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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom ist das am haufigsten auftretende Malignom der Niere. Dabei haben
Patienten mit einer fortgeschrittenen lokalen Erkrankung eine 5-Jahres Uberlebensrate von
weniger als 2 %. Die gegenwartigen Therapien sind oft nicht effektiv und unspezifisch und
haben starke Nebenwirkungen. Dadurch besteht ein hoher Bedarf an neuen Therapien, die

idealerweise eine selektive Wirkung ohne Nebenwirkungen erzielen.

Der Naturstoff (-)-Englerin A ist ein Guanin-Sesquiterpen aus dem Wolfsmilchgewachs
Phyllanthus engleri und hemmt mit 1000facher Selektivitdt das Wachstum von
Nierenkrebszelllinien im Vergleich zu anderen Krebszelllinien.

Die Etablierung der Totalsynthese und der absoluten Konfiguration des Naturstoffes
schafften zum Einen die Voraussetzung fir die Synthese von (-)-Englerin A-Derivaten mit
einer hdheren Potenz als (-)-Englerin A selbst und erméglichten zum Anderen die Synthese
des Naturstoffs in groReren Mengen, so dass weitere Untersuchungen zur biologischen

Aktivitat durchgefiihrt werden konnten.

H Me
(-)-Englerin A

Zelltod (Nekrose)

Der Wirkmechanismus von (-)-Englerin A
(-)-Englerin A ist ein potenter und selektiver Aktivator fir TRPC4/5-Kanale in Nierenkrebszellen. Die Aktivierung
Ca2+-permeabler TRPC4/5-Kanale erfolgt durch die direkte extrazellulare Bindung an die Kanale und fihrt zu
einem starken Ca®*-Influx. Die erhéhte intrazelluldre Ca®*-Konzentration induziert schnell und selektiv den Zelltod
in Nierenkrebszellen. PM: Plasmamembran

Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass (-)-Englerin A innerhalb weniger Minuten
Nekrose induziert, wobei der Wirkmechanismus unbekannt war. Fir die Identifizierung
moglicher Zielproteine wurde ein umfassendes Methodenspektrum eingesetzt. Hierzu
wurden u. a. proteomische Analysen unter Verwendung von Affinitatssonden durchgefiihrt.
Die dabei angereicherten Proteine konnten jedoch nicht als tatsachliche Zielproteine des (-)-
Englerins bestatigt werden. Dartber hinaus wurden Signaltransduktionswege sowie der
Einfluss auf den Zellmetabolismus untersucht, die ebenfalls nicht zur Identifizierung der

Zielproteine fuhrten. Weitere Versuche konzentrierten sich auf Membranproteine wie z.B
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Zusammenfassung

lonenkandle und GPCRs. Diese konnten durch fehlende Solubilitdt in der
Affinitdtschromatographie nicht mit einbezogen werden. Weiterfllhrende Untersuchungen
berlicksichtigten besonders lonenkanale, die in Zusammenhang mit Nierenkrebs stehen und
identifizierten TRPC4/5-Kanéle als Zielproteine (Transient receptor potential canonical ion
channel 4/5). Die Validierung der Zielproteine und des Wirkungsmechanismus von (-)-
Englerin A erfolgte mit Hilfe von zellbasierten Ca?*-Testsystemen, patch clamp Versuchen
und genetischen Studien. Diese zeigten, dass (-)-Englerin A bereits bei nanomolaren
Konzentrationen ein selektiver Aktivator von TRPC4/5-Kanalen ist. TRPC4/5-Kanale werden
durch eine direkte extrazellulare Bindung von (-)-Englerin A aktiviert. Die mégliche indirekte
Aktivierung der Kanale Uber GPCRs konnte mit Hilfe eines GPCR Inhibitors in patch clamp
Versuchen ausgeschlossen werden. Die durch (-)-Englerin A vermittelte Aktivierung von
TRPC4/5-Kanalen fiihrt zu einem starken Ca®*-Einstrom in die Zellen, wodurch die Zellen in
kurzester Zeit der Nekrose erliegen. In patch clamp Versuchen wurden fir Zellen, die mit (-)-
Englerin A behandelt wurden Strom-Spannungs-Kurven gemessen, deren Verlauf fir TRPC4
und nahe Verwandte Kanale wie z.B. TRPC5 typisch ist. Die Verwendung des TRPC4/5
Antagonisten ML204 bestatigte TRPC4/5 als Zielproteine von (-)-Englerin A, da die Wirkung
durch den Antagonisten inhibiert wurde. Flir A498-Zellen wurden Strom-Spannungs-Kurven
endogener TRPC-Kanale gemessen, die auf eine TRPC4/1-Heterotetramerbildung
hinweisen. Durch die Uberexpression von TRPC4/5-Kanalen in HEK293T-Zellen gelang es
eine nicht sensitive Zelllinie gegenlber (-)-Englerin A zu sensitivieren. Somit konnten
TRPC4/5-Kanale als Zielproteine bestatigt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
eine erhdhte intrazelluldre Ca**-Konzentration eine entscheidende Rolle fiir den schnellen
Zelltod spielt. Die Reduzierung der extrazelluldren Ca?*-Konzentrationen (-)-Englerin A
behandelter Zellen fiihrte im Vergleich zu héheren extrazelluldren Ca?*-Konzentrationen zu
einem Anstieg der Zellviabilitat.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass (-)-Englerin A durch die direkte Aktvierung der Ca?*-
permeablen TRPC4/5-Kanale eine schnelle und selektive zytotoxische Wirkung auf
Nierenkrebszellen hat. Damit ist die Substanz nicht nur ein potentieller Wirkstoffkandidat fur
die Behandlung von Nierenkrebs, sondern erdffnet auch neue Mdglichkeiten flr die
biologische Untersuchung dieser Kanale. Ein solch potenter und selektiver Aktivator ist fur
TRPCA4/5-Kanale bisher nicht bekannt. Bislang wurden diese Kanale durch die Verwendung
relativ hoher Konzentrationen unspezifischer Substanzen aktiviert. Die Identifizierung von
TRPCA4/5 als Zielproteine von (-)-Englerin A verbessert dartiber hinaus das Verstandnis des
bislang unbekannten Wirkmechanismus dieses bemerkenswerten Naturstoffs. Der durch (-)-
Englerin A induzierte selektive Zelltod von Nierenkrebszellen durch die Aktivierung von
TRPCA4/5-Kanalen ist fur die zuklnftige Entwicklung von Medikamenten zur Behandlung von

Nierenkrebs von grolier Bedeutung.



Summary

Summary

Renal cell carcinoma is the most frequently appearing malignant tumor of the kidney.
Patients with an advanced stage of the disease have a five-year survival rate of less than
2 %. Current therapies are often ineffective and unspecific and have serious side effects.
Thus, there is a high demand in finding novel therapies, which are ideally selective and

without side effects.

The natural product (-)-englerin A is a guaiane sesquiterpene from the plant Phyllanthus
engleri and inhibits the growth of renal cancer cells with a 1000-fold higher selectivity
compared to other cancer cell lines.

The establishment of the total synthesis and the absolute configuration of the natural product
enabled not only the synthesis of (-)-englerin A derivatives with higher activities than (-)-
englerin A, but also facilitated the synthesis of sufficient quantities of the natural product

allowing further studies on the biological activity.

H Me
(-)-Englerin A

Cell death (Necrosis)

Englerin A’s mode of action

(-)-Englerin A is a potent and selective activator for TRPC4/5 channels in renal cancer cells. The activation of
calcium-permeable TRPC4/5 channels through direct binding to the extracellular site of the channels leads to high
calcium influx. The increased intracellular calcium concentration induces cell death and kills renal cancer cells
rapidly and selectively. PM: plasma membrane

This thesis demonstrates that (-)-englerin A induces cell death already within minutes. For
the identification of the target proteins a broad range of techniques was used. Affinity-based
chemical proteomics was performed employing affinity labeled probes. Unfortunately, the
enriched proteins could not be confirmed as target proteins. Moreover, signal transduction
pathways and the influence on cell metabolism were analyzed, which did not lead to target
identification as well. Further experiments concentrated on membrane proteins like ion
channels and GPCRs. These protein classes usually cannot be identified in the affinity-based

experiments before because of solubility issues. The analysis considered only ion channels
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related to renal cell carcinoma and identified TRPC4/5 channels (Transient receptor potential
canonical ion channel 4/5) as target proteins.

The validation of TRPC4/5 and (-)-englerin A’s mode of action was carried out, amongst
others, by means of calcium detection assays, patch clamp experiments and genetic studies.
The results show that (-)-englerin A is a selective activator of TRPC4/5 channels in the
nanomolar range. TRPC4/5 channels are activated by direct binding to the extracellular site
of the channels. An indirect activation of the channels by GPCRs was excluded using a
GPCR inhibitor by means of patch clamp experiments. The (-)-englerin A-mediated activation
of TRPC4/5 channels induces a high calcium influx into cells leading to necrosis within few
minutes.

Patch clamp experiments were performed with (-)-englerin A treated cells and determined
current-voltage curves typical for TRPC4 and closely related channels like TRPC5. The
evoked currents were inhibited by the TRPC4/5 inhibitor ML204 showing that TRPC4/5 are
the cellular target proteins of (-)-englerin A. The current-voltage curves in A498 cells for
endogenous TRPC channels indicate that TRPC4 is building heterotetramers with TRPC1.
TRPCA4/5 overexpression in the (-)-englerin A insensitive HEK293 cells rendered HEK293
cells sensitive for the natural product proving TRPC4/5 channels as target proteins.
Moreover it was shown that increasing concentration of intracellular calcium concentrations
play a key role in cell death. The reduction of the extracellular calcium concentration led to a
higher cell viability in (-)-englerin A treated cells using low extracellular calcium
concentrations compared to higher extracellular calcium concentrations

(-)-englerin A kills renal cancer cells rapidly and selectively. This compound is not only a
potential anticancer drug candidate but also enables the further biological analysis of
TRPCA4/5 channels. Such a potent and selective activator for TRPC4/5 channels has not
been reported so far. For activation of these channels unspecific substances have been
applied at high concentrations. The identification of TRPC4/5 channels as target proteins of
(-)-englerin A leads to a better understanding of the mechanism of action of this remarkable
natural product.

The (-)-englerin A-induced selective cell death in renal cell cancer through the activation of
TRPCA4/5 is of great significance for further investigation in drug development for treatment of

renal cancer.



Einleitung

Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

In den letzten 20 Jahren gab es in Europa und weltweit einen jahrlichen Anstieg von
Neuerkrankungen um ca. 2 %. Innerhalb der Europaischen Union (EU) gab es in 2012
ungefahr 84.400 neue Nierenzellkarzinomfalle und ca. 34.700 Todesfélle, die durch

Nierenzellkarzinom verursacht wurden.!"

Das Nierenzellkarzinom macht 2-3 % aller Krebsarten aus!” und wird aufgrund spezifischer
histopathologischer und genetischer Charakteristika in verschiedene Subtypen aufgeteilt.””
Bei diesen Subtypen unterscheidet man zwischen dem klarzelligen Nierenzellkarzinom,
welches mit 75 % am haufisten auftritt, dem papillaren Nierenzellkarzinom, das 10 %
ausmacht, dem chromophoben Nierenzellkarzinom mit 5 %, dem Sammelgangkarzinom,
welches mit 1 % am seltensten auftritt und dem nicht-klassifizierbaren Nierenzellkarzinom,
das 3-5 % ausmacht.””

Das Nierenzellkarzinom ist mit ca. 90 % das am haufigsten auftretende Malignom der Niere
und tritt bei Patienten in einem Alter zwischen 60 und 70 Jahren auf. Dabei sind Manner in
einem Verhaltnis von 1,5:1 haufiger betroffen als Frauen. Neben Faktoren wie dem
Lebensstil, Rauchen, Fettleibigkeit und Bluthochdruck®® tragen vererbte Pradispositionen zu
dieser Erkrankung bei. Dazu gehoéren z.B. Mutationen im VHL-Gen, die flr das von Hippel-
Lindau-Syndrom (VHL) verantwortlich sind."! Die meisten Patienten bleiben bis zur spaten
Phase der Erkrankung asymptomatisch. Symptome, die dann bei 6-10 % der Patienten
auftreten sind neben den klassischen Flankenschmerzen beispielweise auch eine
Hamaturie.™™” Viel haufiger mit etwa 30 % treten Symptome wie z.B. Gewichtsreduktion,
Fieber, eine abnormale Leber, Blutarmut und Bluthochdruck auf. Nur eine geringe Anzahl
von Patienten zeigt Symptome wie beispielsweise Schmerzen in den Knochen und einen
anhaltenden Husten, die direkt durch die metastatische Erkrankung verursacht werden.®
Dies hat zur Folge, dass 20-30 % der Betroffenen bei der Diagnose bereits Metastasen
aufweisen.®! Auch eine kérperliche Untersuchung der Patienten spielt bei der Diagnose vom
Nierenkarzinom eine limitierende Rolle, kann aber dennoch bei manchen Betroffenen mit z.B.
Odemen in den unteren Extremitaten, hilfreich sein. Die Laborparameter, die tblicherweise
bei Verdacht auf Nierenzellkarzinom herangezogen werden, sind die Hamoglobinwerte, die

Erythrozyten-Sedimentationsrate, die alkalische Phosphatase und das Serum-Kalzium.®"'"!



Einleitung

1.1.2 von Hippel-Lindau (VHL) Tumorsupressorgen

Das von Hippel-Lindau-Syndrom wurde im Jahre 1894 entdeckt!'" und ist eine autosomal-
dominante Erkrankung.'? Sie beruht auf einer heterozygoten Keimbahnmutation im VHL-
Tumorsupressorgen auf dem Chromosomen 3p25, welches stark mit dem
Nierenzellkarzinom assoziiert ist und in 80 % der Falle auftritt.'21"'¥ Das Auftreten von
Tumoren in Zusammenhang mit dieser Erkrankung basiert entweder auf dem Verlust oder
der Inaktivierung des verbliebenen Wildtyp-VHL-Allels, welches zur Abwesenheit eines
funktionierenden VHL-Protein (pVHL) fiihrt."™® Das VHL-Protein ist in verschiedene zellulére
Prozesse involviert. Hierzu zahlen z.B. die Regulation der extrazellularen Matrix, die
Stabilitat des Zytoskeletts, die Kontrolle des Zellzyklus und die Zelldifferenzierung.” Auch
Mutationen des VHL-Gens in somatischen Zellen kommen haufig in vereinzelten klarzelligen
Nierenzellkarzinomfllen vor.'"? Ungefahr 20 % der VHL-Erkrankungen entstehen durch eine
de novo Mutationen im VHL-Gen und sind nicht vererbt."™™ Eine Tumorbildung in VHL-
defizienten Nierenkarzinomzellen in vivo kann durch das Wiederherstellen der VHL-Funktion

verhindert werden."®!'7]

Das VHL-Protein besteht aus einer a- und B-Form und ist Uberwiegend im Zytoplasma
lokalisiert. Da es eine wichtige Rolle in der Regulation und Transkription von

Wachstumsfaktoren hat,!"®

bewegt es sich zwischen dem Zytoplasma und dem
Nukleus.[9M201211122l Bie o-Domane bildet einen stabilen Ubiquitin E3 Protein-Ligase-Komplex
mit Elongin B, Elongin C,?32423 cyllin 2,?°271 ynd dem Ring-box Protein Rbx1.?® Das
VHL-Protein Gbernimmt innerhalb des Komplexes die Rolle des Substrat-Rezeptors, welches
spezifische Proteine direkt bindet, die dann ubiquitinyliert und degradiert werden®®

(Abbildung 1.1).

Solch ein spezifisches Protein kann das HIF-1-Protein (hypoxia-inducible factor 1) sein.
Hierbei handelt es sich um einen Transkriptionsaktivator, der eine wichtige Funktion bei der
Vermittlung der zellularen Antwort in Abhangigkeit von Sauerstoff Gbernimmt. Das HIF-1-
Protein besteht aus einer durch Hypoxie induzierbaren a-Untereinheit und einer konstitutiv
exprimierten B-Untereinheit.?®” Bei normaler Sauerstoffversorung (Normoxie) wird HIF-1a
durch eine Sauerstoff-abhangige Prolylhydroxylase an seiner Prolinseitenkette hydroxyliert,

die sich in der Sauerstoff-abhdngigen Degradationsdomane im Zytoplasma befindet.?'1%2
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Abbildung 1.1: Dysregulierung von HIF-1a durch die VHL-Inaktivierung (modifiziert nach Pavlovich und
Schmidt, 2004)R*!

Unter normalen Sauerstoffbedingungen (Normoxie) wird HIF-1a durch eine Familie von Prolylhydroxylasen an
zwei konservierten Prolinseitenketten hydroxyliert. Die Hydroxylierung fihrt zur Erkennung und Bindung des Von-
Hippel-Lindau (VHL) E3 Ubiquitin-Ligase-Komplexs, bestehend aus Elongin B, Elongin C, Cullin 2 (CUL2) und
RBX1. Die Polyubiquitinylierung von HIF-1a durch den VHL-Komplex fuhrt zum proteosomalen Abbau durch das
26S-Proteasom. HIF-1a wird aulferdem an einer Asparaginseitenkette durch eine Asparginhydoxylase
hydroxyliert, sodass eine Bindung an die transkriptionalen Co-Aktivatoren p300/CBP unterbunden wird und die
Transkription von HIF-Zielgenen verhindert wird. Unter sauerstoffarmen Bedingungen (Hypoxie) werden beide
Formen der Hydroxylierung unterbunden, sodass HIF-1a akkumuliert und es somit zur Transkriptionsaktivierung
Hypoxie-empfindlicher Gene kommt, wie es auch im Fall einer VHL-Inaktivierung auftritt. Die VHL-Inaktivierung
fuhrt zur Akkumulation von HIF-1a im Zytoplasma und zur Translokation in den Nukleus. Dort dimerisiert HIF-1a
mit HIF-18 und wird durch p300/CBP co-aktiviert. HIFa/ bindet an Hypoxie-empfindliche Elemente (HRE) und
aktiviert die Transkription von Genen, die in klarzelligen Nierentumoren hochreguliert sind.

Dies erlaubt die Bindung von HIF-1a an VHL und flhrt zur einer Ubiquitinylierung und Abbau
von HIF-1a. AuRerdem fihrt eine Hydroxylierung durch eine Asparaginhydroxylase im
Zellkern zu einer Interaktion zwischen HIF1a und den transkriptionalen Co-Aktivatoren
CREB-binding protein (CBP) und p300, so dass die Transkription von HIF1-Zielgenen
inhibiert wird.

Die VHL-Inaktivierung in Nierenzellen, wie bei Patienten mit dem VHL-Syndrom ahmt den
Signalweg unter hypoxischen Bedingungen nach. Die Patienten besitzen ein in der
Keimbahn mutiertes VHL-Allel und ein Wildtyp-VHL-Allel. Die Inaktivierung oder der Verlust
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des VHL-Wildtyp-Allels fihrt dazu, dass HIF-1a nicht mehr gebunden werden kann und der
HIF-1a-Abbau verhindert wird. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von HIF-1a unter normalen
Sauerstoffbedingungen. HIF-1a wird dann aus dem Zytoplasma in den Nukleus
translokalisiert. Dort heterodimerisiert es mit HIF-1B und bindet dann an sogenannte
Hypoxie-empfindliche Elemente.®" Durch die Bindung wird die Transkription von Zielgenen
induziert, die unter anderem eine wichtige Rolle im Metabolismus und der Angiogenese
spielen und u.a. zu der Produktion von GLUT-1-?° VEGF®®"P™ (vascular endothelial growth
factor), Erythropoetin- und PDGF-2 (platelet-derived growth factor-8) fiihren.*® Die
Aktivierung der Zielgene tragt zu der Bildung von Nierenzellkarzinomen bei. Eine
Dysregulation von HIF-1a erklart die Tumorbildung in VHL-defizienten Zellen nicht
vollstandig P89 Dies deutet daraufhin, dass das VHL-Protein eventuell auch eine HIF-

unabhangige Tumorsuppressorfunktion besitzt.

1.1.3 Behandlung von Nierenkrebs

Wenn Nierenkrebs in einem frilhen Stadium erkannt wird, kann dieser durch die chirurgische
Entfernung der betroffenen Niere relativ erfolgreich behandelt werden. Dennoch entwickeln
nicht weniger als 20-30 % der Patienten nach diesem Eingriff eine metastatische
Erkrankung.*"! Ungefahr 30-50 % der Patienten mit einer lokal fortgeschrittenen Erkrankung
haben eine 5-Jahres Uberlebensrate von weniger als 2 %.""*]

Die Behandlung von Nierenkrebs ist limitiert. Im Vergleich zu anderen Malignomen zeigt das
Nierenzellkarzinom eine Resistenz sowohl gegenliber der Chemotherapie als auch der
Hormontherapie.*® Eine systematische Therapie mit Zytokinen, wie beispielweise mit
Interleukin-2, konnte nur geringe Erfolge von ca. 15 % erreichen, wobei die Erfolgsrate fur
eine vollstandige Rickbildung des Tumors weitaus geringer ist. Im Vergleich dazu konnte
gezeigt werden, dass eine systemische Behandlung mit traditionellen zytotoxischen
Medikamenten (z.B. Vinblastin oder Paclitaxel), Bestrahlung oder eine Hormontherapie fir
Patienten mit Nierenkrebs nicht effektiv ist.* Durch die Ineffizienz der genannten
Behandlungsmethoden richtete sich der Fokus der Nierenzellkarzinombehandlung
hauptsachlich auf die Entwicklung von Kinaseinhibitoren.*?!

Fur die Behandlung von metastatischem Nierenkrebs wurden insgesamt sieben
Medikamente zugelassen und werden klinisch verwendet. Hierzu zahlen unter anderem der
Tyrosinkinaseinhibitor, Sunitinib, der Multikinaseinhibitor Sorafenib und der monoklonale
anti-VEGF (vascular endothelial growth factor) Antikdrper Bevacizumab.*®!

Es gibt viele unterschiedliche Wege die Kinaseaktivitdt zu inhibieren. Dabei kénnen
Kinaseinhibitoren beispielsweise reversibel in die ATP-Bindetasche binden oder an einen

angrenzenden Bereich um die enzymatische Aktivitit zu inhibieren.*”! Dadurch, dass die

8
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Aminosaurensequenz der Kinasedomane (ATP-Bindetasche) ahnlich zu vielen anderen
Kinasen ist, besteht die Moglichkeit einer Kreuzreaktion bei Verwendung von ATP-
kompetitiven Inhibitoren wie z.B. bei Sorafenib. Sorafenib ist ein ATP-kompetitiver Inhibitor
fur VEGFR-2, inhibiert jedoch auch die enzymatische Aktivitat anderer Kinasen, wie z.B. die
von FLT3 (Receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3). Auch Sunitinib ist ein ATP-
kompetitiver Inhibitor und inhibiert PDGF- (Platelet-derived growth factor) und VEGF-
Rezeptoren. Ebenfalls wird auch hier unter anderem die Kinaseaktivitat fir FLT3 inhibiert.”*®!

Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist mit der Mutation im VHL-Gen assoziiert, das flr das
VHL-Protein kodiert (siehe Abschnitt 1.1.2). Die VHL-Erkrankung kann aufgrund einer
Keimbahnmutation oder einer somatischen Mutation entstehen, wobei letzteres haufiger
auftritt. Dabei fihrt HIF-1a zu einer erhéhten Freisetzung von VEGF und PDGF auch unter
normalen Sauerstoffbedingungen.”®! Dies fiihrt zu einer starken Angiogenese und duRert
sich in starken vaskularen primaren Tumoren und Metastasen, die charakteristisch fur das
Nierenzellkarzinom sind.

Um bereits metastasierte Nierenzellkarzinome zu behandeln, wurden Angiogenese-
Inhibitoren untersucht.®® Einer dieser Inhibitoren ist z.B. Bevacizumab, ein monoklonaler
Antikorper, der spezifisch an VEGF bindet.”" Eine Inhibierung intrazelluldrer Signalwege des
VEGF-Rezeptors kann durch die Tyrosinkinaseinhibitoren Sunitinib und Sorafenib
gewahrleistet werden. Diese Substanzen inhibieren VEGFR und andere Rezeptor-
Tyrosinkinasen, wie beispielsweise PDGF und die Serin/Threoninkinase RAF.’? Der
Tyrosinkinaserezeptor besteht aus einer extrazellularen Bindestelle, einer Transmembran-
Region und einer Tyrosinkinasedomane. Die Bindung des Rezeptors an einen Liganden flhrt
zu seiner Stabilisierung und Dimerisierung, die die die Kinaseaktivitat steigert. Dadurch
werden Signalwegen katalysiert, die in der Zellproliferation resultieren.®!

Die Rezeptoraktivitat kann durch die Substanzen Sunitinib und Sorafenib inhibiert werden.
Der Wirkungsmechanismus der bisher genannten Angiogenesinhibitoren in Patienten, wie
z.B. mit dem Von Hippel-Lindau-Syndrom sind in Abbildung 1.2 dargestellt. Beide
Verbindungen besitzen einen &ahnlichen Wirkungsmechanismus und Zytotoxizitat. Sie
verhindern die Angiogenese von Tumoren durch die Inhibierung von Tyrosinkinasen.
Wahrend Sorafenib nicht zu einem Schrumpfen des Tumors flhrt, konnte fir Sunitinib der
klare Nachweis erbracht werden, dass die Substanz den Tumor signifikant reduziert.>
Dennoch ist es wichtig zu erwahnen, dass die Medikamente Nebenwirkungen haben. Haufig
handelt es sich dabei um Nebenwirkungen, die die Haut oder den Magen-Darm-Trakt

betreffen.®®
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Abbildung 1.2: Wirkungsmechanismus von Anglogenesemhlbltoren bei VEGF-ausgeloster verstarkter
Angiogenese (modifiziert nach Hiles und Kolesar, 2008). (501

Unter hypoxischen Bedingungen wird die Bildung von HIF-1 beglnstigt und stimuliert die Freisetzung von VEGF
(vascular endothelial growth factor). In normalen Zellen wird HIF-1 durch das VHL-Protein reguliert. In Patienten
mit Nierenzellkarzinom wird das VHL-Protein in einer abnormalen Form exprimiert, sodass die Angiogenese auch
unter normalen Sauerstoffbedingungen stark stimuliert wird. VEGF bindet an den VEGF-Rezeptor (VEGFR) und
stabilisiert die intrazellulare Tyrosinkinasedomane. Dies flhrt zur Dimerisierung und Autophosphoryllerung,ssl
sodass eine Reihe von Reaktionen katalysiert werden, in denen viele Signalwege wie z.B. auch RAS-RAF-ERK,
involviert sind. Dies kann dann eventuell zur endothelialen Mitogenese und Zellmigration flihren, welches dann in
der Angiogenese resultiert.”® Bevacizumab inhibiert die extrazellulare VEGF-Aktivitat direkt. Sunitinib agiert an
der intrazellularen Tyrosinkinase-Domane des VEGF-Rezeptors, um die Angiogenese zu unterbinden. (56}
Sorafenib bindet an RAF und verhindert die Anglogenese sowohl an der intrazellularen Tyrosinkinasedoméane des
VEGF-Rezeptors als auch abwarts des Slgnalweges RTK= Rezeptortyrosinkinase, P= Phosphorylierung.
Abbildung von Taina Litwak, CMI.

Dies zeigt, dass die Entwicklung von Medikamenten fir die Behandlung von Nierenkrebs
eine sehr wichtige Rolle spielt. Fiur die Entwicklung neuer Medikamente sind haufig
pflanzliche Naturstoffe eine gute Quelle. Sie kdnnen flur die Synthese potenterer und weniger

zytotoxischer Derivate von Nutzen sein, die fir die Behandlung verschiedener Erkrankungen

sehr hilfreich sein konnen 7 P8L]
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1.2 Naturstoffe als Quelle fiir neue Medikamente

Naturstoffe sind sekunddre Metabolite® und eine gute Quelle fiir die Entwicklung neuer
Medikamente. Als Quelle von Naturstoffen dienen Pflanzen, Bakterien, Pilze und marine
Organismen.®" Pflanzen werden bereits seit Tausenden von Jahren in der Medizin
verwendet,®? z.B. in Form von Tinkturen oder Pudern.®?®® Anfang des 19. Jahrhunderts
erfolgte die Isolierung aktiver Substanzen aus Pflanzen wie z.B. von Morphium aus dem
Milchsaft des Schlafmohns.®?® Die Isolierung und Charakterisierung pharmakologisch
aktiver Substanzen aus Arzneipflanzen spielen heute immer noch eine wichtige Rolle und
haben beispielweise eine entscheidende Bedeutung fiir die Behandlung von Krebs.®" Die
aktuellen Untersuchungen flir die Erforschung von Wirkstoffen aus Arzneipflanzen sind
facettenreich und kombinieren botanische, phytochemische, biologische und molekulare
Techniken. Dabei liefert die Untersuchung von Arzneipflanzen neue und wichtige
Substanzen fir die Behandlung verschiedener Erkrankungen wie beispielsweise Krebs, HIV,
Alzheimer oder Malaria.®®"

Naturstoffe sind nicht nur wegen ihrer strukturellen Diversitat sondern insbesondere aufgrund
ihrer oftmals selektiven und spezifischen biologischen Aktivitdt basierend auf ihrem

% Darliber hinaus stellen Naturstoffe eine

Wirkungsmechanismus von groflem Interesse.
exzellente Quelle fur die Synthese Naturstoff-inspirierter Substanzen dar. Naturstoffe haben
sich im Laufe der Evolution gemeinsam mit den Proteinen entwickelt und sind demnach als
biologisch validiert anzusehen. Dabei ist die Natur bei der Gestaltung und Synthese der
Proteine und Metaboliten sparsam und nutzt nur einen geringen Teil der Gesamtheit aller
chemischen Molekiile, welche im Laufe der Evolution selektiert wurden.®® Als Beispiel sei
das menschliche Genom genannt. Dieses kodiert fir ca. 25.000 Proteine von maoglichen
10°® basierend auf 300 Aminosauren.®” Die geringe Anzahl an kodierenden Proteinen ist
damit zu begriinden, dass diese unter physikalischen und chemischen Bedingungen aus der
natiirlichen Selektion hervorgegangen sind.®® Die Evolution tbernimmt die Aufgabe, die
Interaktion zwischen Proteinen und den entsprechenden Liganden prazise aufeinander
abzustimmen. Ahnlich der konservierten Proteinstrukturen ist auch die Anzahl der
Gundgeriiste der Naturstoffe limitiert.®!

Bisher wurde allerdings nur ein Bruchteil der Naturstoffe erforscht. Trotz intensiver
Untersuchungen der terrestrischen Flora z.B. wird geschatzt, dass nur 6 % von ungefahr
300.000 Arten héherer Pflanzen pharmakologisch erforscht sind. 97071

Zu den bekanntesten Antikrebsmedikamenten, die in der klinischen Therapie eingesetzt
werden, gehoéren die sogenannten Vincaalkaloide, wie Vinblastin und Vincristin, welche
Naturstoffe aus der Pflanzengattung Catharanthus roseus darstellen.? Vincaalkaloide und

deren semi-synthetischen Derivate blockieren die Mitose. Dabei binden die Substanzen
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spezifisch an Tubulin und fihren zur Tubulindepolymerisation, welches in einem Arrest des
Zellzyklus in der Metaphase resultiert.[”!

Ein weiteres Beispiel ist Paclitaxel (auch Taxol genannt), welches aus der Pazifischen Eibe
Taxus brevifolia isoliert wurde. Es wurde Anfang der neunziger Jahre flir die Behandlung von
Eierstock- und Brustkrebs eingesetzt.®® Sowohl Paclitaxel als auch seine Derivate binden
Tubulin und inhibieren dessen Depolymerisation./"*17°!

Fur die ldentifizierung von Naturstoffen mit pharmakologischer Wirkung wie die der oben
genannten Antikrebsmedikamente sind entsprechende Screening-Methoden notwendig.
Durch die Verwendung von Hochdurchsatz-Screens (HTS) seit Anfang der neunziger Jahre
kénnen heute mehr als 250.000 Substanzen pro Tag und Testsystem analysiert werden.
Jedoch wird die Analyse der Naturstoffe im Vergleich zu reinen Substanzen im HTS-Format
kaum angewendet. Grinde hierflir sind insbesondere der Zeitaufwand, welcher fir die
Aufreinigung und Identifizierung der aktiven Substanz aus einem Naturextrakt notwendig
ist.® Abhangig vom individuellen Design des verwendeten Testsystems ist eine
Vorfraktionierung der Naturextrakte sinnvoll, bevor sie fir einen zellbasierten HTS oder flr
einen HTS mit isolierten Proteinen verwendet werden. Diese Art der Vorfraktionierung wird
sowohl in akademischen Einrichtungen als auch pharmazeutischen Firmen durchgefihrt. Die
Optimierung der Untersuchung von Naturstoffen liegt wohiméglich in der Kombination
verschiedener Techniken wie die z.B. Vorfraktionierung, HTS und der Verwendung
entsprechend geeigneter Zelllinien, die einen Effekt auch bei Verwendung von Extrakten im
Mikroliter-Bereich zeigen.[!

Oftmals gestaltet sich die Isolierung von Naturstoffen jedoch schwierig und flhrt zu einer
geringen Ausbeute, sodass die Quantitat der Substanz fir eine langfristige Erforschung nicht
ausreichend ist.®® Ein weiterer Nachteil der Naturstoffisolierung ist, dass Modifikationen an
dem zu untersuchenden Naturstoff begrenzt méglich sind."® Daher bietet die Etablierung
einer Totalsynthese von Naturstoffen im Vergleich zur Naturstoffisolierung einen grof3en
Vorteil. Mit Hilfe der Totalsynthese kénnen nicht nur relativ groRe Mengen der Substanz
bereitgestellt werden sondern es kdnnen auch Strukturen bzw. Teilstrukturen der Substanz
identifiziert werden, welche fur die Aktivitat essentiell sind. Des Weiteren konnen mittels der
Totalysynthese Derivate des Naturstoffs synthetisiert werden, welche eventuell eine starkere

Aktivitat als der Naturstoff selbst aufweisen.®®

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Naturstoffe als Medikamente in der Medizin
hergestellt und verwendet werden. Trotz aller Schwierigkeiten und Herausforderungen,
welche die Erforschung von Wirkstoffen mit sich bringt, werden Naturprodukte z.B. aus
Arzneipflanzen eine essentielle Komponente in der Forschung neuer Medikamente

bleiben.®"
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1.2.1 Biologische Aktivitédt von (-)-Englerin A

Fur die Bekdmpfung von Nierenkrebs werden verschiedene Medikamente wie beispielsweise
Sunitinib und Sorafenib eingesetzt. Die Verwendung solcher Medikamente bringen Patienten
mit metastatischem Nierenkrebs Vorteile, aber zeigen keine vollstdndige Heilung und
mussen Uber langere Zeitrdume verabreicht werden. AuRerdem haben diese Medikamente
ernsthafte Nebenwirkungen."”! Aufgrund dieser Tatsachen ist es wichtig Substanzen zu
finden bzw. zu entwickeln die spezifisch gegen Nierenkrebs aktiv sind.

In einer Studie wurden 60 Zelllinien in einem gro3 angelegten Screen am NIH (National
Institute of Health) untersucht. Dieses filhrte zur Identifizierung verschiedener Naturstoffe,
die eine spezifische Aktivitat gegenlber Nierenkrebszellen im Vergleich zu Krebszellen aus
anderen Geweben zeigten. Dabei wurden Nierenkrebszellen selektiv abgetdtet. Die
Analysen identifizierten zunachst 34 Naturstoffextrakte, welche  selektiv  auf
Nierenkrebszellen wirkten. Einer der vielversprechenden Naturstoffkandidaten war die
gegeniber Nierenkrebszellen hoch potente und selektive Substanz (-)-Englerin A
(Abbildung 1.3a), wahrend (-)-Englerin B eine niedrigere Aktivitdt und Selektivitat aufweist.
(-)-Englerin A ist ein Guanin-Sesquiterpen und wurde im Jahre 2009 von Ratnayake et al."® i
aus der Pflanze Phyllanthus engleri, einem Wolfsmilchgewachs, isoliert.

Fur Englerin A konnte eine 1000-fach hdhere selektive Wachstumsinhibierung gegenlber
Nierenkrebszelllinien im Vergleich zu anderen Krebszelllinien gezeigt werden, was das hohe

Potential dieser Verbindung flr die Behandlung von Nierenkrebs unterstreicht.
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Abbildung 1.3: Wirkun? von (-)-Englerin A auf das Wachstum von Nierenkrebszellen (modifiziert nach
Ratnayake et al., 2009)[78

a| Struktur von Englerin A. b| Dosis-Wirkungs-Kurve fir die Wachstumsinhibierung von (-)-Englerin A gegentber
A498, 786-0, ACHN, UO-31, RXF-393, CAKI-1, TK-10 und SN12C aus dem 60-Zelllinien-Panel.
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Sechs (A498, 786-0, ACHN, UO-31, RXF-393, SN12-C) von acht der getesteten
Nierenkrebszelllinien zeigen eine Wachstumshemmungskonzentration 50 (engl. Glso (growth
inhibition concentration 50) im niedrigen nanomolaren Bereich (Abbildung 1.3b).

Der Glso-Wert gibt die Konzentration einer Substanz an bei der 50 % des Wachstums
inhibiert ist. Insbesondere die Zellllinien A498, 786-0, ACHN und UO31 sind gegentber der
Substanz sehr sensitiv und zeigen Gls,-Werte unter 10 nM."® Damit ist (-)-Englerin A als
eine potente Substanz flr die Behandlung von Nierenkrebs sehr interessant. Die Substanz
hat jedoch nicht ausschlieBlich eine Wirkung auf Nierenkrebszellen sondern zeigt auch
vereinzelt eine zytotoxische Wirkung auf andere Krebszelllinien, wie z.B. die
Brustkrebszelllinie HS578-T.7®!

Die nicht bekannte absolute Konfiguration von (-)-Englerin A konnte im Jahre 2009 durch die
Totalsynthese des (-)-Englerin A-Enantiomers ((+)-Englerin A) etabliert werden.” Hierdurch
gelang die Herstellung von (-)-Englerin A in Grammmalftab, welches flr weitere Strukur-
Aktivitats-Analysen genutzt wurde, um potentere Derivate herzustellen. Hierfir wurden
Modifikationen am Zimtsaurerest, der Isopropylgruppe und der Glykolsdure von (-)-
Englerin A durchgefihrt. Um die Potenz auf Nierenkrebszellen zu testen wurden die
synthetisierten Derivate, (-)-Englerin A und (+)-Enlgerin A auf A498-Zellen in einem
Testsystem zur Zellviabilitat getestet. Wahrend sich Veranderungen an der Isopropylgruppe
und des Glykolsaureesters negativ auf die Substanzaktivitat auswirken, auflern sich

Anderungen im Zimtsaurerest insgesamt positiv auf die Aktivitat der Substanz.

a| b|
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Abbildung 1.4: Wirkun? von (-)-Englerin A-Derivaten auf die Viabilitit von Nierenkrebszellen (modifiziert
nach Radtke et al., 2011)°"!

a| Dargestellt sind die Strukturen der aktivsten (-)-Englerin A-Derivate mit Modifikationen im Zimtsaurerest und
einem ICsp-Wert von ca. 25 nM. b| Dosis-Wirkungs-Kurven fur die zytotoxische Aktivitat der (-)-Englerin A-
Derivate gegenuber A498-Zellen. Zellen wurden fir 48 h mit unterschiedlichen Substanzkonzentrationen
behandelt und die Zellviabilitat mittels WST-1-Reagenz bestimmt. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe
einer nicht-linearen Regression ermittelt. Die Ergebnisse sind reprasentativ flr vier biologische Replikate *
Standardabweichung.
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Durch die Modifikationen am Zimtsaurerest gelang es drei (-)-Englerin A-Derivate mit ICso-
Werten von ca. 25 nM zu synthetisieren (Abbildung 1.4a), die deutlich potenter sind als der
Naturstoff selbst, welcher einen ICs,-Wert von 45 nM aufweist®® (Abbildung 1.4b).

Fur (+)-Englerin A konnte ein ICso-Wert von 1 yM ermittelt werden, welches die Erkenntnisse
von Ratnayake et all"® bestitigt, die fiir das Enantiomer eine geringe Aktivitidt auf
Nierenkrebszellen zeigen konnten.

Da alle drei Substanzen eine &hnliche Potenz besitzen wurden weitere Versuche zur
Zellviabilitdt mit anderen Zelllinien durchgeflihrt, um selektivere Derivate zu identifizieren.
Hierzu wurden vier weitere Zelllinen (CAKI-1, HEK293, HelLa, MDA-MB-468) ausgewahlt und
mit den Substanzen getestet.®® Keine der getesteten Zelllinien zeigten im Vergleich zu der
Nierenkrebszelllinie A498 eine signifikante Wachstumsinhibierung.®® Um die Selektivitat der
Substanzen auf Nierenkrebszelllinien zu analysieren wurden diese auf normalen
Nierenzelllinien (MDCK, BSC1, RC-124) untersucht und zeigten eine 100-fach niedrigere
Aktivitat im Vergleich zu A498-Zellen (ICso > 5 uM).®% Durch die Selektivitat und der hohen
Potenz von (-)-Englerin A gegenlber Nierenkrebszelllinien ist diese Substanz ein

vielversprechender Kandidat fiir die spezifische Behandlung von Nierenkrebs.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war noch kein Zielprotein fur (-)-Englerin A publiziert. Es
war lediglich bekannt, dass der Naturstoff eine starke Potenz und Selektivitat hauptsachlich

gegeniber Nierenkrebszellen besitzt.

1.2.2 PKCBO als Zielprotein von (-)-Englerin A

Das einzige bekannte Zielprotein von (-)-Englerin A ist die Proteinkinase C Typ Theta
(PKCB) und wurde von Sourbier et al. im Laufe dieser Arbeit im Jahre 2013 veréffentlicht.®"
Die Aktivierung von PKC durch (-)-Englerin A wurde sowohl in 786-0-Zelllysaten mit Hilfe
eines kommerziellen PKC-Kinase Testsystem als auch mit aufgereinigtem PKCB8-Protein
belegt. Dass dabei nur die PKCB-Isoform selektiv aktiviert wurde konnte durch den Knock-
Down der einzelnen PKC-Isoformen bestatigt werden. Die Autoren konnten zeigen, dass (-)-
Englerin A PKCB in 786-0-Zellen aktiviert und dies zu einer inhibierenden Phosphorylierung
von IRS (insulin receptor substrate 1). Dadurch wird die Glukoseaufnahme Uber den
Glukosetransporter GLUT-1 inhibiert und flhrt zu einem Insulin-resistenten Phanotyp.
Gleichzeitig fihrt (-)-Englerin A zu einer PKCB-vermittelten Phosphorylierung und
Aktivierung von HSF-1 (Heat shock factor 1), einem Transkriptionsfaktor, die die
Glukoseabhangigkeit von Tumorzellen férdert (Abbildung 1.5). Diese Kombination aus der
Glukoseabhangigkeit und gleichzeitigen Inhibierung der Glukoseaufnahme fiihrt dazu, dass

(-)-Englerin A letal auf Tumorzellen wirkt, die stark von Glukose abhangig sind.
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Abbildung 1.5: Der Wirkungsmechanismus von (-)-Englerin A (modifiziert nach Sourbier et al., 2013)[8”

Die Aktivierung von PKCB8 durch (-)-Englerin A induziert einen Insulin-resistenten Phanotyp. Die (-)-Englerin A-
abhangige PKCB-Aktivierung fihrt zu einer inhibierenden Phosphorylierung von IRS-1 und inhibiert den
PI3K/AKT-Signalweg, sodass es zu einer verminderten Glukoseaufnahme kommt (a). Gleichzeitig fuhrt die (-)-
Englerin A-vermittelte PKC6-Aktivierung zur Phosphorylierung und Aktivierung des Transkriptionsfaktors HSF-1,
der durch die Transkription HSF-1 regulierter Gene die Glukoseabhéangigkeit von Tumorzellen verstarkt (b). Die
Kombination aus der Glukoseabhangigkeit und der gleichzeitigen Inhibierung der Glukoseaufnahme fuhrt dazu,
dass (-)-Englerin A letal auf Tumorzellen wirkt, die stark von Glukose abhangig sind (c). PKC®: Protein kinase C
type theta, IRS-1: Insulin receptor substrate 1, PI3K: Phosphoinositide 3-kinase, Akt: Protein kinase B, HSF-1:
Heat shock factor 1, Hsp90: Hsp90 chaperone protein kinase-targeting subunit, P: Phosphorylierung

Die Autoren beschreiben au3erdem, dass die Expression von PKC8 und HSF-1 notwendig
ist, um eine Sensitivitdt gegentber (-)-Englerin A zu erzielen und demonstrieren dass
HEK293-Zellen, die normalerweise gegeniber dem Naturstoff keine Sensitivitat zeigen, nach

Transfektion mit PKCO und HSF-1 gegenlber der Substanz sensitiv sind.

1.3 Chemische Genetik

Die Chemische Genetik beschreibt die Untersuchung biologischer Systeme mit Hilfe
niedermolekularer Substanzen. Die klassische Genetik dagegen gewahrleistet die
Untersuchung biologischer Systeme durch Genmanipulation mittels Mutagenesen wie z.B.
Knock-Outs. Dabei wird die Einteilung in eine vorwartsgerichtete- und in eine
rickwértsgerichtete Genetik vorgenommen.®” Bei der vorwartsgerichteten Genetik erfolgt
die Analyse vom Phanotyp zum Genotyp, sodass dies die Identifizierung von Genen zulasst,
die fir einen spezifischen Phanotyp verantwortlich sind. Dazu werden willklrliche
Mutationen in Zellen oder Organismen eingebracht (z.B. durch DNA-modifizierende

Substanzen oder Bestrahlung), die flr einen bestimmten Phanotyp verantwortlich sind. Die
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Untersuchung des mutierten Gens kann dann durch eine Genkartierung analysiert und
identifiziert werden.®?®% Bei der riickwartsgerichteten Genetik dagegen erfolgt die
Untersuchung von Genotyp zum Phanotyp. Dabei wird das Zielgen mutiert, das sich
anschlieBend im Phanotyp aullert. Die phanotypischen Unterschiede in den mutierten Zellen
oder Organismen werden analysiert, um die Funktion des mutierten Gens zu studieren.’®*

In Analogie wird auch die Chemische Genetik in eine vorwartsgerichtete- und
rickwartsgerichtete Chemische Genetik eingeteilt. Die vorwartsgerichtete Chemische
Genetik setzt chemische Substanzen ein, um die Funktion von Genprodukten zu modulieren.
Die Substanzen die dadurch einen bestimmten Phanotyp induzieren, werden selektiert, um
anschlieRend das Zielprotein zu identifizieren.®” Die Zielprotein-Identifizierung ist hilfreich,
um die Funktion des betroffenen Zielgens bzw. Zielproteins zu untersuchen. Die
rickwartsgerichtete Chemische Genetik dagegen setzt niedermolekulare Substanzen ein,
um ein gewilnschtes Protein zu modulieren. Dazu werden Substanzbibliotheken verwendet,
um Substanzen zu identifizieren, die mit dem gewinschten Zielprotein interagieren. Sobald
eine Substanz identifiziert ist, werden Zellen oder Organismen mit dieser behandelt und die
phanotypischen Effekte untersucht. Die Substanz kann dabei einen Effekt imitieren den man
mit einer klassischen genetischen Mutation erreichen kann.® Die klassische Genetik im
Vergleich zur Chemischen Genetik ist in Abbildung 1.6 veranschaulicht.

