE6D-Progerin Interaktion ist von der Prenylierung Progerins abhéngig. a) Generierung von GFP-
Progerin CaaX-Box Mutanten. Das Cystein der CaaX-Box von Progerin wird farnesyliert (CSIM), die SSIM Mutante wird
nicht farnesyliert und die CSIL Mutante wird geranylgeranyliert. b) Pulldown von GST-PDE6D aus HEK293T-Zelllysat. Die
Zellen wurden 24 h vor der Lyse mit den unterschiedlichen GFP-Progerin Mutanten transfiziert. Mit GST-PDEG6D gereinigtes
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GFP-Progerin wurde durch spezifische Bindung eines Antikorpers gegen GFP nachgewiesen. Eingesetztes GST/GST-
PDEG6D wurde mittels Antikdrpern gegen GST nachgewiesen. ¢) Quantifizierung der Menge an gereinigtem GFP-Progerin.
Die Intensitat der GFP-Progerin Banden wurden in Verhaltnis zur Menge in der Input-Kontrolle gesetzt.

Mittels Quikchange-PCR wurde durch einfachen Basenaustausch das CaaX-Box-Cystein von
Wildtyp-Progerin (CSIM) durch Serin ersetzt (SSIM). Das erhaltene Protein kann somit
nichtmehr prenyliert werden. Bei Austausch des C-terminalen Methionins gegen Leucin
(CSIL), andert sich das Prenylierungsmuster von Farnesylierung zu Geranylgeranylierung
(Abbildung 1.19a). Im Anschluss wurde der Pulldown von GST-PDEGD aus Zelllysat, das
GFP-Progerin CSIM, GFP-Progerin SSIM oder GFP-Progerin CSIL enthélt, durchgefihrt.
Bei Analyse der Mengen an kogereinigtem GFP-Progerin zeigt sich, dass GFP-Progerin
SSIM, die nicht prenylierte Mutante, deutlich schwacher an PDE6D bindet als farnesyliertes
(CSIM) und geranylgeranyliertes (CSIL) GFP-Progerin  (Abbildung 1.19b). Das
geranylgeranylierte  Konstrukt (CSIL) zeigt d&hnliche Bindungseigenschaften wie
farnesyliertes GFP-Progerin (CSIM). Bei Quantifizierung der Menge an eluiertem GFP-
Progerin und Normalisierung auf die Menge an GFP-Progerin im eingesetzten Zelllysat, zeigt
sich, dass GFP-Progerin CSIM am besten an PDE6D bindet. Die geranylgeranylierte Mutante
bindet etwa um 40% schwéacher an PDE6D und die nicht prenylierte Mutante zeigt eine
Restbindung von ca. 10%. In der Literatur wird fir PDE6D eine ungefahr 20x hohere
Affinitat von farnesylierten gegenuber geranylgeranylierten Proteinen angegeben (Zhang et
al., 2004a; Chen et al., 2010). Die Ergebnisse des Pulldowns von GST-PDE6D mit
anschlielender massenspektrometrischer Analyse (Abbildung 1.8) zeigten jedoch keine
Bevorzugung von farnesylierten Proteinen, was im Einklang mit direkten biophysikalischen
Messungen steht, die eine ungefahr zweifach hohere Affinitat fur ein farnesyliertes Peptid
gegenuber dem gleichen Peptid mit Geranylgeranyl-Modifikation zeigten (G. Zimmermann,
Dissertation, MPI Dortmund). Hierzu passen die Ergebnisse der Quantifizierung der
GFP-Progerin Mutanten nach Pulldown mit GST-PDE6D (Abbildung 1.19c), die ebenfalls
nur eine ungefahr doppelt so hohe Anreicherung von farnesyliertem Progerin gegenuber

geranylgeranyliertem Progerin zeigten.
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Abbildung 1.20 PDE6D interagiert mit den LMNA-Genprodukten in HeLa-Zellen. a) Proximity Ligation Assay (PLA)
zwischen PDE6D und Lamin A/C. Fixierte HeLa-Zellen wurden mit Antikdrpern gegen PDEGD und gegen die Produkte des
LMNA Gens oder mit beiden Antikdrpern einzeln als Kontrolle behandelt. AnschlieBend erfolgte die Visualisierung von
intrazelluléren Interaktionen mittels PLA (rot) und Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie. Zellulare DNA (blau) wurde mithilfe
von Hoechst33342 sichtbar gemacht. MaRstabsbalken = 25 um. b) Endogene Proteinlevel von Lamin A, Lamin C sowie
PDE6D im Totallysat von HelLa-Zellen. Nach SDS-PAGE und Immunblot wurde die Expression der genannten Proteine in
HelLa-Zellen mittels spezifischer Antikorperfarbung gezeigt. ¢) Quantifizierung der PLA Signale fiir die PDE6D-LMNA
Interaktion und der Vergleich mit den Kontrollen, bei denen nur ein Primarantikorper verwendet wurde und der Addition der
PLA-Signale beider Negativkontrollen. Die statistische Analyse wurde mittels ANOVA mit Dunnett’s multiplem
Vergleichstest durchgefiihrt (p <0,001).

Um auszuschlieR3en, dass die Interaktion von PDE6D und den Produkten des LMNA-Gens ein
Artefakt des Pulldowns ist und es nur zu einer Interaktion in Zelllysat kommt, wurde die
Interaktion mittels Proximity Ligation Assay (PLA, 4.2.16) in HelLa-Zellen untersucht. Fir
den Versuch wurden HelLa-Zellen fixiert und permeabilisiert und anschlieBend mit
Primarantikérpern gegen PDE6D und die LMNA-Genprodukte behandelt. Als
Sekundéarantikdrper wurden zwei PLA-Antikorper eingesetzt, die an ihrer Fc-Region
komplementédre Oligonukleotide tragen. Das Paratop der PLA-Antikdrper erkennt dabei
jeweils die Fc-Region des Primarantikdrpers abhdngig von dessen Ursprungsspezies. Bei
raumlicher Nahe (maximale Distanz von 40 nm) der beiden Primarantikdrper kdnnen die
Oligonukleotide der PLA-Antikérper hybridisieren. Nach Ligation und Amplifikation (rolling
circle amplification, RCA) der DNA, werden fluorophorgekoppelte Oligonukleotide zur in
situ Hybridisierung zugegeben. Hierdurch entsteht ein Fluoreszenzsignal am Ort raumlicher
Nahe der beiden Proteine, das im Anschluss fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden
kann. Zun&chst wurde HelLa-Zelllysat auf die Anwesenheit der zu testenden Proteine PDE6D

und Lamin A/C untersucht (Abbildung 1.20b). In dem anschliefenden Assay konnten
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PLA-Signale zwischen PDE6D und Lamin A/C hauptsachlich im Zellkern und der nahen
Umgebung des Zellkerns detektiert werden (Abbildung 1.20a). In den beiden
Negativkontrollen, bei denen nur jeweils einer der beiden Primarantikdrper benutzt wurde,
konnten nur vereinzelte PLA-Signale detektiert werden. Mit Hilfe der Software ImageJ
konnten die PLA-Signale gezahlt und auf die gesamte Zellzahl normalisiert werden.
Insgesamt wurden pro Bedingung mindestens 250 Zellen ausgewertet. Nach statistischer
Analyse zeigt sich eine signifikant hohere Anzahl an PLA-Punkten pro Zelle in den Proben
mit Primérantikorpern gegen PDE6D und LMNA im Vergleich zu den beiden
Negativkontrollen mit nur einem Primarantikdrper sowie auch bei Addition der PLA-Signale
beider Negativkontrollen (Abbildung 1.20c). Diese Ergebnisse bestdtigen die zuvor
gemachten Beobachtungen der Pulldown-Experimente und zeigen eine Interaktion von
PDEG6D und Lamin A/C auch in zelluldrer Umgebung.

Nach Detektion der Interaktion von PDE6D und Lamin A/C in Zellen, sollte auch die
Interaktion zwischen PDE6D und der Lamin A-Mutante Progerin in Zellen untersucht
werden. Hierfir wurden HelLa-Zellen mit GFP-Progerin, der geranylgeranylierten GFP-
Progerin Mutante (CSIL) und der nicht farnesylierten GFP-Progerin Mutante (SSIM)
transfiziert. Anschlielend erfolgte der PLA mit Primarantikdrpern gegen PDE6D und die
LMNA-Genprodukte.

PLA-Signal DNA + GFP + PLA-Signal

SM\/\J\
[ Grp Progerin ]Cli

O-CHs

g~ A A
["GFP | Progerin ](]:]
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[[GFP [ Progerin_ [SSIM]

Abbildung 1.21 PDE6D interagiert bevorzugt mit farnesyliertem Progerin in Zellen. HeLa-Zellen wurden mit GFP-Progerin
bzw. den CaaX-Box Mutanten GFP-Progerin SSIM (nicht farnesyliert) und GFP-Progerin CSIL (geranylgeranyliert)
transfiziert. Im Anschluss erfolgte der PLA mit Antikdrpern gegen PDE6D und die LMNA Genprodukte. Die Detektion der
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PLA-Signale (rot) und der GFP-Progerin Mutanten (griin) erfolgte fluoreszenzmikroskopisch bei 63-fache VergréRerung. Die
DNA (blau) wurde mithilfe von Hoechst33342 sichtbar gemacht. Malstabsbalken = 10 pum.

Wie im Falle des PLA mit endogenem Lamin A/C, kann auch bei Uberexpression von
GFP-markiertem Progerin die Interaktion mit PDE6D im Kern beobachtet werden. In Zellen,
die mit farnesyliertem GFP-Progerin (CSIM) transfiziert wurden, sind deutlich mehr
Interaktionen zu detektieren als in Zellen, die mit nicht farnesyliertem (SSIM) oder
geranylgeranyliertem GFP-Progerin (CSIL) transfiziert wurden. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus dem Pulldown der GFP-Progerin Mutanten mit GST-PDEG6D, kann jedoch
kein Unterschied zwischen GFP-Progerin SSIM und GFP-Progerin CSIL beobachtet werden.
Beide Mutanten zeigen deutlich weniger Interaktionen mit PDE6D als GFP-Progerin CSIM.
Obwohl im Pulldown Versuch die Bindung von geranylgeranyliertem GFP-Progerin nur
ungefahr zweimal schwacher ist als die Bindung von farnesyliertem GFP-Progerin an
PDEG6D, konnen die Unterschiede in den Interaktionen in der Zelle durch die hohere
Membranaffinitat des langeren Geranylgeranylrests erklart werden. Wahrend RhoGDIs Rho
Proteine aus Membranen Uber Bindung ihres N-Terminus an die switch I und switch Il
Region der GTPasen aktiv aus Membranen extrahieren kénnen, ist fir PDE6D bislang kein
solcher Mechanismus bekannt (Garcia-Mata et al., 2011). Wahrscheinlicher ist fir PDE6D
eine Rolle in der Solubilisierung der zytosolischen Fraktion von prenylierten Proteinen. Im
Fall von GFP-Progerin CSIL, kdnnte die hthere Affinitat zu Membranen, flr eine niedrigere
Fraktion an zytosolischem Protein fihren und somit zu weniger Wechselwirkungen mit
PDEG6D.
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Abbildung 1.22 PDE6D interagiert mit den LMNA-Genprodukten in primdren Fibroblasten von HGPS-Patienten. Proximity
Ligation Assay (PLA) zwischen PDE6D und Lamin A/C bzw. Progerin. a) Fixierte primére Fibroblasten eines HGPS-
Patienten (LMNA*®¢%C) oder b) fixierte primare Fibroblasten eines gesunden Elternteils (LMNA**) wurden mit Antikérpern
gegen PDE6D und LMNA oder beiden Antikérpern einzeln als Kontrolle behandelt. AnschlieBend erfolgte die
Visualisierung von intrazelluldren Interaktionen mittels PLA (rot) und Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie. DNA (blau) wurde
mittels Hoechst33342 und zellulare Membranen (griin) mit einem Weizenkeim-Agglutinin Alexa-Fluor488-Konjugat geférbt.
MaRstabsbalken = 10 um. Die Quantifizierung der PLA Signale pro Zelle erfolgte tber vier biologische Replikate mit
mindestens 250 analysierten Zellen je Replikat. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfachem ANOVA und Dunnett’s
multiplem Vergleichstest (p < 0,01).

Die Interaktion zwischen PDE6D und den LMNA-Genprodukten Lamin A/C bzw. Progerin in

Zellen, konnte auch in priméren humanen Fibroblasten mithilfe des PLA gezeigt werden.
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Sowohl in Zellen von HGPS-Patienten als auch in gesunden Zellen waren Interaktionen
zwischen PDE6D und Lamin A/C bzw. Progerin zu detektieren (Abbildung 1.22).
Entsprechend den Resultaten in HelLa-Zellen (Abbildung 1.20) konnte die Interaktion
zwischen PDE6D und den LMNA-Genprodukten auch hier hauptsachlich im Nukleus
detektiert werden. Entgegen vorangegangener Ergebnisse zur erhéhten Anreicherung von
Progerin mit GST-PDEGD (Abbildung 1.18) konnte in Progerin exprimierenden HGPS-
Patientenzellen (LMNA*®%8%) keine erhohte Interaktion zwischen PDE6D und Lamin A/C

+/+

bzw. Progerin im Vergleich zu gesunden Zellen (LMNA™") beobachtet werden.
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1.5.6 Auswirkungen der Inhibition der PDE6D—Progerin-Wechselwirkung

Nach dem Nachweis einer Interaktion von PDE6D und den LMNA-Genprodukten in Zelllysat
sowie in Zellen, sollten die physiologischen Auswirkungen der Inhibition der Interaktion
durch die niedermolekularen Verbindungen Deltarasin und Deltazinone 1 untersucht werden.
PDES6D ist in Retinazellen der Maus fur die korrekte Lokalisation des farnesylierten Proteins
GRK1 verantwortlich. In Abwesenheit von PDE6D kann GRK1 nicht in die &uferen
Segmente der Retinazellen transportiert werden. Fehllokalisiertes GRK1 wird abgebaut und
die Gesamtmenge an Protein sinkt. Dementsprechend konnten in PDE6D-Knockout-
Mausmodellen geringere Proteinlevel von GRK1 beobachtet werden (Zhang et al., 2007).
Unter der Annahme, dass PDE6D auch fur die Lokalisation von Lamin A bzw. Progerin
mitverantwortlich ist, konnte die Inhibition der PDE6D-LMNA Interaktion tber Blockieren
der Prenylbindetasche zur Fehllokalisation von Lamin A/Progerin fiihren und somit ebenfalls
zur Degradation der transportierten Proteine. Um die Auswirkungen auf die Proteinlevel von
LMNA/Progerin nach Inhibition der PDE6D-LMNA Interaktion zu untersuchen, wurden
primére Fibroblasten von HGPS-Patienten nach unterschiedlich langer Kultivierung (Passage
20 und Passage 14) mit verschiedenen Konzentrationen von Deltarasin und Deltazinone 1 fur

48 h behandelt und anschlieend die Proteinlevel von Lamin A/C und Progerin analysiert.
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Abbildung 1.23 Blockieren der Prenylbindetasche von PDE6D hat keine Auswirkung auf die Proteinlevel von Lamin A/C
und Progerin. HGPS-Patientenzellen (LMNA*/®%¢) in Passage 20 (P20) und Passage 14 (P14) wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Deltarasin und Deltazinone 1 fiir 48 h behandelt und anschliefend in 1xLa&mmlipuffer lysiert. Die
Detektion erfolgte mittels Immunblot und spezifischem Antikorper gegen die LMNA-Genprodukte. Als Ladekontrolle wurde
ein Antikdrper gegen GAPDH verwendet.

Die Analyse der Proteinlevel mittels Immunblot (Abbildung 1.23) zeigte jedoch keinen

Einfluss der Substanzbehandlung auf die Proteinmengen von Lamin A/C und Progerin.

Eines der Hauptmerkmale Progerin-exprimierender Zellen ist der nukledre Phanotyp.

Wahrend Zellen, die ein gesundes LMNA-Gen tragen einen normalen runden Nukleus
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besitzen, zeigen Progerin exprimierende Zellen einen Nukleus mit Einkerbungen,
Ausbuchtungen und Faltungen der nukledren Lamina. Der farnesylierte C-Terminus von
Wildtyp Prelamin A wird nach Lokalisation an der inneren nukledren Membran abgespalten
und prozessiertes Lamin A l6st sich von der Membran um die nukledre Lamina zu bilden. Im
Unterschied dazu verbleibt Progerin mit dem konstitutiv farnesylierten C-Terminus an der
inneren Membran des Nukleus. Durch die periphere Assoziation an der Kernmembran tber
die Farnesylgruppe am C-Terminus und die Ausbildung der nukledren Lamina Uber das
restliche Protein kann die komplexe Architektur der Lamina nicht aufrecht erhalten werden,
was zu dem erwahnten verénderten nukledaren Phénotyp fuhrt (Capell and Collins, 2006).

a LMNA*"™* LMNA*/G6086 b Hela
< <
=z
8 &

£
< @
=z
= g
-1 a
a
[T
[U)

Abbildung 1.24 Nukledrer Phénotyp von Progerin-exprimierenden Zellen. a) HGPS-Patientenzellen (LMNA"C®%C) sowie

Zellen eines gesunden Elternteils wurden fixiert und mittels spezifischer Antikorper die LMNA-Genprodukte sichtbar
gemacht. b) HelLa-Zellen wurden 48 h vor Fixierung mit GFP-Progerin transfiziert. Die DNA wurde durch Féarbung mit
DAPI sichtbar gemacht. Malstabsbalken =20 pum.

In Abbildung 1.24a sind als Beispiel fiir die Veranderungen des Nukleus humane Fibroblasten
eines HGPS-Patienten (LMNA*®®%8¢) im Vergleich zu gesunden Zellen eines nicht erkrankten
Elternteils (LMNA*") dargestellt. Der ausgebuchtete und tberlappende nukledre Phanotyp
von Progerin-exprimierenden Zellen, lasst sich durch Uberexpression der Lamin A-Mutante

+/+

Progerin ebenfalls in HeLa-Zellen hervorrufen, die homozygot fir Wildtyp LMNA™" sind.
HeLa-Zellen, die GFP-markiertes Progerin exprimieren, zeigen ebenfalls den gewdlbten und
teils Uberlappenden Phédnotyp der Kernlamina (Abbildung 1.24b). Die morphologischen
Auswirkungen auf die Kernstruktur bei Expression von Progerin stehen in direktem
Zusammenhang mit weiteren phanotypischen Merkmalen, die auch zum Krankheitsbild des
HGPS flhren. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die morphologische
Veranderungen des Nukleus in direktem Zusammenhang mit der permanenten Farnesylierung
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von Progerin steht. Durch Behandlung von Progerin-exprimierenden Zellen mit
Farnesyltransferaseinhibitoren (FTI) konnte der abweichende nukledre Phanotyp umgekehrt
werden (Mallampalli et al., 2005). Im Falle einer Beteiligung von PDE6D am Transport von
Prelamin A bzw. Progerin zur inneren Kernmembran konnte das Blockieren der
Prenylbindetasche zu einem &hnlich positiven Effekt filhren. Wahrend die Uberexpression
von GFP-Progerin zu den charakteristischen Ausbeulungen der Kernlamina flhrt, ist bei
Uberexpression von GFP-Lamin A, das wahrend der Prozessierung seinen farnesylierten C-
Terminus verliert, ein normaler nukleéarer Phanotyp zu beobachten, bei dem sich das Protein
in nukle&ren Foki ansammelt (Abbildung 1.25).
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Abbildung 1.25 Uberexpression von GFP-Progerin, aber nicht GFP-Lamin A fiihrt zu einem aberranten nukledren Phénotyp.
HelLa-Zellen wurden transient mit GFP-Lamin A (1) oder GFP-Progerin (2) transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Fixierung der
Zellen und die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie. Abbildung modifiziert aus (Mallampalli et al., 2005).

Bei  Behandlung von  GFP-Progerin  exprimierenden  Zellen mit  einem
Farnesyltransferaseinhibitor kann der mit positiver Wirkung assoziierte Phénotyp von
GFP-Lamin A transfizierten Zellen imitiert werden. Unter FTI-Bedingungen sammelt sich
GFP-Progerin in nukledren Foki und die Anzahl an Zellen mit aberranten Nuklei ist
signifikant reduziert (Capell et al., 2005). Um den Einfluss des Blockierens der
Prenylbindetasche von PDE6D durch Deltarasin und Deltazinone 1 auf die Lokalisation von
GFP-Progerin zu untersuchen, wurden HelLa-Zellen mit GFP-Progerin (CSIM) sowie der
geranylgeranylierten (CSIL) und nicht farnesylierten (SSIM) Progerin-Mutante transfiziert
und mit Deltarasin oder Deltazinone 1 behandelt (Abbildung 1.26). Die Zugabe des FTIs
fuhrte, wie erwartet, zu einer Ansammlung von GFP-Progerin CSIM in nukledren Foki und
kopierte damit die Lokalisation von GFP-Lamin A und der nicht farnesylierten Mutante
SSIM. In allen drei Fallen wird durch das Fehlen der C-terminalen Prenylgruppe ein Binden
an die innere Kernmembran verhindert. Die Lokalisation der geranylgeranylierten Mutante
CSIL entsprach der Lokalisation von farnesyliertem GFP-Progerin CSIM, was durch die
Bindung des prenylierten C-Terminus an die innere Kernmembran erklart werden kann.
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Hierbei scheint es keine Rolle zu spielen welches Prenylierungsmotiv die

Membranassoziation vermittelt.

CSIM

10 pM FTI277 4 pM Deltarasin 32 pM Deltazinone 1

Abbildung 1.26 Das Blockieren von PDE6Ds Prenylbindetasche filhrt nicht zu einer verénderten Lokalisation von GFP-
Progerin. HeLa-Zellen wurden mit farnesyliertem GFP-Progerin (CSIM), geranylgeranyliertem GFP-Progerin (CSIL) oder
nicht farnesyliertem GFP-Progerin (SSIM) transfiziert und fir 48 h mit einem Farnesyltransferaseinhibitor (FTI277),

Deltarasin oder Deltazinone 1 behandelt. Anschliefend erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Zellen.
Mafstabsbalken = 10 um.

GFP-Progerin

Die Behandlung der GFP-Progerin CSIM exprimierenden Zellen mit Deltarasin und
Deltazinone 1 zeigte jedoch keinen Unterschied in der Lokalisation des GFP-markierten

Proteins.

Die verdanderte Kernlamina Architektur, hervorgerufen durch Expression von Progerin, hat
neben morphologischen Auswirkungen weitere Konsequenzen fir die Zellhomoostase.
Waéhrend Proteine der Kernlamina in gesunden Zellen diverse Interaktionen mit
Transkriptionsfaktoren eingehen und fur die Organisation des Chromatins und der Kernporen
verantwortlich sind, kann diese Aufgabe in Progerin-exprimierenden Zellen nicht ausgefiihrt
werden. Kernlamina-assoziierte Proteine wie Nesprin, Emerin und LAP2 (lamin associated
protein 2) sind fehllokalisiert und die Kernporenkomplexe finden sich delokalisiert in
Ansammlungen an der Kernmembran wieder. Peripheres Heterochromatin, das in gesunden
Zellen mit der Kernmembran assoziiert ist, 10st sich in Progerin-exprimierenden Zellen von
der Kernmembran und wichtige Interaktionen mit der RNA-Polymerase IlI, RNA-

Spleitfaktoren und Transkriptionsfaktoren sind gestort. Dies flhrt zu Fehlregulierungen in der
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Expression von diversen Genen (McCord et al., 2013). Insgesamt konnten 361 Gene in
HGPS-Zellen identifiziert werden, die signifikante Unterschiede in ihrer Expression im
Vergleich zu gesunden Zellen zeigten. Unter anderem sind dies Gene, die fir
Transkriptionsfaktoren und Proteine der extrazelluldaren Matrix kodieren (Csoka et al., 2004).
In HGPS-Zellen konnte durch Verwendung von Morpholinos, die komplementar zu der
aberranten Spleistelle auf Exon 11 des mutierten LMNA-Gens erstellt wurden, der
SpleiBvorgang der mutierten LMNA-pra-mRNA verhindert werden, um somit die Expression
von Progerin zu unterbinden. Das Morpholino-Oligonukleotid bindet dabei an die LMNA-
pra&-mRNA an der Stelle, an der sich die mutierte SpleiBstelle befindet und schirmt diese
sterisch vor dem SpleiRosom ab. Die anschlielende Analyse der Expression ausgewéhlter
verdnderter Gene in HGPS-Zellen zeigte eine Riickkehr zu den Expressionsmustern von
gesunden Zellen (Scaffidi and Misteli, 2005).

Um die Auswirkungen von Deltazinone 1 auf die Expressionslevel von bestimmten Genen zu
untersuchen, die in HGPS-Zellen dereguliert sind, wurden HGPS-Patientenzellen mit
verschiedenen Substanzkonzentrationen fur 96 h behandelt und anschlieBend fiinf Zielgene
mittels gPCR untersucht (Abbildung 1.27).

I E vna Y
T LMNA +/G608G
Bl (vna PO 42 UM Deltazinone 1
LMNA *"S®%C L 34 \M Deltazinone 1

Relative Expression von HGPS Zielgenen
(Zielgen/GAPDH)

Abbildung 1.27 Deltazinone 1 hat keinen Einfluss auf die Expression von ausgewahlten Progerin-abhangigen Genen. HGPS-
Patientenzellen (LMNA"®%®) und Zellen eines gesunden Elternteils (LMNA**) wurden fir 96 h mit Deltazinone 1
behandelt. AnschlieRend erfolgte die Analyse der Expressionslevel mittels gPCR. Die erhaltenen Werte wurden auf die
Expressionslevel des gesunden Elternteils (LMNA**) normalisiert. Der Versuch wurde mit sechs biologischen Replikaten
jeweils im technischen Triplikat durchgefiihrt. Dargestellt sind représentative Ergebnisse mit Standardabweichung.

Bei Vergleich der Expressionslevel zeigt sich ein klarer Unterschied zwischen gesunden
Zellen und HGPS-Patientenzellen. Die Expression von CDKN1A ist in HGPS-Zellen um ca.
30% erhoht und fir den Transkriptionsfaktor ATF3 sogar um ca. 300%. Die Matrix
Metalloproteinase 3 (MMP3) zeigt im Vergleich zu gesunden Zellen nur noch eine

Expression von ungefahr 20%. Die Level fir die Matrix-Metalloproteinase 14 (MMP14)
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Ergebnisse

liegen bei ungeféahr 75% der von gesunden Zellen. Der Transkriptionsfaktor STAT3 wurde als
Kontrolle mituntersucht und zeigt, wie erwartet, nur geringe Veranderungen zwischen HGPS-
Zellen und gesunden Zellen. Die Behandlung der Patientenzellen mit Deltazinone 1 zeigt fur
CDKN1A, ATF3 und MMP3 keinen Einfluss auf die Expressionslevel. Einzig fir MMP14
kann ein geringer positiver Effekt durch Behandlung der Zellen mit Deltazinone 1 beobachtet
werden. Hier sorgt die Substanzbehandlung fur einen Anstieg der Expressionslevel der
Protease von ca. 75% in LMNA"®®%C.Zellen auf die MMP14-Proteinlevel von gesunden
Zellen (LMNA™™).

o1
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Diskussion

1.6 Diskussion

1.6.1 Identifikation von PDE6D-Interaktionspartnern mittels GST-Pulldown

Urspriinglich wurde PDEGD als vierte Untereinheit der cGMP-Phosphodiesterase (PDE) in
Retinazellen beschrieben. Durch Solubilisierung der PDE kann PDE6D die Phototransduktion
desensibilisieren (Florio et al., 1996). In Folgestudien wurde PDEGD aufgrund der Fahigkeit
prenylierte Proteine zu solubilisieren und der strukturellen Ahnlichkeit zu RhoGDI als GSF
(GDiI like solubilising factor) beschrieben. PDE6D besitzt eine hydrophobe Bindetasche, tiber
die farnesylierte und geranylgeranylierte Proteine gebunden werden konnen. Uber die
hydrophobe Bindetasche interagiert PDE6D prenylabhéngig mit diversen kleinen GTPasen
der Ras-, Rho- und Rab-Familie sowie mit Proteinen, die in Phototransduktionsprozesse
involviert sind. Im Unterschied zu RhoGDI und RabGDI bindet PDE6D prenylierte Proteine
unabhéngig von deren Nukleotidladungsstatus. Die Interaktion zwischen PDE6D und den
zugehdrigen GDFs (GDI displacement factors), ARL2 und ARLS3, erfolgt Uber eine separate
Bindestelle, die rdumlich unabhdngig von der Bindestelle fir prenylierte Proteine ist. Die
Bindung der GTP-beladenen GDFs an PDE6D sorgt fur eine Konformationsanderung, die
eine SchlieBung der hydrophoben Bindetasche PDE6Ds verursacht und somit fur die
Dissoziation von gebundenem prenyliertem Protein sorgt (Linari et al., 1999a; Ismail et al.,
2011). Innerhalb der Zelle wurde PDE6Ds Einfluss auf die Lokalisation von KRAS und
INPP5E beschrieben. KRAS wird durch Zyklen der Solubilisierung durch PDE6D, die
anschlielende Entladung durch GTP-ARL2 an perinukledren Membranen und durch
unidirektionalen Vesikeltransport an der Plasmamembran gehalten. Dabei hilft PDE6D der
entropischen Tendenz entgegenzuwirken, lipidiertes Ras-Protein Uber alle Membranen
hinweg zu verteilen (Schmick et al., 2014). Die ciliare Lokalisation von INPP5E erfolgt
ebenfalls unter Einwirkung von PDEG6D. Die hochaffine Interaktion zwischen PDE6D und
farnesyliertem INPP5E kann durch im Cilium lokalisiertes GTP-ARL3 geldst werden, was
zur Entladung von INPP5E flihrt (Humbert et al., 2012; Miertzschke et al., 2014; Fansa et al.,
2016). Die Bindung der prenylierten Proteine an PDEGD erfolgt dabei fast ausschlieBlich tber
die Lipidmodifikation ohne weitere Hauptketteninteraktionen, wie sie von Rho-
Protein—RhoGDI-Interaktionen bekannt sind. Daraus folgt eine breite Spezifitit PDE6Ds
gegenuber potentiellen Bindungspartnern, deren Affinitdt zumeist nur von der Komposition
der letzten 10 Aminoséuren abhangig ist (Fansa et al., 2015; Lee and Seo, 2015). Aufgrund
des Ungleichgewichts zwischen prenylierten Proteinen (> 200 Proteine) und bisher
identifizierten PDEG6D-Interaktionspartnern (ca. 26), sollte innerhalb dieser Arbeit ein

affinitatschromatographischer Ansatz zur Identifikation neuer PDEG6D-Interaktionspartner
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entwickelt werden. Weiterhin sollten die Auswirkungen einer Inhibition der PPl zwischen
PDEG6D und identifizierten Bindern durch Verwendung von niedermolekularen Verbindungen
untersucht werden, die PDE6Ds hydrophobe Bindetasche mit hoher Affinitat adressieren
(Zimmermann et al., 2013a; Zimmermann et al., 2014).

Mithilfe des (innerhalb dieser Arbeit) entwickelten GST-Pulldowns und anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse konnten insgesamt 25 Proteine identifiziert werden, von
denen 6 farnesyliert, 11 geranylgeranyliert und 8 nicht prenyliert sind. Die Liste enthalt
diverse kleine GTPasen, Komponenten von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, Proteine der
Lamin-Familie sowie die beiden GDFs ARL2 und ARL3. Einige der gefundenen Proteine
wurden bereits mit PDE6D in Zusammenhang gebracht. RAB13 kann beispielsweise durch
PDEG6D von zelluldaren Membranen geltst werden (Marzesco et al., 1998). Auffallend ist, dass
nur einfach prenylierte Proteine Bindung an PDEGD zeigen. Proteine der Rab-Familie, die
haufig an mehreren C-terminalen Cysteinen geranylgeranyliert werden, zeigen keine Bindung
an PDE6D, wahrend monoprenylierte Vertreter der Rab-Familie Bindung zeigten. Gleiches
gilt fur die nicht an PDE6D bindenden Ral-Proteine RALA (Ras-related protein Ral-A) und
RALB (Ras-related protein Ral-B), die ein C-terminales CCaX Motiv tragen, welches tber
einen zum Kklassischen Prenylierungsweg alternativen Mechanismus prenyliert und
palmitoyliert wird (Nishimura and Linder, 2013). Dies steht in Einklang mit den aus der
Literatur bekannten PDE6D-Bindungspartnern, die alle nur eine einfache Prenylmodifikation
besitzen (Zhang et al., 2012). Alle der insgesamt 14 identifizierten prenylierten Proteine
besitzen nur eine Prenylmodifikation, was ein Hinweis darauf sein kann, dass PDE6D
generell bevorzugt an einfach prenylierte Proteine bindet. Weiterhin fallt auf, dass trotz eines
eigenen Chaperonsystems diverse Vertreter der Rab- und Rho-Familie identifiziert werden
konnten. Neben ARL2 und ARL3 konnten weitere Proteine identifiziert werden, die nicht
prenyliert sind und demnach mit PDE6D vermutlich Uber eine andere Bindungsstelle
wechselwirken konnten. Interessant ist hierbei die Identifikation der Arf-dhnlichen GTPase
ARL1, die sich strukturell nur gering von ARL2/3 unterscheidet. Die switch Il Region von
ARL1 besitzt im Gegensatz zu ARL2/3 eine kleine hydrophobe Tasche, die an der Bindung
von GRIP (golgin-97, RanBP2alpha, Imhlp and p230/golgin-245) Domanen beteiligt ist.
ARL1 bindet GTP-abhéngig an Proteine mit der ca. 50 Aminoséaure langen GRIP-Doméne
und ist fir deren korrekte Lokalisation an den Golgi-Apparat verantwortlich (Panic et al.,
2003). Im Gegensatz zu ARL2/3 besitzt ARL1 eine funktionsfahige N-terminale

Konsensussequenz fur die N-Myristoylierung. Bei Mutation des Myristoylierungssignals kann
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ARL1 nicht mehr korrekt an den Golgi-Apparat lokalisieren (Lee et al., 1997; Lu and Hong,
2003). Aufgrund der ahnlichen Struktur von ARL1/2/3 ist die Identifikation von ARLL1 als
Wechselwirkungspartner von PDEG6D nicht Uberraschend. Hinzu kommt, dass bereits
vorangegangene Hefe-2-Hybrid-Studien die Bindung von GTP-beladenem ARL1 an PDE6D
und UNC119 gezeigt haben (van Valkenburgh et al., 2001). In diesem Zusammenhang waren
Versuche zur Fahigkeit der Verdrdngung von prenylierten Proteinen aus PDEG6Ds
hydrophober Bindetasche durch GTP-ARLL1 interessant.

Eines der neu identifizierten, prenylierten Proteine, die PDE6D binden, ist die kleine GTPase
CDC42 (Cell division control protein 42 homolog). CDC42 ist involviert in die Generierung
und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat in eukaryotischen Zellen. Der Austausch von GDP zu
GTP durch einen GEF ermdglicht die Interaktion von CDC42 mit diversen Effektoren, was
wiederum verschiedene Folgeeffekte nach sich zieht, wie beispielsweise die Neuanordnung
des Aktin-Netzwerks oder eine Induktion der Transkription durch Aktivierung von
Proteinkinasen (Johnson, 1999). Wie bereits beschrieben, wird die Aktivitdt CDC42s dabei
durch Nukleotidbindung sowie durch Bindung von RhoGDI beeinflusst (siehe 1.3.3). CDC42
besitzt neben der Geranylgeranylgruppe eine Polylysin-Doméne in der Nahe des C-Terminus,
die &ahnlich wie im Falle von KRAS4B, die Assoziation mit Membranen, die negativ geladene
Phospholipide enthalten, erhdhen. Ob die hier gemessene Interaktion zwischen PDE6D und
CDC42 physiologisch relevant ist, konnte nicht eindeutig geklart werden. Die
Untersuchungen zur Lokalisation in fixierten Zellen nach Substanzbehandlung zeigten keine
klaren Unterschiede in der Lokalisation des Proteins. Dies konnte durch eine etwaige
Redundanz der Transportsysteme erklart werden. CDC42 besitzt mit RhoGDI ein eigenes
Transportsystem, welches zudem dessen Aktivitét kontrolliert.

Als weiterer neuer Interaktionspartner von PDE6D wurde die Phosphodiesterase CNP (2,3-
cyclic-nucleotide 3-phosphodiesterase) identifiziert. CNP wird hauptsachlich im Gehirn und
im zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert, wo es fir die Myelinisierung von
Oligodendrozyten verantwortlich ist (Raasakka and Kursula, 2014). CNP bindet an Tubulin
Heterodimere, kopolymerisiert mit ihnen und fordert somit das Wachstum zelluldrer
Fortsatze, die die Myelinschicht bilden (Lee et al., 2005b). Neben der C-terminalen CaaX-
Box, deren Cystein farnesyliert wird und fir die Membranassoziation von CNP
verantwortlich ist, besitzt CNP C-terminal eine katalytische Doméne mit Phosphodiesterase
Aktivitdt, die bevorzugt in Oligodendrozyten 2°,3°-cAMP zu 2°-AMP umsetzt (Verrier et al.,
2013). Eine mogliche Funktion fur CNP ausserhalb des ZNS kénnte die Befahigung zur
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schnellen morphologischen Veranderung von Membranen in bestimmten Zelltypen sein
(Vogel and Thompson, 1988). Neben erhthter CNP-Aktivitdt in myelinhaltigen
Retinageweben, konnte eine funffach erhohte Aktivitdt in den &uReren Segmenten von
Stabchenzellen gemessen werden (Giulian and Moore, 1980). Die genaue Funktion CNPs in
Photorezeptorzellen ist nicht endgultig gekléart; es wird vermutet, dass CNP auch in
Retinazellen an der Reorganisation von Membranen oder aufgrund ihrer enzymatischen
Aktivitdt an der Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten durch die
Photorezeptoren beteiligt sein konnte (Vogel and Thompson, 1988).

