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1. Einleitung

1. Einleitung

Membranen sind wichtige Strukturen, die jedes Lebewesen begrenzen und als Barrieren,
aber auch als Vermittler zur AuBlenwelt dienen. Je nach Zelltyp konnen sie zahlreiche
Funktionen {ibernehmen wie osmotische Regulation, Stoffaustausch, Atmung, Photosynthese,
Erregungsbildung, Diffusionsbarriere, Reizleitung, Enzym-Triager und viele mehr. In
eukaryontischen Zellen trennen biologische Membranen auBlerdem verschiedene
Zellkomponenten  voneinander ab, sodass hochstrukturierte Kompartimente mit
unterschiedlichen Aufgabengebieten entstehen. Die Funktionen der Membranen sind fiir die
Zelle lebenswichtig; eine Zerstorung oder Verletzung der Membran fiihrt meistens zum
Zelltod.

Zellen oder Zellkompartimente miissen aber andererseits auch in der Lage sein,
miteinander zu kommunizieren, d.h. die Wege von Membran zu Membran bzw. durch eine
Membran miissen fiir bestimmte Botenstoffe passierbar sein. Normalerweise ist die
Kommunikation sowohl bei Ein- als auch bei Mehrzellern zwischen und innerhalb der
Organismen strikt kontrolliert: vor allen Dingen wéhrend Zellteilung und Entwicklung muss
ein geregeltes Wachstum gewihrleistet sein. Durch mehrere unabhingige Mutationsereignisse
in Protoonkogenen oder Tumorsuppressorgenen kann jedoch die Kommunikation gestort oder
verandert sein, sodass die Zelle in einem mehrstufigen Prozess transformiert und in eine
Tumorzelle tibergeht (Vogelstein, B. et al., 1993).

Die Kommunikation zwischen den Zellen erfolgt {iber interzelluldre Signaliibertriger wie
Insulin, Stickstoffmonoxid, Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter. Sie werden von einer
Zelle abgegeben und von einer anderen iiber membrangebundene Rezeptoren oder
Effektormolekiile empfangen. Diese leiten die Signale nun iiber intrazellulire Wege an die
entsprechenden Zielelemente in den verschiedenen Kompartimenten weiter. Beispiele fiir
intrazelluldre Kaskaden sind mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kaskaden, auch MAPK-
Kaskaden genannt, die eine essentielle Rolle bei vielen fundamentalen Prozessen in der Zelle
spielen. Bisher sind sechs MAPK-Module bekannt, die strukturell dhnliche Komponenten
aufweisen, jedoch unterschiedliche biologische Funktionen erfiillen. Sie bestehen jeweils aus
drei Proteinkinasen und einem vorgeschalteten G-Protein, wodurch nicht nur eine
Signalverstirkung, sondern auch eine Modulation der Kinetik, der Dauer und der Amplitude
ermoglicht wird. Eine der bisher bekannten MAPK-Kaskaden ist die Ras/Raf/MEK/ERK-

Kaskade, auf die nun in den folgenden Kapiteln nidher eingegangen wird.
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1.1 Die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade

Die Raf/MEK/ERK-Kaskade wurde bereits in den frithen neunziger Jahren durch Studien
an Saugetier-Zelllinien, sowie an Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans
entdeckt und dient als Paradigma fiir biologische Signaltransduktion. Sie ist an der
Weiterleitung eines extrazelluldren Signals in den Zellkern beteiligt, wo letztendlich
bestimmte Transkriptionsfaktoren mobilisiert und verschiedene Gene reguliert werden.
Entgegen der fritheren Ansicht eines linearen Signalweges weisen die Forschungsergebnisse
der letzten Jahre jedoch auf eine weit hohere Komplexitidt hin, die immer noch nicht
vollsténdig verstanden ist.

Die Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade erfolgt als Antwort auf verschiedene
extrazelluldre Signale wie Wachstumsfaktoren, Cytokinen, Hormonen oder Neurotransmittern
(Campbell, S.L. et al., 1998). Aber auch Glucose, Viren, NO oder Lipopolysaccharide konnen
die Kaskade aktivieren (Bandyopadhyay, G. et al., 2000; Deora, A.A. et al., 2000; Luo, S.F. et
al., 2000). Eine vereinfachte Darstellung der Kaskade mit einigen Verzweigungen und
Funktionen zeigt Abb. 1.1-1.

Als Beispiel fiir ein Signal zur Aktivierung der Kaskade dient der epidermale
Wachstumsfaktors EGF. Durch die Bindung von EGF an die extrazelluldiren Dominen seines
Rezeptors dimerisieren die intrazelluléren Bereiche und Tyrosinseitenketten werden durch die
Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) phosphoryliert. Diese Phosphorylierung aktiviert den
Rezeptor, sodass spezifische Adaptorproteine mit SH2-Doménen wie Grb2 oder Shc (Pawson,
G. et al., 1997) an den Rezeptor binden und {iber ihre SH3-Dominen den Rezeptor mit einer
Prolin-reichen Region des Guaninnukleotid-Austauschfaktors SOS verkniipfen (Li, N. et al.,
1993). Durch die Translokation von SOS zur Plasmamembran wird Ras durch GDP/GTP-
Austausch aktiviert und kann mit nachgeschalteten Effektoren wechselwirken.

Aktiviertes Ras interagiert u.a. mit der Serin/Threonin-Kinase Raf (Moodie, S.A. et al.,
1993; Vojtek, A.B. et al., 1993; Warne, P.H. et al., 1993; Zhang, X. et al., 1993), wodurch
diese zur Plasmamembran rekrutiert wird. Die Translokation von Raf ist zur Aktivierung
seiner Kinase-Domaéne essentiell und wird daher als Hauptfunktion von Ras angesehen. Der
Mechanismus ist noch nicht vollstindig verstanden, aber wahrscheinlich spielen sowohl
allosterische Regulationen als auch Beteiligungen weiterer Kinasen sowie regulatorischer
Proteine wie 14-3-3 eine Rolle. Aktiviertes Raf kann nun eigenstindig die nachgeschalteten
Kinasen MEK 1/2 an je zwei Serinen phosphorylieren und aktivieren (Ahn, N.G. et al., 1991;
Crews, C. et al., 1992; Nakielny, S. et al., 1992). Diese wiederum aktivieren die
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Proteinkinasen ERK 1/2 durch Phosphorylierung von Threonin- und Tyrosinresten (Boulton,
T.G. et al., 1991; Marais, R. et al., 1996).

CREB = Transkriptionsfaktoren ® = Kinasen @ = Phosphatasen

lonenkanale RTKs Integrine
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Abb. 1.1-1: Die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade

Ein Pfeil mit Spitze weist auf eine direkte Stimulierung hin, ein Pfeil mit Raute auf eine Inhibierung.
Gestrichelte Linien zeigen eine Translokation an.

Die Phosphorylierung von ERK bewirkt eine Homodimerisierung (Khokhlatchev, A.V. et
al., 1998), wobei sowohl das Phosphorylierungsmuster als auch der Dimerstatus, jedoch nicht
die eigentliche Kinaseaktivitdt die subzelluldre Lokalisation beeinflussen. Im Gegensatz zu
vielen anderen MAP-Kinasen, die im Zellkern nach Aktivierung kumulieren, liegt ERK auch
in stimulierten Zellen zu 50% an Microtubuli im Cytoplasma gebunden vor (Reszka, A.A. et
al., 1995). Da ERK durch Mitogene aktiviert werden kann, ist seine Beteiligung an
Proliferationsprozessen nicht verwunderlich. Eine Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-
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Kaskade ist z.B. bei der experimentellen Heilung von Magengeschwiiren beobachtet worden
(Pai, R. et al., 1999). Andererseits ist die Aktivierung von ERK zur Transformation von
Fibroblasten ausreichend (Mansour, S.J. et al., 1994; Robinson, M.J. et al., 1998). Darliber
hinaus ist ERK jedoch auch in Neuronen zu finden, die teilungsunfihige, ausdifferenzierte
Zellen darstellen. Anscheinend spielt die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade hier eine Rolle bei der
synaptischen Plastizitdt und dem Lernvorgang (Sweatt, J.D., 2001; Mazzucchelli, C. et al.,
2000). Insgesamt sind bisher mehr als 50 Substrate von ERK bekannt, die an Apoptose,
Zelldifferenzierung, Wachstum und Entwicklung beteiligt sind. Ein Beispiel ist die 90 kDa,
ribosomale S6-Kinase p90RSK. Sie wurde als eines der ersten Substrate von ERK entdeckt
und besitzt vielféltige Funktionen wie Regulierung der Genexpression durch Interaktion mit
c-Fos, Estrogenrezeptoren, NFxB/IkBa und CREB, sowie der Feedback-Hemmung der
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade durch Phosphorylierung von SOS (Frodin, M. et al., 1999). Die
Inaktivierung aller MAP-Kinasen erfolgt mit Hilfe verschiedener MAP-Kinasen-
Phosphatasen (MKPs) durch Dephosphorylierung (Zheng, C.-F. et al., 1993; Ward, Y. et al.,
1994).