Die Chemische Genetik bietet im Vergleich zur klassischen Genetik einige Vorteile bei der
Untersuchung von Systemen, bei der die klassische Genetik an ihre Grenzen stoRt.[®!
Obwohl die klassische Genetik in der Aufklarung molekularer Prozessen und Signalwege
insbesondere bei niedermolekularen Organismen sehr aufschlussreich ist, kann die
Anwendung in héheren Organismen aufgrund des diploiden Chromosomensatzes schwierig
sein.

Im Vergleich dazu kann die Chemische Genetik sowohl in Zellen auch als in Organismen
angewendet werden. Aullerdem koénnen die Effekte von niedermolekularen Substanzen
reversibel sein und z.B. Uber den Metabolismus abgebaut werden.®™® Die chemischen
Substanzen kénnen zeit- und konzentrationsabhangig appliziert und wieder entfernt werden
und zeigen normalerweise relativ schnelle Effekte, was eine kinetische in vivo Analyse
erlaubt, die mit der klassischen Genetik nicht maglich ist.®? So eine temporére Kontrolle der
chemischen Substanz ermdglicht die zeit-und konzentrationsabhangige Charakterisierung
von Proteinmodulationen. Proteine, die multifunktional sind, kénnen durch die Bindung
selektiver Substanzen individuell moduliert werden. Die klassische Genetik dagegen arbeitet
mit Knock-Outs, wodurch das Protein aus dem Organismus entfernt wird und verhindert
somit die Untersuchung verschiedener Effekte, zumal Proteine meist nicht nur eine Funktion
besitzen und nur einen Bindungspartner haben. Zusatzlich sind Knock-Outs essentieller

Gene letal, wobei die Applikation sub-letaler Konzentrationen einer chemischen Substanz
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nur zu einem partialen Knock-Out Phanotyp fihren kénnen. Durch die Verabreichung
unterschiedlicher Konzentrationen niedermolekularer Substanzen kénnen Veranderungen im
Phanotyp konzentrationsabhangig studiert werden.®’!

Der grote Nachteil der Chemischen Genetik ist, dass es nicht universell einsetzbar ist. Mit
Hilfe der klassischen Genetik kann im Prinzip jedes Gen manipuliert werden. Die Chemische
Genetik dagegen braucht eine selektive Substanz, das spezifisch fir das Zielprotein ist.
AulRerdem sind die Bindepartner nur flr einen kleinen Teil von Proteinen bekannt, sodass es
notwendig ist, weiterhin die Bindepartner von Proteinen zu erforschen. Dies kann durch
Hochdurchsatz-Screens  und  der strukturell  unterschiedlichen

Synthese von

Substanzsammlungen bewerkstelligt werden, um somit niedermolekulare Substanzen fir

jedes Genprodukt zu finden.®®®

a| Genetischer Ansatz b| Chemisch-genetischer Ansatz
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Abbildung 1.6: Vergleich zwischen genetischen- und chemisch-genetischen Ansatzen (modifiziert nach
Stockwell, 2000)®%

a| Die vorwartsgerichtete Genetik beinhaltet die zufallige Mutation von Genen, die Selektion des gewtlinschten
Phanotyps und die Identifizierung der mutierten Gene in der entsprechenden Zelle. Im Vergleich dazu zeichnet
sich die ruckwartsgerichtete Genetik durch die Mutation eines spezifischen Gens und der Identifizierung des
daraus entstehenden Phanotyps aus. b| Bei der vorwartsgerichteten chemischen Genetik erfolgt zunachst die
Zugabe einer Substanz zu den Zellen. Die Substanz, die den gewlinschten Phanotyp auslést wird selektiert und
anschlieRfend das Zielprotein identifiziert. In der rickwartsgerichteten chemischen Genetik wird das gewtlinschte
Protein Uberexprimiert, um einen Bindungspartner aus mehreren Substanzen zu identifizieren. Danach wird die
entsprechende Substanz selektiert und die Effekte auf den Phanotyp untersucht.
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1.4 Methoden zur Zielprotein-ldentifizierung

Die ldentifizierung und Validierung von Zielproteinen niedermolekularer Substanzen ist fur
die biologische Charakterisierung und Bestimmung vorher nicht bekannter Zielproteine in der
Arzneiforschung essentiell.®!

Bei der vorwartsgerichteten Chemischen Genetik ist die Zielprotein-ldentifizierung von
wichtiger Bedeutung und ist normalerweise auch der zeitbestimmende Schritt. Die
Zielprotein-Identifizierung dient dazu, den Wirkmechanismus der verwendeten Substanz zu
erforschen, deren Effekt zuvor im Phanotyp bestimmt wurde. Fur die Zielprotein-
Identifizierung wurden bisher verschiedene Techniken entwickelt, dennoch gibt es keine
universale Methode.’®”

Im Folgenden werden einige der haufigsten und aktuellsten Methoden zur Zielprotein-

Identifizierung behandelt, die nur einen kleinen Teil der verfligbaren Techniken darstellen.

1.4.1 Affinitats-basierte Methoden

Die Affinitatschromatographie stellt eine direkte Methode dar, um die Zielproteine
niedermolekularer Substanzen zu bestimmen.®® Die Idee dabei ist, dass ein Protein, das
eine Substanz mit der starksten Affinitat bindet wahrscheinlich die biologische Aktivitat der
chemischen Substanz vermittelt.®"! Diese Methode ist meistens erfolgreich, wenn die
chemische Substanz potent ist und das Zielprotein stark in vivo exprimiert wird.

Bei der klassischen Affinitdtschromatographie wird die Substanz Gber eine Affinitatsgruppe
(z.B. Biotin) an einer stationdren Phase (z.B. Streptavidin) immobilisiert. Durch die
Interaktion mit dem Zielprotein kann dieses aus einer Proteinmischung isoliert werden,
wahrend unspezifische Binder durch Waschen entfernt werden. Die isolierten Zielproteine
kénnen durch massenspektrometrische Analyse identifiziert werden®''®®! (Abbildung 1.7a).
Mit Hilfe einer Kontroll-Substanz, welche im Vergleich zur aktiven Substanz deutlich weniger
aktiv sein sollte kdnnen nicht spezifische Proteine identifiziert und als mogliche Zielproteine
ausgeschlossen werden.

Mit dieser Technik konnten in der Vergangenheit wichtige Zielproteine niedermolekularer
Verbindungen und Inhibitoren wie beispielsweise FK506 und Cyclosporin A identifiziert
werden.® Der Erfolg bei Anwendung dieser Methode ist allerdings von verschiedenen
Faktoren abhangig wie z.B. vom Zelltyp, Lysispuffer und der Dauer der Inkubation mit dem
Zelllysat. AuBerdem ist es entscheidend, ob das gesuchte Protein stark genug exprimiert

wird, damit es nachgewiesen werden kann."®"
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Abbildung 1. 7 Affinitats-basierte Methoden zur Zielprotein-ldentifizierung (modifiziert nach Kawatani und
Osada, 2014)

al Afflnltatschromtographie mit Affinitatssonden. Lysate werden zunachst mit der immobilisierten aktiven
Substanz und der Kontroll-Substanz inkubiert, gewaschen und die gebundenen Proteine schlief3lich eluiert. Die
Proteine werden anschlieRend mittels SDS-PAGE aufgetrennt, tryptisch verdaut, aufgereinigt und anschlieRend
mit Hilfe von LC-MS/MS identifiziert. b| Quantitative Affinitdtschromatographie mit SILAC. Zwei Zellpopulationen
werden mit jeweils “leichten® Isotopen-markierten- und “schweren” Isotopen-markierten Aminosauren kultiviert
und so der Einbau der Proteine in die Zellen gewahrleistet. Die isotopen-markierten Lysate werden mit der
immobilisierten aktiven Substanz und der Kontroll-Substanz inkubiert, gewaschen und die gebundenen Proteine
schlieBlich eluiert. Die eluierten Proteine werden anschliefend vereint und mittels LC-MS/MS analysiert. Durch
die Unterscheide im Verhaltnis von “leichten® zu “schweren® Peptidsignalen gelingt die Diskriminierung zwischen
einer spezifischen Liganden-Proteinbindung und nicht spezifisch gebundener Proteine.

Auch die Synthese der zu verwendenden chemischen Substanz ist ein wichtiger Punkt, der
zuvor gut durchleuchtet werden muss. Ein typische Affinitdtssonde besteht aus dem
Liganden, einem Abstandshalter (Linker) und einer Matrix, wobei letzteres zur
Immobilisierung der Substanz dient.® Die Anbringung einer funktionellen Gruppe oder einer
affinen Gruppe an den Liganden darf dabei nicht die Bindung an das Zielprotein
beeintrachtigen. Die ldentifizierung der optimalen Position kann durch Struktur-Aktivitats-
Analysen gewahrleistet werden und somit kann sichergestellt werden, dass die Substanz
nach Ausstattung mit einem Linker immer noch aktiv ist.!*!

Fur die Zielprotein-ldentifizierung konnten mit Hilfe der MS-Technik sensitivere und
quantitative Methoden entwickelt werden, die im Hochdurchsatzformat verwendet werden
kdénnen. Dabei werden insbesondere stabil isotopen-markierte MS-Techniken mit der
Affinitdtschromatographie kombiniert wie z.B. im SILAC-Verfahren (engl. Stable isotope
labeling by amino acids in cell culture),®® welches eine Quantifizierung von Proteinen
ermdoglicht (siehe Abbildung 1.7b).
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Dabei werden isotopen-markierte essentielle Aminosauren wie Methionin, Arginin, Leucin
oder Lysin Uber den Metabolismus in die Proteine eingebaut. Das Prinzip dabei ist, dass
zwei Zellpopulationen kultiviert werden, wobei eine unter normalen Bedingungen, d.h. mit
den “leichten® Aminosauren behandelt wird und die andere unter Verwendung schwerer
Isotopen-markierter Aminoséuren wie z.B. >C-markiertes L-Arginin®”! und '*C,"°N-markiertes
L-Lysin.®® Der vollstandige Einbau der Aminosauren in das zelluldre Proteom erfolgt nach
mindestens finf Zellteilungen. Fir die anschlieBende Affinitdtschromatographie wird die
aktive Sonde mit dem “schweren® Lysat und die inaktive Sonde mit dem “leichten® Lysat
inkubiert. Die erfolgreich eluierten Proteine aus beiden Lysaten werden danach vereint und
wie bereits beschrieben nach dem tryptischen Verdau mit Hilfe der Massenspektrometrie
identifiziert.®™® Die Verwendung der Affinititschromatographie in Kombination mit SILAC
bietet viele Vorteile. Hierbei ist kein stringentes Waschen der Proben notwendig, sodass
auch Proteine identifiziert werden konnen, die nur schwach binden und durch die
Quantifizierung trotzdem als mégliche Zielproteine identifiziert werden kénnen.®”® Mit Hilfe
der SILAC-Methode konnten u.a. Tubulin und CSE1L (Exportin-2) als Zielproteine von
Tetrathydropyran Tubulexin A% identifiziert werden. Weitere Beispiele fiir eine erfolgreiche
Zielprotein-Identifizierung mittels SILAC sind MT-ND1 (NADH-ubiquinone oxidoreductase
chain 1) als Zielprotein von 5-Benzoylindol Derivaten!'® und die Analyse der Zielproteine fiir
Imatinib."®  AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die SILAC-Methode auch in
emybronalen Stammzellen,"%? aber auch in vollstidndigen Organsimen wie beispielsweise in
Maus,['®® C. elegans und D.melanogaster eingesetzt werden kann."® Der Nachteil dieser
Methode ist, dass sie nicht in Zellen wie z.B. Blutplattchen angewandt werden kann, die nicht
langerfristig kultiviert werden kénnen, um den Einbau der Isotopen zu gewahrleisten.!®*!

Fur die Isolierung von Proteinen werden bei der klassischen Affinitatschromatographie
niedermolekulare Substanzen mit Hilfe eines Linkers oder einer funktionellen Gruppe
ausgestattet und sind damit eher fir hoch abundante bzw. hochaffine Bindungen zwischen
Ligand und Protein geeignet."® Die Anbringung von z.B. funktioneller Gruppen kann in
einem starken Aktivititsverlust der chemischen Substanz resultieren.™ Eine alternative
Methode dazu ist die Verwendung von kovalenten Affinitdtssonden, die zusatzlich eine
reaktive Gruppe beinhalten und eine direkte Proteinbindung- und Isolation erméglichen!'®!
und in lebenden Zellen in vitro durchgefihrt werden kann (Abbildung 1.8). Dabei wird die
verwendete Affinitdtssonde auch als trifunktionale Gruppe bezeichnet,'*® da sie aus dem
Liganden, der photoreaktiven Gruppe und einer weiteren Affinitatsgruppe wie z.B. Biotin mit
einem Fluorophor fir die Immobilisierung und Visualisierung der Proteine besteht. Die
meisten bioaktiven Substanzen binden nicht-kovalent an ihre Zielproteine, sodass diese

wahrend der Affinitdtschromatographie ausgewaschen werden.
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Abbildung 1.8: Affinititschromatographie mit einer photoreaktiven Sonde (modifiziert nach MacKinnon und
Taunton, 2009)'""!

Photoaktivierung einer niedermolekularen Substanz mit einer Diazirin- und Alkin-Gruppe (l). Die UV-Bestrahlung
der Diazirin-Gruppe generiert ein Carben-Intermediat (ll), das zu einer kovalenten Bindung des Zielproteins fuhrt
(ll). Das Addukt kann anschlielfend durch die Konjugation einer azidhaltigen Reportergruppe unter Anwendung
der “Click Chemie” detektiert werden (IV).

Die Photoaktivierung dagegen ermaoglicht einen kovalenten Bindung zwischen Substanz und
Zielprotein durch die Verwendung photoreaktiver Gruppen wie z.B. Benzophenon und
Diazirin.®® Dabei filhrt die UV-Bestrahlung der Substanz zur Bildung hochreaktiver Carbene,
die die Eigenschaft besitzen, Zielproteine kovalent durch die Ausbildung von C-C, C-H und
O-H zu binden." Die gebundenen Zielproteine kénnen anschlieBend durch eine
Reportegruppe (z.B. Fluorophore und Biotin) visualisiert bzw. isoliert werden. Die kovalente
Bindung zwischen Ligand und Zielprotein ermdglicht die Aufreinigung und Identifizierung des
Zielproteins unter Verwendung verschiedener Techniken wie beispielsweise Pull-Down,
SDS-PAGE und Massenspektrometrie.l'”” Mit dieser Methode konnten beispielsweise
Zielproteine von Dasatinib, einem Tyrosinkinaseinhibitor identifiziert werden, die bis dahin

noch unbekannt waren.!

%1 Auch hier sind einige Faktoren bei der Synthese der
photoreaktiven Substanz zu beachten. Dabei sollte die photoreaktive Substanz distal von der
Bindestelle angebracht werden, um nicht die Bindung zwischen Ligand und Protein zu
beeintrachtigen, sollte aber gleichzeitig nicht zu weit vom Zielprotein entfernt sein, um die
kovalente Bindung zu ermdglichen. Ein grof3er Nachteil dieser Methode ist jedoch die
Bindung von insbesondere abundanter und “klebriger® Proteine, die unspezifisch binden.
AulRerdem ist die Auswahl eines geeigneten bioorthogonalen Verfahrens fir jedes
Experiment individuell zu beurteilen. Eine Kupfer-katalysierte Reaktion beispielsweise um
Zielproteine zu markieren, ist in lebenden Zellen nicht ideal, da dies toxisch flir die Zellen
sein kann. So eine Reaktion kénnte dagegen in Zelllysaten durchgefiihrt werden, da die

Zellen nicht mehr intakt sind.
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1.4.2 Affinitats-freie Methoden

Die Untersuchung des Wirkmechanismus der verwendeten Substanz kann durch Methoden
analysiert werden, die sich in zwei Kategorien einteilen lassen. Die erste Kategorie umfasst
Affinitats-basierte  Methoden fir die Zielprotein-ldentifizierung  niedermolekularer
Substanzen®M®! und wurde bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben. Die zweite
Kategorie beinhaltet verschiedene Strategien, die auf genetisch manipulierbaren
Modellorganismen beruht.""?"112 pije Nachteile dabei sind, dass chemische Substanzen
aufgrund von Multiresistenzen gegen Wirkstoffe oder wegen Divergenz der Zielproteine, in
diesen Organismen inaktiv sein kénnten.'"® Um zu zeigen, dass es sich bei einem Protein,
das durch eine chemische Substanz gebunden wird, um das physiologische Zielprotein
handelt, basiert auf der Korrelation zwischen in vitro Testsystemen (z.B. Testsysteme zur
Aktivitatsbestimmung oder Bindung) und dem Phanotyp, der aus einem Knock-Out des
Proteins resultiert. Diese Korrelation kann jedoch irrefilhrend sein, da die Effekte von
Substanzen unterschiedlich sein kénnen. Zum einen kénnen z.B. Inhibierungen akut sein,
d.h. einen starken Effekt haben und zum anderen kann der Phanotyp aufgrund des Protein
Knock-outs indirekt sein oder auch auf einem kumulativen Effekt basieren.!"'¥ Gegenwartig
gibt es noch einen Mangel an Methoden, die diese Problematiken umgehen kénnen und die
Wirkungsmechanismen niedermolekularer Substanzen in humanen Zellen aufklaren
kénnen.®? Fiir den “Gold-Standard“ der Zielprotein-ldentifizierung mit Hilfe einer Affinitats-
freien Methode sind zwei Kriterien zu erfullen. Erstens sollte eine Substanzresistenz
gegeben sein, die auf Mutationen im Zielprotein beruhen und zweitens sollten diese
Mutationen die Effekte auf die Proteinaktivitdt durch die chemische Substanz
supprimieren.® Fir einige chemische Substanzen wie z.B. Imatinib sind diese Kriterien
erflllt. Hierbei ergaben die Analysen der erwarteten Zielproteine solche Mutationen, welche
zu einer Substanzresistenz fiihrten [

Die Erfullung einer “Gold-Standard“-Validierung fir diese Methode zeigt die Arbeit von
Wacker et al.®® am Beispiel des zytotoxischen Krebsmedikamentes Bl 2536 in relevanten
humanen Krebszelllinien. Hierbei werden gegenuber der chemischen Verbindung
multiresistente Klone isoliert und Mutationen durch die Transkriptomsequenzierung jedes
einzelnen Klons identifiziert (Abbildung 1.9).

Bei Bl 2536 handelt es sich um einen Inhibitor der Kinase PLK1 (Polo-like kinase 1), die eine
wichtige regulatorische Funktion im Zellzyklus Gbernimmt.'"! Fir die Isolierung der
resistenten Klone wurden humane HCT-116-Zellen (Kolonkarzinomzellen) verwendet. Das
besondere an dieser Zelllinie ist, dass sie eine Defizienz flr Fehlreparaturen besitzt und

zugleich eine niedrige Expression von Multiresistenz-Pumpen aufweist.!""®!
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Orange: parentale Zellen Orange: parentale Zellen Rosa: mutierte Zellen Orange: parentale Zellen

Violett: mutierte Zelle Rosa: mutierte Zelle Griin: mutierte Zellen Rosa: mutierte Zelle
Gran: mutierte Zelle Blau: mutierte Zellen Gran: mutierte Zelle
Blau: mutierte Zelle Blau: mutierte Zelle

;20«(!)91b3il)ﬂ%19?g 1.9: Zielprotein-ldentifizierung durch Transkriptomanalyse (modifiziert nach Roemer und Boone,
In einem vorwartsgerichteten chemisch-genetischen Ansatz wird zunachst die gewlnschte Substanz zu den
Zellen gegeben (a), um Substanz-resistente Mutanten zu generieren (b). Anschlielend erfolgt die Vereinzelung
und Kultivierung der isolierten Mutanten (c). SchlieBlich wird die Transkriptomsequenzierung sowohl fir die
Mutanten als auch fir die parentalen Zellen durchgefihrt (d). Durch den Sequenzvergleich kdnnen mdgliche
Zielproteine identifiziert werden.

Aufgrund dieser Eigenschaften erleichtert und férdert diese Zelllinie eine schnelle
Identifikation von Mutationen, die gegeniber der chemischen Verbindung eine Resistenz
verleihen."?"?" Fiir den Versuch wurden HCT-116 Zellen mit 10 nM Bl 2536 behandelt,
wobei die mediane letale Dosis (LDs) bei 3,9 £ 2,8 nM lag. Es konnten insgesamt 15
resistente Klone isoliert werden. Die Transkriptomsequenzierung erfolgte fir sechs dieser
Klone gemeinsam mit der parentalen Zelllinie. Fir die ausgewahlten Klone konnte im
Vergleich zu der parentalen Zelllinie ein drei- bis neunfacher Anstieg in der LDso ermittelt
werden. Bei genauerer Analyse der Sequenzierungsdaten konnte wieder im Vergleich mit
der parentalen Zelllinie ein signifikanter Anstieg fir 6-14 Variationen in einzelnen Nukleotiden
fur die mit Bl 2536 behandelte Klone festgestellt werden. Die weiteren Analysen
konzentrierten sich dabei auf Gene, die in mehr als einer Bl 2536-resistenten Gruppe mutiert
waren. Das einzige Gen, das in mehr als einer Gruppe eine Mutation aufwies, war das flr
PLK1.°2 Es konnten zwei PLK1-Mutationen identifiziert werden, die anhand der
Kristallstruktur von PLK1 mit der Bl 2536 interagieren.'”® Um zu untersuchen, ob beide
identifizierten Mutationen fir die Bl 2536-Resistenz verantwortlich sind, wurden
verschiedene stabile Zelllinien mit PLK1, die jeweils eine der beiden Mutationen beinhalteten,
generiert und mit Bl 2536 untersucht. Die Ergebnisse ergaben, dass beide Mutationen in
jeweils verschiedenen Zelllinien zu einer Supprimierung der Bl 2536-Toxizitat flhren.
Insgesamt konnte mit den generierten Daten ein “Gold-Standard® fir den Nachweis von
PLK1 als physiologische Zielprotein von Bl 2536 erbracht werden. Allerdings setzt diese
Methode voraus, dass die Substanz ein direktes physiologisches Zielprotein hat. Dabei sollte
die Substanzresistenz, welche durch Mutationen zustande kommt stark in den Substanz-
resistenten Klonen vertreten sein. Flr Substanzen, die mehrere Zielproteine besitzen ist die
Methode weniger geeignet, da die Substanzresistenz in einem der Zielproteine weniger
haufig vertreten ist. Dies hat zur Folge, dass eine groRe Anzahl an Klonen sequenziert

werden muissten, um Mutationen zu identifizieren, welche haufiger in mehr als einem Klon
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vorhanden ist. AuRerdem ist die Methode nur flr Substanzen geeignet, die zytotoxisch sind,
da die Zellen abgetdtet werden missen, sodass nur Zellen weiter kultiviert werden, die

Mutationen ausbilden.

Ein Nachteil in der vorwartsgerichteten chemischen Genetik in humanen Zellen ist dennoch
ein Mangel an molekularbiologischen Methoden, die eine Validierung der Substanz-
resistenten Mutationen zulassen.®® Dieses Problem kann durch die Genom-Editierung
beispielsweise durch die Verwendung der CRISPR-Cas9-Methode (Clustered regularly

interspaced short palindromic repeat-Cas9)!'2?1241[12511126]

geldst werden. Dabei erfolgt die
Validierung durch den Knock-Out oder Knock-In eines Gens in die Substanz-resistenten
Allele und die Wiederherstellung der Substanz-Sensitivitdt. Die CRISPR-Cas9-Methode ist
hocheffizient und kann sowohl fir dominante als auch fir rezessive Substanz-resistente
Allele angewandt werden. !

Dass dieses Prinzip funktioniert zeigt die Publikation von Smurnyy et al.®® Dabei wurde die
Genom-Editierung mit Hilfe von CRISPR-Cas9 in HCT116-Zellen durchgeflihrt, welches zu
einer erhdhten Resistenz gegentber der verwendeten Substanz flihrte. Als niedermolekulare
Substanz fir diese Studien wurde u. a. 6-Thioguanin (6-TG) verwendet. 6-TG ist ein
Antikrebsmedikament, dass durch die Hypoxanthin phosphoribosyltransferase (HPRT1) in
die toxische Form 6-Thioguanosin-monophosphat umgewandelt wird."?" Fiir die Studien
wurden in einem vorwartsgerichteten chemischen Ansatz KBM7-Zellen verwendet und
Mutationen isoliert, die eine Resistenz gegeniber 6-TG aufwiesen. Bei den KBM7-Zellen
handelt es sich um eine chronische myeloische Leukamie-Zelllinie, die haploid ist und somit
nur eine Kopie aller Chromosomen mit Ausnahme von Chromosom 8 besitzt. Somit kénnen
in einem genetischen Screen sowohl dominante als auch rezessive Zunahmen bzw. Verluste
von Funktionen identifiziert werden.'®® Die isolierten 6-TG-resistenten Klone wurden
sequenziert und so festgestellt, dass es sich dabei um nonsense-Mutationen in dem
einzelnen HPRT1-Allel handelt. Die Validierung dieser Mutationen erfolgte durch die
Inaktivierung des Gens unter Verwendung von CRISPR-Konstrukten, die HRPT1 an zwei
verschiedenen Stellen schneiden.® Die Cas9 Nuklease schneidet genomische DNA an
einem spezifischen Genlocus, das durch die Sequenz der small guide RNA, die gemeinsam
mit dem Enyzm co-exprimiert wird, bestimmt wird.['?3I241231126] pie Reparatur an den
spezifisch geschnitten Stellen erfolgt hauptsachlich durch den nicht-homologen
Reparaturmechanismus NHEJ (nonhomologous end-joining). Diese Art der Reparatur ist
fehlerhaft und fihrt zu einer Leserasterverschiebung, welches in einer Inaktivierung des
Gens resultiert.['*1241292%] pie Transfektion von HCT-116-Zellen mit den CRISPR/Cas9-
Konstrukten, die spezifisch fir HRPT1 sind fliihrte zu einem HRP1-Knock-Out und resultierte

in einer Resistenz gegeniber 6-TG. Eine anschlielende erneute Sequenzierung des
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HRPT1-Locus bestatigte die mit der Cas9 einhergehende Leserasterverschiebung und
zeigte gleichzeitig eine  Anreicherung dieser. Aullerdem konnte nach der
Substanzbehandlung nahezu kein Wildtyp-Allel gefunden werden, dass deutlich zeigt, dass
der Verlust der HPRT1-Funktion zu einer 6-TG Resistenz fihrt. Durch die Verwendung
dieser Methode konnte die bereits bekannte, aber wichtige Funktion von HPRT1 flr den
durch 6-TG induzierten Zelltod"?® unterstrichen werden und somit gezeigt werden, dass die

Zielproteinvalidierung mit Hilfe der CRISPR-Cas9-Methode gewahrleistet werden kann.!®!

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Bei dem Naturstoff (-)-Englerin A handelt es sich um eine hoch potente Substanz, welche
gegeniber Nierenkrebszellen eine zytotoxische Wirkung aufweist und damit als ein

mogliches Antikrebsmedikament in Frage kommt.

Im Rahmen eines Testsystems zur Zytotoxizitdt wurde demonstriert, dass es sich bei (-)-
Englerin A um eine potente Verbindung handelt, die selektiv Nierenkrebszellen abtotet.[’®!
Dabei wurden im 60-Zelllinien Screen Krebszelllinien aus anderen Geweben kaum

beeinflusst. Auch normale Zelllinien zeigen gegenlber (-)-Englerin A keinen starken Effekt.

Da zu Beginn der vorliegenden Arbeit nichts UGber den biologischen Wirkungsmechanismus
bekannt war, war das primare Ziel der vorliegenden Arbeit den Wirkmechanismus von (-)-
Englerin A zu analysieren und aufzuklaren. Dazu gehdrten die Identifizierung und Validierung
maoglicher Zielproteine. Dies sollte hauptséachlich durch die Verwendung von Affinitatssonden,
basierend auf Struktur-Aktivitats-Analysen, gelingen. AuRerdem sollte die biologische
Aktivitdt der Substanz naher untersucht werden. Dabei sollte durch die Zuhilfenahme der
Lebendzell-Mikroskopie und zellbasierter Testsysteme die genaue Form des Zelltodes

untersucht werden.

Des Weiteren sollten weitere Struktur-Aktivitats-Analysen der Substanz durchgefihrt werden,
um so eventuell Derivate zu identifizieren, die eine hohere Potenz als der Naturstoff selbst
aufweisen. Die Analysen daflir sollten hauptsachlich mit einem Testsystem zur Zellviabilitat

erfolgen.
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2.1 Chemikalien

Chemikalien

Acrylamid

Acetonitril

Agar

Agarose
Ammoniumbicarbonat

Ammoniumpersulfat

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Aminosauren, nicht essentiell (100x)
Aqua/Polymount

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)

2-Mercaptoethanol

CacCl,
Coomassie Brilliant Blue G-250

DMEM-Medium
DMSO

DTE

DTT

Emulsifier-Safe™

Ethanol

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
Formaldehyd

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain

Kapitel 2

Material
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Firma/Herkunft

AppliChem GmbH, Darmstadt

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

AppliChem GmbH, Darmstadt

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Polysciences, Inc., PA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelb.

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelb.

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
PerkinElmer, Inc., MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Biotium, Inc., CA, USA
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Glycerol

Glycin

[’H] 2-Desoxy-D-Glukose
HEPES

Hoechst 33342

Isopropanol

Kaliumchlorid

Kanamycin

Kalberserum (FBS)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid
Methanol

MEM-Medium

ML204

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumpyruvat (100x)
Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
NP-40
ortho-Phoshporséaure
PBS-Tabletten
Penicillin-Streptomycin (100x)
Phosphataseinhibitoren
PIPES

Ponceau S

Proteaseinhibitoren

Pierce™ Protein A/G Magnetic Beads
RPMI 1640-Medium

Salzsaure (HCI)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Triton X-100

Trypsin/EDTA
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GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe
PerkinElmer, Inc., MA, USA

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
AppliChem GmbH, Darmstadt

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Invitrogen, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

GERBU Biotechnik GmbH, Heidelberg
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

US Biological, MA, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt

Jena Biosciences GmbH, Jena

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelb.

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Thermo Scientific, Schwerte

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth & Co. KG, Karlsruhe

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
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Trypsin
Trypanblau

Tween 20

2.2 VVerbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

6-Loch-Zellkulturplatten
24-Loch-Zellkulturplatten
96-Loch-Zellkulturplatten
96-Loch-Zellkulturplatten (schwarz)
96-Loch-Zellkulturplatten, schwarz (Glasboden)
384-Loch-Zellkulturplatten, schwarz
384-Loch-Zellkulturplatten, weil3
8-Kammer-Objekttrager (Glasboden)
Countess® Zahlkammer

Deckglaser @ 12 mm

E-16 Platte

Gewebekulturflaschen
Gewebekulturschalen @ 10 cm
Gewebekulturschale @ 50 mm (Glasboden)
Kryoréhrchen

Kivetten
Neubauer-Zdhlkammer
Objekttrager
PVDF-Transfermembran
Serologische Pipetten
Reaktionsgefalie (0,5-2 ml)
Reaktionsgefale (15 und 50 ml)
Whatman 3MM Papier
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Santa Cruz Biotechnology, Inc., TX, USA

Firma/Herkunft

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Zell-Kontakt GmbH, Nérten-Hardenberg
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Thermo Scientific, Schwerte

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific

Omni Life Science GmbH & Co. KG,
Bremen

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

MatTEK Corporation, MA USA

VWR International GmbH, Darmstadt
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Diagonal GmbH & Co. KG, Minster
Merck Chemicals Ltd, Beeston
Sarstedt, Nimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Whatman GmbH, Dassel
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2.3 Laborgeréte

Laborgerate

Axiovert 200M mit Inkubator XL-3

Axiovert Observer Z1

Countess® Zellzahler

Odyssey® FC Imaging System

Inkubator Nuaire DHD Autoflow NU 5510 E
(Elekronenmikroskop) JEM 1200
Mastercycler ep gradient S

pH-Meter

Pierce” G2 Fast Blotter

Plattenlesegerat Infinite M200

Schattler Eppendorf Thermomixer comfort

NanoDrop 2000c¢c UV-Vis Spektrophotometer

Sterilbank Microflow

Sterilbank Nuaire
Vakuumkonzentrator
Szintillationszahler Wallac 1409
Wasserbad Memmert
xCELLigence RTCA DP

Zentrifuge Eppendorf 5415 R
Zentrifuge Minispin

2.4 Puffer und Lésungen

Firma/Herkunft

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen
Life Technologies GmbH, Darmstadt
LI-COR Bisosciences, Bad Homburg

IBS tecnomara, Fernwald

JEOL GmbH, Eiching

Eppendorf AG, Hamburg

Mettler Toledo, Giessen

Thermo Scientific, Schwerte

Tecan, Crailsheim

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
NuncNalge, Rochester, USA

IBS tecnomara, Fernwald

Eppendorf AG, Hamburg

PerkinElmer, Inc., MA, USA

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach
Omni Life Science GmbH & Co. KG,
Bremen

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Zellbiologie | Zusammensetzung
Blocklésung 2 % (w/v) BSA in PBS-T
Fixierlésung 3,7 % (v/v) Formaldehyd in PBS
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Zellbiologie

Lysispuffer

| Zusammensetzung

50 mM PIPES

50 mM NacCl

5mM EGTA

0,1 % (v/v) NP40

0,1 % (v/v) Triton X-100

0,1 % (v/v) Tween20

0,1 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
Proteaseinhibitor-Cocktail

Phosphataseinhibitor-Cocktail

pH 7,4

m-RIPA-Puffer

20 mM Tris, pH 8,0

150 mM NaCl

5 mM EDTA

1 % (v/iv) NP40

0,5 % (w/v) Natriumdeoxycholat
0,1 % (w/v) SDS

Permeabilisierungslésung

0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS

SBS-Puffer

10 mM HEPES
135 mM NaCl
5 mM KCI

1,2 mM MgCl,
1,5 mM CaCl,
8 mM Glukose

pH 7,4
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Zellbiologie

TRPC-Lysispuffer

| Zusammensetzung

40 % (v/v) Glycerol

200 mM Tris, pH 6,8

280 mM SDS
Proteaseinhibitor-Cocktail

Phosphataseinhibitor-Cocktail

1 mM DTE
300 yM Bromphenolblau

nach Proteinbestimmung Zugabe von:

Tyrode-Puffer

Proteinbiochemie

Blocklésung

20 mM HEPES
130 mM NaCl
5 mM KCI

1 mM MgCl,

5 mM NaHCO3;

pH 7,4

| Zusammensetzung

5 % Magermilchpulver in PBS-T

PBS

Jena Bioscience GmbH, Jena

140 mM NaCl
10 mM Phosphatpuffer
3 mM KCI

pH 7,45

PBS-T

0,1 % Tween20 in PBS

Pierce™ 1-Step Transfer Buffer

Thermo Scientific, Schwerte

Sammelgelpuffer

1 M Tris, pH 6,8

Trenngelpuffer

1,5 M Tris, pH 8,8
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Zellbiologie

5 x SDS-Probenpuffer

| Zusammensetzung

40 % (v/v) Glycerol

200 mM Tris, pH 6,8
280 mM SDS

400 mM DTE

300 yM Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer

Farbeléosungen

Colloidale-Coomassie-Lésung

2,5 M Glycin
250 mM Tris
35 mM SDS

| Zusammensetzung

Lésung A:
2 % (v/v) ortho-Phosphorsaure

10 % (w/v) Ammoniumsulfat

Lésung B:

fertige Farbeldsung:
2 % (v/v) Lésung B

78 % (viv) Lésung A
20 % (v/v) Methanol

5 % (w/v) Coomassie-Brilliant Blau G-250

Entfarberlésung

Tryptischer Verdau/ HPLC

Alkylierungslésung

30 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

| Zusammensetzung

55 mM lodacetamid in 25 mM NH,HCO3;

Lésungsmittel A

0,1 % (v/v) Ameisensaure

Lésungsmittel B

100 % (v/v) Acetonitril

0,1 % (v/v) Ameisensaure

Reduktionslésung

50 mM DTT in 25 mM NH4HCO3
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Zellbiologie | Zusammensetzung
Verdau-Lésung 0,1 pg/ml Trypsin in 25 mM NH4HCO3
Waschlésung 1 NH4HCO3/Acetonitril (3:1)
Waschlésung 2 NH4HCO3/Acetonitril (1:1)
Molekularbiologie | Zusammensetzung

50x TAE-Puffer 200 mM Tris

50 mM Na,EDTA, pH 8,0
5,71 % (v/v) Eisessig

Elektrophysiologie | Zusammensetzung

Ringerldésung (extern) 10 mM HEPES

160 mM NaCl
2,5 mM KCI
1 mM MgCl,
2 mM CacCl,
8 mM Gukose

pH 7,4

Ringerlésung (intern) 10 mM HEPES

100 mM KCI

1 mM MgCl,

5 mM BAPTA

5mM EGTA

45 mM N-Methyl-D-Glukamin (NMDG)

pH 7,4

SBS-Puffer 10 mM HEPES
135 mM NaCl
5 mM KCI

1,2 mM MgCl,
1,5 mM CaCl,
8 mM Glukose

pH 7,4
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Zellbiologie |

Standard-Pipettenldsung

Zusammensetzung

10 mM HEPES
145 mM CsCl

2 mM MgCl,

1 mM EGTA

5 mM ATP

0,1 mM Na-GTP

pH 7,2

2.5 Reagenzsysteme und Kits

Reagenzsystem/Kit

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit |
Bio-Rad Protein Assay

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Cell proliferation Reagent WST-1
CellTiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay
CellTox™ Green Cytotoxicity Assay

DC™ Protein Assay

Endofree Plasmid Maxi Kit

Lactate Colorimetric/Fluometric Assay Kit
Lipofectamine® 2000 Transfektionsreagenz
Mitotracker® Deep Red 633

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
QuantiTect Reverse Transcription Kit
Restore™ Western Blot Stripping Buffer
RNeasy mini Kit

Screen Quest™ Fluo-8 Calcium Assay
SuperSignal® West Pico

SuperSignal® West Femto

T-REx" System

Firma/Herkunft

BD Biosciences, California, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Promega GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim

Promega GmbH, Mannheim

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Quiagen GmbH, Hilden

BioVision, California, USA

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Life Technologies GmbH, Darmstadt
Thermo Scientific, Schwerte

Quiagen GmbH, Hilden

Thermo Scientific, Schwerte

Quiagen GmbH, Hilden

Biomol, Hamburg

Thermo Scientific, Schwerte

Thermo Scientific, Schwerte

Life Technologies GmbH, Darmstadt
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2.6 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Quelle
A498 humane Nierenkarzinomzellen DSMZ, Braunschweig
786-0 humane Nierenkarzinomzellen DSMZ, Braunschweig
ACHN humane Nierenkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
Uo-31 humane Nierenkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
RXF-393 humane Nierenkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
CAKI-1 humane Nierenkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
SN-12C humane Nierenkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
TK-10 humane Nierenkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
HS578-T humane Brustkarzinomzellen National® Cancer Institute, MD, USA
HEK293 humane embryonale Nierenzellen ATCC®, Middlesex, England
HEK293T humane embryonale Nierenzellen ATCC®, Middlesex, England
transformiert mit dem SV-40 large
T-Antigen
CHO Ovarienzellen (chinesischer Hamster)  ATCC®, Middlesex, England
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2.7 Nahrmedien

2.7.1 Humane Zellen

Medium

MEM mit Earle’s Salzen

mit L-Glutamin

Zusatze

10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Pen/Strep

1 % (v/v) Natriumpyruvat

Quelle

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

RPMI 1640 10 % (v/v) FBS PAN Biotech GmbH, Aidenbach
1 % (v/v) Pen/Strep
1 % (v/v) Natriumpyruvat

DMEM 10 % (v/v) FBS PAN Biotech GmbH, Aidenbach

hoher Glukosegehalt
(4,5 9/)

1 % (v/v) Pen/Strep
1 % (v/v) Natriumpyruvat
1 % (viv) MEM-NEAA

Ham’s F12 mit

L-Glutamin

10 % (v/v) FBS
1 % (v/v) Pen/Strep

1 % (v/v) Natriumpyruvat

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

DMEM/F-12 GlutaMAX™

10 % (v/iv) FBS
1 % (v/v) Pen/Strep

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Opti-MEM® |

PAN Biotech GmbH, Aidenbach

2.7.2 Bakterien

Medium

LB-Medium!'?!

Zusammensetzung

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) NaCl
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Medium

LB Agar

Zusammensetzung

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) Trypton

1 % (w/v) NaCl

1,5 % (w/v) Agar

2.8 Nukleinsaurestandards

Nukleinsaurestandard

Quick-Load® 100 bp DNA Ladder

Firma/Herkunft

New England BioLabs® GmbH, Frankfurt am Main

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

Fermentas GmbH, St- Leon-Rot

2.9 Proteinstandards

Proteinstandard

PageRuler” Plus Prestained

Protein Ladder

Firma/Herkunft

Fermentas GmbH, St- Leon-Rot

2.10 Bakterienstémme

Bakterienstamm

One Shot® OmniMAX™ 2 T1

Genotyp

F’ {proAB lacl® lacZAM15
n1 O(TetR) A(ccdAB} mcrA
A(mrr hsdRMS-mcrBC) ¢
80(lacZ)AM15 A(lacZYA-
argF)U 169 endAl recAl
supE44 thi-1 gyrA96
relAl tonA panD)

Quelle

Life Technologies GmbH,

Darmstadt
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2.11 Plasmide

Plasmid

pcDNA"4/TO

Beschreibung

Expressionsvektor

Quelle

Prof. D. J. Beech, Leeds

HsTRPC4 in pcNA™4/TO

HsTRPC4 in Expressionsvektor

Prof. D. J. Beech, Leeds

pcDNA"6/V5-His

Expressionsvektor mit His-Tag

Prof. D. J. Beech, Leeds

HsTRPC5 in pcDNA"6/V5-His

HsTRPCS5 in Expressionsvektor
mit His-Tag

Prof. D. J. Beech, Leeds

2.12 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5°-3’

TRPC4 a/B fw TTCAATGTCATCCCGAGCCC
TRPC4 a/B rev GTAATCTTCGTGGGTGACTG
PKCB fw TGGGAGCATCCGTTTCTGAC
PCK® rev CAGCAGCATAAAACGTCGCT
HSF-1 fw CCGCCCTCATTGACTCCATC
HSF-1 rev TGAGCTCATTCTTGTCCAGGC
GAPDH fw TCAGCCGCATCTTCTTTTGCG
GAPDH rev GGCGCCCAATACGACCAA
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2.13 Antikbrper

2.13.1 Primarantikorper

Antikorper Verdiinnung Stock Quelle

WB | IF
Kaninchen anti-TRPC4 1:200 1:800 0,4 mg/ml  Alomone Labs, Jerusalem
Maus anti-TRPC1 1:200 1:500 1 mg/mi NeuroMab, California, USA
Maus anti-TRPC5 1:200 1:500 1 mg/mi NeuroMab, California, USA
Kaninchen anti-PKC8 1:1000 ------ 1 mg/ml Abcam, Cambrigde, England
Maus anti-HSF-1 1:1000 ------ 1 mg/mi Abcam, Cambridge, England
Kaninchen anti-a-Tubulin 1:2000 ------ 0,5 mg/ml  Abcam, Cambridge, England
Kaninchen anti-SYEP 1:1000 ------ 1 mg/ ml Novus Biologicals, CO, USA

2.13.2 Sekundarantikorper

Antikorper Verdiinnung Stock Quelle

Esel anti-Kaninchen 1:500 2 mg/ml Life Technol. GmbH, Darmstadt
(Alexa Fluor® 488-Konjugat)

Esel anti-Maus 1:500 2 mg/ml Life Technol. GmbH, Darmstadt
(Alexa Fluor®488-Konjugat)

Ziege anti-Kaninchen 1:15000 0,8 mg/ml  Thermo Scientifc, Schwerte
(HRP-Konjugat)

Ziege anti-Maus 1: 15000 0,8 mg/ml  Thermo Scientific, Schwerte
(HRP-Konjugat)
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Kapitel 3
Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 RNA-Isolierung

Fur die RNA-Isolierung wurden Zellen in eine 6-Lochplatte ausgesat. Dabei wurden pro Loch
jeweils 2x10° Zellen ausplattiert und fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die Isolierung
der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy mini Kits von QIAGEN.

Hierzu wurden zunachst die Zellen lysiert und in QIA-shredder-Sdulen fir 2 min bei
16.100 rcf homogenisiert. Danach wurde 70 %iger Ethanol im Verhaltnis 1:1 zu den Lysaten
gegeben und diese in RNeasy-Saulen Uberflhrt. Hierdurch wurde eine selektive Bindung
zwischen RNA und der Silica-basierten Membran gewahrleistet um die RNA-Oligonukleotide
zu binden. Durch mehrmaliges Waschen der Saulen wurden Kontaminationen entfernt. Nach
Trocknen der Membran wurden die Saulen in frische 1,5 ml Reaktionsgefalle Gberflhrt. Fir
die Elution der RNA wurde jeweils 30 ul RNA-freies Wasser direkt auf die Sdule gegeben

und die Proben fir 1 min bei 9.300 rcf zentrifugiert.

3.1.2 Bestimmung der DNA/RNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA/RNA-Konzentration erfolgte bei einer Wellenlange von 260 nm mit
Hilfe des NanoDrop 2000c Spektrophotometers. Zunachst wurde der Leerwert unter
Verwendung von 1 pyl DNA/RNA-freiem Wasser bestimmt. AnschlieBend wurden die
DNA/RNA-Proben mit der gleichen Vorgehensweise gemessen und gleichzeitig die Reinheit
der Proben aus dem Verhaltnis von 260 nm zu 280 nm bestimmt. Die Messungen erfolgten
alle in Doppelbestimmungen, sodass der Mittelwert der gemessenen Proben gebildet und mit

diesen weitergearbeitet wurde.

3.1.3 cDNA-Herstellung (Reverse Transkription)

Die in 3.1.1 isolierte RNA sollte folgend fir die PCR verwendet werden. Daflir wurde die
isolierte RNA zunachst in cDNA mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transcription Kits von
QIAGEN umgeschrieben. Hierbei wird eine virale-, reverse Transkriptase verwendet, die eine

RNA-abhangige DNA-Polymerase Aktivitat besitzt und in der Lage ist, aus der vorliegenden
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RNA cDNA zu synthetisieren. Die hierdurch synthetisierte DNA ist komplementar zur

urspringlichen RNA.

Fur die Herstellung der cDNA war es zunachst wichtig, die eventuell noch vorhandene
genomische DNA zu eliminieren. Hierzu wurde ein 14 ul Reaktionsansatz hergestellt. Dieser
enthielt 1 ug der zuvor isolierten RNA, 2 ul des gDNA Wipeout Puffers und wurde mit DNA-
und RNA-freiem Wasser auf 14 ul aufgefillt. Nach mehrmaligem Mischen wurde der Ansatz
fur 2 min bei 42 °C im PCR-Thermocycler inkubiert und anschlieRend sofort auf Eis platziert.
Fur die reverse Transkription wurden nun zu dem 14 pl Ansatz weitere 6 ul hinzugefltigt, die
neben der Quantiscript reversen Transkriptase (1 ul) auch den Quantiscript RT-Puffer (4 pl)
und eine Oligonukleotid-Mischung (1 pl) enthielten. Der Reaktionsansatz von 20 ul wurde fir
weitere 15 min bei 42 °C inkubiert, um so die reverse Transkription durchzufiihren. Die

Inaktivierung der reversen Transkriptase erfolgte flr 3 min bei 95 °C.