Auch die Identifikation von CNP als neuem Interaktionspartner von PDEGD scheint wenig zu
uberraschen. PDE6D besitzt die htchste Expressionsrate in der Retina und ist dort fir die
korrekte Lokalisation der PDE6 (cGMP-specific 3',5-cyclic phosphodiesterase)
verantwortlich, die ebenfalls eine Phosphodiesterase ist, jedoch statt 2¢,3°-CAMP als Substrat
34,5°-cGMP verwendet. In Mausmodellen konnte durch Knockout von PDE6D unter anderem
eine gestorte Lokalisation der PDEG6 und eine Degeneration der Retina gezeigt werden (Zhang
et al., 2007). Hier kdnnten Untersuchungen zur Lokalisation und Aktivitdt CNPs in PDE6D
defizienten Retinazellen Aufschluss Uber einen eventuellen Zusammenhang zwischen

Retinadegradation und gestorter CNP-PDEGD Interaktion geben.

Der dritte neu identifizierte Wechselwirkungspartner von PDE6D ist die kleine GTPase
RAB23 (Ras-related protein Rab-23). Zur Familie der Rab-GTPasen gehdrend, ist auch
RAB23 in den Vesikeltransport zwischen verschiedenen zellularen Kompartimenten
involviert. Anders als die meisten Rab-GTPasen besitzt RAB23 eine klassische CaaX-Box
(fur RAB23: CSIP), die sowohl durch die GGTasel als auch durch die GGTase Il am Cystein
mit einer Geranylgeranylgruppe modifiziert werden kann, bevor die weitere Prozessierung
durch RCE1 und ICMT folgt. Im Falle von monoprenylierten Rab-Proteinen, wie sie hier als
Binder von PDEGD identifiziert wurden, ist noch kein Mechanismus bekannt, der ihre
Lokalisation an Zielmembranen steuert (Seabra and Wasmeier, 2004). RAB23 ist in der
Literatur als negativer Regulator des Sonic-Hedgehog-Signalwegs (Shh) beschrieben, der
stromabwarts des Shh-Liganden agiert (Eggenschwiler et al., 2001). RAB23-defiziente Mause
zeigen wahrend der Embryonalentwicklung Defekte im dorsalen SchlieBen des Neuralrohrs
(open brain mouse, opb), ein Prozess der hauptsachlich durch den Shh-Signalweg gesteuert
wird. Die Rolle von RAB23 wird in der Regulation des Vesikel-assoziierten Transports von
Hedgehog-Signalweg-Komponenten vermutet (Eggenschwiler et al., 2006). In S&ugern

lokalisieren die Komponenten des Hh-Signalwegs in das primare Cilium und Mutationen, die
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die Integritat des Ciliums stéren, haben Auswirkungen auf den Hh-Signalweg (Jiang and Hui,
2008).

RAB23 zusammen mit dem ebenfalls als PDE6D-Interaktor identifizierten RABS8 sind als
essentiell fur die Ciliogenese beschrieben (Yoshimura et al., 2007). Die Identifikation von
Proteinen, die eine Funktion im Hedgehog-Signalweg beziehungsweise der Ciliogenese
haben, konnte ein Hinweis auf eine Funktion von PDE6D im Transport von
Hedgehog-Signalwegkomponenten sein. Dieser Verdacht wird zum einen durch bereits
publizierte Ergebnisse tber den Transport der Phosphatase INPP5E durch PDE6D verstarkt
(Thomas et al., 2013). INPP5E reguliert Uber ihre Phosphataseaktivitat die Level an
Phosphoinositolphosphaten innerhalb des primaren Ciliums und somit indirekt die Aktivitat
des Hedgehog-Signalwegs (Chavez et al., 2015). Zum anderen zeigen die hier untersuchten
Inhibitoren der prenylabhédngigen Wechselwirkungen von PDE6D eine Inhibition des
Hedgehog-Signalwegs (Zimmermann, 2015). Dies macht eine Funktion PDE6Ds im
Transport der hier beschriebenen Proteine in das primare Cilium denkbar.

1.6.2 Identifikation von PDE6D-Interaktionspartnern mittels
Immunprazipitation
Als zweite Methode zur Identifikation von PDEG6D-Interaktionspartnern wurde die
Immunprézipitation von FLAG-PDE6D aus HEK293T-Lysat gewahlt. Hierflr wurden die
Zellen mit FLAG-PDEG6D transfiziert, anschlieRend lysiert und mittels Antikorpern gegen die
FLAG-Markierung, die auf Agarosebeads immobilisiert wurden, immunprazipitiert. Dieser
Ansatz entsprach in weiten Teilen zwei zuvor verdffentlichten Studien, die ebenfalls
HEK293T-Zellen verwendeten, statt der FLAG-Markierung jedoch eine TAP-Strategie
(Tandem Affinity Purification) zur affinitdtchromatographischen Reinigung gebundener
Proteine wahlten (Humbert et al., 2012; Thomas et al., 2013).
Insgesamt konnten die Peptide von 8 Proteinen identifiziert werden, die in der mit FLAG-
PDEG6D transfizierten Probe signifikant hdher angereichert waren, als in den Proben aus
untransfizierten Zellen. Von den 8 identifizierten Proteinen sind 3 farnesyliert (INPP5E,
LMNB2, RAB28), 4 nicht prenyliert (ARL2, ARL3, FAM219A, TBC1D10A) und ein Protein
geranylgeranyliert (RPGR). Auch in der Immunprazipitation konnten die beiden GDFs ARL2
und ARL3 identifiziert werden sowie das nukledre Lamin LMNB2. Zusatzlich konnte der
bereits beschriebene Interaktor RPGR, der PDE6D sowohl (ber die C-terminale
Farnesylgruppe als auch tber seinen N-Terminus bindet, identifiziert werden. Ebenfalls als
Interaktor nachweisbar war die hoch affin an PDE6D bindende Phosphatase INPP5E
(Kg = 3,7 nM).
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Die insgesamt relativ kurze Liste mit gefundenen PDE6D-interagierenden Proteinen ist dabei
fast identisch mit den bereits publizierten Daten anderer Gruppen mit &hnlichem
massenspektrometrischem Ansatz (Humbert et al., 2012; Thomas et al., 2013). Auffallend ist
der grof’e Unterschied in den identifizierten PDEG6D-Interaktionspartnern zwischen den
beiden unterschiedlichen verwendeten Methoden. Zum einen wurden im GST-Pulldown
Ansatz ca. dreimal so viele Proteine wie im Vergleich mit der Immunprazipitation detektiert
und zum anderen gibt es beinahe keine Ubereinstimmungen in den identifizierten Proteinen.
Lediglich vier Proteine (ARL2, ARL3, LMNB2, RAB28) konnten in beiden Ansétzen
nachgewiesen werden. Die wahrscheinlichsten Ursachen hierfir konnten die
unterschiedlichen verwendeten Zelllinien fir den GST-Pulldown Panc-Tu-1 und fir die
Immunprazipitation HEK293T sein. Ein anderer mdglicher Faktor ist die Verwendung
unterschiedlicher  Pufferbedingungen fir die Zelllyse und die anschlielende
affinitdtschromatographische Aufreinigung. Um eine etwaige Abhangigkeit der verwendeten
Zelllinien auf die unterschiedlichen Resultate der gefundenen Proteine auszuschlieRen, wurde
als Kontrollversuch der GST-Pulldown mit HEK293T-Zelllysat und dem auf CHAPS-
basierenden Puffer des Pulldowns wiederholt. Die nach massenspektrometrischer Analyse
erhaltene Liste gereinigter Proteine gleicht dabei zu grof3en Teilen der mit Panc-Tu-1-Zellen
erhaltenen Liste. Immunprazipitation und GST-Pulldown aus HEK293T-Zellen zeigen
Ubereinstimmung in den gleichen vier Proteinen (ARL2, ARL3, LMNB2, RAB28) die auch
im GST-Pulldown aus Panc-Tu-1-Zellen und in der Immunprazipitation aus HEK293T-Zellen
nachweisbar waren. Der GST-Pulldown aus Panc-Tu-I- und HEK293T-Zellen zeigt dagegen
eine Ubereinstimmung in 13 Proteinen (Abbildung 1.28a). Diese Ergebnisse schlieRen die
Verwendung unterschiedlicher Zelllinien als Ursache fur die sich stark unterscheidenden
Proteinlisten der beiden Interaktionsstudien nicht aus, machen aber eine grofRere Auswirkung
der Pufferbedingungen wahrscheinlicher. Fir den GST-Pulldown wurde ein auf dem
Detergenz-CHAPS basierender Puffer gewdhlt, da in vorangegangenen biophysikalischen
Studien ein Einfluss von Polyether-basierenden Detergenzien (Triton X-100, Tween 20) auf
die Interaktion zwischen einem KRAS4B-Peptid und PDE6D beobachtet werden konnte. Die
Verwendung der langkettigen aliphatischen Detergenzien zeigte eine verringerte
Bindungsaffinitat fir PDE6D, vermutlich durch Bindung in die hydrophobe Bindetasche
PDE6Ds (Zimmermann, 2015). Weitere Faktoren spielen bei der wesentlich héheren Anzahl
an identifizierten Bindungspartnern im GST-Pulldown eine Rolle, wie beispielsweise der
hohe Uberschuss an GST-PDEGD im Zelllysat. Im Versuch wurden 50 pg des rekombinanten

Proteins eingesetzt; im Gegensatz dazu steht die Uberexpression von FLAG-PDEG6D in
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HEK?293T-Zellen, die selbst unter Kontrolle des starken CMV-Promotors nicht annahernd die
Konzentrationen des heterolog in Bakterien exprimierten GST-PDE6Ds im Zelllysat erreicht
(Xia et al., 2006). Die Solubilisierung von Proteinen in wassrigen Puffersystemen ist stark
abhéngig vom eingesetzten Detergenz. In dem durchgefihrten GST-Pulldown wurde
zwitterionisches CHAPS und in der Immunprazipitation nicht-ionisches NP-40 als Detergenz
verwendet. Aufgrund der unterschiedlichen Solubilisierungseigenschaften befinden sich
folglich unterschiedliche Proteine in Losung, die an PDE6D binden kdnnen.

Um die Fahigkeit der Verdrangung der identifizierten PDE6D-Binder durch Blockierung
PDEG6Ds hydrophober Bindetasche zu untersuchen, wurden in initialen Experimenten sowohl
der GST-Pulldown als auch die Immunprazipitation in Anwesenheit des kleinen Molekils
Deltarasin durchgefiihrt. Fir Deltarasin konnte sowohl die Bindung in die Prenylbindetasche
PDEGDs mit hoher Affinitat (Kq app = 38 + 16 nM) gezeigt werden als auch die Fahigkeit die
niedrig affinen PDE6D-Binder RHEB und RAS aus PDE6Ds hydrophober Bindetasche zu
verdrdngen (Zimmermann et al., 2013a; Zimmermann et al., 2014). Die Zugabe eines hohen
Uberschusses an Deltarasin (50 uM) in das Zelllysat wéhrend der Inkubation mit GST-
PDE6D zeigte nach der anschlieBenden massenspektrometrischen Auswertung, dass alle
interagierenden Proteine bis auf ARL3 verdrangt werden konnten. In der Immunprazipitation
konnten lediglich 3 der 8 identifizierten Proteine durch Deltarasin verdrangt werden. Eines
der nicht verdréangbaren Proteine ist auch hier ARL3, was die Beobachtungen aus dem GST-

Pulldown bestatigt.
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GST-Pulldown
Panc-Tu- nicht prenyliert
geranylgeranyliert
13
4
4
STl axe famesyliert
HEK293T
4
Immunprézipitation
HEK293T
C
Panc-Tu-I HEK293T
Proteinname Genname  Modifikation GST-PDE6D FLAG-PDE6D GST-PDE6D
ADP-ribosylation factor-like protein 1 ARL1
ADP-ribosylation factor-like protein 2 ARL2
ADP-ribosylation factor-like protein 3 ARL3
Cell division control protein 42 homolog cDC42 ag
2,3-cyclic-nucleotide 3-phosphodiesterase CNP f
Protein FAM219A FAM219A
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G({S)/G(T) subunit beta-1 GNB1
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2 GNB2
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(0) subunit gamma-12 GNG12 ag
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(0) subunit gamma-5 GNG5 ag
72 kDa inositol polyphosphate 5-phosphatase INPPSE f
Importin subunit alpha-1 KPNA1
Importin subunit alpha-7;Importin subunit alpha KPNA6 -
Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA f
Lamin-B1 LMNB1 f
Lamin-B2 LMNB2 f
Ras-related protein Rab-13 RAB13 f
Ras-related protein Rab-23 RAB23 ag
Ras-related protein Rab-28 RAB28 f
Ras-related protein Rab-8A RABBA ag
Ras-related C3 botulinum to+in substrate 2 RAC2 ag
Ras-related protein Rap-1A RAP1A ag
Ras-related protein Rap-1b;Ras-related protein Rap-1b-like protein RAP1B gg
Transforming protein RhoA RHOA;RHOC ag
Rho-related GTP-binding protein RhoF RHOF ag
Rho-related GTP-binding protein RhoG RHOG ag
X-linked retinitis pigmentosa GTPase regulator RPGR ag
TBC1 domain family member 10A TBC1D10A

Abbildung 1.28 Kombinierte Liste der identifizierten PDEGD-Interaktionspartner. a) Uberschneidungen in der
Proteinidentifikation mit unterschiedlichen Ansétzen. Die beiden Hauptstrategien GST-Pulldown aus Panc-Tu-I-Lysat und
Immunprézipitation aus HEK293T-Lysat sind dunkelblau dargestellt, die Kontrollreaktion zur Abhéngigkeit der
identifizierten Proteine von der verwendeten Zelllinie hellblau. b) Insgesamt konnten durch Kombination beider
affinitdtschromatographischer Strategien 29 Proteine, die an PDE6D binden, identifiziert werden, von denen 12
geranylgeranyliert, 7 farnesyliert und 10 nicht prenyliert sind. c) Tabelle mit den Ergebnissen beider
affinitdtschromatographischer Ansétze zur ldentifikation von PDE6D-Interaktionspartnern und dem Kontrollexperiment, bei
dem GST-PDE6D mit HEK293T-Lysat inkubiert wurde. Die Spalten GST-PDE6D und FLAG-PDEED zeigen, ob das
jeweilige Protein mithilfe des Pulldowns oder der Immunprazipitation nachgewiesen werden konnte (griine Markierung). Die
drei neuen Binder, deren Interaktion mit PDE6D innerhalb dieser Arbeit weiter untersucht wurde, sind orange
hervorgehaoben.

Zur Entladung prenylierter Proteine von PDEGD bildet sich ein kurzlebiger ternarer Komplex,
aus PDE6D-ARL-Cargoprotein, der schnell zu PDE6D-ARL und Cargoprotein zerfallt. ARL2

60



Diskussion

ist aufgrund seiner geringeren Affinitat gegenuber PDE6D in der Lage, niedrig affine Binder
(z.B. Ras-Proteine) aus PDEG6Ds hydrophober Tasche zu verdrangen; ARL3, das eine
wesentlich héhere Affinitat fur PDE6D besitzt, kann auch hoch affine Binder, wie INPP5E
verdrdngen (Thomas et al., 2013; Zimmermann, 2015). Aufgrund des Prinzips der
mikroskopischen Reversibilitat besteht die Annahme, dass die Bindung hoch affiner
Cargoproteine in PDE6Ds Prenylbindetasche, die allosterischen GDFs ARL2/3 von PDE6D
verdrdngen konnen. Fir Fluorophor-markiertes Deltarasin konnte bereits die Verdrdngung
von PDE6D durch ARL2 und ARL3 gezeigt werden. Weitere hoher affine Derivate
Deltarasins konnten jedoch nur durch die Bindung von ARL3 an PDE6D verdrangt werden
(Zimmermann, 2015). Dementsprechend kdnnte in den hier durchgefihrten Versuchen, trotz
eines hohen Uberschusses an Deltarasin, die Dissoziation des PDE6D—ARL3-Komplexes
aufgrund dessen hoher Affinitat nicht erreicht worden sein. Die beiden Proteine INPP5E und
RPGR lieRen sich durch Zugabe von Deltarasin ebenfalls nicht verdrangen, was sich im Falle
von INPP5E durch dessen sehr hohe Affinitat gegenliber PDE6D erklaren lasst. RPGR bindet
PDEG6D uber eine C-terminale Geranylgeranylgruppe und zusatzlich tber die RCC-ahnliche
Domaéne. Bei Inhibition der Interaktion der C-terminalen Geranylgeranylgruppe und PDE6Ds
hydrophober Bindetasche besteht die Mdglichkeit der Bindung tber Hauptketteninteraktionen
mit einer Ky =500nM (Watzlich et al., 2013). Interessanterweise hat die Zugabe von
Deltarasin unterschiedliche Auswirkungen auf die Bindung von RAB28 durch PDEG6D. Im
Pulldown-Ansatz kann RAB28 durch Deltarasin-Zugabe verdrangt werden, in der
Immunprézipitation hingegen nicht.

Diverse bekannte PDE6D-Interaktoren, wie beispielsweise Proteine der Ras-Familie (KRAS,
NRAS, RHEB), konnten nicht mit statistisch ausreichender Signifikanz identifiziert werden.
Auch hierfur kann es verschiedene Griinde geben, von der Loslichkeit in den verwendeten
Puffern bis hin zu Verdrangungseffekten durch die im Zelllysat enthaltenen GDFs ARL2/3,
die die Fraktion an prenylierten PDE6D-Bindern niedrig halten. Um Verdrangungseffekte
durch GDFs und die Dissoziation von transienten Interaktionen zwischen PDE6D und
Cargoproteinen wahrend der affinitatschromatographischen Reinigung zu minimieren,
wurden beide experimentellen Ansétze erneut unter Zugabe eines kovalenten Kreuzkupplers
durchgefuhrt. Dieser sollte im Pulldown-Ansatz nach Inkubation des Zelllysats mit GST-
PDE6D die ausgebildeten Proteinkomplexe kovalent fixieren und somit die Dissoziation
unterbinden. Im Immunprézipitationsansatz sollte die Inkubation der transfizierten lebenden
Zellen mit einem membrangangigen Kreuzkuppler PDE6D-Liganden-Komplexe innerhalb der

Zelle fixieren, um somit neben transienten Interaktionen auch Rickschlisse auf endogene
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zelluldre Interaktionen zu ziehen. In beiden Féllen fihrte die massenspektrometrische
Auswertung der an PDE6D gebundenen Proteine allerdings zu langen Proteinlisten, die eine
sehr geringe Reproduzierbarkeit zeigten. Die nicht vorhandene Spezifitat der verwendeten
Kreuzkupplungsreagenzien flihrte hier zu vielen unspezifischen kovalenten Verknlpfungen,
die eine statistisch korrekte Auswertung der Daten nicht zulieRen.

Insgesamt konnte innerhalb dieser Arbeit die Bindung von 29 Proteinen mit zwei
unterschiedlichen affinitdtschromatographischen Ansédtzen an PDE6D detektiert werden
(Abbildung 1.28b). Die komplette Liste der identifizierten Proteine ist in Abbildung 1.28c
aufgefuhrt.

1.6.3 Validierung identifizierter PDE6D-Interaktionspartnern

Im Anschluss an die affinitdatschromatographische Reinigung und massenspektrometrische
Analyse der prézipitierten PDE6D-Proteinkomplexe wurde die Bindung von ausgewahlten
Proteinen an PDE6D erneut untersucht und mittels Immunblot nachgewiesen. Neben dem
immunologischen Nachweis der Bindung an PDEGD sollte auch die konzentrationsabhéngige
Verdrangung von Cargoproteinen durch Deltarasin sowie &hnlich affinen Derivaten
untersucht werden.

RAB8, Lamin A, Lamin C, HRAS und KRAS konnten nach GST-Pulldown mittels
spezifischer Antikorperbindung im Immunblot als Bindungspartner von PDE6D validiert
werden. Der verwendete Antikdrper gegen die Produkte des LMNA-Gens erkennt beide
Produkte des alternativen SpleiBvorgangs, das ca. 74 kDa groRRe Lamin A und das 65 kDa
groRe Lamin C. Unter den verwendeten experimentellen Bedingungen konnte keine weitere
Bande fir das unprozessierte Prelamin A beobachtet werden. Da Lamin C und vollistandig
prozessiertes Lamin A keine Prenylgruppe besitzen, scheint eine indirekte Interaktion mit
PDE6D durch Koprazipitation von Lamin A/C mit farnesyliertem Lamin B1/B2 am
wahrscheinlichsten. In Anwesenheit von Deltarasin oder Derivaten zeigen Lamin A/C eine
konzentrationsabhdngig  verringerte Bindung an PDE6D, was zumindest eine
Hauptketteninteraktion zwischen den beiden Proteinen an einer anderen Bindestelle als der
allosterischen ARL2/3 Bindestelle unwahrscheinlich macht. Vermutlicher ist, wie bereits
erwéhnt, die Beeintrachtigung der PDE6D-Lamin B1/B2-Interaktion durch Zugabe der
niedermolekularen Verbindungen. Die Lamine (A, C, B1 und B2) bauen zusammen die
Kernlamina auf. Dabei bilden sich Fibrillen-artige Netzwerke bestehend aus den vier
verschiedenen Laminen aus, deren starke Interaktion urséchlich fir die Koprazipitation von
Lamin A/C durch Lamin B1/B2 ist. Bei Adressierung der hydrophoben Bindetasche von

PDEG6D mittels niedermolekularer Verbindungen, wird vermutlich die Interaktion zwischen
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Lamin B1/B2 und PDEG6D gestort und somit auch die indirekte Interaktion mit Lamin A/C.
Sowohl fir die Lamin-Proteine als auch fur RAB8 und die untersuchten Ras-Proteine konnte
die Verdrangung von PDE6D konzentrationsabhangig mit Deltarasin und Derivaten gezeigt

werden.

1.6.4 Untersuchungen zur Interaktion von PDE6D und CDC42, RAB23 und CNP
Die drei Proteine CDC42, RAB23 und CNP wurden aus den neu identifizierten
Interaktionspartnern von PDE6D flr eine detailliertere Charakterisierung ausgewahlt. Die
entsprechenden N-terminal GFP-markierten Proteine, wurden fir Interaktionsstudien in
HEK293T-Zellen zusammen mit FLAG-markiertem PDE6D ko-transfiziert. Dieser, vom
urspriinglichen Pulldown abweichende Ansatz, sollte als orthogonale Methode die Ergebnisse
der massenspektrometrischen Auswertung bestatigen. Daruber hinaus bietet die Expression
der Fusionsproteine Vorteile in der Verfligbarkeit hochsensitiver Antikdrper gegen die
GFP-Markierung sowie die bessere Solubilisierung der Proteine in wassrigem Puffer und eine
generell erhdhte Expression im Vergleich zu endogenen Proteinleveln. Die spezifische
Bindung von RAB23, CDC42 und CNP an PDE6D konnte mit dieser Methodik bestétigt
werden. Als Kontrollreaktion konnte keine Bindung von FLAG-PDE6D an GFP gezeigt
werden. Fur den Nachweis einer prenylabhéngigen Bindung an PDE6D wurden die
Immunprézipitationen in Anwesenheit von Deltazinone 1 durchgefihrt, einem Nachfolge-
Molekil Deltarasins mit anderer Grundstruktur, hoherer Affinitat fur die hydrophobe
Bindetasche von PDE6D und geringerer Toxizitat in Zellkulturstudien (Papke et al., 2016). Im
Gegensatz zu den neu identifizierten Bindern konnte die Phosphatase INPP5E nicht durch
Deltazinone 1 verdrangt werden. Zum einen bestétigt dies die Ergebnisse aus den
massenspektrometrischen Untersuchungen in Anwesenheit von Deltarasin, andererseits zeigt
es, dass selbst das hochaffine Deltazinone 1 (Ky=8 4 nM; zum Vergleich Deltarasin
Kg=38x16 nM) nicht in der Lage ist, INPP5E (Kyq=3,7+0,2nM) unter den hier
verwendeten Versuchsbedingungen effizient zu verdréngen. Dies sollte jedoch zunéchst nur
als initialer Hinweis zur Natur der PDE6D-INPP5E-Interaktion dienen. Aufgrund des
Versuchsansatzes in Zelllysat mit nicht definierten Mengen an PDE6D und INPP5E ist die
Ableitung einer generellen Aussage schwierig. Zudem ist die bekannte Bindungsaffinitat
zwischen PDE6D und INPP5E lediglich mit einem farnesylierten C-terminalen Octapeptid
von INPP5E gemessen worden, was der tatsachlichen Affinitat wahrscheinlich nahe kommt,
aber durchaus eventuelle Hauptketteninteraktionen zwischen den beiden Proteinen
vernachléssigt. Vorlaufige Ergebnisse innerhalb dieser Arbeit zum Einfluss von

Deltarasin/Deltazinone 1 auf den PDE6D—INPPSE octapeptia-Komplex in einem biochemischen
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Ansatz mittels Fluoreszenzpolarisation zeigten die Verdrangung des Peptids durch beide
Substanzen (Daten nicht gezeigt).

Nach Bestétigung einer prenylabhangigen Interaktion zwischen CDC42, RAB23 und CNP mit
PDE6D erfolgte die Untersuchung einer physiologischen Auswirkung bei Stérung der
Interaktion in Zellen mittels Deltarasin/Deltazinone 1. In Mausmodellen mit deletiertem
PDEGD konnte zuvor eine Beeintrdchtigung des Transports der katalytischen PDE-
Untereinheiten PDEa/B und der Rhodopsin-Kinase GRK1 in St&bchenzellen der Retina
beobachtet werden, was zu einer langsamen Zapfen-Stabchen-Dystrophie fihrte.
Fehllokalisiertes GRK1 wird dabei degradiert, was zu niedrigeren GRK1-Proteinmengen in
der Retina von PDE6D” Mausen filhrte (Zhang et al., 2007). Weitere Daten aus in vitro
Systemen zeigten, dass PDE6D die Lokalisation verschiedener Ras-GTPasen beeinflusst. So
konnten durch Uberexpression von PDE6D in Humanzellen Ras-Proteine, die normalerweise
an zellulare Membranen (Endomembransystem, Plasmamembran) lokalisieren, in einem
zytosolischen Pool detektiert werden (Nancy et al., 2002). Weiterhin konnte in HepG2-Zellen,
die kein PDEGD exprimieren, eine Delokalisation von Ras-Proteinen beobachtet werden, die
durch ektopische Expression von PDE6D aufgehoben werden konnte und eine Relokalisation
der Ras-Proteine an die Plasmamembran verursachte. Passend hierzu zeigte der Knockdown
PDEG6Ds in MDCK-Zellen eine Delokalisation von HRAS von der Plasmamembran hin zu
Endomembranen (Chandra et al., 2012). Auswirkungen auf die Lokalisation von PDE6D-
Cargoproteinen konnte auch die Blockierung von PDE6Ds Prenylbindetasche zeigen. Die
Behandlung von Zellen mit Deltarasin fiihrte zur Relokalisation von mCitrine-KRAS von der
Plasmamembran hin zu Endomembranen (Zimmermann et al., 2013a).

Innerhalb dieser Arbeit konnten in fixierten Zellen keine Auswirkungen auf die Lokalisation
der neu identifizierten PDE6D-Interaktionspartner CDC42, RAB23 und CNP bei Behandlung
mit Deltarasin/Deltazinone 1 ermittelt werden. Wie in Kapitel 1.5.4 und 1.3.3 beschrieben,
besitzen Rho-Proteine ein eigenes Chaperonsystem, welches CDC42 durch Bindung an
RhoGDI nicht nur an der Plasmamembran lokalisiert und eine solubilisierte zytosolische
Fraktion aufrecht erhalt, sondern gleichzeitig durch spezifische Bindung von GDP-beladenem
CDC42 dessen Aktivitat reguliert (Garcia-Mata et al., 2011). Die chemische Inhibition der
Bindung von CDC42 an PDE6D konnte somit durch Funktion von RhoGDI keine
unmittelbaren phanotypischen Auswirkungen auf die Lokalisation von CDC42 zeigen. Auch
Rab-Proteine besitzen ihr eigenes Chaperonsystem, welches den Effekt einer Inhibition von
PDEG6D auf die Lokalisation von RAB23 abfangen konnte.
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Die innerhalb dieser Arbeit identifizierten Rab-Proteine (RAB8, RAB13, RAB23, RAB28),
die an PDE6D binden, sind im Unterschied zum Grofteil der Rab-Proteine alle
monoprenyliert. Monoprenylierte Rab-Proteine besitzen eine CaaX-Box und kénnen von allen
drei bekannten Prenyltransferasen (FTase, GGTasel, GGTasell) modifiziert werden, um
anschlieend im Gegensatz zu mehrfach prenylierten Rab-Proteinen von RCE1 und ICMT
weiter prozessiert zu werden. In der Literatur wird davon ausgegangen, dass es zwei
verschiedene Wege fiir neu synthetisierte Rab-Proteine gibt an ihre Zielmembran zu gelangen.
Wahrend mehrfach prenylierte Rab-Proteine durch REP (rab escort protein) und RabGDI
transportiert werden, wird flr monoprenylierte Rab-Proteine ein indirekter Weg (ber die
Assoziation mit dem ER vorgeschlagen. Die Prozessierung durch RCE1 und ICMT erfolgt am
ER. Im Anschluss werden Rab-Proteine durch RabGDI aus der ER-Membran extrahiert und
unabhdngig vom sekretorischen Weg an ihre Zielmembran transportiert (Leung et al., 2007).
Dieser alternative Transportweg fur CaaX-Box Rab-Proteine konnte allerdings noch nicht
experimentell bestatigt werden. Ebenso sind in der Literatur keine Transportmechanismen der
hier identifizierten PDE6D-bindenden Rab-Proteine bekannt. Aufgrund der Fahigkeit
monoprenylierte, carboxymethylierte Proteine zu binden, kénnte PDE6D in den Transport
monoprenylierter Rab-Proteine invoviert sein.

Interessant ist, dass die hier identifizierten Rab-Proteine RAB8, RAB23 und RAB28 ins
primére Cilium lokalisieren oder in den Transport von cilidren Komponenten involviert sind.
RABS ist essentiell fir die Ciliogenese und den Ausbau der cilidren Membran (Nachury et al.,
2007). RAB23 ist in den vesikuldren Transport von Komponenten des Hedgehog-Signalwegs
in das primare Cilium eingebunden und RAB28 lokalisiert an den Basalkdorper des priméren
Ciliums, wo es vermutlich ebenfalls fir den Transport cilidrer Proteine verantwortlich ist.
Zusatzlich wurden Mutationen in RAB28 als Ursache fiir eine Zapfen-Stabchen-Dystrophie
identifiziert, die ebenfalls in PDE6D™-Mausen gezeigt werden konnte (Roosing et al., 2013;
Roosing et al., 2014). Die &ulleren Segmente der Stdbchenzellen in der Retina stellen dabei
lediglich eine spezialisierte Form des primdren Ciliums dar (PSC, photoreceptor sensory
cilium) (Liu et al., 2007). Obwohl die hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Lokalisation
von RAB23 keinen Einfluss durch Blockierung der Prenylbindetasche PDE6Ds zeigten, stellt
das molekulare Chaperon, fiir das der Transport von Proteinen ins primare Cilium bereits
beschrieben wurde (INPP5E, RPGR), einen mdglichen Kandidaten fur den Transport von
monoprenylierten Rab-Proteinen in oder an das primére Cilium dar. Gleiches gilt auch fur das
dritte untersuchte Protein CNP. Aul3erhalb seiner prominenten Funktion im ZNS ist nur die

Funktion als Regulator der Mikrotubuli-Polymerisation bekannt (Bifulco et al., 2002; Lappe-
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Siefke et al., 2003; Lee et al., 2005b). In der Retina kénnte CNP durch Interaktion mit
Mikrotubuli an der Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt sein. Auch hier kann ein etwaiger
Transport durch PDE6D nicht ausgeschlossen werden. Um den Einfluss PDE6Ds auf die
Lokalisation und Aktivitdt der hier getesteten Proteine weiter zu untersuchen, kdénnten
Lokalisationsstudien in ciliierten Zellen bzw. Retinazellen (z.B. RPE1) durchgefiihrt werden.

1.6.5 Untersuchungen zur PDE6D-Progerin Interaktion

Nach Identifikation von Lamin A/C, Lamin B1 und Lamin B2 als Interaktionspartner von
PDEG6D stellte sich die Frage, ob PDE6D auch mit Progerin interagiert und wenn ja, ob eine
Inhibition der Interaktion die Lokalisation von Progerin beeinflusst. Der durchgefhrte
Pulldown zeigte die Bindung von Progerin an PDEG6D. Zusétzlich lasst sich die Interaktion
durch Zugabe von Deltarasin und Deltazinone 1 stéren. Diese Beobachtung lie sich in einem
halb endogenen Ansatz mit Zelllysat von HGPS-Patientenzellen validieren. Die Fibroblasten

stammen von Patienten mit der beschriebenen heterozygoten Punktmutation (LMNA*/%%8C)

die als Folge neben funktionellem Lamin A/C auch Progerin exprimieren. Auch hier konnte
eine Bindung von Progerin an PDEGD gezeigt werden, die sich mit Deltarasin/Deltazinone 1
kompetitieren lies. Der Einfluss der beiden getesteten Substanzen, die in die
Prenylbindetasche von PDEGD binden, ist ein erster Hinweis auf eine prenylabhangige
Interaktion zwischen PDE6D und Progerin, der durch die Koprézipitation der Progerin-
Prenylierungsmutanten bestatigt werden konnte. Wie erwartet zeigte die nicht farnesylierte
Progerin-Mutante die geringste Interaktion mit PDE6D. Nach Quantifizierung ergibt sich eine
Restbindung von ca. 10% im Vergleich mit farnesyliertem Progerin (100%). Dies bestétigt die
Vermutung einer prenylabhangigen Interaktion PDE6Ds mit Progerin und spricht ebenfalls
mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit fiir eine direkte Interaktion der beiden Proteine. Die
geringe Menge an gebundenem nicht farnesylierten Progerin lasst sich durch die starke
Interaktion der Lamina-Komponenten untereinander erklaren. Ahnlich, wie im Pulldown aus
Panc-Tu-l1 Zellen, wo eine Bindung von Lamin AJ/C, die beide nicht prenyliert sind, an
PDEG6D detektiert werden konnte und auf die Koprazipitation mit den PDE6D-Interaktoren
Lamin B1 und Lamin B2, zuriickzufuihren ist. Die geranylgeranylierte Mutante von Progerin,
zeigte eine lediglich um ca. 40% verringerte Bindung an PDE6D im Vergleich zu

farnesyliertem Progerin.

Um eine unspezifische Interaktion von PDE6D mit den Produkten des LMNA-Gens
auszuschlieBen wurde die Interaktion zwischen endogenem PDE6D und Lamin A/C in HeLa-

Zellen untersucht. Aufgrund der bisher vermuteten breiten Bindungsspezifitdit PDE6Ds
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gegenuber Cargoproteinen sollte ausgeschlossen werden, dass die im Pulldown und der
Immunprazipitation detektierten Interaktionen nur im Zelllysat stattfinden, die Proteine in der
Zelle jedoch nie in rdumliche Nahe gelangen. Fur diese Aufgabe wurde der PLA (proximity
ligation assay) eingesetzt, eine immunzytochemische Methode, die PPI in fixierten Zellen
nachweisen kann. Mithilfe dieser Methode konnten in HeLa-Zellen Interaktionen der
untersuchten Proteine im Zellkern detektiert werden. Ahnlich wie im Pulldown ist auch in
diesem Ansatz davon auzugehen, dass die Interaktion zwischen PDE6D und den beiden nicht
prenylierten Laminen Lamin A/C lber die Interaktion von PDE6D und Lamin B1/B2
vermittelt wird. Die Interaktion zwischen PDEGD und Progerin konnte anschlieRend ebenfalls
in HeLa-Zellen mittels Uberexpression bestitigt werden. Bei Uberexpression von
farnesyliertem Progerin (CSIM) zeigt sich eine hohe Anzahl an Interaktionen zwischen
PDE6D und den LMNA-Genprodukten im Vergleich zu Zellen, die mit geranylgeranyliertem
(CSIL) oder nicht farnesyliertem (SSIM) Progerin transfiziert wurden. In den Proben der
beiden Prenylierungsmutanten CSIL und SSIM konnten insgesamt wesentlich weniger
Interaktionen detektiert werden als in Zellen, die mit farnesyliertem Progerin CSIM
transfiziert wurden. Dies bestatigt zum einen die Untersuchungen aus dem GST-Pulldown mit
PDEG6D und der Koprazipitation der Progerin-Mutanten, zum Anderen konnte in Zellen keine
erhéhte Interaktion der geranylgeranylierten (CSIL) gegentber der nicht farnesylierten
Mutante (SSIM) detektiert werden, obwohl der Pulldown hier eine ca. 6-fache Bevorzugung
des geranylgeranylierten Proteins gegeniiber Progerin SSIM zeigte. Dies konnte durch die
erhéhte Hydrophobizitat der Geranylgeranylgruppe gegeniber der Farnesylgruppe erklart
werden. Wie eingangs erwéhnt benétigen farnesylierte Proteine zur stabilen
Membranassoziation ein zweites Signal in Form einer polybasischen Domane (spezifische
Plasmammembranassoziation) oder einer zweiten Lipidmodifikation. Prozessiertes Lamin A
verliert seine Assoziation an die Kernmembran aufgrund der proteolytischen Abspaltung
seines C-Terminus und ist als funktionelles Protein Bestandteil der Kernlamina. Die
Farnesylgruppe ist in diesem Fall vermutlich nur fur eine anfangliche Membranlokalisation
verantwortlich, die Lamin A in  Kontakt mit der  membrangebundenen
Prozessierungsmaschinerie aus RCE1/ZMPSTE24 und ICMT bringt. Gleichzeitig wird das
Protein somit in die Néahe weiterer Proteine der Kernlamina gebracht, an die es wahrend
seiner Reifung bindet. Aus diesen Grinden entfallt die Notwendigkeit einer stabilen
Membranassoziation und eines zweiten Lokalisationssignals neben der Prenylgruppe. Die
Lamin A-Mutante Progerin besitzt folglich ebenfalls kein zweites

Membranlokalisationssignal, was zu einer relativ losen Assoziation mit der Kernmembran
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fuhrt. Studien zur Membranassoziation von Prenylgruppen an kiinstliche Membranen
berechneten apparente Dissozationskonstanten flr farnesylierte Peptide im Bereich von
100 uM, wéhrend fur geranylgeranylierte Peptide ein ca. 45-fach niedrigerer Wert erreicht
wurde. Fir geranylgeranylierte Proteine wirde dies ohne aktiven Extraktionsmechanismus
einen sehr geringen spontanen Austausch zwischen Membran und Zytosol bedeuten (Silvius,
JR and I'Heureux, 1994). Im Fall der hier untersuchten Interaktion zwischen PDE6D und
geranylgeranyliertem Progerin (CSIL) konnte allein die erhthte Membranassoziation durch
die langere Prenyleinheit flr eine geringere zytosolische Fraktion an Progerin sorgen, welches
an PDEGD binden kann.