Die drei Kinasen Raf, MEK und ERK werden zum sogenannten MAP-Kinase-Modul
zusammengefasst (Block, C. et al., 1995). Raf tritt in diesem Modul in viel geringeren
Konzentrationen auf als MEK, wodurch eine Signalverstirkung zu ERK erméglicht wird. Im
Gegensatz dazu liegt ERK in dhnlicher oder sogar geringerer Konzentration im Vergleich zu
MEK vor. Da MEK jedoch zur vollstindigen Aktivierung von ERK zwei Aminosduren
phosphorylieren muss, entsteht kein linearer Zusammenhang, sondern eine Signalschwelle
mit einer schnellen Aktivierungskinetik (Ferrel, J.E.J., 1996; Huang, C.-Y.F. et al., 1996). Die
Aufgabe des MAP-Kinase-Moduls besteht demnach nicht nur darin, Signale zum Zieleffektor
weiterzuleiten, sondern auch in der Koordination eintreffender Signale aus parallelen Wegen,
in der Signalverstirkung und Schwellenbildung, sowie der Steuerung der Signalinaktivierung
iber viele verschiedene Mechanismen (Cobb, M.H., 1999). Den Einfluss der Signaldauer
verdeutlichen die unterschiedlichen Wirkungen von EGF und NGF. EGF aktiviert kurzfristig
die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade und induziert die Proliferation von PC12-Zellen,
wohingegen NGF mit einer langanhaltenden Aktivierung zur Differenzierung fiihrt (Qiu, M.S.
et al., 1992). Den Einfluss der Signalamplitude konnten verschiedene Gruppen am Beispiel
von Raf zeigen. Ein konstitutiv niedriges Signal von Raf bewirkt Zellproliferation, ein sehr
hohes Signal hingegen einen Stopp im Zellzyklus durch Expression von p21Cipl (Sewing, A. et
al., 1997; Woods, D. et al., 1997; Kerkhoff, E. et al., 1998).Wie unglaublich verzweigt das
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Netzwerk zur Kontrolle von Proliferation und Differenzierung ist, verdeutlicht z.B. auch die
Tatsache, das der Tumorsuppressor p53 die MAPK-Kaskade aktivieren kann und zwar
oberhalb von Ras (Lee, S.W. et al., 2000). Andererseits fordert eine Aktivierung der
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade die Degradierung von p53 durch Mdm2, womit die gesteigerte
Resistenz Ras-transformierter Zellen vor p53-abhéngiger Apoptose erkldrt werden konnte

(Ries, S. et al., 2000).

1.2 Ras als molekularer Schalter

Das Protein Ras gehort zu einer Superfamilie von kleinen GTP-bindenden Proteinen mit
einem Molekulargewicht zwischen 20-25 kDa. Das erste ras-Gen wurde urspriinglich als
Onkogen des ,,Harvey und Kirsten Sarkomvirus* in Ratten entdeckt (Ellis, R.W. et al., 1981),
wobher sich auch die Bezeichnung H-Ras als Harvey rat adeno sarcom ableitet. Insgesamt gibt
es drei humane ras-Gene: H-, N- und K-Ras. Letzteres codiert fiir die Proteine K-Ras4a und
K-Ras4b: zwei SpleiBBvarianten, die sich nur in den letzten 25 Aminosduren des C-Terminus
unterscheiden. Die ersten 85 Aminosduren der hochkonservierten katalytischen G-Doméne
der Ras-Proteine sind identisch, die Homologie der folgenden 80 Aminosduren betragt 95 %.
Die grofite Varianz findet sich in den C-terminalen Aminosduren 166-189, die
posttranslational verdndert werden und bis auf das Farnesylierungsmotiv CAAX weniger als
15 % konserviert sind (Yan, J. et al.,, 1998). Trotz der Homologie weisen die vier Ras-
Proteine verschiedene Eigenschaften auf z.B. bei der Raf-Aktivierung (K-Ras4b > K-Ras4a
>>> N-Ras > H-Ras), bei der Focus-Formation (H-Ras > K-Ras4a >>> N-Ras = K-Ras4b),
bei der Kontaktinhibition (K-Ras4a > N-Ras >>> K-Ras4b = H-Ras = kein Wachstum) sowie
bei der Zellmigration (K-Ras4b >>> H-Ras > N-Ras = K-Ras4a = keine Migration) (Voice,
JK. et al, 1999). Die meisten Untersuchungen und Studien wurden bisher mit H-Ras
durchgefiihrt, welches auch in dieser Arbeit verwendet wurde und daher einfachheitshalber

mit Ras bezeichnet wird.

Ras tbernimmt in der Zelle die Rolle eines molekularen Schalters, da es in zwei
verschiedenen Zustinden vorliegen kann. Es wechselt zwischen einer inaktiven GDP-
gebundenen Form und einer aktiven GTP-gebundenen Form (s. Abb. 1.2-1). Durch die
Wechselwirkung mit Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs) kann GDP von Ras

dissoziieren. Die Affinitdt von GDP-gebundenem Ras zu den GEFs ist dabei relativ gering
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(K4 >10 uM), wird jedoch durch die GDP-Abgabe stark erhoht (K4 4-5 nM). Dieser Komplex
wire relativ stabil, jedoch weisen Nukleotide wie GTP, die in millimolaren Konzentrationen
innerhalb der Zelle vorliegen, eine noch hohere Affinitdt zu Nukleotid-freiem Ras auf als

GEFs (K4 10 "' M) (Lenzen, C. et al., 1998).
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Abb. 1.2-1: Ras als molekularer Schalter

Zu den GEFs zihlt das schon oben erwidhnte SOS, welches durch Bindung an Tyrosin-
phosphorylierte Rezeptoren aktiviert wird, sowie weitere Proteine, die zur Aktivierung an
sekundire Botenstoffe binden (Downward, J., 1996). Gemeinsamer Bestandteil der GEFs ist
eine CDC25-Doméne (Lenzen, C. et al., 1998), die zuerst im Hefeprotein Cdc25 gefunden
wurde, und eine REM-Doméane (Fam, N.P. et al., 1997), die sich in variabler Néhe zur
CDC25-Domine befindet. Aktiviertes, GTP-gebundenes Ras wechselwirkt mit verschiedenen
Effektoren wie z.B. Raf; seine Inaktivierung erfolgt durch die Ras-eigene GTPase-Aktivitit,
die durch Ras-spezifische GTPase-aktivierenden Proteine (GAPs) beschleunigt wird.

Die besondere Bedeutung von Ras als Signaliibertrdger zeigt nicht nur die anfangs
beschriebene hohe Konservierung der Aminosduresequenz, sondern auch die Tatsache, dass

in bis zu 30 % aller menschlichen Tumore ein mutiertes Ras-Onkogen vorhanden ist
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(Barbacid, M., 1987). Punktmutationen fithren dabei zum Austausch einer Aminosdure in den
Positionen Glycin-12, Glycin-13 oder Glutamin-61 (Reddy, E.P. et al., 1982; Tabin, C.J. et
al., 1982), sodass Ras nicht mehr inaktiviert werden kann und ein konstitutives Signal {iber
die oben beschriebene Kaskade weiterleitet. Fiir K-Ras betrdgt die Inzidenz einer Mutation
bei Colonkarzinomen 30-60 %, bei Tumoren des Pankreas bis zu 90 %. Interessanterweise
korreliert die Haufigkeit einer K-Ras-Mutation bei Pankreaskrebs nicht nur mit dem Alter,
dem Geschlecht, dem Nikotin- und Alkoholgenuss des Patienten, sondern auch mit dessen
Kaffeekonsum (Porta, M. et al., 1999). N-Ras-Mutationen sind hédufig mit Leukidmien
assoziiert (25 %), H-Ras-Mutationen eher mit Hautkrebs (30 %). Dariiber hinaus sind viele
Krebsarten, die kein mutiertes Ras-Gen tragen, von Ras-regulierten Signalwegen und Ras-
Effektoren abhingig. Uberexpression von oder Mutationen in Wachstumsrezeptoren sowie
eine abnormale Tyrosinkinase-Aktivitdt finden sich in zahlreichen menschlichen Tumoren
(Huang, H.S. et al., 1997; Kolibaba, K.S. et al., 1997). Onkogenes Ras spielt jedoch nicht nur
bei der Krebsentstehung eine wichtige Rolle, sondern auch bei der Erhaltung des Tumors. Die
Down-Regulierung von Ras in einem induzierbaren Maus-Melanommodell bewirkte eine
klinische und histologische Regression von Friih- und Spitstadien des Tumors, die mit einer

gesteigerten Apoptoserate einherging (Chin, L. et al., 1999).

Die verschiedenen biologischen Funktionen von Ras lassen sich nicht alleine dem
LHupstream‘ Element eines einzigen linearen Signalweges bestehend aus Raf, MEK und ERK
zuschreiben, sondern es kann eine Verzweigung des ankommenden Signals auf allen Ebenen
der Kaskade stattfinden. Obwohl bereits seit zwanzig Jahren intensiv an Ras geforscht wird,
wiéchst die Anzahl der gefundenen Effektoren stindig und immer wieder werden
Verkniipfungen zu anderen Signalwegen neu entdeckt. Allgemein akzeptiert ist inzwischen
die Tatsache, dass Ras mehr als einen Signalweg aktiviert (White, M.A. et al., 1995; Joneson,
T. et al., 1996; Marshall, C.J., 1996). Eine Ubersicht iiber mdgliche Interaktionspartner von
Ras und deren Funktion ist in Abb. 1.2-2 dargestellt.
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Abb. 1.2-2: Interaktionen von Ras mit Effektorproteinen in Siugerzellen
Die nachgeschalteten Signalwege sind, soweit bekannt, angegeben, wobei jedoch kein Anspruch auf
Vollstandigkeit besteht.

Ras als 21 kDa Protein besteht aus 189 Aminoséduren. Die dreidimensionale Struktur wurde
bisher nur mit verkiirzten Mutanten bis einschlieBlich Aminosdure 166 (Pai, E.F. et al., 1989;
Pai, E.F. et al.,, 1990) bzw. 171 (Milburn, M.V. et al., 1990; Privé, G.G. et al., 1992)
bestimmt. Demnach enthélt die Struktur von Ras sechs B-Faltblatter und fiinf a-Helices, die
durch zehn Loops voneinander getrennt sind (s. Abb.1.2-3). Dieser Aufbau findet sich in
vielen weiteren GTP-bindenden Proteinen wieder, einschlieSlich der heterotrimeren G-
Proteine, weshalb man diese Struktur auch als G-Doménen-Faltung bezeichnet.