3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (englisch: Polymerasen chain reaction) wird flr die
Amplifikation von DNA in vitro verwendet und wurde erstmals 1986 von Kary Mullis!"*”
beschrieben. Sie beinhaltet neben der Denaturierung der DNA, auch die Oligonukleotid-
Hybridisierung und die Elongation der Oligonukleotide.*® Die PCR wurde mit Hilfe des
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mixes durchgefihrt, wobei die Bedingungen an die
Schmelztemperaturen der jeweiligen Oligonukleotide und die Lange des zu amplifizierenden
DNA-Fragmentes angepasst wurden. Hierzu wurden in einem 20 ul Ansatz 10 pl des
Phusion Flash PCR Master Mixes, 100 ng der zu amplifizierenden DNA und 0,5 uM der
entsprechenden Oligonukleotide in ein 0,2 ml Reaktionsgefald gegeben und mit DNA-freiem
Wasser auf 20 pl aufgeflllt. Die PCR beinhaltete einen initialen Denaturierungsschritt bei
98 °C fur 10 s (1 Zyklus) gefolgt von 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung fur jeweils 1 s,
Anlagerung der Oligonukleotide bei entsprechender Schmelztemperatur fir 5s und die
Elongation der Oligonukleotide bei 72 °C fur 15 s. Die finale Elongation fand bei 72°C fir

1 min statt.

3.1.5 Transformation von Plasmid-DNA in E. coli

Fur die Transformation von Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente E. coli-Zellen (One
Shot® OmniMAX™ 2 T1) verwendet. Hierzu wurden 100 pl der Zellen zunachst auf Eis
aufgetaut und anschliefend mit 100 ng der zu transformierenden DNA fir 30 min auf Eis

inkubiert. SchlieRlich erfolgte ein Hitzeschock fir 1 min bei 42 °C und die anschlielende
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Inkubation fir 2 min auf Eis. Danach erfolgte die Zugabe von 900 ul LB-Medium zu den
Bakterien und das Anziehen der Kultur fir 1 h bei 37 °C im Schdattler. Die Zellen wurden in
einem nachsten Schritt bei 9.300 rcf zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Sediment wurde in 100yl LB-Medium aufgenommen, auf LB-Agarplatten mit

entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse unter
Verwendung des EndoFree Plasmid Maxi Kits. Dabei wird die Plasmid-DNA bei geringer
Salzkonzentration und niedrigem pH-Wert an ein lonenaustauschharz gebunden.
Kontaminationen, wie beispielsweise RNA, Proteine oder niedermolekulare Substanzen,
werden durch Waschschritte mit mittlerer Salzkonzentration entfernt. Die Elution der
Plasmid-DNA erfolgt unter Verwendung eines stark salzhaltigen Puffers. Die Entsalzung und
Konzentrierung wird anschliel3end durch eine Isopropanol-Prazipitation gewahrleistet.

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA wurden wie unter Punkt 3.1.5 beschrieben die
Bakterienzellen nach der Transformation auf LB-Platten mit Selektionsdruck ausplattiert und
Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde von jeder Platte eine Zellkolonie gepickt
und diese in jeweils 200 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (100 ug/mi
Ampicillin) Gberfihrt. Das Anziehen der Bakterienkulturen erfolgte Gber Nacht bei 37 °C im
Schuttler. Danach wurden die Zellen zunachst bei 16.100 rcf fir 15 min bei 4 °C in 50 ml
Reaktionsgefalle geerntet und anschlielend resuspendiert. Nach Lysieren der
Zellsuspension wurde diese neutralisiert, in ein QIlAfilter Cartridge Uberfuhrt und gefiltert.
Endotoxine wurden aus dem Lysat entfernt, flir 30 min auf Eis inkubiert und in ein QIAGEN-
tip Uberfihrt. Nach Bindung der Plasmid-DNA an die Saule wurde diese gewaschen und die
Pasmid-DNA anschlieend durch die Zugabe von 15ml QN-Puffer in ein 50 ml
Reaktionsgefald eluiert. Flir die Prazipitation der eluierten DNA wurden 10,5 ml 2-Propanol
hinzugefiigt, gemischt und bei 9.300 rcf fir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig dekantiert. Schlief3lich wurde die DNA mit 5 ml endotoxin-freiem 70 %igem
Ethanol gewaschen und erneut bei 9.300 rcf fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die DNA fir 10 min luftgetrocknet. Nach Resuspendierung der DNA in 30 ul
endotoxin-freiem TE-Puffer erfolgte die Konzentrationsbestimmung bei 260 nm mit Hilfe des

NanoDrop Spektrophotometers wie bereits in 3.1.2 beschrieben.
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3.1.7 Herstellung von Glycerol-Kulturen

Um eine langfristige Konservierung von Bakterienkulturen mit der transformierten DNA zu
gewahrleisten, wurden Glycerol-Kulturen hergestellt. Hierzu wurden von der 200 ml
Bakterienkultur in 3.1.6, die flr die Plasmid-DNA Isolierung angezogen wurden, 500 ul
entnommen und mit 500 pl sterilem Glycerol gemischt. Die Glycerol-Kulturen wurden

anschlielend bei -80 °C gelagert.

3.1.8 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung der DNA erfolgte elektrophoretisch mit Hilfe von Agarosegelen. Hierzu
wurde zunachst 2 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer gelést und aufgekocht. Nach kurzem
Abkuhlen der Agarose wurde GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain hinzugegeben, um die
Farbung der Nukleinsduren zu gewahrleisten. Nach Zugabe von 1/6 Ladepuffer zu der DNA
erfolgte die Auftragung und Auftrennung im Agarosegel bei einer konstanten Spannung von
130 V. Als Kontrolle diente ein DNA-Standard, welcher ebenfalls aufgetragen wurde. Die
DNA konnte anschlieRend mittels des DNA-Standards unter UV-Licht Uberprift bzw.

nachgewiesen werden.

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten erfolgte nach Bradford*" mit Hilfe
des Bio-Rad Protein Assays. Das Prinzip des Testsystems beruht darauf, dass der saure
Farbstoff Coomassie Brilliant Blau primar basische und aromatische Aminosaure-
Seitenketten bindet, was zu einer Verschiebung im Absorptionsmaximum von 465 nm zu
595 nm fiuhrt. Dabei ist die Absorption proportional zum Proteingehalt in der Probe. Um
Auskunft Uber die absolute Proteinmenge in den Proben zu erhalten, wurde zunachst eine

Eichgerade mit verschiedenen BSA-Konzetrationen erstellt.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Lysate wurden diese zunachst in
Wasser verdinnt. Daflr wurde 1 ul der Probe in 799 pl Wasser pipettiert und gemischt. Nach
Zugabe von 200 pl Bradford-Reagenz erfolgte die Inkubation flr 5 min bei Raumtemperatur
und anschlielend die Absorptionsmessung der Proben bei 595 nm. Als Leerwert diente der
verwendete Lysispuffer. SchlieBlich konnte mit Hilfe der BSA-Eichgerade unter
Bericksichtigung des Verdiinnungsfaktors die Proteinkonzentrationen der Proben berechnet

werden.
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3.2.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von TRPC-Lysaten basiert auf dem Lowry-
Testsystem!™ und wurde mit Hilfe des DC™ Protein Assays durchgefiihrt. Dieses
Testsystem toleriert im Vergleich zum Bradford-Reagenz hohe Anteile an Detergenzien wie
beispielsweise 10 % SDS. Die kolorimetrische Messung erfolgt primar durch die
Aminosauren Tyrosin und Tryptophan und weniger durch Cysteine und Histidine. Bei dieser
Messung reagieren Proteine mit einem alkalischen Kupfertartrat- und Folin-Reagenz. Dabei
reagieren die Proteine zunachst mit Kupfer in einem alkalischen Medium welches zu einer
Reduktion des Folin-Reagenzes durch Kupfertartrat behandelter Proteine fiihrt."** Bei der
Reduktion des Folin-Regenzes kommt es zu einer charakteristischen blauen Farbung mit
einem Absorptionsmaxmimum bei 750 nm. Dabei ist die Absorption proportional zum
Proteingehalt der Probe. Um Auskunft Uber die absolute Proteinmenge in den Proben zu

erhalten wurde zunachst eine Eichgerade mit verschiedenen BSA-Konzentrationen erstellt.

Fur die Absorptionsbestimmung der Proteine wurde zunachst Lésung A’ hergestellt, die
nachher fir die Solubilisierung der Detergenzien wichtig ist, indem 1 ml Ldsung A
(alkalische Kupfertartrat-Loésung) mit 20 yl Lésung S versetzt wurde. Im nachsten Schritt
wurden in eine 96-Lochplatte 5 ul der Lysate gegeben und anschliefend mit 25 ul Lésung A’
gemischt. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe von 200 ul Lésung B in jedes Loch.
Nachdem die Platte fir 5 s geschittelt und anschlieBend flr 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert wurde, konnte die Absorption bei 750 nm bestimmt werden. SchlieRlich konnte

anhand der BSA-Eichgerade die Proteinkonzentrationen der Proben berechnet werden.

3.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen unter denaturierten Bedingungen
nach Laemmlil"™®" wurden diskontinuierliche Polyacrylamidgele verwendet. Dazu wurden die
zu analysierenden Proben zunachst in 5x SDS-Probenpuffer flir 5 min bei 95 °C aufgekocht
und anschliefend jeweils 60 ug Protein auf 8 %ige oder 10 %ige Trenngele aufgetragen.
Von dem Proteinstandard wurden 8 pl aufgetragen. Als Kathoden- und Anodenpuffer diente
1x SDS-Laufpuffer. Flr die Auftrennung der Proteine wurde fiir die ersten 10 min eine
Spannung von 80 V angelegt und schliefdlich eine konstante Spannung von 120 V verwendet.
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine mit einer Colloidalen-Coomassie-Ldsung

gefarbt oder auf einer PVYDF-Membran immobilisiert.
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3.2.3 Colloidale-Coomassie Farbung von Proteinen

Fur die Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen wurde zunachst eine Colloidale-
Coomassie-Ldsung angesetzt. Der negativ geladene Farbstoff lagert sich an die basischen
Seitenketten der Aminosauren an. Fir die Farbung wurden 400 ml Lésung A mit 10 ml
Lésung B und 100 ml Methanol gemischt. Die Proteine wurden Uber Nacht in der
Colloidalen-Coomassie-Lésung inkubiert. Um den Uberschuss an Farbstoff zu entfernen,
wurde entweder die Entfarberlésung oder Wasser verwendet. Der letzte Schritt wurde flr

proteomische Analysen mittels nano-HPLC/MS/MS durchgefiihrt.

3.2.4 Immunoblot

Der Immunoblot beschreibt den Proteintransfer aus Polyacrylamidgelen auf eine Membran

und den anschlieRenden Nachweis von Proteinen unter Verwendung spezifischer Antikdrper.

Um eine optimale Ubertragung der Proteine aus dem Polyacrylamidgele auf die PVDF-
Membran zu gewahrleisten, wurde das Gel fiir 10 min in Pierce™ 1-Step Transfer Buffer
inkubiert. Parallel dazu wurde die PVDF-Membran mit Methanol fur 30 s aktiviert und
genauso wie auch das Filterpapier fiir 10 min in Pierce” 1-Step Transfer Buffer belassen.
Der Transfer erfolgte mit Hilfe des Pierce” G2 Fast Blotter, der eine halbtrockene
Transferkammer darstellt. Hierzu wurde die PVDF-Membran auf zwei Lagen Filterpapier
gelegt und auf die Membran schliellich das Polyacrylamidgel. Abschlieend wurden erneut
zwei Lagen Filterpapier auf das Polyacrylamidgel gelegt und vorsichtig glatt gestrichen, um
Luftblasen zu entfernen. Der Proteintransfer erfolgte bei einer konstanten Spannung von
25V fur 7 min. Anschlielend wurde die Membran kurz in Ponceau S geschwenkt und mit
Wasser entfarbt, um so die Qualitdt des Proteintransfers zu begutachten. Ponceau S bindet
reversibel an positiv geladene Aminogruppen und somit die Proteine sichtbar zu machen. Bei
einem erfolgreichen Proteintransfer wurde die Membran flr den immunologischen Nachweis

immobilisierter Proteine verwendet.

3.2.5 Detektion immobilisierter Proteine

3.2.5.1 Detektion der Proteine mittels HRP-gekoppelter Antikorper

Fur die Immundetektion der immobilisierten Proteine auf der PVDF-Membran war es
zunachst wichtig, freie Bindestellen auf der Membran abzusattigen. Hierzu wurde die
Membran mit 10 ml Blocklésung flr 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der

entsprechende Primarantikérper (Verdiinnungen siehe Abschnitt 2.13.1) in 5 ml Blocklésung
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verdinnt und mit der Membran Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um Uberschissigen
Primarantikérper zu entfernen wurde die Membran insgesamt dreimal fir jeweils 10 min mit
PBS-T gewaschen. Anschliellend erfolgte die Verdinnung des Sekundarantikdrpers
(Verdinnungen siehe Abschnitt 2.13.2) in 10 ml der Blocklésung und die Inkubation der
Membran flir 1 h bei Raumtemperatur. Folgend wurde die Membran erneut dreimal fir
jeweils 10 min mit PBS-T gewaschen. Die hierbei verwendeten Sekundarantikdrper waren an
eine  Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt, sodass die Detektion mittels
Chemilumineszenz erfolgte. Als Entwicklerldsung wurden SuperSignal® West Pico oder

SuperSignal® West Femto eingesetzt.

3.2.6 Affinitatschromatographie zur Zielprotein-ldentifizierung

Die fUr die vergleichende Affinitatschromatographie verwendeten Affinitatssonden enthielten
einen Triethylen-Biotin-Linker. Um die Sonden an Streptavidin zu immobilisieren, wurden je
500 pl Streptavidin-Klgelchen dreimal mit 1 ml PBS gewaschen. Anschlieliend wurden die
Affinitdtssonden in PBS verdinnt, sodass sie eine finale Konzentration von 10 uM besalien
und wurden schlieRBlich mit den Streptavidin-Klgelchen fir 1 h bei 4 °C inkubiert. Um
Uberschissige, nicht gebundene Substanz zu entfernen, wurden die Streptavidin-Kigelchen
zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. Danach wurden sie mit 500 pl A498-Lysat (2 mg/ml)
versetzt und erneut fir 1 h bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Streptavidin-
Klgelchen zunachst zweimal mit 1 ml 25-75 mM MgCl,-haltigem Lysispuffer gewaschen und
zweimal mit 1 ml PBS gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen.
Schlieldlich wurden die Streptavidin-Kigelchen mit 1x SDS-Probepuffer versetzt und fir
5 min bei 95 °C aufgekocht, um die Proteine abzutrennen.

Fur die Affinitatchromatographie-Versuche mit Verdrangung durch freie Substanz wurde
gleichermallen vorgegangen, nur das zuvor die A498-Lysate mit 200-1000 uM freier

Substanz fir 1 h bei 4 °C vorinkubiert wurden.

3.2.7 Tryptischer In-Gelverdau von Proteinen

Fur den tryptischen Verdau wurden die Proben aus 3.2.6 auf ein Polyacrylamidgel beladen
und getrennt. Um die Proteine sichtbar zu machen, wurde das Gel mit Colloidalen-
Coomassie gefarbt und anschlieBend mit Wasser entfarbt. Danach konnten alle
Proteinbanden in fiinf Abschnitte eingeteilt und anschlieRend mit Hilfe eines Skalpells
herausgeschnitten werden. Bevor diese in frische 1,5 ml Reaktionsgefalte Uberfihrt werden
konnten, wurden die Gelstlicke in 1-2 mm groRe Stlcke zerkleinert. Danach erfolgte die

Inkubation der Gelstlicke in 200 ul Waschlésung 1 fur 30 min bei 37 °C. AnschlieRend wurde
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Waschlésung 1 durch Waschlésung 2 ersetzt und fir weitere 15 min bei 37 °C gewaschen.
Um eine Reduktion der Disulfidbriicken der Proteine zu gewahrleisten, wurden diese in
100 pl Reduktionslésung fir 45 min bei 37 °C reduziert. Die Inkubation der Gelstlicke mit
100 pl Alkylierungslésung fir 1 h im Dunkeln bei Raumtemperatur stellte die Alkylierung der
Proteine sicher. Nach zweimaligem Waschen der Proteine mit 200 ul Waschlésung 2 erfolgte
die Zugabe von 50 pl Acetonitril fir 10 min und die anschlieBende Trocknung der Proben fir
10 min bei Raumtemperatur. Um die Proteine zu verdauen, wurde diesen zunachst 50 pl der
Verdau-Lésung hinzugeflgt, fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend
50 pl 25 mM NH4HCO3;dazugegeben. Die Proteine wurden schlielich Gber Nacht bei 30 °C
unter Schitteln verdaut. Die Freisetzung der Proteine aus den Gelstlicken erfolgte mittels
Ultraschallbad. Hierzu wurden die Gelstlicke fur 30 min bei 0 °C inkubiert und die
Uberstande in frische 1,5 ml ReaktionsgefaRe Uberfiihrt. Die Gelstiicke wurden anschlieRend
mit 50 pl Acetonitril fiir 15 min bei Raumtemperatur nachgewaschen und der Uberstand mit
dem vorherigen vereint. Als Vorbereitung fir die nano-HPLC/MS/MS wurden die Proben
schlieBlich im Vakuumkonzentrator getrocknet. Die Lagerung der Proben bis zur

Weiterverarbeitung erfolgte bei -80 °C.

3.2.8 Protein-ldentifizierung mittels nano-HPLC/MS/MS

Die Identifizierung der tryptisch-verdauten Peptide wurde von Dr. Petra Janning und Dipl.-Ing.
Andreas Brockmeyer unter Verwendung einer nano-HPLC/MS/MS, durchgefihrt. Fir die
Analyse wurde eine Ultimate 3000 nano-HPLC (Thermo Fisher Scientific, Dreieich)
verwendet. Diese war mit einer Ladepumpe und einer Pumpe fir den nano-Fluss-Bereich
und einem Autosampler, der mit einem variablen zwei-Wellenlangen UV-Detektor verbunden
war, ausgestattet. Die Messungen erfolgten an einem Orbitrap Massen-Spektrometer,
welches mit einer LTQ XL linearen lonenfalle (Thermo Electron Corporation, Dreieich)
ausgeristet war. Fur die Injektion der Proben war die nano-HPLC mit dem Orbitrap
Massenspektrometer mit einer standardbeschichteten Pico-Spitze (ID 20 um, Tip-ID 10 uM,
New Objective, Woburn, USA) verbunden.

Die getrockneten Peptide wurden zunachst in 30 pl 0,1 % TFA resuspendiert, und 10 pl der
Mischung injiziert. Die Konzentrierung der Probe konnte mit Hilfe einer C18 PepMap 100
Vorséule (3 ym, 100 A, 300 ym ID * 5 mm, Dionex) und einer Flussrate von 30 pl/min fir
5 min erreicht werden. Fir die Trennung der Peptide wurde eine C18 PepMap 100 Saule
(3 um, 100 A, 75 m ID * 25 mm) unter Verwendung eines linearen Gradienten genutzt. Dazu
wurden zunachst 96 % Ldsungsmittel A und 4 % Ldsungsmittel B eingesetzt, das nach 145
Minuten auf 60 % Lésungsmittel A und 40 % Ldsungsmittel B umgestellt wurde. Dabei betrug

die Flussrate 300 nl/min. Die Vorlaufer Messungen erfolgten in der Orbitrap mit der MS bei
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einer Auflésung von 60000. Die funf intensivsten lonen, die mit Hilfe der MS/MS identifiziert
wurden, konnten gleichzeitig in der linearen Falle aufgenommen werden. Die ldentifizierung
und Analyse der Proteine fand unter Anwendung der Protein-Datenbank SwissProt
(SwissProt ID 2012 07, Taxonomie human) und des MOWSE Algorithmus,!"*” statt. Dabei
wurden lonen berlcksichtigt, die zwei- bis dreifach geladen waren. Die Suche erfolgte flr
vollstandige Spaltungen durch Trypsin, wobei auch fehlerhafte Spaltungen berlcksichtigt
wurden. Die Carbamidomethylierung wurde als feste Proteinmodifikation und die Methionin-
oxidation als variable Modifikation gewahlt. Die Massengenauigkeit betrug 10 ppm fir
Peptidmassen und 0,5 Da fiur MS/MS Daten. Die “False Discovery Rate* wurde auf 1 %

gesetzt.

3.2.9 Bestimmung der Aktivitat verschiedener Kinasen

Die Kinase-Profilierung wurde von der Firma Life Technologies durchgeflihrt. Hierzu wurden
drei unterschiedliche fluoreszenzbasierte Testsysteme verwendet. Die Untersuchung der
Kinasen erfolgte mit 1 yM oder 5 uM der Testsubstanz unter Verwendung unterschiedlicher

Technologien, die im Folgenden beschrieben werden.

3.2.9.1 Bestimmung der Aktivitit mit der Z’-LYTE®-Technologie

Die Z’LYTE®-Technologie ist ein biochemisches Testsystem, das ein fluoreszenzbasiertes,
enzym-gekoppeltes Format darstellt. Es basiert auf der unterschiedlichen Sensitivitat
phosphorylierter und nicht-phosphorylierter Peptide gegenlber einer proteolytischen
Spaltung. Das Peptidsubstrat ist mit zwei Fluorophoren markiert, die sich jeweils an beiden
Enden des Peptides befinden und ein FRET-Paar (Forster-Resonanzenergietransfer)
darstellen.

In einer primaren Reaktion Ubertragt die Kinase das y-Phosphat von ATP auf eine einzelne
Tyrosin-, Serin-, oder Threonin-Seitenkette in den synthetischen FRET-Peptiden. In einer
zweiten Reaktion erfolgt die Zugabe des Detektionsreagenzes. Dabei werden nicht
phosphorylierte FRET-Peptide durch eine sequenz-spezifische Protease gespalten, sodass
der Transfer zwischen Donor- und Akzeptor-Fluorophor unterbunden wird und somit das
FRET-Signal erlischt. Phoshorylierte FRET-Peptide dagegen kénnen nicht gespalten werden,
da eine Phosphorylierung die Aktivitat der im Detektions-Reagenz enthaltenen Protease

inhibiert, sodass hier ein FRET-Signal bestehen bleibt, welches detektiert werden kann.

Fur die Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde die Testsubstanz in Kinasepuffer verdiinnt

und gemeinsam mit einer Peptid/Kinase-Mischung und einer ATP-Lésung in einer schwarzen
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384-Lochplatte gemischt. Dabei betrug die finale Substanzkonzentration 1 yM oder 5 uM.
Um eine homogene Loésung zu erhalten, wurde die Platte fiur 30 s geschittelt und
anschlie®end flir die Kinasereaktion flir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von
5 ul des Detektions-Reagenz wurde die Platte erneut fir 30 s geschuttelt und flr weitere
60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das FRET-Signal konnte durch das Verhaltnis von
Donor-Emission (445 nm) zu Akzeptor-Emission (520 nm) ermittelt werden. Wahrend als
Phosphorylierungskontrolle synthetisch phosphorylierte Peptide mit einer zum Peptid-
Substrat identischen Sequenz verwendet wurden, diente eine Reaktion ohne ATP als Nicht-
Phosphorylierungskontrolle, sodass keine Kinaseaktivitdt vorhanden war. Die Kinaseaktivitat

wurde schlieflich auf die Kontrollen normalisiert.

3.2.9.2 Bestimmung der Aktivitit mit dem Adapta®-Testsystem

Beim Adapta®Testsystem handelt es sich um ein fluoreszenzbasiertes Format zur Detektion
von ADP. Dieses Verfahren ist extrem ADP-sensitiv, sodass eine Verschiebung des Signals
bereits sehr friih bei der Umsetzung von ATP zu ADP detektiert werden kann. Somit ist
dieses Testsystem ideal flr Kinasen mit geringer Aktivitat geeignet. Das Verfahren wird in
eine Kinasereaktionsphase und in eine ADP-Detektionsphase eingeteilt. In der
Kinasereaktionsphase werden alle fir die Kinasereaktion notwendigen Komponenten
zusammengefiigt und inkubiert. Danach wir eine Detektionslésung hinzugefiigt, die aus
einem Europium-markierten anti-ADP-Antikdrper, einem Alexa Fluor® 647-markiertem ADP-
Indikator (engl. tracer) und EDTA besteht. ADP, das in Anwesenheit eines Kinasesubstrats
wahrend der Kinasereaktion gebildet wird, verdrangt den Alexa Fluor® 647-markiertem ADP-
Indikator vom Europium-markierten anti-ADP-Antikérper, was zu einem niedrigen TR-FRET-
Signal (Tracer-FRET-Signal) fuhrt. In Gegenwart eines Kinaseinhibitors ist die gebildete
ADP-Menge reduziert, sodass die Interaktion zwischen Antikérper und ADP-Indikator intakt
ist und dies in einem hohen TR-FRET-Signal resultiert. Das TR-FRET-Signal und damit die
ADP-Bildung kann durch das Verhaltnis von ADP-Indikator (665 nm) Emissionswellenlange
zu Europium (615 nm) Emissionswellenlange ermittelt werden.

Fur die Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde Testsubstanz in HEPES-Puffer verdinnt und
gemeinsam mit einer ATP-Lésung und einer Substrat/Kinase-Mischung in eine weille 384-
Lochplatte, gegeben und gemischt. Dabei betrug die finale Substanzkonzentration 1 uM.
Anschlielend erfolgte die Zugabe von 2,5 ul einer 4-fach konzentrierten ATP-L&sung.
Danach wurde die Platte flr 30 s geschittelt, 2 min bei 1000 x g zentrifugiert und schlief3lich
fur die Kinasereaktion fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 5 ul des
Detektions-Reagenz wurde die Platte erneut fir 30 s geschittelt, 2 min bei 1000 x g

zentrifugiert und fir weitere 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Schlie3lich wurde das TR-
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FRET-Signal aus dem Verhaltnis von Donor-Emission (665 nm) zu Akzeptor-Emission
(615 nm) ermittelt. Als Positivkontrolle diente ein Reaktionsansatz mit ADP anstelle von ATP.
Fur die Negativkontrolle wurde die geringste Emission aus dem Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitdten von ADP-Indikator und Europium-markierten Antikdrper in
Gegenwart aktiver Kinasen verwendet. Diese Kontrolle wurde verwendet, um eine ATP-
Umsetzung von <40% zu produzieren. Die Kinaseaktivitdt wurde schliel3lich auf die

Kontrollen normalisiert.

3.2.9.3 Bestimmung der Bindung mit dem LanthaScreen®

Das LanthaScreen®-Testsystem basiert auf einem Alexa Fluor®-Konjugat (tracer), dass an
die Kinase bindet und durch Zugabe eines Europium-markierten anti-Tag-Antikdrper
detektiert werden kann. Wahrend die Bindung des Alexa Fluor®-Konjugates und des
markierten anti-Tag-Antikdrpers zu einem hohen TR-FRET Signal flhrt, kommt es in
Anwesenheit eines Kinaseinhibitors zu einer Verdrangung des Alexa Fluor®-Konjugates

durch den Inhibitor, was in einem Verlust des TR-FRET-Signals resultiert.

Fur die Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde die Testsubstanz in Kinasepuffer verdiinnt
und gemeinsam mit einer Kinase/Antikérper-Mischung und einer Tracer-Lésung in einer
weillen 384-Lochplatte gemischt. Dabei betrug die finale Substanzkonzentration 5 uM. Die
Platte wurde flr 30 s geschittelt und anschieflend flir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde das TR-FRET-Signal aus dem Verhaltnis von Tracer-Emission (665 nm) zu
Europium-markierten Antikérper Emission (615 nm) ermittelt. Als Positivkontrolle wurde die
geringste Emission aus dem Verhaltnis Tracer zu Europium eines bekannten Inhibitors
verwendet. Fur die Negativkontrolle wurde die hoéchste Emission aus dem Verhaltnis der
Fluoreszenzintensitaten von Tracer zu Europium-markierten Antikdrper in Abwesenheit eines
Inhibitors verwendet, sodass es zu keiner Verdrangung des Tracers kommen konnte. Die

Kinaseaktivitat wurde schlie3lich auf die Kontrollen normalisiert.

3.2.10 Co-Immunoprazipitation

Die Co-Immunoprazipitation dient dazu mit Hilfe eines spezifischen Antikérpers ein
bestimmtes Antigen gemeinsam mit seinen Interaktionspartnern aus einer Lésung z.B. aus
einem Proteingemisch zu prazipitieren.

Die Co-Immunoprazipitation gelang durch die Verwendung von Pierce™ Protein A/G
magnetischen Kiigelchen, die die IgG Bindungsdomanen sowohl von Protein A als auch

Protein G kombinieren. Hierzu wurden zunachst Lysate wie in 3.3.7.3 beschrieben
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hergestellt. AnschlieBend wurden jeweils 25 uyl Protein A/G-Kigelchen mit 200 pl
Waschpuffer nach Herstellerangaben gewaschen und erneut insgesamt dreimal mit 500 ul
eiskaltem m-RIPA-Puffer inkubiert. Danach erfolgte die gemeinsame Zugabe von 500 pl
Zelllysat (2mg/ml) und 10 ug des TRPC4-Antikérpers. Fir die Kontrollen wurde kein
Antikdrper hinzugefligt. Es folgte eine Inkubation flir 2 h bei 4 °C. Schliel3lich wurden die
Protein A/G-Klgelchen dreimal mit eiskaltem 500 ul m-RIPA-Puffer gewaschen.
Anschlieliend wurden die Protein A/G-Kigelchen in 60 pyl 2x SDS-Puffer aufgenommen und
fir 10 min unter Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Uberstéande wurden in frische

1,5 ml Reaktionsgefalie tberfihrt und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Auftauen von Zellen

Die zuvor in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden zunachst im Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut, in 3 ml Medium aufgenommen und in ein 15 ml Reaktionsgefal® Uberflihrt. Danach
wurden die Zellen bei 200 rcf fir 5 min zentrifugiert, um das im Kryomedium enthaltene
DMSO zu entfernen. Nach dem der Uberstand verworfen wurde, wurden die Zellen in 5 ml
Medium aufgenommen und in eine mit 10 ml Kulturmedium befiillte T75cm?
Gewebekulturflasche Uberfuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO,,

3.3.2 Subkultivierung von Zellen

Fur die Subkultivierung adharenter Zellen, die eine Konfluenz von 90 % erreicht haben,
wurden diese zunachst mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte das Ablésen der Zellen
durch die Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung, sodass alle Zellen kurzzeitig bedeckt
waren. Danach wurde die Trypsin/EDTA-L6sung abgenommen und die Zellen flr 3 min bei
37 °C im Brutschrank inkubiert, um ein Ablésen der Zellen zu erleichtern. Folgend wurden
die Zellen in 10 ml Medium aufgenommen und durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt.
Schlieldlich wurden die Zellen in der gewlnschten Verdinnung in eine frische mit 10 ml

Kulturmedium befiilite T75cm? Gewebekulturflasche tberfiihrt.

3.3.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte entweder mit dem automatischen Zellzihler Countess®

oder manuell mit einer Neubauer-Zahlkammer. Um eine Diskriminierung zwischen lebenden
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und toten Zellen zu ermdglichen, wurden zunachst 10 ul einer Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau gemischt. AnschlieBend wurden von diesem Gemisch 10 pl enthommen und
zum automatischen Auszdhlen in eine Countess® Zahlkammer (berfiihrt. Die
Zellzahlbestimmung erfolgt hierbei in einem Volumen von 0,4 ul, was einem 1 mm x 1 mm
Quadrat in einem herkdmmlichen Hamozytometer entspricht. Die Zellzahl pro ml wird
anhand der Trypanblaufarbung, welche tote Zellen farbt, aber auch anhand der Grof3e und
Form der Zellen bestimmt. Fir die Zellzahlbestimmung mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
wurde zunachst das Deckglaschen leicht befeuchtet und auf die Zahlkammer geschoben,
sodass die Bildung Newtonscher-Ringe deutlich sichtbar war. Danach wurden 20 pl der
Zellsuspension in die Zahlkammer gegeben und die lebenden Zellen unter dem Mikroskop
manuell ausgezahlt. Dabei wurden die Zellen in vier grolen Quadraten bestehend aus
16 Quadraten, bericksichtigt. Hieraus wurde der Mittelwert gebildet und mit dem

Verdiinnungsfaktor sowie 10* multipliziert, um so die Zellkonzentration pro ml zu erhalten.

3.3.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung von Zellen wurden diese zundchst in einer T75cm?
Gewebekulturflasche bis zu einer Konfluenz von 90 % angezogen. Danach wurden die
Zellen wie in 3.3.2 beschrieben gewaschen und trypsiniert. Nach Aufnehmen der Zellen in
Medium und der Zellzahlbestimmung wurden diese fir 5 min bei 200 rcf zentrifugiert. Das
Zellsediment konnte danach im Medium mit 10 % (v/iv) DMSO (Kryomedium) verdinnt
werden. Die Verdinnung wurde so durchgeflihrt, dass 500 ul Zellsuspension eine Zellzahl
von 10° aufwiesen, die schlieRlich in Kryordhren {berfiihrt wurden. Die Kryoréhrchen wurden
Uber Nacht bei -80 °C in einem Einfriercontainer gelagert und danach in flissigem Stickstoff

aufbewahrt.

3.3.5 Transiente Transfektion von Zellen

Fir die transiente Transfektion von Zellen wurde das Lipofectamin® 2000-Reagenz
verwendet. Hierflr wurden zunachst 5 ug DNA und 15 pl Lipofectamin 2000 in jeweils 250 ul
Opti- MEM verdlnnt. Nach einer 5-minltigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die
Zugabe der DNA-Lésung zu der Lipofectamin-Lésung und die Inkubation der DNA-
Lipofectamin-Lésung fur weitere 20 min bei Raumtemperatur. Parallel dazu wurden die zu
transfizierenden Zellen wie in 3.3.2 mit PBS gewaschen, trypsiniert und anschliefend in
10 ml antibiotikafreiem Medium aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl (siehe
Abschnitt 3.3.3) wurden 3x10° Zellen (in 5 ml Medium) in eine T25 cm? Flasche Uberfiihrt.
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Danach wurde die DNA-Lipofectamin-Lésung zu den Zellen gegeben und diese flr 8 h im

Inkubator kultiviert und anschlief3end weiter verwendet.

3.3.6 Tetrazyklin-abhangige stabile TRPC4/5-Expression

Die Herstellung stabiler Zelllinien, die eine Tetrazyklin-abhangige Expression von Proteinen
aufweisen, erfolgte mit Hilfe des T-REx" Systems nach Herstellerangaben. Nach
erfolgreicher Etablierung einer stabilen Zelllinie mit dem gewilinschten Zielprotein wurde die
Expression mittels Immunoblot Uberprift. Die Kultivierung von HEK293-TRPC4/5-Zellen fand
in DMEM/F-12 GlutaMAX"-Medium unter Selektionsdruck (5 ug/ml Blasticidin und 400 ug/ml
Zeocin) statt. Die Expression der gewtinschten Zielproteine wurde fir 24 h durch die Zugabe
von 1 ug/ml oder 10 ug/ml Tetrazyklin zu den Zellen induziert. Danach wurden die Zellen flr

verschiedene Versuchen verwendet.

3.3.7 Herstellung von Zelllysaten

3.3.7.1 Zelllysate fiir affinitatschromatographische Analysen und fur

den Nachweis von PKCO

Fir die Herstellung der Zelllysate wurden Zellen in T75 cm? Gewebekulturflaschen bis zu
einer Konfluenz von 90 % angezogen und anschlielend, wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben,
mit PBS gewaschen und trypsiniert. Die Zellen wurden schliellich in 10 ml eiskaltem PBS
aufgenommen und insgesamt dreimal gewaschen, wobei die Zellen nach jedem Waschritt fur
5 min bei 1500 rcf zentrifuguiert wurden. Danach wurden die Zellen in Lysispuffer
resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Um nicht I&sliche Zellbestandteile von
I6slichen zu trennen, erfolgte eine Zentrifugation des Lysates flir 20 min bei 16.100 rcf und
4 °C. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (siehe Abschnitt 3.2.1)
wurde die Proteinkonzentration der Lysate auf 2 mg/ml eingestellt. Diese wurden
anschlieBend in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Lysate bis zur

Weiterverarbeitung erfolgte bei -80 °C.

3.3.7.2 Zelllysate fur den Nachweis von TRPC-Proteinen

Fir die Herstellung von Zelllysaten wurden Zellen in eine 6-Lochplatte mit jeweils 2x10°-
6x10° Zellen pro Loch ausgesat und fiir 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach Waschen der
Zellen mit 2 ml eiskaltem PBS erfolgte die Zugabe von 200 ul TRPC-Lysispuffer und das

Abschaben der Zellen. Die Zelllysate wurden in frische 1,5 ml Reaktionsgefale tberflihrt und
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auf Eis sonifiziert (Starke: 15 %, 3 Zyklen, fur jeweils 15 s). Nach erfolgreicher Bestimmung
der Proteinkonzentration nach Lowry (siehe Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben) wurden die
Lysate mit 1 mM DTE und 300 uM Bromphenolblau versetzt und bei 95 °C fiir 5 min gekocht.

Die Lysate wurden bei -20 °C aufbewahrt.

3.3.7.3 Zellysate fur die Co-Immunoprazipitation von TRPC-

Proteinen

Fur die Herstellung der Zelllysate wurden Zellen in 10 cm Gewebekulturschalen bis zu einer
Konfluenz von 90 % angezogen und anschlielRend, zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen,
das 0,9 mM CaCl, und 1 mM MgCl, enthielt. Nach Zugabe von 300 ul m-RIPA-Puffer zu den
Zellen, wurden diese abgeschabt und in frische 15 ml Reaktionsgefalde Uberfihrt. Die Lyse
der Zellen erfolgte fir 30 min auf Eis unter leichtem Schitteln. Um einen effizienten
Aufschluss der Zellen zu erzielen, wurden die Lysate zusatzlich zehnmal durch eine 20G-
Kanlle und anschlieBend nochmals zehnmal durch eine 26G-Kanile gepresst. Danach
wurden die Lysate flr 20 min bei 16.100 rcf und 4 °C zentrifugiert. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration nach Bradford wurde die Proteinkonzentration auf 2 mg/ml eingestellt
und die Lysate schlieBlich in flissigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Lysate

bis zur Weiterverarbeitung erfolgte bei -80 °C.

3.3.8 Echtzeit Lebendzell-Mikroskopie

Fir die Echtzeitanalysen wurden Zellen in eine 24- oder 6-Lochplatte mit jeweils 2,5x10*
(A498) oder 2,5x10° (HEK293T) Zellen pro Loch ausgesat und fiir 24 h im Brutschrank
inkubiert. Nach Zugabe der Testsubstanzen erfolgten die Echtzeitaufnahmen bei 37 °C und
5 % CO; fur insgesamt 48 h. Die Bildaufnahmen erfolgten alle 10 min (A498) oder alle 2 min
(HEK293T) mit Hilfe des Axiovert 200M Mikroskops unter Verwendung eines
20x Luftobjektives. Die Kombinierung der einzelnen Bilder zu einem Film gelang mit Hilfe der
MetaMorph 7.7.8.0 Sofware.

3.3.9 Bestimmung der Zellviabilitat

Die Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte mit Hilfe des WST-1-Reagenzes. Dabei wird das

Tetrazoliumsalz WST-1 in Gegenwart von mitochondrialen Dehydrogenasen der

Atumungskette zu I6slichem Formazan reduziert, das direkt mit der Menge an metabolisch

aktiven und somit lebenden Zellen korreliert. Die Menge an Formazan wird bei einer

Absorption von 450 nm bestimmt. Des Weiteren wird die Absorption bei einer
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Referenzwellenlange von 620 nm bestimmt und diese Werte von den ermittelten Werten bei
450 nm subtrahiert.

Fur die Bestimmung der Zellviabilitdt wurden 4000 Zellen pro Loch in eine 96-Lochplatte
ausgesat und flr 24 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen
und 100 ul der Testsubstanz hinzugefligt, die bereits vorher in einer separaten 96-Lochplatte
in Medium verdinnt wurde. Die Zellen wurden schliellich weitere 4 h oder 48 h im
Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 10 yl WST-1 Reagenz zu den Zellen
und die Bestimmung der Absorption bei 450 und 620 nm bei 37 °C in einer kinetischen
Messung mit einem Zeitintervall von 2 min. Die Messung wurde gestoppt als die

Absorptionswerte fur die Losemittelkontrolle zwischen 0,8 und 1,2 lagen.

3.3.10 Lebendzellanalyse mittels Echtzeit-Zell-Analysator (RTCA)

Fur die Beobachtung von A498-Zellen in Echtzeit mittels xCELLigence RTCA DP wurden
zunachst 4000 Zellen in jeweils 180 pyl Medium pro Loch in eine E-16-Platte ausgesat und
deren Zellindex fir 24 h mit einem Zeitintervall von 30 min aufgezeichnet. Nach erfolgter
Substanzzugabe von 20 ul in gewilnschter Konzentration wurde der Zellindex fir einen
Zeitraum von insgesamt 53 h aufgezeichnet. Dabei wurde flir die erste Stunde nach
Substanzzugabe ein Zeitintervall von 10 s und fir die darauf folgenden 4 h ein Zeitintervall

von 2 min gesetzt. Fir die verbleibenden 48 h wurde ein Zeitintervall von 30 min gewahlt.

3.3.11 Bestimmung der Zytotoxizitat

Fur die Bestimmung der Zytotoxizitdt wurde das CellTox™ Green Cytotoxicity Assay
verwendet. Dabei werden Veranderungen in der Zellmembranintegritdt gemessen. Der
verwendete Cyaninfarbstoff wird von lebenden Zellen ausgeschlossen und farbt vorzugweise
die DNA toter Zellen an. Die Bindung des Farbstoffes an die DNA der Zellen resultiert in
einem starken Fluoreszenzsignal, wahrend dies bei lebenden Zellen nicht der Fall ist. Dabei

ist die Fluoreszenzintensitat proportional zur Zytotoxizitat.

Fur den Versuch wurden 4000 Zellen pro Loch gemeinsam mit 2 yl/ml Green Dye in eine
schwarze 96-Lochplatte ausgesat. AnschlieRend wurden die Zellen flr 3 h im Brutschrank
inkubiert. Hiernach erfolgte die Zugabe von 50 ul pro Loch der Testsubstanzen zu den Zellen
und die Messung der Fluoreszenzintensitat bei einer Anregungswellenlange von 485 nm und

einer Emissionswellenlange von 520 nm im Plattenleser.

56



Methoden

3.3.12 Bestimmung von Nekrose und Apoptose mittels

Durchflusszytomerie

Fur die Bestimmung apoptotischer und nekrotischer Zellen wurde das Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences) verwendet. Die Farbung der Zellen beruht auf
Veranderungen in der Zellmembranintegritat, die in der spaten Phase des Zelltodes auftreten
und durch apoptotische oder nekrotische Prozesse verursacht werden. Bei apoptotischen
Zellen kommt es 2zu einer Translokation von Phosphatidyserin (PS) in der
Phospholipidmembran von der Innenseite zur Aulienseite der Plasmamembran. Annexin V
ist ein Ca®*-abhingiges Phospholipid-Bindeprotein, welches eine starke Affinitat zu PS
aufweist und somit an das PS apoptotischer Zellen bindet. Eine zusatzliche Konjugation an
FITC (Fluorescein Isothiocyanat) ermdéglicht eine akkurate Messung bzw. Visualisierung der
Zellen. Zusatzlich wird Propidiumiodid (P1) verwendet, um auch friih apoptotische Zellen (PI
negativ und FITC Annexin V positiv) zu identifizieren. Dabei schlieRen lebende Zellen mit
einer intakten Membran den Farbstoff aus, wahrend die Membranen toter und zerstorter
Zellen flr Pl permeabel sind. Demnach weisen spat apoptotische oder bereits tote Zellen
sowohl eine FITC-Annexin-V- als auch eine PI-Farbung auf. Das Testsystem kann nicht
zwischen Zellen diskriminieren die aufgrund apoptotischer oder nekrotischer Prozesse tot
sind. Dennoch kann eine FITC-Annexin-V-negative und eine Pl-positive Farbung ein starker
Hinweis auf Nekrose sein.

Fir die Versuche wurden zunachst jeweils 2x10° A498-Zellen in eine 6-Lochplatte ausgesat
und far 24 h inkubiert. Danach wurden die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Testsubstanzen fiir verschiedene Zeiten behandelt. Die Uberstande wurden abgenommen
und in 15 ml Reaktionsgefafle Uberfihrt. Danach wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen
und diese Waschfraktion mit den vorher abgenommenen Uberstanden vereint. Nach
Trypsinierung der Zellen wurden diese in Medium aufgenommen und auch mit den
vorherigen Uberstanden vereint. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 5 min bei 600 rcf
zentrifugiert. Die Waschung der Zellsedimente erfolgte zweimal durch 5 ml eiskaltes PBS,
wobei die Zellen nach jedem Waschritt erneut fir 5 min bei 600 rcf zentrifugiert wurden.
Nach Resuspendierung der Zellsedimente in 500 pl 1x Binding Buffer erfolgte die Zugabe
von 5 yl Annexin V-FITC und 5 ul Propidiumiodid. Die Zellen wurden fir 15 min im Dunkeln
inkubiert und anschlieend mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Auswertung erfolgte
mit Hilfe der FlowdJo 7.6.5 Sofware.
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3.3.13 Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat

Die Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitit erfolgte durch den Caspase-Glo® 3/7 Assay
(Promega GmbH). Das Testsystem beinhaltet ein luminogenes Caspase-3/7-Substrat mit der
Tetrapeptidsequenz DEVD, welches flr die Caspase-Aktivitat, die Luciferase-Aktivitat und
Zelllyse optimiert ist. In Gegenwart der Caspasen-3/7, die eine wichtige Rolle bei der
Apoptose spielen, werden durch die Zugabe des Reagenzes die Zellen zunachst lysiert und
anschlie®end das Substrat durch die Caspasen gespalten. Diese Spaltung flhrt
anschlie®end zur Freisetzung des Luciferase-Substrates Aminoluciferin. Aminoluciferin wird
von der Luciferase oxidiert, wobei ein stabiles messbares Lumineszenzsignal ensteht. Dabei
ist das gemessene Lumineszenzsignal proportional zur Caspase-3/7-Aktivitat.

Fur den Versuch wurden 4000 A498-Zellen pro Loch in eine weille 384-Lochplatte ausgesat
und fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der Testsubstanzen fir
verschiedene Zeitpunkte und anschlieend die Zugabe von 50 ul pro Loch des Caspase-
Glo® 3/7-Reagenzes. Die Platte wurde anschlieBend fiir 30 s geschittelt und fiir weitere
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. SchlieRBlich konnte die Lumineszenz mittels

Plattenleser bestimmt werden.

3.3.14 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die Praparation und Analyse der Proben flr die Elektronenmikroskopie wurden von
Dr. Markus Grabenbauer und Sabine Dongard durchgeflhrt. Dazu wurden zunachst jeweils
1,5x10° A498-Zellen in eine Gewebekulturschale mit Glasboden ausgesat und flr 24 h im
Brutschrank inkubiert. Nach Behandlung der Zellen mit den Testsubstanzen fir 3 h wurde
das Medium verworfen und die Zellen flir 30 min bei 37 °C in einer Fixier-Lésung bestehend
aus 2 % Glutaraldehyd und 2 % Sucrose in PBS fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen
dreimal fir jeweils 10 min mit Tris-HCI (pH 7,4) gewaschen. Die Osmierung der Zellen fir
30 min erfolgte auf Eis durch die Zugabe der Osmierungslésung bestehend aus 1 % OsOq
und 1,5 % K4;Fe(CN)s. Danach wurden die Zellen dreimal fir jeweils 10 min mit Wasser
gewaschen. Fir die Entwasserung der Zellen wurden stetig steigende Konzentrationen an
Ethanol hinzugegeben. Dazu wurden die Zellen zunachst in 50 % Ethanol fur 10 min
inkubiert, dann zweimal fir 15 min in 70 % Ethanol und anschlieRend flir 10 min in
80 % Ethanol. Nachdem die Zellen zweimal fir 10 min mit 90 % Ethanol und zweimal flr
10 min in 95 % Ethanol inkubiert wurden, erfolgte dreimal eine jeweils 15-minttige Inkubation
in absolutem Ethanol. Die Zellen wurden danach in Epon 812 eingebettet und fir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Polymeriserung der Proben erfolgte fiir 24-48 h bei 60 °C.
Die Analyse der Proben wurde mit dem Elektonenmikroskop JEM 1200 durchgefiihrt.
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3.3.15 Bestimmung der intrazelluldren Ca**-Konzentration

3.3.15.1 Analyse der Ca**-Konzentration durch die Firma Axxam

Bei dem verwendetet Testsystem handelt es sich um ein Testsystem, welches in der Lage ist
intrazellulare Ca**-Konzentrationen zu messen. Die hierzu verwendeten CHO-Zellen
besitzen eine stabile Aequorin-Expression. Dabei wird als Kalzium-Sensor Coelenterazin
verwendet, das ein Substrat verschiedener Luciferasen darstellt. Die Bindung von Kalzium-
lonen an Coelenterazin fluhrt zu einer Konformationsanderung und resultiert in einem
messbaren Lumineszenzsignal.