Neben der Untersuchung einer zellularen Interaktion in Uberexpressionsmodellen war auch
die Analyse der PDE6D—Progerin/Lamin A/C-Interaktion in Patientenzellen von Interesse. In
der Theorie sollten in LMNA"C®%C_Zellen nach den Ergebnissen des Pulldowns aus
Patientenzellen mehr Interaktionen detektiert werden als in LMNA™*-Zellen. Der
durchgefuhrte PLA konnte diese Annahme jedoch nicht bestatigen. Sowohl in den Zellen
erkrankter Kinder als auch in Zellen gesunder Verwandter konnten Interaktionen zwischen
PDE6D und den LMNA-Genprodukten im Nukleus beobachtet werden, die Anzahl an
Interaktionen war jedoch in beiden Féllen ungeféhr gleich. Dies stellt die Ergebnisse aus dem
vorangegangenen Versuch zur Interaktion PDE6Ds und ektopischem Progerin in Frage und
konnte auf einen Einfluss der Uberexpression hindeuten, bei der eine weitaus groRere Menge
an Protein exprimiert wird als unter physiologischen Bedingungen. Hohere Konzentrationen
an Progerin konnten fur eine héhere Fraktion an freiem Progerin im Nukleoplasma sorgen,
welches durch PDE6D gebunden werden kann. Zusétzlich kénnte auch die GFP-Markierung
einen Einfluss auf die Lokalisation und die Bindungseigenschaften Progerins haben. Das
relativ groRe GFP (26 kDa) kdnnte die Solubilisierungseigenschaften Progerins in der Zelle
positiv beeinflussen und somit ebenfalls eine hdhere fir PDE6D verfligbare Fraktion
schaffen. Andererseits ist die Expression von Progerin in HGPS-Patientenzellen im Vergleich
zu Lamin A/C wesentlich geringer (Vgl. Ladekontrollen in Abbildung 1.18c). Die Menge an
Progerin konnte in Patientenzellen zu gering sein, um einen Unterschied zu Wildtyp-Zellen zu
detektieren, die zwei funktionale LMNA-Allele besitzen. Hier kénnte eine Wiederholung der

Versuche mit spezifischen Antikérpern gegen PDE6D und Progerin Aufschluss geben.
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1.6.6 Physiologische Auswirkungen der Inhibition der PDE6D-Progerin-
Wechselwirkung

Die Inhibition der prenylabhdngigen PDE6D-KRAS-Wechselwirkung mithilfe von
Deltarasin/ Deltazinone 1 konnte in Pankreastumorzellen eine Inhibition des Wachstums der
Zellen zeigen (Zimmermann et al., 2013a; Papke et al., 2016). Sollte die Interaktion zwischen
PDEG6D und Progerin physiologisch relevant sein, konnte mit Konsequenzen auf den HGPS-
Phénotyp gerechnet werden. Zu diesem Zweck wurden innerhalb dieser Arbeit zundchst die
Auswirkungen auf die Gesamtproteinmenge an Progerin in HGPS-Patientenzellen untersucht,
die mit Deltarasin und Deltazinone 1 behandelt wurden. In PDE6D”-Mausen konnte zuvor
eine geringere Proteinmenge an der Rhodopsin-Kinase (GRK1) detektiert werden, die
normalerweise durch PDE6D an die duReren Segmente der Retinazellen transportiert wird.
Das Fehlen PDE6Ds fuhrt in diesem Fall nicht nur zur Delokalisation von GRK1 sondern
gleichzeitig zu dessen Degradation, da es nicht an seinen korrekten Wirkungsort transportiert
werden kann (Zhang et al., 2007). In den hier durchgefiihrten Untersuchungen in
HGPS-Patientenzellen konnte kein Einfluss der beiden getesteten Substanzen auf die
Gesamtproteinmenge an Progerin beobachtet werden.

Weiterhin konnte in HeLa-Zellen, die mit GFP-Progerin transfiziert wurden kein Einfluss der
Substanzen auf die Lokalisation Progerins detektiert werden. Wahrend FTI, wie bereits in der
Literatur beschrieben, fur eine Relokalisation Progerins von der Kernlamina ins
Nukleoplasma sorgen, konnte fiir Deltarasin/ Deltazinone 1 behandelte Zellen weder eine
erhéhte nukleoplasmatische Fraktion, mit charakteristischer Foki-Bildung beobachtet werden,
noch hatte die Substanzbehandlung Auswirkungen auf die durch Progerin induzierten
morphologischen Veranderungen des Kerns. Diese Resultate machen einen Einfluss PDE6Ds
auf die Lokalisation von neu synthetisiertem Progerin/Prelamin A unwahrscheinlich. Fir die
Biosynthese von Prelamin A wurde in der Literatur bereits ein Mechanismus beschrieben, der
sich von dem bekannten Weg fur andere CaaX-Box-Proteine unterscheidet. Wahrend
beispielsweise Ras-Proteine nach der Synthese im Zytosol durch die FTase prenyliert werden,
erfolgt die weitere Prozessierung mittels RCE1 und ICMT am ER. Erst danach erfolgt der
Transport des Proteins zur Plasmamembran oder zum Golgi-Apparat. Im Fall von Lamin A
wird das neu synthetisierte Protein aufgrund seiner starken Kernimportsequenz (NLS, nuclear
localisation signal) direkt in den Nukleus transportiert, wo es im Nukleoplasma farnesyliert
wird und anschlieBend an der inneren Kernmembran durch RCE1, ICMT und ZMPSTE24
weiter modifiziert wird. Nach abgeschlossener Prozessierung befindet sich Lamin A bereits

an seinem Wirkungsort und der farnesylierte C-Terminus wurde bereits abgespalten.
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Demnach entfallt die Notwendigkeit einer Solubilisierung der Prenylgruppe flr den Transport
durch wassriges Milieu (Lehner et al., 1986; Goldman et al., 1992; Barrowman et al., 2008).

Auch wenn ein Einfluss PDE6Ds auf den Transport von Prelamin A unwahrscheinlich ist,
kdnnte Progerin, das im Gegensatz zu Prelamin A permanent farnesyliert ist, nach
Lokalisation an die innere Kernmembran Wechselwirkungen mit PDE6D eingehen und die
Dynamiken innerhalb des Nukleus beeinflussen. Innerhalb dieser Arbeit wurde lediglich die
Lokalisation in einem statischen System mit fixierten Zellen untersucht, was aufgrund des
geringen Proteinumsatzes der Lamin-Proteine schwierig seien kénnte. Fur PDE6D kdnnte
jedoch eine Aufgabe in der Solubilisierung von Progerin nach Zusammenbruch der
Kernlamina wéhrend der Mitose denkbar sein. Auch ist eine Beteiligung PDE6Ds an der
Solubilisierung des prenylierten Prelamin A-Rests moglich. Der farnesylierte C-Terminus von
Wildtyp-Prelamin A verbleibt nach der Prozessierung in der inneren nukledren Membran
wahrend das gereifte Lamin A in die nukledre Lamina eingebaut wird. Das Schicksal des
membrangebundenen ca. 30 Aminosdure langen C-Terminus ist noch nicht hinreichend
erforscht. Hier ist eine Rolle von PDE6D im Abbau des kurzen farnesylierten Peptids nicht

auszuschlielRen.

Neben den morphologischen Veranderungen des Zellkerns hat die Expression Progerins auch
Auswirkungen auf die Genexpression aufgrund der bereits erwahnten verénderten
Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren und Heterochromatin (Csoka et al., 2004; Scaffidi
and Misteli, 2005). Untersuchungen zu Auswirkungen einer Deltazinone 1-Behandlung auf
die Expression bekannter Gene, die durch die Expression Progerins dereguliert werden,
konnten lediglich in einem der getesteten 4 Gene einen geringen Einfluss bei
Substanzbehandlung zeigen. Hierbei muss auch beachtet werden, dass die Behandlung mit
Deltazinone 1 nicht spezifisch die PPl Progerin-PDEG6D inhibiert, sondern auch weitere
Interaktionen zwischen PDE6D und Cargoproteinen, was diverse Auswirkungen auf die Zelle

haben kann.

1.6.7 Betrachtungen zur Bindungsspezifitat PDE6Ds

In der Literatur wird die Bindungsspezifitat von PDE6D kontrovers diskutiert. Bisher wurde
eine  préferierte Bindung von PDE6D an farnesylierte Proteine  gegeniiber
geranylgeranylierten Proteinen angenommen. Biophysikalische Messungen der Bindung
zwischen PDE6D und einem Farnesylcysteinmethylester beziehungsweise einem
Geranylgeranylcysteinmethylester zeigten eine etwa 20-fach hohere Affinitdt der

farnesylierten Aminosaure gegeniiber PDEGD (Zhang et al., 2004a). Weiterhin zeigten
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Fluoreszenzpolarisations-Messungen Dansyl-markierter prenylierter Peptide einen grofRen
Unterschied in den Affinitdten zu PDE6D zwischen farnesylierten (Kq = 102 — 616 nM) und
geranylgeranylierten (Kq> 10 uM) Peptiden (Chen et al., 2010). Des Weiteren wiesen
FLIM-Experimente (Fluorescence-lifetime imaging microscopy) mit einer
geranylgeranylierten mCitrine-markierten NRAS-Mutante und mCherry-PDE6D im
Gegensatz zu Wildtyp farnesyliertem mCitrine-NRAS auf keine Interaktion hin und
geranylgeranyliertes NRAS konnte in Pulldownexperimenten nicht mit PDEGD kogereinigt
werden (Chandra et al., 2012). Andere Studien wiederum zeigen die hochaffine Bindung eines
C-terminal geranylgeranylierten Peptids an PDE6D (Kq = 2,3 nM). Die Ko-Kristallstruktur
des Peptids und PDEGD zeigt die Neuanordnung der Aminoséuren F133 und L17 innerhalb
der hydrophoben Bindetasche von PDEG6D, die der 5 Kohlenstoff langeren Isopreneinheit eine
tiefere Bindung in die Tasche erlaubt (Fansa et al., 2015).

Die hier erhaltenen Ergebnisse spiegeln eine etwaige geringere Affinitait PDE6Ds gegenliber
geranylgeranylierten Proteinen im Vergleich mit farnesylierten Proteinen nicht wider. Im
Pulldown mit anschlieRender massenspektrometrischer Analyse der Bindungspartner PDE6Ds
konnte keine Praferenz fur farnesylierte Proteine gegenlber geranylgeranylierten Proteinen
beobachtet werden. In den Pulldown-Versuchen mit Prenylierungsmutanten Progerins konnte
ebenfalls entgegen der Literatur nur eine ungefahr zweifache Praferenz fur farnesyliertes
Progerin gefunden werden. Gestlitzt werden die Ergebnisse dieser Arbeit durch
biophysikalische Messungen, bei denen von Go abgeleitete Dodecapeptide mit identischer
Sequenz mit Farnesyl- oder Geranylgeranylrest mit PDE6D titriert wurden und nur eine
ungefahr 2,5-fache Praferenz von Farnesyl gegeniiber Geranylgeranyl zeigten (G.
Zimmermann, MPI Dortmund, Dissertation). Die unterschiedlichen Ergebnisse in Hinblick
auf die Bindungsspezifitit PDE6Ds konnten im experimentellen Aufbau liegen. Bisherige
direkte Messungen zur Spezifitit PDE6Ds wurden entweder nur mit dem modifizierten
Cysteinmethylester durchgefuhrt, bei dem Interaktionen der C-terminalen Aminoséuren und
PDE6D vernachlassigt wurden, oder mit génzlich verschiedenen Peptiden. Die zelluléren
FLIM-Experimente lassen auBer Acht, dass palmitoyliertes und geranylgeranyliertes NRAS
durch die erhdhte Hydrophobizitét der Geranylgeranylgruppe gegenuber der Farnesylgruppe
auch eine hohere Affinitat fir Membranen hat und somit mdglicherweise ein geringerer
zytosolischer Pool zur Bindung durch PDE6D zur Verfugung steht. Gleiches wurde innerhalb
dieser Arbeit in den PLA-Messungen zur Interaktion von PDE6D mit geranylgeranyliertem

Progerin beobachtet.
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Ein weiterer zu klérender Punkt in der Funktionsweise des Transports von prenylierten
Proteinen durch PDEG6D ist die Affinitat der jeweiligen Interaktion. Aufgrund der geringen
Interaktionsflaiche kann nur die Sequenz des C-Terminus ausschlaggebend fir eine
sogenannte hoch affine gegentiber einer niedrig affinen Bindung sein. Fir den hoch affinen
PDEG6D-Binder INPP5E konnte gezeigt werden, dass der Austausch des Serins in -3 Position
vom farnesylierten Cystein zu einem Alanin die Interaktion mit PDE6D unterbindet (Lee and
Seo, 2015). Die Analyse von Ko-Kristallstrukturen von PDE6GD und einem C-terminalen
INPP5E-Peptid sowie die Messung von Bindungsaffinitdten zwischen PDE6D und
C-terminalen Peptiden von GRK1 bzw. GNGT1 zeigten neben dem Einfluss des Serins in -3
Position auch einen Einfluss der Aminoséure in -1 Position (Abbildung 1.29a). Wéhrend
das -1 Serin von RHEB (niedrig affiner Binder) eine Wasserstoffbriickenbindung mit Glu88
von PDE6D eingeht, ist das -1 lIsoleucin von INPP5E (hoch affiner Binder) in einer
hydrophoben Furche von PDE6D gebunden (Abbildung 1.29b). GRK1 ist wie INPP5E ein
hoch affiner Binder (Ky = 7,2 nM) und besitzt ebenfalls in -3 Position ein Serin, in -1 Position
jedoch ein Methionin. Die PDEG6-Untereinheit PDE6a (Ky = 2,3 nM) ist geranylgeranyliert
und besitzt in -3 Position ein Serin und in -1 Position ein Threonin. Demnach scheint die Art
der Aminosdure in -1 Position nicht ganz eindeutig zu sein und reicht vom hydrophoben
Isoleucin bis zum polaren Threonin. Festzuhalten bleibt, dass eine Mdglichkeit zur hoch
affinen Bindung durch ein Serin in -3 Position aufgrund der Wasserstoffbriickenbindung
zusammen mit einer hydrophoben Aminosaure in -1 Position vermittelt werden kann (Fansa
et al., 2015; Fansa et al., 2016).

a 3 c 3
GRK1 GGSSSSSKEGMCLVS  f 7,2+1,3nM INPPSE QALQSQONSETICSVS f
INPPSE QALQSQONSETICSVS f 3,7+0,2nM RAB28 SRTVNPPREJSMCAVQ  f
PDE6a’ SGGGDDKKISKTCLML gy 2,3+0,9nM RPGR ag
GNGT1 DKNPFKELI{GGCVIS f 6573 + 477 nM LMNB2 f
RHEB MDGAASQGIUSSCSVM  f 445 + 83 nM CDC42 ag
KRAS4B GKKKKKKSISTKCVIM  f 227 nM GNG5 gg
GNG12 gg
CNP f
b RAP1A g9
INPP5E PDE6D RHEB RAP1B 99
TN Y =2 ) LMNB1 f
Q 5 RAB23 99
N Voo Q RHOG g9
s R g G RAC2 99
R ssa | [?K RHOA 99
T 0" | e-w, [~ 8 RHOF g9
nTesZl Ts RHOC ag
c-oMe | [~ Ti C-OMe RAB13 99
Far Far LMNA/PROGERIN NSSPRTQS f
o AN AN / RABS 99

Abbildung 1.29 Abhéngigkeit der Bindungsaffinitditen von PDEG6D-Interaktionspartnern von ihrer C-terminalen
Peptidsequenz. a) Vergleich der Bindungsaffinitaten bekannter PDE6D-Interaktionspartner. Die Affinitdten wurden mithilfe
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von kurzen prenylierten Peptiden und PDE6D biochemisch ermittelt. Fiir die Interaktion wichtige Aminosduren in -3 Position
wurden rot hinterlegt. Das farnesylierte Cystein ist violett eingefarbt (Chen et al., 2010; Fansa et al., 2015; Fansa et al.,
2016). b) Interaktionen, die fur die unterschiedlichen Affinitaten zwischen INPP5E und RHEB mit PDE6D verantwortlich
sind. Verglichen werden die Interaktionen der Aminosduren in -1 Position und -3 Position (rot) von INPP5E und RHEB mit
PDEG6D. Polare Interaktionen sind mit blauen gestrichelten Linien und hydrophobe Interaktionen mit griinen gestrichelten
Linien gezeigt. Abbildung modifiziert nach (Ismail, 2016). c) C-terminale Sequenzen von in dieser Arbeit identifizierten
PDE6D-Interaktionspartnern. Zusétzlich zur Markierung der Aminoséure in -3 Position (rot hinterlegt) und dem
farnesylierten Cystein (violett) wurden fir die Bindung an PDE6D wichtige Serine und hydrophobe Aminosduren orange
markiert. Weiterhin ist die Art der Prenylmodifikation angegeben: f = Farnesyl; gg = Geranylgeranyl.

Bei einem Vergleich der C-terminalen Sequenzen der innerhalb dieser Arbeit identifizierten
PDEG6D-Bindungspartner mit den Sequenzen bekannter Binder fallt auf, dass finf der
identifizierten Proteine (INPP5E, RAB28, RPGR, LMNB2, CDC42) ein Serin in -3 Position
besitzen. Die GTPase RAB28 zeigt mit einem Serin in -3 und einem Methionin in -1 Position
das gleiche Sequenzmotiv, das auch der hoch affine Binder GRK1 zeigt. Ebenfalls ein Serin
in -3 Position besitzt das neu identifizierte interagierende Protein CDC42, welches allerdings
von zwei sterisch anspruchsvollen Argininen in der -1 und -2 Position begleitet wird
(Abbildung 1.29c¢).

1.7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten mittels eines affinitdtschromatographischen Ansatzes
neue, bisher unbekannte prenylabhéngige Bindungspartner des molekularen Chaperons
PDEG6D identifiziert werden. Die Auswertung der identifizierten Proteine zeigte keine
Bindungspréaferenz PDE6Ds gegentiiber farnesylierten oder geranylgeranylierten Proteinen.
Folgende Mutationsstudien mit der Lamin A-Mutante Progerin zeigten nur eine geringe
Bevorzugung der Bindung an farnesyliertes Progerin im Vergleich zu geranylgeranyliertem
Progerin. Die Auswirkungen einer Inhibition der Bindung zwischen PDE6D und prenylierten
Proteinen bedarf noch weiterer Studien. Mittels FLIM-Messungen koénnten neben den
Interaktionen zwischen PDE6D und den neu identifizierten Bindungspartnern CDC42,
RAB23, CNP und Progerin auch die Stérung der Interaktion in Zellen mittels Kkleiner
Molekiile untersucht werden. Die Untersuchung der Lokalisation von CDC42, RAB23 und
CNP in Deltazinone-1 behandelten Zellen zeigte keinen Unterschied zu unbehandelten Zellen.
Hierfur konnte zum Teil die Interaktion von PDE6D und ARL2 verantwortlich sein, deren
Bindung die Substanz aktiv aus der hydrophoben Bindetasche von PDE6D verdrangt. Die
Verwendung héher affiner Deltarasin-Derivate oder neu entwickelter PDE6D-Inhibitoren, die
nichtmehr durch ARL2 verdréngt werden, konnten hier Aufschluss geben (Martin-Gago et al.,
2017). Weiterhin konnte zusatzlich zur Konfokalmikroskopie mit fixierten Zellen die zellulére
Dynamik der Proteine mittels FRAP-Messungen (fluorescence recovery after photobleaching)
untersucht werden. Da im Falle von Rho-GTPasen neben dem Transport via RhoGDI ein

zweiter Transportweg Uber rezyklisierende Vesikel bekannt ist, konnte fir den PDEG6D-

73



abhéngigen Transport ein dhnlicher Mechanismus denkbar sein und der Phéanotyp bei
Inhibition von PDEG6D lediglich geringe dynamische Unterschiede in der Lokalisation von
transportierten Proteinen an der Zielmembran zeigen. Neben den Auswirkungen einer
Inhibition von PDEGD ist auch die Frage der Bindungsspezifitat nicht endgultig geklart. Trotz
der zahlreichen identifizierten Bindungspartner innerhalb dieser Arbeit besteht die
Moglichkeit, dass durch die PDE6D-ARLZ2/3-Interaktion transiente Wechselwirkungen
zwischen PDEGD und Interaktoren in dem hier verwendeten Ansatz nicht detektiert werden
kdnnen. Neben Studien, die PDE6D und interagierende Proteine kovalent verknlpfen, konnte
die hier entwickelte affinitdtschromatographische Methode mit der PDE6D-Doppelmutante
PDE6D™**'% durchgefiihrt werden. Die Bindung von GTP-ARL2 an PDE6D A% fijhrt
zu einer wesentlich geringeren Freisetzung gebundener Cargoproteine im Vergleich zu
Wildtyp PDE6D, wodurch die Fraktion an identifizierbaren, prenylabhdngigen PDE6D
Bindern erhoht werden konnte. In Zusammenhang mit der Bindungsspezifitat waren auch
biophysikalische Messungen der Affinitdten zwischen PDE6D und identifizierten
Bindungspartnern interessant. Unter der Annahme, dass das Uberschreiten einer
Affinitatsschwelle zwischen PDE6D und bindenden Proteinen in einer physiologisch
relevanten Interaktion endet, kénnte so der Mechanismus des PDE6D-abhéngigen Transports
weiter aufgeklart werden. Neue Methoden zur heterologen Expression und Reinigung von
prenylierten und vollstandig prozessierten Proteinen, wie durch Gillette et al. beschrieben,
konnten die bisher komplizierten semi-synthetischen Methoden ersetzen (Gillette et al., 2015).
Da die Interaktion zwischen PDE6D und prenylierten Proteinen bis auf wenige Ausnahmen
hauptsachlich tber die Prenylgruppe und die letzten 5 -10 Aminoséuren erfolgt, wére auch die
Messung der Bindungsaffinitaten einer kleinen Bibliothek an kurzen prenylierten Peptiden,
die von den C-Termini bekannter PDE6D-Binder abstammen, denkbar. Hier konnten mittels

eines Alaninscans die fur die Bindung essentiellen Sequenzmotive identifiziert werden.
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2 Entwicklung eines Screens zur Identifizierung von biologisch

aktiven Indolochinolizinen

2.1 Zusammenfassung

Der Kontrollverlust Gber den Zellzyklus ist ein Hauptmerkmal humaner Tumorzellen. Die
Akkumulation von Mutationen in Krebszellen fuhrt zu unplanméRigen Teilungsvorgéngen
und genomischer Instabilitdt. Diverse therapeutische Strategien zur Adressierung des
Zellzyklus in Krebszellen wurden bereits untersucht. Viele dieser Strategien konnten jedoch
nicht den gewunschten therapeutischen Erfolg einhergehend mit geringen zytotoxischen
Effekten auf gesunde Zellen erreichen (Dominguez-Brauer et al., 2015). Die Wirkungsweise
der meisten Zellzyklus-adressierenden Substanzen beruht dabei auf der Aktivierung des
Spindelkontrollpunkts (SAC, spindle assembly checkpoint). Die chronische Aktivierung des
Kontrollpunkts und die damit einhergehende Arretierung der Zelle in der Metaphase durch
chemische Agenzien bestimmt dabei zwei mogliche Schicksale fiir die Zelle; Entweder die
Zelle teilt sich trotz aktiviertem Kontrollpunkt in Tochterzellen in einem Vorgang, der als
,,mitotic slippage bezeichnet wird und eventuelle Aneuploidien zur Folge haben kann, oder
die Zelle stirbt einen apoptotischen Zelltod wahrend der Mitose. Dabei wird davon
ausgegangen, dass intrinsisch  genomisch instabile  Krebszellen mit  hdherer
Wahrscheinlichkeit den Weg des Zelltods einschlagen als gesunde Zellen. Innerhalb der
Abteilung ,,Chemische Biologie® (MPI Dortmund) wurde mithilfe eines vorwarts gerichteten
chemisch-genetischen Ansatzes das biologisch aktive Indolochinolizin Centrocountin-1
entwickelt, das tber Interaktion mit den Zielproteinen Nucleophosmin (NPM) und Exportin-1
(CRM1) zu einer Aktivierung des Spindelkontrollpunkts und einem vermehrten apoptotischen
Zelltod fuhrt (Duckert et al., 2012). In dieser Arbeit konnte ein zellbasierter phénotypischer
Screen entwickelt werden, der zur ldentifizierung neuer aktiver Centrocountin—21-Derivate
verwendet wurde. Mittels automatischer Mikroskopie und anschlieBender Quantifizierung der
gewonnenen Bilddaten wurde der mitotische Index von behandelten Zellen mithilfe des
mitotischen Markerproteins Phospho-Histon H3 bestimmt. Das Screening einer Kleinen
Bibliothek an Centrocountin-Derivaten identifizierte das Pyridoisochinolizin a528 als
potenteste Substanz. Folgeversuche zeigten eine zweifache Erhéhung des mitotischen Index
im Vergleich zu Centrocountin-1 und starkere Auswirkungen auf die Proliferation von
HelLa-Zellen als die Ursprungssubstanz. Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Wirkmechanismus der Centrocountine weiter erdrtert. Aufgrund der diversen Funktionen von

NPM hinsichtlich ~ Chaperonaktivitdt, DNA-Reparatur, Ribosomenbiogenese und
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Zentrosomen-Integritdt ergeben sich verschiedene Mdoglichkeiten eines Einflusses von
Centrocountin-1. Die Oligomerisierung NPMs ist fur die Chaperonaktivitat und
RNA-Bindung wahrend der Ribosomenbiogenese essentiell und die Stérung selbiger fihrt zu
einem Anstieg von DNA-Schaden sowie zum P53-abhéngigen Zelltod. In diesem
Zusammenhang konnte neben einem Einfluss von Centrocountin-1 auf die Oligomerisierung
von NPM auch die aus RNAI-Studien bekannte H&ufung von DNA-Schaden in NPM-
defizienten Zellen ausgeschlossen werden. Stérungen des CRM1-abhangigen Transports von
FOXO3 bestétigen vorherige Ergebnisse zu einem Einfluss von Centrocountin-1 auf den
Kernexportfaktor CRML1. In dieser Arbeit werden die gewonnenen Ergebnisse in Hinblick auf
den potentiellen Wirkmechanismus der Centrocountine diskutiert.

2.2 Summary

A major feature of human cancer is the loss of control over the cell cycle of tumor cells. The
accumulation of mutations leads to unplanned division processes and genomic instability.
Various therapeutic strategies to address the cell cycle in cancer cells have already been
investigated. However, many of these strategies failed to achieve the desired therapeutic
outcome combined with low cytotoxic effects on healthy cells (Dominguez-Brauer et al.,
2015). The mode of action of most cell cycle addressing substances is based on the activation
of the spindle assembly checkpoint (SAC). The chronic activation of the SAC by chemical
agents and the following arrest of cells in the metaphase determines two possible fates for the
cells. Despite the activated control point the cell divides into two daughter cells, in a process
called "mitotic slippage”, which is likely to cause aneuploidia or the cell dies an apoptotic cell
death during mitosis. It is assumed that intrinsically genomically unstable cancer cells are
more likely to take the path of cell death than healthy cells. We employed a forward chemical
genetic screen to identify the biologically active indoloquinolizine Centrocountin-1, which
leads to an activation of the SAC and increases apoptotic cell death via interaction with the
target proteins nucleophosmin (NPM) and exportin 1 (CRM1) (Duckert et al., 2012). In this
work, a cell-based phenotypic screen was developed to identify new Centrocountin-1
derivatives. By means of automatic microscopy and subsequent image quantification, the
mitotic index of treated cells was determined using the mitotic marker phospho-histone H3.
The screening of a small library of Centrocountin-1 derivatives identified the
pyridoisoquinolizine a528 as the most potent substance. Subsequent tests showed a twofold
increase in the mitotic index and stronger effects on the proliferation of HelLa cells compared
to the parent compound Centrocountin-1. In addition, the mechanism of action of

Centrocountin-1 was further investigated. Due to the diverse functions of NPM with respect
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to chaperone activity, DNA repair, ribosome biogenesis, and centrosome integrity, various
possibilities for an influence of Centrocountin-1 arise. The oligomerization of NPM is
essential for the chaperone activity and the RNA binding during ribosome biogenesis.
Interference with the oligomerization of NPM leads to an increase of DNA damage and P53-
dependent cell death. Centrocountin-1 shows no effect on the oligomerization of NPM and no
accumulation of DNA damage in treated cells, which are both known observations from
studies in NPM deficient cells. Moreover, the impaired CRM1-dependent transport of FOX0O3
confirms previous results on the influence of Centrocountin-1 on the nuclear export factor
CRM1. With regard to the obtained results the potential mechanism of action of

Centrocountin-1 is discussed in this work.
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2.3 Einleitung

2.3.1 Der Zellzyklus

Zellen durchlaufen einen komplexen Zyklus, der einerseits ihr Wachstum und ihre
Proliferation steuert und andererseits in die zellulare Antwort auf Schiaden und Krankheiten
involviert ist. Der Zellzyklus wird dabei durch diverse regulatorische Proteine gesteuert, die
der Zelle das Fortschreiten im Zyklus erlauben und im finalen Schritt die Teilung einer
Mutterzelle in zwei Tochterzellen zulassen (Schafer, 1998). Der Zellzyklus l&sst sich in 5
unterschiedliche funktionelle Phasen einteilen: die Go-Phase, in der sich Zellen in einem
Ruhezustand befinden, was den Hauptteil der Zellen im menschlichen Kdorper betrifft, die
Gi- und Gy-Phase, in der die Zellen RNA und Proteine synthetisieren und die die beiden
Orientierungspunkte DNA-Synthese und Mitose voneinander trennen. Wahrend der S-Phase
erfolgt die Replikation der DNA und die M-Phase umfasst Mitose und Zytokinese (Harper
and Brooks, 2005). Morphologisch lasst sich der Zellzyklus zusétzlich in die Interphase (G,
Gz, S) und die Phasen der Mitose (M-Phase) unterteilen. Das Fortschreiten der Zellen im
Zellzyklus wird durch die Familie der Cyclin-abhéngigen Kinasen (CDKSs) und deren
regulatorische Partner, den Cyclinen, kontrolliert (Bloom and Cross, 2007). Die Aktivitat der
CDK:s bendtigt die Bindung der regulatorischen Cycline. Die Verfligbarkeit der Cycline wird
wiederum Zellzyklus-abhangig tber deren Synthese und Degradation kontrolliert; daraus folgt
eine zeitabhangige Regulation der CDKs (Malumbres and Barbacid, 2009). Humane Zellen
besitzen ca. 13 Genloci fir CDKs und 25 fur Cycline, von denen jedoch nur ein geringer Teil
unmittelbar in das Vorantreiben des Zellzyklus involviert ist. Unter ihnen befinden sich die
drei Interphase CDKs (CDK2, CDK4 und CDKG®6), die mitotische CDK1, sowie 10 Cycline,
die in 4 verschiedene Klassen (A-, B-, D- und E-Cycline) eingeteilt werden kdnnen. Das
Fortschreiten durch den Zellzyklus und der Ubergang von einer Phase in die nichste wird
dabei durch Kontrollpunkte berwacht, die den korrekten Ablauf Gberprifen. Im Falle eines
Fehlers im Ablauf, wie beispielsweise der Ansammlung von DNA-Schéaden, wird ein
Kontrollpunkt aktiviert. Um eine potentielle Ubertragung des Fehlers an Tochterzellen zu
verhindern, veranlasst der Kontrollpunkt eine Arretierung des Zellzyklus bis zur Bereinigung
des Fehlers. Dies erfolgt unter anderem uber die Inhibition der CDKs durch CDK-Inhibitoren
(CKls), die den Zellzyklus reversibel arretieren konnen (Nigg, 2001; Bartek et al., 2004;
Musacchio and Salmon, 2007). Einer der frihesten Kontrollpunkte im Zellzyklus ist der
Restriktionspunkt (R-Punkt). Im Gegensatz zu den ubrigen Phasen des Zellzyklus, ist die

Zelle wahrend der frithen und mittleren Gi1-Phase empféanglich fiir extrazellulare Signale. Die
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Akkumulation von ausreichend mitogenen Signalen, um das Zellwachstum zu gewéhrleisten,
entscheidet zu diesem Zeitpunkt Uber das Fortschreiten im Zyklus oder das Verlassen des
Zyklus in die Go-Phase (Planas-Silva and Weinberg, 1997). Wéhrend der S-Phase existieren
weitere Kontrollpunkte, die die Integritat des Genoms wéhrend der Replikation iberwachen.
Der Replikationskontrollpunkt wird aktiviert, wenn die enzymatische Aktivitdt der
DNA-Polymerase wahrend der Replikation zum Erliegen kommt (Bartek et al., 2004). Der
S-M Kontrollpunkt erkennt die unvollstandige Replikation der DNA und verhindert den
Ubergang in die M-Phase, um eine Zellteilung so lange zu verhindern, bis das Genom
vollstandig repliziert wurde (Bartek et al., 2004). Der dritte bekannte Kontrollpunkt der
S-Phase (Intra-S-Phase Kontrollpunkt) wird durch DNA Doppelstrangbriiche (DSBs) aktiviert
und verzogert das Fortschreiten im Zellzyklus, um der DNA-Reparaturmaschinerie Zeit fur
die Behebung der Probleme zu geben (Bartek et al., 2004). Wie bereits erwahnt, beruht der
Ubergang von einer Zellzyklusphase zur nachsten auf Proteinkomplexen aus Cyclinen und
CDKSs. Das Durchlaufen der G1-S-Phase wird durch drei CDKs und ihre zugehdrigen Cycline
gesteuert. Zu Beginn der Go/G;-Phase induzieren mitogene Signale die Expression der D-
Typ-Cycline (D1, D2, D3) und die Translokation von CDK4 und CDK®6 in den Nukleus. Im
Nukleus inhibieren Proteine der Retinoblastom-Familie (Rb) die Transkription durch Bindung
und Modulierung der Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren. Die Komplexe aus
Cyclin D-CDK4 und Cyclin D-CDK6 zusammen mit Cyclin E-CDK2 phosphorylieren und
inaktivieren Rb-Proteine und Uberschreiten somit den Restriktionspunkt, was die Zelle
unabhéngig von mitogenen Signalen macht und ihr ein Fortschreiten in die S-Phase
ermdglicht. Fir das Durchlaufen der S-Phase sind hauptsédchlich CDK1 und CDK2 sowie die
A-Typ-Cycline verantwortlich, die wahrend der G,-Phase ubiquitiniert und proteasomal
degradiert werden, wahrend B-Typ Cycline aktiv synthetisiert werden. Die Bindung von
Cyclin B an CDK1 ist im Folgenden hauptsachlich fur den G,-M Ubergang sowie das
Durchschreiten der Mitose verantwortlich (Malumbres and Barbacid, 2005). Im Detail sind
die Vorgange dabei wesentlich komplizierter. Beispielsweise kann die Aktivitat von CDKs
durch aktivierende und inhibierende Phosphorylierungen an verschiedenen Positionen
moduliert werden (Borgne and Meijer, 1996). Weitere Ebenen der Komplexitdt kommen
durch positive und negative Rickkopplungs-Schleifen hinzu (Hoffmann et al., 1993). Neben
PTM als Regulatoren der CDKs spielen CKIs, die in zwei Familien unterteilt werden kénnen,
eine entscheidende Rolle. Vertreter der INK4-Familie (p16™K%, p15™K4b p18!NKic p1g!NKad)

binden und inhibieren spezifisch monomeres CDK4 und CDK®6, wéhrend Vertreter der
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CIP/KIP-Familie (p21°™, p27""' p575?) an Cyclin—-CDK-Komplexe binden und diese
inhibieren (Denicourt and Dowdy, 2004).