Loop 1, auch P-loop genannt, umfasst Aminosdure 10-15 und ist an der Bindung der
geladenen Phosphatgruppen beteiligt. Aufgrund eines dominant konservierten Lysinrestes
bildet er eine Schleife aus, die sich eng um das B-Phosphat von GDP/GTP windet. In diesem
loop befindet sich die Aminosdure Glycin-12, die eine wichtige Rolle bei der onkogenen
Aktivierung von Ras spielt.

Zwei Bereiche innerhalb der G-Doméne dndern aufgrund des GDP/GTP-Austausches ihre
Konformation (Milburn, M.V. et al., 1990) und werden daher auch als switch 1 bzw. switch 2
bezeichnet. Die switch 1-Region (AS 30-37) beginnt in loop 2 und ragt bis in das [3,-Faltblatt
hinein, wohingegen switch 2 (AS 60-76) innerhalb von loop 4 und der o,-Helix liegt. Beide

Regionen sind an der Bindung des y-Phosphates durch die hochkonservierten Aminoséuren
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Threonin-35 und Glycin-60 beteiligt (Wittinghofer, A. et al., 1991). Durch die Abspaltung des
Phosphates wihrend der Hydrolyse entspannen sich diese Bereiche und dndern ihre
Konformation. Glutamin-61 innerhalb von switch 2 ist auBlerdem die zweite, fiir die
Onkogenitit wichtige Aminosdure von Ras.

In biologischen Systemen sind Ubertragungen von Phosphatgruppen sehr stark von der
Anwesenheit von Mg®" abhingig. Die essentielle Bindung von Mg®" erfolgt iiber die
Hydroxylseitenketten von Serin-17 und Threonin-35, sowie iiber zwei Wassermolekiile, die

von Aspartaten in Position 33 und 57 gebunden sind.

Abb. 1.2-3: Dreidimensionale Struktur von Ras
Die dreidimensionale Struktur von Ras ist im Komplex mit Mg®" und GDP dargestellt. Die zehn Loops, die
die sechs B-Faltblitter und die fiinf o-Helices verbinden, sind nummeriert.

I I Il -~
1 30 59 76 166 185 189
Abb. 1.2-4: Schematische Darstellung von Ras

Die arabischen Zahlen indizieren Aminosduren von Ras; die romischen Ziffern markieren die switch-1- und
switch-2-Region.

Die ersten 166 Aminosduren, die die hochkonservierte katalytische G-Domine umfassen,
sind fiir die biochemischen Eigenschaften von Ras ausreichend. Der C-Terminus ist allein fiir

die Membranlokalisierung notwendig und wechselwirkt auch nicht mit anderen Proteinen
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(John, J. et al., 1989); die Verankerung von Ras in der Plasmamembran ist jedoch fiir die
biologische Funktion absolut notwendig (Hancock, J.F. et al., 1990). In einer ersten
posttranslationalen Modifikation spaltet dabei eine Farnesyltransferase das Cystein des
hochkonservierten Farnesylierungsmotivs CAAX ab, wobei A fiir eine aliphatische und X fiir
eine beliebige Aminoséure steht. Bei H- und N-Ras werden auBBerdem weitere Cysteine in der
Néhe der CAAX-Sequenz palmitoyliert, was flir die volle biologische Aktivitdt wichtig ist.
Neuere Ergebnisse lassen aulerdem eine Dimerisierung von Ras nach Membranlokalisation
vermuten, die fiir die Raf-Aktivierung wesentlich, aber nicht allein ausreichend ist (Inouye, K.
et al., 2000). Diese Vorstellung wiirde elegant das sterische Dilemma 16sen, wie die relativ
kleine Effektor-Domine von Ras mit zwei verschiedenen Dominen von Raf gleichzeitig

wechselwirken kann.

Die zweideutige Rolle von Ras in der Regulierung von Apoptose wird weiterhin
kontrovers diskutiert (Downward, J., 1998). Onkogenes Ras induziert in verschiedenen
Studien Apoptose (Kauffman-Zeh, A. et al., 1997), wobei der Mechanismus noch nicht
vollstidndig geklart ist. Der Zelltod fiihrte nicht zu einer Aktivierung von Caspasen und konnte
auch nicht durch Uberexpression von Bcl-2 inhibiert werden (Chi, S.J. et al., 1999). Ras kann
andererseits iiber verschiedene Effektoren ein Uberlebenssignal vermitteln. Die Aktivierung
der PI(3)K durch Ras fiihrt zu einer Aktivierung von Akt, welche direkt Caspase 9, sowie die
Glycogensynthase-Kinase 3 und das pro-apoptotische Protein Bad inhibiert. Weiterhin kann
tiber die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade p90RSK aktiviert werden, welche einerseits ebenfalls
Bad hemmen kann, andererseits CREB aktiviert und damit die Expression der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-XL und Bcl-2 induziert. Bel-XL und Bcel-2 schiitzen die Integritit
der Mitochondrienmembran und verhindern so eine Cytochom-C-Freisetzung und die
Aktivierung von Caspase 9. Weitere Experimente, bei denen Raf durch einen artifiziellen
Transport als Fusionsprotein oder durch Co-Expression mit Bcl-2 zur Mitochondrienmembran
dirigiert wurde, konnten dariiber hinaus zeigen, dass Raf nach Translokation Apoptose
wirkungsvoll unterdriickt (Wang, H.G. et al., 1996, Salomoni, P. et al., 1998). Dies beruht
wahrscheinlich nicht auf der Phosphorylierung von Bad und der Wiederherstellung der Bcl-2-
Funktion, sondern auf einem Bcl-2 unabhdngigen Signalweg, bei dem die Funktion von Bcl-2

nur in der Rekrutierung von Raf zur Mitochondrienmembran liegt (Zhong, J. et al., 2001).

10
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1.3 Struktur und Regulierung der Raf-Kinase

Als erster direkter Effektor von Ras wurde 1993 die Serin-/Threonin-spezifische Kinase
Raf entdeckt, wobei sich die Bezeichnung ,,Effektor® zum einen iiber die hohere Affinitit zu
GTP-gebundenem, also aktiviertem Ras und zum anderen iiber die direkte Interaktion mit der
Ras-Effektorregion definiert (Koide, H. et al., 1993; Moodie, S.A. et al., 1993; Van Aelst, L.
etal., 1993; Vojtek, A.B. et al., 1993; Warne, P.H. et al., 1993; Zhang, X. et al., 1993).

Der erste Raf-Gen v-raf wurde bereits 1983 als Onkogen des akut transformierenden
Maussarkom-Virus 3611 identifiziert (Rapp, U.R. et al., 1983a), woher sich auch der Name
ableitet (Rapid fibrosarcoma). Im Gegensatz zum zelluldren Protein c-Raf-1 ist beim v-raf-
codierten Protein jedoch die N-terminale Region durch eine virale gag-Sequenz ersetzt (Rapp,
U.R. et al., 1983b; Schultz, A.M. et al.,, 1985). Das Fehlen der Autoinhibition der
Kinaseaktivitdt durch den N-terminalen Bereich flihrt zur konstitutiven Aktivierung der
Kinase und somit zu den transformierenden Eigenschaften von v-raf.

Die Raf-Familie besteht aus drei Isoformen: A-Raf, B-Raf und c-Raf-1, die eine
unterschiedliche  Gewebeverteilung aufweisen. Alle Raf-Proteine  besitzen drei
hochkonservierte Regionen, die als CR1, CR2 und CR3 bezeichnet werden. Innerhalb einer
Species liegt die Homologie fiir die gesamte Proteinsequenz bei circa 75 %, fiir die
hochkonservierte Kinasedoméne jedoch bei knapp 90 % (Yurvey, A. et al., 1998). In dieser
Arbeit wurde mit dem ubiquitdr exprimierten Protein c-Raf-1 gearbeitet, iiber das die meisten
Studien vorliegen, welches jedoch auch am wenigsten verstanden ist. Knock-out-Versuche
und Expressionsdaten deuten auf spezielle Funktionen von A-Raf und B-Raf hin, wogegen
c-Raf-1 eine generelle Rolle in der Entwicklung zeigt. Ein Knock-out des c-Raf-1 Gens fiihrt
bei Méusen zum Tod wihrend der Embryonalentwickung, sowie zu vaskuldren Defekten in
der Plazenta und einer gesteigerten Apoptose im embryonalen Gewebe. Die Zellproliferation
erscheint dagegen nicht beeinflusst. Verantwortlich fiir diese Effekte ist wahrscheinlich nicht
der Verlust der MEK-Aktivierung durch c-Raf-1, sondern eher die fehlende c-Raf-1-
Schutzfunktion vor Apoptose (Huser, M. et al., 2001). c-Raf-1 wird im folgenden kurz als Raf

bezeichnet.

Raf ist ein 74 kDa Protein aus 648 Aminosduren, das in der inaktiven Form in der Zelle in
einem 300-500 kDa Multi-Protein-Komplex vorliegt. Bisher sind iiber 35 Proteine aus
verschiedensten Gruppen (G-Proteine, Adaptoren, Cytoskelettproteine, Chaperone,
Phosphatasen, Kinasen, Rezeptoren) bekannt, fiir die eine Interaktion mit Raf in vitro und in

vivo nachgewiesen wurde (Kolch, W., 2000). Raf kann strukturell in zwei funktionelle
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Dominen aufgeteilt werden: die N-terminale regulatorische Doméne, die CR1 und CR2

beinhaltet, und die C-terminale Kinasedomane mit CR3 (s. Abb. 1.3-1).

s e ]

184 275 330 648
Abb. 1.3-1: Schematische Darstellung von Raf

Die Ziffern indizieren die Aminosduren von Raf. Die konservierten Bereiche CR1, CR2 und CR3 sind
hervorgehoben. Ebenfalls eingezeichnet sind die Ras-bindende Domidne RBD und die Cystein-reiche
Domine CRD innerhalb von CRI1.