Fir die Bestimmung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration wurden zunachst jeweils 1x10*
Zellen in einem Volumen von je 25 ul pro Loch in eine 384-Lochplatte ausgesat und flir 24 h
im Brutschrank inkubiert. Nach Entfernung des Mediums erfolgte die Beladung der Zellen mit
30 ul Coelenterazin (10 uM) als Kalzium-Sensor in Tyrode-Puffer. Danach wurde die Platte
fur 4 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde das Volumen in
jedem Loch auf 20 pl reduziert und 10 pl der Testsubstanzen hinzugefligt. Das
Lumineszenzsignal wurde schlieBlich in einem FLIPR™ ™" Plattenleser fiir 3 min detektiert.
In einem zweiten Schritt erfolgte die Zugabe von 15 pl Ca®* (3,3 mM) und Detektion des

Lumineszenzsignals fiur weitere 3 min.

3.3.15.2 Analyse der Ca*-Konzentration durch ein etabliertes Ca**-

Testsystem

In Anlehnung an das Ca?*-Testsystem der Firma Axxam wurde ein Ca**-Testsystem, mit
Hilfe des Screen Quest™ Fluo-8 Calcium Assays (Biomol), etabliert. Hierbei handelt es sich
um ein fluoreszenzbasiertes Testsystem, dass die Detektion der intrazellularen Ca**-
Immobilisierung ermdglicht. Dabei werden die Zellen mit dem Kalzium-Sensor Fluo-8
beladen und die lipophilen Gruppen durch Esterasen, in der Zelle gespalten, sodass ein
negativ geladener Farbstoff entsteht, der in der Zelle verbleibt. Die Bindung des Farbstoffes
an intrazellulare Kalziumionen resultiert dann in einem messbaren Fluoreszenzsignal. Das
Prinzip gilt auch flr das Kalzium-Testsystem, welches in Abschnitt 3.3.15.3 beschrieben wird,
mit dem Unterschied, dass hier andere Kalzium-Sensoren verwendet wurden.

Fir den Versuch wurde 4x10* Zellen/ml (CHO) oder 1x10* Zellen/ml (A498) in eine 96-
Lochplatte ausgesat und anschlielend fir 24 h inkubiert. Danach wurde das Medium
abgenommen und mit 50 ul Tyrode-Puffer ersetzt. Die Inkubation der Zellen erfolgte fir 3,5 h
im Brutschrank. AnschlieRend wurde Fluo-8 in Tyrode-Puffer verdiinnt und 50 pl zu den
Zellen gegeben. Es folgte eine Inkubation fir weitere 30 min im Brutschrank. Danach wurde

der Fluoreszenzhintergrund fir 5 min detektiert, wobei die Anregungswellenlange bei 490 nm
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und die Emission bei 525 nm lag. AnschlielRend erfolgte in einem ersten Schritt die Zugabe
von 50 pl der Testsubstanzen zu den Zellen, die zuvor in Tyrode-Puffer verdinnt wurden und
die erneute Messung des Fluoreszenzsignals flr einen Zeitraum von 5 min. In einem zweiten
Schritt wurde 50 pl CaCl, (3.3 mM) hinzugefiigt und die Fluoreszenzintensitat erneut fir

5 min gemessen.

3.3.15.3 Analyse der Ca*-Konzentration an der Universitit Leeds
(UK)

Die Bestimmung der intrazelluldren Ca*-Konzentration wurden von M.Sc. H. J. Gaunt
durchgefihrt. Dazu wurden Zellen in eine schwarze 96-Lochplatte, entweder mit Poly-D-
Lysin-Beschichtung (HEK293) oder ohne (fir alle anderen Zellen) ausgesat, sodass die
Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h eine Konfluenz von 80-90 % aufwiesen. Danach
wurden die Zellen fir 1 h bei 37 °C in SBS-Puffer mit 2 uM Fura-2-AM und 0,01 % (v/v)
Pluronic® F-127 (HEK293) oder mit Fluo-4-AM mit 2,5 mM Probenecid (alle anderen Zellen)
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit SBS wurden diese flr weitere 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das Fluoreszenzsignal fir Fura-2-AM
detektiert, wobei die Anregungswellenlange bei 340 nm und 380 nm und die der Emission
bei 510 nm lag. Fluo-4-AM dagegen wurde bei einer Wellenlange von 485 nm angeregt und

die Emission bei 525 nm detektiert.

3.3.16 Bestimmung der Zellviabilitat in Abhangigkeit von EGTA

Fur die Bestimmung der Zellviabilitdt in Abhangigkeit von Calcium-Chelator EGTA wurden
4000 A498-Zellen pro Loch in eine 96-Lochplatte ausgesat und fir 24 h im Brutschrank
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe verschiedener Konzentrationen von EGTA und
100 nM der Testsubstanz. Darauf folgte die unmittelbare Zugabe des WST-1-Reagenzes

und die Bestimmung der Zellviabilitat wie in Abschnitt 3.3.9 beschrieben.

3.3.17 Bestimmung der Zellviabilitat in Abhangigkeit verschiedener

Ca%*-Konzentrationen

Fir die Bestimmung der Zellviabilitat in Abhangigkeit verschiedener extrazelluldrer Ca?*-
Konzentrationen wurden zunachst zwei verschiedene Zellsuspensionen mit einer
Konzentration von 4x10* Zellen/ml angesetzt. Fiir eine der beiden Zellsuspensionen wurde

MEM-Medium verwendet, das eine CaCl,-Konzentration von 1,8 mM aufwies, wahrend die
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andere Zellsuspension in S-MEM-Medium mit nur 180 uM CaCl, angesetzt wurde. Von
diesen beiden Zellsuspensionen wurden 4000 A498-Zellen pro Loch in eine 96-Lochplatte
ausgesat und fir 24 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe
verschiedener Konzentrationen der Testsubstanz. Hiernach wurde unmittelbar das WST-1-

Reagenz zugegeben und die Zellviabilitat, wie in Abschnitt 3.3.8 beschrieben, bestimmt.

3.3.18 Bestimmung der Glukoseaufnahme

Fir die Bestimmung der Glukoseaufnahme wurden zundchst 2x10° Zellen pro Loch in
Glukose- und Serum-freiem Medium in eine 6-Lochplatte ausgesat und flir 24 h im
Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen mit den Testsubstanzen fir 1 h behandelt
und zweimal mit 2 ml vorgewarmten PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml Tritium-
markierter 2-Desoxy-D-Glukose (*H-2DG, 0,5 pCi/ml) in Anwesenheit der Testsubstanzen
erfolgte eine Inkubation flir 5 min. Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit 2 ml
eiskaltem PBS gewaschen und mit 100 pl Lysispuffer fir 3 min unter Schitteln lysiert.
Danach wurden die Zellen gesammelt und die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt.
Das gesamte Lysat konnte schlieflich in 2 ml Szintillationsfliissigkeit (Emulsifier-Safe™)

gegeben werden und mittels Szintillationszahler (Wallac 1409) analysiert werden.

3.3.19 Bestimmung der Laktatkonzentration

Die Bestimmung der Laktatkonzentration erfolgte mit Hilfe des Lactate
Colorimetric/Fluometric Assay Kits (BioVision). Dabei reagiert das Laktat spezifisch mit
einem Enyzm-Mix und generiert ein Produkt. Die Fluoreszenz an umgesetzter Menge an
Produkt wird bei einer Anregungswellenlange von 535 nm und einer Emissionswellenlange
von 578 nm bestimmt.

Hierzu wurden 4000 A498-Zellen pro Loch in eine schwarze 96-Lochplatte ausgesat und fir
24 h im Brutschrank inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen fur 1 h mit der Substanz
behandelt. Danach wurden 25 pl pro Loch Zelliberstand in eine neue schwarze 96-
Lochplatte pipettiert und mit Assay-Puffer auf 50 pl pro Loch aufgefillt. SchlieBlich wurden
50 ul pro Loch Reaktionsmix, bestehend aus 46 ul Assay-Puffer, 2 yl Enzym-Mix und 2 pl
Probe, hinzugefiigt. Der Reaktionsansatz wurde flir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert

und anschlielend die Fluoreszenzintensitat ermittelt.
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3.3.20 Immunozytochemie

3.3.20.1 Immunozytochemischer Nachweis von Proteinen

Fir die Immunozytochemie wurden zunéchst 2,5x10* Zellen pro Loch in eine 24-Lochplatte
mit Deckglasern (d 12 mm) ausgesat und fur 24 h inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit
1 ml PBS erfolgte die Fixierung der Zellen mit 1 ml Fixierlésung flr 15 min unter Schitteln
bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Zellen erneut zweimal mit 1 ml PBS
gewaschen und mit 1 ml Permeabilisierungsldésung flir 15 min unter Schitteln bei
Raumtemperatur permeabilisiert. Freie Bindestellen wurden mit Hilfe von 1 ml Blockierldsung
fur 1 h bei Raumtemperatur geblockt. Danach wurden die Primarantikdrper in gewtinschter
Konzentration in der Blocklésung verdinnt und mit den Zellen Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Anschlieliend wurden die Zellen dreimal mit PBS-T gewaschen und mit Sekundarantikérpern
und Hoechst 33342, welche zuvor auch in der Blocklésung verdinnt wurden, fir 1 h bei
Raumtemperatur behandelt. Nach erneutem dreimaligen Waschen in 1 ml PBS-T wurden die
Zellen in Aqua/Polymount eingedeckelt und Uber Nacht im Dunkeln bei Raumtemperatur

getrocknet. Die Lagerung der Proben bis zur Analyse erfolgte im Dunkeln bei 4 °C.

3.3.20.2 Immunozytochemischer Nachweis von Mitochondrien

Die Farbung von Mitochondrien wurde mit lebenden Zellen unter Verwendung des
Mitotracker® Deep Red 633 durchgefiihrt. Hierzu wurden 4000 A498-Zellen pro Loch in eine
schwarze 96-Lochplatte mit Glasboden pipettiert und flir 24 h im Brutschrank inkubiert.
Anschliefend wurden 200 nM Mitotracker, der zuvor in Medium ohne FBS verdinnt wurde,
zu den Zellen gegeben und fur 30 min im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen
zweimal mit 100 yl Medium gewaschen und anschlielend mit den Testsubstanzen fir
verschiedene Zeitintervalle inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit 100 pl PBS erfolgte die
Fixierung der Zellen mit 100 ul Fixierlésung flr 15 min unter Schutteln bei Raumtemperatur.
Danach wurde Hoechst 33342 in PBS verdinnt und mit den Zellen fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Schlief3dlich wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und

bis zur Analyse im Dunkeln bei 4 °C gelagert.

3.3.21 GPCR-Profilierung

Die Aktivierung oder Inhibierung von G-protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) durch die

Testsubstanzen wurde mit Hilfe des GPCR Profilers® der Firma Millipore durchgefiihrt. Zur

Untersuchung der Testsubstanzen wurden diese zunachst in einem speziellen Assaypuffer

verdiinnt. Fir die Uberprifung von (-)-Englerin A als Agonist erfolgte die Behandlung der
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Zellen, welche die entsprechenden Rezeptoren Uberexprimieren, mit 1,25 uM (-)-Englerin A
und die Bestimmung der GPCR-Aktivitat mit Hilfe eines FLIPR™ ™ Plattenlesers fiir 180 s.
Danach wurde die Platte flr 2 min bei Raumtemperatur inkubiert und schlieBlich flr den Test
von (-)-Englerin A als Antagonist verwendet. Hierbei wurde ein bekannter Agonist zu den
Zellen gegeben und anschlieBend 1 uM (-)-Englerin A hinzugeflgt, um die Wirkung der

Testsubstanz als Aktivator oder Inhibitor auf die GPCRs erneut fur 180 s zu messen.

3.4 Elektrophysiologische Methoden

3.4.1 lonenkanal-Profilierung

Der Einfluss der Testsubstanz auf ausgewahlte lonenkandle wurde mit Hilfe des
lonChannelProfiler” von der Firma Millipore durchgefiihrt. Fiir die Analyse inhibitorischer
Effekte wurde (-)-Englerin A in einer Konzentration von 1 uM eingesetzt und

elekrophysiologisch mittels lonWorks Quattro und lon Works HT untersucht.

3.4.2 Patch-Clamp Versuche am MPI fiir experimentelle Medizin in

Gottingen

Die Untersuchung des EAG1-lonenkanals mittels Patch-Clamp erfolgte in Zusammenarbeit
mit Prof. Dr. W. Stihmer am Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin in Géttingen.
Hierzu wurden HEK293-Zellen verwendet, die stabil mit dem EAG1-Kanal transfiziert waren.
Fur die Messungen befanden sich die Zellen auf Deckglaschen und wurden in eine
Zellkammer mit externer Ringerlésung gesetzt. Die Glaspipette hingegen wurde mit interner
Ringerlésung beflllt und besald einen Widerstand von ca. 2,5 MQ. Das Patchen der Zellen
erfolgte als whole cell (dabei wird die gesamte Zelle gepatcht) visuell mit Hilfe eines Monitors.
Hatte die Zelle schlielich einen Widerstand von 1000 MQ erreicht, konnte die Spannung auf
-80 mV eingestellt und der vorhanden Strom in der Zelle vor Substanzzugabe gemessen
werden. War der Strom stabil, erfolgte die Substanzzugabe fiir ca. 1-2 min und der flieRende

Strom wurde Uber diesen Zeitraum aufgezeichnet.

3.4.3 Patch-Clamp Versuche an der Universitat Leeds (UK)

Die Untersuchungen von lonenkanalen mittels patch clamp erfolgten in Kooperation mit Prof.
Dr. D. J. Beech (Universitat Leeds, GroRbritannien). Die elektrophysiologischen Versuche
wurden von M.Sc. H. J. Gaunt, Prof. Dr. D. J. Beech und Prof. Dr. Katsuhiko Muraki
durchgeflhrt.

63



Methoden

Hierzu wurden zunachst Glaspipetten mittels Puller (Narishige, Japan) aus Borosilikatglas
(Havard Apparatus, USA) mit einem Aufendurchmesser von 1 mm und einem
Innendurchmesser von 0,58 mm angefertigt. Nach dem die Pipetten in Feuer poliert und mit
der Standardpipettenlésung befiillt waren, lag der Pipettenwiderstand bei 2-4 MQ. Die
Pipetten wurden anschlieRend an einem CV-4 Gestell (Molecular Devices, USA) befestigt
und an einen 3-Wege-Grobmanipulator und Mikromanipulator angeschlossen. Bei der
verwendeten Elektrode handelt es sich um eine Silberelektrode. Die Amplifizierung und
Aufnahme der elektrischen Signale erfolgte am Axopatch 200B-Amplifikator mit der
pCLAMP 10 Software (Molecular Devices) gewahrleistet. Die Daten wurden bei 1 kHz
gefiltert und digital bei 3 kHz mittels eines Digidata 1440A analog-zu-digital Umwandlers
(Molecular Devices) aufgezeichnet. Die Analyse der Daten erfolgte durch die Sofware
Clampfit 10.2 (Molecular Devices) und Origin 8.6 (originLab, Northampton, MA). Die
Aufnahmen wurden mit SBS-Puffer als extrazellulare Ldésung bei Raumtemperatur
durchgeflihrt. Flr outside-out patches (hierbei wird nur ein Teil der Membran gepatcht)
wurde zu der Standardpipettenldsung entweder 1 mM GDP-3-S hinzugefiigt oder ATP und
GTP durch die Zugabe von 100 nM (-)-Englerin A oder DMSO mit Pluronic® F-127 ersetzt.
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Kapitel 4
Ergebnisse

Als Ausgangspunkt fir die Identifizierung der Zielproteine von (-)-Englerin A dienten
zunachst die bereits publizierten Erkenntnisse zu der biologischen Aktivitdt des Naturstoffs
von Ratnayake et al., 2009.7®] Hierbei ergab die biologische Evaluierung von (-)-Englerin A
im 60-Zelllinien Screen am National Cancer Institute (Maryland, USA), dass (-)-Englerin A im
Vergleich zu  anderen Krebszelllinien  eine 1000-fache  hohere  selektive
Wachstumsinhibierung gegentber Nierenkrebszelllinien zeigt.

Ausgehend davon wurden in der vorliegenden Arbeit die Effekte des Naturstoffes zunachst
auf ausgewahlte Nierenkrebszelllinien untersucht. Diese zeigten eine signifikante Inhibierung
der Zellviabilitat, welche auch in morphologischen Analysen, wie der Lebendzell-Mikroskopie,
nachgewiesen werden konnte. Basierend auf diesen Erkenntnissen konnten weitere
Analysen zur Ursache des Zelltods durchgefiihrt werden. Um Hinweise auf die Zielproteine
zu erhalten, wurden Untersuchungen sowohl zu Signaltransduktionswegen als auch zum
Metabolismus durchgefiihrt. Es wurde hauptsachlich mit der Nierenzellkarzinomzelllinie A498
gearbeitet, da diese Zelllinie nach Literaturangaben gegenuber (-)-Englerin A am sensitivsten

ist.l"®

Basierend auf den experimentellen Erkenntnissen, die im Laufe dieser Arbeit gewonnen
wurden, und weiterer Literaturrecherche konnten Hinweise beziglich der Zielproteine
erarbeitet und naher untersucht werden.

Dabei erfolgte die Identifizierung der Zielproteine durch die Anwendung eines umfassenden
Methodenspektrums.

Die ldentitat der Zielproteine konnte sowohl mit Hilfe von zellularen und biochemischen

Testsystemen als auch elektrophysiologischen Versuchen verifiziert werden.

4.1 Analysen zur biologischen Aktivitéat von (-)-Englerin A

4.1.1 Effekte von (-)-Englerin A auf Nierenkrebszellen und die
Brustkrebszelllinie HS578-T

Da (-)-Englerin A eine starke Selektivitat und Potenz gegeniiber Nierenkrebszellen zeigt,!"®
wurden die folgenden Versuche zunachst, wie in der Literatur beschrieben, mit den vier
gegeniiber (-)-Englerin A empfindlichsten Nierenkrebszelllinien™® durchgefiihrt, um die

zellularen Effekte naher zu untersuchen. Aullerdem wurde auch die Brustkrebszelllinie
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HS578-T getestet, welche auch gegeniiber der Substanz sensitiv ist.”® Bei den verwendeten
Nierenkrebszelllinien handelte es sich um A498-, 786-0-, ACHN und UO-31-Zellen, die fir
48 h mit (-)-Englerin A (Abbildung 4.1a) inkubiert wurden, um anschliel3end die Zellviabilitat
mit Hilfe des WST-1-Reagenzes (water soluble tetrazolium) zu analysieren (Abbildung 4.1b).
Dabei wird das Tetrazoliumsalz in Gegenwart von mitochondrialen Dehydrogenasen der
Atmungskette in I6sliches Formazan reduziert, das direkt mit der Menge an metabolisch
aktiven und somit lebenden Zellen korreliert. Bei dem gewahlten Verfahren handelt es sich

um eine Endpunktmessung.
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Abbildung 4.1: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitét in Nierenkrebszellen und HS578-T-Zellen

a| Struktur von (-)-Englerin A. Blau dargestellt: Zimtsaurerest. Rot dargestellt: Isopropylgruppe. Grun dargestellt:
Ester-Seitenkette. b| Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zelllviabilitat. Die Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte
mittels des WST-1-Reagenzes. Hierzu wurden die verschiedenen Zelllinien zunachst fur 48 h mit (-)-Englerin A
behandelt. Anschlieend erfolgte die Zugabe des WST-1-Reagenzes zu den Zellen nach Herstellerangaben und
die Bestimmung der Absorption bei 450 nm. Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (100 %) dargestellt. Die
Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe einer nicht-linearen Regression ermittelt. Die Ergebnisse sind
reprasentativ fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

Die ermittelten Ergebnisse zeigten, dass mit steigender Substanzkonzentration die Viabilitat
aller getesteten Zelllinien abnimmt. Die zu Beginn vorhandene Zellviabilitdt von 100% (A498-
und ACHN-Zellen) konnte konzentrationsabhangig auf bis zu 25 % reduziert werden. Des
Weiteren konnte fiir alle Zelllinien ein ICso-Wert im nanomolaren Bereich gemessen werden.
Der ICso-Wert gibt die Konzentration eines Inhibitors an, die nétig ist um 50 % der
biologischen Aktivitat zu inhibieren. Die ICso-Werte flir A498- und ACHN-Zellen lagen unter
den gewahlten Bedingungen bei unter 100 nM flir A498-Zellen und unter 10 nM fir ACHN-
Zellen. Dies unterstreicht die hohe Potenz dieser Verbindung. Dass es sich bei der Substanz
um eine hoch wirkungsvolle Verbindung handelt, wird insbesondere bei der Betrachtung der
Dosis-Wirkungs-Kurve flr behandelte UO-31-Zellen mit einem ICs,-Wert von unter 5 nM
deutlich. Hier wurde die anfangliche Zellviabilitdt von 100 % bis auf nahezu 0 % reduziert
und dies bereits bei einer (-)-Englerin A Konzentration von nur ca. 50 nM. Lediglich die 786-
0-Zellen waren gegenlber der Substanz nicht sehr sensitiv und wiesen einen ICso-Wert von

mehr als 10 uM auf. Die Brustkrebszelllinie HS578-T ist gegeniiber dem Naturstoff ebenfalls
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sensitivi’® und wurde auch auf die biogische Aktivitit des Naturstoffes getestet. Hierbei
zeigte sich, dass neben der UO-31-Zelllinie auch diese Brustkrebszelllinie gegenlber (-)-
Englerin A sehr sensitiv ist und damit sensitiver als die anderen getesteten
Nierenkrebszelllinien. Die ermittelten Ergebnisse decken sich zum groften Teil mit den
bereits publizierten Daten von Ratnayake et al."® Einzige Ausnahme stellen die 786-0-Zellen
dar, die in der Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit gegeniber (-)-Englerin A nicht

sensitiv sind.

4.1.1.2 Charakterisierung von (-)-Englerin A-Derivaten in A498-

Zellen

Die bereits publizierte Totalsynthese von (-)-Englerin A®% erdffnete die Méglichkeit zur
Synthese von weiteren Derivaten mit dem Ziel potentere Verbindungen zu synthetisieren. Es
wurden insgesamt sechs weitere Derivate zusatzlich zu den bereits verdffentlichten
Derivaten von Dr. Lea Radtke und Dr. Matthieu Willot (TU Dortmund) hergestellt. Die

Strukturen und die biologische Aktivitat der Derivate sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1: Einfluss der (-)-Englerin A-Derivate auf die Viabilitiat von A498-Zellen

Die Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte mit Hilfe des WST-1-Reagenz. Hierzu wurden A498-Zellen zunachst fur
48 h mit den (-)-Englerin A-Derivaten behandelt. Anschlielend erfolgte die Zugabe des WST-1-Reagenzes zu
den Zellen nach Herstellerangaben und die Bestimmung der Absorption bei 450 nm. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus drei biologischen Replikaten. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde
mit Hilfe einer nicht-linearen Regression ermittelt.

Substanz Struktur IC50* SD [nM]
Me
(o)
1 8,9+6,8
2 14,8 £6,5
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Substanz Struktur IC50* SD [nM]
3 33,0+£6,6
4 52,3+ 17,0
5 > 10000
6 > 10000

Hierzu wurden A498-Zellen fir 48 h mit den verschiedenen Derivaten behandelt und
schlieBlich die Zellviabilitat mit Hilfe des WST-1-Reagenzes nach Herstellerangaben
bestimmt. Im Vergleich zu allen anderen getesteten Derivaten wiesen die Verbindungen 1
und 2 eine besonders hohe Potenz mit ICso-Werten von 8,9 und 14,8 nM auf und besitzen
als einzige eine hodhere Aktivitat als der Naturstoff selbst. Diese hohe Aktivitat wurde
ausschliel3lich durch Modifikationen an dem Zimtsaurerest erreicht, wobei der Zimtsaurerest
durch eine Methyltetrahydronaphtylgruppe (Substanz 1) oder eine Methylnaphtylgruppe
ersetzt wurde (Substanz 2). Bis auf zwei der getesteten Derivate liegen alle ICso-Werte unter
100 nM. Lediglich die Verbindungen 5 und 6 sind deutlich weniger aktiv (ICso > 10 uM) als
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alle anderen getesteten Derivate. Bei Verbindung 5 wurde der Zimtsaurerest durch eine
Diaziringruppe und die Gykolsaure durch eine Hydroxylgruppe ersetzt, wahrend Substanz 6
eine Tetrahydronaphtylgruppe aufweist. Aufgrund der niedrigen Aktivitat flr beide
Substanzen war es nicht mdglich einen ICs-Wert zu ermitteln (ICso > 10 uM). Dass die
Ersetzung des Zimtsaurerestes ausschlaggebend fir die Aktivitat der Substanz ist, zeigte
Derivat 4 im Vergleich zu 6. Hier konnte festgestellt werden, dass die Decalingruppe in einer
relativ aktiven Substanz (4) resultiert, wahrend die Tetrahydronaphtylgruppe zu einer
inaktiven Substanz flhrt (6). Der Austausch des Zimtsaurerestes durch eine Diazirin-Gruppe
(3) dagegen demonstriert, dass die Substanz dadurch noch eine relativ starke Aktivitat
besitzt. Anhand dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass hauptsachlich durch
Veranderungen des Zimtsaurerestes aktivere Verbindungen synthetisiert werden konnten,
wahrend Modifikationen an der Glykolester-Seitenkette zu Substanzen mit deutlich
niedrigerer Aktivitat fihren.

Die Modifikationen am Zimtsdurerest in der ersten Generation der Struktur-Aktivitats-
Analysen zeigten bereits eine gesteigerte Aktivitat (ICso = ca. 25 nM) im Vergleich zu (-)-
Englerin A.®% In dem die Eigenschaften aller aktiven Derivate aus der ersten Generation
kombiniert wurden konnte eine zweite Generation mit noch aktiveren Derivaten synthetisiert

werden (vgl. hierzu Substanz 1 und 2).

4.1.2 Zeit-und konzentrationsabhangiger Einfluss in A498-Zellen

Die Bestimmung der biologischen Aktivitat von (-)-Englerin A und den Derivaten erfolgte als
Endpunktmessung nach 48 h in Anlehnung an die Literatur’” in Abschnitt 4.1. Um den
Einfluss verschiedener Konzentrationen des Naturstoffes in Echtzeit zu untersuchen, wurde
in einem nachsten Schritt der Effekt von (-)-Englerin A auf A498-Zellen mit Hilfe eines
Echtzeit-Zell-Analysators (Real-Time Cell Analyzer (RTCA)) durchgeflhrt. Diese Methode
ermdglicht die kontinuierliche Beobachtung des Verhaltens adhéarenter Zellen und wird mit
Hilfe des Zellindexes, basierend auf der gemessenen Impedanz, ausgedrickt. Hierfur
werden Zellkulturplatten verwendet, die mit Gold-Mikroelektroden ausgestattet sind und die

n."% Anderungen der Impedanz werden als Zellindex

Veranderungen der Impedanz messe
ausgedrickt und kénnen durch verschiedene Parameter wie Zellzahl, Zellgrofie, Zell-
Zellkontakt, Zellwachstum und Zelltod"*""38 peeinflusst werden. Hierbei werden zelluldre
Vorgange wahrend der gesamten Versuchsdauer abgebildet, sodass eine kinetische
Messung ermdglicht wird. Nimmt die Zahl adharenter Zellen zu, auldert sich dies in der
Zunahme des Zellindexes. FiUr die Analysen wurden A498-Zellen ausplattiert und der
Zellindex fur 24 h aufgezeichnet. AnschlieBend erfolgte die Substanzzugabe in

Konzentrationen von 1 nM bis 10 pM.
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Abbildung 4.2: Echtzeitanalysen von (-)-Englerin A in A498-Zellen

Die Bestimmung des Zellindexes erfolgte mittels eines Echtzeit-Zell-Analysators. Hierzu wurden A498-Zellen
zunachst fur 24 h vermessen. Danach erfolgte die (-)-Englerin A-Zugabe zu den Zellen in verschiedenen
Konzentrationen. Der Zellindex der Zellen wurde fir weitere 48 h aufgezeichnet. Als Kontrolle dienten mit DMSO
behandelte Zellen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

Als Kontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen verwendet. Die Aufzeichnung des
Zellindexes fand nach Zugabe der Substanz fir weitere 48 h statt (Abbildung 4.2).

Die dargestellten Ergebnisse der Echtzeitanalysen zeigten insgesamt sowohl eine
konzentrationsabhangige- als auch zeitabhangige Wirkung der Testsubstanz. Bei der
Verwendung von relativ hohen Konzentrationen (1 und 10 uyM) von (-)-Englerin A fiel der
Zellindex innerhalb klrzester Zeit von 2 auf 1 und konnte im Laufe von weiteren 48 h den
urspringliche Zellindex nicht wieder erreichen. Im Vergleich dazu wiesen die mit DMSO
behandelten Zellen einen maximalen Zellindex von fast 6 auf. Auch niedrigere
Konzentrationen der Verbindung zeigten im Vergleich zur DMSO-Kontrolle noch starke
Effekte auf den Zellindex. Bis zu 30 h nach Zugabe von 10 und 100 nM (-)-Englerin A wiesen
die Zellen einen reduzierten Index von ca. 2 auf, wahrend die Kontrollzellen einen
wachsenden Anstieg im Zellindex zeigten. Anders als bei hohen Substanzkonzentrationen
wird deutlich, dass sich die Zellen bei Behandlung mit niedrigen Substanzkonzentrationen
nach einer gewissen Zeit von den Effekten erholen konnten und der Index wieder stieg
wodurch er sich der Kontrolle annaherte. Auch die geringste Konzentration von noch 1 nM
beeinflusste die Zellen und erreichte als einzige nach insgesamt 48 h denselben Zellindex
wie die mit DMSO behandelten Zellen.

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus diesen Experimenten ist, dass (-)-Englerin A bereits
nach kirzeren Behandlungszeiten als 48 h Effekte auslést. Da nun aber mit Hilfe der
Echtzeitanalysen keine genaue Aussage darlUber getroffen werden konnte, um welche

Effekte es sich genau handelte, wurden in einem nachsten Schritt sowohl die Zellviabilitat
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nach Zugabe der Substanz als auch die Zytotoxizitat in A498-Zellen untersucht. Hierbei
wurden die Inkubationszeiten mit dem Naturstoff reduziert, um den schnellen Einfluss von (-
)-Englerin A aus den Echtzeitanalysen zu verifizieren. Fur Untersuchungen zur Zellviabilitat
wurden die Zellen fur 4 h mit (-)-Englerin A oder DMSO als Kontrolle behandelt. Zur
Detektion wurde erneut das WST-1-Reagenz verwendet (Abbildung 4.3a).

Die zytotoxischen Effekte von (-)-Englerin A konnten unter Verwendung des CellTox Green
Reagenzes in Abhangigkeit von der Zeit untersucht werden. Der Cyaninfarbstoff misst
Veranderungen in der Zellmembran-Integritdt, denn er wird von lebenden Zellen
ausgeschlossen und farbt vorzugweise die DNA toter Zellen. Die Bindung des Farbstoffes an
die DNA der Zellen, resultiert in einem starken Fluoreszenzsignal, das gemessen werden
kann und proportional zur Zytotoxizitat ist.

Hierzu wurden A498-Zellen mit dem CellTox Green Reagenz versetzt und anschliefend
ausgesat. Nach drei Stunden erfolgte die Zugabe des Naturstoffes oder von DMSO als
Kontrolle und die Detektion des Signals Uber einen Zeitraum von 5 min bis 4 h (Abbildung
4.3b).

Da es sich bei der Messung der Zellviabilitdt um eine Endpunktmessung handelte, wurden
die Zellen fur 4 h mit (-)-Englerin A inkubiert, wonach die Zellviabilitat detektiert wurde. Die in
Abbildung 4.3a dargestellten Ergebnisse zeigen, dass ein deutlicher Effekt auch schon
bereits nach einer Behandlungszeit von 4 h erzielt werden konnte. Die zu anfangs
vorhandene Zellviabilitdt von 100% wurde dabei konzentrationsabhangig auf bis zu 35 %
reduziert. Dieser Wert konnte bereits bei einer Substanzkonzentration von 100 nM erreicht
werden. Der ICs-Wert lag unter diesen Bedingungen bei 17 nM und demonstriert nochmals
die hohe Potenz der Verbindung. Um die Einflliisse Uber die Zeit zu beobachten, sollten die
zytotoxischen Effekte der Substanz nach unterschiedlichen Zeiten detektiert werden. Bei
dieser Messung handelte es sich, anders als bei der Messung der Zellviabilitat, um eine
kinetische Messung, welche eine kontinuierliche Beobachtung der Zytotoxizitat der Substanz
Uber die Zeit erlaubt.

Die ermittelte Zytotoxizitdt der Substanz zeigte, dass die Einflisse bereits nach kurzen
Behandlungszeiten von 15 und 30 min detektierbar waren. Bei einer Behandlungszeit von
30 min und einer Substanzkonzentration von 100 nM war eine Zytotoxizitat zu verzeichnen,
welche um mehr als das Doppelte im Vergleich zu DMSO behandelten Zellen erhéht war.
Langere Inkubationszeiten von 1 und 2 h flhrten zu einem 10-fach héheren Effekt. Hier
lagen die ermittelten ECso-Werte unterhalb von 10 nM. Bei einer Behandlungszeit von 4 h
liel} sich ein linearer, konzentrationsabhangiger Anstieg des Effekts verzeichnen. Hierbei
wurde jedoch die Sattigung der Kurve aufgrund der gewahlten Substanzkonzentrationen

nicht erreicht.
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Abbildung 4.3: Einfluss von (-)-Englerin A in A498-Zellen nach kurzen Behandlungszeiten

al Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitdt. Die Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte durch die
Verwendung vom WST-1-Reagenz. Hierzu wurden A498-Zellen zunachst fir 4 h mit (-)-Englerin A behandelt.
Anschlielend erfolgte die Zugabe des WST-1 Reagenzes zu den Zellen nach Herstellerangaben und die
Bestimmung der Absorption bei 450 nm. Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (100 %) dargestellt. Die
Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe einer nicht-linearen Regression ermittelt. Die Ergebnisse sind
reprasentativ fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

b| Zytotoxische Einflisse von (-)-Englerin A. Die zytotoxischen Effekte von (-)-Englerin A wurden mit Hilfe des
CellTox Green Reagenzes in einer kinetischen Messung detektiert. Hierzu wurden Zellen gemeinsam mit dem
CellTox Green Reagenz ausgesat und fur 3 h inkubiert. Anschlielend erfolgte die Substanzzugabe und die
Behandlung der Zellen dber einen Zeitraum von 4 h. Die Fluoreszenzmessung wurde bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm durchgefiihrt. Die Werte sind
relativ zur DMSO-Kontrolle (1) dargestellt. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe einer nicht-linearen
Regression ermittelt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate £ Standardabweichung.

Dennoch konnte man daraus schlussfolgern, dass die Behandlung der Zellen flir 4 h den
starksten zytotoxischen Einfluss auf die Zellen hatte. Dies stimmte mit dem ebenfalls starken
Effekt, welchen (-)-Englerin A nach einer vierstiindigen Inkubationszeit auf die Zellviabilitat
hatte, Uberein. Anhand dieser Versuche lieR sich festhalten, dass Ilangere
Behandlungszeiten, wie beispielweise 48 h, nicht nétig waren, da dieselben Effekte bereits
nach 4 h zu beobachten waren. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden im weiteren Verlauf

dieser Arbeit hauptsachlich kirzere Behandlungszeiten gewahlt.
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4.1.3 Morphologische Analysen in A498-Zellen

Im Weiteren wurde die Aktivitat der Substanz auch auf morphologischer Ebene mit Hilfe der
Lebendzell-Mikroskopie und der Immunozytochemie analysiert bzw. bestatigt. Hierzu wurden
A498-Zellen mit 100 nM (-)-Englerin A behandelt und die morphologischen Effekte mittels
Lebendzell-Mikroskopie kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 0 min bis 4 h aufgezeichnet
(Abbildung 4.4a). Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelten Zellen. Der Einfluss des
Naturstoffes liel3 sich bereits 5 min nach Substanzzugabe beobachten. Hier war klar zu
erkennen, dass sich die Zellen relativ schnell abrunden und in diesem Zustand Uber die
gemessene Zeit verweilen bevor sie dem Zelltod erliegen. Des Weiteren konnte auch
festgestellt werden, dass diese Zellen stark in ihrer Motilitat eingeschrankt waren und sich in
dem untersuchten Zeitraum nicht mehr teilten. Im Vergleich hierzu zeigten Zellen, die DMSO

behandelten wurden keine Einschrankungen in Motilitat und Zellteilung.

Diese Effekte der Substanz konnten auch mit Hilfe einer Immunfarbung festgestellt werden
(Abbildung 4.4b). Dafir wurden A498-Zellen fir 4 h mit 100 nM (-)-Englerin A behandelt
und anschlielRend gefarbt.

Neben der Farbung der Zellkerne wurde auch ein Antikérper gegen a-Tubulin verwendet, um
die Zellstruktur bzw. Zellform zu verdeutlichen. Wahrend die mit DMSO behandelten Zellen
eine relativ gestreckte Zellform und einen kleinen Nukleus aufwiesen, konnte in den mit (-)-
Englerin A behandelten Zellen neben einer Abrundung der Zellen auch ein vergrofierter
Nukleus, eine Veranderung der Tubulinstruktur und vakuolenférmige Strukturen beobachtet

werden.
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Abbildung 4.4: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Morphologie von A498-Zellen

a| Ausgewahlte Sequenzen aus der Lebendzell-Mikroskopie. A498-Zellen wurden mit 100 nM (-)-Englerin A oder
DMSO als Kontrolle behandelt und die morphologischen Verdnderungen (ber einen Zeitraum von 4 h
aufgezeichnet. Die farbigen Pfeile kennzeichnen die Veranderung der Zellmorphologie in (-)-Englerin A-
behandelten Zellen. Die Aufnahmen wurden mit einem 20x Luft-Objektiv gemacht und sind reprasentativ fir drei
biologische Replikate.

b| Immunfluoreszenz-Aufnahmen von A498-Zellen. A498-Zellen wurden fir 4 h mit 100 nM (-)-Englerin A oder
DMSO als Kontrolle behandelt. Nach erfolgter Fixierung und Permeabilisierung wurde die Zellkerne mit
Hoechst 33342 und a-Tubulin mit spezifischen Antikérpern gefarbt. Die Aufnahmen wurden mit einem 40x Luft-
Objektiv gemacht und sind reprasentativ fiir drei biologische Replikate.
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4.1.4 Untersuchungen zum Zelltod

A498-Zellen werden bei Behandlung mit (-)-Englerin A in kilirzester Zeit abgetdtet. Mehrere
Aspekte ermdglichen Rickschlisse auf die Form des Zelltodes. Neben der Zellmorphologie
als Kriterium (z.B. in der Apoptose), spielen auch andere Aspekte, wie beispielsweise die
Aktivitat bestimmter Enzyme (z.B. Proteasen und Caspasen), aber auch funktionale Aspekte
(z.B. programmierter Zelltod) eine wichtige Rolle."* Aufgrund der durch (-)-Englerin A
hervorgerufenen veranderten Zellmorphologie sollten nun verschiedene Formen des
Zelltodes untersucht werden. Da sich bei der Behandlung ein relativ schnelles Abrunden der
Zellen beobachten lie, wurden die Zellen zunachst auf Apoptose untersucht.
Charakteristisch fir den Verlauf der Apoptose ist neben der Abrundung und des
Schrumpfens der Zellen auch der Abbau der DNA durch Endonukleasen. Die Zelle wird
schlieRlich in Vesikeln abgeschniirt und durch Phagozyten abgebaut.!'*® Zur Untersuchung
der Apoptose wurde ein Caspase-3/7 Testsystem verwendet. Die Caspasen 3- und -7
gehoéren zu den Effektorcaspasen und fihren durch die Aktivierung von zellularen Enzymen
zum programmierten Zelltod, der Apoptose.'"*"! So aktivieren sie durch Proteolyse unter
anderem sekundare Zielproteine wie beispielsweise DNasen. Durch die Aktivierung von
DNasen wird die genomische DNA gespalten, sodass DNA-Fragmente entstehen, welche
ein typisches Kennzeichnen fiir Apoptose sind."*? Fiir die Analysen wurden A498-Zellen
unter verschiedenen Bedingungen mit (-)-Englerin A behandelt. AnschlieBend wurde die
Aktivitat der Caspasen 3- und -7 gemessen (Abbildung 4.5).

Die in Abbildung 4.5a dargestellte Caspase-3/7-Aktivitat berlcksichtigt kurze
Behandlungszeiten mit (-)-Englerin A von 15 min bis 2 h. Hier konnte bei keiner der
getesteten Substanzkonzentrationen eine deutlich erhdhte Caspase-3/7-Aktivitat im
Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen festgestellt werden. Auch Inkubationszeiten bis zu
48 h (Abbildung 4.5b) zeigten keinen Anstieg der Caspase-3/7-Aktivitat. Die gemessenen
Aktivitaten lagen ahnlich wie die mit DMSO-behandelten Zellen um den Wert 1, sodass die
Apoptose als mogliche Form des Zelltodes ausgeschlossen werden konnte.

Des Weiteren sollte die Autophagie Uberprift werden, welche unter bestimmten Umstanden
zum Zelltod fihren kann. Sie stellt einen Prozess dar, bei dem die Zelle zelleigene
Bestandteile abbaut, um so das Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau von
Zellbestandteilen zu gewahrleisten.!'**!

Bei dieser Form des Zelltodes kdnnen vakuolenférmige Strukturen beobachtet werden,!'*%
die auch bei A498-Zellen nach Behandlung mit (-)-Englerin A mit Hilfe von

Lebendzellaufnahmen (siehe Abbildung 4.4a) zu sehen waren.
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Abbildung 4.5: Untersuchungen zur Apoptose in A498-Zellen

Fur die Bestimmung der Caspase-3/7-Aktivitat wurde der Caspase-GIo® 3/7-Assay verwendet. Hierzu wurden
A498-Zellen mit verschiedenen (-)-Englerin A-Konzentrationen fiir kurze (a) und lange (b) Zeitintervalle behandelt
und die Caspase-3/7-Aktivitdt nach Herstellerangaben detektiert. Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (1)
dargestellt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

Autophagie kann als Antwort auf verschiedene Signale eingeleitet werden und flhrt zur
Ausbildung von Doppelmembranen sogenannten Phagophoren. Durch das Zusammenspiel
verschiedener Proteine werden Autophagosomen gebildet, die in einem letzten Schritt mit
Lysosomen fusionieren und zur Hydrolyse und zum Abbau des Inhalts fiihren.'"*! Um
festzustellen, ob die Behandlung von Zellen mit (-)-Englerin A Autophagie induziert, wurden
A498-Zellen mit der Substanz in einer Konzentration von 100 nM fir 3 h behandelt und mit
Hilfe der Elektronenmikroskopie untersucht. Als Positivkontrolle wurden 50 nM Rapamycin

verwendet.
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DMSO 100 nM (-)-Eng A 50 nM Rapamycin
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Abbildung 4.6: Untersuchungen zur Autophagie in A498-Zellen

Die Untersuchung von A498-Zellen auf Autophagie-assoziierte Strukturen erfolgte mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie. Hierzu wurden A498-Zellen mit (-)-Englerin A oder Rapamycin fir 3 h behandelt und
anschlieRend mit Glutaraldehyd und Sucrose fixiert. Nach erfolgreicher Osmierung mit OsOs und KsFe(CNg)
folgte die Entwasserung in Ethanol. Die Proben wurden schliellich in Epon 812 eingebettet und fiir 24-48 h bei
60 °C polymerisiert. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir zwei technische Replikate.

Hierbei handelt es sich um eine Substanz, die nachweislich Autophagosomen induziert,
welche ein typisches Merkmal der Autophagie sind und zelleigene Organellen beinhalten, die
abgebaut werden. Die Anfertigung und Untersuchung der Préaparate wurden von Dr. Markus
Grabenbauer und Sabine Dongard (Max-Planck-Institut fir Molekulare Physiologe, Abteilung
Systemische Zellbiologie) durchgefiihrt und sind in Abbildung 4.6 dargestellt.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie konnten in den mit (-)-Englerin A-behandelten Zellen
vakuolenférmige Strukturen identifiziert werden, die zuvor auch schon in der Lebendzell-
Mikroskopie beobachtet wurden (vgl. hierzu Abbildung 4.4a). Wahrend diese Vakuolen
keine Strukturen beinhalteten, wiesen die mit Rapamycin behandelten Zellen typische
Autophagosomen auf, deren Inhalt zellulare Bestandteile wie z.B. Doppelmembranen waren.
Da diese Strukturen in den mit (-)-Englerin A-behandelten Praparaten nicht nachweisbar
waren, konnte die Autophagie als eine Form des Zelltodes ebenfalls ausgeschlossen werden.
Die mit DMSO behandelten Zellen zeigten in den angefertigten Praparaten weder
Autophagosomen noch Vakuolen auf. Hingegen konnten andere Strukturen wie die
Mitochondrien identifiziert werden.

Die letzte Form des Zelltodes, die hinsichtlich des Einflusses von (-)-Englerin A auf die A498-
Zellen analysiert wurde, ist die Nekrose. Diese wird im Allgemeinen durch chemische oder
physikalische Beschadigungen der Zelle hervorgerufen.® Im Gegenteil zur Apoptose
schwillt die betroffene Zelle an und platzt schliellich, sodass die Plasmamembran zerstort
wird und als Folge eine Entziindungsreaktion im umliegenden Gewebe ausgel6st wird. Dies

hat zur Folge, dass auch andere Zellen Schaden nehmen.'47H1401[148]
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Abbildung 4.7: Untersuchungen zur Nekrose in A498-Zellen

Die Untersuchung von A498-Zellen auf Nekrose erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Hierzu wurden Zellen mit
100 nM (-)-Englerin A fiir 5 bis 30 min oder mit DMSO als Kontrolle fiir 30 min behandelt. AnschlieRend erfolgte
die Farbung mit Annnexin V-FITC fir apoptotische Zellen und mit Propidiumiodid fir spat apoptotische oder
nekrotische Zellen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate.