2.3.2 M-Phase und Spindelkontrollpunkt

Die M-Phase besteht aus den beiden Hauptteilen Mitose und Zytokinese, deren Hauptaufgabe
die gleichméRige Aufteilung des in der S-Phase replizierten Genoms sowie die anschlieRende
Gleichverteilung von Organellen wéhrend der Zytokinese auf die beiden Tochterzellen ist.
Die M-Phase ist in 5 Phasen unterteilt: Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und
Telophase (Abbildung 2.1). Als Beginn der Mitose wird traditionell die Prophase angesehen,
der Zeitpunkt, an dem die Kondensation des Chromatins zu Chromosomen im
Lichtmikroskop detektiert werden kann und die zuvor duplizierten Zentrosomen auseinander
migrieren, um die zukinftigen Spindelpole auszubilden. Gleichzeitig beginnen die
Zentrosomen mit der Ausbildung dynamischer Mikrotubuli, die bis in die Peripherie der Zelle
vordringen. Weiterhin lost sich durch direkte Phosphorylierung von Kernlamina-Proteinen
durch CDK1 die Kernhlle auf (Nigg, 1993). In der folgenden Prometaphase binden die von
den Zentrosomen ausgehenden Mikrotubulipolymere an die Kinetochore der Chromosomen.
Die beidseitige Bindung der Chromosomen durch Mikrotubuli von beiden Spindelpolen aus,
fuhrt zu einem zweigerichteten Zug auf die Chromosomen. In der Metaphase wird der Zug
auf die Chromosomen aufrechterhalten und sorgt nach hohen dynamischen Bewegungen der
Chromosomen fiir die finale Ausrichtung in der Metaphaseebene (auch Aquatorialebene). Die
korrekte Bindung aller Kinetochore mit Mikrotubuli gegeniiberliegender Spindelpole, initiiert
das Separieren der Schwesterchromatiden und markiert damit den Start der Anaphase. In der
weiteren Anaphase werden die Schwesterchromatiden zu ihren jeweiligen Spindelpolen
gezogen und die Spindelpole selbst wandern weiter auseinander in Richtung der
Zellmembran. Im finalen Schritt der Mitose, der Telophase, beginnt die Neubildung der
Kernlamina um das bereits dekondensierende Chromatin sowie die anschlieBende Bildung

eines kontraktilen Actomyosin-Rings, der die Zytokinese komplettiert (Nigg, 2001).
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Abbildung 2.1 Die M-Phase. Bereits vor Eintritt in die M-Phase kontrolliert die Zelle Giber die DNA-Strukturkontrollpunkte
die Integritdt des Genoms und lasst nur bei inaktiviertem Kontrollpunkt das Fortschreiten im Zellzyklus zu. Wéhrend der
Prophase kondensiert das zelluldre Chromatin und die Zentrosomen beginnen sich voneinander zu trennen. Gleichzeitig
beginnt die Auflésung der nukledren Lamina und die Ausbildung der hoch dynamischen mitotischen Mikrotubuli. In der
Prometaphase werden die Kinetochore der Chromosomen durch die mitotischen Mikrotubuli gebunden. Die fehlerfreie
biploare Bindung der Schwesterchromatiden sorgt fiir ihre korrekte Anordnung in der Aquatorialebene wahrend der
Metaphase und ist gleichzeitig das Signal fiir die Inaktivierung des Spindelkontrollpunktes und den Ubergang in die
Anaphase. Die folgende Trennung der Schwesterchromatiden erlaubt den Zug selbiger zu den entgegengerichteten
Spindelpolen (Anaphase). Nach Erreichen der Spindelpole beginnt die Chromosomenkondensation sowie die Neubildung der
nukledren Lamina in der Telophase. Im letzten Schritt wird ein kontraktiler Actomyosin-Ring ausgebildet, der fur die
folgende Zellteilung verantwortlich ist. Abbildung modifiziert nach (Nigg, 2001; Gadde and Heald, 2004).

Die Mitose ist ein hochkomplexer Prozess und bedarf der intensiven Uberwachung, um
beispielsweise Aneuploidien in Tochterzellen zu vermeiden. Die erste Kontrolle, um eine
korrekte Mitose und Zellteilung zu gewahrleisten, findet bereits auf DNA Ebene (ber die
bereits erwahnten DNA-Strukturkontrollpunkte statt. So wird beispielsweise bei Aktivierung
des Intra-S-Phase Kontrollpunkts durch UV Strahlung und folgende Bildung von DSBs die
Phosphatase CDC25 (iber das Ubiquitin-Proteasom-System degradiert. Beim Ubergang von
der G,- zur M-Phase kann der Cyclin B-CDK1 Komplex nicht durch CDC25
dephosphoryliert werden, womit CDK1 im inaktiven Zustand bleibt und die Zelle am Eintritt
in die M-Phase gehindert wird (Donzelli and Draetta, 2003). Ein weiterer wichtiger

Kontrollpunkt befindet sich am Ubergang von der Metaphase zur Anaphase. Der
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Spindel-Kontrollpunkt (spindle assembly checkpoint, SAC) verhindert ein Fortschreiten der
Mitose, sofern nicht alle Kinetochore eine korrekte bipolare Verbindung zu den beiden
Spindelpolen aufweisen, um somit Fehlverteilungen der Chromosomen auf die beiden
Tochterzellen zu vermeiden. Der Eintritt in die Anaphase wird hauptséchlich durch die zwei
Proteine Cyclin B und Securin kontrolliert. Wahrend der Cyclin B-CDK1-Komplex den
Beginn der M-Phase ermdglicht, wird durch Abbau von Cyclin B am Ende der Metaphase
CDK1 inaktiviert, was fiir die Zelle das Signal fur den Start der Anaphase ist. Securin ist ein
Inhibitor der Protease Separase. Nach erfolgreicher Ausrichtung der Chromosomen in der
Metaphaseebene, wird Securin ebenfalls abgebaut, wodurch die aktive Separase die Trennung
der Schwesterchromatiden verursacht und den Zug der Chromatiden zu den Spindelpolen
erlaubt. Sowohl CyclinB als auch Securin sind Substrate fir den APC/C
(anaphase-promoting complex/cyclosome), einen Multienzymkomplex, der wéhrend der
Mitose mit Komponenten des Spindelapparates assoziiert ist und Uber seine E3-Ligase-
Aktivitat unter anderem fir die proteasomale Degradation von Cyclin B und Securin
verantwortlich ist. Neben E1- und E2-Enzymen benétigt der APC/C einen dritten Kofaktor,
der die Substratspezifitdit der E3-Ligase-Aktivitat bestimmt (Peters, 2006). Fiur die
Degradation von Cyclinen des Typ-B und Securins ist der APC/C**?- sowie der APC/C*"-
Komplex verantwortlich, wobei ersterer zwischen Prophase und Metaphase aktiv ist und
CDC20 ein SAC-Zielprotein ist. Die Inhibition von CDC20 durch Aktivierung des
Spindel-Kontrollpunktes inhibiert folglich die Funktion des APC/C®*®® und damit die
proteasomale Degradation von Cyclin B und Securin, wodurch die Zelle weiterhin in der
Metaphase gehalten wird. Eine Reihe von Proteinen sind fur die Detektion nicht bipolar
verbundener Kinetochore und die Aktivierung des Spindelkontrollpunktes verantwortlich. Die
SAC-Proteine MAD2, BUBR1, BUB3, sowie der APC/C Ko-Aktivator CDC20 gehdren dem
MCC (mitotic checkpoint complex) an, der den APC/C bindet und die
K48 Polyubiquitinierung von Securin und Cyclin B verhindert (Fang et al., 1998; Sudakin et
al., 2001). Weitere Kernkomponenten, die fir die Signalamplifizierung des SAC-Signals
verantwortlich sind, sind MAD1 und die Kinasen MPS1 und Aurora B (Musacchio and
Salmon, 2007). Wahrend der Prometaphase sammeln sich alle Komponenten des SAC an den
Kinetochoren. Die korrekte bipolare Bindung der Kinetochore durch die +-Enden der
Mikrotubuli vermittelt die Inaktivierung des SAC. Dadurch dissoziiert CDC20 von den
Kinetochoren und aktiviert den APC/C. Eine weitere Mdoglichkeit zur Inaktivierung des SAC
ist die Detektion der Zugspannung am Kinetochor durch die gebundenen Mikrotubuli. Bei der

syntelischen (Schwesterkinetochore werden von Mikrotubuli desselben Spindelpols
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gebunden) und merotelischen (Verknupfung eines Kinetochors mit Mikrotubuli von zwei
verschiedenen Spindelpolen) Verknupfung von Mikrotubuli und Kinetochor bleibt der SAC
aktiviert, obwohl die Kinetochore durch Mikrotubuli gebunden sind. Um Fehlverteilungen der
Chromatiden zu verhindern, wird die Spannung zwischen den Schwesterchromatiden der
Chromosomen gemessen. Niedrige Spannung spricht dabei fir eine der erwdahnten
syntelischen oder merotelischen Assoziationen. Durch erhdhte Aktivitat der Kinase Aurora B
(AURKB) werden vorhandene Tubulin-Kinetochor-Interaktionen destabilisiert, um eine
Neuorientierung der Mikrotubuli zu ermdglichen und damit die korrekte amphitelische
Kinetochor-Verknupfung, die zur Inaktivierung des SAC fuhrt (Cimini and Degrassi, 2005).

2.3.3 Mitose-Inhibitoren in der Krebsforschung

Der Verlust der normalen Kontrolle tber den Zellzyklus ist ein Kennzeichen von humanen
Krebserkrankungen. Tumorzellen hdufen genetische Abweichungen an, die in unkontrollierter
Proliferation und genomischer Instabilitdt enden (Dominguez-Brauer et al., 2015). Aufgrund
der Tatsachen, dass Tumoren eine wesentlich hohere Anzahl an mitotisch aktiven Zellen im
Vergleich zu gesundem Gewebe enthalten und die Mitose als fragilste Phase des Zellzyklus
hoch anféllig fir den Zelltod durch Eingriffe in den korrekten Ablauf ist, stellt das
Adressieren der Mitose ein valides Ziel in der Krebstherapie dar (Chan et al., 2012). Die
Storung der Mitose kann dabei zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgen. Erster Angriffspunkt
kann der Eintritt in die Mitose sowie die Duplikation der Zentrosomen und damit der Aufbau
des Spindelapparates sein. Weiterhin sind der bereits beschriebene Spindel-Kontrollpunkt und
die Chromosomen-Segregation wahrend der Anaphase, sowie der Austritt aus der Mitose in
der Telophase, Ziele in der Entwicklung von Anti-Krebs-Wirkstoffen (Manchado et al.,
2012). Die hoch-dynamischen Mikrotubuli der mitotischen Spindel gehdren zu den
erfolgreichsten Angriffspunkten in der Krebstherapie. Aufgrund ihrer wichtigen Rolle
wéhrend der Ausrichtung der Chromosomen in der Metaphaseebene, der anschlieRenden
Separierung der Schwesterchromatiden und der folgenden Segregation zu den Spindelpolen
hat die Beeinflussung ihrer Dynamik die Blockierung der Mitose und eventuell den
anschlieRenden apoptotischen Zelltod zur Folge (Jordan and Wilson, 2004). Zusétzlich ist die
Mikrotubulidynamik in mitotischen Zellen ca. 10x — 100x héher als in Interphase-Zellen, was
eine zusatzliche Selektivitat in der Adressierung von Krebszellen gibt (Zhai et al., 1996).
Dabei basiert der hervorgerufene mitotische Arrest auf der Aktivierung des SAC. Zellen, die
durch Modulierung der Mikrotubulidynamiken und folgende Aktivierung des SAC in der
Mitose angehalten werden, kdnnen verschiedene Schicksale ereilen. Die Aktivierung des

Kontrollpunktes verhindert zunachst die Degradation von Cyclin B durch den APC/C®%?,
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dennoch erfolgt weiterhin ein langsamer Abbau von Cyclin B, der bei Erreichen eines
bestimmten Schwellenwerts den Zellen ein Verlassen der Mitose trotz permanent aktivem
SAC erlaubt (Brito and Rieder, 2006).
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Abbildung 2.2 Zellschicksal nach Behandlung mit Mitoseinhibitoren. a) Mitoseinhibitoren, wie beispielsweise Taxol,
arretieren Zellen in der Metaphase aufgrund der permanenten Aktivierung des Spindelkontrollpunkts. Im Anschluss ergeben
sich verschiedene mdégliche Schicksale fiir die Zellen. Entweder sie sterben in der Mitose oder teilen sich ungleichméRig in
zwei aneuploide Tochterzellen. Alternativ kénnen die Zellen die Mitose ohne Zellteilung verlassen, um in der anschlieRenden
Interphase zu sterben, unbegrenzt in der Interphase zu verweilen oder im Zellzyklus fortzuschreiten, jedoch ohne folgende
Zellteilung. b+c) Konkurrenz-Model, das tber das Schicksal von in der Mitose arretierten Zellen entscheidet. Zwei
konkurrierende Signalwege, zum einen der Abbau von Cyclin B1 und zum anderen die Ansammlung von Signalen, die zum
Zelltod fiihren, bestimmen iiber das Uberleben oder Sterben der arretierten Zellen. Wihrend eines mitotischen Arrests steigt
das Signal fiir einen apoptotischen Zelltod an, wohingegen die Cyclin B1-Proteinmenge sinkt. Beide Signalwege besitzen
Schwellenwerte und das Schicksal der Zelle richtet sich danach, welcher Signalweg diesen Wert zuerst erreicht. Demnach
erfolgt das ,,mitotic slippage®, wenn die Cyclin B1-Menge den Mitose-Schwellenwert unterschreitet (b). Sollten die Signale,
die zum apoptotischen Zelltod flihren zuerst den Zelltod-Schwellenwert (iberschreiten, stirbt die Zelle in der Mitose (c).
Abbildung modifiziert nach (Gascoigne and Taylor, 2008; Gascoigne and Taylor, 2009).

Dieser Vorgang wird als ,mitotic slippage* bezeichnet und kann zu einer ungleichen
Aufteilung der Chromosomen in den entsprechenden Tochterzellen, sowie zum Ende der
Mitose ohne Zellteilung, fihren. Eine weitere Mdglichkeit besteht im Caspase-abhéngigen
Tod der Zelle wahrend der Mitose (Jordan et al., 1996; Gascoigne and Taylor, 2008). Obwohl
die Vorgénge, die zur Entscheidung des Schicksals einer arretierten Zelle flihren noch nicht

restlos aufgeklart sind, wird vermutet, dass zwei konkurrierende Signalwege verantwortlich
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sind. Wahrend des mitotischen Arrests steigt das Signal, das zum apoptotischen Zelltod fiihrt,
gleichzeitig wird Cyclin B abgebaut. Beide Signale besitzen spezifische Schwellenwerte und
welches Signal als erstes seinen Wert Uberschreitet/unterschreitet determiniert das Schicksal
der Zelle (Gascoigne and Taylor, 2009). Viele der heute bekannten Tubulin-adressierenden
Substanzen wurden in grof3angelegten Screening-Studien von Naturstoffbibliotheken
identifiziert. Dabei wird zwischen zwei Subkategorien von Substanzen unterschieden. Zum
einen Mikrotubuli-destabilisierende Substanzen, die die Tubulin-Polymerisation inhibieren,
wie beispielsweise die bereits vor uber 50 Jahren entwickelten Vincaalkaloide (Jordan and
Wilson, 2004). Zum anderen Mikrotubuli-stabilisierende Substanzen, die die Tubulin-
Polymerisation stimulieren, wie beispielsweise Taxane und Epothilone (Chan et al., 2012).
Stabilisierende Substanzen, wie das urspriinglich aus der Rinde der Pazifischen Eibe (Taxus
brevifolia) isolierte Taxol (Paclitaxel), binden B-Tubulin mit hoher Affinitat an der Innenseite
der Mikrotubulifilamente (Morris and Fornier, 2008). Die durch die Bindung hervorgerufene
Konformationsédnderung stabilisiert und erhéht die Interaktion mit benachbarten Tubulin-
Molekiilen. Obwohl die stabilisierten Mikrotubuli an die Kinetochore von mitotischen
Chromosomen binden kdnnen, sind sie nicht in der Lage die ndtige Zugspannung zwischen
den Schwesterchromatiden aufzubauen, um den SAC zu inaktivieren (Jordan and Wilson,
2004; Chan et al., 2012). Als Mikrotubuli-destabilisierende Substanz bindet das Vincaalkaloid
Vinblastine an eine Bindestelle in rdumlicher N&he zur GTP-Bindestelle von B-Tubulin-
Dimeren und Mikrotubulifilamenten. In hohen Substanzkonzentrationen (> 100 nM in HelLa-
Zellen) sorgt es fur die Depolymerisation von Mikrotubuli, zerstort damit den Spindelapparat
und blockiert die Zellen in der Mitose. Sowohl fir Mikrotubuli-stabilisierende als auch
fur -destabilisierende Substanzen gilt jedoch, dass ihre Wirkung bei Verwendung von
wesentlich  geringeren, klinisch  relevanten Dosen auf einer Modulation der
Mikrotubulidynamiken beruht und nicht auf einer Erhéhung/Reduktion der Mikrotubuli-
Polymermasse. Der Einfluss auf die empfindlichen Mikrotubulidynamiken stort den normalen
Aufbau des Spindelapparates und fuhrt aufgrund der verringerten Zugspannung zur
Aktivierung des SAC und zum Arrest der Zelle in der Mitose (Jordan and Wilson, 2004).
Mikrotubuli-adressierende Substanzen sind in der klinischen Anwendung weitverbreitet.
Diverse Derivate von Vincaalkaloiden und Taxanen werden alleine oder in
Kombinationstherapien zur Behandlung solider Tumoren und hamatologisch malignen
Erkrankungen eingesetzt (Dumontet and Jordan, 2010). Probleme in der Verabreichung von
Mikrotubuli-adressierenden Substanzen bestehen in schwerwiegenden Nebenwirkungen fiir

die Patienten. Da die Substanzen nicht zwischen gesunden Zellen und Krebszellen

87



unterscheiden kdnnen sowie der Tatsache, dass sie auch Auswirkungen auf nicht-mitotische
Mikrotubuli haben, finden diese Nebenwirkungen hauptsachlich in Zellen und Geweben statt,
die mitotisch sehr aktiv sind oder eine hohe Menge an Mikrotubulifilamenten besitzen
(Dominguez-Brauer et al., 2015). Besonders periphere Neuropathien sind fatale Nebeneffekte,
die vermutlich durch Bindung der Substanzen an neuronale Mikrotubulifilamente der Axone,
Stérungen im axonalen Transport verursachen. Eine weitere Nebenwirkung ist die
Knochenmarksuppression aufgrund der Inhibition von mitotisch aktiven Zellen im
Knochenmark (Sahenk et al., 1994; Jordan and Wilson, 2004). Weiterhin sind Resistenzen
von Tumorzellen gegeniiber Mikrotubuli-adressierenden Substanzen ein grofRes Problem,
insbesondere die Expression von P-Glycoprotein, einem ABC-Transporter, der als Efflux-
Pumpe Taxane und Vincaalkaloide aktiv aus der Zelle transportiert. Auch die vermehrte
Expression der BllI-1soform von Tubulin, die verringerte Bindungsaffinitdten zu Taxanen
zeigt, kann zur Resistenz der Zelle beitragen (Morris and Fornier, 2008).

Aufgrund der genannten Nachteile der Adressierung von Mikrotubulifilamenten ist die Suche
nach neuen Wirkstoffen, deren Zielproteine spezifisch in der Mitose aktiv sind, Gegenstand
derzeitiger Forschungsbemihen (Jackson et al., 2007). Einer dieser Ansatze ist die Inhibition
der CDKs, die im Komplex mit ihren jeweiligen regulatorischen Cyclinen das Fortschreiten
im Zellzyklus bewirken. Hierzu wurden mehr als 30 Substanzen entwickelt, von denen bereits
ein Drittel in klinischen Studien getestet wurde. Der Grofteil adressiert dabei die
ATP-Bindetasche der CDKs und blockiert verschiedene CDKs, was zu Zellzyklusarresten am
G1/S und G,/M Ubergang fiihrt. Als weiteres Ziel in der Krebstherapie sind die Aurorakinasen
A, B und C (AURKA, AURKB, AURKC) zu nennen. AURKA ist in verschiedene Prozesse
eingebunden, die zum Aufbau des Spindelapparates fiihren, darunter die Separierung der
Zentrosomen wéhrend der Prophase (Barr and Gergely, 2007). AURKB st u.a. in die
Detektion der Kinetochor-Bindung der Mikrotubuli wahrend der Metaphase involviert und
tragt damit zur Integritat des SAC bei. Weiterhin Gbernimmt sie Funktionen in der folgenden
Zytokinese (Malumbres, 2011). Die bisher entwickelten Aurorakinase-Inhibitoren zeigten in
verschiedenen Krebszelllinien und Xenograft-Modellen vielversprechende Ergebnisse,
konnten jedoch in Klinischen Studien nur geringe Effekte auf hamatologische maligne
Erkrankungen und solide Tumoren zeigen. Die Nebenwirkungen entsprachen denen von
klassischen Therapien mit Mikrotubuli adressierenden Substanzen (Dominguez-Brauer et al.,
2015). Eine weitere Familie an mitotischen Kinasen, die als Zielproteine in der
Krebsforschung untersucht werden, sind die Polo-like Serin/Threonin Kinasen. Es sind funf

verschiedene Polo-like Kinasen (PLK1-5) bekannt, von denen die PLK1 sowohl die best
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untersuchte ist, als auch das vielversprechendste Zielprotein (Strebhardt, 2010). PLK1 wird
nur in mitotisch aktiven Zellen exprimiert und die hochste Proteinmenge kann wéhrend der
spaten G,- und M-Phase detektiert werden. Durch Aktivierung von Cyclin B und CDC25 ist
sie fiur den G,/M-Ubergang verantwortlich. Weiterhin spielt die PLK1 eine Rolle in der
Reifung des Zentromers, dem Aufbau des bipolaren Spindelapparates, dem
Spindelkontrollpunkt sowie dem Austritt aus der Mitose und der Zytokinese. Eine weitere
Gruppe potentieller Zielproteine stellt die Familie der mitotischen Kinesine dar. Kinesine sind
Motorproteine, die aus einem langen coiled-coil Teil mit einer Cargoprotein-Bindedoméne
und einer globuldren Kopf-Doméne bestehen. Die aus der Hydrolyse von ATP gewonnene
Energie nutzen Kinesine zur mechanischen Fortbewegung an Mikrotubulifilamenten. Neben
dem Transport von Vesikeln und Organellen sorgen Mitose-spezifische Kinesine fur die
Separation der Zentrosomen, den Aufbau des Spindelapparats und die Anordnung der
Chromosomen in der Metaphaseebene (Sarli and Giannis, 2008). Bis heute sind mindestens
12 Kinesine bekannt, die in die Mitose involviert sind. Die Inhibition des Kinesins Eg5
(KIF11) mit dem allosterisch bindenden Molekul Monastrol zeigt die Ausbildung von
monopolaren Spindeln und einen Arrest der Zellen in der Mitose, wohingegen in Interphase-
Zellen kein Einfluss auf das Zytoskelett beobachtet werden (Mayer et al., 1999). Weitere
Kinesine bleiben jedoch Gegenstand intensiver Forschungsbemiihen wie beispielsweise
CENP-E und HSET (Myers and Collins, 2016). Weitere Zielproteine, deren Adressierung die
genomische Instabilitdt von Krebszellen ausnutzen kdnnte, sind Kinasen der NEK-Familie
(never-in-mitosis  Aspergillus (NIMA)-related kinases) sowie die Kinasen MASTL
(Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase-like) und HASPIN (Haploid germ
cell-specific nuclear protein kinase). Dabei hat die Funktion aller genannten Kinasen
Auswirkungen auf den korrekten Aufbau und die Funktion des Spindelapparats. Das
Zentrosom ist verantwortlich fiir die Organisation der Mikrotubuli und besteht aus zwei
Zentriolen, die von perizentriolarem Material umgeben sind. Wahrend Durchlaufens des
Zellzyklus besitzt das Zentrosom einen eigenen Zyklus. Parallel zur Replikation der DNA in
der S-Phase beginnt der Zentrosomenzyklus. Zwischen der spaten S-Phase und der friihen
G,-Phase wird das Zentrosom dupliziert, bevor es separiert wird um die beiden Spindelpole
zu bilden, die Ausgangspunkt fiir die Bildung der mitotischen Mikrotubuli sind. Die korrekte
Ausflihrung dieser Vorgénge ist dabei von groRer Bedeutung, da hiervon die ordnungsgemafe
Separierung der Schwesterchromatiden wéhrend der Anaphase und demnach die genomische
Stabilitat der Zelle abh&ngt. Die Deregulation der genannten mitotischen Kinasen kann

Spindeldefekte und die fehlerhafte Aufteilung der Chromosomen verursachen und damit fr
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die Tumorenbildung verantwortlich sein. Die bereits beschriebene Erhthung der genomischen
Instabilitat durch Adressierung der mitotischen Kinasen konnte den Zelltod in Krebszellen

forcieren (Vitale et al., 2011; Dominguez-Brauer et al., 2015).

2.3.4 NPM als Zielprotein in der Krebsforschung

Nucleophosmin (NPM, B23, Numatrin, NO38) ist ein ubiquitér exprimiertes Phosphoprotein,
das zur Familie der Nucleoplasmine gez&hlt wird. NPM ist hauptséchlich in den Nukleoli
lokalisiert, kann aber zwischen Nukleus und Zytoplasma pendeln. NPM ist in diverse
zelluldre Prozesse eingebunden, wie die Ribosomen-Biogenese, die DNA-Reparatur und
Stressantwort sowie die Zentrosomenduplikation. Weiterhin ist NPM sowohl als Onkogen als
auch als Tumorsuppressor beschrieben, abhangig von Zelltyp und Expressionsleveln. So
konnte eine erhdhte NPM-Expression mit verschiedenen soliden Tumoren in Verbindung
gebracht werden, wéhrend ein Funktionsverlust NPMs in hdmatologischen Krankheiten
beobachtet werden konnte. Als nukledres Chaperon besitzt NPM eine saure Domane, die fiir
die Chaperon-Funktion und Oligomerisierung von NPM verantwortlich ist.

a
Zweigeteiltes NLS NuLS
294
L 1
Oligomerisierung Histon-Bindung DNA/RNA-Bindung
Chaperon-Aktivitat
1
Ribonuklease-Aktivitat
Nukleolus
—> MDM2 L—) MDM2
DNA Schad& \ freles HDM2

Nukleoplasma (neu synthetisiert)

MDMZ

@

Nukleoplasma

Abbildung 2.3 Doménenstruktur von NPM und Funktion von NPM in der Reparatur von DNA-Schéden. a) NPM besitzt ein
zweigeteiltes Kernlokalisationssignal (NLS), zwei Kernexportsignale (NES) und ein nukleoldres Lokalisationssignal (NuLS).
N-terminal befinden sich die Funktionalitaten fiir die Oligomerisierung und die Chaperon-Aktivitat in einer unpolaren
Doméne (blau). Die Histon-Bindedoméne befindet sich in einer aciden Doméne (griin) und die DNA-Bindedoméne in einem
basischen Cluster (orange). Der C-Terminus beherbergt das NuLS in einer aromatischen Region (violett). Abbildung
modifiziert nach (Grisendi et al., 2006). b) Model fiir den Einfluss von NPM auf die Reparatur von DNA-Schéden.
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DNA-Schéden stéren die ARF—NPM-Interaktion im Nukleolus, was zur Relokalisation von ARF in das Nukleoplasma fiihrt,
wo es an MDM2 bindet und damit die durch MDM2 vermittelte K48-Polyubiquitinierung von P53 unterbindet. Das Signal
fir einen Zellzyklusarrest (oder apoptotischen Zelltod), hervorgerufen durch stabilisiertes P53, wird durch die Bindung von
NPM an freigesetztes oder neu synthetisiertes MDMZ2 aufrechterhalten. Abbildung modifiziert nach (Lee et al., 2005a).

Histon-Chaperone werden fiir den korrekten Zusammenbau der Nukleosomen bendtigt, wo sie
den Transfer von DNA auf die Histone vermitteln, um Chromatin aufzubauen. NPM bindet
bevorzugt an Histon-Tetramere (H3-H4) und ist durch den Aufbau der Nukleosomen indirekt
an DNA-abhéangigen Prozessen, wie Replikation, DNA-Reparatur und Transkription beteiligt
(Okuwaki et al., 2001). Neben der Funktion als Histon-Chaperon, besitzt NPM eine breite
Chaperon-Spezifitat gegeniiber Proteinen, die thermisch denaturiert wurden. Die Bindung
wird dabei vermutlich Uber exponierte hydrophobe Bereiche in denaturierten Zielproteinen
und hydrophoben Bereichen innerhalo NPMs N-Terminus vermittelt. Ahnlich wie bei anderen
bekannten Chaperonen ist die Assoziation/Dissoziation von NPM und Bindungspartnern
ATP-unabhdngig (Szebeni and Olson, 1999). In Zellen liegt NPM hauptsachlich in
Pentameren vor, die sich wiederum zu Decameren mit einem Molekulargewicht von ca.
355 kDa  zusammenlagern.  Die  Oligomerisierung ~ wird  dabei  Uber  die
Oligomerisierungsdoméne im N-Terminus von NPM vermittelt (Hingorani et al., 2000). Der
NPM-Decamer dient zunachst als Bindungsplattform fur den H3/H4-Tetramer, bevor durch
Anlagerung der beiden H2A—-H2B-Heterodimere das fertige Nukleosom entsteht (Dutta et al.,
2001). NPM besitzt weiterhin sowohl ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal (NLS), als
auch zwei Kernexportsignale (NES), die das Pendeln zwischen Nukleus und Zytoplasma
ermdglichen. Die NPM-Fraktion in den Nukleoli ist in die Transkription von rRNA-Genen
involviert, die zum Aufbau der ribosomalen Untereinheiten dienen. Dies konnte durch
Knockdown von NPM in Humanzellen und eine anschlieBende verringerte Transkription von
rRNA-Genen gezeigt werden (Murano et al., 2008). Fir NPM sind weitere Funktionen in der
Kontrolle des Zellzyklus und dem Zelluberleben bekannt. Hauptsdachlich beruhen diese
Beobachtungen auf den Interaktionen NPMs mit den beiden Tumorsuppressoren P53 und
ARF (alternative reading frame). Bei Uberexpression von NPM in Fibroblasten konnte eine
Stabilisierung von P53 beobachtet werden einhergehend mit der Einleitung der zelluléaren
Seneszenz. Die Herunterregulierung von NPM fiihrte zur Destabilisierung von P53 und einer
héheren Anfalligkeit der Zellen fur einen P53-abhédngigen Zellzyklusarrest in Folge von
verschiedenen Stressstimuli  (Colombo et al., 2002). Weitere Studien weisen bei
NPM-Uberexpression auf eine hohere Resistenz von Zellen gegeniiber UV- und ionisierender
Strahlung sowie Hypoxie hin. Es wird vermutet, dass dieser Effekt auf eine erhohte
DNA-Reparatur in NPM-uberexprimierenden Zellen zurtickzufuhren ist (Wu et al., 2002). In

diesem Zusammenhang konnte die physiologische Funktion NPMs auf genotoxischen Stress

91



aufgeklart werden. P53 wird im Nukleoplasma durch die E3-Ligase MDM2 ubiquitiniert und
in der Folge proteasomal degradiert. Unter UV-Stress l6st sich der NPM—ARF-Komplex in
den Nukleoli und ARF kann im Nukleoplasma an MDM2 binden (Abbildung 2.3b). Als Folge
wird P53 stabilisiert, was zu einem Zellzyklusarrest oder dem apoptotischen Zelltod flihren
kann. Durch Bindung von NPM an freigesetztes oder neu synthetisiertes MDM2 im
Nukleoplasma wird die Reassoziation von P53 und MDM2 weiter unterbunden, wodurch
dieser Effekt noch verstarkt wird (Lee et al., 2005a). Generell wird vermutet, dass NPM als
Hauptinteraktor von ARF wesentlich zu dessen Lokalisation im Nukleolus und dessen
Stabilitdt in der Zelle beitragt (Colombo et al, 2011). In NPM”-Zellen konnten
dementsprechend neben sehr geringen ARF-Proteinleveln auch kein nukleoldres ARF
nachgewiesen werden. Weiterhin konnte in Zellen, die mit ARF-Mutanten transfiziert
wurden, die nicht mehr an NPM binden kdnnen, eine schnelle Degradation von ARF und eine
verringerte Proliferation beobachtet werden (Colombo et al., 2011). Interessant ist auch NPMs
Funktion innerhalb der Zentrosomen-Reifung (Abbildung 2.4). Vor dem Eintritt in die Mitose
dupliziert sich das Zentrosom genau einmal, um die beiden Pole der mitotischen Spindel
formen zu koénnen. In tierischen Zellen wird die Duplikation durch die Phosphorylierung von
NPM an T199 durch den CDK2-Cyclin E-Komplex vermittelt (Okuda et al., 2000). Die
Phosphorylierung in der spaten G;-Phase ist fur die Dissoziation NPMs vom Zentrosom
verantwortlich und erlaubt im Folgenden die Duplikation des Zentrosoms. Es wird vermutet,
dass zentrosomales NPM die Zelle vor einer Uberduplikation der Zentrosomen schiitzt und
somit den G,-M-Ubergang ermdglicht (Zatsepina et al., 1999). In Ubereinstimmung damit,
konnten in Zellen, die die nicht-phosphorylierbare NPMT199A Mutante exprimieren, Defekte
in der Duplikation der Zentrosomen beobachtet werden, die zu einer fehlerhaften Mitose
fuhrten (Tokuyama et al., 2001). Wéhrend Duplikation und Reifung der Zentrosomen wird die
Reassoziation von NPM mit dem Zentrosom (ber die Phosphorylierung an T199 durch
CDK2-Cyclin A aufrechterhalten. Wenn sich zu Beginn der Mitose die Kernmembran auflést,
lokalisiert NPM wieder an die Zentrosomen, wo es erneut eine ungewollte Uberduplikation
der Zentrosomen verhindert. Es wrd vermutet, dass fur diese Relokalisation an die
Zentrosomen die beiden Kinasen PLK1 und NEK2A verantwortlich sind. Fir NPM wurde
bereits die PLK1-abhéngige Phosphorylierung an Serin 4 gezeigt, deren Bedeutung fur die
Zentrosomenduplikation und -Segregation in Mutationsstudien bestatigt werden konnte
(Zhang et al., 2004b). Nach erfolgreicher Zytokinese und Eintritt in die G;-Phase beginnt der
Zentrosomenzyklus von Neuem (Lim and Wang, 2006). Die Assoziation NPMs an die

Zentrosomen zu Beginn der Mitose ist von der Interaktion mit dem RAN-CRM1-Komplex
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abhéngig. Der Exportrezeptor CRM1 bindet das Kernexportsignal (NES) von NPM und
vermittelt so mithilfe des Regulators RAN den Transport an die mitotischen Zentrosomen. In
Einklang mit diesem Modell fir den Kernexport von NPM konnte bei Inhibition des
CRM1-abhangigen Transports in Zellen mittels Leptomycin B (LMB) eine Uberduplikation
der Zentrosomen beobachtet werden, einhergehend mit dem Fehlen von NPM an den
Zentrosomen innerhalb der Mitose. Gleichzeitig konnten in NPM-defizienten Zellen
uberzéhlige Zentrosomen detektiert werden, deren Zahl sich durch ektope Expression von
Wildtyp-NPM, jedoch nicht durch eine NPM-Mutante mit mutiertem NES, wieder auf
Normalniveau zurtck regulieren lief (Wang et al., 2005).

CDK2
@ D Zentriole
pTlQQ \ pT199 Zentrosom

DEEENTRN

CDK2 @ X @ .

'_ _I _l

Zytokinese
G > 5 > G2 > M > G

l oo

Nicht dupliziertes Zentrosomen Zentrosomen mitotische Nicht dupliziertes
Zentrosom Duplikation Reifung Spindel Zentrosom

Abbildung 2.4 Schema des Einflusses von NPM auf die Zentrosomenduplikation und die Mitose. In der friihen G;-Phase
dissoziiert NPM vom Zentrosom nach Phsphorylierung durch CDK2-Cyclin E. Ohne gebundenes NPM kénnen sich die
Zentriolen voneinander trennen, um sich anschlieBend zu duplizieren. Wahrend der Zentrosomenduplikation und
Zentrosomenreifung in der S- und G,-Phase wird die Reassoziation von NPM an die Zentrosomen durch die
Phosphorylierungsaktivitat von CDK2-Cyclin A verhindert. Nach Auflésung der Kernmembran zu Beginn der M-Phase kann
NPM abhéngig von der Phosphorylierungsaktivitdt von PLK1 und NEK2A an die Zentrosomen der mitotischen Spindel
binden, um eine erneute Duplikation der Zentrosomen zu verhindern. Nach erfolgreicher Zytokinese beginnt der
Zentrosomenzyklus in der folgenden G;-Phase von Neuem. Abbildung modifiziert nach (Grisendi et al., 2006).

Die Rolle NPMs in der Tumorentstehung ist nicht eindeutig. Wie zu Beginn erwahnt, wird
NPM eine Rolle als Protoonkogen und als Tumorsuppressor zugeschrieben. Generell kann ein
erhohtes Zellwachstum und eine erhohte Proliferationsrate sowie Inhibition der
Differenzierung und Apoptose in Tumorzellen mit einer NPM-Uberexpression in Verbindung
gebracht werden. Die Antwort auf proliferative Signale kann dabei Uber den
Transkriptionsfaktor und das Protoonkogen MYC1 vermittelt werden, fir das das NPM-Gen
ein direktes transkriptionelles Ziel ist. NPM selbst kann in der Folge die DNA-Synthese (iber
die DNA Polymerase o aktivieren, somit den Zellzyklus-Ablauf beschleunigen und Gber die

durch NPM gesteigerte Ribosomen-Biogenese zum Zellwachstum beitragen (Colombo et al.,
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2011). Neben der Steigerung des zellularen Metabolismus hat NPM diverse positive
Auswirkungen auf das Zelluberleben durch die Inhibition verschiedener pro-apoptotischer
Signalwege. Bei Uberexpression von NPM in Zellen konnte eine Resistenz gegeniiber
UV-induzierter Apoptose gezeigt werden, die zur anhaltenden Proliferation der Zellen und
einer erhohten DNA-Reparatur durch Hochregulierung des Reparaturfaktors PCNA
(proliferating cellular component of the DNA) flhrte. Weiterhin kann NPM durch direkte
Bindung die Aktivitat des Tumorsuppressors IRF1 (interferon regulatory factor 1) inhibieren,
der in gesunden Zellen in den apoptotischen Zelltod und Zellzyklusarrest nach DNA-Schaden
involviert ist (Kondo et al., 1997). Weitere Mechanismen durch die NPM bei Uberexpression
die Apoptose inhibiert sind physische Interaktionen mit den Tumorsuppressoren PKR
(Interferon-induced, double-stranded RNA-activated protein kinase) und CAD (caspase-
activated DNAse) (Pang et al., 2003)(Ahn et al., 2005). Als letzter Mechanismus bleibt die
direkte Interaktion zwischen NPM und P53 zu nennen. Die Aktivitat von P53 wird, wie
bereits beschrieben, durch Bindung von MDM2 intensiv kontrolliert. Als Antwort auf DNA-
Schéden, kann P53 durch die ATM (ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ATM-related
kinase) an Serin 15 phosphoryliert werden, was zur Aktivierung von Effektoren wie
p21WAFYCIPL fiihrt und dem pro-apoptotischen Gen BAX, das in Zellzyklusarrest und
Apoptose-Mechanismen eingebunden ist. Die Uberexpression NPMs verhindert die
Phosphorylierung von P53 und somit auch den folgenden Zellzyklusarrest bzw. den
apoptotischen Zelltod (Li et al., 2005).