Die regulatorische Doméne (AS 1-275) besteht aus verschiedenen Modulen, die auch zwei
Ras-Bindungsstellen innerhalb von CR1 umfassen. Die erste Bindungsstelle, die als Ras-
bindende Doméne RBD bezeichnet wird, erstreckt sich von Aminosduren 51-131 (Vojtek,
A.B. et al., 1993) und wechselwirkt mit Ras-GTP im hochaffinen Bereich (Herrmann, C. et
al., 1995). Die Struktur wurde NMR-spektroskopisch (Emerson, S.D. et al., 1995) bzw. im
Komplex mit dem Ras-homologen Protein Rap1A rontgenkristallographisch (Nassar, N. et al.,
1995) gelost. Sie stellt eine eigenstindig stabil-faltende Doméne dar aus fiinf B-Faltbléttern
(B1-BS5), einer o-Helix (A1) und zwei kleinen 3;¢-Helices (A2, A3). Der Aufbau dhnelt der

Struktur von Ubiquitin, obwohl keinerlei Sequenzhomologien zu finden sind.

Abb. 1.3-2: Dreidimensionale Struktur von RafRBD

Die fiinf B-Faltblattern (B1-B5) und die drei Helices (A1-A3) sind in der dreidimensionalen Struktur von
RafRBD gekennzeichnet.

Die an der Bindung zu Ras beteiligten Aminosduren sind schematisch in Abb. 1.3-3
dargestellt. Zwischen den beiden Proteinen bildet sich ein Inter-B-Faltblatt aus jeweils zwei

antiparallelen Stringen und Aminosduren der o-Helix von RafRBD aus. Durch
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Punktmutationen konnte der Beitrag von einzelnen Aminoséuren zur Affinitdt der Ras/Raf-
Interaktion aufgeklart werden (Block, C. et al., 1996). Dabei wurde deutlich, dass die
Affinitdt der Ras/Raf-Wechselwirkung mit der Stérke der Raf-Aktivierung korreliert, welches
eine wichtige Voraussetzung fiir die Durchfiihrung dieser Arbeit war. Die Aminosduren
Gln66, Lysg4, Arggg, Arg59, Asn64, Arg67 und Thr®® stehen in direktem Kontakt mit Ras, wobei
die ersten drei genannten den Hauptanteil der Bindungsaffinitit tragen. Arg® ist besonders
wichtig fiir die Bindung in vivo und in vitro, wohingegen Lys** fiir die Effektorspezifitit

verantwortlich ist. Arg® kann zwischen den Isozymen A-Raf und c-Raf-1 diskriminieren.

4 N[ N

vale9 | —— —|—————— | 1le36
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T P— ——-0
Lys 84 — NH;==3=__ __ | L
‘,—THZ > Asp 33
NH, 4 —__ ©
Arg 59 —NH~_ _ “T--0
NH,~~L ">~ =) Glu 37
Arg 67 4437 = o>7
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NH, ~—- === O
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NH,~—| | -0
Thr68 (—OoH-—" [ ~==- 0
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\ _RafRBD - \_ Ras /

Abb. 1.3-3: Schematische Darstellung der Kontaktfliche zwischen Ras und RafRBD
Die hydrophoben Aminosduren Isoleucin und Valin sind mit einem grauen Kasten versehen, die polaren
Aminosduren dagegen nur mit einem Rahmen. Die Interaktion zwischen Val 69 und Ile 36 wird durch ein
Wassermolekiil vermittelt (Block, C. et al., 1996) (Jaitner, B.K. et al., 1997).

Fridman et al. konnten dariiber hinaus durch Mutationsanalysen in der RafRBD zeigen,

dass der Austausch der Aminoséuren Asn® und Ala® zu Lysin bzw. von Val*®

zu Arginin die
Wechselwirkung zwischen Ras-GTP und RBD noch verstirken kann. Keine dieser

Aminosduren wurde bisher mit der Interaktion in Verbindung gebracht. Den groBten Effekt
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zeigt die Mutante A85K-RBD, die die Bindung um das 6-9fache verstirkte (Fridman, M. et
al., 2000).

Die zweite Ras-Bindungstelle ist die Cystein-reiche Domidne CRD (AS 139-184), deren
Struktur ebenfalls NMR-spektroskopisch gelost wurde (Mott, H.R. et al., 1996). Sie
koordiniert mit Hilfe von sechs Cysteinen und zwei Histidinen zwei Zinkionen und wird
daher auch als Zinkfinger bezeichnet. Der strukturelle Aufbau gleicht der Phorbolester-
Bindungsstelle der Proteinkinase C, wobei jedoch in den ungefalteten loop-Regionen grof3e
Unterschiede zu finden sind. Durch Mutationsstudien sind verschiedene Epitope entdeckt
worden, die die Ras-abhingige Raf-Aktivierung kontrollieren. Das Epitop aus S177, T182
und M183 beeinflusst stark die Ras/Raf-Bindungsenergie und stellt die wahrscheinliche
Bindestelle dar. Eine komplette Hemmung der Raf-Aktivierung konnte durch die
Doppelmutation K144A und L160A innerhalb der CRD erreicht werden. Dadurch wurde
belegt, dass die korrekte RafCRD-Funktion fiir die Ras-abhédngige Raf-Aktivierung absolut
notwendig ist (Daub, M. et al., 1998). Die Interaktion zwischen RafCRD und Ras ist
wahrscheinlich unabhédngig von dem gebundenen Guaninnukleotid, jedoch wird sie verstirkt

durch posttranslationale Modifikationen an Ras (Williams, J.G. et al., 2000).

Ein drittes Modul der regulatorischen Domidne umfasst CR2: eine Serin/Threonin-reiche
Region aus 15 Aminosduren, deren Struktur noch nicht geldst wurde. Die Cystein-reiche
Domine CRD kann nicht mehr an Ras binden, wenn sie gemeinsam mit CR2 exprimiert wird.
Insofern wird vermutet, dass CR2 CRD maskiert und somit an der Kontrolle der Raf-
Aktivierung beteiligt ist (Sendoh, H. et al., 2000).

Die regulatorische Domine bewirkt eine Autoinhibition der Kinasedomine, deren
Mechanismus jedoch noch nicht vollstindig geklart ist. Raf liegt im inaktiven Zustand in
Assoziation mit den regulatorischen Proteinen 14-3-3 vor, die eine wichtige Rolle bei
intrazelluldren Signaliibertragungen spielen (Aitken, A., 1996). Sie sind wichtig fiir die
effiziente Membranlokalisierung und Aktivierung von Raf, dissoziieren aber nach Bindung
der RBD an Ras von der Phosphorylierungsstelle an Position Serin 259 ab, sodass die zweite
Ras-Bindungstelle CRD freigelegt wird (McPherson, R.A. et al., 1999). Nach Bindung der
CRD an Ras und einer Konformationsdnderung innerhalb von Raf, wird die Kinasedoméne
CR3 zugiénglich. Oligomerisierung von Raf, Phosphorylierungen und die Beteiligung weiterer
Proteine an der Aktivierung der Kinase werden ebenfalls diskutiert (Morrison, D. et al.,

1997).
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Vor kurzem wurde ein neuer Interaktionspartner von Ras und Raf entdeckt: Spred, ein
Tyrosinkinase-Substrat, das &hnlich wie das verwandte Protein Sprouty in Drosophila die
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade hemmt. Interessanterweise ist Spred konstitutiv mit Ras
assoziiert, hemmt aber nicht die Ras-Aktivierung oder die Raf-Membranlokalisierung,
sondern die Phosphorylierung und Aktivierung von Raf. Insofern stellt er eine neue Klasse

von Proteinen dar, die die MAPK-Kaskade beeinflussen (Wakioka, T. et al., 2001).

1.4 Beeinflussung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade

Aufgrund der wichtigen regulatorischen Rolle, die die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade bei
onkogenen, mitogenen und entwicklungsabhingigen Signalwegen besitzt, stellt die
Beeinflussung der Kaskade einen wichtigen Ansatz flir die Arzneistoffentwicklung dar
(Waddick, K.G. et al., 1998; Buolamwini, J.K., 1999). In der Wissenschaft werden zur
Untersuchung der Funktion und Steuerung der Kaskade oft dominant negative bzw.
konstitutiv aktive Ras-, Raf-, MEK- oder ERK-Mutanten exprimiert bzw. Knock-out-
Versuche der entsprechenden Gene durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu wurden zur
therapeutischen Beeinflussung der Kaskade verschiedene Ansétze gewihlt, die sich z. B. bei
Ras aus dem Mechanismus der Aktivierung ergeben: Inhibierung der Verankerung an der
Plasmamembran, Inhibierung des GDP/GTP-Austausches, Steigerung der GAP-Aktivitit oder
Inhibierung der Ras/Raf-Wechselwirkung.