Fur die Untersuchungen wurden A498-Zellen mit 100 nM (-)-Englerin A fir 5 bis 30 min oder
mit DMSO als Kontrolle fir 30 min behandelt und anschlieBend mit Annexin V-FITC und
Propidiumiodid gefarbt wie in Abschnitt 3.3.12 beschrieben. Die Untersuchung der Proben
erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie und ist in Abbildung 4.7 dargestellt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten, dass bis zu 22,9 % der Zellen bereits nach
einer kurzen Behandlungszeit von 5 min bei einer Substanzkonzentration von 100 nM eine
starke Propidiumiodid-Farbung und eine schwache Annexin V-FITC-Farbung aufwiesen, was
dafir sprach, dass es sich dabei um nekrotische Zellen handelte. Nach 30 min
Behandlungszeit lag der Anteil nekrotischer Zellen schon bei 37,5 %. Der Anteil nekrotischer
Zellen in der DMSO-Kontrolle lag bei 2,7% und war somit, wie erwartet, gering. Sowohl der
Anteil an frih-apoptotischen als auch spat-apoptotischen Zellen lag bei allen gemessenen
Proben unter 4 %, sodass auch mit Hilfe dieses Versuches die Apoptose erneut
ausgeschlossen werden konnte.
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4.2 Identifizierung der Zielproteine von (-)-Englerin A

4.2.1 Biochemische Analysen zur Zielprotein-ldentifizierung

Fur die Identifizierung der Zielproteine sollten zunachst affinitdtschromatographische
Versuche mit Hilfe von Affinitdtssonden durchgeflihrt werden. Die Auswahl der Substanzen
hierfir basierte auf den Erkenntnissen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung des Naturstoffes
und auf einem der aktiveren Derivate mit einer Naphtylgruppe (9).*” Die Synthese der
Sonden 7 und 8 und die des aktiveren Derivates 9 erfolgte durch Dr. Lea Radtke (TU
Dortmund). Die Strukturen und die zugehdérigen Daten zur biologischen Aktivitat sind in
Tabelle 4.2 dargestellt.

Tabelle 4.2: Affinitatssonden fiir affinitatschromatographische Versuche

Die I1Cso-Werte wurden fir die Beeinflussung der Zellviabilitat ermittelt. Dies erfolgte mit Hilfe des WST-1-
Reagenzes. Hierzu wurden A498-Zellen zunachst fir 48 h mit den Affinitdtssonden behandelt. AnschlielRend
erfolgte die Zugabe des WST-1 Reagenzes zu den Zellen nach Herstellerangaben und die Bestimmung der
Absorption bei 450 nm. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei biologischen
Replikaten. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe einer nicht-linearen Regression ermittelt.

Substanz Struktur IC50 £ SD [nM]

Me HO Me
7 C@? 553,6 + 231,3
o) (o]
BT oK g /J( /\;NH
N

Nl
N
8 2759,3 + 1822,6
0

9 Ve . Me 24,6+25
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Fur die Affinitdtschromatographie war es notwendig, die Sonden mit einem geeigneten
Abstandshalter (Linker) auszustatten, um die Substanzen an einer stationdren Phase zu
immobilisieren. Hierzu wurden die Sonden mit einem Triethylenglykol-Biotin Linker
ausgestattet, sodass als stationare Phase magnetische Streptavidin-Kiigelchen verwendet
werden konnten. Die Streptavidin-Biotin Bindung stellt eine der starksten nicht-kovalenten
Bindungen in der Biologie dar und zeichnet sich u. a. neben einer starken Affinitat im
femtomolaren Bereich auch durch ihre hohe Spezifitat aus."0 Hayfig wird diese
Bindung unter anderem fiir biochemische Verfahren eingesetzt."®? Hierbei war es wichtig,
dass die Substanz 7 nach Anbringung des Linkers immer noch eine hohe Aktivitat auf
Nierenkrebszellen aufwies und der ICso-Wert sich idealerweise nicht sehr von dem des
urspringlichen Derivates 9 unterschied. Die Substanz 8 sollte als Kontrolle dienen und daher
maoglichst inaktiv sein, d.h. im Idealfall einen ICs,.Wert von > 10 uM besitzen. Die Aktivitat der
Sonden wurde in einem Zellviabilitats-Testsystem in A498-Zellen Uberpriift (siehe Tabelle
4.2). Hierbei stellte sich heraus, dass die aktive Sonde 7 eine ICs-Wert von 0,55 uM
aufwies und somit 12 mal weniger aktiv war als das urspringliche Derivat 9 und dennoch als
aktiv eingeordnet werden musste. Bei der Substanz 8 zeigte sich, dass diese immer noch
eine hohe Aktivitat mit einem ICsp-Wert von ca. 2,75 yM besall und somit eine ahnlich hohe
Potenz wie Substanz 7 hatte. Dennoch wurde mit beiden Substanzen eine vergleichende
Affinitdtschromatographie durchgefihrt, da die Anbringung des Linkers an keiner anderen
Position ohne starke Verluste in der Aktivitdt moglich war. Hierzu wurden 10 uM der aktiven
Substanz 7 und 10 uM der weniger aktiven Substanz 8 verwendet. Die Durchfiihrung der
Affinitdtschromatographie ist in Abschnitt 3.2.6 beschrieben. Die Analyse der Peptide wurde
von Dr. Petra Janning und Dipl.-Ing. Andreas Brockmeyer (MPI fir Molekulare Physiologie,
Abteilung Chemische Biologie) unter Verwendung einer nano-HPLC/MS/MS, durchgeflhrt.
Als Protein-Datenbank diente SwissProt. Die vergleichende Affinitdtschromatographie wurde
insgesamt dreimal wiederholt. Eine Ubersicht der durchschnittlichen relativen Mengen
identifizierter Proteine ist in Abbildung 4.8a dargestellt. Hierbei stellte sich heraus, dass die
aktive Substanz 7 insgesamt 425 Proteine gebunden hatte und die weniger aktive
Substanz 8 241 Proteine. Um zwischen maoglichen Zielproteinen und unspezifisch bindenden
Proteinen zu unterscheiden, wurden solche Proteine selektiert, welche in allen drei
Versuchen am haufigsten im Eluat mit der aktiven Substanz auftraten und seltener im Eluat
der weniger aktiven Sonde. Diese Vorgehensweise wurde gewahlt, da zu diesem Zeitpunkt
eine Quantifizierung nichtmarkierter Proteine nicht mdglich war. Insgesamt konnten so
18 Proteine selektiert (Abbildung 4.8b). Da die Substanz 8 nicht inaktiv war, wurden auch
Proteine berlcksichtigt, die in &hnlicher oder gleicher Haufigkeit an diese Substanz

gebunden hatten.
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al b|
18 Identifiziertes Protein Bezeichnung Substanz 7 : Substanz 8
Haufig Aminoacyl tRNA synthase complex-
identifizierte AIMP1_HUMAN interacting multifunctional protein 1 3:2
Proteine Aminoacyl tRNA synthase complex-
y AIMP2_HUMAN interacting multifunctional protein 2 3:2
425‘ 241 SYLC_HUMAN Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic 3:3
Aktive [ We}:(niger SYCC HUMAN Cysteine--tRNA ligase, cytoplasmic 3.0
aktive
Substanz SulssEne SYQ_HUMAN Glutamine--tRNA ligase 3:2
(LAt o, (LR 506 SYMC _HUMAN Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic 3:2
SYK_HUMAN Lysine--tRNA ligase 2:2
SYDC_HUMAN Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic 3:2
SYEP_HUMAN Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase 3:3
SYIC_HUMAN Isoleucine--tRNA ligase, cytoplasmic 3:3
SYVC_HUMAN Valine--tRNA ligase 1:1
SEPT2_HUMAN Septin-2 3:1
SEPT7_HUMAN Septin-7 3:1
SEPT8_HUMAN Septin-8 2:0
SEPT9_HUMAN Septin-9 1:0
SEPT10_HUMAN Septin-10 2:0
SEPT11_HUMAN Septin-11 3:0

Abbildung 4.8: Identifizierte mogliche Zielproteine fiir die Substanzen 7 und 8

a| Ubersicht der in der Affinitdtschromatographie identifizierten Proteine fiir die Sonden 7 und 8. Es wurden Daten
aus drei Versuchen berlcksichtigt.

b| Liste der haufig identifizierten Peptide nach tryptischem Verdau mittels nano-HPLC/MS/MS. Die dargestellten
Werte sind Ergebnisse aus drei biologischen Replikaten. Die Haufigkeit der identifizierten Proteine aus drei
Versuchen ist im Verhaltnis von Substanz 7 zu Substanz 8 aufgelistet.

Hierbei war auffallig, dass es sich hauptsachlich um Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (ARS)
und Septine handelte. ARS gehdren zu den Haushalts- Enzymen und sind hochkonserviert.

Ihre Aufgabe besteht darin, sowohl eine effiziente als auch prazise Proteintranslation zu
gewahrleisten.!"® Septine dagegen gehdren zu der Familie der GTPasen und iibernehmen
verschiedene Aufgaben. Sie sind beispielsweise flr die Organisation des Zytoskeletts

verantwortlich und spielen eine Rolle in der Mitose.!"*"

4.2.2 Untersuchung der Zielprotein-Kandidaten

Einige der in der Affinitdtschromatographie identifizierten Proteine (SYEP, SYIC, Septin 2, 7
und 9) sollten mit  spezifischen  Antikdrpern im Immunoblot  nach  der
Affinitdtschromatographie nachgewiesen werden. Als Beispiel werden hier die Ergebnisse flr
das Protein SYEP gezeigt. Flr den spezifischen Nachweis wurde wie in Abschnitt 4.2.1
beschrieben eine Affinitdtschromatographie mit den Substanzen 7 und 8 durchgefiihrt. Nach
Auftrennung der Proteine im SDS-PAGE-Verfahren wurden diese auf eine PVDF-Membran
Ubertragen und mit einem spezifischen Antikérper gegen SYEP markiert (Abbildung 4.9a).
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a| b|
Verdrangung mit Substanz 9
Substanz 7 Substanz 8 Substanz7 e
N
§ N § 0§ 0\$ QQQ 0§ ooQ
Y \QQ N S R R RN
! ’ .
SYEP SYEP bbd~—d
130 kDa- ) 130 kDa-

Abbildung 4.9: Validierung des Proteins SYEP als Zielprotein von Substanz 7 in A498-Zellen

al Vergleichende Affinitatstchromatographie mit den Substanzen 7 und 8. Die Substanzen wurden auf
Streptavidin-Kugelchen immobilisiert und fir 1 h mit A498-Lysaten inkubiert. Nach Elution der Proteine durch
Aufkochen der Streptavidin-Kugelchen in SDS-Probenpuffer erfolgte das Trennen der Proteine mittels SDS-
PAGE. Fur den Nachweis von SYEP mittels Immunoblot wurde ein spezifischer SYEP-Antikdrper verwendet. Der
sekundare Antikdper war an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und die Detektion erfolgte mit Hilfe des
SuperSignaI® West Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei biologische Replikate.

b| Kompetitive Affinitdtschromatographie mit den Substanzen 7 und 9. A498-Lysate wurden zunachst mit
steigenden Konzentrationen der Substanz 9 fir 1 h vorinkubiert. Die Substanz 7 wurde auf Streptavidin-
Kigelchen immobilisiert und fur 1 h mit den bereits vorinkubierten A498-Lysaten behandelt. Die weitere Analyse
der Proben und der Nachweis von SYEP erfolgte wie bereits fur a] beschrieben. Die Ergebnisse sind
reprasentativ fur drei biologische Replikate.

Des Weiteren sollte das Protein mit einem Uberschuss an unmodifizierter Substanz 9
konzentrationsabhangig von der aktiven Substanz 7 verdrangt werden, um so die spezifische
Bindung zwischen der Affinitdtssonde 7 und SYEP zu belegen (Abbildung 4.9b). Dies
erfolgte ebenfalls mittels Affinitdtschromatographie mit dem Unterschied, dass nun A498-
Lysate bereits vor der Affinitdtschromatographie fiir 1 h mit einem Uberschuss an
unterschiedlichen Konzentrationen von Substanz 9 inkubiert wurden. Somit sollte die
Bindung der Affinitatssonde 7 an das mdgliche Zielprotein SYEP unterbunden werden.

Als Kontrolle diente die Substanz 7. Nach Aufkochen der Streptavidin-Kigelchen und
Trennen der Proteine mittels SDS-PAGE wurde SYEP mit spezifischen Antikérpern gegen

SYEP im Immunoblot-Verfahren untersucht.

Mit Hilfe der vergleichenden Affinitdtschromatographie konnte gezeigt werden, dass das
Protein SYEP erfolgreich an die aktive Sonde 7 gebunden hatte, wobei mit der weniger
aktiven Substanz 8 kein Protein isoliert bzw. nachgewiesen werden konnte. Die Spezifitat der
Bindung zwischen Sonde und Protein sollte nun mit Hilfe einer kompetitiven
Affinitdtschromatographie bewiesen werden. Die hierzu verwendeten Konzentrationen von
200-1000 yM an unmodifizierter Substanz 9 konnten die in Abbildung 4.9a gezeigten
Ergebnisse nicht bestatigen. Der Uberschuss an 9 fiihrte nicht zur Verdrangung des Proteins,
sodass es nicht zu einer Abnahme der Intensitdt der SYEP-Proteinbande kam. Dies deutete
darauf hin, dass die Sonde 7 nach wie vor in der Lage war SYEP zu binden und es sich

damit um kein mdgliches Zielprotein handelte. Insgesamt konnte mit diesem und anderen
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ahnlichen Versuchen sowohl SYEP, als auch SYIC und die Septine 2, 7 und 9 als
Zielproteine nicht bestatigt werden. Diese Zielprotein-Kandidaten wurden daher nicht weiter

verfolgt.

4.2.3 Uberpriifung von Kinasen als mdgliche Zielproteine

Da die Ergebnisse der Affinitdtschromatographie nicht aufschlussreich waren, sollten
unabhangig von dieser Methode weitere Proteine untersucht werden, die eine wichtige Rolle
bei Signaltransduktionswegen spielen. Hierzu zahlen unter anderem Kinasen, welche bei
vielen Krebsarten eine Schliisselrolle spielen, und im Krebspatienten haufig mutiert sind.!">®!
Kinasen sind Enzyme, die flr die Phosphorylierung und somit Modulierung von Substraten
verantwortlich sind.["*®

Der Einfluss von (-)-Englerin A wurde auf die Aktivitdt verschiedener Proteinkinasen
untersucht. Fur die Kinase-Profilierung, durchgefiihrt von der Firma Life Technologies (siehe
Abschnitt 3.2.9), wurde die Aktivitat ausgewahlter Kinasen in Anwesenheit von 5 uM (-)-
Englerin A untersucht (Abbildung 4.10). Die Auswahl der Kinasen basierte auf den
vorangegangen affinitdtschromatographischen Versuchen, aber auch auf den Ergebnissen
der Lebendzell-Mikroskopie, bei der Stérungen der Zellmigration beobachtet werden konnten.
Es wurden auch gleichzeitig Kinasen gewahlt, die fliir den Metabolismus eine wichtige Rolle

spielen, da in Krebzellen haufig ein veranderter Metabolismus vorzufinden ist.

Die Ergebnisse der Kinase-Profilierung zeigten, dass keine der getesteten 64 Kinasen durch
5 UM (-)-Englerin A inhibiert werden. Fir alle getesteten Kinasen lag die Inhibierung durch
die Testsubstanz bei unter 40 %, sodass nicht von einer deutlichen Inhibition gesprochen
werden konnte und daher Kinasen als potentielle Zielproteine vorerst nicht weiter

berlicksichtigt wurden.
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% Inhibierung % Inhibierung

Kinase 5 pM (-)-Eng A Technologie |Kinase 5 pM (-)-Eng A Technologie
AKT1 (PKB alpha) 9 Z-yte®  |CAMKID (CaMKi delta) 10 Z-Lyte®
AKT2 (PKB beta) 8 Z-yte®  |cAMK2A (CaMKil alpha) 8 Z-Lyte®
AKT3 (PKB gamma) 2 Z'—Lyte® CAMK2B (CaMKII beta) -8 Z'»Lyte®

BMX 14 Z-yte®  |cAMK2D (camKil deita) -1 Z-Lyte®
CDC42 BPA (MRCKA) 16 Z-yte®  |cAmka4 camkiv) 15 Z-Lyte®
CDC42 BPB (MRCKB) 8 Z-yte®  |FLT1 (VEGFR1) 5 Z-Lyte®
CDK5/p25 2 Z-yte®  |FLT4 (VEGFR3) 10 Z-Lyte®
CDK5/p35 0 Z-yte®  |FRAP1 mTOR) 7 Z-Lyte®

CLK1 2 Z-yte®  |Gsk3A (GsK3 alpha) 3 Z-Lyte®

CLK2 9 Z-yte®  |Gsk3B (GSK3 beta) 3 Z-Lyte®
CSNK2A1 (CK2 alpha 1) 9 Z-yte®  |KDR (VEGFR2) 0 Z-Lyte®
CSNK2A2 (CK2 alpha 2) 8 Z-yte®  |PDK1 10 Z-Lyte®
DAPK3 (ZIPK) 5 Z-lyte®  |PDK1 Direct -10 Z-Lyte®
EPHA2 5 Z-yte®  |RPs6KB1 (p70S6K) 4 Z-Lyte®

FER 4 z7-yte®  |sck sek1) 7 Z-Lyte®

FES (FPS) - 7-yte®  |scke 12 Z-Lyte®

MET (cMet) 11 Z-yte®  |sGKL (sGK3) 1 Z-Lyte®

PAKA 8 Z-yte®  |cDKoreyclin T1 5 Adapta®
PAK2 (PAK65) 3 Z-yte®  |PIK3c2A (PI3K-C2 alpha) 5 Adapta®
PAK3 13 z-yte®  |PIKac3 (hvPs34) 6 Adapta®
PAK4 8 Z-yte®  |PIK3CA/PIK3R1 (p110 alp 5 Adapta®
PAKG 11 Z-lyte®  |PIK3CDIPIK3R1 (p110 del 9 Adapta®
PRKACA (PKA) -5 Z'—Lyte® PIK3CG (p110 gamma) -5 Adapta®
PRKD1 (PKC mu) 8 Z-yte®  |cAmK1 (camk1) 22 Adapta®
PTK2 (FAK) 2 Z'—Lyte® CDKO/cyclin K 0 LanthaScreen®
PTK2B (FAK2) -5 Z'—Lyte® LIMK2 -6 LanthaScreen®
RET O] Z'—Lyte® MLCK (MLCK2) 11 LanthaScreen®
ROCK1 17 Z'—Lyte® MYLK (MLCK) -5 LanthaScreen®
ROCK2 -16 Z'—Lyte® SLK 2 LanthaScreen®
SRC 1 Z-Lyte® TNK2 (ACK) 2 LanthaScreen®
AMPK A1/B1/G1 13 Z-yte®  |cAMKk1 (cAMKKA) 4 LanthaScreen®
AMPK A2/B1/G1 -14 Z'-Lyte® CAMKK?2 (CaMKK beta) -3 LanthaScreen®

Abbildung 4.10: Kinase- Profilierung von (-)-Englerin A

Die Profilierung von (-)-Enigerin A auf ausgewahlte Kinasen erfolgte durch die Firma Life Technologies unter
Verwendung verschiedener Technologien. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus zwei technischen
Replikaten.

4.2.4 Charakteristische Mutationen in Nierenkrebszelllinien

Um weitere Hinweise bezlglich der Zielproteine von (-)-Englerin A zu bekommen, war es
wichtig, die charakteristischen Mutationen der sensitiven Nierenkrebszellinien zu
berlicksichtigen. Eine vergleichende Sequenzanalyse verschiedener humaner Krebszelllinien

ist bereits publiziert.[®")

Hierbei wurden insgesamt 24 bekannte Krebsgene in den 60
humanen Krebszelllinien des NCI-60 panels aus verschiedenen Geweben untersucht. Die
Untersuchungen ergaben insgesamt 137 Mutationen, die in 14 der 24 untersuchten Gene

identifiziert worden sind. Von diesen 14 mutierten Genen konnten fur die
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Nierenkrebszelllinien vier festgestellt werden, welche in Tabelle 4.3 aufgefiihrt sind. Diese
Ergebnisse stellen lediglich einen Bruchteil der Mutationen dar, da nur 24 Gene untersucht
worden sind, die bereits als Krebsgene bekannt sind. Dennoch liel sich flr die Mutationen in
Nierenkrebszelllinien sagen, dass die Gene fir CDKN2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor
2A)und TP53 (Tumor protein p53) am haufigsten mutiert sind.

Tabelle 4.3 Charakteristische Mutationen in verschiedenen Nierenkrebszelllinien!*”!

CDKN2A: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, VHL: Von Hippel-Lindau Tumor suppressor, PTEN: Phosphatase
and tensin homologue, TP53: Tumor suppressor p53. x: mutiert, -: nicht mutiert.

Zelllinie CDKN2A VHL PTEN TP53
A498 X X - -
786-0 X X X X
ACHN X - - -

RXF-393 X - X X

CAKI-1 X - - -

SN12-C - - . X
UO-31 X - - -
TK-10 - - - X

Obwohl diese beiden Gene haufig mutiert sind, wurden die Mutationen flir die A498-und 786-
0-Zellinie genauer untersucht, da diese beiden Zelllinien laut Literatur gegenuber (-)-
Englerin A am sensitivsten sind.”® Eine Mutation im VHL-Gen konnte nur fiir diese beiden
Zelllinien dokumentiert werden. Mutationen bzw. eine Fehlfunktionen von VHL in
Zusammenhang mit Nierenkrebs zeigen, dass es auch unter aeroben Bedingungen zu einer
Umprogrammierung des Glukose-und Energiehaushaltes fuihrt. Dabei kommt es neben einer
erhohten Glukoseaufnahme auch zu einem starken Anstieg der Glykolyse und der
Laktatproduktion auch wunter aeroben Bedingungen durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors HIF-1 (hypoxia inducible factor). Dieses Phdnomen wird in der Literatur
als Warburg-Effekt beschrieben.!"*® Diesem Hinweis folgend wurden im nachsten Abschnitt

die Effekte von (-)-Englerin A auf den Glukosemetabolismus in Nierenkrebszellen untersucht.

4.2.5 Untersuchungen zum Metabolismus in A498-Zellen

Basierend auf den charakteristischen Mutationen von Nierenkrebszellen und weiterer
Literaturrecherche konzentrierten sich die nachsten Untersuchungen auf die mit der VHL-
Mutation in Zusammenhang stehenden metabolischen Signalwege. Eine Fehlfunktion oder
Verlust des von Hippel-Lindau-Gens ist stark mit dem Nierenzellkarzinom assoziiert und tritt

in 80 % der Falle auf™ Dabei werden beide VHL-Gene durch Mutationen oder
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epigenetische Genstilllegung deaktiviert."®® Eine VHL-Fehlfunktion fiihrt unter aeroben
Bedingungen zu einer HIF-1-abhangigen Umprogrammierung des Glukose- und
Energiemetabolismus, welches in einer erhéhten Glukoseaufnahme, Glykolyse und

Laktatproduktion resultiert.!"®®

Das VHL-Protein funktioniert als Teil einer E3 Ubiquitin-Ligase, die eine Familie von
Proteinen ubiquitinyliert, welche als hypoxia inducible factors (HIFs) bezeichnet werden und
durch das Proteasom abgebaut werden.[™ Funktionelle Beeintrachtigungen des VHL-
Proteins fihren zur Akkumulation und Translokation von HIF in den Nukleus, wo es als
Transkriptionsfaktor fungiert. Hierbei werden Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel VEGF
(vascular endothelial growth factor) transkribiert, welche die Angiogenese und damit das
Tumorwachstum férdern.!"® Durch weitere Literaturrecherche konnte ein eventuelle
Hypothese zwischen (-)-Englerin A als niedermolekulare Substanz und der Inhibierung des
Glukosemetabolismus ~festgestellt werden."™ Die Autoren konnten zeigen, das
Nierenzellkarzinomzellen mit einer VHL-Fehlfunktion selektiv durch die Substanz STF-31
abgetdtet werden. Das Zellwachstum konnte durch die direkte Bindung von STF-31 an
GLUT1 (Glukosetransporter Typ 1) inhibiert werden und zeigt, das GLUT1 fir die
Glukoseaufnahme und das Uberleben der Zellen essentiell ist. Eine Inhibierung der
Glukoseaufnahme resultiert auch in einer Abnahme der Laktatkonzentration, da das
Endprodukt der Glykolyse Pyruvat nicht mehr herstellt werden kann und somit kein Laktat

mehr gebildet wird.['¥

Diesem Hinweis folgend wurde zunachst ein Testsystem zur Glukoseaufnahme in A498-
Zellen etabliert und optimiert. Hierdurch sollte naher untersucht werden, ob der Naturstoff
einen Einfluss auf die Glukoseaufnahme hat. Fir diesen Versuch wurden Zellen zunachst fur
1h im Glukose- und Serum-freien Medium mit verschiedenen Konzentrationen an (-)-
Englerin A versetzt und anschlieRend mit Tritium-markierter 2-Desoxy-D-Glukose (*H-2DG)
inkubiert. ®H-2DG ist ein Glukose Analogon, welches von Glukosetransportern aufgenommen
wird, jedoch nicht weiter metabolisiert werden kann. Die aufgenommene Menge °*H-2DG

wurde mittels Szintillationszahler bestimmt (Abbildung 4.11a).

Die Messungen zeigten einen konzentrationsabhangigen Einfluss von (-)-Englerin A auf die
*H-2DG-Aufnahme. Steigende Konzentrationen an (-)-Englerin A filhrten zur Abnahme der
*H-2DG-Konzentration und somit sehr wahrscheinlich zu einer Inhibierung der *H-2DG-
Aufnahme. Die Verwendung von 500 nM (-)-Englerin A reduzierte die *H-2DG-Aufnahme auf
50 %. Dadurch vermittelten die Daten in Abbildung 4.11a zunachst den Eindruck einer

Inhibierung der Glukoseaufnahme. Bei genauerer Betrachtung der Zellen konnte jedoch
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festgestellt werden, dass diese bereits nach kurzen Behandlungszeiten tot waren. Dass die
Zellen bereits bei niedriger Substanzkonzentration der Nekrose erlagen ist in Abbildung 4.7
gezeigt. Die Nekrose, welche schnell bei Behandlung mit der Substanz auftritt, verfalschte
die Messergebnisse und fihrte zu der Annahme, dass die Glukoseaufnahme inhibiert wird,
was nicht der Fall war. Eine Inhibierung der Glukoseaufnahme wirde eine messbare
Abnahme der extrazellularen Laktatkonzentration zu Folge haben. Um dies zu uberprifen,
wurden in einem weiteren Versuch A498-Zellen mit verschiedenen Substanzkonzentrationen
fur 1h behandelt und anschlieBend die Laktatkonzentration mit Hilfe des Lactate
Colorimetric/Fluometric Assay Kits (siehe Abschnitt 3.3.19), bestimmt (Abbildung 4.11b).
Die Ergebnisse zeigten, dass die Laktatproduktion durch (-)-Englerin A, auch bei
Verwendung héherer Konzentrationen von z.B. 1 uM, nicht beeinflusst wurde und bestatigen
die Ergebnisse zur Glukoseaufnahme durch die Substanz. Durch diese Erkenntnisse und
weitere biochemische Versuchen wurden Glukosetransporter als Zielproteine von (-)-

Englerin A ausgeschlossen.
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Abbildung 4.11: Einfluss von (-)-Englerin A auf den Glukosemetabolismus in A498-Zellen

al Versuche zur Glukoseinhibierung. A498-Zellen wurden zunachst fir 1 h mit (-)-Englerin A behandelt und
anschlieBend fur 5min mit *H-2DG inkubiert. Der Anteil an aufgenommener °H-2DG wurde mittels
Szintillationszahler bestimmt. Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (100 %) dargestellt. Die Ergebnisse sind
reprasentativ fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

b| Bestimmung der Laktatkonzentration. Zur Bestimmung der Laktatkonzentration wurde das Lactate
Colorimetric/Fluometric Assay Kit verwendet. Hierzu wurden Zellen fir 1 h mit (-)-Englerin A behandelt und die
Laktatkonzentration durch die Zugabe eines Laktat-Enzym-Mixes bestimmt. Die Fluoreszenzintensitat wurde bei
einer Anregungswellenlange von 535 nm und einer Emissionswellenlange von 587 nm bestimmt. Die Werte sind
relativ zur DMSO-Kontrolle (100 %) dargestellt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate
+ Standardabweichung.
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4.2.6 Wissenschaftliche Hypothesen zur Zielprotein-ldentifizierung

Die vorstehend beschriebenen Untersuchungen flhrten zwar nicht zur ldentifizierung eines
Zielproteins von (-)-Englerin A, liel3en aber dennoch einige wichtige Schliisse bezglich der
Zielproteine zu. Die Affinitdtschromatographie-Versuche ergaben keine signifikanten
Zielproteine. Dies lie3 zwei mdgliche wissenschaftliche Hypothesen zu: Zum einen kénnten
die Zielproteine in sehr geringen Mengen exprimiert sein, sodass sie mittels
Affinitdtschromatographie nicht nachgewiesen werden koénnen, da sie unter der
Nachweisgrenze liegen oder zum anderen koénnte es sich um Membranproteine wie
beispielsweise lonenkanadle oder GPCRs (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren) handeln.
Membranproteine sind fest in der Plasmamembran integriert und entfalten sich bei
Solubilisierung unter experimentellen Bedingungen der Affinitdtschromatographie. Bei der
Literaturrecherche bezlglich lonenkanalen in Zusammenhang mit Nierenkrebs fielen zwei
lonenkanale auf. Hierbei handelte es sich zum einen um den Kaliumkanal Kv10.1 (EAG1,;
Ether-a-go-go potassium channel 1), welcher in Nierenkrebszellen Gberexprimiert wird und
das Tumorwachstum fordert® und zum anderen um den TRPC4-Kanal (Transient
Receptor-Potential Cation Channel 4), der im Nierenkrebs die Thrombospondin-1 (TSP1)

['621 Bej diesem Kanal handelt es sich um einen

Sekretion und die Angiogenese kontrolliert.
nicht-selektiven Kationenkanal, der unter anderem Kalzium-durchlassig ist. Die Effekte von (-

)-Englerin A auf diese beiden lonenkanale sollten im Folgenden untersucht werden.

4.2.7 Uberpriifung von lonenkanilen als putative Zielproteine

Die Uberpriifung des EAG1-Kanals als mdgliches Zielprotein erfolgte in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. W. Stihmer am Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin in Géttingen. Fur die
Untersuchungen des Kanals waren elektrophysiologische Versuche notwendig, die mittels
der patch clamp Methode durchgeflihrt wurden. Hierzu wurden HEK293-Zellen verwendet,
die stabil mit dem humanen EAG1-Gen transfiziert waren. Fir die Messungen befanden sich
die Zellen auf Deckglaschen und wurden in eine Zellkammer mit externer Ringerlésung
gesetzt. Die Glaspipette hingegen wurde mit interner Ringerldsung beflillt und besald einen
Widerstand von ca. 2,5 MQ. Das Patchen der Zellen erfolgte als Whole cell visuell mit Hilfe
eines Monitors. Hatte die Zelle schlief3lich einen Widerstand von 1000 MQ erreicht, konnte
die Spannung auf -80 mV eingestellt und der vorhandene Strom in der Zelle vor
Substanzzugabe gemessen werden. War der Strom stabil erfolgte die Substanzzugabe fiir
ca. 1-2 min. Neben der Ringerlésung und DMSO diente Astemizol als Positivkontrolle, da es
ein bekannter EAG1-Inhibitor ist.'®® Der flieRende Strom wurde in Abhéngigkeit von der Zeit
gemessen (Abbildung 4.12a). Das Ergebnis zeigte deutlich, dass die Zugabe von 1 yM (-)-

Englerin A keinen Effekt auf die EAG1-Kanale zeigte und sich somit wie die Ringer- und

88



Ergebnisse

DMSO-Lésungen verhielt. Bei der Zugabe von 10 uyM Astemizol hingegen, konnte eine
sofortige Inhibierung der Kanale festgestellt und dokumentiert werden. Auch bei Verwendung
héherer Substanzkonzentrationen konnten keine Effekte beobachtet werden, sodass auch
dieser Kanal als Zielprotein ausgeschlossen werden konnte. Um zu Uberprifen, ob eventuell
andere lonenkanale als mdgliche Zielproteine in Frage kamen, wurde der Einfluss von (-)-

Englerin A insbesondere auf Kanale getestet, die im Herzen vertreten sind.
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Abbildung 4.12: Untersuchungen von lonenkanilen als moégliche Zielproteine von (-)-Englerin A

a| Effekte von (-)-Englerin A auf EAG1. Stabil mit EAG1 transfizierte HEK293-Zellen wurden als whole cell
gepatcht und die Spannung auf -80 mV eingestellt. AnschlieRend erfolgte die Substanzzugabe und der Strom der
EAG1-Kanadle wurde in Abhangigkeit von der Zeit gemessen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei
biologische Replikate.

b| lonen-Kanal Profilierung am Beispiel des hERG-Kanals. Zellen wurden gepatcht und die Spannung von -80 mV
auf +40 mV eingestellt. Hierdurch wurde das Schlielen der Kanale gewahrleistet. Die Substanzzugabe erfolgte
bei einer Spannung von -80 mV fir 10 min. Die Werte wurden auf die jeweiligen Kontrollen normalisiert. Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten.

Die Testung dieser Kanale war sehr wichtig zumal (-)-Englerin A eventuell als
Wirkstoffkandidat fir die Behandlung von Nierenkrebspatienten in Frage kommen kénnte.
Daher sollte eine Inhibierung von lonenkanadlen im Herzen vermieden werden. Die
elektrophysiologischen Versuche fir die Analysen der Kanale wurden von der Firma Millipore
durchgeflhrt (siehe Abschnitt 3.4.1). Die Protokolle und Positivkontrollen fiir die einzelnen
Kanale waren unterschiedlich. Als Beispiel soll hier kurz die Vorgehensweise flr den hERG-
Kanal beschrieben werden. Nach dem Patchen der Zelle erfolgte die Substanzzugabe bei
einer Spannung von -80 mV fur 10 min. Als Positivkontrolle flr die Inhibierung des hERG-
Kanals wurde ein bekannter Inhibitor verwendet (Abbildung 4.12b). Keiner der getesteten
lonenkanale zeigte eine nennenswerte Inhibierung bei Behandlung mit 1 uM (-)-Englerin A.
Lediglich der hERG-Kanal wurde zu 15 % inhibiert. Da dieser Wert jedoch nicht hoch genug
war und durch die Verwendung einer relativ hohen Substanzkonzentration zustande kam,

wurde der Kanal als mdgliches Zielprotein nicht weiter verfolgt.
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4.2.8 Identifizierung von TRPCS5 als Zielprotein in CHO-Zellen

Der zweite lonenkanal der untersucht werden sollte, war der TRPC4-Kanal. Hier sollten die
Modulationen des Naturstoffes mit Hilfe eines zellbasierten Testsystems untersucht werden,
der in der Lage ist, die intrazellulare Ca®*-Konzentration zu detektieren. Dazu wurden die
Effekte von (-)-Englerin A auf TRPC5 von der Firma Axxam untersucht. Da zum Zeitpunkt
der Versuche keine Firma die Untersuchung des TRPC4-Kanals anbot, fiel die Auswahl auf
TRPCS5, da beide lonenkanale zu 65 % identisch sind"®” und sowohl strukturell als auch
funktionell sehr ahnlich sind.""®® Fir den Versuch wurden CHO-Zellen verwendet, die stabil
mit dem TRPC5-Kanal und Aequorin, einem Photoprotein, transfiziert waren. Die Zellen
wurden zundchst mit Coelenterazin als intramolekularer Kalziumsensor in Kalzium-freiem
Tyrode-Puffer beladen und fir 4 h inkubiert. Der Zeitraum von 4 h sollte dazu dienen, dass
die internen Kalziumspeicher geleert werden, sodass nur Ca®** extrazelluldrer Herkunft
gemessen wird. AnschlielRend erfolgte zuerst die Substanzzugabe zu den Zellen in
Abwesenheit von Ca®* und die Detektion des Lumineszenz-Signals in einer kinetischen
Messung Uber 3 min (Abbildung 4.13a). Direkt danach wurde in einem zweiten Schritt
3,3 mM CaCl, zu den Zellen gegeben und das Signal nochmals flir 3 min gemessen
(Abbildung 4.13b). Bei Zugabe der Substanz in Abwesenheit von Ca®* in verschiedenen
Konzentrationen, kam es zu einem leichten Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration
bis zu 20%. Allerdings erfolgte dies bei relativ hohen (-)-Englerin A-Konzentrationen von
beispielsweise 1 und 10 uM. Konzentrationen unter 1 uM schienen keinen Effekt zu haben.
Der leichte Anstieg in der Ca®*-Konzentration ist damit zu begriinden, dass das Ca*" aus den
internen Kalziumspeicher innerhalb der 4 h hdchstwahrscheinlich nicht vollstandig
aufgebraucht bzw. umgesetzt wurde. Bei der Zugabe von CaCl, im zweiten Schritt konnte ein
deutlicher Anstieg der Ca®*-Konzentration in den Zellen um das 5-fache gemessen werden.
Bei einer Substanzkonzentration von 100 nM war die Kurve gesattigt und wies einen ACso-
Wert von 12 nM auf. Dies war ein Hinweis darauf, dass (-)-Englerin A TRPC5-Kanale
aktiviert und es zu einem starken Ca**-Einstrom in die Zelle kommt.

Aufgrund dieser ersten positiven Ergebnisse wurde in Anlehnung an das Testsystem der
Firma Axxam ein Testsystem zu Ca**-Detektion etabliert. Hierfiir wurde der Screen Quest™
Fluo-8 Calcium Assay verwendet. Mit Hilfe dieses Testsystems konnte zunachst das
entsprechende Kontrollexperiment zu dem oben genannten Versuch durchgefihrt werden.
Hierzu wurden nun CHO-Zellen verwendet, die den TRPC5-Kanal nicht Gberexprimierten.
Die Zellen wurden zunéchst mit dem Kalziumsensor Fluo-8° beladen und intrazellulare Ca?*-
Konzentration wie in Abschnitt 3.3.15.2 beschrieben, gemessen. Im ersten Schritt erfolgte
die Zugabe der Substanz ohne Ca? (Abbildung 4.13c). Danach wurde wieder
3,3 mM CacCl; hinzugefiigt und das Signal erneut gemessen (Abbildung 4.13d).
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Abbildung 4.13: Einfluss von (-)-Englerin A auf die intrazellulare Ca®"-Konzentration in CHO-Zellen

al und b| (-)-Englerin A-Effekte auf CHO-TRPC5-Zellen. Stabil mit TRPC5 transfizierte Zellen wurden mit
Coelenterazin in Kalzium-freiem Tyrode-Puffer beladen und fir 4 h inkubiert. Anschlielend erfolgte die Kalzium-
freie Substanzzugabe zu den Zellen und die Detektion des Lumineszenzsignals fiir 3 min (a). Direkt danach
wurde 3,3 mM CaCl, zu den Zellen gegeben und das Lumineszenzsignal erneut fir 3 min gemessen (b). Die
dargestellten Werte sind Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten.

c| und d| (-)-Englerin A-Effekte auf CHO-Zellen. Die Bestimmung der intrazellularen Ca®*-Konzentration erfolgte
mit Hilfe des Screen Quest™ Fluo-8 Calcium Assays. Zellen wurden zunachst in Kalzium-freiem Tyrode-Puffer fir
4 h inkubiert und anschlieBend fiir weitere 30 min mit Fluo-8° ebenfalls in Kalzium-freiem Tyrode-Puffer beladen.
Anschlieend erfolgte die Kalzium-freie Substanzzugabe zu den Zellen und die Detektion der Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenlange von 490 nm und einer Emissionswellenlange von 525 nm fir 3 min (c). Direkt
danach wurde 3,3 mM CaCl, zu den Zellen gegeben und die Fluoreszenzintensitat erneut fir 3 min gemessen (d).

Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (1) dargestellt. Die Ergebnisse sind reprasentativ flr drei biologische
Replikate + Standardabweichung.

Die Zugabe von 1 und 10 pM (-)-Englerin A ohne Ca®" zeigte keinerlei Effekte auf die
gemessene intrazelluldre Ca?*-Konzentration. Hier entsprachen die Werte ungefahr 1 und
der DMSO-Kontrolle.

Auch im zweiten Schritt bei der Zugabe von 3,3 mM CacCl, konnte kein signifikanter Anstieg
der Ca*-Konzentration festgestellt werden. Hier verhielten sich die Werte ahnlich zur
Ldsemittelkontrolle. Damit konnte gezeigt werden, dass die Effekte des Naturstoffes in CHO-

TRPC5-Zellen auf die Uberexpression des TRPC5-Kanals zuriickzufiihren waren.
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4.2.8.1 Untersuchungen zur intrazelluliren Ca?'-Konzentration in
A498-Zellen

Da (-)-Englerin A im Vergleich zu anderen Krebszelllinien eine 1000-fach héhere selektive

I8 \wurde die intrazellulare Ca®'-

Wachstumsinhibierung von Nierenkrebszelllinien bewirkt
Konzentration nach Behandlung mit dem Naturstoff auch in A498-Zellen ermittelt. Die
Untersuchung erfolgte unter Verwendung des etablierten Kalzium-Testsystems (siehe

Abschnitt 3.3.15.2) und ist in Abbildung 4.14 dargestellt.
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Abbildung 4.14: Einfluss von (-)-Englerin A auf die intrazellulare Ca®*-Konzentration in A498-Zellen

Die Bestimmung der intrazellularen Ca?*-Konzentration erfolgte mit Hilfe des Screen Quest™ Fluo-8 Calcium
Assays. Zellen wurden zunachst in Kalzium-freiem Tyrode-Puffer fir 4 h inkubiert und anschlieend fur weitere
30 min mit Fluo-8® ebenfalls in Kalzium-freiem Tyrode-Puffer beladen. Anschlielend erfolgte die Kalzium-freie
Substanzzugabe zu den Zellen und die Detektion der Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlange von 490 nm
und einer Emissionswellenldnge von 525 nm fur 3 min (a). Direkt danach wurde 3,3 mM CaClz zu den Zellen
gegeben und die Fluoreszenzintensitat erneut fiir 3 min gemessen (b). Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle
(1) dargestellt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

Bei der Substanzzugabe in Abwesenheit von Ca®* konnte nur ein leichter Anstieg der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration im Vergleich zu der DMSO-Kontrolle festgestellt werden
(Abbildung 4.14a). Dies beruhte méglicherweise darauf, dass das Ca®" aus den internen
Kalziumspeichern innerhalb der 4 h héchstwahrscheinlich nicht vollstandig aufgebraucht bzw.
umgesetzt wurde. Insgesamt handelte es sich jedoch nicht um stark erhdéhte Ca?-
Konzentrationen. Bei der Zugabe von 3,3 mM CaCl, im zweiten Schritt konnte eine deutlich
hohere intrazelluldre Ca*-Konzentration nach der Behandlung der Substanz in
Konzentrationen von 1 yM und 10 uM (-)-Englerin A gemessen werden (Abbildung 4.14b).
Hierbei lagen die gemessenen Ca?*-Konzentrationen bei ca. dem Dreifachen Wert der
Ldsemittelkontrolle, was darauf hindeutete, dass auch diese Zelllinie moglicherweise TRPC-

Kanale exprimiert.
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4.2.9 TRPC4/5-Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien

Um zu bestimmen, ob eventuell TRPC4/5-Kanale auch in diesen und anderen
Nierenkrebszelllinien fir diesen Phanotyp verantwortlich sind, wurden Expressionsstudien
durchgeflhrt. Hierzu wurden die zu untersuchenden Zelllinien zunachst im TRPC-Lysispuffer
lysiert (siehe Abschnitt 2.4 und 3.3.7.2), die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und
schlieBlich auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Fir den Nachweis von TRPC4 und TRPC5
wurden die Membranen mit spezifischen Antikérpern gegen TRPC4 und TRPC5 behandelt
(Abbildung 4.15). Als Beladungskontrolle diente a-Tubulin.
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Abbildung 4.15: TRPC4/5-Proteinexpression in Nierenkrebszellen

Die Zellen wurden zunachst mit dem TRPC-Lysispuffer lysiert und anschlieRend sonifiziert. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgten die Zugabe von DTE und Bromphenolblau und schlief3lich das Aufkochen der
Lysate im SDS-Probenpuffer. Danach wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Fur den Nachweis von TRPC4 (a), TRPC5 (b) und a-Tubulin mittels Immunoblot wurden
spezifische Antikdrper verwendet. Die sekundaren Antikbrper waren an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt
und die Detektion erfolgte mit Hilfe des SuperSignal® West Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind reprasentativ
fur drei biologische Replikate.

In allen acht untersuchten Nierenkrebszelllinien konnte TRPC4-Protein nachgewiesen
werden (Abbildung 4.15a). Lediglich die SN12-C-Zellen zeigten eine sehr geringe
Expression des Proteins. Dagegen konnte in keinem der Zelllysate das TRPC5-Protein
detektiert werden (Abbildung 4.15b), wahrend der TRPC5-Nachweis in dem
Kontrollexperiment (HEK293-Zellen, die transient mit TRPC5 transfiziert waren) erfolgreich
war. Dass kein TRPC5-Protein nachgewiesen werden konnte, bedeutete nicht, dass das
Protein in den Zellen nicht exprimiert wurde.

Es zeigte lediglich, dass unter den getesteten Bedingungen kein TRPC5-Nachweis erbracht
werden konnte und dies eventuell auch an der Nachweisgrenze der Immunoblot-Technik lag.
Des Weiteren wurden auch die Zelllinien HS578-T und HEK293 hinsichtlich der Expression
von TRPC4 (Abbildung 4.16a) und TRPC5 (Abbildung 4.16b) untersucht. Bei den HS578-T
Zellen handelt es sich um eine Brustkrebszelllinie, die auch gegeniber (-)-Englerin A sehr
sensitiv ist.”® Der Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitat dieser Zelllinie wurde
bereits in Abbildung 4.1 gezeigt. Die HEK239-Zellen dagegen sind embryonale Nierenzellen,

die gegeniiber dem Naturstoff nicht sensitiv sind.®”
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Abbildung 4.16: TRPC4/5-Proteinexpression in HS578-T- und HEK293-Zellen

Die Zellen wurden zunachst mit dem TRPC-Lysispuffer lysiert und anschlieend sonifiziert. Nach Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgten die Zugabe von DTE und Bromphenolblau und schlieBlich das Aufkochen der
Lysate im SDS-Probenpuffer. Danach wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-
Membran Ubertragen. Fur den Nachweis von TRPC4 (a), TRPC5 (b) und a-Tubulin mittels Immunoblot wurden
spezifische Antikdrper verwendet. Die sekundaren Antikbrper waren an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt
und die Detektion erfolgte mit Hilfe des SuperSignal® West Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind reprasentativ
fur drei biologische Replikate.

Das TRPC4-Protein konnte in der HS578-T-Zelllinie nachgewiesen werden, wahrend TRPC5
nicht detektierbar war. In den HEK293-Zellen konnte weder das TRPC4- noch das TRPC5-
Protein nachgewiesen werden. Als Kontrollen wurden HEK293-Zellen verwendet, die mit
TRPC4 oder TRPCS5 transient transfiziert waren und die somit zu untersuchenden Proteine
Uberexprimierten. Die Versuche zeigten, dass es keine direkte Korrelation zwischen der
TRPCA4/5-Proteinexpression und (-)-Englerin A-Sensitivitat gab. D.h. dass die Sensitivitat der
Zelllinien nicht direkt auf die TRPC4/5-Proteinexpression zurlickzuflihren ist. TRPC4 konnte
unter den getesteten Bedingungen in SN12-C-Zellen nicht detektiert werden, wahrend

TRPCS5 in keines der Zelllinien nachgewiesen werden konnte.

4.2.10 Expressionsstudien zu TRPC4a/B in verschiedenen Zelllinien

Mit Hilfe der beschriebenen Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass TRPC4 in allen
getesteten Nierenkrebszelllinien und auch in der Brustkrebszelllinie HS578-T exprimiert wird.
Daher sollte untersucht werden, welche Form von TRPC4 exprimiert wird.