Aufgrund der Uberexpression von NPM in diversen Tumoren, den damit verbundenen
Auswirkungen auf die Stabilitit von P53 und der folgenden Unterdriickung von
apoptototischen Signalen sowie der Korrelation zwischen NPM-Expression und dem
Uberleben von Krebszellen, wird NPM als potentielles Ziel in der Krebstherapie angesehen.
Passend hierzu konnte gezeigt werden, dass der Knockdown von NPM in Tumorzellen zu
einem massiven Sterben der Zellen fiihrte (Zhang, 2004). Neben der Uberexpression von
NPM in verschiedenen Tumorarten, sind auch Krebszellen bekannt, die aufgrund einer
Gen-Translokation NPM-Fusionsproteine exprimieren, die potente Onkogene sind (z.B.
NPM-ALK, NPM-MLF1) (Drexler et al., 2000). Weiterhin kénnen auch Mutationen im
NPM-Gen selbst onkogene Auswirkungen haben (z.B. NPMc+ Mutante) (Box et al., 2016).

94



Einleitung

YTR107 TC1

NSC348884

(+)-Avrainvillamid Centrocountin-1

Abbildung 2.5 Strukturen bekannter kleiner Molekdle, die an NPM binden. a) Struktur von YTR107; identifiziert in einem
phanotypischen Screen fur kleine Molekile, die Zellen gegeniiber Bestrahlung sensibilisieren (Sekhar et al., 2011). b)
Struktur des Phthalimids TC11; identifiziert in einem Screen von Thalidomid-Derivaten auf die Zellproliferation von
multiplen Myelom-Zelllinien (Shiheido et al., 2012). ¢) Struktur von NSC348884; identifiziert in einem in silico Screen als
Binder des NPM-Pentamers. d) Struktur von (+)-Avrainvillamid; identifiziert durch einen Pulldown-Assay mit biotinyliertem
(+)-Avrainvillamid und T-47D-Zelllysat (Wulff et al., 2007b). e) Struktur von Centrocountin-1; identifiziert innerhalb eines
phanotypischen Screens zur Modulation der Mitose und anschlieRendem Pulldown-Assay (Diickert et al., 2012).

In der Literatur sind einige NPM bindende Substanzen beschrieben, von denen das friiheste
Beschriebene ein Peptid des HIV-1-Rev-Proteins ist (ARRNRRRRWREYC), welches die
Sequenz zur nukleoldren Lokalisierung des Proteins enthélt. Die Behandlung von HRasV12A
transformierten Maus-Fibroblasten (Ras-3T3) mit dem Peptid in Zellkultur konnte eine
Verringerung der Zellproliferation zeigen. In vivo konnten ebenfalls positive Effekte der
Peptidbehandlung auf die TumorgrofRe von Ras-abhangigen Tumoren in einem Maus-
Xenograft-Modell beobachtet werden. In Zusammenhang mit den bereits beschriebenen
Auswirkungen auf die DNA-Schadensantwort von Zellen bei genotoxischem Stress, konnte in
Blasenkrebszellen durch Kombination mit niedrigen Dosen des HIV-1-Rev-Peptids der Effekt
des Topoisomerase-Inhibitors Doxorubicin exponentiell verstarkt werden. Als Ursache fur
den Effekt des Peptids wird ein Einfluss auf die Aktivitat und Funktion von P53 vermutet. Die
erhéhte Expression P53s kdnnte somit fir die Anti-Tumor-Aktivitdt des HIV-1-Rev-Peptids
verantwortlich sein. (Chan et al., 2005).

Der Naturstoff (+)-Avrainvillamid konnte ebenfalls als Binder von NPM identifiziert werden.

In der Zellkultur konnte die Proliferation von Tumorzellen durch die Substanz inhibiert
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werden und die P53-Proteinlevel stiegen abhangig zur (+)-Avrainvillamid Konzentration. Es
konnte gezeigt werden, dass (+)-Avrainvillamid eine kovalente Bindung mit Cystein 275 am
C-Terminus von NPM eingeht (Wulff et al., 2007b; Wulff et al., 2007a). Eine weitere Gruppe
bekannter NPM-Inhibitoren beeinflusst die Fahigkeit NPMs Oligomere zu bilden. Hierzu
gehdren die niedermolekularen Verbindungen YTR107 und NSC348884 (Abbildung 2.5a und
c) sowie das RNA-Aptamer 1Al (Qi et al., 2008; Jian et al., 2009; Sekhar et al., 2011).
YTR107 und Derivate wurden innerhalb eines phénotypischen Screens identifiziert, der zur
Suche nach Substanzen entwickelt wurde, die die Sensitivitdt von Zellen gegeniber
genotoxischem Stress erhohen (Reddy et al.,, 2010). NPM konnte mithilfe eines
affinitatschromatographischen Ansatzes als Zielprotein identifiziert werden und biochemische
Untersuchungen zeigten einen Einfluss der Substanz auf die Oligomerisierung NPMs (Sekhar
et al., 2014). Die initial identifizierte Substanz YTR107 konnte eine NPM-vermittelte
Reparatur von DNA-Schéden in Zellen verhindern. Weiterhin fiihrte die Behandlung von
Zellen mit YTR107 ohne weiteren genotoxischen Stress zur Ansammlung von DNA-Schaden,
die vermutlich ebenfalls auf eine Inhibition der NPM-vermittelten DNA-Reparatur
zuriickzufihren sind. In Maus-Xenograft-Modellen konnte weiterhin ein positiver Einfluss
von YTR107 auf das Tumorwachstum in Kombination mit Bestrahlungstherapie erfasst
werden (Sekhar et al., 2011). Das innerhalb eines in silico Screening-Ansatzes identifizierte
NSC348884 zeigt ebenfalls einen Einfluss auf die Oligomerisierung NPMs. Ahnlich wie bei
dem bereits beschriebenen HIV-1-Rev-Peptid konnte auch NSC348884 einen synergistischen
Effekt auf die Proliferation von Lymphomzellen bei Kombination mit Doxorubicin
hervorrufen. NSC348884 zeigt weiterhin einen konzentrationsabhéngigen inhibitorischen
Effekt auf die Proliferation und die Apoptose von Prostatakarzinomzellen (LNCaP). Die
Behandlung mit Substanz war einhergehend mit erhdéhten P53-Proteinleveln und der
vermehrten Anwesenheit von phosphoryliertem P53 (pS15), was die Rolle NPMs als
natlrlichem Repressor von P53 bestétigt. NPM kdnnte somit die Funktion von P53 wahrend
des Zellwachstums und in Anwesenheit geringer DNA-Schaden abdampfen (Qi et al., 2008).
Auch das 2009 entwickelte RNA-Aptamer 1Al zeigte in Zellen eine erhdhte Menge an P53,
apoptotisches Zellsterben und eine gesteigerte Sensibilitdt der Zellen gegeniber
genotoxischem Stress (Jian et al., 2009). Das Phthalimid TC11l bindet zwar an die
Oligomerisierungsdoméne von monomerem NPM, die Bindung fiihrt im Gegensatz zu den
drei vorherigen Substanzen jedoch nicht zu einer Inhibition der Oligomer-Bildung von NPM
(Abbildung 2.5b). Mit TC11 behandelte Zellen zeigten einen apoptotischen Zelltod und in

vivo Tumormodelle zeigten eine signifikante Verringerung der Tumorengréf3e. Die
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verwendeten multiplen Myelom-Zelllinien waren negativ fir P53 und der Einsatz von TC11
in HeLa-Zellen zeigte keinen Anstieg der P53-Proteinlevel. Stattdessen wird angenommen,
dass der apoptotische Zelltod die Folge des Einflusses von NPM auf die Zentrosomen-
Integritat ist. In TC11-behandelten Zellen konnten lberzahlige Zentrosomen einhergehend
mit einer Anreicherung von mitotischen Zellen beobachtet werden. Der Mechanismus, der
zum apoptotischen Zelltod flhrt, kdnnte somit wahrend des mitotischen Arrests anzusiedeln
sein oder spater aufgrund ungleichmaRiger Zellteilungen in Tochtergenerationen ausgeldst
werden (Shiheido et al., 2012; Matsushita et al., 2015).

2.3.5 Centrocountine: Biologisch aktive Indolochinolizine

Innerhalb der Arbeitsgruppe Chemische Biologie (MPI Dortmund) wurde abgeleitet von
biologisch aktiven Naturstoffen mit Indol-Grundgerist eine Kkleine Bibliothek an
Indolochinolizinen synthetisiert, deren biologische Aktivitdt spater in zelluldaren Versuchen
festgestellt werden konnte. Aktive Indolochinolizine zeigten Uberzahlige Spindelpole in
mitotischen Zellen sowie einen Arrest in der Mitose und die Aktivierung des apoptotischen
Zelltods. Mittels affinitatschromatographischen Reinigungsverfahren, konnte NPM als
Zielprotein identifiziert werden. Aufgrund der Interaktion von NPM wund dem
Kernexportrezeptor CRM1 in der Kontrolle der Zentrosomenreifung wurde CRM1 als
weiteres potentielles Zielprotein in Betracht gezogen. Beide Proteine, NPM und CRM1,
konnten anschliefend mittels mikroskopischer und biochemischer Verfahren validiert werden.
Die Charakterisierung der aktivsten Substanz Centrocountin-1 zeigte eine etwa 5-fach langere
Mitosedauer, die von multipolaren Spindeln und fehlorientierten Chromosomen in der
Metaphaseebene begleitet wurde. Der apoptotische Zelltod, der bei Behandlung von Zellen
mit Centrocountin-1 herbeigefiihrt werden konnte, scheint dabei ahnlich wie im Falle von
TC11 nicht P53-abhangig zu sein, da auch Zellen von Mitosearrest und Apoptose betroffen
sind, die P53-defizient sind (Pries, 2011). Vielmehr scheint die Aktivierung des
Spindelkontrollpunkts und der anschlieende mitotische Arrest, bei dem wie in Abschnitt
2.3.3 beschrieben der Zelltod-Signalweg und die Cyclin B-Degradation um ein Sterben oder
Uberleben der Zelle konkurrieren, fiir das Schicksal der Zelle verantwortlich zu sein. Die
Frage welche Faktoren die Suszeptibilitat der spezifischen Zelle oder Zelllinie gegeniber
einem Tod durch permanente SAC-Aktivierung ausmachen, ist jedoch noch nicht geklart
(Gascoigne and Taylor, 2008). Der Mechanismus, wie eine Inhibition von NPM und CRM1
den beschriebenen zellulédren Phanotyp verursacht, ist ebenfalls noch nicht eindeutig geklért.

Da beide Proteine Uber Bindung an das Zentrosom an dessen Duplikation am Ende der
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Gi-Phase eingebunden sind, besteht die Moglichkeit, dass sich die unabhé&ngige Inhibition
beider Proteine akkumuliert und eine zentrosomale Uberduplikation oder Fragmentierung
verursacht wird. Bei hohen Konzentrationen von Centrocountin-1 konnte in diesem
Zusammenhang eine Inhibition des nukledren Exports durch CRM1 beobachtet werden (Pries,
2011; Duckert et al., 2012).

2.4 Zielsetzung

Innerhalb dieser Arbeit sollte ein zellbasierter phanotypischer Screen entwickelt werden, der
zur ldentifizierung weiterer aktiver Centrocountin-1-Derivate verwendet werden kann.
AnschlieBend sollte der Einfluss dieser Substanzen auf die Zellteilung untersucht werden. In
weiteren Untersuchungen galt es, den Wirkmechanismus der biologisch aktiven
Indolochinolizine anhand der Ursprungssubstanz Centrocountin-1 insbesondere im Hinblick

auf die beiden Zielproteine NPM und CRM1 weiter zu erdrtern.
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2.5 Ergebnisse

2.5.1 Entwicklung eines zellbasierten Screens auf Basis eines mitotischen
Markerproteins

Fir die Entwicklung eines Screens zur Identifizierung weiterer biologisch aktiver
Centrocountin-Derivate wurde zunéchst versucht das Merkmal der fehlangeordneten
Chromosomen innerhalb der Metaphase von HelLa-Zellen zu nutzen. Nach Auflosung der
Kernhtlle wéhrend der Prometaphase sind die Chromosomen zugénglich fur Mikrotubuli. In
einem als search and capture beschriebenen Mechanismus verlangern und verkirzen sich die
Mikrotubuli, die ihren Ursprung in den beiden Spindelpolen haben, um die Kinetochore der
Chromosomen zu binden. Kinetochore, die nicht mit Plus-Enden der Mikrotubuli verbunden
sind, werden von BUB- und MAD-Proteinen gebunden und aktivieren den SAC.

BUB1 a-Tubulin DAPI BUB1 + a-Tubulin + DAPI
Abbildung 2.6 Centrocountin-1 induziert die Fehllokalisation von Chromosomen und die Bildung freier Kinetochore in der
Metaphase. HelLa-Zellen wurden fiir 16 h mit 30 uM Centrocountin-1 behandelt. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit

spezifischen Antikdrpern gegen BUB1 (rot) und a-Tubulin (griin) sowie die Visualisierung zellularer DNA mittels DAPI
(blau). 63x-Vergrolierung. Malstabsbalken = 10 pum.

DMSO

30 puM Centrocountin-1

Bei Behandlung von Zellen mit Centrocountin-1 koénnen fehlerhaft ausgerichtete
Chromosomen wahrend der Metaphase beobachtet werden, einhergehend mit einem Anstieg
an Signalen fir BUB1. Wéhrend in DMSO-behandelten Zellen die Chromosomen in der
Aquatorialebene ausgerichtet sind und die Signale fiir BUB1 entlang selbiger liegen, zeigen
sich in Substanz-behandelten Zellen BUBL1-Signale in der Nahe beider Spindelpole
(Abbildung 2.6). In der Theorie sollte sich die unterschiedliche Lokalisation der
Chromosomen als auch der punktférmigen BUB1-Signale mittels automatischer Bildanalyse

erfassen lassen, um die Zahl an Zellen mit fehllokalisierten Chromosomen innerhalb der
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Metaphase zu quantifizieren. Aufgrund der Komplexitat dieses Vorhabens in der praktischen
Umsetzung wurde dieser Ansatz als Grundlage flr einen Screen jedoch verworfen. Zum einen
ware die bioinformatorische Analyse der Lokalisation der Chromosomen sehr aufwendig,
zum anderen ergibt auch die Analyse des BUB1 Signals kein klares Ja-Nein-Ergebnis, da
auch unbehandelte Zellen ein BUBL1 Signal zeigen und erneut nur ein Ergebnis Uber die
raumliche Lokalisation des Signals erreicht werden konnte. Als weiterer wesentlich
praktikablerer Marker wurde die Phosphorylierung von Histon 3 an Serin 10 (pHisH3)
untersucht. Zwischen Prophase und Metaphase erfolgt diese Phosphorylierung, die fir die
Initiation der Chromosomen-Kondensation notwendig ist, durch die Kinasen AURKA und
AURKB (Crosio et al., 2002; Nowak and Corces, 2004). Am Ende der Anaphase erfolgt die
Dephosphorylierung durch die Proteinphosphatase 1 (PP1) (Prigent and Dimitrov, 2003). Der
Anstieg in phosphoryliertem pHisH3 innerhalb der Mitose macht es als mitotischen Marker
ideal fur die Verwendung als Signalgeber innerhalb eines phénotypischen Screens, da es ein
klares Ja-Nein-Signal gibt, ob sich Zellen in der Mitose befinden oder nicht.

pHisH3 a-Tubulin DAPI pHisH3 + a-Tubulin + DAPI

DMSO

30 pM Centrocountin-1

&
2

Abbildung 2.7 Detektion des mitotischen Markers pHisH3 in HelLa-Zellen. HelLa-Zellen wurden fir 16 h mit 30 pM
Centrocountin-1 behandelt. AnschlieRend erfolgte die Farbung mit spezifischen Antikorpern gegen an Serin 10
phosphoryliertes Histon H3 (rot) und a-Tubulin (griin) sowie die Visualisierung von DNA (blau) mittels DAPI.
63x-VergroBRerung. MafRstabsbalken = 10 um.

Der mitotische Marker pHisH3 ist im Gegensatz zur Detektion fehllokalisierter
Chromosomen jedoch kein eindeutiges Merkmal einer gestérten Mitose. Alle mitotischen
Zellen, die sich zwischen Prometaphase und Anaphase befinden sind positiv fir pHisH3,
somit auch Zellen, die die Mitose normal durchlaufen ohne Fehllokalisation der
Chromosomen oder einer Uberduplikation der Spindelpole. Dennoch kann es durch die

verlangerte Zeit, die Zellen in Anwesenheit von Centrocountin-1 in der Mitose verbringen
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(60 min unbehandelt gegenuber ca. 300 min mit Centrocountin-1) zu einer Anreicherung von
mitotischen Zellen kommen. Bei Annahme einer statistischen Verteilung der Zellen innerhalb
des Zellzyklus zum Zeitpunkt der Behandlung mit Centrocountin-1 und einer ungefahren
Duplikationsdauer von 24 h fiur HelLa-Zellen, sollte ein signifikanter Unterschied in der
Anzahl pHisH3 positiver Zellen nach 24 h Behandlung beobachtet werden. Mithilfe eines
automatisierten Mikroskop-Aufbaus und anschlieBender Software-basierter Quantifizierung
sollte im Folgenden eine Auswahl an Testsubstanzen zur Evaluation des Assay-Setups

untersucht werden.
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Abbildung 2.8 Automatische Bildaufnahme und Quantifizierung mitotischer Zellen. a) Hela-Zellen wurden in 96-
Lochplatten ausgesat und am Folgetag mit 20 uM Centrocountin-1 fur weitere 24 h behandelt. Nach Farbung mitotischer
Zellen mithilfe eines spezifischen Antikdrpers gegen phosphoryliertes Histon 3 (S10) (griin) und der DNA (blau) mittels
DAPI, erfolgte die automatische Bildaufnahme. Es folgte die Software-basierte (MetaMorph) Erkennung mitotischer Zellen
anhand eines positiven Signals im pHisH3-Kanal und die Erkennung aller Zellen anhand des DAPI-Signals. Die
Softwareliberlagerung zeigt die Erkennung mitotischer Zellen in orange und anhand des DAPI-Signals pro Flache die
Unterscheidung aller Zellen in die unterschiedlichen Zellzyklusphasen. 10x-VergrofRerung. b) Prozentualer Anteil an
mitotischen Zellen in Anwesenheit verschiedener Testsubstanzen (mit Standardabweichung Uber drei technische Replikate;
normalisiert auf DMSO-Kontrolle). Falls nicht anders angegeben wurden die Zellen mit 20 uM Substanz fiir 24 h behandelt.
c) Die Anzahl analysierter Zellen nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen (mit Standardabweichung uber drei
technische Replikate; normalisiert auf DMSO-Kontrolle).

Hierflr wurden HelLa-Zellen in 96-Lochplatten mit Centrocountin-1, sowie verschiedenen
Derivaten (a707, a966, a549, a689), fir 24 h inkubiert. Als Positivkontrolle wurden der
Tubulin-Polymerisationsinhibitor Nocodazol, der Zellen am Ubergang zwischen G- und
M-Phase arretiert, sowie Noscapine, das ebenfalls an Tubulin bindet, Mikrotubulidynamiken
stort und Zellen im G,/M Ubergang arretiert, verwendet (Anderson et al., 2005). Zusétzlich
wurde das Noscapine-Derivat TZ85+ eingesetzt (Zimmermann et al., 2013b) und der
bekannte Nucleophosmin-Oligomerisierungsinhibitor NSC348884 (Qi et al., 2008)
(Abbildung 2.5). Mithilfe eines automatischen Mikroskops wurden bei 10-facher

VergroRerung je Loch der 96-Lochplatte 9 Bilder aufgenommen, was bei 3 Lochern je
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Bedingung zu insgesamt 27 Bildern pro Substanz flihrte und einer Analyse von ca. 1200
Zellen. Im Anschluss erfolgte die Analyse der Bilder mit der Software MetaMorph (Visitron),
dabei wurden alle Zellen pro Bild uber ihr Signal im DAPI-Kanal erfasst. Analyse Artefakte
wie Punkte und uberlagerte Zellen wurden durch Definition der minimalen und maximalen
GroRe eines Zellkerns aus der automatischen Analyse ausgeschlossen. Weiterhin ist
MetaMorph in der Lage, anhand des DAPI-Signals Zellen einer Zellzyklusphase zuzuordnen.
Dabei berechnet es die Intensitdt des DAPI-Signals im Verhaltnis zur Flache und kann so die
Menge der DNA pro Zelle berechnen und anschlieBend die entsprechende Zellzyklusphase
schatzen. Da innerhalb dieses Versuchsaufbaus jedoch lediglich zwischen mitotischen Zellen
und Interphase-Zellen unterschieden werden musste, wurde die genaue Einteilung der
Zellzyklusphasen vernachléssigt. Durch Analyse der Bilder im pHisH3-Kanal konnten die
entsprechenden mitotischen Zellen gezahlt werden. MetaMorph kann zwischen zwei Phasen
der Mitose unterscheiden. Auch hier ist die Intensitat des Signals pro Flache ausschlaggebend
fur die Einteilung in friihe oder spate Mitose. VVor Separierung der Schwesterchromatiden und
dem Zug der Chromatiden zu den Spindelpolen werden die Zellen anhand ihres Signals im
pHisH3-Kanal als friih-mitotisch klassifiziert, wahrend Zellen in der spaten Metaphase und
Anaphase, bei denen sich die Schwesterchromatiden bereits getrennt haben, als spat-mitotisch
klassifiziert werden. Da die Trennung mitotischer Zellen in friihe oder spéate Mitose flr diesen
Screen nicht relevant war, wurden auch hier alle mitotischen Zellen ohne weitere Unterteilung
analysiert. In Abbildung 2.8b ist die Auswertung einer 96-Lochplatte mit Testsubstanzen, die
die Fraktion an mitotischen Zellen relativ zu allen analysierten Zellen prozentual angibt,
dargestellt. Zellen die mit DMSO behandelt wurden zeigten einen Anteil an mitotischen
Zellen von ca. 5%, wahrend Zellen, die mit 0,3 UM Nocodazol behandelt wurden tber 60%
Zellen in der Mitose zeigten. Das biologisch aktive Indolochinolizin Centrocountin-1 zeigte
ca. 13% mitotische Zellen. Die inaktiven Indolochinolizine (a707, a966, a549, a689) zeigten
Werte vergleichbar mit denen von DMSO-behandelten Zellen (Abbildung 2.8b). Gleichzeitig
mit der Berechnung der mitotischen Zellen konnte durch Auswertung aller analysierten Zellen
nach 24 h Substanzbehandlung die Gesamtmenge an Zellen untersucht werden. Wéahrend in
den Proben in Anwesenheit von DMSO und den inaktiven Indolochinolizinen ca. 1000 - 1500
Zellen analysiert wurden, konnten in den Proben mit aktiven Substanzen und den
Positivkontrollen deutlich weniger Zellen anhand ihres DAPI-Signals detektiert werden. Dies
ist auf eine Kombination der Auswirkungen des Mitosearrests und einer eventuellen Toxizitat
der verwendeten Substanzen zurlickzufihren. Fur die finalen Screening-Bedingungen wurde

die Konzentration der zu testenden Substanzen auf 20 uM festgelegt, zusétzlich wurden als
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Kontrollen neben DMSO die Ausgangssubstanz Centrocountin-1 sowie 0,3 UM Nocodazol
eingesetzt. In Abbildung 2.9 ist der Ablauf des Screenings schematisch dargestellt.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 und Folgetage

L 1 1 1
24h

‘ Ausplattieren der Zellen ‘ ‘ Behandlung mit Testsubstanzen ‘ I Fixieren der Zellenl l Farbung l Bildaufnahme und
Bildauswertung

Abbildung 2.9 Schema fir die Durchfihrung des phanotypischen Screens zur Identifizierung aktiver
Centrocountin-Derivate. An Tag 1 erfolgte die Ausplattierung der Zellen. Nach einer ca. 24-stiindigen Adaptionsphase
erfolgte die Behandlung mit den zu testenden Substanzen fur weitere 24 h. Nach Fixierung der Zellen an Tag 3 wurden die
Zellen mit spezifischem Antikdrper gegen phospho-Histon 3 (S10) fir mindestens 1 h oder (ber Nacht behandelt. Am
Folgetag erfolgte die Inkubation mit einem Fluorophor-gekoppelten Sekundérantikérper und DAPI. Ab diesem Zeitpunkt
konnten die 96-Lochplatten bei 4°C bis zur Aufnahme mit dem automatischen Mikroskop bei 4° bis zu einer Woche gelagert
werden. Die Bildauswertung erfolgte ebenfalls automatisch im Anschluss an die Bildaufnahme, mit geringen manuellen
Feinjustierungen fir jede 96-Lochplatte.

Im Anschluss an die Quantifizierung der Bilddaten erfolgte die manuelle Filterung von falsch
positiv getesteten Substanzen, die eine hohe Anzahl an mitotischen Zellen zeigten, die jedoch
auf Auffalligkeiten in den analysierten Bildern zuriickzufiihren waren. In Abbildung 2.10 sind
zwei Beispielsubstanzen aufgefuhrt, die in der automatischen Quantifizierung eine hohe
Anzahl an mitotischen Zellen zeigten, die jedoch auf ein unspezifisches Signal des

pHisH3-Antikdrpers zurlickzufiihren sind.

pHisH3 DNA + pHisH3

20 pM sg51

20 M 2922
. . .O
b4
>

0,2% DMSO

Abbildung 2.10 Zwei Beispiele fiir falsch positiv identifizierte Substanzen. Dem Screening-Setup entsprechend wurden
HelLa-Zellen mit 20 pM sg51 oder a922 fiir 24 h behandelt. Nach Farbung der DNA (blau) und des phosphorylierten Histons
H3 (S10) (grun) erfolgte die automatische Bildaufnahme und die Quantifizierung der gewonnenen Bilddaten.
10x-VergroRerung.

Im Fall der getesteten Substanz sg51 zeigt jeder Nukleus der behandelten Zellen ein

fragmentiertes pHisH3 Signal, das sich zu dem Signal in mitotischen Zellen unterscheidet und
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bei Vergleich mit dem DAPI-Signal auch in Interphase-Zellen detektiert wird (vergleiche
Abbildung 2.7 und DMSO-Kontrolle). Die Substanz a922 zeigte ebenfalls ein pHisH3-Signal
in fast allen untersuchten Zellen unabhangig von deren Zellzyklusphase. Hier ist das pHisH3-
Signal jedoch im gesamten Zytosol verteilt. In beiden Fallen flhrte die automatische
Quantifizierung zu einer fehlerhaften Zahlung von Interphase-Zellen (Abbildung 2.10).

2.5.2 Phéanotypisches Screening von Centrocountin-Derivaten

Der entwickelte phénotypische Screen wurde anschliefend zum Screening einer kleinen
spezialisierten Bibliothek von Centrocountin Derivaten genutzt, die von V. Eschenbrenner-
Lux (MPI Dortmund) innerhalb der Abteilung synthetisiert wurde. Insgesamt wurden ca. 150
Substanzen untersucht, von denen Substanzen als aktiv beriicksichtigt wurden, die eine
doppelt so hohe Anzahl an mitotischen Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zeigten
(entspricht 8% - 10% mitotische Zellen). 12 der getesteten Substanzen Uberschritten den
festgelegten  Schwellenwert, wobei die potenteste Substanz a528 bei einer
Substanzkonzentration von 20 pM eine 7,8-fache Erh6hung in der Anzahl mitotischer Zellen
im  Vergleich zur DMSO-Kontrolle und eine ca. zweifache Erhéhung zu
Centrocountin-1-behandelten Zellen bei gleicher Konzentration zeigte (Tabelle 2.1 und
Abbildung 2.11)

Tabelle 2.1 Untersuchte Substanzen, die den Schwellenwert (normalisierter mitotischer Index) fuir die Anzahl an mitotischen
Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mindestens um den Faktor 2 (iberschreiten. Zum Vergleich wurde Centrocountin-1
mit aufgefiihrt. Substanzen, die mit einem Stern (*) gekennzeichnet sind wurden mit einer Substanzkonzentration von 30 uM
getestet.

normalisierter

Substanz mitotischer Index

ab28 7.8
a923 5,7
a688* 4.4
a226 3,9
a682* 3,6
Centrocountin-1 3,3
a703 3,0
mv31 2,8
sg37 2,6
a813 2,6
ab30/m429* 2,5
a710 2,4
ab01f1* 2,0
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Parallel zum Screening der Substanzbibliothek wurde das Screening-Setup an das
Lead Discovery Center (Dortmund) der Max-Planck-Gesellschaft transferiert, wo weitere

Centrocountin-Derivate synthetisiert und getestet wurden.

a226 a682

Abbildung 2.11 Strukturen der 5 aktivsten Centrocountin-Derivate.

2.5.3 Charakterisierung des potentesten Centrocountin-Derivats a528

Fur die weitere Charakterisierung der potentesten Substanz, a528, aus dem Screening wurde
der Einfluss der Substanz auf die Mitosedauer mithilfe von Lebendzellmikroskopie
untersucht. Hierfir wurden HelLa-H2B-mCherry-GFP-B-Tubulin-Zellen (Neumann et al.,
2010), die stabil mCherry-markiertes Histon H2B und GFP-markiertes o-Tubulin
exprimieren, genutzt. Unter Verwendung von 3,75 uM a528 wurden alle 45 min

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen gemacht.
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Abbildung 2.12 Lebendzellmikroskopie von HelLa-H2B-mCherry-GFP-B-Tubulin-Zellen, die mit 3,75 uM a528, 7,5 uM
Centrocountin-1 oder DMSO behandelt wurden. Die Pfeile zeigen mitotische Zellen. Die Aufnahme von Bildern erfolgte
automatisch alle 45 min bei 10-facher VergroRerung. Histon H2B = rot, a-Tubulin = griin. Zeitformat: h:mm.

Waéhrend DMSO-behandelte Zellen ca. 60 min zum Durchlaufen von Mitose und Zytokinese
bendtigten ist bei mit a528 behandelten Zellen die Mitose selbst nach 3 h noch nicht
abgeschlossen. Als Kontrollsubstanz wurde Centrocountin-1 mitgefuhrt, das in der
eingesetzten Konzentration von 7,5 UM ebenfalls eine deutlich verlangerte Zellteilungsdauer

zeigte.

Sowohl fir das Screening als auch die Lebendzellexperimente wurde ein racemisches
Gemisch von a528 verwendet. Da im Fall der Centrocountine nur fir das (R)-Enantiomer
(Centrocountin-1) eine biologische Aktivitat gemessen werden konnte (Duckert et al., 2012),
sollte fur a528 ebenfalls eine etwaige Enantiomerenspezifitat ermittelt werden. Hierflr
wurden die beiden Enantiomere innerhalb des Screening-Setups miteinander verglichen und

ihre Auswirkungen auf die Anzahl mitotischer Zellen untersucht (Abbildung 2.13).
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Abbildung 2.13 Enantiomerenspezifitdt von a528. a) HelLa-Zellen wurden fir 24 h mit den angegebenen Substanzen
behandelt. AnschlieRend erfolgte die Berechnung des Anteils der mitotischen Zellen anhand der Ausz&hlung von pHisH3
positiven Zellen. b) Strukturen der beiden untersuchten a528-Enantiomere.

Hier zeigte sich, dass auch das potentere Centrocountin-Derivat a528 eine
Enantiomerenspezifitat zeigte. Bei Verwendung von 10 uM des (S)-Enantiomers konnten
knapp 25% der untersuchten Zellen in der Mitose detektiert werden, wahrend die gleiche
Substanzkonzentration des (R)-Enantiomers keinerlei Auswirkungen hatte und Mengen an
mitotischen Zellen zeigte, die vergleichbar mit der DMSO-Kontrolle waren. Passend dazu
zeigte das racemische Gemisch ca. 10% an mitotischen Zellen, was ungeféhr der Hélfte an
mitotischen Zellen des aktiven (S)-Enantiomers bei gleicher Substanzkonzentration entspricht.
Gleichzeitig konnte auch die Konzentrationsabhangigkeit der Substanz auf den Mitosearrest
gezeigt werden. Bei Inkubation mit 5 uM des (S)-Enantiomers reduzierte sich die Anzahl an
mitotischen Zellen um ungeféahr die Halfte im Vergleich zum Einsatz von 10 uM Substanz
(Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Enantiomerenspezifitat von a528. Prozentualer Anteil an mitotischen Zellen nach Behandlung von Hela-Zellen
mit den angegebenen Substanzen. Berechnung der Standardabweichung (SD) tber drei technische Replikate

Substanz Mitotische Zellen / % SD/ %
10 uM (rac)-a528 9,7 3,8
5 UM (rac)-a528 6,2 0,8
10 pM (R)-a528 5.7 1,8
5 uM (R)-a528 4,9 0,8
10 uM (S)-a528 24,7 2,4
5 uM (S)-a528 13,1 1,6
0,3 UM Nocodazol 64,9 53
0,2% DMSO 4,2 0,7
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Eine weitere Auswirkung der Behandlung von Zellen mit Centrocountin-1 ist die fehlerhafte
Anordnung von Chromosomen wiahrend der Metaphase. Anstatt sich in der Aquatorialebene
auszurichten, zeigen Centrocountin-1-behandelte Zellen auch Chromosomen in der Nédhe der
Spindelpole (siehe Abbildung 2.6). Um einen ahnlichen Effekt von a528 zu untersuchen
wurden HelLa-Zellen mit dem racemischem Gemisch von a528 sowie dem (S)- und
(R)-Enantiomer behandelt und nach 24 h Inkubation fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

DMSO (rac)-a528 (5)-a528 (R)-a528

> “a A\
£l ¥

Abbildung 2.14 Die Substanz a528 verursacht die fehlerhafte Anordnung von Chromosomen in der Metaphase. HelLa-Zellen
wurden mit 10 uM der angegebenen Substanzen fiir 24 h inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Farbung von a-Tubulin (griin)
mittels spezifischem Antikdrper und der DNA (blau) mittels DAPI. Maf3stabsbalken = 10 pm.

DNA

a-Tubulin

DNA + a-Tubulin

Zellen, die mit DMSO oder (R)-a528 behandelt wurden, zeigten normale Metaphase Zellen,
bei denen die Chromosomen korrekt in der Aquatorialebene angeordnet waren. Bei
Inkubation mit (rac)-a528 oder (S)-a528 konnten neben einer erhéhten Anzahl an mitotischen
Zellen auch fehlorientierte Chromosomen in der Metaphase detektiert werden. Das aktive
Enantiomer (S)-a528 zeigte dabei eine starkere Auswirkung auf die Fehllokalisation der

Chromosomen als das racemische Gemisch (Abbildung 2.14).

Ein Teil der Zellen, die mit Centrocountin-1 behandelt wurden, zeigten in Folge des

Mitosearrests einen apoptotischen Zelltod. Fur das neu identifizierte aktive Derivat a528
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sollten ebenfalls die Auswirkungen auf die Zellviabilitat bestimmt werden. Hierfur wurde der
WST-1 Assay eingesetzt, der spektrophotometrisch die Zellproliferation, Zellviabilitat sowie
die Empfindlichkeit gegenliber Substanzen messen kann. Das eingesetzte Tetrazoliumsalz
WST-1 wird unter anderem durch die zellularen Reduktionsmittel NADH und NADPH sowie
durch das mitochondriale Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System zu Formazan gespalten
(Berridge et al., 2006). Wahrend das Edukt WST-1 farblos ist, absorbiert Formazan Licht bei
einer Wellenldnge zwischen 420 nm und 480 nm. In einer Zellpopulation I&sst sich somit am
Farbumschlag die Fraktion an lebenden Zellen messen. Fir diese Analysen wurden
HeLa-Zellen im 96-Lochplattenformat kultiviert und mit unterschiedlichen Konzentrationen
von (rac)-a528 und den getrennten Enantiomeren fur 48 h behandelt, um anschlielend die

Fraktion an lebenden Zellen mittels WST-1 Reagenz zu bestimmen.

—— (rac)-a528

—— Centrocountin-1
(R)-a528

—— (5)-a528

0,5

Anteil an lebenden Zellen

0,0 —— — —— —
0,01 0,1 1 10 100

Substanz / uM

Abbildung 2.15 Einfluss von (rac)-a528, (R)-a528 und (S)-a528 auf die Viabilitdt von HeLa-Zellen. Zellen wurden fiir 48 h
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Substanz behandelt. AnschlieBend erfolgte die Detektion der Zellviabilitat mittels
WST-1 Reagenz.