Da die kovalente Anbindung von Lipiden fiir die Verankerung von Ras an der
Plasmamembran und somit fiir die biologische Wirkung essentiell ist, wurden Ras-
Farnesyltransferase-Inhibitoren entwickelt, die den ersten Schritt der posttranslationalen
Modifikationen hemmen sollen (Leonard, D.M., 1997; Buolamwini, J.K., 1999). Die
Farnesyltransferase (FTase) ist ein heterodimeres Protein mit einer o- und B-Untereinheit. Da
sie mit der Geranyl-Geranyltransferase I (GGTase I) eng verwandet ist, miissen die Inhibitoren
eine hohe Selektivitit aufweisen. BMS214662 von Bristol-Myers Squibb und SCH66336 von
Schering-Plough befinden sich beide bereits in der klinischen Phase II zur Therapie von
soliden Tumoren. R115777 (Janssen Pharmaceutica) wurde in einer Phase I Studie erfolgreich
an Patienten mit akuter Leukdmie getestet.

Inhibitoren des GDP/GTP-Austausches wurden ebenfalls entwickelt, jedoch erscheint
dieser Ansatz nur bei onkogenen Aktivierungen oberhalb von Ras sinnvoll, da onkogenes Ras

in der Zelle bereits meist GTP-gebunden vorliegt. Zu dieser Gruppe gehoren die Substanzen
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SCH53870 und SCH54292 (Ganguly, A.K. et al., 1998), sowie einige GTP-Analoga (Noonan,
T. etal., 1991).

Die Steigerung der GTPase-Aktivitit von Ras ist ein relativ neuer Ansatz fiir die
Entwicklung von Wirkstoffen. Onkogenes Ras kann GTP nicht hydrolysieren und auch GAP
trdgt nicht mehr zur Beschleunigung der Hydrolyse bei. Ein modifiziertes GTP-Analogon
DABP-GTP wird jedoch effizienter von onkogenen Ras-Mutanten hydrolysiert als vom
Wildtyp (Ahmadian, M.R. et al., 1999). Insofern konnte es moglich sein, niedermolekulare
Substanzen mit reaktiven Gruppen zu entwickeln, die eine geeignete chemische Umgebung
fiir eine GTP-Hydrolyse von onkogenem Ras schaffen.

Die Kinasedoméne von Raf stellt eine weitere Interaktionsmoglichkeit fiir Substanzen dar.
Smith et al. (Smith, R.A. et al., 2001) konnten iiber eine kombinatorische Synthese eine neue
Leitstruktur bei den heterocyclischen Harnstoffen entdecken, die die Raf-Kinase mit einer
ICsp von 0,54 uM hemmt. Lyons et al. (Lyons, J.F. et al., 2001) berichten iiber einen Inhibitor
BAY 43-9006, der oral verfiigbar ist und das Wachstum von Tumorzellen mit K-Ras-
Mutation verhindert. Zur Zeit wird dieser Kinase-Inhibitor als Tablette in Krebspatienten
untersucht (Strumberg, D. et al., 2001).

Ein weiterer Ansatz zur Hemmung von Ras und Raf befindet sich bereits in Phase II der
klinischen Studien: Antisense-Oligonukleotide, die mit Codon 12 der H-Ras-mRNA bzw.
dem 3’-untranslatierten Bereich der c-Raf-1-mRNA wechselwirken. Die Wirkung und
Toxizitdt von den 20 Basen langen Phosphorothioaten ISIS 5132 gegen Raf, und ISIS2503
gegen Ras scheinen dabei sehr von dem Zeitplan der Administration abzuhidngen (Casey, C.
et al., 2001; Rudin, C.M. et al., 2001). Viele der Nebenwirkungen gehen wahrscheinlich auf
das Phosphorothioat-Riickgrat zuriick, sodass die zweite Generation der Antisense-
Oligonukleotide hoffentlich bessere Aktivititen und Vertrdglichkeiten liefern kann (Yuen,
A.R. et al., 2000; Tamm, I. et al., 2001).

Die Wechselwirkung von Ras mit seinen verschiedenen Effektoren sollte fiir eine
Minderung der Nebenwirkungen moglicht selektiv sein. Vergleicht man die Effektoren, fallt
auf, dass zwar alle ein gemeinsames Strukturmotiv besitzen, jedoch keinerlei
Sequenzhomologien aufweisen und auch andere Aminosduren zur Interaktion mit Ras
verwenden. Spezifische Inhibitoren miissten daher zu finden sein. Peptide, die einige fiir die
Bindung wichtigen Bereiche von Ras und Raf nachahmten, konnten die Interaktion im
mikromolaren Bereich hemmen (Barnard, D. et al., 1995; Clark, G. et al., 1996; Barnard, D.

et al, 1998). Durch Computer unterstiitztes Design konnte Zeng et al. weitere
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Peptidinhibitoren optimieren, die die Ras/Raf-Interaktion in ELISA, Radioassays und
biologischen Assays hemmen (Zeng, J. et al., 2001).

Als einziger, nicht-peptidischer Inhibitor der Ras/Raf-Wechselwirkung wurde bisher
Sulindacsulfid entdeckt, ein Metabolit des nicht-steroidalen Antirheumatikums Sulindac.
Sulindacsulfid reduziert als Thioether das Ferryloxoporphyrin-Radikalkation durch Bildung
des Sulindacsulfoxids und verhindert so die Kopplung der Peroxidase- und Cyclooxygenase-
Reaktion. Die Radikal-Bildung ist nicht mehr moglich, die Cyclooxygenase-Reaktion kann
nicht aktiviert werden (Egan, R.W. et al., 1980).

Nach epidemiologischen Daten senken nicht-steroidale Antirheumatika das Risiko einer
Krebserkrankung z.B. bei Mamma- oder Colonkarzinom, wahrscheinlich bedingt durch die
Hemmung der Prostaglandinproduktion durch COX2 (Garcia-Rodriguez, L.A. et al., 2001;
Khuder, S.A. et al., 2001). Eine priventive Einnahme ist jedoch bisher durch das hohe
Nebenwirkungsrisiko begrenzt, weshalb sich Hoffnungen auf die neuen, selektiven COX2-
Inhibitoren mit einem besseren Wirkprofil richten (Kalgutkar, A.S. et al., 2001). Sulindac
selbst wird bereits bei Familidrer Adenomatdser Polyposis eingesetzt (Pasricha, P.J. et al.,
1995; Winde, G. et al., 1995) und scheint gezielt gegen Tumore mit Ras-Onkogen zu wirken
(Thompson, H.J. et al., 1997). Die Wirkung beruht jedoch wahrscheinlich nicht nur auf seiner
COX2-Hemmung, sondern vor allen Dingen auch auf der direkten Blockierung der Ras/Raf-

Interaktion durch den aktiven Metaboliten Sulindacsulfid (Herrmann, C. et al., 1998).

I
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Abb.1.4-1: Struktur von Sulindac und Sulindacsulfid

Pharmakologische Inhibitoren des MAP-Kinase-Moduls wurden von verschiedenen
Firmen gesucht. Die MEK-Inhibitoren PD98059 und PD184352 wurden bei Parke-Davis in
einem direkten in-vitro-Screening nach Hemmstoffen der ERK-Aktivierung gefunden
(Dudley, D.T. et al., 1995) PD184352 ist hochpotent, oral aktiv und fiihrte zu einer Hemmung
des Tumorwachstums von 80 % in Méiusen mit murinen oder menschlichen Colonkarzinomen
(Sebolt-Leopold, J.S. et al., 1999). U0126, ebenfalls ein MEK-Inhibitor, wurde bei Dupont-
Merck in einem Screening nach AP1-Inhibitoren entdeckt (Favata, M.F. et al., 1998).
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Einen anderen Therapieansatz zur Hemmung von onkogenem Ras stellt die Immunisierung
mit mutierten 13er Ras-Peptiden dar, bei der die Peptide individuell auf die Codon-12-
Mutation der Patienten abgestimmt sind. Bei einigen Patienten konnten CD4'- und/oder
CDS8'-T-Zellen generiert werden, die spezifisch Zellen mit mutiertem Ras, aber nicht den

Wildtyp lysierten (Khleif, S.N. et al., 1999).

1.4.1 Pflanzliche Extrakte

Die Natur stellt eine unerschopfliche Quelle von biologisch aktiven Substanzen dar, die
eine zentrale Rolle bei der Entwicklung neuer Arzneimittel als Arzneistoffe oder
Modellsubstanzen spielen. Viele pflanzliche Extrakte und Pflanzeninhaltsstoffe werden
traditionell in Gebieten eingesetzt, bei denen eine Beeinflussung der Ras/Raf/MEK/ERK-
Kaskade eine Rolle fiir die beobachtete Wirkung spielen konnte. Dazu gehdren zum einen
Extrakte mit antikarzinogener Wirkung, zum anderen Extrakte, die zur Forderung der
Wundheilung eingesetzt werden. Viele Pflanzenstoffe und Extrakte zeigten bereits in
Modellen eine krebshemmende Wirkung; zur Praxisrelevanz sind jedoch epidemiologische
Studien wichtig, die einen Zusammenhang zwischen der Einnahme pflanzlicher Produkte und
dem Riickgang in der Tumorhdufigkeit aufzeichnen (Hénsel, R., 1999). Knoblauch enthilt
z. B. Stoffe, welche die Haufigkeit von Colonkarzinomen um 35-50 % senken (Dorant, E. et
al., 1993; Ballard-Barbash, H. et al., 1995). Auch fiir griinen Tee liegen Statistiken vor, dass
die Einnahme beim Menschen das Krebsrisiko vermindern kann (Jankun, J. et al., 1997).

Zur Unterstiitzung der Wundheilung sowie bei Entziindungen der Schleimhédute werden
traditionell z.B. Extrakte aus Schafgarbe, Calendula und Arnica angewandt. Als
Stammpflanze der Arzneibuchdroge Millefolii herba ist Achillea millefolium zugelassen. Die
entziindungshemmenden, spasmolytischen und antiddematosen Wirkungen der Schafgarbe
beruhen vor allen Dingen auf dem enthaltenen, itherischen Ol und den Sesquiterpenlactonen,
insbesondere den Guajanolide (Kastner, U. et al., 1993; Sticher, O., 1999c).