Insgesamt sind in der Literatur ca. 10 Splicevarianten bekannt, von denen TRPC4a und
TRPC4B am haufigsten exprimiert werden und funktionell charakterisiert sind.!'®°:'67}168]
TRPC4p ist 84 Aminosauren kiirzer als TRPC4a."® Um zu (iberpriifen, welche Variante von
TRPC4 in den Nierenkrebszellen, der HS578-T-und der HEK293-Zelllinie exprimiert wird,
wurden zunachst spezifische Oligonukleotide flur die Unterscheidung der beiden Varianten

entworfen. Als Kontrolle wurden ebenfalls spezifische Oligonukleotide fir GAPDH konstruiert.
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Abbildung 4.17: Expression von TRPC4a/B in verschiedenen Zelllinien

al| TRPC4a/B-Expression in Nierenkrebszellen. b|] TRPC4a/B-Expression in HS578-T- und HEK293-Zellen. Nach
der Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte die Herstellung der cDNA. Die Amplifikation der Gene erfolgte mittels
PCR unter der Verwendung spezifischer Oligonukleotide fiir TRPC4a/8 und GAPDH. Die Auftrennung und
Untersuchung der DNA erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophorese. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei
biologische Replikate.

Anschlielend erfolgten die Isolation der Gesamt-RNA und die Herstellung der cDNA. Die
Amplifikation der beiden TRPC4 Splicevarianten und von GAPDH fand mittels PCR statt,
gefolgt von der Analyse der DNA-Produkte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese
(Abbildung 4.17). Die Ergebnisse zeigten, dass TRPC4a in nahezu allen untersuchten
Zelllinien nachgewiesen werden konnte. Lediglich fur die TK-10-Zellen konnte diese
Splicevariante unter den getesteten Bedingungen nicht detektiert werden. Insbesondere
A498-, UO-31-, und SN12-C-Zellen und die Brustkrebszelllinie HS578-T zeigten eine relativ
starke TRPC4a-Expression. Auch HEK293-Zellen, die gegenlber (-)-Englerin A insensitiv
sind, exprimierten TRPC4a. Die Expression der TRPC4B-Form war in den untersuchten
Zelllinien Uberwiegend schwach, wobei fir TK-10-Zellen keine Expression beobachtet
werden konnte. Die drei Zelllinien UO-31, SN12-C und HS578-T zeigten eine relativ starke
Expression flir TRPC4B. Da es sich hierbei um keine quantitative Analyse handelte war ein
direkter Vergleich der Expressionsniveaus nicht méglich. Fur alle anderen getesteten
Zelllinien konnte eine geringe bis sehr schwache TRCP43-Expression festgestellt werden.
Durch diese Untersuchungen konnte ein Uberblick Uber die Expression von TRPC4a/B in
den Zelllinien geschaffen werden, die gegeniber dem Naturstoff sensitiv sind. Dabei konnte
festgestellt werden, dass unter den getesteten Bedingungen Uberwiegend TRCP4a detektiert

werden konnte.
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4.3 Validierung der Zielproteine TRPC4/5

4.3.1 Einfluss von (-)-Englerin A auf die intrazellulire Ca*-
Konzentration in HEK293-TRPC4/5-Zellen

Da TRPC4 und TRPC5 zu 65 % identisch!'® und sowohl strukturell als auch funktionell sehr
ahnlich sind!"® wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit beide lonenkanéle untersucht Die
genauere Untersuchungen dieser lonenkanale erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr. D. J.
Beech (Universitat Leeds, GroRbritannien). Die im Folgenden dargestellten Untersuchungen
zur intrazellularen Ca®*-Konzentration wurden von M.Sc.H. J. Gaunt und die
elektrophysiologischen Versuche von M.Sc. H. J. Gaunt, Prof. Dr. D. J. Beech und Prof. Dr.
Katsuhiko Muraki durchgefiihrt. Der Einfluss von (-)-Englerin A auf die intrazellulare Ca*'-
Konzentration wurde in genetisch modifizierten HEK293-Zellen untersucht, die stabil mit
TRPC4 oder TRPCS5 transfiziert waren. Fiir das Ca?*-Testsystem wurde die Expression von
TRPC4/5 (Tet") fir 24 h mit Tetrazyklin induziert (siehe Abschnitt 3.3.6). Als Kontrolle
dienten Zellen, die nicht mit Tetrazyklin induziert wurden und somit kein TRPC4/5 (Tet)
exprimierten. Die Zellen wurden zunachst mit dem Kalziumsensor Fura-2-AM in SBS-Puffer
mit Pluronic® F-127 fiir 1 h beladen. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von (-)-Englerin A und
die kinetische Detektion der intrazellularen Ca?*-Konzentration (Abbildung 4.18a und b).
Des Weiteren konnten Dosis-Wirkungs-Kurven fir beide lonenkanéle erstellt werden
(Abbildung 4.18c und d). Bei Zugabe von 100 nM (-)-Englerin A konnte ein starker Anstieg
der intrazelluldren Ca**-Konzentration sowohl in HEK293-TRPC4-Zellen als auch fir
HEK293-TRPC5 (Abbildung 4.18a und b) beobachtet werden. Fir TRPC4 betrug der
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration das 3,5-fache und fiir TRCP5 das 4-fache der
Kontrolle. Die Dosis-Wirkungs-Kurven flr beide lonenkanale demonstrierten erneut, dass es
sich hierbei um eine sehr potente Verbindung handelt. Wahrend fir den (-)-Englerin A-
vermittelten Anstieg der Ca?*-Konzentration in HEK293-TRPC4-Zellen ein ECso-Wert von
11,2 nM ermittelt wurde (Abbildung 4.18c), zeigte sich, dass der Naturstoff mit einem ECso-
Wert von 7,6 nM den TRPCS5-lonenkanal sogar bei noch niedrigeren Konzentrationen
aktiviert (Abbildung 4.18d). Insgesamt konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass (-
)-Englerin A einen starken Einfluss auf die Kalziumhomdstase hat, die durch TRPC4/5-

Kanale vermittelt wird.
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Abbildung 4.18: (-)-Englerin A-induzierter Einfluss auf die intrazellulare Ca®*-Konzentration in HEK293-

TRPC4/5-Zellen
Einfluss auf die intrazellulare Ca**-Konzentration in HEK293-TRPC4-Zellen (a) oder HEK293-TRPC5-Zellen (b).

C| und d| Dosis-Wirkungs-Kurven fir HEK293-TRPC4- und HEK293-TRPC5-Zellen. Die TRPC4/5 Expression
(Tet+) wurde flr 24 h durch die Zugabe von Tetrazyklin induziert. Als Kontrolle dienten nicht-induzierte Zellen
(Tet-). AnschlieRend wurden die Zellen mit Fura-2-AM in SBS-Puffer mit Pluronic® F-127 beladen und fiir 1 h
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von (-)-Englerin A. Zur Bestimmung der intrazellularen Ca®"-Konzentration
wurde die Fluoreszenzintensitat bei einer Anregungswellenlange von 340 nm und 380 und einer
Emissionswellenlange von 510 nm gemessen. Die Fluoreszenz ist als Verhaltnis [F] aus 340 und 380 nm in a|
und b| oder als Anderung dieses Verhaltnisses [AF] in ¢| und d| dargestellt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir

drei biologische Replikate + Standardabweichung.

4.3.1.1 Untersuchungen zur Herkunft der Kalziumionen

Die vorstehend beschriebenen Versuche lieferten keine Auskunft Gber die Herkunft des
Kalziums. Dabei kann das Ca* intrazellularer (z.B. aus dem Endoplasmatisches Retikulum)
oder extrazellularer Herkunft sein. Fir die Analyse wurde der Einfluss von (-)-Englerin A auf

die intrazelluldare Ca*-Konzentration in An- und Abwesenheit von Ca®" im Kulturmedium in

HEK293-TRPC4 untersucht (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Einfluss von (-)-Englerin A auf

die intrazellulire Ca?*-Konzentration in An- und

Abwesenheit von 1,5 mM Cca? im Kulturmedium

HEK293-TRPC4-Zellen w%rden mit Fura-2-AM in

SBS-Puffer mit Pluronic™ F-127 in An- und

100 nM (-)-Eng Abwesenheit von 1,5 mM Ca?" im Kulturmedium fiir

) 1 h beladen bevor 100 nM (-)-Englerin A zugegeben

wurde. Zur Bestimmung der intrazellularen ca®'-

Konzentration wurde die Fluoreszenzintensitat bei

einer Anregungswellenlange von 340 und 380 nm

und einer Emissionswellenlange von 510 nm

gemessen. Die Fluoreszenz ist als Verhaltnis [F]

aus 340 und 380 nm dargestellt. Die Ergebnisse

sind reprasentativ fiir drei biologische Replikate
+ Standardabweichung.

Ca’" [F ratio]

Demnach wiirde ein Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration in Abwesenheit von Ca**
im Kulturmedium zeigen, dass das Ca® aus internen Kalziumspeichern stammt und nicht
extrazellularer Herkunft ist.

Bei Behandlung der Zellen mit 100 nM (-)-Englerin A in Ca®'-freien Puffer konnte kein
Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration beobachtet werden. Daraus kann geschlossen
werden, dass der (-)-Englerin A-Effekt durch die Abwesenheit von extrazellularen Ca®*
aufgehoben werden kann. Dies zeigte deutlich, dass es sich hierbei nicht um Ca?* aus den
internen Kalziumspeichern der Zelle handelte, da kein Ca*-Anstieg gemessen werden
konnte. Im Vergleich dazu flhrte die Substanzzugabe in Anwesenheit von 1,5 mM
extrazelluldrem Ca®* zu einer starken Zunahme der intrazelluldren Ca®*-Konzentration.
Dieses Ergebnis demonstrierte, dass die Kalziumionen, die fir den starken Anstieg der
intrazelluldaren Ca®'-Konzentration verantwortlich sind, aus dem extrazellularen Bereich

stammen.

4.3.2 Selektivitat von (-)-Englerin A fiir TRP-Kanale

Um die Selektivitat der Substanz fir TRP-Kanale zu untersuchen, wurden
elektrophysiologische Experimente durchgeflihrt. Hierzu diente die patch clamp-Technik, die
typischerweise zur Messungen von Membranpotentialen eingesetzt wird. Die Messungen der
TRPC4-vermittelten lonenstréme bei Zugabe von (-)-Englerin A erfolgte in HEK293-TRPC4-
Zellen. Als Kontrolle wurde der TRC4/5-Antagonist ML204 verwendet.!'® Fiir die Messungen
der Strome wurde die Pipette zunachst mit einer intrazellularen Lésung inklusive (-)-

Englerin A geflllt, um zu Uberprifen ob die Substanz die Kanale auf der intrazellularen Seite
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der Plasmamembran aktiviert. Als extrazellulare Ldsung diente SBS-Puffer. Die zu
untersuchenden Zellen wurden so gepatcht, dass beim Patchen ein Teil der
Plasmamembran herausgeldst wurde und sich die intrazellulare Seite der Plasmamembran
in der Pipette befand. Diese spezielle Form des Patchens wird auch als outside-out patch
bezeichnet. Fir die Messungen wurden (-)-Englerin A oder ML204 in die extrazellulare
Ldsung gegeben und die lonenstrome fiir ca. 2 min bei einer Spannung von jeweils -100 mV
und +100 mV gemessen. AnschlieBend wurden die Substanzen nur extrazellular in Lésung
gegeben, um zu untersuchen ob die Kanale auf der extrazellularen Seite der
Plasmamembran aktiviert werden (Abbildung 4.20a).

Des Weiteren wurde fir HEK293-TRPC4-Zellen eine Strom-Spannungs-Kurve mit der whole-
cell patch clamp Technik ermittelt (Abbildung 4.20b). Strom-Spannungs-Kurve sollte den
Zusammenhang zwischen dem Membranpotential und dem Strom, welcher Uber die
Zellmembran flief3t, verdeutlichen. Hierbei wurde die gesamte Zelle gepatcht und die
Substanzzugabe erfolgte extrazellular. Die lonenstrdme wurden anschlielfend bei

unterschiedlichen Spannungen von -100 bis +100 mV aufgezeichnet.

Die Messungen zeigten einen signifikanten Fluss von lonen durch die Membran und damit
zum groften Teil durch TRPC4-Kanale, da diese Uberexprimiert waren (Abbildung 4.20a).
In den ersten 2-3 min nach Zugabe von (-)-Englerin A auf der intrazellularen Seite der
Plasmamembran konnte kein Anstieg im lonenstrom gemessen werden. Dies zeigte, dass
die Substanz TRPC4-Kanale nicht intrazellular aktiviert. Dagegen zeigte eine extrazellulare
Zugabe von 100 nM (-)-Englerin A ein Stromstarke von bis zu 0,3 nA (+100mV) und -0,3 (-
100 mV). Ca. 2-3 min nach Zugabe der Substanz nahm der Strom ab, da die Substanz aus
der extrazellularen Lésung herausgewaschen wurde. Bei erneuter Zugabe des Naturstoffes
konnten erneut lonenstrdome gemessen werden. Nach Zugabe von (-)-Englerin A wurde
direkt ML204 appliziert, welches zu einer sofortigen Abnahme des Stroms flhrte.

Hierdurch konnte zum einen gezeigt werden, dass (-)-Englerin A selektiv TRPC4-Kanale
offnet und zum anderen, dass der Naturstoff TRPC4-Kanale selektiv aktiviert, da die Effekte
durch ML204 aufgehoben werden konnten. Eine weitere Erkenntnis aus diesem Versuch war,
dass (-)-Englerin A vermutlich reversibel an die Kanédle bindet, da die (-)-Englerin A-
induzierten lonenstréme durch ML204 inhibiert wurden.

Aulerdem konnte in dem outside-out patch gezeigt werden, dass der Naturstoff die Kanale
an der extrazellularen Seite der Plasmamembran aktiviert, da (-)-Englerin A an der

extrazellularen Seite der Plasmamembran appliziert wurde.
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Abbildung 4.20: Einfluss von (-)-Englerin A auf die lonenstrome in HEK293-TRPC4-Zellen

a| lonenstréme eines outside-out patches. Die Pipette wurde mit einer Standard-Pipetten-L6sung zusammen mit
(-)-Englerin A befiillt. Als extrazellulare Losung diente SBS-Puffer. Die Zelle wurde gepatcht und ein Teil der
Membran herausgel6st, sodass sich die intrazellulare Seite der Plasmamembran innerhalb der Pipette befand.
Die Zugabe von (-)-Englerin A zu der intrazellularen Seite der Plasmamembran erfolgte fir 2-3 min und die
lonenstréme wurden bei einer Spannung von -100 mV und + 100 mV aufgezeichnet. Anschlielend wurden (-)-
Englerin A oder ML204 extrazellular in LOsung verabreicht und die lonenstréme weiter bei der gleichen Spannung
gemessen. b| Strom-Spannungs-Kurve eines whole-cell patches. Die Pipette wurde mit einer Standard-Pipetten-
Lésung befiillt. Als extrazellulare Lésung diente SBS-Puffer. Hierbei wurde die gesamte Zelle gepatcht. Die
Zugabe von (-)-Englerin A oder DMSO erfolgte extrazellular. Die lonenstréme wurden bei einer Spannung von
-100 mV bis + 100 mV aufgezeichnet. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate.

Dass es sich wirklich um die Aktivierung von TRPC4-Kanalen handelte konnte mit Hilfe einer
Strom-Spannungs-Kurve bestatigt werden. Dabei konnte anhand der gewahilten Spannung
und den Stromen, die bei Behandlung mit (-)-Englerin A entstanden, eine fir TRPC4
typische “Sesselform® der Strom-Spannungskurve gemessen werden (Abbildung 4.20b).

Die “Sesselform” stellt praktisch den “Fingerabdruck® fir TRPC4 und nahe verwandte Kanale
dal".[171]'[172]’[173]

4.3.2.1 Einfluss von (-)-Englerin A auf TRPC6, TRPM2 und TRPV4

Basierend auf der Phylogenie werden TRP-Proteine in drei grolRe Gruppen eingeteilt. Hierbei
handelt es sich neben der TRPC4-Familie mit sieben Mitgliedern (TRPC1-7) auch um die
TRPV-Familie mit sechs Mitgliedern (TRPV1-6) und um die TRPM-Familie mit acht
Mitgliedern (TRPM1-8)." Um die Selektivitat des Naturstoffes zu untersuchen wurden
deshalb auch andere lonenkanéle der TRP-Familien mit Hilfe des Testsystems zur Ca®-
Detektion untersucht. Hierzu wurden genetisch modifizierte HEK293-Zellen verwendet, die
stabil mit murinem TRPC6!""”! oder aber humanem TRPM2 transfiziert waren. Dariiber
hinaus wurden auch genetisch modifizierte CHO-Zellen, die stabil TRPV4 exprimierten,
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analysiert. Lediglich die Expression von TRPM2 wurde fir 24 h mit Tetrazyklin induziert. Als
Kalziumsensoren dienten Fura-2-AM (fir TRPC6 und TRPM2) und Fluo-4 (fir TRPV4). Die
Kalzium-Detektion erfolgte wie bereits in Abschnitt 4.3.1 beschrieben. Fir die Testung der
TRPC6- und TRPM2-Kanale wurden verschiedene Substanzkonzentrationen verwendet,
wahrend flir TRPV4 eine Konzentration von 100 nM (-)-Englerin A eingesetzt wurde
(Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Die Effekte von (-)-Englerin A auf die intrazellulare Ca®*-Konzentration in HEK293-TRPC6-,
HEK293-TRPM2- und CHO-TRPV4-Zellen

Fur die Untersuchungen wurden Zellen verwendet, die stabil murines TRPC6 (a), humanes TRPM2 (b) und
humanes TRPV4 (c) exprimieren. Die Expression von TRPM2 wurde fir 24 h mit Tetrazyklin induziert. Die Zellen
wurden mit Fura-2-AM (a und b) oder Fluo-4 (c¢) in SBS-Puffer mit Pluronic® F-127 firr 1 h beladen. Nach Zugabe
von (-)-Englerin A wurde die intrazellulare Ca?*-Konzentration anhand der Fluoreszenzintensitat bei einer
Anregungswellenlange von 340 nm und 380 nm (a und b) oder bei 485 nm (c) und einer Emissionswellenlange
von 510 nm (a und b) oder 525 nm (c) bestimmt. Die Fluoreszenz ist als Anderung des Verhéltnisses [F] aus
340 nm und 380 nM (a und b) oder als absolute Fluoreszenz (c), dargestellt. Die Ergebnisse sind reprasentativ
fur drei biologische Replikate + Standardabweichung.

Aus den erhaltenen Ergebnissen ging hervor, dass weder TRPC6, TRPM2 noch TRPV4
durch (-)-Englerin A aktiviert wurden. Bei allen getesteten TRP-Kanalen konnte kein Anstieg
der intrazelluldren Ca*-Konzentration detektiert werden. Hiermit wurde deutlich, dass (-)-

Englerin A ein potenter und gleichzeitig selektiver Aktivator fir TRPC4/5-Kanale ist.

4.3.2.2 Einfluss von (-)-Englerin A auf GPCRs

Aus der Literatur ist bekannt, dass TRPC4/5-Kanale auch durch Aktivierung von G-Protein

71076111771 g omit war es wichtig

gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stimuliert werden kénnen.
festzustellen, ob die Aktivierung von TRPC4/5 durch (-)-Englerin A Gber GPCRs erfolgt. Fur
diese Untersuchungen via outside-out patch wurden wieder genetisch modifizierte HEK293-
Zellen verwendet, die stabil mit TRPC4 transfiziert waren. Die TRPC4-Expression wurde fur
24 h mit Tetrazyklin induziert. Um zu Uberprifen, ob bei einer Inhibierung von GPCRs eine
Aktivierung von TRPC4 immer noch méglich war, wurden alle GPCRs mit Hilfe von GDP-3-S

inhibiert. Hierbei handelt es sich um ein stabiles GDP Analogon, das nicht hydrolysiert
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werden kann. Nach Beflllen der Pipette mit GDP-3-S wurden die Zellen so gepatcht, dass
die intrazellulare Seite der Plasmamembran innerhalb der Pipette lag und die GPCRs somit
durch GDP-B-S inhibiert werden konnten. Die Zugabe von (-)-Englerin A erfolgte auf der
extrazelluldren Seite der Plasmamembran. Die TRPC-Stréome wurden alle 10 Sekunden bei
einer Spannung von +100 mV und -100 mV gemessen (Abbildung 4.22). Als Kontrolle
diente der TRPC4/5 Antagonist ML204.
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Abbildung 4.22: Einfluss von (-)-Englerin A auf GPCRs in HEK293-TRPC4-Zellen

Fir die Untersuchungen wurden HEK293-Zellen verwendet, die stabil mit TRPC4 transfiziert wurden und die zur
Induktion der TRPC4-Expression flir 24 h mit Tetrazyklin behandelt wurden. Die Pipette wurde mit GDP-3-S
beflllt. Die Zelle wurde gepatcht und ein Teil der Membran herausgel6st (outside-out patch), sodass sich die
intrazellulare Seite der Plasmamembran innerhalb der Pipette befand und die GPCRs inhibiert werden konnten.
Die Zugabe von (-)-Englerin A oder ML204 erfolgte extrazellular. Die lonenstrome wurden alle 10 Sekunden bei
einer Spannung von -100 mV und + 100 mV aufgezeichnet. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei biologische
Replikate.

Die Zugabe von (-)-Englerin A induzierte eindeutig starke Strome fir die TRPC4-Kanale. Die
lonenstrome waren so stark, wie Strome, die normalerweise beim Patch einer ganzen Zelle
(whole cell) auftreten. Dies liel} die Schlussfolgerung zu, dass alleine in diesem relativ
kleinen Teil der herausgeldsten Membran hunderte von TRPC4-Kanalen aktiviert sein
mussten. Nach jeder Applikation von (-)-Englerin A wurde die Substanz wieder
herausgewaschen, sodass der Strom zurlick zur Messbasis sank. Bei erneuter Zugabe von
(-)-Englerin A konnten ahnlich starke Stréme reproduziert werden. Dass die Substanz in
diesem Fall TRPC4-Kanéale selektiv aktiviert, konnte durch den Einsatz von ML204 gezeigt
werden. Bei Applikation des TRPC4/5-Antagonisten konnte der (-)-Englerin A-Einfluss, wie
bereits gezeigt, aufgehoben werden. Mit Hilfe dieser Versuche konnte demonstriert werden,
dass der (-)-Englerin A-Effekt nicht Uber die Aktivierung von GPCRs vermittelt wird. Um
diese Ergebnisse zu bekraftigen, wurde der Effekt des Naturstoffes als Agonist oder
Antagonist auf GPCRs in einem zellbasierten Testsystem in vitro getestet. Die GPCR-

Profilierung wurde von der Firma Millipore durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.3.21).
102



Ergebnisse

% Aktivierung % Inhibierung % Aktivierung % Inhibierung
GPCR 1,25 uM (-)-Eng A 1 uM (-)-Eng A |GPCR 1,25 uM (-)-Eng A 1 pM (-)-Eng A
5-HT2B 0 6,6 GPRI1 -0,2 6,4
A3 -1 -3,8 GPR99 1 -5,6
ADRB2 1 31 H1 & -5,8
APJ 0 10,9 [IP1 -1 -4,4
AT1 0 0,4 M2 -1 -9,5
BB2 -1 -4,1 MC2 0 -9,8
BDKR2 0 -9 MCHR1 -1 22,5
C5aR 0 -2,2 mGlu2 -1 11,7
CaS 0 -1 Motilin -1 -2,6
CB2 -1 0,6 MRGX2 1 1,1
CCK2 0 -4,6 NK1 -4 0,8
CCR2B 0 -0,2 NMU1 -1 -0,8
CGRP1 0 9,5 NPBW1 1 -23,8
ChemR23 -1 -4,4 NTR1 -1 -6,4
CRF1 1 12,6 OoT -1 4,6
CysLT1 0 -3,2 OX1 -1 -0,4
D5 B] -0,9 P2Y1 0 -3
ETB 0 -1,9 PAC1 0 0,1
FPR1 0 0 PAF 0 -9,7
GABAB1b 1 -1,5 PK1 -1 2,3
GAL1 1 24,9 PRP 0 -11,3
GLP-1 -1 31,8 PTH1 -1 -51
GnRH -1 22,2 S1P3 -1 2,4
GPR103 0 -1,1 SST4 0 11,6
GPR109A 1 34,8 Thrombin-activated PARs 2 0,6
GPR14 0 -1,3 TRH 0 -0,1
GPR39 0 15,8 TSH 0 -2,5
GPR43 0 1,4 V1A 0 7,5
GPR54 0 0 Y2 -1 1,5
GPR68 -1 4,4

Abbildung 4.23: Profilierung von (-)-Englerin A fiir die Modulation ausgewahlter GPCRs

Fir den Agonisten-Assay wurden sowohl (-)-Englerin A als auch die Kontrollsubstanzen zunachst verdinnt und
ausplattiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe der Testsubstanzen zu den Zellen, welche die ausgewahlten
GPCRs exprimierten. Die Messung des Fluoreszenz-oder Lumineszenzsignals erfolgte fir 3 min. Anschlielfend
wurde die Platte fir den Test von (-)-Englerin A als Antagonist verwendet. Hierbei war die Vorgehensweise
dieselbe wie fur den Agonisten-Assay. Die Aktivierung und Inhibierung der GPCRs wurden auf die Kontrollen
normalisiert. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus zwei technischen Replikaten.

Dabei wurde die ausgewahlten GPCRs auf eine durch (-)-Englerin A vermittelte Aktivierung
und Inhibierung getestet (Abbildung 4.23).

Die GPCR-Profilierung zeigte, dass (-)-Englerin A weder eine deutliche Aktivierung noch eine
Inhibierung auf die ausgewahlten GPCRs bewirkte. Die hdchste prozentuale Inhibierung
konnte fir GPR109A (Hydroxycarboxylic acid receptor 2) festgestellt werden. Allerdings
wurde eine relativ hohe Substanzkonzentration von 1 uM verwendet. Die Inhibierung lag bei
34,8% und war dennoch nicht hoch genug, um weiter untersucht zu werden, sodass die

untersuchten GPCRs als mégliche Zielproteine ausgeschlossen werden konnten.

4.3.3 Biologische Aktivitat von (-)-Englerin A in HEK293T-TRPC4/5-

Zellen

Alle untersuchten Nierenkrebszelllinien und auch die Brustkrebszelllinie HS578-T sind
gegeniber (-)-Englerin A sensitiv (siehe Abschnitt 4.1.1) und enthalten TRPC4 (siehe
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Abschnitt 4.2.9). Obwohl TRPC5 mittels Immunoblotting nicht nachgewiesen werden konnte,
bedeutete dies nicht, dass es in diesen Zellen nicht exprimiert wird. Aullerdem konnte mit
Hilfe des Testsystems zur Kalzium-Detektion und patch clamp Versuchen gezeigt werden,
dass TRPC5 auch gegentiber dem Naturstoff sensitiv ist. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass
TRPC4 und auch TRPC5 aufgrund der hohen Homologie!"® fiir die Sensitivitat der Zellen

verantwortlich sind.
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Abbildung 4.24: TRPC4/5-Expressionskontrollen in HEK293T-TRPC4/5-Zellen

HEK293T-Zellen wurden transient mit TRPC4-Konstrukten (a) und TRPC5-Konstrukten (b) transfiziert. 8 h nach
der Transfektion wurden die Zellen replattiert und fir 48 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in TRPC-
Lysispuffer lysiert und sonifiziert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgten die Zugabe von DTE und
Bromphenolblau und schlieBlich das Aufkochen der Lysate im SDS-Probenpuffer. Danach wurden die Proteine
mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-Membran ubertragen. Fir den Nachweis von TRPC4 (a), TRPC5
(b) und a-Tubulin mittels Immunoblot wurden spezifische Antikdrper verwendet. Die sekundaren Antikdper waren
an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und die Detektion erfolgte mit Hilfe des SuperSigna|® West Femto
Reagenzes. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate.

Um diese Annahme zu Uberpriifen, wurden Uberexpressionsstudien mit HEK293T-Zellen
durchgefihrt. HEK293T-Zellen sind gegeniber (-)-Englerin A mit einem [Cso-Wert von
24.8 uM insensitiv®® und zeigen keine TRPCA4/5-Expression auf Proteinebene (siehe
Abschnitt 4.2.9). Mit diesem Versuch sollte geprift werden, ob die Expression der TRPC4/5-
Proteine fir die Sensitivitat gegenltber (-)-Englerin A verantwortlich ist. Dazu wurden
HEK293T-Zellen transient mit TRPC4 und TRPC5 oder mit den jeweiligen Leervektoren als
Kontrollen transfiziert (Abbildung 4.24). 48 h spater erfolgte die Zugabe von (-)-Englerin A
und die Messung der Zellviabilitat mit Hilfe des WST-1-Reagenzes (Abbildung 4.25).

Durch die Transfektion mit TRPC4/5-Expressionskonstrukten war es moglich, HEK293T-
Zellen gegenilber (-)-Englerin A zu sensitivieren. Aus den Ergebnissen des Zellviabilitats-
Testsystems geht deutlich hervor, dass Zellen, die TRPC4 bzw. TRPC5 Uberexprimieren,
eine deutliche Sensitivitdt gegenuber (-)-Englerin A im Vergleich zur Kontrolle zeigten.
Waéhrend die Zellviabilitdt fur die Kontrolle bei 100% lag, zeigten die mit TRPC4/5
transfizierten Zellen eine stetig abnehmende Viabilitat bis hin zu einem Wert von ca. 50% bei
Substanzkonzentrationen von 100 nM (Abbildung 4.25a) und 10 nM (Abbildung 4.25b).
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Abbildung 4.25: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitiat in HEK293T-TRPC4/5-Zellen

Fur die Messung der Zellviabilitat wurden zunachst HEK293T entweder mit einem TRPC4-Expressionskonstrukt
(a) oder TRPC5-Expressionskonstrukt (b) und den entsprechenden Leervektoren als Kontrolle transient
transfiziert und fir 48 h inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Substanzzugabe und die Messung der Zellviabilitat
mittels WST-1-Reagenz 4 h spater nach Herstellerangaben. Die Bestimmung der Absorption erfolgte bei 450 nm.
Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (100 %) dargestellt. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe
einer nicht-linearen Regression ermittelt. Die Ergebnisse sind reprasentativ flr drei biologischen Replikaten +
Standardabweichung.

Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass TRPC4/5 ausschlaggebend fir die (-)-Engerin A-
vermittelte Sensitivitat ist.

Diese Erkenntnisse wurden zusatzlich in morphologischen Studien mit Hilfe von
Lebendzellaufnahmen von HEK293T-TRPC4/5-Zellen untersucht.

Hierzu wurden HEK293T-Zellen zunachst transient mit TRPC4/5-Expressionskonstrukten
oder den Leervektoren transfiziert. AnschlieBend erfolgte die Behandlung der Zellen mit
100 nM (-)-Englerin A und die Untersuchung der morphologischen Effekte mittels
Lebendzell-Mikroskopie. Die Aufnahmen fanden kontinuierlich in Echtzeit Uber einen
Zeitraum von 0 min bis 8 h statt. Die Ergebnisse sind in den Abbildung 4.26 (TRPC4) und
Abbildung 4.27 (TRPC5) dargestellt. Der Einfluss des Naturstoffes liel3 sich bereits 5-10 min
nach Substanzzugabe beobachten. Hier war klar zu erkennen, dass sich die HEK293T-
TRPC4 und HEK293T-TRPCS5 schnell abrunden und in diesem Zustand lber die gemessene
Zeit verweilen bevor sie sterben.

Zum Zeitpunkt 0 min waren die HEK293T-TRPC4/5-Zellen, die mit (-)-Englerin A behandelt
wurden, bereits abgerundet, was durch die schnellen Effekte der Substanz vom Zeitpunkt
der Zugabe bis zum Beginn der Aufnahmen zu erklaren ist. Zwischen der Substanzzugabe
und dem Beginn der Aufzeichnungen lagen maximal 3 min. Innerhalb dieser Zeit hatte die
Substanz aufgrund ihrer hohen Potenz bereits einen Einfluss auf die Zellen ausgelbt,

sodass diese abgerundet waren.
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Abbildung 4.26: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Morphologie von HEK293T-TRPC4-Zellen

Ausgewahlte Sequenzen aus der Lebendzell-Mikroskopie. HEK293T-Zellen wurden mit einem TRPC4-
Expressionskonstrukt oder einem Leervektor (Kontrolle) transient transfiziert und fir 48 h inkubiert. HEK293T-
TRPC4 oder die Kontrollen wurden mit 100 nM (-)-Englerin A behandelt. Die farbigen Pfeile kennzeichnen die
Veranderung der Zellmorphologie in (-)-Englerin A-behandelten Zellen. Die Aufnahmen wurden mit einem
20x Luft-Objektiv gemacht. Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei biologische Replikate.

Die Zellen konnten sich im weiteren Verlauf nicht mehr teilen und wurden durch die Substanz
abgetotet. Diese Effekte auf die Zellmorphologie konnten bereits fiir A498-Zellen in Abschnitt
4.1.3 gezeigt werden. Die Kontrollzellen dagegen zeigten keine Beeinflussung durch (-)-
Englerin A. Sie konnten sich Gber den gesamten Zeitraum weiterhin teilen und besallen eine
gestreckte Zellform und Filopodien.

Insgesamt konnten diese Ergebnisse die Untersuchungen zur Zellviabilitdt in HEK293T-

TRPC4/5-Zellen bestatigen und dies auch auf morphologischer Ebene bekraftigen.
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100 nM (-)-Eng A
HEK293T-Leervektor

100 nM (-)-Eng A
HEK293T-TRPC5

Abbildung 4.27: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Morphologie von HEK293T-TRPC5-Zellen

Ausgewahlte Sequenzen aus der Lebendzell-Mikroskopie. HEK293T-Zellen wurden mit einem TRPC5-
Expressionskonstrukt oder einem Leervektor (Kontrolle) transient transfiziert und fir 48 h inkubiert. HEK293T-
TRPC5 oder die Kontrollen wurden mit 100 nM (-)-Englerin A behandelt. Die farbigen Pfeile kennzeichnen die
Veranderung der Zellmorphologie in (-)-Englerin A-behandelten Zellen. Die Aufnahmen wurden mit einem
20x Luft-Objektiv gemacht. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur drei biologische Replikate.

4.3.4 Einfluss von (-)-Englerin A auf die intrazellulire Ca*-

Konzentration in A498-Zellen

Da die Substanz eine 1000-fach hdhere selektive Wachstumsinhibierung gegenlber
Nierenkrebszelllinien zeigt als im Vergleich zu anderen Krebszelllinien war es wichtig die
Untersuchungen weiter in Nierenkrebszellen fortzusetzen.

Hierflir wurden A498-Zellen ausgewahlt und zunachst in weiteren Experimenten zur Analyse
der (-)-Englerin A-Effekte auf die intrazelluldre Ca**-Konzentration unterzogen. A498-Zellen
wurden dafiir mit Fluo-4 beladen und die Ca®*-Detektion erfolgte wie in Abschnitt 4.3.1
beschrieben. Mit Hilfe einer Dosis-Wirkungs-Kurve konnte ein ECso.Wert von 9,5 nM ermittelt

werden (Abbildung 4.28).
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Abbildung 4.28: Einfluss von (-)-Englerin A auf die intrazellulare Ca®"-Konzentration in A498-Zellen

a| Einfluss auf die intrazellulare Ca®'-Konzentration in A498-Zellen. b| Dosis-Wirkungs-Kurve fir A498-Zellen. Die
Zellen wurden mit Fluo-4 in SBS-Puffer mit Probenecid fiir 1 h beladen. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von (-)-
Englerin A. Als Kontrolle dienten DMSO-behandelte Zellen. Zur Bestimmung der intrazellularen Ca?"-
Konzentration wurde die Fluoreszenzintensitdt bei einer Anregungswellenlange von 485nM und einer
Emissionswellenlange von 525 nm gemessen. Die Fluoreszenz ist als absolute Fluoreszenz (a) oder als
Anderung dieser Fluoreszenz [AF] dargestellt (b). Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei biologische Replikate
+ Standardabweichung.

Bei der Zugabe von (-)-Englerin A konnte eine Erhéhung der intrazelluldren Ca*-
Konzentration in A498-Zellen demonstriert werden. Diese Beobachtungen deckten sich mit
den Ergebnissen, die fiir das initiale Testsystem zur Ca**-Detektion in A498-Zellen (Abschnitt
4.2.8.1) erhalten wurden. Im Vergleich zur Losemittelkontrolle konnte flr (-)-Englerin A ein
Anstieg der intrazelluldren Ca*-Konzentration um das 1,25-fache festgestellt werden. Der
ermittelte ECso-Wert lag bei 9,5 nM und entspricht in etwa dem fir die HEK293-TRPC4/5
Zellen ermittelten ECso-Wert. Mit Hilfe dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass (-)-
Englerin A auch in den A498-Zellen zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
fuhrt.

4.3.5 Effekte von (-)-Englerin A auf lonenkanale in A498-Zellen

Im nachsten Schritt wurden die Effekte des Naturstoffes auf die lonenstréme in A498-Zellen
untersucht. Dies erfolgte mit Hilfe eines whole cell patches. Hierbei wurde erneut die
gesamte Zelle gepatcht, und die Zugabe von (-)-Englerin A, ML204 oder DMSO erfolgte
extrazellular. Die Messung der lonenstrome fand bei einer Spannung von jeweils -100 mV
und +100 mV statt (Abbildung 4.29a). Des Weiteren wurde fir die A498-Zellen eine Strom-
Spannungs-Kurve erstellt (Abbildung 4.29b).
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Abbildung 4.29: Effekte von (-)-Englerin A auf lonenkanale in A498-Zellen

a| lonenstrome eines whole-cell patches. b| Strom-Spannungs-Kurve eines whole-cell patches. Die Pipette wurde
mit einer Standard-Pipetten-Losung beflllt. Als extrazellulare Losung diente SBS-Puffer. Die Zugabe von (-)-
Englerin A, ML204 oder DMSO erfolgte extrazellular. Die lonenstréme wurden bei einer Spannung von -100 mV
und + 100 mV (a) oder bei einer Spannung von -100 mV bis + 100 mV aufgezeichnet (b). Die Ergebnisse sind
reprasentativ fur drei biologische Replikate.

Die Ergebnisse der lonenstréome in Abbildung 4.29a zeigten einen Stromfluss durch die
Membran bei Behandlung mit (-)-Englerin A. Bei einer Substanzkonzentration von 100 nM
konnte eine Stromstarke von bis zu 0,6 nA (+100 mV) und -0,2 (-100 mV) beobachtet werden.
Nach Zugabe von (-)-Englerin A wurde direkt ML204 appliziert, welches zu einer sofortigen
Abnahme des Stroms flihrte. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass (-)-Englerin A selektiv
endogene TRPC4-Kanéale aktiviert. Die Strom-Spannungs-Kurve zeigte allerdings nicht die
fur TRPC4 typische “Sesselform®, welche in Abschnitt 4.3.2 fir HEK293-TRPC4 demonstriert
werden konnte. Dies lag vermutlich daran, dass durch eine TRPC4-Uberexpression in
HEK293-Zellen tberwiegend TRPC4-Homomere gebildet wurden und somit die fir TRPC4
typische “Sesselform” zustande kam. Bei A498-Zellen dagegen, handelt es sich um
endogene TRPC4-Kanale, die vermutlich neben Homomeren auch Heteromere bilden.

Eine mégliche Erklarung fir die Strom-Spannungs-Kurve ist, dass in A498-Zellen TRPC4-
Proteine mit endogen exprimierten TRPC1-Kanalen, welche nicht in der Lage sind,
selbstandig funktionale Kanale zu bilden, gemeinsam mit TRPC4 Heterotetramere bilden und
dadurch der fir TRPC4 typische “Fingerabdruck® d.h die “Sesselform“ hier nicht detektiert
werden konnte.'"”"""®l Um diese Hypothese im Weiteren zu untersuchen war es notwendig,
TRPC4 zusammen mit TRPC1 in HEK293-Zellen zu exprimieren. Dazu wurden genetisch
modifizierte HEK293-Zelllen verwendet, die stabil mit TRPC4 tansfiziert waren. Zuséatzlich

konnte die TRPC1-Expression in diesen Zellen durch die transiente Transfektion von TRPC1
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gewahrleistet werden. Die TRPC4-Expression wurde flr 24 h mit Tetrazyklin induziert. Die
Messung der lonenstrome erfolgte auch hier mittels whole-cell patch. Die Zugabe von (-)-
Englerin A, ML204 oder DMSO erfolgte extrazellular. Die lonenstréme wurden bei einer
Spannung von jeweils -100 mV und +100 mV gemessen (Abbildung 4.30a). Auch hier
konnte fir HEK293-TRPC4/1 eine Strom-Spannungs-Kurve ermittelt werden (Abbildung
4.30b).
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Abbildung 4.30: Einfluss von (-)Englerin A auf die lonenstrome in HEK293-TRPC4/1-Zellen

al lonenstrdme eines whole-cell patches. b| Strom-Spannungs-Kurve eines whole-cell patches. Fur die
Untersuchungen wurden HEK293-Zellen verwendet, die stabil mit TRPC4 transfiziert waren und fir die TRPC4-
Expression fir 24 h mit Tetrazyklin induziert wurden. Zusatzlich wurden dieselben Zellen transient mit TRPC1
transfiziert, um so die Heterotetramerbildung zwischen TRPC4 und TRPC1 zu gewahrleisen. Die Pipette wurde
mit einer Standard-Pipetten-Losung beflllt. Als extrazellulare Losung diente SBS-Puffer. Die Zugabe von (-)-
Englerin A, ML204 oder DMSO erfolgte extrazellular. Die lonenstréme wurden bei einer Spannung von -100 mV
und + 100 mV (a) oder bei einer Spannung von -100 mV bis + 100 mV aufgezeichnet (b). Die Ergebnisse sind
reprasentativ fur drei biologische Replikate.

Die Ergebnisse in Abbildung 4.30a zeigten nach Zugabe der Testsubstanz sehr dhnliche
Strome zu denen in A498-Zellen (Abbildung 4.29a). Auch hier konnte ein Stromfluss durch
die Membran und damit durch TRPC4/1-Kanale bei Behandlung mit (-)-Englerin A gemessen
werden. Bei einer Substanzkonzentration von 100 nM konnte ein Stromstéarke bis zu 0,6 nA
(+100mV) und -0,2 (-100 mV) beobachtet werden. Nach Zugabe von (-)-Englerin A wurde
direkt ML204 appliziert, welches zu einer sofortigen Abnahme des lonenstroms fihrte und
sich mit den Beobachtungen in A498-Zellen deckt. Die detektierte Strom-Spannungs-Kurve
zeigte denselben Verlauf wie in A498-Zellen (Abbildung 4.29b). Auch hier konnte kein flr
TRPC4 typischer “Fingerabdruck” bzw. “Sesselform® identifiziert werden. Dadurch, dass die
Strom-Spannungs-Kurve in HEK293-TRPC4/1-Zellen mit der flr in A498-Zellen ermittelten
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sehr ahnlich war lag die Vermutung sehr nahe, dass (-)-Englerin A in A498-Zellen auch
TPRC4/1-Heterotetramere aktiviert.

4.3.6 Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und TRPC5

Die Analyse endogener TRPC4-Kanale in A498-Zellen weisen auf eine maogliche
Heterotetramerbildung zwischen TRPC4 und TRPC1 hin (Abschnitt 4.3.5). Weitere
Literaturrecherchen ergaben, dass auch eine Heterotetramerbildung zwischen TRPC4/1 und
TRPC5 méglich ist.'""'"®l Dje Untersuchung einer méglichen Interaktion zwischen diesen
drei lonenkanalen erfolgte durch Co-Immunprazipitation (Co-IP) sowohl in A498-Zellen als
auch in HS578-T-Zellen. Die Untersuchung der HS578-T-Zellen war interessant, da diese
Brustkrebszelllinie gegenlber (-)-Englerin A ebenfalls sehr sensitiv ist. Die Untersuchungen
sollten sich auf A498-Zellen und HS578-T-Zellen konzentrieren um den gemeinsamen Faktor

zu bestimmen, der beide Zelllinien gegenliber dem Naturstoff sensitiv macht.

Hierzu wurden zunachst Lysate hergestellt und die Co-Immunprazipitation mit einem
spezifischen TRPC4-Antikorper durchgefilhrt (siehe Abschnitt 3.3.7.3). Die Analysen
erfolgten im Immunoblot-Verfahren mit spezifischen Antikérpern gegen TRPC4, TRPC1 und
TRPCS5. Als Kontrolle diente der spezifische TRPC4-Nachweis in den Lysaten sowohl vor der
Co-Immunprazipitation als auch danach (Abbildungen 4.31 und 4.32).

Die Ergebnisse flir die TRPC4-Co-IP mit A498-Lysaten zeigten eine erfolgreiche
Immunprazipitation (IP) fir TRPC4 (Abbildung 4.31a). Hier konnte eine deutliche
Anreicherung des TRPC4-Proteins im Gegensatz zu dem A498-Lysat vor der IP
nachgewiesen werden. In derselben Co-IP-Probe konnten auch TRPC1 und TRPC5
detektiert werden.

Auch wenn in den vorstehend beschriebenen das TRPC5-Protein in den A498-Zellen nicht
detektiert werden konnte (Abschnitt 4.2.9), wurde der Nachweis durch die Anreicherung
wahrend der Co-IP erbracht. Sowohl der Nachweis von TRPC1 als auch TRPC5 waren
starke Hinweise fur die Interaktion von TRPC4 mit diesen beiden Kanélen in den A498-

Zellen.
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Abbildung 4.31: Untersuchungen zur
Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und
TRPCS5 in A498-Zellen
. Die Zellen wurden zun&chst mit m-RIPA-Puffer
A498-Lysat IP: anti-TRPC4 lysiert und anschlieBend gemeinsam mit einem
spezifischen TRPC4-Antikérper und
magnetischen Protein A/G-Kligelchen fiur 2 h
bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Protein
A/G-Kugelchen wurden diese in  SDS-
TRPC4 -— T§§g1 - Probenpuffer fir 10 min bei Raumtemperatur
100 kDa- & inkubiert. Schliellich erfolgte die Trennung der
Proteine mittels SDS-PAGE. Die Proteine
wurden auf eine PVDF-Membran Ubertragen.
. . Der Nachweis von TRPC4, TRPC1, TRPC5
IP: anti-TRPC4 und a-Tubulin erfolgte mittels Immunoblot mit
spezifischen Antikérpern. Die sekundaren
b Antikérper waren an eine Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt und die Detektion
erfolgte mit Hilfe des SuperSignaI® West
TRPC4 . T%g’g? - Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind
100 kDa- reprasentativ fiir drei biologische Replikate. Als
Kontrolle diente der TRPC4-Nachweis in
Lysaten vor und nach der Co-IP (a). b] Co-IP
mit TRPC4-spezfischem Antikorper.

a b|

IP: anti-TRPC4

Auch fur die Brustkrebszelllinie HS578-T konnte eine Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und
TRPC5 nachgewiesen werden. Hierbei konnte nach erfolgreicher TRPC4-IP, eine
Anreicherung fir TRPC1 und TRPC5 detektiert werden. Wie bereits fir die A498-Zellinie
(Abschnitt 4.2.9) konnte zuvor in der Brustkrebszelllinie kein TRPC5-Protein im Lysat
nachgewiesen werden, da vermutlich das Protein in geringen Mengen exprimiert war.
Obwohl keine Aussage Uber die Formatierung und die mdgliche Heterotetramerbildung
dieser drei lonen-Kandle gemacht werden konnte, wiesen diese Versuche dennoch eine
Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und TRPCS5 in A498- und HS578-T-Zellen nach.