Wie auch bei der Induktion des Mitosearrests zeigt das inaktive (R)-Enantiomer von a528
keinen Einfluss auf die Viabilitdt von HelLa-Zellen, wahrend das aktive (S)-Enantiomer eine
halb-maximale inhibitorische Konzentration (ICso) von 4,7+0,5uM zeigt. Sowohl das
racemische Gemisch von a528 (ICso=9,7+1,1 uM), als auch die Ausgangssubstanz
Centrocountin-1 (ICso = 17,2 + 2,4 uM) zeigten wesentlich héhere 1Cso-Werte und somit eine

geringere Befahigung zur Inhibition der Proliferation von HeLa-Zellen (Abbildung 2.15).
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2.5.4 Untersuchungen zum Wirkmechanismus biologisch aktiver

Indolochinolizine

2.5.4.1 Einfluss von Centrocountin-1 auf die Oligomerisierung von NPM

Neben der Identifizierung weiterer biologisch aktiver Centrocountin-Derivate, sollte innerhalb
dieser Arbeit der Wirkmechanismus von Centrocountin-1, insbesondere im Hinblick auf die
beiden Zielproteine NPM und CRM1, weiter aufgeklart werden. NPM existiert in der Zelle in
einem Gleichgewicht zwischen einer monomeren und einer oligomeren Form (Herrera et al.,
1996). Dabei befindet sich der Hauptteil NPMs (ca. 95%) in Zellen als Pentamer (Chan and
Chan, 1995). Zwei NPM-Pentamere lagern sich wiederum in einer Kopf-zu-Kopf-Anordnung
zu einem Decamer zusammen. Es wird davon ausgegangen, dass der Decamer als Histon-
Chaperon fungiert und den Aufbau der Nukleosomen erleichtert (Dutta et al., 2001; Okuwaki
et al., 2001; Lee et al., 2007). In der Literatur sind zwei Ansétze bekannt, mit dem Ziel die
NPM-Oligomerisierung zu unterbinden. In einem Ansatz wurde mittels der SELEX-Methode
(systematic evolution of ligands by exponential enrichment) ein RNA-Aptamer designt, der
die Oligomerisierung von NPM in Zellen inhibiert. NPM lokalisiert in Zellen fast
ausschlieBlich in die Nukleoli und die Inhibierung der Oligomerisierung sorgt fur eine
Delokalisation in das Nukleoplasma, einhergehend mit einer Sensibilisierung der Zellen
gegenuber DNA-Schaden-induzierenden Agenzien (Jian et al., 2009). In einem zweiten
Ansatz wurde in einem in silico Screen NSC348884 identifiziert, der die Dimerisierung von
NPM inhibiert und ahnlich wie das zuvor erwahnte RNA-Aptamer P53 hochreguliert, was
zum apoptotischen Zelltod fuhrt (Qi et al., 2008). Um die Auswirkungen von Centrocountin-1
auf die Oligomerisierung von NPM zu untersuchen, wurde 10xHis-NPM heterolog exprimiert
und mit verschiedenen Konzentrationen von Centrocountin-1 inkubiert, um danach mittels

nativer Gelelektrophorese untersucht zu werden (Abbildung 2.16a).
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Abbildung 2.16 Untersuchungen zum Einfluss von Centrocountin-1 auf die Oligomerisierung von NPM. a) Heterolog
exprimiertes 10xHis-NPM wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen an Centrocountin-1 inkubiert und anschlieRend
mittels nativer Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. bund c) Centrocountin-1 zeigt keinen Einfluss auf die
Lokalisation von NPM im Zellkern. U-2 OS-Zellen wurden fiir 6 h oder 12 h mit 30 uM Centrocountin-1 behandelt und
anschlieBend mittels spezifischem Antikdrper gegen NPM und Nucleolin (NCL) gefarbt. Die Visualisierung der DNA
erfolgte durch Inkubation mit DAPI. Die Bildaufnahme erfolgte entweder mittels Weitfeldmikroskopie (DNA = blau,
NPM = griin) (b) oder Konfokalmikroskopie (DNA = blau, NPM = griin, NCL = rot) (c). MaRstabsbalken = 20 pm.

Centrocountin-1-Konzentrationen bis zu 80 uM hatten keine detektierbaren Auswirkungen
auf die Oligomerisierung von NPM. In der nativen Gelelektrophorese konnte hauptsachlich
eine Oligomer-Bande, die vermutlich dem NPM-Decamer (ca. 355 kDa) entspricht und eine
dinnere Bande knapp unter der 67 kDa Markerbande, die vermutlich dem NPM-Dimer
(ca. 65 kDa) entspricht, identifiziert werden. Das entwickelte RNA-Aptamer zeigte als Folge
der Inhibition der Oligomerisierung eine Delokalisation NPMs von den Nukleoli in das
Nukleoplasma. Centrocountin-1 zeigte bei Konzentrationen von 30 uM in U-2 OS-Zellen
keinen Hinweis auf eine verdnderte nukleoldre Lokalisation im Vergleich mit
DMSO-behandelten Zellen (Abbildung 2.16b). Zusétzlich zur Analyse mithilfe der

112



Ergebnisse

Weitfeldmikroskopie wurden konfokale Bilder von U-2 OS Zellen aufgenommen unter
Zuhilfenahme des Nukleolimarkers Nucleolin (NCL). Auch hier zeigte NPM in Anwesenheit
von Centrocountin-1 eine Lokalisation in den Nukleoli und keine Delokalisation ins
Nukleoplasma, was zusétzlich Uber Kolokalisation mit NCL validiert werden konnte
(Abbildung 2.16c).

2.5.4.2 Untersuchungen zur DNA-Bindung und zur Aktivierung der DNA-
Reparaturmaschinerie

NPM ist in die zellulare Antwort auf genotoxischen Stress involviert. Bei Schadigung der
DNA durch chemische Agenzien oder UV-Strahlung steigt die Expression von NPM an. In
NPM17”-Zellen konnte die konstitutive Aktivierung der DNA-Reparaturmaschinerie gezeigt
werden, was vermutlich auf eine Kontrollpunkt-Funktion von NPM in Bezug auf die
DNA-Integritat zurtickzufiihren ist (Colombo et al., 2005; Grisendi et al., 2006). Die Bindung
von NPM durch Centrocountin-1 kénnte dessen Aufgabe in der DNA-Schadensantwort
beeinflussen. Um eventuelle Effekte von Centrocountin-1 zu untersuchen wurden
HeLa-Zellen mit 30 uM Centrocountin-1 behandelt und anschlieBend die Auswirkungen auf
einen Marker fir DNA-Schaden, phosphoryliertes Histon H2A.X (S139), untersucht. Als
Antwort auf DNA-Doppelstrangbriiche wird das Histon H2A.X von verschiedenen Kinasen
(ATM, ATR, DNA-PK) phosphoryliert, um im Anschluss die Rekrutierung der komplexen
DNA-Reparaturmaschinerie zu vermitteln (Bonner et al., 2008). In den oben erwéhnten
NPM1” Zellen konnte eine permanente Phosphorylierung von H2A.X detektiert werden
(Colombo et al., 2005).
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Abbildung 2.17 Centrocountin-1 zeigt keine relevante Bindung an DNA und hat keinen Einfluss auf die Aktivierung der
DNA-Reparaturmaschinerie. a) HeLa-Zellen wurden fiir 4 h oder 18 h mit 30 UM Centrocountin-1 oder 1 UM Doxorubicin
behandelt. Die Phosphorylierung von Histon H2A. X (pH2A.X) an Serin 139 wurde mittels Immunblotting und einem
spezifischem Antikodrper detektiert. b und ¢) Die Féhigkeit der Bindung von Centrocountin-1 in die kleine Furche der DNA
sowie die Fahigkeit zur DNA-Interkalation wurden mittels eines Fluoreszenz-basierten Assays untersucht. Die Verdrangung
von DAPI, das in die kleine Furche der DNA bindet und des DNA-Interkalators Ethidiumbromid von Kalbsthymus-DNA in
Abhéngigkeit von der eingesetzten Substanzkonzentration eines Kompetitors wurden anhand der Fluoreszenzintensitat
verfolgt. b) Als Positivkontrolle wurde Berenil verwendet, das mit nanomolarer Affinitat (ICso = 700 nM) in die kleine
Furche der DNA bindet und mit niedriger Affinitat (ICsq =16 uUM) in DNA interkaliert. ¢) Centrocountin-1 zeigt keine
Interkalation in DNA und nur eine sehr geringe Bindung in die kleine Furche der DNA (Centrocountin gegeniber kleiner
Furche I1Csg > 100 pM. ICso-Werte wurden mit einem Standard 4-Punkte Fit berechnet.

Als Positivkontrolle wurde Doxorubicin (1 [LIM) verwendet, das in DNA interkaliert und die

Topoisomerase Il (TOPII) hemmt. Die Bildung des terndren Komplexes TOPII-Doxorubicin-
DNA verhindert nach Offnen der DNA zur Strangrelaxation die erneute Ligation. Hierdurch
wird die  Replikation  gestoppt, freie DNA  Strange werden von  der
DNA-Reparaturmaschinerie erkannt und H2A.X wird phosphoryliert. Wahrend in
Doxorubicin behandelten HeLa-Zellen ein Signal fur pH2AX detektiert werden konnte, zeigt
Centrocountin-1 keinen Einfluss auf die Phosphorylierung des Markerproteins (Abbildung
2.17a).

Weiterhin sollte die Fahigkeit von Centrocountin-1 zur Bindung an DNA untersucht werden.
Zum einen sollte damit die DNA als etwaiges Sekundarziel der Substanz ausgeschlossen
werden und zum anderen sollte ein simpler im niedrigen Durchsatz durchfiihrbarer Assay
entwickelt werden, mit dem sich neue flachere Centrocountin-1-Derivate im Hinblick auf ihre

DNA-Bindungseigenschaften untersuchen lassen. Als Grundlage wurde ein Fluoreszenz-
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basierter Verdrangungsassay gewahlt, der bereits von Williams et al. beschrieben wurde, bei
dem zwei bekannte fluoreszente DNA-Binder mit Kalbsthymus-DNA vorinkubiert werden
und durch die Testsubstanzen verdréangt werden mussen (Williams et al., 2012). Als Liganden
wurden DAPI und Ethidiumbromid gewéhlt, wobei DAPI in die kleine Furche der DNA
bindet und Ethidiumbromid zwischen die Basenpaare der DNA interkaliert. Als
Positivkontrolle wurde Berenil (Diminazen) verwendet, das mit nanomolarer Affinitét in die
kleine Furche der DNA bindet und mit wesentlich niedrigerer Affinitat in DNA interkaliert.
Berenil war dementsprechend in der Lage, sowohl DAPI von Kalbsthymus-DNA zu
verdrdngen (ICso=700nM), als auch mit geringerer Effizienz Ethidiumbromid
(1Cs0 = 16 uM) (Abbildung 2.17b). Centrocountin-1 zeigte selbst bei Konzentrationen von
200 uM keine Verdrangung von Ethidiumbromid und nur eine geringe Verdrangung von
DAPI mit einem 1Csp-Wert von > 100 uM (Abbildung 2.17c).

2.5.4.3 Spezifitat von Centrocountin-1 fir monomeres und oligomeres NPM

Als Zielproteine von Centrocountin-1 wurden in friilheren Arbeiten die beiden Proteine NPM
und CRML1 identifiziert (Duckert et al., 2012). Der Nachweis einer direkten Bindung von
Centrocountin-1 an die beiden Proteine erfolgte mittels Fluoreszenzpolarisation, bei der ein
Cy3-gekoppeltes Centrocountin-1-Derivat mit den heterolog exprimierten Proteinen titriert
wurde. Aufgrund der Oligomerisierung von NPM konnte jedoch nicht zwischen einer
Bindung von Centrocountin an oligomeres oder monomeres NPM unterschieden werden.
Weiterhin zeigte auch der verwendete Fluorophor Bindung an die beiden Proteine (Pries,
2011). In der Literatur sind zwei NPM-Punktmutationen bekannt, die die Oligomerisierung
von NPM unterbinden. Der Austausch von Cystein 21 zu Phenylalanin (NPM C21F) sowie
der Austausch von Leucin 102 zu Alanin (NPM L102A) fihrt zu monomerem NPM
(Enomoto, 2006; Prinos et al., 2011). Um die Bindung von Centrocountin-1 an monomeres
NPM zu duberprifen, wurden die zwei NPM-Mutanten (C21F und L102A) mittels
Quikchange-PCR generiert, heterolog exprimiert und affinitdtschromatographisch gereinigt.
Waéhrend Wildtyp-NPM in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese Banden fir den
NPM-Oligomer und den NPM-Monomer zeigt, kann fiir beide Mutanten ausschlieRlich
monomeres NPM detektiert werden (Abbildung 2.18a). Fur die Bestimmung der
Dissoziationskonstanten mittels Fluoreszenzpolarisation wurde ein Fluorescein-markiertes
Centrocountin-Derivat (Centrocountin-FITC) verwendet, das von V. Eschenbrenner-Lux
(MP1 Dortmund) innerhalb der Arbeitsgruppe synthetisiert wurde (Abbildung 2.18b).
Zunachst erfolgte die Titration von Centrocountin-FITC mit Wildtyp 10xHis-NPM, was eine
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wesentlich niedrigere Dissoziationskonstante (Kqapp = 7,14 uM) als die Titration von freiem
FITC mit NPM (Kgapp > 1000 pM) zeigte (Abbildung 2.18c). Im Anschluss wurden die
beiden NPM Mutanten sowie CRM1 getestet. Alle drei Proteine zeigten hierbei ahnliche
apparente Dissoziationskonstanten zwischen 6 und 7 uM (Abbildung 2.18d und e).
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Abbildung 2.18 Interaktion von Centrocountin-FITC mit monomerem NPM. a) Expression der monomeren NPM-Mutanten
10xHis-NPMC21F (GF) und 10xHis-NPML102A (GF). Vergleich der beiden Mutanten mit Wildtyp 10xHis-NPM mittels
SDS-PAGE (ohne Erhitzen der Proben) und Coomassie Brilliant Blue-Féarbung (CBB, oben) oder spezifischer
Antikorperfarbung (unten). Die Proben 10xHis-NPM (GF1) bzw. (GF2) zeigen unterschiedliche Fraktionen von Wildtyp
10xHis-NPM nach dem Versuch der Trennung mittels GroéRenausschlusschromatographie. Probe (AC) zeigt die
proteinhaltige Fraktion nach Affinitatsaufreinigung und Proben (GF) nach der folgenden Gelfiltration. b) Struktur von
Centrocountin-FITC. c) Titration von Centrocountin-FITC/ freiem FITC mit 10xHis-NPM. d) Titration von Centrocountin-
FITC mit 6xHis-CRM1, 10xHis-NPMC21F oder 10xHis-NPML102A. e) Die Tabelle zeigt die ermittelten apparenten
Dissoziationskonstanten.

2.5.4.4 Einfluss von Centrocountin-1 auf den CRM1-abhéngigen nukleéren
Export

Mit Centrocountin-1 behandelte Zellen zeigen neben einer Anhaufung von mitotischen Zellen

auch eine vermehrte Anzahl von Zellen mit multipolaren Spindeln. Dies kdnnte auf eine

Inhibition des Transports von NPM durch CRM1 an die Zentrosomen zu Beginn der Mitose

hindeuten, wo NPM normalerweise eine Uberduplikation der Zentrosomen verhindert (Lim
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and Wang, 2006). In vorangegangenen Studien konnte ein Einfluss hoher Konzentrationen
von Centrocountin-1 auf den CRM1-abhéngigen Export von RANBP1 detektiert werden
(Pries, 2011). Innerhalb dieser Arbeit sollte der Einfluss von Centrocountin-1 auf zwei
weitere CRM1-Cargoproteine untersucht werden. Der transkriptionelle Koaktivator YAP1
sowie der Transkriptionsaktivator FOXO3. Beide Proteine zirkulieren zwischen Zytoplasma
und Nukleus. Bei Inhibition des CRM1-abhangigen nukledren Exports, akkumulieren beide

Proteine im Nukleus.

10 nM LMB 50 pM Centrocountin-1 25 pM Centrocountin-1

YAP FOXO3 DAPI

DAPI + FOXO3 + YAP

Abbildung 2.19 Einfluss von Centrocountin-1 auf die Lokalisation von CRM1-Cargoproteinen. HeLa-Zellen wurden fiir 6 h
mit Centrocountin-1 oder der Positivkontrolle LMB (Leptomycin B) behandelt. Nach Fixierung und Farbung der Zellen mit
spezifischen Antikérpern gegen YAP (rot) und FOXO3 (griin) erfolgte die Farbung der DNA mittels DAPI.
MaRstabsbalken = 40 um.

In DMSO-behandelten Zellen kann sowohl FOXO3 als auch YAP hauptsachlich im
Zytoplasma detektiert werden. Durch Zugabe des kovalenten CRM1-Inhibitors Leptomycin B
(LMB) verbleiben beide Proteine im Nukleus behandelter Zellen. Centrocountin-1 zeigt bei
einer Substanzkonzentration von 50 uM eine Akkumulation von FOXO3 im Nukleus,
wahrend keine Auswirkungen auf die Lokalisation von YAP detektiert werden kdénnen.
Niedrigere Konzentrationen von Centrocountin-1 zeigen keinen Einfluss auf den Kernexport
der beiden untersuchten Proteine (Abbildung 2.19).
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2.6 Diskussion

2.6.1 Entwicklung eines phéanotypischen Screens zur Identifikation neuer
Centrocountin-Derivate

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zur Identifikation neuer potenter Centrocountin-Derivate ein

phénotypischer automatisierter Screeningansatz entworfen und validiert werden, der im

Anschluss fur das Screening einer kleinen Bibliothek an Centrocountin Derivaten genutzt

werden sollte. Dariiberhinaus sollte die Wirkungsweise der Centrocountine weiter erortert

werden, insbesondere im Hinblick auf die bereits erwéhnten Zielproteine NPM und CRM1.

Fir das phé&notypische Screening wurden zundchst verschiedene Auslesemarker in Betracht
gezogen. Als offensichtlichstes Merkmal verursacht die Behandlung von Zellen mit
Centrocountin eine tiberzahlige Verdoppelung oder Fragmentierung der Zentrosomen, was zu
einer gestorten Chromosomenausrichtung wéhrend der Metaphase fiihrt. Diese
Fehlausrichtung ist in Zellen durch Farbung der DNA einfach zu detektieren. Allerdings
wirde zum einen die automatische computergestiitzte Unterscheidung zwischen
fehlorientierten Chromosomen innerhalb der Metaphaseebene und korrekt ausgerichteten
Chromosomen sehr hohe Anforderungen an den Mustererkennungsalgorithmus der
Auswertungssoftware stellen. Zum anderen befinden sich die Chromosomen zwischen
Prometa- und Metaphase in hoher dynamischer Bewegung. Die korrekte Ausrichtung der
Chromosomen in der Metaphaseebene ist das Resultat eines langen Ausrichtungsprozesses,
bei dem sich die Chromosomen durch Verbindung mit den mitotischen Mikrotubuli in der
Zelle bewegen bis diese zum Ubergang in die Anaphase bereit ist. Somit konnte ebenfalls in
unbehandelten Zellen eine Fehlorientierung von Chromosomen zu Beginn der Metaphase
detektiert werden. Eine weitere Methode, um die Fehlorientierung der Chromosomen zu
quantifizieren ist die Verwendung eines Markerproteins. Wie bereits in vorangegangenen
Abschnitten beschrieben, wird die Aktivierung des Spindelkontrollpunkts sowohl durch
fehlende Bindung der Mikrotubuli an die Kinetochore der Schwesterchromatiden ausgeldst
als auch durch eine Detektion von zu geringer Zugspannung zwischen den Kinetochoren der
Schwesterchromatiden. Die Detektion der Bindung zwischen Mikrotubuli und Kinetochoren
erfolgt dabei unter anderem Uber das Protein BUB1. BUB1 bindet an freie Kinetochore und
verhindert so den Ubergang zur nichsten Phase der Mitose. Centrocountin-behandelte Zellen
zeigen in der Metaphase punktformige Signale fur BUBL verteilt durch die gesamte Zelle.

Diese Signale kolokalisieren mit den angefarbten Chromosomen. Auch wenn hier theoretisch
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die Mdoglichkeit einer Quantifizierung der Signale bestliinde, wird bei Betrachtung der
Verteilung von BUBL in unbehandelten Zellen ein weiteres Problem von BUB1 als Marker
fur fehlorientierte Chromosomen deutlich: Aufgrund der Dynamik der Chromosomen
wahrend der Metaphase zeigen auch unbehandelte Zellen Signale fir BUBL. Die Bindung der
Mikrotubuli an die Kinetochore der Chromosomen ist ein Zyklus immer wieder erneuter
Assoziation und Dissoziation, dadurch wird auch in unbehandelten Zellen BUBL1 an die
Kinetochore rekrutiert und kann anschlieBend, wenn auch mit spezifischerer Lokalisation in
der Metaphaseebene, in der Zelle detektiert werden. Auch in diesem Fall misste ein
Algorithums zwischen verteilten BUB1-Signalen und BUB1-Signalen in der Metaphaseebene
unterscheiden kénnen, was prinzipiell moglich, jedoch sehr aufwendig umzusetzen ist. Als
dritte Moglichkeit wurde die langere Verweildauer von Centrocountin-behandelten Zellen in
der Mitose in Betracht gezogen. Da Centrocountin-behandelte Zellen im Vergleich mit
unbehandelten Zellen, eine ca. 5-fach langere Verweildauer in der Mitose zeigen, sollte in
einer gemischten Zellpopulation nach Substanzbehandlung eine héhere Anzahl an mitotischen
Zellen detektiert werden kdnnen (Pries, 2011). Als Marker fur die Detektion von mitotischen
Zellen wurde die Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10 (pHisH3) gewahlt. Die
Phosphorylierung durch die Kinasen AURKA und AURKB zu Beginn der M-Phase leitet die
Kondensation der Chromosomen ein. In der spaten Anaphase erfolgt die Dephosphorylierung
einhergehend mit der Dekondensation der Chromosomen durch die PP1. Zellen, die ein
positives Signal fur den Marker pHisH3 zeigen befinden sich demnach in der Mitose. Fur die
Entwicklung des Screening-Ansatzes wurde zundchst in Voruntersuchungen ein Einfluss von
Centrocountin-1 auf die Phosphorylierung von Histon 3 ausgeschlossen und anschlieRend die
Mdglichkeit zur automatischen Quantifikation des pHisH3-Signals mithilfe der Software
MetaMorph (Visitron) untersucht. Die Behandlung der verwendeten Hela-Zellen mit
Centrocountin-1 zeigte mitotische Zellen mit positivem Signal fiir die Phosphorylierung von
Histon H3, was einen Einfluss der Substanz auf die Phosphorylierungsreaktion ausschlieft.
Trotz der chromosomalen Fehlausrichtungen in den arretierten Metaphase Zellen konnte das
pHisH3-Signal korrekt Software-basiert quantifiziert werden. Fur das automatisierte Testen
neuer Substanzen, wurde das Screening-Setup fir den Einsatz im 96-Lochplattenformat
optimiert und mittels automatischer Mikroskopie und anschlieBender Software-basierter
Auswertung eine Testplatte vermessen. Die Quantifizierung der Testplatte zeigte ca. 5%
mitotische Zellen in der DMSO-Kontrolle und ca. 63% mitotische Zellen nach 24 h
Behandlung mit 0,3 uM Nocodazol. Die beiden Tubulinbinder Noscapin und TZ85+, die als

Mikrotubuli-adressierende  Substanzen  ebenfalls  Gber eine  Aktivierung  des
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Spindelkontrollpunkts zur Arretierung behandelter Zellen in der Metaphase fiihren, zeigten
ebenfalls erhohte Werte fur die Anzahl an mitotischen Zellen im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle. Zur Analyse der Qualitdt des verwendeten Assaysystems in Hinblick auf das
dynamische Fenster zwischen der Negativkontrolle DMSO und der Positivkontrolle
Nocodazol, wurde ein Z*-Faktor von > 0,5 berechnet. Ein Z‘-Faktor von > 0,5 zeigt dabei an,
dass der Unterschied zwischen den Signalen der beiden eingesetzten Kontrollen groR genug
ist, um weitere unbekannte Substanzen unter den verwendeten Testbedingungen zu
untersuchen (Zhang et al., 1999; Walters and Namchuk, 2003). Das Assaysetup konnte im
Folgenden erfolgreich fir die Untersuchung von ca. 150 Substanzen verwendet werden. Dabei
konnten 5 Substanzen identifiziert werden, die eine hohere Anzahl an mitotischen Zellen
zeigten als die Ursprungssubstanz Centrocountin-1. Die aktivste Substanz, a528, flhrte zu
einer 7,8-fachen Erhéhung der mitotischen Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle und zu
einer ca. doppelt so hohen Anzahl an mitotischen Zellen im Vergleich mit Centrocountin-1
behandelten Zellen.

2.6.2 Charakterisierung des potentesten Centrocountin-Derivats

Die Substanz a528 zeigte in Zellen, ahnlich wie auch die Ursprungssubstanz Centrocountin-1,
eine langere Verweildauer der Zellen innerhalb der Mitose. Auch die charakteristische
Fehlorientierung der Chromosomen in der Metaphasebene konnte in a528-behandelten Zellen
beobachtet werden. Ebenso konnte bei ldngerer Behandlung von Zellen mit der Substanz,
analog zur Behandlung mit Centrocountin-1, ein Einfluss auf das Zellwachstum gemessen
werden. Mittels WST-1 Assay konnte flr a528 (1Csp = 9,7 + 1,1) hierbei ein stérkerer Einfluss
auf die Zellproliferation als fir Centrocountin-1 (ICso=17,2£2,4) gezeigt werden.
Desweiteren konnte innerhalb dieser Arbeit gezeigt werden, dass nur das (S)-Enantiomer von
a528 biologische Aktivitat zeigt. Unter Screening-Bedingungen konnte fir das
(R)-Enantiomer keinerlei Aktivitat detektiert werden. Wéhrend das (S)-Enantiomer bei 10 uM
Substanzkonzentration ca. 25% mitotische Zellen zeigt, kann fur das (R)-Enantiomer ein Wert
von ca. 6% ermittelt werden, was sich nur geringfugig vom Wert der DMSO-behandelten
Kontrollzellen (ca. 5%) unterscheidet. Das racemische Gemisch zeigt bei gleicher
Substanzkonzentration ungefahr die Halfte an mitotischen Zellen im Vergleich mit dem
aktiven (S)-Enantiomer, was zu den erfolgten Beobachtungen eines aktiven (S)- und eines
inaktiven (R)-Enantiomers passt. Weiterhin zeigt das inaktive Enantiomer keinen Einfluss auf
die Orientierung der Chromosomen in der Metaphaseebene und die Mitose verlauft normal.
Auch die Untersuchungen zur Zellproliferation zeigten keine Aktivitat von (R)-a528 und bei

gleicher Substanzkonzentration ist die 1Csq flr die Zellproliferation von HelLa-Zellen fir das

120



Diskussion

racemische Gemisch etwa doppelt so hoch wie fur das aktive Enantiomer (S)-a528.
Zusammenfassend zeigt sich, dass mithilfe des entwickelten Screening-Setups und dem
anschliellenden Screening einer Kkleinen Bibliothek an Centrocountin-Derivaten mit der
Substanz a528 ein Pyridoisochinolizin identifiziert wurde, fiir das eine hohere Aktivitat in
Bezug auf den mitotischen Arrest, der Fehllokalisierung von Chromosomen in der
Metaphaseebene und der Inhibition der Zellproliferation detektiert werden konnte, als die
Ursprungssubstanz  Centrocountin-1. Allerdings deutet die Betrachtung der Struktur-
Wirkungs-Beziehung darauf hin, dass bereits geringe Veranderungen der Substituenten der
Chinolizine eine substantielle VVerdnderung der Aktivitat zur Folge haben. Hinzu kommt, dass
die Substanz a528 Stabilitatsprobleme zeigte, was zur Bildung des entsprechenden

zwitterionischen Salzes fuhrte (Eschenbrenner-Lux, 2014; Eschenbrenner-Lux et al., 2014).

2.6.3 Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Centrocountin-1

Ein bereits beschriebener Ansatz zur Adressierung von NPM mittels kleiner Molekdile besteht
in der Inhibition der Oligomerisierung von NPM. Es wird angenommen, dass zelluldares NPM
zum Grof3teil als Oligomer vorliegt und die Oligomerisierung insbesondere fir Aufgaben im
Nukleus/Nukleolus von Bedeutung ist. Hierzu gehdort unter anderem die Funktion als
Histon-Chaperon, die sowohl bei der Nukleosomen-Neubildung als auch bei der Reparatur
von DNA-Schaden zum Tragen kommt. Der entwickelte NPM-Oligomerisierungsinhibitor
NSC348884 verursachte in verschiedenen Zelllinien einen P53-abhdngigen Zelltod. In
gesunden Zellen fiihren unter anderem DNA-Schaden zur Phosphorylierung von P53 an Serin
15. Die N-terminale Phosphorylierung unterbindet die Interaktion von P53 mit der E3-Ligase
MDMZ2 und fiihrt somit zur Stabilisierung von P53 und der anschlieenden Arretierung des
Zellzyklus zur Behebung der Schéden oder zur Aktivierung des apoptotischen Zelltods
(Cheng and Chen, 2010). In Tumorzellen, die eine erhdhte Menge an NPM exprimieren,
verhindert NPM durch direkte Bindung an den N-Terminus von P53 die Phosphorylierung an
Serin 15 und schwacht somit die zelluldre Antwort auf DNA-Schaden ab (Qi et al., 2008).
Dementsprechend konnte die Behandlung verschiedener Krebszelllinien mit dem
Oligomerisierungsinhibitor NSC348884 einen Anstieg von zelluldarem P53 (pS15) sowie den
folgenden apoptotischen Zelltod zeigen. Ein weiterer Oligomerisierungsinhibitor von NPM,
das kleine Molekil YTR107, verhindert die Lokalisation von NPM an Orte von
DNA-Schaden und unterbindet somit die DNA-Reparatur. Innerhalb dieser Arbeit konnte fir
Centrocountin-1 kein Einfluss auf die Oligomerisierung von heterolog exprimiertem NPM
beobachtet werden. Weder die Inhibierung der Oligomerisierung von heterolog exprimiertem

NPM, noch die Relokalisation von nukleolarem NPM in das Nukleoplasma konnte flr die
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Substanz Centrocountin-1 gezeigt werden, was eine Beeintrachtigung der Oligomerisierung
NPMs durch Centrocountin-1 unwahrscheinlich macht. Dies steht in Einklang mit
Ergebnissen zu Substanzen, die in der Literatur als NPM-Binder ohne Einfluss auf die
Oligomerisierung beschrieben wurden. Im Gegensatz zu den beobachteten Effekten, die durch
die bereits erwéhnten Oligomerisierungsinhibitoren NSC348884, YTR107 und dem
RNA-Aptamer 1Al verursacht werden — wie beispielsweise der P53-abhangige Zelltod und
die Sensibilisierung der Zellen gegeniiber genotoxischem Stress — zeigt die Substanz TC11
zwar auch einen apoptotischen Zelltod, dieser ist jedoch P53-unabhangig. Weiterhin konnte,
dhnlich wie fiir Centrocountin-1 auch fir TC11-behandelte Zellen eine Uberduplikation der
Zentrosomen sowie eine Anreicherung mitotischer Zellen beobachtet werden. Ein weiterer
Punkt ist die Detektion multinukleérer Zellen sowohl in Centrocountin-1- als auch in TC11-
behandelten  Zellen. Diese Zellen konnten das Ergebnis wvon aktivierten
Spindelkontrollpunkten und folgendem ,mitotic slippage® sein. Die hier erhaltenen
Ergebnisse, die einen Einfluss wvon Centrocountin-1 auf die Oligomerisierung
unwahrscheinlich machen, und die Ahnlichkeiten im Phanotyp zu TC11-behandelten Zellen,
kdnnten ein Hinweis auf einen Unterschied im Wirkmechanismus zwischen Substanzen
darstellen, die an NPM binden und dessen Oligomerisierung inhibieren, und Substanzen, die
die Oligomerisierung nicht inhibieren. Die Bindung von Centrocountin-1 an NPM kdnnte
somit durch Inhibierung des Transports von NPM zu den Zentrosomen die fehlerhafte
Reduplikation bzw. Fragmentierung selbiger initiieren. Die Uberzahligen Spindelpole
aktivieren  durch  fehlende  Zugspannung  zwischen den  Kinetochoren  der
Schwesterchromatiden den Spindelkontrollpunkt. Im Folgenden entscheidet der bereits
beschriebene, jedoch nicht volistandig aufgeklarte, Signalweg das Schicksal der arretierten
Zelle. Entweder die Zelle leitet den apoptotischen Zelltod wéhrend der arretierten Metaphase
ein oder die Zelle teilt sich. Die folgende Teilung kann zu Aneuploidien in Tochterzellen
fihren, deren Auswirkungen auf das weitere Uberleben der Zellen nicht umfassend aufgeklart
sind (Santaguida and Amon, 2015).

Die Madglichkeit eines anderen Wirkmechanismus von Centrocountin-1 gegenuber NPM
Oligomerisierungsinhibitoren wird zusatzlich durch die Tatsache bestétigt, dass die
Behandlung von Zellen mit Centrocountin-1 nicht zur Anhaufung von DNA-Schaden fihrt.
Zellen, die mit NPM Oligomerisierungsinhibitoren behandelt wurden, zeigten zum einen
anhand des phosphorylierten Markerproteins pH2A.X eine Ansammlung von DNA-Schéden,

zum anderen eine hdhere Sensitivitat der Zellen gegenuiber genotoxischem Stress (Qi et al.,

122



Diskussion

2008; Sekhar et al, 2014). Gleiches konnte in RNAI-Studien fur Zellen mit
herrunterregulierten NPM-Leveln gezeigt werden (Box et al., 2016). Wie genau NPM an
DNA-Reparaturmechanismen beteiligt ist, konnte noch nicht umfassend aufgeklart werden.
Zwei Hypothesen scheinen wahrscheinlich, einerseits NPMs Anwesenheit in einem
Multiproteinkomplex, der DNA-Rekombinationsaktivitdt besitzt und somit an der
Verknupfung der DNA nach UV-Schéden durch Rekombination beteiligt sein kodnnte.
Andererseits kdnnte NPMs Funktion als Histon-Chaperon beim Aufbau der Nukleosomen
nach DNA-Schaden helfen (Borggrefe et al., 1998; Okuwaki et al., 2001). Zusétzlich zur
Detektion des Markers pH2A.X in Centrocountin-1-behandelten Zellen wurde innerhalb
dieser Arbeit die Fahigkeit von Centrocountin-1 zur Bindung an DNA untersucht. Neben den
DNA-Bindungseigenschaften von Centrocountin-1 sollte der entwickelte biochemische
Verdrédngungsassay eine Plattform fir die Untersuchung neuer Centrocountin-Derivate mit
flacheren Strukturen bieten, die mogliche Bindungen mit zellularer DNA eingehen kdnnten.
Eine Bindung der Ursprungssubstanz Centrocountin-1 an DNA konnte mithilfe des
Versuchssystems ausgeschlossen werden. Lediglich bei hohen micromolaren Konzentrationen
(1Cs0 > 100 uM) konnte eine geringe Bindung von Centrocountin-1 in die kleine Furche der
DNA detektiert werden. Aufgrund der sehr geringen Affinitat von Centrocountin-1 fir DNA
kann davon ausgegangen werden, dass diese Interaktion keinen Einfluss auf den bekannten
Phanotyp der Centrocountine hat und die DNA-Bindungseigenschaften von Centrocountin-1

in zelluldren Versuchen vernachlassigt werden konnen.

In Voruntersuchungen zum Wirkmechanismus der Centrocountine konnte die Bindung an
NPM und CRML1 bereits biochemisch unter Zuhilfenahme eines Cy3-gekoppelten
Centrocountin-Derivats validiert werden (Pries, 2011). Innerhalb dieser Arbeit wurde die
Bindung mit einem Fluorescein-markierten Centrocountin-Derivat untersucht, da die zuvor
verwendete Cy3-Markierung selbst eine geringe Bindung an NPM zeigte. Weiterhin sollte die
Verwendung zweier NPM-Mutanten Aufschluss (ber etwaige Unterschiede in den
Bindungsaffinitaten Centrocountins gegentiber monomerem und oligomerem NPM geben.
Die biochemischen Untersuchungen zur Bindung von Fluorescein-markiertem Centrocountin
an die Zielproteine NPM und CRM1 mittels Fluoreszenzpolarisation zeigten vergleichbare
Bindungsaffinitaten gegentiber dem NPM-Oligomer (Kgapp = 7,14 uM) und den mittels
Punktmutagenese hergestellten monomeren NPM-Mutanten (NPM C21F Kgapp = 6,23 pM;
NPM L102A Kqapp = 6,84 pM). Somit ist von keiner Spezifitdt Centrocountins gegenber

monomerem oder oligopmerem NPM auszugehen. Die Bindung an das zweite Zielprotein
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CRM1 konnte mit &hnlichen Affinitaten bestatigt werden (Kgapp = 5,99 puM). Die Bindung
von Centrocountin-FITC an die beiden Zielproteine NPM und CRM1 bestétigt berdies die
bereits durchgefiihrten Messungen zur Bindung von Centrocountin-Cy3 an NPM und CRM1
(Pries, 2011). Auch die funktionellen Auswirkungen der Bindung an den nukledren
Exportfaktor CRM1, die bereits zuvor in Anwesenheit hoher Konzentrationen von
Centrocountin-1 zu einer Inhibition des CRM1-abhéngigen Transports von RANBP1 fiihrten,
konnten innerhalb dieser Arbeit validiert werden. Der Transkriptionsfaktor FOXO3 reguliert
diverse zelluldre Prozesse, wie beispielsweise Proliferation, Apoptose, Differenzierung und
Metabolismus (van der Vos and Coffer, 2011). FOXO3 zirkuliert CRM1-abhéngig zwischen
Nukleus und Zytoplasma. Die Inhibition des CRM1-abhangigen Kernexports durch den
kovalenten Inhibitor Leptomycin B fiihrt zur Akkumulation von FOXO3 im Zellkern. Hohe
Konzentrationen von Centrocountin-1 (50 uM) zeigten ebenfalls eine Retention von FOXO3
im Nukleus. Aufgrund der Tatsachen, dass CRM1 auch fir den Transport von NPM am Ende
der G,-Phase an die Zentrosomen verantwortlich ist und dass die Inhibition von CRM1 den
Transport von NPM an die Zentrosomen stort, was zu einer unkontrollierten Trennung der
Zentriolen und einer Amplifikation der Zentrosomen fihrt, ist ein Wirkmechanismus der
Centrocountine tiber die Bindung an NPM und CRM1 auch mechanistisch denkbar (Forgues
et al., 2003; Shinmura et al., 2005). Da Centrocountin-1 jedoch keine Auswirkungen auf die
Lokalisation des Transkriptionsfaktors YAP zeigte, der ebenfalls durch CRML1 ins
Zytoplasma transportiert wird, scheint die Bindung an CRM1 nicht den gesamten CRM1-
abhéngigen Transport zu inhibieren. Dies kdnnte zum einen an unterschiedlichen Affinitaten
zwischen CRM1 und den NES von CRM1-Cargoproteinen liegen, deren Bindung durch
Centrocountin-1 gestort wird. Zum anderen kénnte im Falle von FOXO3 die Akkumulierung
im Nukleus nach Centrocountin-1-Behandlung auch ein sekundarer Effekt sein. Die
stressinduzierte Phosphorylierung von FOXO3 an Serin 7 durch MAPK14 fiihrt ebenfalls zur
Lokalisation in den Nukleus. Die Behandlung von Brustkrebszellen mit Doxorubicin zeigte
ohne Einfluss auf CRM1 eine nukledre Lokalisation von FOXO3. Es wird davon
ausgegangen, dass der durch Doxorubicin in diesen Zellen hervorgerufene Zellzyklusarrest
und Zelltod direkt auf die Aktivitdt von MAPK14 und der folgenden Relokalisation von
FOXO03 in den Nukleus zurlckzufiihren ist (Ho et al, 2012). Generell sind
Transkriptionsfaktoren der FOXO-Familie in die Antwort auf oxidativen Stress involviert, der
ihre nukledre Lokalisation induziert und dort unter anderem fiir die Transkription von
Zellzyklus-inhibierenden und proapoptotischen Genen verantwortlich ist (Salih and Brunet,

2008). Dementsprechend konnte die Retention von FOXO3 im Nukleus von Centrocountin-1-
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behandelten Zellen auch ein Effekt des zellularen Stresses sein, der durch die Substanz
hervorgerufen wird, oder der bereits beobachtete Anstieg an apoptotischem Zelltod durch

einen Effekt von FOXO3 hervorgerufen werden.