Ringelblumenbliiten, Calendulae flos, werden aus den Bliiten von Calendula officinalis
gewonnen. Die Droge enthdlt Triterpensaponine, zum Teil veresterte Triterpenalkohole,
Flavonoide wie Quercetinglykoside, Carotinoide, Polysaccharide, dtherisches Ol vorwiegend
mit Sesquiterpenen und ferner Cumarine, Phenolcarbonsduren und Sterole (Sticher, O.,
1999b). Bei lokaler Anwendung wird die Wundheilung gefordert und es zeigen sich
entzindungshemmende und granulationsfordernde Effekte. Als Hauptwirkstoffe fiir die
antiphlogistische Wirkung sind die freien und veresterten Triterpenalkohole verantwortlich,

fiir die Wundheilung wahrscheinlich eher die Carotinoide (Isaac, O., 1994).
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Als Stammpflanzen fiir die Arzneibuchdroge Arnicae flos sind die geschiitzte Art Arnica
montana und die nordamerikanische Variante Arnica chamissonis ssp. foliosa zugelassen.
Charakteristische Inhaltsstoffe von Arnikabliiten sind die Sesquiterpenlactone vom
Pseudoguajanolid-Typ (Helenaline, Arnifoline, Chamissonolide), die in Konzentrationen
zwischen 0,1-1,4 % vorhanden sind (Willuhn, G. et al., 1994). AuBlerdem sind in der Droge
ca. 0,4-0,6 % Flavonoide, vor allem Flavone und Flavonole (Merfort, I. et al., 1990; Merfort,
I., 1992b; Merfort, I. et al., 1992), 0,2-0,35 % étherisches Ol mit ca. 40-50 % Fettsiuren und
ca. 9% n-Alkanen, sowie Phenolcarbonsduren, Carotinoide, in Spuren nicht-toxische
Pyrrolizinalkaloide (PaBreiter, C., 1992), Polyine und Polysaccharide enthalten (Merfort, 1.,
1992a). Arnikabliiten werden zur Herstellung von wissrigen und 6ligen Ausziigen sowie von
Arnikatinktur nach DAB verwendet. Die extrahierte Menge an Sesquiterpenlactonen liegt bei
ca. 92 % (Willuhn, G. et al., 1995) in der Tinktur, die die hdufigste Anwendungsform darstellt
und vor Gebrauch verdiinnt werden muss. Die friiher iibliche orale Anwendung sollte wegen
der cytotoxischen, kardiotonischen und atemanaleptischen Wirkungen der Helenaline und
ihrer Ester vermieden werden. Zur dulerlichen Anwendung wird Arnika bei Verletzungs- und
Unfallfolgen wie Prellungen, Quetschungen, Himatomen, bei rheumatischen Muskel- und
Gelenkbeschwerden, sowie bei Entziindungen im Mund- und Rachenraum eingesetzt
(Merfort, 1., 1992a). Als Hauptwirkstoffe gelten die Sesquiterpenlactone, die antibakteriell
und antimykotisch mit MHK-Werten zwischen 10-100 pg/ml, konsekutiv analgetisch und
antiphlogistisch wirken (Willuhn, G., 1991). Helenalin hemmt bereits in mikromolekularen
Konzentrationen, dass heiit in Konzentrationsbereichen, die auch bei topischer Anwendung
von Arnikatinktur auftreten, die Aktivierung des Transkriptionsfakors NF-xB. Dadurch wird
die Produktion von verschiedenen Cytokinen wie Interleukin-1 oder von Tumornekrosefaktor
o, sowie die Synthese von Cyclooxygenase-2 vermindert und das Entziindungsgeschehen
reduziert (Lyss, G. et al, 1997). Neben den Sesquiterpenlactonen tragen die
Flavonoidverbindungen, das #therische Ol und die Xantophylle ebenfalls zur

antiphlogistischen Wirkung bei.

1.5 Das Zwei-Hybrid-System zur Untersuchung von Proteininteraktionen

Die Wechselwirkung zwischen Proteinen ist die Basis von fast allen biologischen
Prozessen. Insofern ist ein wichtiger Aspekt bei der Erforschung der Regulation und Funktion

eines Proteins die Identifizierung von Proteinen, die mit ihm interagieren. Zu den

19



1. Einleitung

verschiedenen biochemischen Techniken gehéren z. B. das Crosslinking, die
Coimmunopréazipitation oder die Cofraktionierung mit Hilfe der Chromatographie. In den
spaten 80er Jahren baute die Gruppe um Stanley Fields das Zwei-Hybrid-System in
Saccharomyces cerevisiae auf, welches eine Untersuchung der Protein-Wechselwirkung in
vivo ermoglicht (Fields, S. et al., 1989). Das System nutzt den modularen Aufbau vieler
Transkriptionsfaktoren wie z. B. lexA oder Gal4 aus zwei, physikalisch verschiedenen
Dominen aus: der transkriptionsaktivierenden Doméne AD und der DNA-bindenden Doméne
BD. Zwei Proteine werden in Fusion mit den beiden Doménen in einem Hefestamm, bei dem
der urspriingliche Transkriptionsfaktor deletiert wurde, exprimiert. Kommt es zu einer
Wechselwirkung der Fusionsproteine, kann die rdumliche N&he der Doménen
wiederhergestellt und die Transkription der dadurch kontrollierten Gene gestartet werden. Als
Reportergene dienen dabei zum einen Auxotrophiemarker wie His3 oder Leu2, zum anderen
Enzymmarker wie lacZ oder gusA. Das Prinzip des Zwei-Hybrid-Systems liegt somit in der
direkten Kontrolle bestimmter Gene durch die Wechselwirkung zweier Fusionsproteine. Die
Enzymaktivitidten der Reporterproteine spiegeln dabei die in vitro bestimmten Affinititen der
fusionierten Proteine wider und lassen einen relativen Vergleich der Interaktionsstirke zu
(Estojak, J. et al., 1995).

Die Idee, das Zwei-Hybrid-System nun zur Suche nach Ras/Raf-Effektoren einzusetzen,
nutzt die Korrelation der Reportergenaktivitdit mit der Interaktionsstirke der beiden
Fusionsproteine aus. Beeinflusst eine zugefiigte Substanz die Wechselwirkung der beiden
Fusionsproteine, sollte dies zu einer messbaren Anderung der Enzymaktivititen der
Reporterproteine fiithren.

Das in dieser Arbeit eingesetzte Zwei-Hybrid-System beruht auf dem modularen Aufbau
des Transkriptionsfaktors Gal4 (Keegan, L. et al., 1986; Ma, J. et al., 1987a). Gal4 kontrolliert
mit Gal80 die Gene fiir den Galactose-Metabolismus und erkennt dabei mit seiner DNA-
bindenden Domine BD (AS 1-147) bestimmte upstream activating sequences UASs: cis-
aktive Elemente und Bestandteile von Hefe-Promotoren mit einer oder mehreren
konservierten, palindromischen Sequenzen. Interagiert die transkriptionsaktivierende Doméne
AD (AS 768-881) von Gal4 gleichzeitig mit dem RNA-Polymerase-Komplex, kann die
Transkription der entsprechend kontrollierten Gene starten (Ma, J. et al., 1987b) (s. Abb.
1.5-1). Durch die strenge Kontrolle der Gal UASs durch Gal4 ist eine Verwendung dieser
Enhancer zur Expression von Reportergenen moglich. Allerdings muss der verwendete
Hefestamm Deletionen in den gal4- und gal80-Genen aufweisen; ansonsten beeinflussen

endogene Gal4- und Gal80-Proteine die Reportergenaktivitét.
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Transkri ption>
Translation

I P2 NI Proteine

Abb.1.5-1: Funktion des Transkriptionsfaktors Gal4

Die beiden Doménen von Gal4 (BD und AD) sind innerhalb des Transkriptionsfaktors gekennzeichnet. Pol 11
steht fiir den RNA-Polymerase II-Komplex.

Die beiden Doménen von Gal4 miissen nicht auf einem Protein lokalisiert sein miissen,
sondern die rdumliche Ndhe der Doménen kann auch durch die Interaktion zweier, mit den
Doménen fusionierter Proteine z. B. Ras und Raf vermittelt werden. Wechselwirken die
Fusionsproteine miteinander, wird die Transkription der Reportergene aktiviert und die
entsprechenden Proteine gebildet. Die Sequenzen der Fusionsproteine sind auf zwei
Plasmiden codiert, die {iber Doppeltransformation in die Hefen eingebracht werden (s. Abb.

1.5-2).

Gal4-BD Ras M Gal4-AD Raf O

S S
O

O

Klonierung der Plasmide Transformation der Hefen

Selektion
Inkubation

Transkription>
Translation

W\
;\ X .o
RasRaf e V—, DR
BD b -
L RvfiPromotor Il B-Galactosidase

Abb. 1.5-2: Das Zwei-Hybrid-System
Die Sequenzen der Protein Ras und Raf werden in die entsprechenden Vektoren hinter die Gal4-Doménen
kloniert. Nach Doppeltransformation der Plasmide werden in der Hefe die beiden Fusionsproteine BD-Ras
und AD-Raf gebildet und zuriick in den Zellkern transportiert. Durch die Interaktion von Ras und Raf werden
die DNA-bindende Doméne BD und die transaktivierende Doméne AD von Gal4 wieder in rdumliche Néhe
gebracht, sodass die Transkription der von Gal4-kontrollierten Gene beginnen kann. In diesem Beispiel
wurde als Reportergen lacZ gewihlt, das fiir die bakterielle B-Galactosidase kodiert.
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Die im Zwei-Hybrid-System verwendeten Hefestimme besitzen als Reportergene unter der
Kontrolle von Gal4 zumeist lacZ, dessen Genprodukt B-Galactosidase leicht nachzuweisen

ist, und HIS3, das eine Wachstumsselektion ermdglicht.