Abbildung 4.32: Untersuchungen zur

Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und
al bl TRPC5 in HS578-T-Zellen

Die Zellen wurden zunachst mit m-RIPA-Puffer

HS578-T-Lysat IP: anti-TRPC4 lysiert und anschliefend gemeinsam mit einem
spezifischen TRPC4-Antikdrper und
magnetischen Protein A/G-Kugelchen fir 2 h

bei 4°C inkubiert. Nach Waschen der Protein

T'?O':th» — TRPC1 - A/G-Kijgelchen__ wurdfen f:iiese in SDS-
100 kDa- Probenpuffer fir 10 min bei Raumtemperatur

inkubiert. SchlieBlich erfolgte die Trennung der
Proteine mittels SDS-PAGE. Die Proteine
wurden auf eine PVDF-Membran Ubertragen.
Der Nachweis von TRPC4, TRPC1, TRPC5
und a-Tubulin erfolgte mittels Immunoblot mit
spezifischen Antikorpern. Die sekundaren
Antikbrper waren an eine Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt und die Detektion
TI?O':ED" . TRPCS . erfolgte mit Hilfe des SuperSignal® West

a- 100 kDa-

Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind
reprasentativ fir drei biologische Replikate. Als
Kontrolle diente der TRPC4-Nachweis in
Lysaten vor und nach der Co-IP (a). b] Co-IP
mit TRPC4-spezfischem Antikorper.

IP: anti-TRPC4 IP: anti-TRPC4
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4.3.7 Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitat in Abhangigkeit

von Ca**

Die Aktivierung endogender TRPC4/1- oder Uberexprimierter TRPC4-Kanale flhrt zu einem
starke Ca”*-Influx und resultiert in einer Ca*-Uberladung. Dies kénnte letzten Endes im
Zelltod durch die Nekrose resultieren. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass hohe
intrazelluldre Ca?*-Konzentrationen zum Zelltod filhren kénnen.l'”® Um das zu (iberpriifen,
wurden Versuche zur Zellviabilitat in A498-Zellen unter Verwendung von EGTA als Kalzium-
Chelator durchgeflihrt. Hierzu wurden zunachst verschiedene Konzentrationen an EGTA
gemeinsam mit 100 nM (-)-Englerin A in MEM-Medium eingesetzt, das 1,8 mM CaCl,
enthielt. Danach erfolgten sowohl die Substanzzugabe zu den Zellen als auch die
anschlieBende, direkte Zugabe des WST-1-Reagenzes und die Messung der Zellviabilitat
(Abbildung 4.33a). Eine direkte Zugabe des Reagenzes war erforderlich, da die Effekte sehr
schnell sind und diese unter Standardbedingungen nicht detektierbar waren. Als Kontrolle
dienten Zellen, die mit EGTA, jedoch nicht mit (-)-Englerin A, behandelt wurden. In einem
weiteren Ansatz erfolgten die Versuche zur Zellviabilidt mit verschiedenen Ca?*-
Konzentrationen. Dazu erfolgte die Inkubation der Zellen zunachst fir 24 h in Medium mit
1,8 mM CaCl, oder 180 pM CaCl,. Nach Zugabe von verschiedenen (-)-Englerin A-
Konzentrationen fand auch hier eine anschlieRende direkte Zugabe des WST-1-Reagenzes
und die Messung der Zellviabilitat statt (Abbildung 4.33b).

Die Ergebnisse beider Versuche zeigten, dass die extrazelluldre Ca®*-Konzentration einen
von (-)-Englerin A abhangigen Einfluss auf die Zellviabilitat hat. Bei Verwendung des Ca?*-
Chelators EGTA konnte ein konzentrationsabhangiger, abmildernder Effekt auf die Viabilitat
beobachtet werden. Die durch (-)-Englerin A verursachte Abnahme der Zellviabilitdt konnte
durch steigende EGTA-Konzentrationen reduziert werden. Die zu Beginn relativ niedrige
Zellviabilitat von 30 % (180 uM EGTA) zeigte einen stetigen Anstieg bis zu einer Zellviabilitat
von 70 % (18 mM EGTA). Bei der Verwendung zweier verschiedener extrazellularer
Konzentrationen von CaCl,, die sich um den Faktor 10 unterschieden, konnten ahnliche
Effekte beobachtet werden. Hier konnte eine Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve fir die
Zellviabilitat ermittelt werden. Die Reduktion der CaCl,-Konzentration im Zellkulturmedium
von 1,8 mM auf 180 uM resultierte in einem 10-fach héheren ICso-Wert flr die Inhibierung
der Zellviabilitat als bei Verwendung von 180 uM CaCl, Wahrend der ICsp-Wert bei
Verwendung von 180 uM CaCl,bei 77,7 nM lag, nahm dieser bei Verwendung von 1,8 mM
CaCl, auf 7,5 nM ab. Die Ergebnisse beider Versuche zeigten, dass eine Reduktion der
extrazelluldren Ca®*-Konzentration in Anwesenheit von (-)-Englerin A in einer héheren

Viabilitat von A498-Zellen resultieren.
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Abbildung 4.33: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitédt in A498-Zellen in Abhangigkeit von ca®

a| Effekte auf die Zellviabilitdt unter Verwendung von EGTA. Verschiedene EGTA-Konzentrationen wurden
gemeinsam mit 100 nM (-)-Englerin A in MEM-Medium angesetzt und zu den Zellen gegeben. Anschlieltend
erfolgte die direkte Zugabe des WST-1-Reagenzes nach Herstellerangaben und die Bestimmung der Absorption
bei 450 nm. Die Werte sind relativ zur DMSO-Kontrolle (100 %) dargestellt. Die Bestimmung der 1Cso-Werte
wurde mit Hilfe einer nicht-linearen Regression ermittelt. Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei biologische
Replikate + Standardabweichung. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei
biologischen Replikaten.

b| Effekte auf die Zelllviabilitat unter Verwendung verschiedener CaClz>-Konzentationen. Zellen wurden 24 h zuvor
in MEM-Medium mit 1,8 mM CaClz oder in S-MEM-Medium mit 180 uyM CaClz inkubiert. Danach erfolgte die
Substanzzugabe in verschiedenen Konzentrationen und die direkte Zugabe des WST-1-Reagenzes nach
Herstellerangaben. Die Bestimmung der Absorption erfolgte bei 450 nm. Die Werte sind relativ zur DMSO-
Kontrolle (100 %) dargestellt. Die Bestimmung der ICso-Werte wurde mit Hilfe einer nicht-linearen Regression
ermittelt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei biologischen Replikaten.

4.3.8 Einfluss von (-)-Englerin A auf die Mitochondrien

Der (-)-Englerin A-abhangige starke Ca**-Einstrom bzw. die Ca®**-Uberladung der Zelle fiihrt
zum Zelltod. In diesem Zusammenhang war es interessant zu untersuchen, welcher
Mechanismus zu dem Ca®"-abhangigen Zelltod fiihrt. Hierbei sollte genauer analysiert
werden, was die hohe intrazelluldre Ca*-Konzentration in der Zelle bewirkt. Die
Literaturrecherche zu Ca®*-assoziiertem Zelltod ergab, dass hierbei hdéchstwahrscheinlich
das mitochondriale Membranpotential beeinflusst wird.!"® Dabei fiihrt eine hohe
intrazelluldre Ca**-Konzentration zur Depolarisation der mitochondrialen Membran und damit
zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials, wodurch der Zelltod

ausgeldst wird.l'8"1182

Um den Einfluss von (-)-Englerin A auf die Mitochondrien zu
untersuchen, wurden A498-Zellen mit dem Mitotracker Deep Red 633, welcher die
Mitochondrien anfarbt, in Medium ohne FBS fir 30 min beladen und anschlieRend fir
verschiedene Zeiten mit 10 nM (-)-Englerin A oder DMSO als Kontrolle behandelt und
analysiert (Abbildung 4.34). Bei Behandlung der Zellen mit dem Naturstoff konnte bereits
nach 5 min eine veranderte Morphologie der Mitochondrien im Vergleich zu Zellen

festgestellt werden, die mit DMSO behandelt wurden. Wahrend die Mitochondrien der
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Kontrollzellen eine homogene Verteilung Uber die gesamte Zelle aufwiesen, zeigten Zellen,
welche mit der Testsubstanz behandelt wurden, eine Art Prazipitation um den Zellkern.
Diese Prazipitation konnten fir alle Behandlungszeiten von 5 min bis 1 h deutlich
nachgewiesen werden, wobei der Effekt bei 1 h weniger stark war als im Vergleich zu den
anderen Behandlungszeiten. Diese Veranderungen in der Morphologie der Mitochondrien bei
Behandlung mit (-)-Englerin A waren ein starker Hinweis darauf, dass die Mitochondrien

beeinflusst werden, welches sich in einer Veranderung der Morphologie der Mitochondrien

aulerte.
DNA a-Mitochondrien Uberlagerung
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Abbilung 4.34: Einfluss von (-)-Englerin A auf die Mitochondrien in A498-Zellen

Die Zellen wurden mit dem Mitotracker Deep Red 633 fir 30 min inkubiert und anschlief3end fir verschiedene
Zeiten mit 10 nM (-)-Englerin A behandelt. Danach erfolgten die Fixierung der Zellen und die Farbung der
Zellkerne mit Hoechst 33342. Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen. Die Zellen wurden mit Hilfe der
Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit einem 63x Ol-Objektiv analysiert. Die Ergebnisse sind repréasentativ fiir drei
biologische Replikate.

15 min

30 min

1h
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4.3.9 Untersuchungen zu PKCB0 als Zielprotein von (-)-Englerin A

In der vorliegenden Arbeit wurden TRPC4/5-Kanale als Zielproteine identifiziert und bereits
publiziert.'®® Das einzige bekannte Zielprotein von (-)-Englerin A ist die Proteinkinase C Typ
Theta (PKCB).B" Um eine Sensitivitit gegeniiber (-)-Englerin A zu erzielen ist neben der
PKCB-Expression die Expression von HSF-1 (Heat shock factor 1) notwendig. Da insgesamt
acht Nierenkrebszelllinien und eine Brustkrebszelllinie gegeniber (-)-Englerin A sensitiv sind,
war es wichtig, zunachst die Expression von PKCB und HSF-1 in diesen Zelllinien zu
Uberprifen. AuRerdem sollten auch HEK293-Zellen auf die endogene PKCB- und HSF1-
Expression untersucht werden. Daflr wurde zunachst sowohl die PKCB-Expression als auch
die HSF-1-Expression auf mRNA-Ebene untersucht (Abbildung 4.35). Hierzu wurden
spezifische PKCB-, HSF-1- und GAPDH-Oligonukleotide als Kontrolle entworfen und die
Expression auf mRNA-Ebene mittels Gelelektrophorese untersucht. Zusatzlich wurde die
PKCB- und HSF-Proteinexpression mittels Immunoblot mit spezifischen Antikérpern gegen
PKCtheta, HSF-1 und a-Tubulin als Beladungskontrolle behandelt (Abbildungen 4.36 und
4.37).
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Abbildung 4.35: Nachweis von PKC6- und HSF-1 auf mRNA-Ebene in verschiedenen Zelllinien

Zunachst wurde die Gesamt-RNA isoliert und die cDNA hergestellt. Die Amplifikation der Gene erfolgte mittels
PCR unter der Verwendung spezifischer Oligonukleotide fir PKCtheta, HSF-1 und GAPDH (Kontrolle). Die
Auftrennung und Untersuchung der DNA erfolgte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese fiir Nierenkrebszellen
(a) und HS578-T- und HEK293-Zellen (b). Die Ergebnisse sind reprasentativ fir drei biologische Replikate.

Wahrend fir die Zelllinien A498, UO-31 und TK-10 kein PKCB-Produkt detektiert werden
konnte, war die Expression in den anderen Zelllinien sehr schwach. Eine schwache HSF-1-
Expression konnte nur in CAKI-1-Zellen festgestellt werden, wobei alle anderen Zelllinien

einer sehr schwache bis keine Expression aufwiesen.
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Abbildung 4.36: Nachweis von PKC6 und HSF-1 auf Proteinebene in verschiedenen Nierenkrebszelllinien
Die Zellen wurden zunachst mit dem m-RIPA-Puffer lysiert und anschlieRend in SDS-Probenpuffer aufgekocht.
Danach wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-Membran ulbertragen. Fur den
Nachweis von PKC6, HSF-1 und a-Tubulin mittels Immunoblot wurden spezifische Antikérper verwendet. Die
sekundaren Antikdrper waren an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und die Detektion erfolgte mit Hilfe des
SuperSignaI® West Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei biologische Replikate.

Lediglich im Fall der Brustkrebszelllinie HS578-T konnte eine deutliche Expression fur HSF-1
beobachtet werden, wahrend PKCB-mRNA auch hier nicht nachgewiesen werden konnte.
Ein sehr interessantes Ergebnis konnte flr die HEK293-Zellen festgestellt werden. Hier
konnte eine sehr starke Expression sowohl fir PKCH als auch fir HSF-1 detektiert werden.

Auf Proteinebene konnte flr alle getesteten Zelllinien bis auf die A498-Zelllinie eine deutliche
PKCB-Expression nachgewiesen werden. Das HSF-1-Protein war dagegen in alle Zelllinien
detektierbar. Diese Ergebnisse deckten sich nicht mit den mRNA-Mengen, da beide
Methoden hdchstwahrscheinlich eine unterschiedliche Nachweisgrenze besitzen und
dementsprechend auch unterschiedlich sensitiv sind. Aul’erdem spielte vermutlich eine

unterschiedliche Regulierung der Proteine in den untersuchten Zelllinien eine Rolle.
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Abbildung 4.37: Nachweis von PKC6 und HSF-1 auf Proteinebene in HS578-T- und HEK293-Zellen
Die Zellen wurden zunachst mit dem m-RIPA-Puffer lysiert und anschlieRend in SDS-Probenpuffer aufgekocht.
Danach wurden die Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDF-Membran ubertragen. Fur den
Nachweis von PKC6, HSF-1 und a-Tubulin mittels Immunoblot wurden spezifische Antikérper verwendet. Die
sekundaren Antikdrper waren an eine Meerrettich-Peroxidase gekoppelt und die Detektion erfolgte mit Hilfe des
SuperSignaI® West Femto Reagenzes. Die Ergebnisse sind reprasentativ fiir drei biologische Replikate.

Die Expression der beiden untersuchten Proteine in HS578-T- und HEK293-Zellen dagegen

deckten sich mit der Expression auf mMRNA-Ebene. Hier konnte eine starke Expression von
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HSF-1, jedoch keine fir PKCO nachgewiesen werden. Die Untersuchungen von HEK293-
Zellen zeigten wie bereits auf mMRNA-Ebene eine deutliche Expression sowohl des PKCB-
Proteins als auch des HSF-1-Proteins. Insgesamt konnte aus diesen Versuchen geschlossen
werden, dass PKC8 nicht als Zielprotein in allen getesteten Zelllinien in Frage kommt, da
A498-Zellen unter den getesteten Bedingungen kein PKCO exprimierten oder nicht
nachgewiesen werden konnte. Auch in der (-)-Englerin A-sensitiven Brustkrebszelllinie
HS578-T scheint PKCO nicht das Zielprotein zu sein, da hier kein HSF-1 exprimiert wurde,
dieses jedoch laut Sourbier et al.®" fiir die Auspriagung des Phanotyps notwendig ist. Hinzu
kommt, dass die HEK293-Zelllinie, die gegentber dem Naturstoff nicht sensitiv ist, bereits
eine starke endogene Expression sowohl von PKCO als auch HSF-1 aufwiesen und diese
somit nicht als Zielproteine in Frage kommen konnten. Sourbier et al. konnten eine
Aktivierung fir PKCBO mit Hilfe eines in vitro Testsystems demonstrieren. Um dies zu
Uberprifen wurde PKCB in der vorliegenden Arbeit als mdgliches Zielprotein in einer in vitro
Kinase-Profilierung getestet. Die Profilierung erfolgte durch die Firma Life Technologies bei
einer (-)-Englerin A-Konzentration von 1 uM (siehe Abschnitt 3.2.9). Unter den getesteten
Bedingungen konnte keine PKCBO-Aktivierung durch den Naturstoff nachgewiesen werden.
Insgesamt konnte PKCB als ein gemeinsames Zielprotein fur alle getesteten (-)-Englerin A-

sensitiven Zelllinien ausgeschlossen werden.
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Kapitel 5
Diskussion

Der Naturstoff (-)-Englerin A ist ein Guanin-Sesquiterpen und wurde 2009 mit Hilfe eines
Testsystems zur Zytotoxizitat von Ratnayake et al.l’® in einem systematischen Screen mit 60
verschiedenen Zelllinien identifiziert. Im Rahmen dieser Studien zeigte die Substanz eine
1000-fach héhere, selektive Wachstumsinhibierung im niedrigen nanomolaren Bereich fir
Nierenkrebszelllinien im Vergleich zu anderen Krebszelllinien. Durch diese Kombination stellt
(-)-Englerin A einen potentiellen Kandidaten als Medikament fir die Behandlung von
Nierenkrebs dar.

Das priméare Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Wirkungsmechanismus von (-)-Englerin A

zu entschlisseln und dabei moégliche Zielproteine zu identifizieren und zu validieren.

5.1 Biologische Aktivitat von (-)-Englerin A

Als Ausganspunkt fir die Arbeit wurde zunachst die biologische Aktivitat von (-)-Englerin A in
verschiedenen Zelllinien untersucht. Hierzu wurden vier Nierenkrebszelllinien (A498, 786-0,
ACHN und UO-31) und die Brustkrebszelllinie HS578-T ausgewahlt, die gegenliber dem
Naturstoff sensitiv sind."® Der Einfluss von (-)-Englerin A auf die Zellviabilitait wurde
zunachst in einer Endpunktmessung nach 48 h analysiert. Fir fast alle getesteten Zellen
konnte eine konzentrationsabhangige Reduktion der Zellviabilitdt im nanomolaren Bereich
nachgewiesen werden. Die Zellviabilitat von A498-, ACHN- und HS578-T-Zellen wurde bei
einer Substanzkonzentrationen von 2 yM (A498- und ACHN-Zellen) und 200 nM (HS578-T-
Zellen) bis auf ca. 25 % gesenkt, wohingegen die UO-31-Zellen sehr sensitiv auf die (-)-
Englerin A-Behandlung reagierten (ICso <5 nM). Dabei wurde die Zellviabilitdt bei einer
Substanzkonzentration von 100 nM auf nahezu 0 % reduziert. Die UO-31-Zelllinie war in
dieser Studie die sensitivste Zelllinie gegenuber (-)-Englerin A. Lediglich 786-0-Zellen
zeigten eine relativ geringe Sensitivitat (ICso > 10 yM) gegeniiber dem Naturstoff. Die flr (-)-
Englerin A ermittelten ICso-Werte flr die untersuchten Zelllinien stimmen im gréten Teil mit
den publizierten Daten von Ratnayake et al.l’® tiberein. In der Publikation wurde eine starke
Aktivitat des Naturstoffes flr die Zelllinien A498, ACHN und UO-31 (ICs0 <10 nM)
beschrieben. Allerdings zeigte (-)-Englerin A auch hier eine starke Aktivitat in 786-0-Zellen
(ICso < 10 nM), die in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden konnte. Aktuellere
Studien konnten die beschriebene nanomolare Aktivitdt von (-)-Englerin A in 786-0-Zellen
nicht bestatigen und weisen eine geringere (-)-Englerin A-Aktivitat fur 786-0-Zellen mit einem

ICso-Wert von 1,1 uM auf."® Eine mégliche Erkldrung dafiir ist, dass das Nierenzellkarzinom
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eine heterogene Gruppe von Tumoren darstellt,® wobei subklonale Mutationen eine

Substanzresistenz hervorrufen kénnen. '8!

Die Etablierung der Totalsynthese und die Bestimmung der absoluten Konfiguration fir (-)-
Englerin A."®) Dadurch kdénnen u. a. funktionelle Gruppen bestimmt werden, die fiir die
biologische Aktivitat notwendig sind. Der Einfluss der einzelnen Gruppen auf die biologische
Aktivitdt wurde im Vorfeld anhand von 32 Derivaten untersucht und publiziert.®® Dabei
wurden der Zimtsaurerest, die Isopropylgruppe und der Glykolsaureester modifiziert.
Modifikationen des Zimtsauresters sind hauptsachlich positiv flir die Potenz der Substanz,
wahrend ein Austausch der Isopropylgruppe gegen eine Methyl-oder Ethylgruppe zu einer
100-fachen bzw. 20-fachen Aktivitatsabnahme im Vergleich zu (-)-Englerin A flhrt. Die
Aktivitat der Substanz ist gegeniber Modifikationen im Glykolsaurester sehr sensitiv. Dabei
resultiert die Methylierung der Hydroxylgruppe in einer 14-fachen Abnahme der
Susbstanzaktivitat. Im Rahmen dieser Studien wurden drei Englerin A-Derivate synthetisiert,
die gegenuber (-)-Englerin A in A498-Zellen eine starkere zytotoxische Aktivitat als der
Naturstoff (ICso von 45 nM) selbst zeigen (ICso von ca. 25 nM).*%

In der vorliegenden Arbeit wurde eine zweite Generation von Struktur-Aktivitats-Analysen
durchgeflihrt, um eventuell potentere Derivate als die bis dato aktivsten (-)-Englerin A
Derivate zu synthetisieren. Die Synthese der (-)-Englerin A-Derivate erfolgte durch Dr. Lea
Radtke und Dr. Matthieu Willot (TU Dortmund). Die hergestellten Substanzen wurden auf
ihre zytotoxische Aktivitat untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass weitere
Modifikationen im Zimtsaurerest zu weitaus aktiveren Derivaten fihren. Die im Rahmen
dieser Studien getesteten Substanzen weisen bis auf zwei Derivate 1Cso-Werte von weniger
als 100 nM auf. Die aktivsten Substanzen erreichen eine bemerkenswerte Potenz (ICs0= 9
und 15 nM)  durch den Austausch des Zimtsaurerestes gegen eine
Methyltetrahydronaphthylgruppe oder eine Methylnaphthylgruppe. Sie stellen somit die
bisher aktivsten (-)-Englerin A-Derivate dar und sind zugleich potenter als der Naturstoff
selbst. Im Vergleich dazu fihrt der Austausch des Zimtsaurerests durch eine Decalingruppe
zu einer Aktivitdtsabnahme um den Faktor3 (ICso=52nM) im Vergleich zu der
Methylnaphthylgruppe in dieser Position und flhrt beim Austausch gegen eine
Tetrahydronaphthylgruppe zu einer inaktiven Verbindung (ICso> 10 uM). Auch die
Ausstattung mit einer Diaziringruppe anstelle des Zimtsaurerests resultiert in einer relativ
starken Aktivitat der Substanz (ICsp= 33 nM). Hingegen flihrt eine Kombination aus der
Diaziringruppe und einem zusatzlichen Austausch des Glykolsaureesters durch eine
Hydroxlgruppe wiederum zu einer nicht aktiven Substanz (ICs, > 10 yM). Anhand dieser
Studien wurde gezeigt, dass sich Modifikationen im Zimtsaurerest hauptsachlich positiv auf

die Substanzaktivitdt auswirken, wahrend Veranderungen an der Glykolester-Seitenkette in
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einer deutlichen Abnahme der Aktivitdt resultieren. Durch die Kombinationen der
Eigenschaften aller aktiven Derivate wurde eine zweite Generation mit noch aktiveren

Derivaten synthetisiert.

Neben der Uberprifung von (-)-Englerin A-Effekten auf die Zellviabilitat verschiedener
Zelllinien wurde auch der zeit-und konzentrationsabhangige Einfluss der Substanz in A498-
Zellen untersucht und das Verhalten adharenter Zellen in einer Echtzeitanalyse der
Impedanzanderung Uber die Zeit vermessen. Dabei wurden Anderungen mit Hilfe des
definierten Zellindexes analysiert. (-)-Englerin A zeigte sowohl eine
konzentrationsabhangige- als auch zeitabhangige Wirkung auf den Zellindex. Die
Verwendung relativ hoher Substanzkonzentrationen von 1 und 10 uyM flhrte innerhalb von
zwei bis drei Stunden zu einer 50 %igen Reduktion des Zellindex, der sich im Laufe von
weiteren 48 h nicht erholen konnte. Niedrigere Konzentrationen von (-)-Englerin A (10 und
100 nM) wiesen bis zu 30 h nach Substanzzugabe noch relativ starke Effekte auf und flhrten
zu einer deutlichen Abnahme des Zellindex im Vergleich zu den Kontrollzellen. Im
Gegensatz zu den verwendeten hohen Substanzkonzentrationen erholten sich die mit (-)-
Englerin A behandelten Zellen in nanomolaren Bereich nach einer gewissen Zeit von den
Effekten, sodass der Zellindex wieder stieg und sich der Kontrolle annaherte. Auch die
geringste Konzentration von noch 1 nM beeinflusste die Zellen und erreichte als einzige nach
insgesamt 48 h denselben Zellindex wie die mit DMSO behandelten Zellen.

Diese Ergebnisse verdeutlichten die hohe Potenz der Substanz und erlaubten folglich eine
Verklrzung der Inkubationszeit auf 4 h anstelle der initial verwendeten 48h. Die verkurzte
Behandlungszeit wurde in zellbiologischen Experimenten zur Zellviabilitat und Zytotoxizitat
Uberprift. Eine kurze Behandlungszeit der Zellen flr 4 h resultierte in einem 1Cso-Wert von
17 nM flr die Zellviabilitat, wahrend der ECs;-Werte flr die Zytotoxizitat bei
Behandlungszeiten von 1 und 2 h bei unter 10 nM lagen. Diese Ergebnisse bestatigten die
beobachteten (-)-Englerin A-Effekte der Echtzeitanalysen, die innerhalb relativ kurzer
Behandlungszeiten auftraten.

Zusatzlich wurden die Effekte von (-)-Englerin A auf morphologischer Ebene mit Hilfe der
Lebendzell-Mikroskopie und Immunfluoreszenz-Mikroskopie in A498-Zellen analysiert. Die
Untersuchungen zeigten, dass die Verwendung relativ niedriger Substanzkonzentration von
100 nM bereits nach 5 min eine Veranderung in Zellmorphologie hervorrufen. Es wurde
beobachtet, dass sich die Zellen sehr schnell abrunden und in diesem Zustand Uber die
Messdauer verweilen und in den Zelltod Ubergehen. AuRerdem waren die Zellen in ihrer
Motilitdt eingeschrankt und teilten sich nicht mehr Uber den gesamten Zeitraum. Diese
Beobachtungen konnten zusatzlich auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie

bestatigt werden, wobei die mit (-)-Englerin A behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle
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abgerundet waren und einen vergroéfRerten Zellkern und eine Veranderung in der Zellstruktur
aufwiesen. Anhand dieser Untersuchungen konnte festgehalten werden, dass die schnellen
Effekte der Verbindung auf morphologischer Ebene bestatigt werden kénnen.

Aus den morphologischen Versuchen, insbesondere der Lebendzell-Mikroskopie, wurden
wichtige Erkenntnisse gewonnen, die einen starken Hinweis lieferten, dass die Zellen bei
Behandlung mit der Substanz eine bestimmte Form des Zelltodes eingehen. Aufgrund der
beobachteten sich andernden Zellmorphologie wurden verschiedene Formen des Zelltodes
wie die Apoptose, Autophagie und Nekrose untersucht. Stark abgerundete Zellen weisen
zunachst auf Apoptose hin, flr welche auch das Schrumpfen der betroffenen Zellen und der
DNA-Abbau charakteristisch sind. Dabei wird das Zytoplasma in Vesikel abgeschnirt und
anschlieRend durch Phagozyten abgebaut."* Fiir die Untersuchung auf Apoptose wurden
die Effektorcaspasen 3 und 7 ausgewahlt, die die Aktivierung von zellularen Enzymen
regulieren und dadurch zum programmierten Zelltod fiihren.!"*"! Dabei filhrt die Aktivierung
von sekundaren Zielproteinen, wie z.B. DNAsen, zur Spaltung der genomischen DNA. Die
entstehenden DNA-Fragmente sind typisch fur die Apoptose und kénnen als Referenz
dienen."*? (-)-Englerin A-behandelte A498-Zellen zeigten sowohl bei hohen als auch
niedrigen Substanzkonzentrationen fiir verschiedene Zeiten keine erhdhte Caspase-3/7-
Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle. Es ist jedoch zu beachten, dass die Induktion von
Apoptose durch (-)-Englerin A in der Literatur kontrovers diskutiert wird. Sulzmaier et al."®"!
zeigten, dass (-)-Englerin A eine Veranderung in der Zellmorphologie von A498- und UO-31-
zellen hervorruft, die u.a. zu dem Verlust der Filopodien-Erweiterung und der Abrundung der
Zellen fuhrt. Eine Zunahme von apoptotischen Koérperchen konnte hier nicht beobachtet
werden. AulRerdem konnte keine flr apoptotische Zellen charakteristische Zunahme der
Externalisierung des Phosphatidylserins beobachtet werden. Zusatzlich erfolgte in dieser
Studie die Uberprifung der Caspase-3-Aktivitat, die PARP (Poly(ADP-Ribose)Polymerase)
spaltet und aktiviert. PARP ist in den apoptotischen Signalweg involviert.'®® Dadurch ist die
Spaltung und Aktivierung von PARP ein Indikator flr eine aktive apoptotische Signalkaskade.
Im Rahmen dieser Publikation wurden die Zellen mit 1 yM der Substanz fir 1 h und 4 h
behandelt und fihrte in den Analysen zu keiner Spaltung bzw. Aktivierung von der Caspase-
3 oder PARP. Um diese Daten zu verifizieren, wurden des Weiteren identische Bedingungen
gewahlt und A498-Zellen mit (-)-Englerin A behandelt und mit Hilfe eines enzymatischen
Testsystem untersucht. Hier konnte die fehlende Caspase-3-Aktivitat bestatigt werden.
Williams et al.'® dagegen zeigte, dass der Naturstoff eine Caspase-unabhéngige Apoptose
initiert. Im Vergleich dazu konnten jedoch Histon-assoziierte DNA-Fragmente bei
Behandlung mit (-)-Englerin A nach friihestens 24 h detektiert werden und durch die
Zunahme von Phosphatidylserin an der auf3eren Seite der Plasmamembran mit Hilfe der

Durchflusszytometrie verifiziert werden. Da in der vorliegenden Arbeit die Apoptosestudien
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Caspase-abhangig waren, kann eine Caspase-unabhangige Apoptose nicht ausgeschlossen
werden. In der Literatur sind Hinweise auf Caspase-unabhangige Proteasen wie z.B.
Cathepsine und Calpaine zu finden,!"*” die eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit einem
nekrotischen Zelltod stehen."" Cathepsine sind lysosomale Proteasen. In Studien mit
Mausen konnte gezeigt werden, dass eine Cathepsinaktivitat zum Tod des Kleinhirns flhrt,
wenn kein Cystatin B vorhanden ist, welches ein Inhibitor fir die Cathepsine B, H, L
darstellt."® Somit liegt die Vermutung nahe, dass Cathepsine fiir den Zelltod verantwortlich
sein kénnen. Bei Calpainen dagegen handelt es sich um eine Kalzium-abhangige Protease.
Ein weiteres Beispiel sind Brustkrebszellen, bei denen der Zelltod durch Vitamin D-induziert
wird und Caspase-unabhangig ist, aber durch Calpaine begiinstigt wird.!"®*!

Eine weitere Form des Zelltodes, die in der vorliegenden Arbeit untersucht worden ist, ist die
Autophagie, bei dem die Zelle zelleigene Bestandteile abbaut, um das Gleichgewicht
zwischen Synthese und Abbau von Zellbestandteilen zu gewahrleisten.!'*® Charakteristisch
fur die Autophagie sind vakuolenférmige Strukturen,'* die zuvor auch bei A498-Zellen bei
Behandlung mit dem Naturstoff in der Lebendzell-Mikroskopie beobachtet werden konnten.
Die Autophagie flhrt zunachst zur Ausbildung von Phagophoren, aus denen anschlieRend
Autophagosomen gebildet werden, welche schlieBlich mit Lysosomen fusionieren und zum
Abbau des Inhalts fiihren.['*]

Die Untersuchungen auf Autophagie wurden mit Hilfe der Elektronenmikroskopie von
Dr. Markus Grabenbauer und Sabine Dongard durchgefliihrt. Unter den getesteten
Bedingungen konnten fir (-)-Englerin A keine Autophagosomen und damit auch keine
Autophagie nachgewiesen werden. Der bekannte Autophagieinduktor Rapamycin dagegen
zeigte die charakteristische Ausbildung von Autophagosomen, die sich durch den Einschluss
von zellularen Organellen auszeichnet. Dieses wurde flir (-)-Englerin A-behandelte Zellen
nicht beobachtet. Hier wurden leere vakuolenférmige Strukturen gebildet.

Die Publikationen im Zusammenhang von (-)-Englerin A und der Autophagie gelangen zu
unterschiedlichen Erkenntnissen. Dabei zeigen Analysen zu Proteinen, die als Indikatoren fir
Auophagie gelten, keine Hochregulierung dieser Indikatoren bei Behandlung mit dem
Naturstoff. Allerdings handelt es sich hier, wie auch in der vorliegenden Arbeit, um relative
kurze Behandlungszeiten von 1 h mit 1 pM Englerin A.!"®"! Eine andere Publikation dagegen
zeigt die Induktion von Autophagie u.a. auch auf Proteinebene. Hier kbnnen die bereits oben
genannten Indikatorproteine wie z.B. LC3B-Il nachgewiesen werden.['® Dabei ist es wichtig
zu erwahnen, dass die Autoren die Zellen fir insgesamt 45 h mit 200 nM (-)-Englerin A
behandelt haben und der Zeitfaktor hier eine entscheidende Rolle spielen kann. Somit kann
eine Induktion der Autophagie nach relativ langen Behandlungszeiten ein maogliches

Szenario sein, was aber nach kurzen Zeiten eindeutig nicht nachgewiesen werden kann und
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in der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen wurde, da die Zellen nach langen
Inkubationszeiten bereits tot waren.

Da die Apoptose und Autophagie als Form des Zelltodes ausgeschlossen werden konnten,
wurde als letztes der Einfluss von (-)-Englerin A hinsichtlich der Nekrose untersucht. Diese
Form des Zelltodes wird durch chemische oder physikalische Beschadigungen der Zelle
hervorgerufen."*®! Charakteristisch fiir die Nekrose sind das Anschwellen und Platzen der
betroffenen Zelle. Dies flhrt zur Zerstérung der Plasmamembran und |8st als Folge eine
Entzindungsreaktion im umliegenden Gewebe aus, sodass auch andere Zellen einen
Schaden davon tragen "0 114711148]

Die Untersuchungen auf Nekrose erfolgten mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Dazu wurden
A498-Zellen mit 100 nM (-)-Englerin A fir relativ kurze Zeiten von 5 bis 30 min behandelt
und anschlielfend mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid gefarbt und analysiert. Bereits
eine finfminltige Behandlung der Zellen mit 100 nM der Substanz resultierte in bis zu
22,9 % nekrotischer Zellen und fuhrte bei einer etwas langeren Behandlungszeit von 15 min
zu einem Anteil von 35,9 % nekrotischer Zellen. Dass die Substanz Nekrose induziert, wurde
bereits von zwei Arbeitsgruppen publiziert.'®"®) |n beiden Publikationen konnte jedoch
nicht so ein starker Effekt auf die Nekrose nachgewiesen werden, wie es in der vorliegenden
Arbeit der Fall ist. Sulzmaier et al'"®") konnten einen Anteil von nur ca. 19 % nekrotischer
A498-Zellen nachweisen, allerdings bei einer relativ hohen Substanzkonzentration von 1 uM
und einer Behandlungszeit von 1 h. Die Studie von Williams et al."®! zeigt, das nach sehr
langen Behandlungszeiten von 24 und 46 h der nekrotische Anteil an A498-Zellen gerade
mal bei 4 % liegt und im Vergleich zu den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit extrem
niedrig ist. Obwohl der Anteil nekrotischer Zellen, die in den Verdffentlichungen
nachgewiesen werden konnten, unterschiedliche hoch sind, kann geschlussfolgert werden,
dass beide Publikationen und die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit miteinander
korrelieren. Alle drei Studien kommen zu dem Schluss, dass es sich bei der Form des

Zelltodes, die durch (-)-Englerin A verursacht wird um Nekrose handelt.

5.2 Identifzierung der Zielproteine von (-)-Englerin A

Fur die Identifizierung madglicher Zielproteine wurde zunachst ein
affinitadtschromatographischer Ansatz auf Basis von (-)-Englerin A-Affinitatssonden gewahlt.
Die Affinitatssonden wurden von Dr. Lea Radtke synthetisiert. Die Auswahl der Sonden
basierte auf den Analysen der Struktur-Wirkungs-Beziehung des Naturstoffes und auf einem

e. [80]

der aktiveren Naphthylderivat Die fur die Affinitdtschromatographie verwendeten

Substanzen wurden mit einem Triethylenglykol-Biotin-Abstandshalter (Linker) ausgestattet,
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um die Immobilisierung der Substanz an Streptavidin zu gewahrleisten. Bevor die Sonden fir
die affinitdtschromatographischen Versuche genutzt werden konnten, wurde deren Aktivitat
in einem Testsystem zur Zellviabiltdt Gberprift. Dabei wurde fir die als aktiv definierte
Substanz in A498-Zellen nach einer Behandlungszeit von 48 h ein ICso-Wert von 0,55 uM
ermittelt, wahrend Kontrollsubstanz einen ICso-Wert von 2,75 uyM aufwies und damit noch
relativ aktiv war. Ein Aktivitatsverlust durch Anbringung eines Linkers an aktive Substanzen

n.®° %1 Die Sonden wurden

wurde von verschiedenen Gruppen in der Literatur beschriebe
dennoch fir die affinitdtschromatographischen Experimente verwendet, da in den
vorangegangenen und den vorliegenden Studien ermittelt wurde, dass diese Position von
den moglichen Modifikationspositionen, die optimalste war und zu einer geringen
Aktivitatsabnahme fihrte. Mit diesem Versuchsaufbau wurden insgesamt 18 Proteine mit der
vergleichenden Affinitatschromatographie identifiziert die statistisch signifikant waren. Dabei
handelte es sich Uberwiegend um Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (ARS) und Septine. Erste
Validierungen der identifizierten Proteine SYEP, SYIC, Septin 2,7 und 9 mittels spezifischer
Antikdrper im Immunoblot zeigten, dass diese Proteine sowohl an die aktive Substanz als
auch an die Kontrollsubstanz binden und eine konzentrationsabhangige Verdrangung des
Proteins durch das Naphthylderivat nicht moéglich war. Damit konnten diese
Zielproteinkandidaten ausgeschlossen werden. Abschliel3end ist in diesem Versuchsaufbau
zu beachten, dass zum einen die verwendeten Sonden hinsichtlich ihrer Aktivitat nicht
optimal waren. Zum anderen berlcksichtigt diese Methode hauptsachlich mdgliche
Zielproteine, die solubilisierbar sind. Membranproteine dagegen wurden in dem gewahlten
Versuchsaufbau selten identifiziert, da diese durch fehlende Solubilitat zu einem frihen

Zeitpunkt bei der Vorbereitung der Zelllysate gréfitenteils entfernt wurden.

Kinasen sind Enzyme, die eine wichtige Rolle bei vielen Krebsarten spielen und in Patienten
haufig mutiert sind."* Aus diesem Grund wurden Kinasen als mégliche Zielproteine von (-)-
Englerin A in Erwagung gezogen. Die Hauptaufgabe von Kinasen ist die Phosphorylierung
und Modulierung von Substraten.!*® Sie stellen somit wichtige Schalter fiir viele zellulare
Prozesse dar.

In einem kommerziellen Kinase-Screen (Life Technologies) wurde der Einfluss von (-)-
Englerin A auf die Aktivitat 64 ausgewahlter Kinasen getestet. Dabei basierte die Auswahl
sowohl auf den Erkenntnissen der affinitdtschromatographischen Versuchen als auch auf
den Ergebnissen der Lebendzell-Mikroskopie. Die Kinase-Profilierung zeigte, dass (-)-
Englerin A keine der getesteten Kinasen signifikant inhibiert. Anhand dieser Ergebnisse
wurden die getesteten Kinasen als mdgliche Zielproteine nicht weiter verfolgt.

Um weitere Hinweise hinsichtlich potentieller Zielproteine zu bekommen, wurden die

Mutationen in den Nierenkrebszelllinien untersucht.!"®”! Ein Augenmerk lag auf dem Vergleich
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von Mutationen im VHL-Gen. Die Fehlfunktion des VHL-Proteins fihrt unter aeroben
Bedingungen zur Umprogrammierung des Glukose-und Energiehaushaltes. Dies aufdert sich
in einer hohen Glukoseaufnahme, einer verstarkten Glykolyse und Laktatproduktion. Die
Aktivierung von HIF-1 (hypoxia inducible factor) durch die VHL-Inaktivierung als
Transkriptionsfaktor unter aeroben Bedingungen fihrt zu dieser Umprogrammierung. Mit
Hilfe von Literaturrecherchen wurde ein Zusammenhang zwischen (-)-Englerin A als
niedermolekularer Substanz und der Inhibierung des Glukosemetabolismus ermittelt.!"¥ Um
dies zu Uberprifen wurde zunachst ein Testsystem zur Glukoseaufnahme etabliert und der
Effekt von (-)-Englerin A in A498-Zellen untersucht. Zusatzlich wurde die Laktatproduktion in
diesen Zellen gemessen. Bei der Analyse wurde festgestellt, dass die Glukoseaufnahme
durch (-)-Englerin A gehemmt war. Da aber die Zellen nach bereits kurzen
Behandlungszeiten durch Nekrose starben verfalschte dies die Ergebnisse zur
Glukoseaufnahme. Aufgrund der hohen Letalitdt wurde auch keine Abnahme in der
Laktatkonzentration gemessen. Somit konnte der Glukosemetabolismus und die damit in
Zusammenhang stehenden GLUT-Proteine als mdgliche Zielproteine ausgeschlossen

werden.

Die vorstehend ermittelten Erkenntnisse konnten noch keine mdglichen Zielproteine
identifizieren, trugen aber dennoch wichtige Erkenntnisse flr die Zielprotein-ldentifizierung
bei. Dabei konnten zwei wesentliche Schllisse gezogen werden. Erstens handelt es sich bei
(-)-Englerin A um eine schnell wirkende Substanz, die binnen Minuten selektiv den Zelltod in
Form der Nekrose in Nierenkrebszellen hervorruft. Zweitens konnten keinerlei signifikante
Proteine in den affinitdtschromatographischen Versuchen identifiziert werden. Diese
Erkenntnisse lassen zwei moégliche Hypothesen zu. Die gesuchten Zielproteine werden in so
geringen Mengen exprimiert, dass sie unter der Nachweisgrenze der gewahlten Experimente
liegen. Alternativ kdnnte es sich um Membranproteine wie z.B. lonenkanale oder G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) handeln, die fest in der Membran verankert sind und
schwer zu solubilisieren sind. Im Zusammenhang mit Nierenkrebs werden in der Literatur
zwei lonenkanale erwahnt. Der Kaliumkanal Kv10.1 (EAG1; Ether-a-go-go potassium
channel 1)"®" und der TRPC4-Kanal (Transient Receptor-Potential Cation Channel 4).I'*

Die Untersuchung des EAG-1 Kanals als mdgliches Zielprotein von (-)-Englerin A wurde am
Max-Planck Institut fir Experimentelle Medizin in Géttingen in Kollaboration mit Prof. Dr. W.
Stihmer durchgefuhrt. Elektrophysiologische Versuche in stabil mit Eag1 transfizierten
HEK293-Zellen devalidierten jedoch die Hypothese. Hier zeigte sich, dass (-)-Englerin A im
Gegensatz zu dem bekannten EAG1-Inhibitor Astemizol, keinen Effekt auf EAG1 hat. Somit

kam dieser Kanal als mogliches Zielprotein nicht in Frage.
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Da (-)-Englerin A aufgrund seiner hohen Potenz und Selektivitat als Ausgangsstoff fir die
medikamentése Behandlung von Nierenkrebs-Patienten interessant sein kodnnte, ist es
wichtig, eine Modulierung von lonenkanalen als mdgliche Nebenwirkung oder aber auch
lonenkanale als mogliche Zielproteine im Herzen zu vermeiden. Ob (-)-Englerin A einen
inhibierenden Einfluss auf lonenkanadle im Herzen hat wurde durch elektrophysiologische
Messungen (Millipore) untersucht. Dabei wurde keine signifikante Inhibierung von acht
ausgewahlten lonenkanalen durch (-)-Englerin A festgestellt. Eine maximale Inhibierung von
15 % wurde fir den hERG-Kanal gezeigt und wurde aufgrund der verwendeten hohen
Substanzkonzentration von 1 yM vernachlassigt.

Der zweite lonenkanal der untersucht wurde war der nicht-selektive Ca?*-permeable Kanal
TRPC4.1"%! TRPC4 kontrolliert im Nierenkrebs die Thrombospondin-1 (TSP1) Sekretion und
die Angiogenese.!"® Die Sekretion des Angiogenese-Inhibitors TSP1 ist im Vergleich zu
normalen Nierenzellen deutlich niedriger und tragt zur Angiogenese bei. Aulerdem konnte
eine beeintrachtigte Ca?*-Aufnahme in Nierenkrebszellen beobachtet werden, die im
Zusammenhang mit einer geringen TRPC4-Expression steht. Eine geminderte TRPC4-
Expression in Nierenkrebszellen resultiert demnach in einer TSP1-Retention und einer
gestdrten Sekretion des Antagonisten.!®?

Da zu diesem Zeitpunkt die Untersuchung des TRPC4-Kanals nicht mdglich war fiel die
Auswahl auf TRPC5, welches zu 65 % mit TRPC4 identisch ist!'®*! und sowohl strukturell als
auch funktionell sehr ahnlich ist."® Daher erfolgten die ersten Untersuchungen zu dem
Effekt des Naturstoffes zunachst auf TRPC5-Kanale. Der Einfluss von (-)-Englerin A wurde
mit einem zellbasierten Testsystem analysiert, dass mit Hilfe eines intramolekularen
Kalziumsensors die intrazellulare Ca”**-Konzentration detektieren kann. Hierzu wurden mit
TRPCS5 stabil transfizierte CHO-Zellen verwendet. Die Zugabe von (-)-Englerin A zu den
stabil transfizierten CHO-Zellen zeigte eine fiinffach erhdhte intrazellularen Ca®-
Konzentration, welche konzentrationsabhangig war. Ein gesattigter Zustand der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration wurde bereits bei einer Substanzkonzentration von
100 nM erreicht. Der ermittelte ACso-Wert lag bei 12 nM. Dies deutete auf eine hohe Affinitat
zwischen(-)-Englerin A und TRPC5 hin. In Abwesenheit von Kalzium hatte (-)-Englerin A
kaum einen Effekt auf die intrazelluldre Ca*-Konzentration. Dass der gemessene
Kalziumanstieg tatsachlich in Zusammenhang mit dem TRPC5-Kanal steht, wurde durch
weitere Kontrollexperimente Uberprift. Unter anderem wurde ein selbstetabliertes
Testsystem zur intrazellularen Kalziummessung genutzt. Dabei zeigten CHO-Zellen, die
nicht mit TRPC5 stabil transfiziert waren, keine deutliche Veranderung der intrazellularen
Ca?*-Konzentration nach Zugabe von (-)-Englerin A. Damit konnte bestétigt werden, dass die

Effekte der Substanz tatsachlich auf die Uberexpression des TRPC5-Kanals zurlickzufiihren
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sind. Anhand dieser Versuchsreihe gelang es zum ersten Mal (-)-Englerin A einen Effekt als

Aktivator von TRPC5 nachzuweisen.