2.7 Ausblick

Innerhalb dieser Arbeit konnte erfolgreich die Entwicklung eines phénotypischen
Screeningansatzes zur Identifizierung von Substanzen, die Zellen in der Mitose arretieren,
entwickelt werden. Die im Folgenden aus einer kleinen Bibliothek von Centrocountin-
Derivaten identifizierte aktivste Substanz zeigte die gleichen phanotypischen Merkmale wie
die Ursprungssubstanz Centrocountin-1. Fur die weitere Evaluation der Substanz a528 kdnnte
die Dissoziationskonstante gegenuber den beiden Zielproteinen NPM und CRM1 in einem
biophysikalischen Ansatz gemessen werden. Dies konnte mithilfe eines Fluorophor-
gekoppelten Derivats geschehen, welches zur Messung der Fluoreszenzpolarisation mit
heterolog exprimiertem NPM bzw. CRM1 verwendet werden konnte. Fir den
Wirkmechanismus der biologisch aktiven Indolochinolizine konnte innerhalb dieser Arbeit
durch  Untersuchungen von Centrocountin-1 bereits gezeigt werden, dass die
Oligomerisierung von NPM nicht beeinflusst ist. Dies lasst die Vermutung zu, dass sich der
Wirkmechanismus von Centrocountin-1 zu dem von in der Literatur bekannten
Oligomerisierungsinhibitoren NPMs unterscheidet. Waéhrend die
Oligomerisierungsinhibitoren einen P53-abhéngigen Zelltod verursachen, st flr
Centrocountin-1 eher ein Einfluss auf die Integritat der Zentrosomen wahrscheinlich. Fir die
bekannten Oligomerisierungsinhibitoren NPMs ist eine Sensibilisierung behandelter Zellen
gegenuber genotoxischem Stress beschrieben, die vermutlich Gber die NPM—P53-Interaktion
vermittelt wird. Die Messung der Zellproliferation von Zellen, die mit Centrocountin-1 und
dem Topoisomerase-Inhibitor Doxorubicin behandelt wurden, kdnnten Hinweise auf etwaige
synergistische Effekte liefern und damit eine Abhéangigkeit des durch Centrocountin-1
hervorgerufenen Phénotyp von P53 nahelegen. In diesem Zusammenhang ware auch die
Untersuchung eines Einflusses von Centrocountin-1 auf die Relokalisation von NPM nach
Induktion von DNA-Schéden durch UV-Strahlung in die Nukleoli von Interesse.
Centrocountin-1-behandelte Zellen zeigen unter anderem tripolare Zellen, was ein Hinweis
auf eine Zentrosomen-Uberduplikation bzw. Zentrosomen-Fragmentierung sein kann. NPM
kontrolliert die Integritat der Zentrosomen durch direkte Bindung zwischen der G,-Phase und
der folgenden G;-Phase. Die Assoziation an die Zentrosomen bzw. die nukleolére

Lokalisation wird Uber die Phosphorylierung NPMs an Threonin 199 kontrolliert. Der
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Einfluss von Centrocountin-1 auf die Phosphorylierung von NPM liel3e sich mit spezifischen
Antikorpern gegen phosphoryliertes NPM (pT199) untersuchen.
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3 Material

3.1 Chemikalien und Zellkulturmedien

Tabelle 3.1 Verwendete Chemikalien und Zellkulturmedien

Bezeichnung

Hersteller

Ampicillin

Aminosauren, nicht essentiell (100x)
Aqua Polymount

Bradford Reagenz

BSA

2-Mercaptoethanol

cOmplete protease inhibitor, EDTA free
Coomassie Brilliant Blue G-250
DEPC

DMEM

DMSO

DNA Ladepuffer (6x)

DTE

DTT

EDTA

FBS

FLAG M2 magnetic beads
GelRed Dye

Glutathione Sepharose 4B
Hoechst33342

Kalbthymus DNA

Kanamycin

Leptomycin B
Magermilchpulver
Natriumpyruvat (100x)

NiNTA Agarose

NP-40 Alternative
PBS-Tabletten
Penicillin/Streptomycin (100x)
PFA

Ponceau S Solution 0,2%
Protein A/G PLUS-Agarose
TEMED

TFA

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Polysciences, Inc., PA, USA

BioRad, Miinchen

SERVA GmbH, Heidelberg

SERVA GmbH, Heidelberg

Roche, Mannheim

SERVA GmbH, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
SERVA GmbH, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Invitrogen, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Biotium, Inc., CA, USA

GE Healthcare GmbH, Freiburg

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Qiagen, Hilden

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
Jena Biosciences GmbH, Jena

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA
SERVA GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen
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Triton X-100
TRIzol
Trypsin-EDTA (1x)

Tween-20

SERVA GmbH, Heidelberg
Invitrogen, Darmstadt

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Fisher BioReagents, NJ, USA

Alle weiteren Chemikalien und Lésungsmittel wurden in ultrapure oder p.A. Qualitat

von Applichem, Invitrogen, Fluka, Roth oder Sigma-Aldrich bezogen.

3.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

12-Loch-Zellkulturplate (clear)
24-Loch-Zellkulturplatte (clear)
96-Loch-Zellkulturplatte (clear)
96-Loch-Zellkulturplatte (screening)
96-Loch-Zellkulturplatte Glasboden

Carl Zeiss Immersol

Countess Zahlkammer

Deckglaser @ 12 mm
Gewebekulturflaschen (versch. Groflien)
Gewebekulturschalen (versch. GroéR3en)
iCycler iQ PCR 96-Lochplatten
Klvetten

Mini-PROTEAN TGX Gels (4-20%, 4-15%)
Nitrocellulose-Membran

Objekttrager

PVDF-Membran Immobilon FL
Whatman 3MM Papier

Sarstedt AG, Niumbrecht

Sarstedt AG, Niumbrecht

Sarstedt AG, NUumbrecht

Corning Inc., New York, USA
ZellKontakt, Nérten

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Sarstedt AG, NUumbrecht

Sarstedt AG, NUumbrecht

BioRad, Miinchen

Sarstedt AG, Numbrecht

BioRad, Miinchen

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
Diagonal GmbH, Munster

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt
Whatman GmbH, Dassel

Alle weiteren verwendeten Verbrauchsmaterialien entsprachen den tiblichen Laborstandards.
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3.3 Enzyme und Kits

Tabelle 3.3 Verwendete Enzyme und Kits.

Bezeichnung

Hersteller

Deoxyribonuclease |

Duolink In Situ Detection Reagent Orange
Endofree Plasmid Midi Kit
Lipofectamine 2000

Lipofectamine 3000

PfuUltra HF DNA Polymerase

Phusion Flash High Fidelity Polymerase
Q5 High Fidelity Polymerase
QuantiTect Reverse Transcription Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Plasmid Maxi Kit

QIAquick Plasmid Mini Kit

QuantiFast SYBR Green PCR Kit
SsoAdvanced Universal SYBR Green
SuperSignal West Pico

SuperSignal West Femto

Taq DNA Polymerase
Zellproliferationsreagenz WST-1

Fermentas, St. Leon-Roth

Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, USA
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

BioRad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Roche, Mannheim

3.4 Protein- und DNA-Standards

Tabelle 3.4 Verwendete Protein- und DNA-Standards.

Bezeichnung

Hersteller

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
GeneRuler 100 bp DNA Ladder plus
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

3.5 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogen

sterilem Wasser geldst und bei -20°C gelagert.
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Tabelle 3.5 Verwendete Oligonukleoctide fiir die zielgerichtete Mutagenese mittels PCR.

Primer Sequenz
NPM.C21F FWD CCAGAACTATCTTTTCGGTTTTGAACTAAAGGCCGACAAAG
REV CTTTGTCGGCCTTTAGTTCAAAACCGAAAAGATAGTTCTGG
NPM-LLOZA FWD GAAATAACACCACCAGTGGTCGCAAGGTTGAAGTGTGGTTCAG
REV CTGAACCACACTTCAACCTTGCGACCACTGGTGGTGTTATTTC
FWD CAGAGCCCCCAGAACTCCAGCATCATGTAATC
PROGERIN-C661S
REV GATTACATGATGCTGGAGTTCTGGGGGCTCTG
FWD CCAGAACTGCAGCATCTTGTAATCTGGGACCTG
PROGERIN-M664L
REV CAGGTCCCAGATTACAAGATGCTGCAGTTCTGG

Tabelle 3.6 Verwendete Klonierungsprimer

Primer Sequenz
CDCA2 FWD CGTCAAGCTTCCATGCAGACAATTAAGTGTGTTGTTGTGG
REV GTACGGATCCTCATAGCAGCACACACCTGCG

Tabelle 3.7 Verwendete Primer fir die quantitative real-time PCR

Zielgen Sequenz Amplikon (bp)
FWD CCTCTGCGCTGGAATCAGTC

ATF3 111
REV TTCTTTCTCGTCGCCTCTTTTT

) FWD ATCGTCCACCGCAAATGCTTCTA

B-Aktin 105
REV AGCCATGCCAATCTCATCTTGTT
FWD TGCTCAGAGAAGTCGGAAGAA

CDKN1A 196
REV TGGCACAAAGTTCATAGGGCA
FWD TCAGCCGCATCTTCTTTTGCG

GAPDH 100
REV GGCGCCCAATACGACCAA
FWD AGTCTTCCAATCCTACTGTTGCT

MMP3 226
REV TCCCCGTCACCTCCAATCC
FWD CATCTGTGACGGGAACTTTGA

MMP14 163
REV GGCAGTGTTGATGGACGCA
FWD ATCACGCCTTCTACAGACTGC

STAT3 176
REV CATCCTGGAGATTCTCTACCACT
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3.6 Plasmide

Name Herkunft

pET19b-NPM Prof. Martin, Molecular Cell Biology Laboratory, Dublin, Ireland
pET3a-CRM1 Prof. Wittinghofer, MPI Dortmund

pEGFP-D50 lamin A Tom Misteli, Addgene plasmid #17653

pGEX4T5-PDE6GD Prof. Wittinghofer, MPI Dortmund

pgLAP3-GFP-INPP5E  Prof. Wittinghofer, MPI Dortmund
pcDNA3-FLAG-PDEGD M. Pechivanis, MPI Dortmund
pOPINM-RAB23 Prof. Goody, MPI Dortmund
pQEGO0-CRM1 lain Mattaj, EMBL Heidelberg
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3.7 Antikorper

Tabelle 3.8 Verwendete Primér- und Sekundérantikorper. IB = Immunblot; IF = Immunfluoreszenz; BSA = 5% (w/v)
Rinderserumalbumin in TBS-T fur Immunblots bzw. 2% (w/v) Rinderserumalbumin in PBS 0,1% (v/v) Triton-X100 fiir
Immunfluoreszenz; Milch = 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T.

) ) Herkunftsorganismus;
Antikérperbezeichnung Verdinnung Ki i Puffer Hersteller; Katalognummer
onalitat

Primérantikdrper

Anti-GFP-Tag 1B: 1:5000 Kaninchen Polyklonal BSA AnaSpec, Inc., Fremont, USA; 29779-500
Anti-FLAG M2 I1B: 1:2000 Maus; Monoklonal BSA Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen; F3165
PDE6GD I1B: 1:500 Kaninchen, Polyklonal ~ BSA Thermo Fisher Scientific, Schwerte; PA5-22008
Cdc42 (B-8) IF: 1:200 Maus, Monoklonal BSA Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA; sc-8401
GAPDH I1B: 1:10000 Maus, Monoklonal Milch Sigma-Aldrich GmbH, Minchen; G8795
Anti-Lamin A/C clone JoL2 1B:1:500 Maus, Monoklonal BSA Millipore, Temecula, CA, USA; MAB3211

IF: 1:200 BSA
GST I1B: 1:5000 Kaninchen, Polyklonal ~ BSA Novus Biologicals, Abingdon, UK; NB600-326
Anti-HRas + KRas I1B: 1:1000 Kaninchen, Polyklonal BSA Abcam, Cambridge, UK; ab53160
Rab8 (D22D8) XP IB: 1:1000 Kaninchen, Monoklonal BSA Cell Signaling, Danvers, USA; 6975
NFkB p65 IB: 1:500 Kaninchen, Polyklonal ~ Milch Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA; sc-372
Anti-Histone H3 (phosphoS10) 1B:1:1000 Kaninchen, Polyklonal BSA Abcam, Cambridge, UK; ab5176

IF: 1:1000 BSA
BUB1 IF: 1:500 Maus, Monoklonal BSA AbD Serotec; MCA2679
Anti-alpha Tubulin IF: 1:1000 Kaninchen, Polyklonal BSA Abcam, Cambridge, UK; ab18251
Phospho-Histone H2A.X I1B: 1:1000 Kaninchen, Monoklonal BSA Cell Signaling, Danvers, USA, 9178
FOXO3A(75D8) IF: 1:500 Kaninchen, Monoklonal BSA Cell Signaling, Danvers, USA, 2497
YAP (63.7) IF: 1:200 Maus, Monoklonal BSA Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, USA; sc-101199
NPM 1B:1:1000 Kaninchen, Polyklonal BSA Cell Signaling, Danvers, USA, 3542

IF: 1:200 BSA
Anti-a-Tubulin FITC conjugate IF: 1:500 Maus, Monoklonal BSA Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen; F2168

Sekundéarantikorper

Anti-Rabbit HRP 1B: 1:20000 Ziege, Polyklonal Milch Thermo Fisher Scientific, Schwerte; 31460
Anti-Mouse HRP 1B: 1:20000 Ziege, Polyklonal Milch Thermo Fisher Scientific, Schwerte; 31430
Anti-Rabbit Alexa 488 IF: 1:500 Esel, Polyklonal BSA Thermo Fisher Scientific, Schwerte; R37118
Anti-Mouse Alexa 488 IF: 1:500 Esel, Polyklonal BSA Thermo Fisher Scientific, Schwerte; R37114
Anti-Mouse Alexa 555 IF: 1:500 Esel, Polyklonal BSA Thermo Fisher Scientific, Schwerte; R31570
Anti-Mouse Alexa 595 IF: 1:500 Esel, Polyklonal BSA Thermo Fisher Scientific, Schwerte; R37115
Anti-Rabbit Alexa 595 IF: 1:500 Esel, Polyklonal BSA Thermo Fisher Scientific, Schwerte; R37119
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4 Methoden
4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mithilfe eines 1%igen Agarosegels (1% (w/v) Agarose in TAE-
Puffer (40 mM TRIS, 20 mM Essigsdure, 2 mM EDTA, 1:100000 GelRed Dye, pH 8,0) bei
konstant 110 mV elektrophoretisch der GroRe nach aufgetrennt. Als Grolienmarker wurden
3 ul Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas) verwendet. Die Auswertung des Gels erfolgte
am Gelanalysegerat Gellogic 200 Imaging System (Kodak).

4.1.2 Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Elution von PCR-Amplifikaten aus einem Agarosegel wurden die entsprechenden Banden
aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben extrahiert.

4.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA
Plasmid-DNA wurde aus E.coli unter Verwendung des QIAquick Plasmid Mini Kits und des
QIAquick Plasmid Maxi Kits (QIAGEN, Hilden) nach Herstellerangaben, extrahiert.

4.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA mittels spezifischer Primer wurde die Polymerasekettenreaktion
verwendet. Hierfir wurde die Templat-DNA mit Vorwaérts- und Rlckwartsprimern sowie
Desoxyribonukleotiden, in dem fir die Polymerase bendtigten Puffer versetzt. Als
Polymerase diente, je nach Einsatzgebiet eine Q5-, Pfu-, Phusion- oder Tag-Polymerase. Die
Reaktionen wurden wie im Beispielansatz (Tabelle 4.1) in einem Mastercycler EP Gradient S
(Eppendorf, Hamburg) durchgefihrt. Im Anschluss wurde das Amplifikat mittels Agarose-
Gelelektrophorese (4.1.1) analysiert oder mithilfe des QlAquick PCR Purification Kits
(Qiagen, Hilden) gereinigt.
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Tabelle 4.1: Beispielansatz fiir eine Standard-PCR und zugehdérige PCR-Bedingungen

PCR Ansatz (25 pl) PCR Bedingungen

5x Polymerase Puffer 5l 98°C 30s

dNTPs (2 mM each) 0,625 pl 98°C 10s

Primer 1 (10 uMm) 1u 66°C 20s x30
Primer 2 (10 pM) 1u 72°C 30 s/kb Templat Lange
Templat DNA 100 ng 72°C 2 min

Q5 HF Polymerase (2 U/ul) 0,25 pl 4°C 0

ddH,O auf 25 pl

4.1.5 Klonierung von humanem CDC42

Fir die Klonierung von humanem CDC42 in einen Expressionsvektor mit N-terminaler GFP-
Markierung wurde zundchst RNA aus humanem Blut isoliert (4.1.7) und bei -80°C gelagert.
Die Erstrangsynthese der CDC42 cDNA erfolgte mit Hilfe des QuantiTect Reverse
Transcription Kit (Qiagen, Hilden). Statt der Verwendung des mitgelieferten Primermixes
(Oligo dT-und random Hexamer-Olignukleotide) wurden spezifische Oligonukleotide fir die
CDC42-Sequenz, mit Schnittstellen fir Hindlll und BamHI fir die anschlieende
Generierung von (berhdngenden Enden wéhrend der Klonierungsreaktion, verwendet.
Zunéchst erfolgte der Verdau von genomischer DNA in den RNA-Proben fir 10 min bei 42°C
(Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2 Ansatz flir den Verdau genomischer DNA aus Proben

Verdau genomischer DNA (14 pl)

gDNA Wipeout Buffer, 7x 2
Templat RNA 1ug
RNase freies Wasser auf 14 pl

AnschlieBend wurde der Verdau sofort auf Eis gekihlt und zu den Komponenten flr die

Erstrangsynthese gegeben (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3 Ansatz fiir die Erststrangsynthese von CDC42 cDNA aus isolierter RNA

Erststrangsynthese-Ansatz (20 pl)

Quantiscript Reverse Transcriptase 1

Quantiscript RT Buffer, 5x 4 ul

CDC42_fwd 0,5 pl (= 250 nM)
CDC42_rev 0,5 pl (= 250 nM)
Verdau Reaktion aus vorherigem Schritt 14 ul

Die Erststrangsynthese wurde fur 30 min bei 42°C durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die

Inaktivierung der Reversen Transkriptase durch Inkubation bei 95°C fur 3 min. Die
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gewonnene CDC42 cDNA konnte anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert werden. Um ausreichende Mengen an cDNA fiur die anschlielende
Klonierungsreaktion zu gewinnen wurde die cDNA aus der Erststrangsynthese zunéchst als
Templat fiir eine PCR mit den Klonierungsprimern (CDC42_fwd und CDC42_rev) verwendet
(Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4 PCR-Ansatz fur die Amplifikation des CDC42-Fragments fiir die anschlieBende Klonierungsreaktion

PCR-Ansatz (20 pl) PCR Bedingungen

5x Phusion HF buffer 4 ul 98°C 30s

dNTPs (2 mM each) 2ul 98°C 10s 30
CDC42_fwd 1 (= 500 nM) 72°C 30s

CDC42_rev 1 (=500 nM) 72°C 10 min
Erststrangsynthese-Produkt 250 ng 4°C o0

Phusion DNA-Polymerase 0,2 ul
ddH,O auf 20 pl

15 pl des Reaktionsmixes wurden im Anschluss an die PCR auf einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt (4.1.1), die entsprechende Bande fiir CDC42 (ca. 600 bp) ausgeschnitten und
mittels QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt
(4.1.2).

Fur die Klonierung des CDC42-Fragments in den Zielvektor pEGFP-C1 wurde sowohl das
CDC42-Fragment als auch der Zielvektor mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
Hindlll und BamHI flr 20 min bei 37°C geschnitten und die Enzyme anschlieBend fur 10 min
bei 80°C inaktiviert (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5 Restriktionsverdau des CDC42-Fragments und des Zielvektors pEGFP-C1

CDC42-Fragment (20 pl) DNA-Fragment Zielvektor
10x FastDigest buffer 2ul 2
Templat DNA ca. 160 ng ca. 750 ng
Hindlll FD 1l 1l
BamHI 1l 1

Im Anschluss erfolgte die Reinigung der geschnittenen DNA Uber ein Agarosegel und die
Extraktion der DNA aus dem Gel mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben. Die folgende Ligation des CDC42-Fragments und des
Zielvektors erfolgte bei 22°C fur 1 h (Tabelle 4.6).
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Tabelle 4.6 Ligationsansatz fir die Klonierung von CDC42 in pEGFP-C1

Ligationsansatz (20 pl)

10x Ligationspuffer 2ul
DNA-Fragment ca. 60 ng
Zielvektor ca. 30 ng
T4 Ligase (5 U/ul) 0,25 ul
ddH,O auf 20 pl

Zur Inaktivierung der T4-DNA-Ligase wurde der Reaktionsmix im Anschluss fir 5 min auf
70°C erhitzt. 15 pl des Reaktionsmixes wurden im Folgenden fur die Transformation von
E.coli Omnimax Zellen verwendet (4.1.9). Transformanten, die nach positiver
Selektionierung auf LB-Agarplatten (100 pg/ml Ampicillin) Wachstum zeigten wurden in
Flissigkulturen (5 ml) weiter kultiviert und zundchst mittels eines Testverdaus auf die
Anwesenheit des Plasmids Gberprift. AnschlieBend erfolgte die Sequenzierung der isolierten
Plasmide durch die Firma StarSEQ (Mainz).

4.1.6 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Zur Analyse der Expressionslevel von HGPS-Zielgenen wurde die gPCR eingesetzt. Wie bei
der Standard-PCR-Reaktion wird auch in der gPCR ein spezifisches DNA Molekil
amplifiziert. Zusatzlich wird nach jeder Amplifikationsrunde die Menge an DNA in der Probe
gemessen. Die Quantifizierung erfolgt durch Zugabe eines Fluoreszenzmarkers
(SYBRGreen), der direkt an doppelstrangige DNA (dsDNA) bindet. Der gebildete Komplex
aus DNA und Fluorophor emittiert Fluoreszenz bei 520 nm nach Anregung bei 497 nm. Die
Fluoreszenz wird von der optischen Einheit des verwendeten PCR-Cyclers (Biorad iCycler
IQ5) am Ende jeder Elongationsphase detektiert. Die lineare Korrelation zwischen der
Fluoreszenzintensitat und des PCR Produkts wird dazu verwendet die Menge an Matrizen
DNA im Ausgangsmaterial zu berechnen. Dabei wurde die relative Quantifizierung benutzt,
bei der das Verhdltnis zwischen dem Zielgen und einem unveranderlichen Referenzgen
gemessen wird. Als interner Standard wurde ein 105 bp langes Amplikon aus B-Aktin cDNA
oder ein 100 bp Amplikon aus GAPDH cDNA verwendet. Da der verwendete Fluorophor
(SYBRGreen) unspezifisch an dsDNA bindet, wurde im Anschluss an die PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, mit deren Hilfe sich verifizieren lasst, dass nur das
gewilnschte DNA-Fragment amplifiziert wurde und die Fluoreszenz-Emission somit
spezifisch mit der Menge des Zielgens korreliert. Tabelle 4.7 zeigt einen Beispiel-

Reaktionsansatz.
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Tabelle 4.7: Reaktionsansatz und Reaktionshedingungen fiir die QPCR. Die emittierte Fluoreszenz wurde am Ende der
Elongationsphase jedes Amplifikationszyklus gemessen.

Reaktionsansatz QPCR (25 pl) Reaktionsbedingungen
2x SsoAdvanced SYBRGreen Mix 12,5 pl 98°C 30s
Primer 1 (10 uMm) 0,25 ul 98°C 10s 40
Primer 2 (10 uMm) 0,25 ul 60°C 60 s
Templat DNA 100 ng 98°C 60 s
ddH,0 auf 25yl 60°C 60s

je 10 s (Erhéhung um 0,5°C

60 — 95°C
pro Zyklus)

4.1.7 RNA-Isolation

HeLa-Zellen wurden in 6 cm Schalen nach Erreichen von ca. 90% Konfluenz durch Zugabe
von 1 ml TRIzol (Invitrogen, Darmstadt) lysiert. Fir die RNA Isolation aus humanem Blut
wurden 500 pl Blut mit 1 ml TRIzol versetzt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur,
erfolgte im Fall des humanen Blutes die Abtrennung von unléslichen Bestandteilen durch
Zentrifugation (12.000g, 15 min, 4°C). Die Zugabe von 200 ul Chloroform (15 s schutteln,
3 min Inkubation bei RT) und anschlieBende Zentrifugation fiihrte zur Auftrennung der
Gewebebestandteile im Reaktionsgefall unter Bildung von 3 Phasen. Die Fallung der RNA in
der oberen wassrigen Phase erfolgte durch Zugabe von 500 ul Isopropanol und Inkubation flr
15 min bei Raumtemperatur. Mittels Zentrifugation wurde die RNA prazipitiert und nach
zweimaligem Waschen mit 75%igem Ethanol in DEPC Wasser bei Raumtemperatur tGberkopf
getrocknet. Das getrocknete RNA-Pellet konnte in 50 pul DEPC Wasser resuspendiert werden
und die Konzentration spektroskopisch bestimmt werden (NanoDrop® ND-2000c,
PEQLAB). Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

4.1.8 cDNA-Synthese aus mRNA
Die Herstellung von cDNA aus mRNA erfolgte mit dem QuantiTect Reverse Transcription

Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben.

4.1.9 Transformation von E.coli mittels Hitzeschock

Chemisch kompetente E.coli OmniMAX oder BL21-CodonPlus(DE3)-RIL wurden mittels
Hitzeschock transformiert. Hierzu wurden 100 pl kompetente Zellen mit 50 — 200 ng Plasmid
DNA versetzt und fur 30 min auf Eis gelagert. Nach einem Hitzeschock von 90 s bei 42°C im
Wasserbad erfolgte eine erneute Inkubation auf Eis fur 2 min. Nach Zugabe von 1 ml
vorgewarmtem SOB Medium erfolgte das Anziehen der Bakterien unter Schitteln fur 1 h bei

37°C. Die Zellsuspension wurde auf LB Agarplatten ausgestrichen und unter Selektionsdruck
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durch Ampicillin (100 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml), Chloramphenicol (25 pg/ml) oder
Tetracyclin (10 pg/ml) Gber Nacht bei 37°C wachsen gelassen.

4.1.10 Mutagenese mittels QuikChange-PCR

Fur die gezielte Mutagenese von Zielproteinen wurde die Primer-Extensions-Methode
gewahlt und nach den Herstellerangaben des QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kits
(Agilent) durchgefuhrt. Hierzu wurde die Templat Plasmid-DNA mit Oligonukleotid-Primern,
die die gewinschte Sequenzanderung tragen hybridisiert und das gesamte Plasmid mittels
einer DNA Polymerase repliziert (Tabelle 4.8).

Tabelle 4.8: Reaktionsansatz und Reaktionsbedingungen fiir die Quikchange Mutagenese

QuikChange PCR Ansatz (50 ul) QuikChange PCR Bedingungen

10x Reaktionspuffer 5l 95°C 30s

Templat DNA 10-50ng [95°C 30s

Oligonukleotid-Primer 1 (10 uM) 0,5 ul 55°C 1 min x18
Oligonukleotid-Primer 2 (10 uM) 0,5l 68°C 2 min/kb der PlasmidgrofRe

dNTP Mix 1

PfuUltra HF DNA Polymerase (2,5 U/ul) 1 pl

ddH20 auf 50 pl

Der Verdau der methylierten Ursprungs DNA erfolgte durch Zugabe von 1 pl Dpnl (10 U/ul)
und Inkubation bei 37°C fur 1h. Anschlielend erfolgte die Transformation in E.coli

Omnimax Zellen (Transformation von E.coli mittels Hitzeschock 4.1.9).

4.2 Proteinbiochemische Methoden

4.2.1 Expression und Reinigung von DecaHistidin-Nucleophosmin und
Mutanten

Zur Expression der rekombinanten Proteine wurden bereits mit 10xHis-NPM (in pET19b)
transformierte Bakterien (BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) aus Glycerolkulturen ausplattiert (LB-
Medium, 100 pg/ml Ampicillin). Die Proteinexpression in 5 L TB Medium (Vorkultur in LB
Medium, 100 pg/ml Ampicillin 1:50 mit TB Medium verdunnt) wurde bei einer optischen
Dichte (ODggo) von 1,1 mit 1 mM IPTG induziert und bei 18°C iber Nacht inkubiert. Nach
Sedimentation der Bakterien bei 2600g und 4°C fir 20 min, erfolgte die Lagerung des
Bakterienpellets bei -20°C. Zur Aufreinigung von 10xHis-NPM (Wildtyp, C21F, L102A)
wurden die gefrorenen Bakterienpellets in Lysepuffer (50 mM TRIS pH 7,9, 500 mM NaCl,
1 mM 2-Mercaptoethanol, 0,1% NP-40, 5 mM Imidazol) resuspendiert. Nach Einstellen der
Suspension auf 1 mM PMSF und Zugabe von DNasel (10 pg/ml) wurden die Zellen fliinfmal
fir je 1 min auf Eis sonifiziert. Zelldebris konnte durch Zentrifugation bei 10000g und 4°C
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fur 60 min entfernt werden. Die selektive Trennung von 10xHis-NPM und Mutanten aus dem
Zelllysat erfolgte affinitdtschromatographisch mittels FPLC. Hierfir wurde das von
Zelltrummern bereinigte Zelllysat mithilfe einer Peristaltikpumpe langsam auf eine Ni-NTA-
Saule (die Saule wurde vorher mit 3 Sdulenvolumen (CV) Lysepuffer &quilibriert)
aufgetragen und mit ca. 4 CV Séulenwaschpuffer (50 mM TRIS pH 7,9, 500 mM NaCl,
1 mM 2-Mercaptoethanol, 5 mM Imidazol) gewaschen bis die Absorption bei 280 nm
konstant ist (UV280 = konstant). Unspezifisch gebundene Proteine wurden bei niedrigen
Imidazol Konzentrationen mit ca. 4 CV Waschpuffer (50 mM TRIS pH 7,9, 500 mM NaCl,
1 mM 2-Mercaptoethanol, 60 mM Imidazol) entfernt. Die Elution von 10xHis-NPM (und
Mutanten) erfolgte bei hoher Imidazol Konzentration (50 mM TRIS pH7,9, 1 mM 2-
Mercaptoethanol, 500 mM Imidazol). Die vereinigten Eluatfraktionen wurden tber Nacht in
einem Dialyseschlauch umgepuffert (50 mM TRIS pH7,9, 500 mM NaCl, 1 mM DTE, 2 mM
EDTA). Im Anschluss erfolgte die Konzentration des Eluats mittels Ultrafiltration und die
Beladung der Gelfiltrationssédule (HiLoad Superdex 26/60 Superdex 75 prep grade, GE
Healthcare, vorher mit 1 CV entgastem Dialysepuffer &quilibriert) (iber ein Superloop. Nach
Elution der Proteine mit 1 CV Dialysepuffer und Analyse der erhaltenen Proteinfraktionen
mit SDS-PAGE (4.2.5) wurden die entsprechenden Fraktionen vereinigt, ihr Proteingehalt
bestimmt (4.2.4) und nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -80°C gelagert.

4.2.2 Expression und Reinigung von 6xHis-CRM1

Fur die Expression von 6xHis-CRM1 wurden bereits mit pQE60-Crm1 transformierte E.coli
(BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) aus Glycerolkulturen tber Nacht auf LB-Platten (100 pg/ml
Ampicillin) ausplattiert. Die Proteinexpression wurde durch animpfen von 4,5 L TB-Medium
(100 pg/ml Ampicillin) mit 500 ml einer Vorkultur nach Erreichen einer OD600 = 0,9 mit
1 mM IPTG induziert. Nach 16-stlindiger Expression unter Schitteln bei 18°C erfolgte die
Abtrennung der Bakterien mittels Zentrifugation (6000 g, 20 min, 4°C) und die anschieRende
Lagerung der Bakterien-Pellets bei -20°C. Zur Aufreinigung von 6xHis-CRM1 wurden die
gefrorenen Bakterien in insgesamt ca. 70 ml Lysepuffer (100 mM HEPES-KOH, 300 mM
NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM 2-Mercaptoethanol, pH 7,9) gelést. Unter Rihren erfolgte die
Zugabe von PMSF (1 mM Endkonzentration), DNase (10 pug/ml), RNase A (0,1 mg/ml) und
Lysozym (0,2 mg/ml). Nach 30-mindtigem Rihren auf Eis erfolgte die Zelllyse durch
funfmaliges Somifizieren fir 1 min. Die Abtrennung von Zelldebris erfolgte durch
Zentrifugation fir 30 min bei 10000 g und 4°C. Die Trennung von 6xHis-CRM1 von
bakteriellen Proteinen erfolgte affinitatschromatographisch mit Hilfe eines AKTA FPLC-

Systems. Hierflr wurde das Rohlysat mit einer Peristaltikpumpe langsam auf eine zuvor
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dreimal mit Auftragspuffer (100 mM HEPES-KOH, 300 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 5 mM 2-
Mercaptoethanol, 15 mM Imidazol, pH 7,9) aquilibrierten NiNTA-S&ule aufgetragen. Nach
Waschen der Saule mit 8 S&ulenvolumen (CV) Waschpuffer (100 mM HEPES-KOH,
200 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 15 mM Imidazol, 10% Glycerin, pH 7,9) erfolgte die Elution
des gebundenen 6xHis-CRML1 unter hoher Imidazol-Konzentration (Waschpuffer mit 250 mM
Imidazol). AnschlieRend erfolgte die Vereinigung der proteinhaltigen Fraktionen und die
Dialyse gegen Dialysepuffer (20 mM HEPES-KOH, 140 mM Kaliumacetat, 5 mM
Magnesiumacetat, 1 mM DTT, 250 mM Saccharose, pH 7,5) in einem Dialyseschlauch Gber
Nacht bei 4°C. Am Folgetag erfolgte die Konzentration der Proteine mittels Ultrafiltration,
die Proteinbestimmung mittels Bradford-Test und die Lagerung nach Schockgefrieren in
flussigem Stickstoff bei -80°C.

4.2.3 Expression und Reinigung von GST-PDEG6D

Zur Expression von GST-PDE6D wurden bereits mit PDE6GD (in pGex4T5) transformierte
E.coli RosettaTM2 aus Glycerolstocks ausplattiert (LB-Agarplatte, 100 pg/ml Ampicillin,
30 pug Chloramphenicol) und Uber Nacht bei 37°C gelagert. Nach Verdinnung einer
Vorkultur in LB Medium (100 pg/ml Ampicillin, 30 pg/ml Chloramphenicol) 1:100 mit TB
Medium (100 pg/ml Ampicillin, 30 pg/ml Chloramphenicol) auf ein Gesamtvolumen von
10 L erfolgte die Induktion mit 0,2 mM IPTG bei einer ODgoo = 1,33. Die Expression von
GST-PDEG6D wurde iber Nacht bei 18°C unter Schitteln durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte
die Sedimentierung der Bakterien durch Zentrifugation bei 40009 fur 20 min bei 4°C und die
Lagerung bei -20°C. Zur Reinigung der Proteine wurden die Bakterien zunéchst in Lyspuffer
(30 mM TRIS-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM 2-Mercaptoethanol) resuspendiert und auf
1 mM PMSF eingestellt. Nach Zugabe von DNasel (10 pg/ml) konnte die Zellsuspension
dreimal fur 1 min auf Eis sonifiziert und dreimal mittels Microfluidizer aufgeschlossen
werden. Zur Abtrennung von Zelldebris wurde das Lysat fiir 35 min bei 20000g zentrifugiert.
Die Trennung von GST-PDE6D von sonstigen Proteinen aus dem Zelllysat erfolgte
affinitatschromatographisch tber Bindung an GSH-Sepharose mittels FPLC. Hierzu wurde
das von Zelltrimmern bereinigte Lysat mittels Peristaltikpumpe langsam auf eine GSH-Séule
(die Saule wurde vorher mit 3 Saulenvolumen (CV) Lysispuffer gewaschen) aufgetragen und
mit 5 CV Lysispuffer gewaschen (bis Absorption bei 280 nm konstant). Die Elution erfolgte
mit 4 CV Elutionspuffer (30 mM TRIS-HCI pH 75, 100mM NaCl, 1mM 2-
Mercaptoethanol, 200 mM Glutathion). Die GST-PDEG6D enthaltenen Eluatfraktionen wurden
mittels Ultrafiltration konzentriert und anschliefend langsam mithilfe eines 5 ml Superloops

auf eine Gelfiltrationssaule (HiLoad Superdex 26/60 Superdex 75 prep grade, GE Healthcare)
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aufgetragen, die zuvor mit 1 CV (320 ml) Gelfiltrationspuffer (20 mM TRIS-HCI pH 7,5,
300 mM NaCl, 1 mM 2-Mercaptoethanol) aquilibiert wurde. Nach der Elution erfolgte die
erneute Konzentration, die Proteinbestimmung mittels Bradford-Test (4.2.4) und das
Schockfrieren in flissigem Stickstoff, bevor die Proteine bei -80°C gelagert wurden.