Urspriinglich wurde das Zwei-Hybrid-System zum Screening von cDNA-Banken nach
einem moglichen Interaktionspartner eines bekannten Proteins entwickelt (Chien, C. et al.,
1991). Es wurde in den letzten Jahren jedoch vielfdltig modifiziert und weiterentwickelt,
sodass es nun nicht nur zum Screening von cDNA-Bibliotheken, sondern auch als wichtiges
Werkzeug in der Proteomforschung und bei der Arzneistoffsuche verwendet wird. Einige
Probleme und Grenzen des ,klassischen® Zwei-Hybrid-Systems konnten dabei durch
Variationen iiberwunden werden.

Um Mutationen innerhalb eines Proteins, die die Protein-Protein-Interaktion stéren, oder
inhibitorisch wirkende Peptide und Substanzen zu identifizieren, wurde von M. Vidal das
Reverse-Zwei-Hybrid-System entwickelt, das die Selektionsstrategie des Zwei-Hybrid-
Systems umdreht (Vidal, M. et al., 1996). Kommt es zu einer Interaktion der Fusionsproteine,
wird das Reportergen URA3 abgelesen und der Hefe-Metabolismus zur Synthese von Uracil
durch das gebildete Enzym Orotidin-Phosphatdecarboxylase komplementiert. Extern
zugefiigtes S-Flourouracil (5-FU) wird von diesem Enzym zu einem giftig wirkendem
Metaboliten umgewandelt, sodass die Hefezellen nicht mehr wachsen konnen. Nur wenn die
Interaktion der Fusionsproteine gestort wird, ist ein Wachstum der Hefen in Anwesenheit von
5-FU moglich.

Falls ein Protein als Bestandteil eines groeren Komplexes nur mit schwacher
Wechselwirkung an ein anderes Protein bindet, kann im Drei-Hybrid-System ein drittes,
stabilisierendes Protein mitexprimiert werden. DNA-Protein-Interaktionen kdnnen mit dem
Ein-Hybrid-System (Wilson, T.E. et al., 1991) oder dem Ein-Ein-Halb-Hybrid-System
(Analogon zum Drei-Hybrid-System) (Dalton, S. et al., 1992) untersucht werden. Hierbei
wird ein Fusionsprotein, bestehend aus der transkriptionsaktivierenden Doméne von Gal4 und
dem zu untersuchenden Protein, von einem speziellen Ein-Hybrid-Vektor exprimiert. Der
Vektor besitzt aulerdem ein Reportergen, zumeist lacZ, unter der Kontrolle eines von Gal4-
regulierten Promotors. Statt des ,,gal4-enhancer“-Elements wird jedoch eine kurze DNA-
Sequenz inseriert, an die das Fusionsprotein binden und dadurch die Transkription des
Reportergens aktivieren soll. Oft wird dieses Ein-Hybrid-System zur Suche nach DNA-
Bindeproteinen eingesetzt, wobei eine cDNA-Bank ,,in frame* mit der Sequenz fiir die

Gal4AD-Domine in den Vektor kloniert wird und somit viele Fusionsproteine nach
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Transformation in den Hefen gebildet werden. Aufgrund des Reporterproteins
B-Galactosidase konnen die positiven Transformanden relativ einfach z. B. mit X-Gal

nachgewiesen werden.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der groBen Bedeutung von Ras und Raf bei der Signaliibertragung von
verschiedensten Rezeptoren wird seit ihrer Entdeckung intensiv an den beiden
Protoonkogenen geforscht. Die direkte Interaktion zwischen dem GTP-gebundenem
aktiviertem Ras und der Proteinkinase Raf fiihrt zur Rekrutierung und Aktivierung von Raf an
der Plasmamembran und leitet die Raf/MEK/ERK-Kaskade ein. Insofern stellt dieser erste
Schritt ein vielversprechendes Target zur Beeinflussung von Apoptose, Proliferation und
Differenzierung der Zellen dar.

Da jedoch trotz der bekannten Proteinstruktur von Ras und Raf bisher nur wenige Stoffe
gefunden wurden, die die Interaktion beeinflussen (s. 1.5), war es das Ziel der vorliegenden
Arbeit, ein Testsystem zu etablieren, mit dessen Hilfe Effektoren der Ras/Raf-Interaktion
schnell und einfach identifiziert werden konnen. Bereits B. Jaitner (Jaitner, B.K. et al., 1997)
benutzte zur Quantifizierung der Interaktionsstirke zwischen Ras und Raf das Zwei-Hybrid-
System in Hefe. Aufbauend auf diesen Arbeiten sollte nun das System in Microtiterplatten
etabliert werden, sodass gleichzeitig ein Screening von mehreren Substanzen moglich sei.

Durch Vorarbeiten von G. Hosch, S. Richter und I. Ziindorf lagen Hinweise vor, dass eine
Fraktion aus Arnika montana die Interaktion zwischen Ras und Raf verstirkt. Diese
Vermutungen sollten weiter bestdtigt und - falls moglich - der entsprechende Stoff
identifiziert werden.

Bei Identifizierung aktiver Substanzen sollte dariiber hinaus durch Expression verkiirzter
Ras- und Raf-Proteine im Zwei-Hybrid-System die essentiellen Proteinbereiche, die fiir die
Wirkung notwendig sind, eingegrenzt werden.

Abschlielend sollten die Effektoren der Ras/Raf-Wechselwirkung mit Hilfe eines zweiten
unabhingigen Testsystems {iberpriift werden. Als Organismen wurden dabei statt
Saccharomyces-cerevisiae-Stimmen  verschiedene Sdugerzelllinien gewéhlt, um die
Ergebnisse besser auf eine mogliche pharmazeutische Anwendung iibertragen zu koénnen.
Dieses zweite Testsystem beruhte auf der Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade und

anschliefendem Nachweis der phosphorylierten Proteine.
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2. Material und Methoden

2.1

Material

2.1.1 Chemikalien, Gerite und ihre Bezugsquelle

24

Substanzen
ABTS
Acrylamid
Agar

Agarose

Bezugsquellen

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Boehringer
Roth
IMA
AGS

Aminosduremix ohne Leucin, Histidin, TryptophanFa. BIO101

3-Aminotriazol

Ampicillin

Anti-Mouse-Antikorper POD-Konjugat
Anti-Rabbit-Antikorper POD-Konjugat
APOD

Arnika-Tinktur

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton

Bacto-Yeast

Bicine

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
Bisacrylamid

BSA

Chemikalien vom Reinheitsgrad ,,pro analysi®
Coomassie Brillant Blue R250

CPRG

DMEM

DMSO

dNTPs

Drop-out-Mix ohne Aminosiuren

DTT

ECL-Kit

EDTA

Ethidiumbromid

Ethylenglycol

FCS

Ficoll

Glutamax

Glycerin 86 % (technisch)

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sigma

Roth

Sigma
Sigma

Roth

Dr. Hetterich
Unipath
Unipath
Unipath
Sigma
Perkin Elmer
Roth

Roth

Merck, Fa. Roth, Fa. Serva, Fa. Sigma
Roth
Boehringer
GibcoBRL
Merck

Roth

Difco

Roth
Amersham
Roth

Sigma
Merck
Sigma
Sigma
GibcoBRL
Roth
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Glycin Fa. Roth
HEPES Fa. Roth
Hybond™-P Fa. Amersham
IPTG Fa. Saxon
Leupeptin Fa. Merck
McCoy5a Fa. GibcoBRL
MgCl, (fiir PCR) Fa. USB
B-Mercaptoethanol Fa. Roth
Molekulargewichtsmarker fiir SDS-Gele Fa. Sigma
MTT Fa. Merck
ONPG Fa. Merck
PEG 1000 Fa. Merck
PEG 3550/6000/8000 Fa. Sigma
Penicillin/Streptomycin (100x) Fa. PAA Laboratories
Ponceau S Fa. Sigma
Rontgen-Fixierldsung Fa. Tetenal
Rontgen-Rapid-Entwickler Fa. Tetenal
RPMI Fa. GibcoBRL
Na-Sarcosyl-laureat = N-Lauroyl-sarcosine Fa. Sigma

SDS Fa. Biomol
Sorbitol Fa. Sigma
TEMED Fa. Serva
Tetracyclin Fa. Sigma
Triton-X100 Fa. Sigma
Trypsin/EDTA Fa. PAA Laboratories
Trockenmilch Fa. Frema Reform
Trypan Blue Stain 0,4 % Fa. GibcoBRL
Tween 20 Fa. Roth
X-Gal Fa. Roth

Yeast Extract Fa. Unipath
Yeast Nitrogen Base w/o amino acids Fa. Difco
[0?P]-dATP (10mCi/ml, 3000 Ci/mmol) Fa. Amersham
[v*P]-dATP (10mCi/ml, 3000 Ci/mmol) Fa. Amersham
Chromatographiezubehor Bezugsquellen