Da (-)-Englerin A eine 1000-fach hoéhere selektive Wachstumsinhibierung in
Nierenkrebszelllinien als im Vergleich zu anderen Krebszelllinien zeigt,”® wurde der Einfluss
der Substanz auf die intrazelluldre Ca**-Konzentration in Nierenkrebszellen getestet. Fiir den
Test wurden A498-Zellen untersucht, die bei Zugabe von (-)-Englerin A einen 2-3-fachen
Anstieg der intrazelluldren Ca®**-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle zeigten. Auch hier
hatte die Substanzzugabe in Abwesenheit von Ca®* keinen Effekt auf die intrazelluldre Ca**-
Konzentration und belegt, dass (-)-Englerin A in Anwesenheit von Ca?* fiir den beobachteten
Anstieg der Ca?*-Konzentration verantwortlich ist. Hier ist zu beachten, dass die intrazellulare
Ca?*-Konzentration einen Anstieg von dem 2-3-fachen der Kontrolle zeigte (im Vergleich zur
funffachen in den CHO-TRPC5-Zellen). Bei den A498-Zellen handelt es sich um Zellen mit
endogen exprimierten Kanalen und nicht wie im Fall der CHO-Zellen, um artifiziell
modifizierte, die den TRPC5-Kanal Uberexprimierten, sodass nicht nur Homomere sondern
auch heteromere Kanale gebildet wurden und somit der Anstieg der intrazellularen Ca®*-
Konzentration geringer war. Aul’erdem konnte zu diesem Zeitpunkt noch keine Aussage
getroffen werden, welche lonenkanale in A498-Zellen flr den Kalziumanstieg verantwortlich
waren. Dass (-)-Englerin A zu einer Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-Konzentration in

A498-Zellen fiihrt, wurde bereits zuvor in der Literatur beschrieben.['®"]

Daher war es zunachst notwendig, die Expression von TRPC4/5 in den zu untersuchenden
Zellen zu (berprifen. Die Uberpriifung erfolgte in den Nierenkrebszelllinien und der
Brustkrebszelllinie HS578-T, da das Testsystem zur Zellviabilitdt ganz deutlich zeigte, das
auch die Brustkrebszelllinie durch (-)-Englerin A beeinflusst wird. Dabei war es sehr wichtig
den gemeinsamen Faktor zu bestimmen, der diese Zelllinien gegentber der Substanz so
sensitiv macht. Zusatzlich wurde die HEK393-Zelllinie untersucht und diente als Kontrolle, da
(-)-Englerin A hier keinen Effekt zeigt.®!

Die Expressionsanalysen zeigten, dass TRPC4 in fast allen getesteten Nierenkrebszelllinien
stark exprimiert wird. Lediglich die SN12-C-Zellen zeigten eine sehr schwache Expression
des Kanals. TRPC4 konnte zusatzlich in der Brustkrebszelllinie nachgewiesen werden und
lieferte damit den ersten Hinweis auf eine Gemeinsamkeit. Das fur HEK293-Zellen unter den
getesteten Bedingungen kein TRPC4 nachgewiesen werden konnte, korreliert damit, dass
diese Zellen gegeniber dem Naturstoff nicht sensitiv sind, wenn man davon ausgehen kann,
dass der TRPC4-lonenkanal flr die Sensitivitat verantwortlich ist. Im Vergleich dazu kann
zunachst fir keines der untersuchten Zelllinien eine TRPC5-Expression nachgewiesen

werden. Das bedeutete allerdings nicht, dass TRPC5 nicht exprimiert wurde, sondern nur,

128



Diskussion

dass es unter den getesteten Bedingungen nicht detektiert werden konnte und eventuell
unter der Nachweisgrenze lag.

Da TRPC4 in allen getesteten Krebszelllinien nachgewiesen werden konnte, war es
interessant zu Uberprifen welche Form von TRPC4 exprimiert wird. Literaturrecherchen
ergaben, dass ungefahr 10 Splicevarianten bekannt sind von denen TRPC4 a und TRPC4 3
am starksten exprimiert und funktionell charakterisiert sind.'®®'¢71%8 Dapej ist die B-

Variante um 84 Aminosauren kiirzer als die a-Variante.['®®

Die Expressionsstudien zu
TRPC4a/B auf mRNA-Ebene erfolgten in den Nierenkrebszelllinien, der Brustkrebszelllinie
HS578-T und HEK-293-Zellen mittels PCR. Dabei konnte TRPC4a in fast allen
Nierenkrebszelllinien nachgewiesen werden, wobei der Nachweis lediglich fir TK-10-Zellen
nicht erbracht wurde. Eine starke Expression der a-Form zeigten insbesondere die Zelllinien
A498, UO-31 und HS578-T. Auch HEK-293-Zellen, die gegenlber (-)-Englerin A nicht
sensitiv sind, wiesen eine relativ starke TRPC4a-Expression auf. Die TRPC43-Expression
gegeniber der a-Form war tUberwiegend schwach, wobei auch hier keine Expression fir TK-
10-Zellen nachgewiesen werden konnte. Die Zelllinien UO-31, SN12-C und HS578-T zeigten
eine relativ starke Expression der [(B-Form. Dagegen zeigten alle anderen getesteten
Zelllinien eine geringe bis sehr schwache Expression. Dabei konnte festgestellt werden, dass
unter den getesteten Bedingungen tUberwiegend die TRCP4a-Form detektiert wurde.

Dennoch ist es wichtig zu beachten, dass es sich hierbei um die Expression beider Varianten
auf mRNA-Ebene handelt und diesen Erkenntnissen keine Quantifizierung der Expression
zugrunde liegt. Eine Quantifizierung mit Hilfe der RT-PCR war nicht méglich, da sich die
beiden Varianten um 84 Aminosauren unterscheiden, bei denen es sich um eine Verklrzung
handelt und es somit nicht mdglich war ein zweites spezifisches Oligonukleotid-Paar fir
TRPCA4( herzustellen. Die Expression konnte nicht auf Proteinebene untersucht werden, da
es zum Zeitpunkt der Analysen keine spezifischen Antikérper zu Unterscheidung der a-und
B-Form gab. Aus der Literatur ist bekannt, dass die TRPC4-Splicevarianten trotz der grof3en
Ahnlichkeit im Wirkmechanismus und der biophysikalischen Eigenschaften sich stark in ihrer
Regulierung unterscheiden.!"*® Insbesondere fiir TRPC4B konnte eine starkere Aktivierung
durch Phospholipase C-gekoppelte Rezeptoren im Vergleich zu TRPC4a gezeigt werden.
Aullerdem konnten die Autoren belegen, dass die Co-Expression von TRPC4a-und
TRPC43-Untereinheiten zur Bildung von Homo-und Heteromultimeren mit vergleichbarer
Effizienz fuhrt. Um verschiedene Varianten von Heteromultimeren zu erhalten wurden
TRPC4a-und B in verschiedenen molaren Verhaltnissen exprimiert. TRPC4( wird in
Gegenwart von TRPC4a mit einer mehr als zweifach héheren Kooperativitat inhibiert und
deutet darauf hin, dass es sich hierbei um einen dominant-negativen Effekt von TRPC4a-
Untereinheiten in heteromultimeren TRPC4-Kanalen handelt. Des Weiteren konnte gezeigt

werden, dass die Verkirzung von TRPC4a im C-Terminus die Kanalaktivitat wieder
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vollstandig herstellt. Somit wurde demonstriert, dass TRPC4B-Untereinheiten Rezeptor-
abhangig regulierte homomultimere Kanale bilden und TRPC4a eine autoinhibitorische

Domane im C-Terminus besitzt, die eventuell weitere regulatorische Mechanismen benétigt.

5.2.1 TRPC4/5- Regulatoren der intrazelluldren Ca*'-

Homoostase

TRPC-Proteine sind nicht-selektive Ca?*-permeable Kanale, die fiir vielzdhlige zelluldre
Funktionen verantwortlich sind.!"®”! Die TRPC-Familie besteht aus 7 Unterfamilien (TRPC1-
TRPC7)," wobei alle Mitglieder dieselbe Topologie teilen.'*® Sie bestehen aus sechs
Transmembrandoméanen (TM1-TM6) und besitzen eine Porenregion, die sich zwischen TM5
und TM6 befindet.!"" TRPC4 wird in verschiedenen Organen und Zelltypen exprimiert wie
beispielsweise in unterschiedlichen Neuronen, im kardiovaskularen System, in Mastzellen
und Nierenzellen,!"®® wahrend TRPC5 (iberwiegend im Gehirn exprimiert wird.!"*” Eine eher
geringe TRPC5-Expression ist in peripheren Organen wie beispielsweise Leber, Herz und
Niere vorzufinden.''® TRPC4 und TRPC5 sind zu 65 % identisch und sowohl strukturell als

auch funktionell sehr dhnlich.['®®

Unter den zahlreich identifizierten Splicevarianten von TRPC4 werden TRPC4a- und  am
starksten exprimiert und sind am besten funktionell charakterisiert. Sowohl endogene als
auch rekombinante TRPC4-Kanéle unterscheiden sich in ihrer Permeabilitdt und anderen
biophysikalischen Eigenschaften sehr stark voneinander, die z.B. auf Unterschiede der
Kanal-Komposition basieren kénnen.['®® Dabei stellen sie entweder Speicher-abhangige
Kanéle (store-operated channels) mit einer starken Ca?**-Selektivitat (Abbildung 5.1) oder
Nichtspeicher-abhéngige Kanéle (non-store-operated channels) dar, die hauptséchlich Na*
transportieren und durch Gag-und/oder Gai-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden. Kanale,
die TRPC4 enthalten flihren, zu einem durch einen Agonisten induzierten Kalziumioneninflux.
Dies kann direkt oder auch indirekt durch Depolarisierung und Aktivierung spannungs-

%9 Veranderungen der intrazelluldren Ca*-

gesteuerter Kalziumkandle geschehen.!
Konzentration spielen eine wichtige Rolle in zellularen Prozessen. Zu diesen Prozessen
gehoéren neben der Muskelkontraktion auch die Transmitterfreisetzung, die Zellproliferation,
die Gentranskription und der Zelltod.”®® TRP-Kanale kdénnen durch verschiedene Stimuli
aktiviert werden. Hierzu zahlen intra- oder extrazellulare Botenstoffe, chemischer,
mechanischer oder osmotischer Stress und auch der Ca®-Gehalt der internen
Kalziumspeicher. Der Aktivierungsmechanismus kann Uber Rezeptoren, Liganden oder Uber

eine direkte Aktvierung erfolgen.
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Abbildung 5.1: Aktivierung von Speicher-abhangigen TRPC-Kanalen (modifiziert nach Clapham, 2003)[20”

Die Aktivierung von GPCRs oder Tyrosinkinase-Rezeptoren durch einen Liganden fuhrt zur Aktivierung von PLC,
die PtdinsP2 in DAG und in InsP3 hydrolysiert. Wahrend DAG in der Membran verbleibt, aktiviert InsP3InsP3R in
der Membran des ERs. Dies resultiert in der Freisetzung von Ca?* aus dem ER und filhrt zu einer
Oligomerisierung von STIM1, welches dann TRPC- und Orai-Kanéle aktiviert und im Ca®*-Influx resultiert.
GPCRs: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, PLC: Phospholipase C, PtdinsP2: Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat, DAG: Diacylglycerol InsP3: Insositol-1,4,5-trisphosphat, InsP3R: Insositol-1,4,5-trisphosphat-
Rezeptor, ER: Endoplasmatisches Retikulum, SERCA: Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase,
TRPC: Transient receptor potential canonical ion channel, STIM1: Stromal interaction molecule 1

Bei der Signaltransduktion durch Rezeptoren aktivieren GPCRs oder Tyrosinkinasen
Phospholipase C (PLC), welche wiederum TRP-Kanéle auf verschiedene weisen aktivieren
kann. Bei Speicher-abhangigen Kanalen erfolgt eine Kommunikation zwischen dem ER und
der in der Plasmamembran lokalisierten TRPC-Kanalen. Dabei werden TRPC- und Orai-
Kandle durch den Kalziumsensor STIM1 (Stromal interaction molecule 1) im
endoplasmatischen Retikulum reguliert. Orai-Kanale stellen eine wichtige Komponente bei
der Aktivierung von Speicher-abhangigen Kanalen dar.”®? Die Aktivierung durch Liganden
kann entweder exogen durch niedermolekulare synthetische Substanzen (z.B. Capsaicin),
aber auch durch Naturstoffe erfolgen. Endogene Liganden stellen Lipide oder Produkte aus
dem Lipidmetabolismus (z.B. Diacylglycerole) dar. Weitere Liganden k&nnen Purin-
Nukleotide und deren Metabolite sein (z.B. ADP-Ribose). Insbesondere anorganische lonen
wie Ca®" und Mg®" spielen eine wichtige Rolle bei der Kanalaktivierung. Eine direkte
Aktivierung kénnen mechanische Stimuli, Temperatur oder die Phosphorylierung des Kanals

hervorrufen. Auch andere zelluldare Signalmechanismen, welche beispielsweise durch
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Ca?*/Calmodulin reguliert werden, kénnen die Kanalaktivitit modulieren.”®® TRPC4 kann
durch verschiedene Agonisten und Antagonisten beeinflusst werden. Eine relativ neue
Substanz, die als Antagonist agiert ist, ML204.2° ML204 inhibiert sowohl endogene als auch
rekombinante TRPC4-Kanale mit einem ICso-Wert im niedrigen mikromolaren Bereich und
hat keinen Einfluss auf die meisten Spannungs-gesteuerten Kanale und andere TRP-Kanale
mit Ausnahme von TRPC5 und TRPC3. Kanale die heterolog exprimierte TRPC4- und
TRPC5-Kanéle beinhalten, kdnnen spezifisch durch Lanthanoide aktiviert werden, wahrend
Kanale, die native TRPC4-Proteine enthalten, inhibiert werden kénnen.

Studien in Knock-Out-Mausen zeigen, dass TRPC4-Kanale eine Schlisselrolle im Ca?*-
Einstrom spielen, welche z.B. fir die Funktion von makro- und mikrovaskularen
Endothelzellen®2%l oder auch fiir die Neurotransmitterfreisetzung im Thalamus,?’"!
notwendig sind.

Des Weiteren ist TRPC4 in verschiedene zelluldre Prozesse involviert. Hierzu zahlen
beispielsweise die Regulierung des Neuritenwachstums und der Neuritenexozytose.?%®
Studien zeigen, das TRPC4 eventuell im Kleinhirn von Ratten fiir die akkurate Entwicklung
von Kornerzellen verantwortlich ist, wobei dies in vivo noch nicht vollstandig untersucht
ist.?%! AuRerdem spielt TRPC4 eine wichtige Rolle bei akuten neuronalen Verletzungen in
der zerebralen Ischamie®®'® und wird als mégliches Zielprotein gesehen, dessen Inhibierung

eine zerebrale Ischamie verhindern konnte.?'"

5.3 Validierung der Zielproteine TRPC4/5

Da eine TRPC4-Expression in den Nierenkrebszellinien und der Brustkrebszelllinie HS578-T
nachgewiesen werden konnte und TRPC5 zu 65 % identisch mit TRPC4 ist,""® wurden
zunéchst die (-)-Englerin A-Effekte auf die intrazellulare Ca?*-Konzentration untersucht. Die
Untersuchung der lonenkanale erfolgte in Kooperation mit Prof. Dr. D.J. Beech (Universitat
Leeds, Grolbritannien). Der im Folgenden hierzu verwendete Versuchsaufbau zur
Bestimmung der intrazellularen Ca®*-Konzentration wurde von M.Sc. H. J. Gaunt und die
elektrophysiologischen Versuche von M.Sc. H. J. Gaunt, Prof. Dr. D.J. Beech und Prof. Dr.
Katsuhiko Muraki durchgefihrt.

Fir Untersuchungen des (-)-Englerin A-Einflusses auf die intrazelluldre Ca?*-Konzentration
wurden genetisch modifizierte HEK293-Zellen untersucht, die stabil mit TRPC4 oder TRPC5
transfiziert waren. Die Expression des gewinschten lonenkanals erfolgte durch Induktion mit
Tetrazyklin. Zellen, die nicht mit Tetrazyklin induziert waren dienten als Kontrolle. Nach
Beladung der Zellen mit dem Kalziumsensor wurde (-)-Englerin A hinzugefligt und die
intrazellulare Ca?* Konzentration detektiert. Hier konnten die Effekte, die zuvor in CHO-
TRPC5-Zellen beobachtet wurden, bestatigt werden. HEK293-Zellen die TRPC4 oder
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TRPCS5 Uberexprimierten (HEK293-TRPC4 und HEK293-TRPC5) zeigten einen deutlichen
Anstieg der intrazellularen Ca®**-Konzentration bei einer Substanzkonzentration von 100 nM.
Damit wurde zum ersten Mal nachgewiesen, dass der Naturstoff diesen Effekt nicht nur auf
TRPC5 sondern auch auf TRPC4 hat. Fur beide lonenkanale konnte ein 3-4-facher Anstieg
der Ca*-Konzentration im Vergleich zu Kontrolle gemessen werden. Um die Aktivitat und
Potenz der Verbindung in TRPC4/5 zu bestimmen, wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt,
die ECso-Werte im niedrigen nanomolaren Bereich (11,2 nM fir TRPC4 und 7,6 nM flr
TRPC5) aufwiesen, welches die hohe Potenz der Verbindung bestatigt. Es wurde deutlich,
dass (-)-Englerin A einen starken Einfluss auf die Kalziumhomd&stase hat, der sich im Anstieg
der intrazelluldren Ca®*-Konzentration &uRerte und offensichtlich durch TRPC4/5-Kanale
vermittelt wurde. Es wurden weitere TRP-lonenkanale auf die Modulation von (-)-Englerin A
getestet. Hierzu wurden Zelllinien verwendet, die TRPC6-, TRPM2- und TRPV4-Kanale
Uberexprimierten, welche mit unterschiedlichen Substanzkonzentrationen inkubiert wurden.
Die Behandlung mit (-)-Englerin A zeigte keine Zunahme der intrazelluliren Ca*-
Konzentration und bestatigte dadurch die selektive Wirkung von (-)-Englerin A fir TRPC4/5-
Kanale.

Auch flr A498-Zellen wurde der gleiche Effekt wie fir HEK293-TRPC4/5 beobachtet. Hier
konnte eine Zunahme der Ca®*-Konzentration nachgewiesen werden, wobei der ECs-Wert
bei 9,5 nM lag und ungefahr dem in den HEK293-TRPC4/5 ermittelten Wert entsprach. In
Folgeexperimenten konnte die Herkunft der Kalziumionen ermittelt werden. Dabei kann das
Kalzium aus internen Speichern der Zelle oder aus dem extrazellularen Bereich stammen.
Bei Behandlung von Zellen in Abwesenheit von extrazelluldrem Ca?* wurde kein
intrazelluldrer Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration beobachtet. Dagegen konnte fiir
die Kontrolle in Anwesenheit von extrazelluldrem Kalzium eine starke Zunahme der
intrazelluldren Ca*-Konzentration detektiert werden. Diese Ergebnisse zeigten, das (-)-
Englerin A keine Freisetzung von Kalzium aus den internen Kalziumspeichern wie z.B. aus
dem ER (Endplasmatisches Retikulum) bewirkt und die Kalziumionen aus dem
extrazelluldrern Bereich stammen und es sich somit Kalziuminflux handelt.

Die bisherigen Erkenntnisse zeigten, dass (-)-Englerin A eine potenter Aktivator von
TRPCA4/5 ist und einen starken Einfluss auf den Kalziuminflux in HEK293-TRPC4/5 hat. Eine
weitere wichtige Frage war, ob der Naturstoff selektiv fiir die beiden lonenkanale ist oder ob
eventuell auch andere lonenkanale beeinflusst werden. Fir die Klarung dieser Frage wurden
elektrophysiologische Versuche mittels patch clamp-Technik durchgefiihrt. Die Messungen
der lonenstrome bei Zugabe von (-)-Englerin A erfolgte an HEK293-TRPC4-Zellen. Als
Kontrollsubstanz wurde ML204 verwendet, welches einen bekannten Antagonisten fir
TRPC4/5 darstellt.'® Fir die Versuchsreihen wurde ein outside-out-patch verwendet, bei

dem nur ein Teil der Plasmamembran herausgel6st wird und sich die intrazellulare Seite der
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Membran in der Pipette befindet. Dieses war notwendig um zu Uberprifen, ob (-)-Englerin A
einen Einfluss auf die Kandle von der intrazelluldren Seite der Plasmamembran hat. Die
Substanzen wurden zunachst intrazellular verabreicht und die lonenstréme fir einige
Minuten gemessen. Die intrazellulare Zugabe von (-)-Englerin A flhrte zu keiner Aktvierung
der TRPC4-Kanale. Die extrazellulare Zugabe von Englerin A in Lésung dagegen, zeigte
bereits bei einer (-)-Englerin A-Konzentration von 100 nM einen starken Stromfluss durch die
Membran, wobei der Effekt 2-3 Minuten anhielt bevor die Substanz aus der Lésung
herausgewaschen wurde. Die erneute Zugabe des Naturstoffes flihrte zum selben Effekt und
zeigte, dass diese reproduzierbar sind. Der Einfluss des Naturstoffes konnte durch den
Antagonisten ML204 kompetitiert werden, welcher zu einer sofortigen Abnahme des
lonenstroms flhrte. Die zeigte, dass (-)-Englerin A TRPC4-Kanéle selektiv und spezifisch
aktiviert, da die Effekte durch den TRPC4/5 Antagonisten aufgehoben wurden. Eine weitere
wichtige Erkenntnis war, dass der Naturstoff wahrscheinlich reversibel an die Kanale bindet,
da der Effekt durch das Auswaschen von (-)-Englerin A reduziert werden konnte und zum
anderen durch ML204 aufgehoben wurde. AuRerdem kann geschlussfolgert werden, dass (-
)-Englerin A die Kanale an der extrazellularen Seite der Plasmamembran aktiviert, da es sich
hierbei um einen outside-out-patch handelte und die Substanz extrazellular in Lésung
verabreicht wurde. Fir die exakte Bestimmung der Bindestelle von (-)-Englerin A an TRPC4
ist die Kristallstruktur von TRPC4 nétig, die bisher noch nicht publiziert ist. Dass es sich hier
wirklich um die Aktivierung von TRPC4 handelt, konnte durch den Verlauf der Strom-
Spannungs-Kurve verifiziert werden. Dabei wird der Zusammenhang zwischen dem
Membranpotential und dem Strom, welcher durch den lonenkanal fliel3t, untersucht. Hierzu
wurden HEK293-TRPC4-Zellen gepatcht (whole cell patch) und mit (-)-Englerin A behandelt
und anschlieBend der Stromfluss bei unterschiedlichen Spannungen gemessen. Die
Messungen der Strom-Spannungs-Kurve flr den Naturstoff zeigten eine flir TRPC4 typische
“Sesselform®, die praktisch den “Fingerabdruck® fir TRPC4- und nahe verwandte Kanale
darstellt.['"" (1721 1173]

Um auch die Selektivitat der Substanz fir TRPC4 in Nierenkrebszellen zu untersuchen,
wurden A498-Zellen verwendet. Bei Behandlung der Zellen mit 100 nM der Substanz konnte
eine deutliche Zunahme im Stromfluss durch die Membran detektiert werden, welcher auch
hier durch die Zugabe des Antagonisten ML204 aufgehoben werden konnte. Da es sich um
endogene TRPC4-lonenkanéle handelt, waren die lonenstréme nicht so stark wie in den
zuvor untersuchten HEK293-TRPC4-Zellen. Die flr die A498-Zellen gemessene Strom-
Spannungs-Kurve unterschied sich von der zuvor beobachteten TRPC4-Sesselform in
HEK293-TRPC4-Zellen. Eine mdgliche Erklarung dafiir liefert die Literatur.'”? '8 Es jst
bekannt, dass TRPC1-Kanéale nicht in der Lage sind selbstandig funktionale lonenkanale zu

formen, sondern diese gemeinsam mit TRPC4 als Heterotetramere bilden, sodass ein
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TRPC4-typischer “Fingerabdruck® hier nicht sichtbar wird. Dieses wurde durch die
Verwendung von HEK293-TRPC4 Zellen Uberprift, die durch eine transiente Transfektion
TRPC1 exprimierten. So konnte eine Heterotetramerbildung von TRPC4 mit TRPC1
sichergestellt werden. Fir die Messungen wurde die gesamte Zelle gepatcht (whole-cell-
patch) und nach Substanzzugabe die lonenstrome gemessen und auch eine Strom-
Spannungs-Kurve erstellt. Bei der Zugabe von (-)-Englerin A konnten ahnliche Stréme wie in
den zuvor gemessenen A498-Zellen detektiert werden, die wieder durch die Zugabe von
ML204 inhibiert wurde. Auch die fir HEK293-TRPC4/1 ermittelte Strom-Spannungs-Kurve
entspricht nicht der typischen TRPC4-Sesselform und stimmt mit der Strom-Spannungs-
Kurve der A498-Zellen Uberein. Dies war ein Hinweis darauf, das TRPC4 gemeinsam mit
TRPC1 Heterotetramere in A498-Zellen bildet und (-)-Englerin A diese aktiviert.

Um festzustellen, ob es eine Interaktion zwischen TRPC4 und TRPC1 gibt, wurden Co-
Immunprazipitationen (Co-IP) durchgefiuhrt. Da weitere Literaturrecherchen eine Hinweis
darauf gaben, dass es mdglicherweise auch eine Heterotetramerbildung zwischen TRPC4/1
und TRPC5 gibt,""""M""® wurde auch diese Interaktion untersucht. Die Untersuchungen
wurden an A498- und den ebenfalls (-)-Englerin A gegenliber sensitiven HS578-T-Zellen
unter der Verwendung eines spezifischen TRPC4-Antikérpers durchgefiihrt. Es konnte eine
Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und TRPC5 fur beide Zelllinien nachwiesen werden. In
den Proben der Co-IP mit TRPC4-Antikorper konnte eine deutliche Anreicherung sowohl von
TRPC1 als auch fiir TRPC5 nachgewiesen werden. Das Vorhandensein fir TRPC5 in beiden
Lysaten wurde erst durch Anreicherung erbracht, da das Protein in Lysaten zuvor nicht
nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis von TRPC1 und TRPC5 deuten auf eine
Interaktion mit TRPC4 hin und bestatigen die Ergebnisse der patch clamp Versuche fir
A498- und HEK293-TRPC4/1-Zellen, die wohiméglich aufgrund dieser Interaktion eine flr
TRPCA4-typische “Sesselform® nicht zeigen. Obwohl keine Aussage Uber die
Zusammenstellung der lonenkanéle flr eine Heterotetramerbildung gemacht werden kann
belegt diese Versuchsreihe die Interaktion von TRPC4 mit TRPC1 und TRPCS5.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob (-)-Englerin A TRPC4/5-Kanéle direkt oder indirekt
aktiviert. Aus der Literatur ist bekannt, dass TRPC4/5-Kanéle Uber GPCRs aktiviert werden
kénnen " M7CHTT ym Zy {iberpriifen ob (-)-Englerin A TRPC4/5-Kanale via GPCRs aktiviert,
wurden HEK293-TRPC4-Zellen verwendet, die mittels eines outside-out-patches untersucht
wurden. Daflr wurden Zellen mit GDP-B-S, einem nicht hydrolisierbaren GDP Analogon,
behandelt, welches alle GPCRs inhibiert. Die Zugabe von (-)-Englerin A sowie ML204
erfolgte an der extrazellularen Seite der Plasmamembran. Trotz GPCR-Inhibierung wurden
nach Zugabe von 100 nM (-)-Englerin A starke lonenstrOme gemessen, die durch die
wiederholte Zugabe der Substanz ausgelést wurden. Auch hier wurde der Effekt durch den

Antagonisten ML204 wieder aufgehoben. Die wichtige Erkenntnis aus diesem Versuch ist,
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dass die Aktivierung des lonenkanals durch (-)-Englerin A nicht GPCR-abhangig ist. Somit
konnten GPCRs als direkte Zielproteine von (-)-Englerin A ausgeschlossen werden. Um
diese Ergebnisse zu validieren, wurde zusatzlich eine Profilierung ausgewahlter GPCRs in
vitro durchgeflihrt. Dabei bewirkte (-)-Englerin A weder eine aktivierende noch inhibierenden
Wirkung auf diese GPCRs. Der GPCR, der am starksten durch (-)-Englerin A inhibiert wurde
(34,8 %) war GPR109A (Hydroxycarboxylic acid receptor 2). Allerdings wurde GPR109A
aufgrund der verwendeten hohen Substanzkonzentration von 1 uM nicht weiterverfolgt. Die
Ergebnisse der elektrophysiologischen Versuche und die GPCR-Profilierung schlielen
GPCRs als magliche direkte Zielproteine aus.

Die elektrophysiologischen Versuche und auch die zellbasierten Testsystem zur
intrazelluldren Ca?*-Konzentration zeigten, dass TRPC4/5-Kandle Zielproteine von (-)-
Englerin A sind. Um zu Uberprifen ob die bisher untersuchten Nierenkrebszelllinien und
auch die Brustkrebszelllinie HS578-T aufgrund von TRPC4/5 eine Sensitivitat gegentber (-)-
Englerin A zeigten, wurden Uberexpressionsstudien an HEK293T-Zellen durchgefiihrt, die
normalerweise gegeniber der Substanz keine Sensitivitdt zeigen und TRPC4/5 nicht
exprimieren. Fur den Versuch wurden HEK293T-Zellen transient mit TRPC4 oder TRPCS5
transfiziert (HEK293T-TRPC4 und HEK293T-TRPCS5) und anschlieBend der (-)-Englerin A-
Effekt auf die Zellviabilitdt untersucht. Die Zellviabilitdt in HEK293T-TRPC4/5-Zellen nahm
bei einer konzentrationsabhangigen Behandlung mit (-)-Englerin A bis zu 50 % ab. Dadurch
gelang es eine nicht sensitive Zelllinie gegentiber dem Naturstoff sensitiv zu gestalten und
bestatigte dass die TRPC4/5 Expression ausschlaggebend fir die (-)-Englerin A Sensitivitat
ist. Die Effekte konnten auch in der Lebendzell-Mikroskopie bestatigt werden. Die
Echtzeitaufnahmen zeigten, dass (-)-Englerin A bereits nach kurzer Zeit eine zytotoxische
Wirkung auf die HEK293T-TRPC4/5-Zellen hat. Wie auch bereits fir die A498-Zellen
beobachtet, rundeten sich die Zellen schnell ab und verweilten Uber die gesamte Zeit in
diesem Zustand bevor sie dem Zelltod erlagen. Dieser Einfluss konnte auch flr A498-Zellen
beobachtet werden und bestatigen die Messergebnisse zur Zellviabilitat.

Es kann festgehalten werden, dass (-)-Englerin A in A498-Zellen endogene TRPC4/1 Kanale
aktiviert, somit einen starken Kalziuminflux férdert und in kirzester Zeit Nekrose induziert.
Diese Fakten fiihrten zu der Annahme, dass der durch (-)-Englerin A verursachte
Kalziuminflux zu einer Kalziumulberladung der Zelle flhrt und dies im Zelltod durch Nekrose
resultiert. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass hohe intrazellulare Ca®*-Konzentrationen
zum Zelltod fiihren kénnen.'"” Ein direkter Zusammenhang zwischen TRPC4/5 und einer
Ca?*-Uberladung, welche zum Zelltod fiihrt ist in der Literatur beschrieben.!"® Dabei wurde
durch den Austausch von Glycin gegen Serin in einer konservierten Domane von TRPC4/5,
TRPC4- und TRPC5-Mutanten hergestellt, die bei Expression konstitutiv gedffnet sind. Die

dauerhaft gedffnete Konformation der Mutanten fiihrt zu einem nicht kontrollierten Ca?*-
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Einstrom, wodurch die Zellen dem Zelltod unterliegen. Bei der Kultivierung der Mutanten in
Anwesenheit steigender Konzentrationen von EGTA konnte die Konzentration an freiem
extrazellularen Ca®" reduziert werden, sodass unter diesen Bedingungen die Zellen, die
TRPC4/5-Mutanten exprimierten, Uberleben konnten. Damit wurde demonstriert, dass ein
permanenter Ca®*-Influx in einer Ca?*-Uberladung resultiert und letztlich zum Zelltod fiihrt.
Die Uberprifung dieser Hypothese im Hinblick auf den (-)-Englerin A-Wirkmechanismus
erfolgte in zwei voneinander unabhangigen Versuchen in A498-Zellen. In einem der
Versuche wurde EGTA verwendet, welches ein Kalzium-Chelator darstellt und gemeinsam
mit (-)-Englerin A appliziert wurde. Der andere Versuch basierte auf zwei verschiedenen
extrazellularen CaCl,-Konzentrationen (1,8 mM und 180 pM), in denen die Zellen 24 h zuvor
kultiviert wurden und anschlieend die Substanzzugabe erfolgte.

Mit beiden Versuchen wurde gezeigt, dass die eingesetzten Ca?-Konzentrationen in
Abhangigkeit von (-)-Englerin A einen Einfluss auf die Zellviabilitdt haben. Die Verwendung
von EGTA zusammen mit 100 nM (-)-Englerin A zeigte einen konzentrationsabhangigen
abmildernden Effekt, sodass eine Zunahme der Zellviabilitat bis zu 70 % im Vergleich zu (-)-
Englerin A alleine beobachtet wurde. Hier wurden die Ca**-lonen durch EGTA gebunden und
der Einstrom in die Zelle verhindert und somit eine Reduktion der Zellviabilitdt vorgebeugt.
Der Einsatz verschiedener Ca**-Konzentrationen fiihrte zu einem &hnlichen Effekt auf die
Zellviabilitat. Die Verwendung von 180 uM CaCl, statt 1,8 mM resultierte in einer
Verschiebung der Kurve zur Zellviabilitat in A498-Zellen. Der ICso-Wert flr (-)-Englerin A
stieg von urspringlichen 7,5 nM (bei 1,8 mM CaCl,) auf 77,7 nM und zeigte ganz deutlich,
das sich eine hohe Ca*-Konzentration negativ auf die Zellviabilitat auswirkte. Hier konnte ein
Zusammenhang zwischen den durch (-)-Englerin A hervorgerufenen Kalziuminflux und der
Zellviabilitat festgestellt werden. Die Hypothese, dass der starke Ca®* -Einstrom bzw. eine
Ca?*-Uberladung den Zelltod fordert wurde bestatigt. In diesem Zusammenhang war es
wichtig zu untersuchen, welcher Mechanismus zu dem kalziumabhangigen Zelltod flhrt und
was die hohe intrazelluldare Ca*-Konzentration in der Zelle bewirkt. Durch
Literaturrecherchen konnte ein Zusammenhang zwischen Kalzium-assoziiertem Zelltod und
Anderungen im mitochondrialen Membranpotential hergestellt werden."®” Dabei fiihren hohe
intrazellulare Ca?*-Konzentrationen zu einer Depolarisation der Mitochondrien, sodass das
mitochondriale Membranpotenial zusammenbricht, wodurch der Zelltod ausgeldst
Wird.[181]'[182]

Der Einfluss von (-)-Englerin A wurde in A498-Zellen untersucht. Dafir wurden die
Mitochondrien angefarbt und fur verschiedene Zeiten mit 10 nM (-)-Englerin A behandelt. Die
Behandlung der Zellen mit dem Naturstoff zeigten bereits nach 5 min eine Veranderung der
Morphologie der Mitochondrien im Vergleich zur Kontrolle. Die mit (-)-Englerin A behandelten

Zellen wiesen Prazipitation von Mitochondrien um den Zellkern auf, wahrend dies bei den
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Kontrollzellen nicht der Fall war. Diese Anderung der Morphologie wurde fir alle
untersuchten Zeitpunkte (5 min-1 h) beobachtet, wobei der Effekt bei einer Stunde weniger
stark war und nachliel3. Dieser (-)-Englerin A-Einfluss auf die Morphologie der Mitochondrien
waren ein starker Hinweis darauf, dass in Zusammenhang mit dem starken Kalziuminflux
Mitochondrien in den (-)-Englerin A-abhangigen Zelltod involviert sind. Den ersten Hinweis
darauf, das (-)-Englerin A Einfluss auf die Ca®*-Homodstase in A498-Zellen hat, lieferte die
Publikation von Sulzmaier et al.l'®"! Hierbei wurde gezeigt, dass die Zugabe von 1 pM (-)-
Englerin A flr 1 h zu einer deutlichen Zunahme der intrazellularen Ca?*-Konzentration fiihrt,
wobei der Wirkungsmechanismus nicht weiter analysiert wurde. Weitere Literarturrecherchen
ergaben einen mdglichen Zusammenhang zwischen hohen intrazelluldren Ca®-
Konzentrationen und dem Zelltod, welche von der zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration
abhangig sind.?'? Demnach filhren moderate Ca?*-Konzentrationen von 200-400 nM zur
Apoptose, wahrend Ca?*-Konzentrationen von mehr als 1 uM Nekrose induzieren. Auch in
der vorliegenden Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen hohen extrazellularen Ca?*-
Konzentrationen und einer Reduktion der Zellviabilitat gezeigt werden.

Der Mechanismus der aufgrund einer Ca?*-Uberladung zum Zelltod fiihrt wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht aufgeklart. Eine mdgliche Hypothese ist, dass der (-)-Englerin A-
vermittelte starke Ca?*-Influx zur Offnung der sogenannten mitochondrial permeability
transition pore (MPTP) fuhrt. Die MPTP ist eine nicht-spezifische Pore, die sich in der
inneren mitochondrialen Membran befindet und fiir alle Molekiile permeabel ist, welche
kleiner als 1,5 kDa sind.”"* Die Offnung der Pore hat zur Folge, dass Protonen entlang der
inneren mitochondrialen Membran einstrdmen und dadurch das mitochondriale
Membranpotential zusammenbricht. Durch den Zusammenbruch des Membranpotentials ist
eine ATP-Generierung nicht mehr mdglich und wirkt sich auf den Metabolismus aus. Durch
die Aktivierung von Phospholipasen, Nukleasen und Proteasen erliegen die betroffenen
Zellen letzten Endes der Nekrose.?'2"9M21%1 ym zuy untersuchen, ob der (-)-Englerin A-
vermittelte Ca®*-Influx die MPTP &ffnet, kdnnen MPTP-Inhibitoren wie z.B. Cylosporin A oder
Sanglifehrin A verwendet werden.?'"H218121912201  Byie  |nkubation von  (-)-Englerin A-
behandelten A498-Zellen mit den genannten MTPT-Inhibitoren sollte den Effekt von (-)-
Englerin A inhibieren und kann dazu beitragen den Mechanismus, der zur Nekrose flihrt,
weiter aufzuklaren.

In der vorliegenden Arbeit wurden TRPC4/5-Kanale als Zielproteine von (-)-Englerin A
identifiziert. Diese Studie wurde in der Zeitschrift Angewandte Chemie publiziert.['®*® Vormals
publiziertes Zielprotein von Englerin A ist PKCtheta (Protein kinase C type theta) und wurde
von der Arbeitsgruppe Sourbier et al.®" im Jahr 2013 verdffentlicht. Die Publikation zeigt,
dass (-)-Englerin A zu einer Aktivierung von PKCB in 786-0-Zellen flhrt. Die Aktivierung von

PKCBO resultiert demnach in der Inhibierung von IRS-1 (Insulin receptor substrate 1) und
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HSF-1 (Heat schock factor 1). Dies fuhrt zu einer Limitierung der Glukoseaufnahme und
gleichzeitig zur Glukoseabhangigkeit von Tumorzellen durch die Phosphorylierung von HSF-
1, einem Transkriptionsfaktor. Dadurch wirkt (-)-Englerin A letal auf Tumorzellen, die stark
von Glukose abhangig sind. Die Autoren beschreiben, dass flr die (-)-Englerin A-Sensitivitat
die Expression von PKCO und HSF-1 Voraussetzung ist. AuRerdem zeigt die Publikation,
dass die gegenuber (-)-Englerin A nicht sensitive Zelllinie HEK293 nach Transfektion mit
PKCB und HSF-1 gegentber dem Naturstoff sensitiv werden.

In Expressionsstudien zu PKC6 und HSF-1 in den verwendeten Nierenkrebszellen wurde
sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene eine schwache Transkripition beider
Gene detektiert. In der Brustkrebszelllinie HS578-T wurde keine PKCO-Expression
nachgewiesen, wahrend flir HSF-1 eine relativ starke Expression detektiert werden konnte.
Ein sehr interessanter Befund war, dass die untersuchten HEK293-Zellen sowohl PKCO als
auch HSF-1 bereits exprimierten. Auf Proteinebene konnte fir fast alle getesteten
Nierenkrebszelllinien eine starke Expression fur PKC8 beobachtet werden. Fir A498-Zellen
konnte keine PKCBO-Expression nachgewiesen werden. Eine Expression von HSF-1 dagegen
wurde in allen getesteten Zelllinien detektiert. In HS578-T konnte eine relativ starke
Expression von HSF-1, aber keine fir PKCO gezeigt werden. In HEK293-Zellen wurde der
Nachweis fur beide Proteine erbracht. Die Ergebnisse auf mMRNA-Ebene stimmten nicht mit
denen auf Proteineben vollstadndig Uberein. Dies lag vermutlich daran, dass beide Methoden
unterschiedlich sensitiv sind und dadurch unterschiedliche Nachweisgrenzen besitzen.
AulRerdem ist die Expression sowohl auf mMRNA-Ebene als auch Proteinebene fir alle Zellen
unterschiedlich reguliert. Sourbier et al®' demonstrierten u.a. mit Hilfe eines in vitro
Kinasetestsystems eine Aktivierung von PKCB durch (-)-Englerin A. Dies wurde in der
vorliegenden Arbeit mittels eines kommerziellen in vitro Kinase-Screens Uberprift. Dabei
wurde keine PKCB-Inhibierung durch (-)-Englerin A nachgewiesen.

Insbesondere die Expressionsanalysen auf Proteinebene zeigen, dass der vorgeschlagene
Wirkmechanismus von Sourbier et al.®" nicht auf alle sensitiven Nierenkrebszellen und
HS578-T-Zellen zutrifft und nicht der gemeinsame Faktor sein kann, der die Zellen
gegeniber (-)-Englerin A sensitiv macht, da PKCBO in A498-Zellen unter den getesteten
Bedingungen nicht exprimiert wird. Des Weiteren konnte fir HEK293-Zellen, die gegenlber
dem Naturstoff nicht sensitiv sind eine PKC8 und HSF-1-Expression gezeigt werden. Die
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit kdnnen die Erkenntnisse von Sourbier et al.®" nicht
bestatigen und weisen darauf hin, dass PKCO nicht das primare Zielprotein von (-)-

Englerin A in den untersuchten Zelllinien ist.
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(-)-Englerin A wurde in der vorliegenden Arbeit als selektiver und potenter Aktivator von
TRPC4/5-Kanalen identifiziert. Die Untersuchungen zum dem Wirkmechanismus erfolgten
mit Hilfe von in vitro Versuchen. Um zu Uberprifen, ob die Substanz als Wirkstoffkandidat fir
die Behandlung von Nierenkrebs in Frage kommt, muss die Wirkung von (-)-Englerin A im
Weiteren in in vivo Studien fortgesetzt und die Pharmakokinetik bestimmt werden. Hierzu
gehoéren Versuche mit A498-Tumor Xenotransplantationen in Mausen und die Beobachtung
des Tumorwachstums bei Verabreichung von (-)-Englerin A und einem Kontrollinhibitor wie
z.B. ML204. In der Literatur wurden bereits 786-0-Tumor Xenotransplantationen in Mausen
durchgefiihrt®"! und das Wachstum des Tumors durch (-)-Englerin A erfolgreich inhibiert.
Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit auch gezeigt, dass (-)-Englerin A auf 786-0-
Zellen im Vergleich zu A498-Zellen keinen starken Einfluss hat, sodass diese Versuche
vorzugsweise mit A498-Tumoren durchgeflhrt werden sollten.

Des Weiteren kann mit Hilfe von in vivo Studien u.a. die Vertraglichkeit und die

Plasmastabilitat der Substanz Gberprift werden.
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Kapitel 6
Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde (-)-Englerin A als ein selektiver und potenter Aktivator von
TRPC4/5-lonenkanalen in A498-Zellen identifiziert und validiert. Die genauere Analyse ergab,
dass der Naturstoff in kiirzester Zeit durch einen hohen Ca®*-Influx bzw. aufgrund einer Ca**-
Uberladung Nekrose induziert. AuRerdem wurde gezeigt, dass (-)-Englerin A Einfluss auf die
Mitochondrien hat. Der Einfluss durch den starken Ca**-Influx in den Mitochondrien kann
durch genetisch kodierte und zugleich FRET basierte Ca?*-Indikatoren untersucht werden.
Zusatzlich kann analysiert werden, ob ein starker Ca**-Influx das mitochondriale
Membranpotential beeinflusst. Dazu kénnen fluoreszierende kationische Farbstoffe
eingesetzt werden, welche in der mitochodrialen Matrix akkumulieren und die Untersuchung
des mitochondrialen Membranpotentials mit Hilfe der Lebendzell-Mikroskopie erméglichen.

In Uberexpressionsstudien wurde gezeigt, dass transient transfizierte HEK293T-Zellen
sensitiv. gegenlber (-)-Englerin A waren. Diese Beobachtung fordert folglich die
Untersuchung des TRPC4/5-Knock-Outs in A498-Zellen, die zu einer (-)-Englerin A-
Resistenz fihren sollten. Dies kdnnte beispielsweise durch eine Genom-Editierung durch die
Verwendung der CRISPR-Cas9-Methode erfolgen und bei einer gegebenen Resistenz
gegeniber (-)-Englerin A TRPCA4/5 als Zielproteine zusatzlich bestatigen.

Ein weiterer Anhaltspunkt ist die Brustkrebszelllinie HS578-T. Bisher konnte hauptséachlich
nur eine Expression von TRPC4/5 nachgewiesen werden. Um den gemeinsamen Faktor zu
bestimmen, der auch diese Zelllinie gegeniber (-)-Englerin A sensitiv macht sind, weitere
Versuche erforderlich. Um Hinweise zu erlangen, ob TRPC4/5 auch in dieser Zelllinie die
gesuchten Zielproteine sind, kénnte auch hier die Aktivitat der Substanz hinsichtlich der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration untersucht werden. Hierzu kénnten die zellbasierten
Testsysteme und elektrophysiologischen Methoden aus der vorliegenden Arbeit verwendet
werden.

Ein sehr wichtiger Punkt, der in dieser Arbeit nicht gezeigt werden konnte, ist der Nachweis
der direkten Bindung bzw. Interaktion zwischen TRPC4/5 und (-)-Englerin A. Da es sich bei
diesen lonenkanalen um Membranproteine handelt und diese nicht in physiologischen
Konditionen in Lésung vorliegen, sind Standardanalysetechniken zur Untersuchung von
Protein- und Substanzinteraktionen wie der Affinitdtschromatographie ohne weiteres nicht
anwendbar. Eine Mdéglichkeit der Analyse der Membranproteininteraktion kann mit Hilfe von
FLIM (Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie) gewahrleistet werden. Hierzu misste sowohl (-
)-Englerin A als auch TRPC4/5 mit einem entsprechenden Fluorophor versehen werden.
Voraussetzung dafir ist allerdings, dass die Flurophore die Substanz und Proteine in ihrer

Aktivitat nicht beeinflussen. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die genannten
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zukunftigen Experimente zur Aufklarung der direkten Interaktion zwischen (-)-Englerin A und

TRPCA4/5 beitragen und den Wirkungsmechanismus der Substanz weiter aufklaren kénnen.
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