4.2.4 Bradford-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration

Um die Proteinkonzentration von Proben zu bestimmen wurde der Bradford-Test verwendet.
Hierfur wurde Bradford-Reagenz (Bio-Rad) 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt und je 1 ml
davon in Messkivetten gegeben. Nach Zugabe der proteinhaltigen Probe und 5 minitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm im Photometer gemessen.
Mithilfe der zuvor erstellten Eichgeraden kann die Proteinkonzentration der Probe berechnet
werden. Die Eichgerade wurde zuvor mit verschiedenen Verdinnungen einer BSA-LOsung

mit bekannter Konzentration erstellt.

4.2.5 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte tber eine SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Die Proteinproben wurden zunéachst nach Zugabe
von Lammlipuffer (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, 1% SDS (w/v), 5% 2-Mercaptoethanol
(v/v), 10% Glycerin (v/v), 0,05% Bromphenolblau (w/v), pH 8,0) bei 95°C flr 5 min
denaturiert. Je nach Molekulargewicht des zu untersuchenden Zielproteins wurde die
Auftrennung Uber 8- oder 10%ige Trenngele (Tabelle 4.9) in 1xLammli-Laufpuffer
(25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS) bei konstant 80V fiir 30 min und
anschlieend konstant 150 V fur 60 min durchgefihrt. Als Elektrophorese-Apparatur wurde
die Mini-PROTEAN® 3 Cell von Bio-Rad und als Stromversorgung das PowerPac 3000

(Bio-Rad) verwendet.
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Tabelle 4.9: Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele. Die Angaben beziehen sich fiir Trenngele auf ein
Endvolumen von 20 ml und fiir das Sammelgel auf 10 ml.

Sammelgel 4% Trenngel 8%  Trenngel 10% Trenngel 12% Trenngel 15%

[ml] [ml] [ml] [ml] [ml]
ddH,0 6.8 9.3 7.9 6.6 46
30% Acrylamid 1,7 5,3 6,7 8 10
Mischung
TRIS-HCI (1,5 M,
s 5 5 5 5
TRIS-HCI (1,0 M, ] ]
pH 6,8) 1,25
10% SDS- 0.1 0.2 0.2 0,2 0.2
Losung
10% APS- 0.1 0.2 0.2 0,2 0.2
Lésung
TEMED 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02

4.2.6 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Um Proteine aus elektrophoretisch aufgetrennten  Proteingemischen auf dem
Polyacrylamidgel sichtbar zu machen, wurden die Gele mit heiler Coomassie-Farbeldsung
(50% Methanol, 10% Essigsaure, 39,75% ddH-0, 0,25% (w/v) Coomassie Blue R-250) fir 10
Minuten inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Entfarbung mit heiler 10% (w/v) Essigsaure bis

zur gewiinschten Farbintensitat der Proteinbanden.

4.2.7 Oligomerisierung von DecaHistidin-NPM und Mutanten

Nach Expression und Reinigung von 10xHis-NPM, 10xHis-NPMC21F und 10xHis-
NPML102A wurde die Oligomerisierung der Proteine mittels SDS-PAGE und Immunblot
Uberprift. 10 pg der gereinigten Proteine wurden in Lammlipuffer (10 mM TRIS-HCI, 1 mM
EDTA, 1% SDS (w/v), 5% 2-Mercaptoethanol (v/v), 10% Glycerin (v/v), 0,05%
Bromphenolblau (w/v), pH 8,0) geldst und anschlieBend ohne vorheriges Aufkochen mittels
eines 12%igen SDS-Gels aufgetrennt. Mit Hilfe der Coomassie-Farbung wurden die Proteine
im Gel sichtbar gemacht. Parallel erfolgte das Immunblotting eines identisch behandelten
SDS-Gels auf eine PVDF-Membran und die folgende Antikdrperfarbung mit einem
spezifischen Antikorper gegen NPM.

4.2.8 Native Gelelektrophorese

Zur Bestimmung des Einflusses von Centrocountin-1 auf die Oligomerisierung von NPM
wurde gereinigtes 10xHis-NPM mit unterschiedlichen Konzentrationen von Centrocountin-1
oder DMSO fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die Proben in
CN-Probenpuffer (50 mM Imidazol, 50 mM NaCl, 2 mM 6-Aminocapronsaure, 1 mM EDTA,
0,01% Ponceau S, 10% Glycerin) verdinnt. Die elektrophoretische Auftrennung nach dem

isoelektrischen Punkt der Proteine erfolgte auf einem nativen ServaGel (3 —12%) in einer
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Gelelektrophorese-Apparatur mit nativem Anodenpuffer (500 mM BisTris-HCI, pH 7,0) und
nativem Kathodenpuffer (500 mM Tricine, 150 mM BisTris) fir 10 min bei einer konstanten
Spannung von 50 V und 100 min bei konstanten 200 V. Im Anschluss erfolgte die Farbung
des nativen Gels mittels Coomassie-Farbung.

4.2.9 Immunblot

Nach elektrophoretischer Auftrennung des Proteingemischs tber SDS-PAGE wurden die
Proteine, unter Verwendung des Wet-Blot-Systems auf eine Nitrocellulose- (PROTRAN®
(0,2 um PorengréBe), Whatman) oder PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid, Immobilon-FL
PVDF, 045 um, Merck Millipore) (bertragen. Hierfur wurden Gel und
Nitrocellulosemembran zwischen zuvor in Nitrocellulose-Transferpuffer (25 mM TRIS-HCI
pH 8,3, 190 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol) getrankte Filterpapiere gelegt. Bei
Verwendung von PVDF-Membran wurde diese vor Aquilibrierung in PVDF-Transferpuffer
(25 mM TRIS-HCI pH 8,3, 190 mM Glycin, 10% (v/v) Methanol) in 100% Methanol fur
1 min geschuttelt. Der Transfer erfolgte in der Blottingkammer (Mini Trans-Blot Cell,
Biorad) bei konstant 100 V (Power Pac 3000, Biorad) fir 60 min. Im Anschluss wurde der
korrekte Transfer der Proteine auf die Membran durch reversible Proteinfarbung mit Ponceau
S-Losung (0,2% Ponceau S in 3% Trichloressigsaure, Serva) Uberprift. Um unspezifische
Antikdrperbindestellen auf der Membran zu blockieren wurde die Membran fur 60 min in
Blocking-Puffer (je nach Primarantikérper 5% (w/v) Milchpulver oder 5% (w/v) BSA in
TBS-T (20 mM TRIS-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,1% (v/v) Tween-20) geschuttelt. Die
Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte Uber Nacht bei 4°C (Tabelle 3.8) unter
Schitteln. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T fur 5 Minuten wurde die Membran mit
einem HRP-gekoppelten (horseradish peroxidase, Peroxidase aus dem Meerettich)
Sekundérantikérper fir 60 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Um (berschissigen
Sekundéarantikdrper zu entfernen wurde die Membran erneut dreimal fur 5 min mit TBS-T
gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran fir 1 min mit Chemilumineszenz Substrat
(SuperSignal West Pico/Femto Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) behandelt.
Die Detektion der Lumineszenz erfolgte in einem Odyssey FC (LI-COR) oder ChemiDoc
(Biorad) System.

4.2.10 GST-Pulldown
Zum Nachweis von Proteininteraktionen und zur ldentifizierung neuer Bindungspartner von
PDE6D wurde die Methode des GST-Pulldowns gewahlt. Hierflir wurden humane

Pankreastumorzellen (Panc-Tu-1), humane Nierenzellen HEK293T oder humane Fibroblasten
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(HGDAFN127 und HGFDFN168) in PBS-C (140 mM NaCl, 10 mM Phosphate Buffer,
3mM KCI, pH7.45, 05% CHAPS, EDTA-free Protease Inhibitoren) von 10cm
Kulturschalen mit einem Zellschaber gekratzt. Mittels milder Sonifizierung und
anschlielender mechanischer Lyse (Pressen des Lysats durch 28G Nadel) wurden die Zellen
homogenisiert. Nach Sedimentation unloslicher Zellbestandteile (15 min, 12000g, 4°C) wurde
die Proteinkonzentration des Uberstands mittels Bradford-Test (4.2.4) bestimmt und mit PBS-
C auf gleiche Proteinkonzentrationen eingestellt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von GST-
PDEG6D (1,3 —2 uM), von Deltarasin/Deltazinone 1 oder DMSO sowie von 16 pl (50/50)
GSH-Sepharose 4B (GE Healthcare). Nach 2 h Inkubation wurde der immobilisierte
Proteinkomplex mittels Zentrifugation (5 min, 500g, 4°C) sedimentiert und der Uberstand
verworfen. Zur Abtrennung von unspezifisch gebundenen Proteinen erfolgte das Waschen des
Komplexes bei anschlieRender elektrophoretischer Auftrennung finfmal mit PBS-C. Nach
dem letzten Waschen wurden die GSH-Kugelchen unter Zuhilfenahme einer Insulinspritze
trocken gezogen und in 16 pl 2xL&mmli-Puffer (125 mM TRIS-HCI pH 6,8, 4% (w/v) SDS,
10% (v/v) Glycerol, 50 mM DTT, 0,01% Bromphenolblau) fir 5 min auf 95°C erhitzt. Im
Falle der folgenden Analyse des Proteinkomplexes mithilfe von HPLC-MS/MS wurde
dreimal mit PBS-C und zweimal mit PBS (140 mM NaCl, 10 mM Phosphatpuffer, 3 mM
KCI, pH 7.45) gewaschen, um die Detergenz-Konzentration fur die folgenden Arbeitsschritte

(4.2.12) gering zu halten.

4.2.11 Immunprazipitation

Neben der Methode des GST-Pulldowns wurde zum Nachweis von Proteininteraktionen und
zur ldentifikation neuer Interaktionspartner von PDE6D die Immunprézipitation verwendet.
Hierfir wurden mit FLAG-PDE6D (in pcDNA3.1(+)) transfizierte HEK293T-Zellen in
RIPAm Puffer (50 mM TRIS-HCI pH 7,4, 150 MM NaCl, 1 mM EDTA, 0,25%
Na-Deoxycholat, 1% NP40, EDTA-free Protease Inhibitoren) aus 10 cm Zellkulturschalen
gekratzt und anschlieBend fur 30 min unter Schutteln bei 4°C lysiert. Fir den Nachweis von
Proteininteraktionen wurden mit FLAG-PDE6D (in pcDNA3.1(+)) und GFP-markiertem
Interaktionspartner transfizierte HEK293T-Zellen in PBS-C (siehe 4.2.10) aus 10 cm
Zellkulturschalen gekratzt, anschlieBend sonifiziert und mechanisch lysiert (siehe 4.2.10).
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (4.2.4) und Angleichen der Proteinkonzentration
zwischen den verschiedenen Proben mit PBS-C, erfolgte die Zugabe von 10 pl Antikdrper
gegen die FLAG-Markierung gekoppelt an magnetisierte Agarose (Anti-FLAG M2 Magnetic
Beads, Sigma). Im Anschluss an die Inkubation fur 2 h oder ber Nacht wurde der Komplex

aus Agarose, Antikorper und prazipitierten Proteinen in einem magnetischen Stander vom
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Zelllysat getrennt und fir die Analyse mittels Immunblot (4.2.9) viermal mit PBS-C
gewaschen. Das Abtrennen des Proteinkomplexes konnte durch Zugabe wvon 20 ul
2xLammlipuffer (4.2.10) erreicht werden. Fir die massenspektrometrische Analyse wurde der
Proteinkomplex dreimal mit RIPAm und zweimal mit TBS (20 mM TRIS-HCI pH 7,4,
150 mM NaCl) gewaschen.

4.2.12 Tryptischer Verdau von Proteinkomplexen

Fir die Identifikation neuer Interaktionspartner von PDE6D wurde nach der
affinitatschromatographischen Reinigung (4.2.10 und 4.2.11) ein tryptischer Verdau des
angereicherten Proteinkomplexes durchgefiihrt und die erhaltenen Peptide anschlielend
massenspektrometrisch analysiert. Hierflr wurden die immobilisierten Proteinkomplexe fir
1 h bei Raumtemperatur in 100 pl E1 Puffer (50 mM Ammoniumbicarbonat, 1 mM DTT,
5 ng/ml Trypsin) geschuttelt, anschlieRend erfolgte die Zugabe von 100 ul E2 Puffer (50 mM
TRIS-HCI pH 7,5, 1,85 M Urea, 50 mM Chloracetamid) und die Inkubation tber Nacht bei
Raumtemperatur. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die Proben mit 2 pl konzentrierter

Trifluoressigsédure versetzt.

4.2.13 StageTip Reinigung von Peptiden

Die erhaltenen Peptide (4.2.12) wurden vor der massenspektrometrischen Analyse mittels
Umkehrphasenchromatographie gereinigt. Die verwendeten StageTips (Stop and Go
Extraction Tips) wurden dabei aus Polypropylen Pipettenspitzen und C18 Saulenmaterial (3M
High Performance Extraction Disks C18 (Octadecyl)) selbst hergestellt. Die Aktivierung des
StageTips erfolgte durch Zugabe von 100 pl Methanol auf das S&ulenmaterial und
anschlieender Zentrifugation in der StageTip Zentrifuge. Nach zweimaligem Waschen mit
100 pl Lésung A (0,1% Ameisensaure in ddH,O) wurden die StageTips mit den Proben
beladen. Nach Waschen mit Losung A erfolgte die Elution der Peptide durch 1 min
Inkubation der StageTips mit 20 pul Lésung B (80% Acetonitril, 0,1% Ameisensaure in
ddH,0) und anschliefender Zentrifugation in ein frisches Reaktionsgefal3. Die Elution wurde
ein zweites Mal wiederholt und die Eluate vereinigt. Zur Lagerung vor der Analyse mittels
HPLC-MS/MS wurden die Eluate mithilfe von Vakuumkonzentration (Concentrator plus,

Eppendorf) getrocknet.

4.2.14 Protein-ldentifikation mittels nano-HPLC-MS/MS
Die getrockneten Peptide aus dem tryptischen Verdau (4.2.13) wurden mittels nano-HPLC
getrennt und anschliefend mittels MS und MS/MS identifiziert. Hierfur wurde eine Ultimate

3000 nano-HPLC gekoppelt an ein Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap
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Massenspektrometer (Thermo Scientific) verwendet. Die Messung der Peptide und die
folgende Auswertung der Daten sowie die markierungsfreie massenspektrometrische
Quantifizierung (LFQ, label free quantification) wurde von Dr. Petra Janning (MPI
Dortmund) und Andreas Brockmeyer (MPI Dortmund) durchgefiihrt. Zunachst wurden die
getrockneten Peptide in 20 pl TFA resuspendiert und anschlieBend unter Sonifizierung
(15 min bei maximaler Intensitat) gelost. Unlosliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (15000g, 1 min) sedimentiert und anschlieBend verworfen. Im Anschluss
wurden 3 pl Fraktionen in einem nano-(U)HPLC System mit Flussraten von 300 nl/min unter
Verwendung eines UltiMateTM 3000 RSLCnano Systems (Dionex) ausgestattet mit eine
nano-HPLC Acclaim PepMap RSLC C18 S&ule (2 pum, 10 nm, 75 um ID x 25 cm, nanoViper,
Dionex), einer Vorsdule (Acclaim PepMapl100 C18, 5 um, 10 nm, 300 um ID x 5 mm,
Dionex) entsalzt und konzentriert und mittels Nanoelektronenspray ionisiert (Standard Coated
SilicaTipTM Emitter, 360 um OD, 20 pum ID, 10 um Tip ID, 10,5 cm, New Objective, USA).
Die Auftrennung erfolgte mit einem linearen Gradienten tUber 90 min von 5% - 40%
Acetonitril (0,1% Ameisenséure) in Wasser (0,1% Ameisensdure) bei konstanter Flussrate bei
einer Saulentemperatur von 40°C. Hoch auflésende MS und MS/MS Messungen wurden auf
einem Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap Massenspektrometer (Thermo Scientific) mit
Nanoelektronensprayionisierung durchgefuhrt (Nanospray Flex lon Source, Thermo
Scientific). lonisiert wurde mit 1,8 — 2,5 kV um einen Massenbereich von m/z 300 — 1650 mit
einer Auflésung von 70000 Einheiten zu messen (,,one-micro-scan mode“ mit ,,automated
gain control” (AGC)). Bis zu zehn Hochenergie-Dissoziations MS/MS Scans (HCD) mit einer
Auflésung von 17500 Einheiten wurden von den 10 Peptiden mit der hdchsten Intensitét und
mindestens doppelter Ladung gemessen (AGC: 1x10°, IT: 120 ms, isolation window: 3 m/z,
normalized collision energy (NCE): 25, Verhaltnis von 0,1%, Intensitatsschwelle: 8,3x10%,
dynamic exclusion: 20s). Es wurden jeweils Komplett- und Fragmentierungsspektren

aufgenommen.

4.2.15 MS/MS Datenanalyse

Die Auswertung von Massenspektrometrie Daten wurde mithilfe der Software MaxQuant
(Cox and Mann, 2008) (v.1.3.0.3 oder 1.4.1.2) mit dem Andromeda Suchalgorithmus und
dem humanen Referenz Proteom der Uniprot-Datenbank durchgefiihrt. Die Suche wurde fr
den Komplettverdau mit Trypsin und zwei Fehlschnitten ausgefiihrt. Carbamidomethylierung
wurde als feste Proteinmodifikation und die Oxidation von Methionine und Acetylierung des
N-Terminus als variable Modifikation eingestellt. Die Genauigkeit fir gesamte

Massenspektra wurde auf 5 ppm und fir MS/MS Spektren auf 20 ppm gesetzt. Die false
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discovery rate (FDR) fur Peptide und Proteine wurde auf 1% gesetzt und es wurden
ausschlieBlich Proteine fur die weitere Analyse ausgewahlt, von denen mindestens 2 Peptide
quantifiziert werden konnten. Als Methode zur relativen Quantifizierung wurde der
Algorithmus zur label free quantification (LFQ, markierungsfreie massenspektrometrische
Quantifizierung) mit der MaxQuant Software verwendet. Die drei technischen Replikate der
Proben des GST-Pulldowns mit GST-PDE6D (4.2.10) sowie der Immunprazipitation mit
FLAG-PDE6D (4.2.11) bzw. deren Kontrollexperimente (Pulldown mit GST und
Immunprézipitation mit untransfizierten Zellen) wurden gruppiert. Nach Logarithmieren
(log2) der LFQ Intensitaten wurden Proteine, die nicht mindestens zweimal in einer Gruppe
quantifiziert werden konnten, herausgefiltert. Fehlende Werte wurden durch normalverteilte
Werte berechnet. Proteine die nach t-Test signifikant von der Normalverteilung abwichen,
wurden als Treffer berticksichtigt.

4.2.16 Proximity Ligation Assay (PLA)

Far den Nachweis von Protein-Protein Interaktionen in Zellen wurde die in situ PLA Technik
nach Herstellerangaben verwendet (Duolink PLA Technology, Sigma Aldrich). Diese
Methode erméglicht die Visualisierung von Protein-Protein-Interaktionen in fixierten Zellen.
Hierflr wurden 50000 HeLa-Zellen pro Vertiefung einer 24-Loch Platte auf Deckglasern
ausgesat. Am nachsten Tag folgte die Transfektion (4.3.2) mit GFP-Progerin und Mutanten
(in pEGFP-C1). 48 h nach Transfektion wurden die Zellen durch Zugabe von 250 pl 4%
Paraformaldehyd in PBS (siehe 4.2.10) fur 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 500 ul PBS erfolgte das Blockieren und Permeabilisieren der
Zellen durch Inkubation mit 250 pl Blockier-Puffer (140 mM NaCl, 10 mM Phosphate
Buffer, 3 mM KCI, 0,1% Triton-X100, 3% (w/v) Rinderserumalbumin, pH 7.45) fur 30 min,
Die Deckglaser wurden tiber Nacht auf einem Tropfen (30 ul) Primérantikdérper in Blockier-
Puffer bei 4°C unter geséttigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am Folgetag erfolgte das
dreimalige Waschen mit 500 ul PBS-Tx (140 mM NaCl, 10 mM Phosphate Buffer, 3 mM
KCI, 0,1% Triton-X100, pH 7,45) und die Inkubation mit PLA+ und PLA— Proben (1:100) in
30 pl Blockier-Puffer je Deckglas fur 1 h bei 37°C. Unspezifisch gebundene PLA-Proben
wurden durch zweimaliges Waschen mit 500 pl TBS-Tw (20 mM TRIS-HCI pH 7,4, 150 mM
NaCl, 0,05% Tween-20) entfernt. Zur Ligation der DNA Sequenzen der beiden PLA-Proben
wurden die Deckglaser fur 30 min bei 37°C mit Ligationslésung (Ligase Puffer 1:5 in ddH,0,
Ligase 1:40) uberschichtet. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit TBS-Tw erfolgte die
Amplifikation der DNA und die anschlieBende Hybridisierung mit Fluoreszenz-markierten

Oligonukleotiden durch Inkubation mit Amplifikationslosung (Amplifikations Puffer 1:5 in
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ddH,O, Polymerase 1:80) fur 100 min bei 37°C. Vor Fixierung der Deckglaser auf
Objekttragern (Aqua Polymount, Polysciences Inc.) wurde die DNA mit DAPI (1:1000 in
TBS (20 mM TRIS-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl)) gefarbt. Die Analyse der Proben erfolgte
mittels Fluoreszenzmikroskopie (4.3.8) bei 63x Vergrofierung und Aufnahme von Bildern im
DAPI (DNA) und DsRed (PLA Signal) Kanal. Die Quantifizierung der PLA Signale pro Zelle
erfolgte automatisiert mithilfe von ImageJ und folgendem Makro:

dir=getDirectory("input");
name=getDirectory("Save results");
setBatchMode(true);
files=getFileList(dir);
for(f=0; f<files.length; f++){
run("Bio-Formats Importer", "open="+dir+files[f]+" + color_mode=Default
split_channels view=Hyperstack stack order=XYCZT series_1");
/I *.czi Datei 6ffnet 3 Kanéle in gleicher Reihenfolge. Image 1 ist channel595 (PLA
signal) Image 3 ist DAPI.
selectimage(1);
setAutoThreshold("Default dark");
/lrun("Threshold...");
setThreshold(439, 4095);
/I Threshold muss manuell fir jedes Experiment (Belichtungsdauer etc.) vorher
definiert werden
run("Analyze Particles...", "size=0-Infinity show=0utlines display exclude clear
include");
/I speichern im gewahlten output Verzeichnis, mit Dateinamen
Bilddatei_results PLA.txt
saveAs("Results", name+files[f]+"_results PLA.txt");
selectimage(3);
setAutoThreshold("Default dark™);
/lrun("Threshold...");
run("Analyze Particles...", "size=10-Infinity show=Outlines display clear include");
/I speichern im gewahlten output Verzeichnis, mit Dateinamen
Bilddatei_results DNA.txt
saveAs("Results", name+files[f]+"_results DNA.txt");
close("*");
h
setBatchMode(false);

4.2.17 Fluoreszenzpolarisation (FP)

Zur Charakterisierung der Wechselwirkungen von niedermolekularen Verbindungen und
Proteinen wurde die Methode der Fluoreszenzpolarisation verwendet. Hierfur wurde in 96-
oder 384-Lochplatten der zu untersuchende Rezeptor (GST-PDE6D, 10xHis-NPM, 10xHis-
NPMC21F, 10xHis-NPML102A, 6xHis-CRM1) in PBS-T (140 mM NaCl, 10 mM
Phosphatpuffer, 3 mM KCI, 0,05% Tween-20, pH 7.45) vorgelegt und seriell verdinnt.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe des Liganden TAMRA-Deltarasin/Centrocountin-FITC zu
einer Endkonzentration von 50/300 nM. Die Analyse der Platten erfolgte mit einem
Multiplattenleser (Safire2, Tecan). Apparente Dissoziationskonstanten wurden mithilfe eines

Standard 4-Parameter Fits berechnet.
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4.2.18 DNA-Bindungsassay

Die Bindung von kleinen Molekiilen an DNA wurde mithilfe eines Verdrangungsexperiments
nach Williams et al. bestimmt (Williams et al., 2012). In einer 96-Lochplatte wurden 20 uM
sonifizierte Kalbsthymus DNA in PBS mit 2 uM DAPI oder 2 uM Ethidiumbromid vorgelegt
und anschlieBend mit dem zu testenden kleinen Molekil titriert. Anschlielend erfolgte die
Messung der Fluoreszenz fir DAPI mit Anregung bei 358 nm und 461 nm Emission und fir
Ethidiumbromid bei einer Anregungswellenldnge von 546 nm und einer Emission von
595 nm (Tecan M1). Bei Bindung eines kleinen Molekiils an DNA wird je nach Bindestelle
DAPI und/oder Ethidiumbromid verdrangt und das jeweilige Fluoreszenzsignal sinkt. Mittels
eines Standard 4-Punkte Fits kann die 1C50 der Testsubstanz bestimmt werden.

4.3 Zellbiologische Methoden

4.3.1 Kultivierung von Zellen
Alle verwendeten Zelllinien wurden in Wasserdampf-geséattigter Atmosphére bei 37°C und
5% CO; in 10 cm Zellkulturschalen in entsprechendem Medium (Tabelle 4.10) kultiviert.

Tabelle 4.10: Verwendete Zelllinien und zugehdérige Medien

Zelllinie Kulturmedium Zusatze
HelLa, HEK293T, Panc-Tu-I, DMEM (4,5 g/L Glukose, 4 mM  10% (v/v) FBS,
U-2 OS Glutamin) Penicillin (1000 U/ml)

Streptomycin (1 mg/ml)
nicht essentielle Aminosauren

10 mM Natriumpyruvat

Primare Humanfibroblasten DMEM (4,5 g/L Glukose, ohne  10% (v/v) FBS,
(HGADFN167/127, HGFDFN168, Glutamin) Penicillin (1000 U/ml)
HGFDMNO90) Streptomycin (1 mg/ml)

2 mM Glutamin

Bei Erreichen einer ca. 90%igen Konfluenz wurden die Zellen einmal mit PBS (10 mM
Phosphatpuffer, 140 mM NaCl, pH 7,45) gewaschen und anschlieBend fir 5 — 10 min mit
2 ml 1xTrypsin/EDTA Losung unter Kulturatmosphare inkubiert. Die Trypsinierungsreaktion
wurde mit frischem Kulturmedium gestoppt und die Zellen nach Resuspendierung verdiinnt in
neue Zellkulturschalen ausgesat. HEK293T Zellen wurden zur Passage mit frischem Medium

abgeldst, vereinzelt und in neue Zellkulturschalen verdinnt.
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4.3.2 Lipofektion von Humanzellen
Die Transfektion von HelLa-Zellen erfolgte mit Lipofectamine 2000 oder Lipofectamine 3000

(Thermo Fisher) nach Herstellerangaben.

4.3.3 Kalziumphosphat-Transfektion von HEK293T Zellen

HEK?293T Zellen wurden bei ca. 40%iger Konfluenz in 10 cm Zellkulturschalen transfiziert.
Hierfur wurden 10 pug Plasmid-DNA in 500 pul 244 uM Kalziumchlorid Ldsung gelést und
langsam zu 500 pl 2xHBS (50 mM HEPES, 1,5mM NaHPO4, pH 7,0) gegeben. Im
Anschluss erfolgte das langsame Zutropfen des Transfektionsmixes zu den Zellen. Die Zellen
wurden 24 h oder 48 h nach Transfektion lysiert. Bei Lyse nach 48 h erfolgte 24 h nach
Transfektion der Austausch des Transfektionsmediums gegen frisches Kulturmedium.

4.3.4 Zellviabilitatsbestimmung

Zur Bestimmung von Zellviabilitdt und Zellproliferation wurde der WST-1 (water soluble
tetrazolium) Test genutzt. Hierbei wird das stabile Tetrazolium Salz durch zellulares
NAD(P)H+H" zu Formazan gespalten, welches Licht mit einer Wellenlange von 450 nm
absorbiert. Die gemessene Absorption bei 450 nm korreliert dabei mit den metabolisch
aktiven Zellen in Kultur. HeLa-Zellen wurden in 96-Lochplatten ausgesédt und am Folgetag
mit den entsprechenden Substanzen im Quadruplikat fir 48 h behandelt. Im Anschluss
erfolgte die Zugabe des WST-1 Reagenzes (Roche) zu 10% (v/v) Endkonzentration. Nach
Messung der Absorption bei 450 nm (DTX-880 plate reader, Beckman Coulter) konnte der
ECso der getesteten Substanzen Uber einen Standard Vier-Punkte Fit berechnet werden
(Graphpad Prism 6.0).

4.3.5 Kryokonservierung von Zelllinien

Zur Lagerung wurden Zellen nach Waschen mit PBS und Trypsinierung (4.3.1) in
Kryokonservierungs-Medium (Zellkulturmedium, 10% (v/v) DMSO) aufgenommen und in
Kryordhrchen tberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die Lagerung der Zellen in einer Einfrierhilfe
(Mr. Frosty, Thermo Fisher) bei -80°C tiber Nacht. Am nachsten Tag erfolgte der Transfer der

Kryordhrchen in die Dampfphase eines Flissigstickstofftanks.

4.3.6 Fixierung von Zellen

Fur die immunzytochemische Analyse von zellularen Proteinen wurden Zellen in 24-
Lochplatten auf Deckglésern oder in 96-Lochplatten (Corning, #3340 oder Zellkontakt,
#5241) kultiviert und anschlielend mit 4% Paraformaldehyd in PBS fir 15 min bei
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Raumtemperatur fixiert. AnschlieBend wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS

uberschussige Fixierlosung entfernt.

4.3.7 Immunzytochemie

Zellen auf Deckglasern in 24-Lochplatten oder in 96-Lochplatten wurden nach Fixierung
(4.3.6) dreimal mit PBS gewaschen und anschlieend mit Blockier-Puffer (4.2.16) fir 1 h bei
Raumtemperatur  leicht geschittelt.  AnschlieBend erfolgte die Inkubation  mit
Primérantikorper (Tabelle 3.8) in Blockier-Puffer fur Zellen auf Deckglasern auf einem
Tropfen (30 pl) Antikorperlosung und in der 96-Lochplatte in 40 pl Antikorperlosung fir 2 h
bei Raumtemperatur oder bei 4°C (ber Nacht. Am Folgetag wurden die Proben mit PBS oder
PBS-Tx (4.2.16) dreimal gewaschen. Die Inkubation mit Sekund&rantikdrper (Tabelle 3.8)
folgte in Blockier-Puffer fur 1h bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln. Nach
Abnahme des Sekundarantikdrpers wurde einmal mit DNA-Farbelésung (DAPI oder
Hoechst33342 1 pug/ml in PBS) fir 10 min bei Raumtemperatur und anschliefend zweimal
mit PBS gewaschen. Zellen in 96-Lochplatten konnten so bis zur Analyse bei 4°C gelagert
werden, wahrend Zellen auf Deckglasern mit einem Tropfen Eindeckmedium (Aqua
Polymount Polysciences Inc.) auf Objekttragern fixiert und tUber Nacht bei Raumtemperatur

im Dunkeln getrocknet wurden.

4.3.8 Manuelle Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

Fir die nicht-automatische Fluoreszenzmikroskopie wurden Proben auf Deckglésern und
96-Lochplatten mit Glasboden (Zellkontakt) in einem inversen Zeiss Observer Z.1 System mit
einem Zeiss LD Plan NEOFLUAR (40x/0,6 Korr) und einem Zeiss Plan APOCHROMAT
(63x/1,4 Ol) Objektiv analysiert. Bilder wurden mittels einer AxioCam MRM Kamera

aufgenommen und mit der Software Zeiss ZEN blue edition 2011 bearbeitet und exportiert.

4.3.9 Automatische Weitfeld-Fluoreszenzmikroskopie

Die automatische Aufnahme von 96-Lochplatten bei 20x VergréfRerung erfolgte unter
Verwendung eines Zeiss Axiovert 200M Systems mit automatischem Mikroskoptisch und
automatischem optischem Autofokus (Visitron). Bilder wurden mit einer CoolSNAP ES
Kamera (Visitron) aufgenommen und mit der Software MetaMorph (7.7.8.0, Visitron)

ausgewertet.

4.3.10 Lebendzellmikroskopie
Fur die Lebendzellmikroskopie wurden Zellen in 24-Lochplatten (Greiner) ausgesat und in

einer Inkubationskammer unter dem automatischen Mikroskop Zeiss Axiovert 200M
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kultiviert. Die Aufnahme von Bildern erfolgte alle 10 min mit einem 20x oder 40x Objektiv.
Fur Fluoreszenz-Lebendzellmikroskopie wurde voll supplementiertes phenolrot-freies
DMEM Medium verwendet.

4.3.11 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Bilder von Proben auf Deckglésern wurden mithilfe eines Leica TCS SP5 Systems,
unter Verwendung eines WeiBlicht-Lasers und eines Argon-Lasers mit einem 63x Ol-
Objektiv (HCX PL APO lambda blue 63x 1.40 oil), aufgenommen. Die Bearbeitung und
Auswertung der Bilder erfolgte mit der Software Leica Application Suite Advanced
Fluorescence Lite 2.6.3 build 8173 und ImageJ1.51a.

4.3.12 Screening von Mitoseinhibitoren

Fir das Screening von Centrocountin-Derivaten wurde ein High Content Screen mit
niedrigem Durchsatz gewéhlt. Hierfur wurden 2500 HeLa-Zellen in 100 pl Zellkulturmedium
in 96-Lochplatten (Corning, #3340) ausgesdt. Am Folgetag wurde das Medium abgenommen
und durch 100 pl frisches Medium mit 20 uM Testsubstanz ausgetauscht. Nach 24 h
Inkubation wurde das Medium vorsichtig abgenommen und die Zellen mit 100 pl Perm-Fix
Losung (100 mM K-PIPES, 10 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 0,1% Triton X-100, 4% (v/v)
Formaldehyd) bei Raumtemperatur fur 30 min fixiert und permeabilisiert. Im Anschluss
wurden die Proben zweimal fir 3 min mit 100 pul TBS-T (4.2.9) gewaschen und fur 1 h mit
2% Rinderserumalbumin in TBS-T blockiert. Zur Farbung des Mitosemarkers phospho-
Histon H3 wurde je Loch der 96-Loch Platte 40 pl des Primarantikdrpers (Abcam, ab5176

1:1000 in Blockier-Puffer) zugegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei

4°C inkubiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit TBS-T fir 3 min erfolgte die
Inkubation mit Fluorophor-gekoppeltem Sekundarantikérper und DNA Marker (donkey anti-
goat Alexa488, 1:500; DAPI 1ug/ml) in 40 ul Blockier-Puffer fir 1 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Nach zweimaligem Waschen mit TBS-T und einem finalen Waschschritt
mit TBS konnten die Platten bei 4°C bis zur Vermessung am automatischen Mikroskop
(4.3.9) gelagert werden. Pro Loch der 96-Lochplatte wurden 9 Bilder mit einem 20x Objektiv
im DAPI und Azami-Kanal aufgenommen. Mithilfe der Software MetaMorph 7.7.8.0 und der
Applikation Cell Cycle Analysis wurde die Anzahl an allen Zellen und die Anzahl an
mitotischen Zellen pro Bild bestimmt. Die Berechnung des mitotischen Index erfolgte je Loch
der 96-Lochplatte und lies die Berechnung einer Standardabweichung tber drei technische

Replikate zu.
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Anhang

6 Anhang

6.1 Abkilrzungsverzeichnis

ABC-Transporter

AMP

BS3

BSA
cGMP
CHAPS
Cv

DAPI
DEPC
DMEM
DMSO
dNTP
DSS

DTT
EDTA
ER

Fc Region
FITC
FLAG-tag
FLIM
FPLC
FRAP
FTase

FTI

GDF
GDP

GFP
GMP-PNP
GSF

GSH

GST

Transporter mit ATP-bindender Kassette (ATP binding cassette)
Adenosinmonophosphat

Bissulfosuccinimidyl suberate

Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)

zyklisches Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate)
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate
Saulenvolumen (column volume)

4¢,6-Diamidin-2-phenylindol

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleosidtriphosphat

disuccinimidyl suberate

Dithiothreitol

Ethlendiamintetraacetat

Endoplasmatisches Retikulum

konstanter Bereich eines Antikorpers (fragment crystallizable)
Fluorescein Isothiocyanat

Proteinmarkierung (DYKDDDDK)

Fluoreszenz Lebensdauer Mikroskopie (fluorescence lifetime imaging)
fast performance liquid chromatography

fluorescence recovery after photobleaching

Farnesyltransferase

Farnesyltransferase-Inhibitor

GDI dissociation factor

Guanosindiphosphat

Grin fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)
guanosine 5 -[f,y-imido]triphosphate

GDI-like solubilization factor

Glutathion

Glutathion-S-Transferase
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GTP
HGPS
HVR
Ka app
NES
NiNTA
NLS
PBS
PPI
PTM
TAMRA
TBS
TRIS
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Guanosintriphosphat

Hutchinson-Gilford progeria syndrome
hypervariable region

apparente Dissoziationskonstante

Kernexportsignal (nuclear export signal)
Nickel-Nitrilotriessigsaure

Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal)
Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Protein-Protein-Interaktion

Posttranslationale Modifikation
Tetramethylrhodamin

TRIS-gepufferte Salzlosung (TRIS buffered saline)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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