Kieselgel 60 Fps4 Glas-Fertigplatten, 20x20 cm  Fa. Merck
Kieselgel 60 F,s4 Alufolienplatten, 20x20 cm  Fa. Merck
Lobar-Fertigsdule LiChroprep RP-18 (40-63um) Fa. Merck
LC-Pumpe Duramat 80 Fa. Chemie und Filter GmbH
RP-18 F,s4s Glas-Fertigplatten, 20x20 cm Fa. Merck
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Geriite
Abi Prism 310 Genetic Analyzer
Analysenwaage Sartorius MC1
Blotting-Apparatur fiir Western Blots
Brutschrank
Elisa-Reader MR5000
Fraktionssammler Advantec SF-210
Geltrockner
GeneAmp PCR System 9600
Gene Pulser™
Gene Quant RNA/DNA-Calculator
LaminAir™ HB2472
Mikroskop
Mini Protean II
Netzgerit
pH-Meter mit Einstabsmesskette SenTix
Polaroidkamera DS-34
Rotationsschiittler
Rotationsverdampfer:
Biichi Rotavapor Rel11
Biichi 461 Wasserbad
Vacuubrand Membranpumpe MZ2c
Speed Vac Concentrator
Spektralphotometer Hitachi U 2000
SterilGard Hood
Thermocycler Hybaid Omn-E
Tiefkiihlschrank
Trockenschrank
Ultraschallbad Sonorex Super RK255H
Ultraschallgerat Sonoplus HD-70
UV-Schirm
Vortex Reax 2000
Vortex Genie 2
Wasserbad
Zahlkammer

Zellkulturinkubator

Sonstiges Material

3MM Chromatographiepapier
BCA Protein Assay Kit
Dialyseschlauche Visking

Hersteller

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Perkin Elmer
Sartorius
Frobel

Heraeus

. Dynatech
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Gynkotek
Frobel
Perkin Elmer
Bio Rad
Pharmacia
Heraeus
Nikon

Bio Rad
Consort
WTW
Polaroid

Infors

Biichi

Biichi
Vacuubrand
Heraeus

Colora

Labotect

MWG Biotech
Forma Scientific
Ehret

Bandelin
Bandelin

Frobel

Heidolph
Scientific Industries
Julabo

Brand Neubauer

Forma Scientific

Bezugsquellen

Fa.
Fa.
Fa.

Whatman
Pierce

Roth
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Gal4 Two Hybrid Phagemid Vector Kit
GenePulser Cuvettes
Hybond-N Membran
Mehrkanalpipette
Microtiterplatten
Nitrocellulosemembran BA8S
pGem-T Vector System I
Polaroidfilme Typ 667
Qiagen PCR Purification Kit
Qiagen Gel Extraction Kit
Qiaprep Spin Plasmid Kit
Rontgenfilme X-Omat AR™
Sterilfilter 0,2 pm

Zentrifugen

J2-HS, J6-HC
Rotixa/P
Tischzentrifuge 5415C
Ultrazentrifuge L-70

Enzyme

Fa. Stratagene

Fa. Eurogentec

Fa. Amersham

Fa. Brand

Fa. Greiner

Fa. Schleicher & Schiill
Fa. Promega

Fa. Polaroid

Fa. Qiagen

Fa. Qiagen

Fa. Qiagen

Fa. Kodak

Fa. Schleicher & Schiill

Hersteller

Fa. Beckman
Fa. Hettich
Fa. Eppendorf
Fa. Beckman

Restriktionsendonukleasen, Polymerasen, DNA-Ligasen, Ts-Polynukleotidkinase, alkali-

sche Phosphatase und pankreatische RNAse wurden von den Firmen Roche Diagnostics

(frither Boehringer Mannheim), GibcoBRL, New England Biolabs und Pharmacia bezogen,

Lyticase von der Fa. Fluka.

Die in den Polymerasekettenreaktionen verwendete DNA-Polymerase aus Thermus aquati-

cus wurde nach den Angaben von Pluthero (Pluthero, F.G., 1993) hergestellt und gereinigt.

2.1.2 Aligemeine Puffer und Losungen

Puffer und Lésungen

10 x B-ME

,,Chloroform*

CPRG-Losung

Zusammensetzung

60 mM B-Mercaptoethanol

Chloroform/Isoamylalkohol 24+1 (v/v)

0,2 mg CPRG

0,2 ul B-Mercaptoethanol
1 ml Immunologischer HEPES-Puffer
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50 x Denhardt’s

DNA-Auftragspuffer (denaturierend)

DNA-Auftragspuffer (nativ)

DNA/RNA-Elutionspuffer

50 x E-Puffer (HOAc pH 7,9)

Ethidiumbromid-Losung

Immunologischer HEPES-Puffer

Low TE

2,5 x PBS

,,Phenol*

20 x SSC

1% BSA
1% PVP
1 % Ficoll

95 % Formamid

10 mM EDTA

0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol FF

50 % Sucrose

0,1 M EDTA pH 8,0
0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xylencyanol FF

0,3 M NacCl

10 mM Tris (mit HCI auf pH 7,5)
1 mM EDTA

1 % (w/v) Phenol

2 M Tris
0,1 M EDTA
0,25 M Natriumacetat

10 mg/ml Ethidiumbromid

100 mM HEPES pH 7,5
10 mM MgCl,

150 mM NaCl

0,05 % Tween20

10 mM Tris (mit HCI auf pH 8,0)
0,1 mM EDTA

375 mM NaCl
75 mM KH,PO,
175 mM Na,HPO, x 2 H,0

80 % Phenollésung, mit Low TE geséttigt

3 M Na(Cl
0,3 M Natriumcitrat
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10 x TBS

1 x TTBS

X-Gal-Losung

10x YTBE

Z-Puffer

100 mM Tris (mit HCI auf pH 7,5)
1,5 M NaCl

1 x TBS
0,1% Tween 20

1 mg X-Gal
50 pl DMF

1 M Tris
20 mM EDTA
0,5 M H,BO,

60 mM Na,HPO,
40 mM NaH,PO,
10 mM KCI

1 mM MgSO,

Enzymatische Inkubationspuffer wurden nach Herstellerangaben oder nach Sambrook

(Sambrook, J. et al., 1989) verwendet.

2.1.3 Medien

Medien fiir E. coli
YT-Medium

YT-Agar

YT/amp-Medium

YT/cam-Medium

Medien fiir S. cerevisiae

st Te-His M edium = SC-Medium

SCTu TP _Medium

Zusammensetzung
1 % Bacto Trypton
0,5 % Yeast Extract
0,5 % NaCl

YT-Medium mit 1,2 % Agar

YT-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin

YT-Medium mit 20 pg/ml Chloramphenicol

Zusammensetzung

6,7 g/l Drop-out-Mix ohne Aminosduren

2 g/l Aminosduremix

2 % Glucose

SC-Medium mit 0,1 g/l Histidin
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SC™"-Medium SC-Medium mit 0,1 g/l Histidin und Tryptophan
SC ™ _-Medium SC-Medium mit 0,1 g/1 Histidin, 0,5 g/l Leucin
SC-Agar SC-Medium mit 2 % Agar

YPD-Medium 1 % Bacto-Yeast

2 % Bacto-Pepton
2 % Glucose

2.1.4 Synthetische Oligonukleotide

Alle aufgefiihrten Oligonukleotide sind in 5° — 3’-Richtung dargestellt und wurden bei der
Firma MWG Biotech (Ebersberg bei Miinchen) synthetisiert. Sie dienten als PCR-Starter zur
Einflihrung bendtigter Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen, als Mutagenese- und
Sequenzierprimer, sowie nach Markierung mit [y’°P]-ATP zum Nachweis von DNA und
RNA. Bei dem Primer zur Mutagenese ist die Mutationsstelle durch Fettdruck hervorgehoben.
Die Lage der Primer ist schematisch in Abbildung 2.1-1 wiedergegeben, die Bezeichnungen

und Sequenzen der Primer sind in den Unterkapiteln aufgefiihrt.

A a1 2 b ¢ AL, d 5 6 e
LL L L L dsd d dd
n C
1 51 131 184 275
B f 7 g+h i 8 '
LLd L d L
3.0 D
1 30 59 76 166 189
*

Abb. 2.1-1: Ubersicht iiber die Positionen der synthetischen Oligonukleotide

A Ubersicht iiber die Primer zur Klonierung von Raf (1-6), sowie Sequenzier- und Hybridisierprimer (a-e)
fir pPC86ssHCRC2Raf bzw. pAD. Die arabischen Zahlen unterhalb der Zeichnung beschreiben
Aminosduren von Raf, oberhalb die zur Klonierung verwendeten PCR-Primer.

B Ubersicht iiber die Primer zur Klonierung von Ras (7-9), sowie Sequenzier-, Hybridisier- und
Mutageneseprimer (f-k) fir pPC97HrasG12Vverk bzw. pBD. Die arabischen Zahlen unterhalb der
Zeichnung indizieren Aminosduren von Ras, oberhalb die zur Klonierung verwendeten PCR-Primer.
Die romischen Ziffern markieren die switch-1- und switch-2-Region, ,,** steht fiir ein Stopp-Codon
innerhalb der Sequenz.
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2.1.4.1 Primer fiir die Polymerasekettenreaktion

Die eingefiihrten Restriktionsschnittstellen sind durch Unterstreichung hervorgehoben und
werden im Namen des Primers benannt (EcoRI, Sall, Xbal). ,back® und ,,for* geben die
Richtung des Primers wieder: die ,,back® Primer binden am 5’-Ende, die ,,for*-Primer am 3’-

Ende des Fragments.

Primer zur Klonierung von verkiirzten Raf-Proteinen
Raf back EcolN 1 GGG TAG AAT TCC AAA GAT CCA TGG
Raf back Eco50 2 CTC ACA GAA TTC TCT AAG ACA AGC AAC
RafCRD back Ecol31 3 CTT CAA GTA GAA TTC CTA GAT CAT GTT C
RafRBD for Sal131 4 GAG GGG AAG TCG ACC CAG GAA ATC
Raf for Xbal92 5 GAA TTT GGA ATC TAG AAC AATTGT C
Raf for Xba275 6 GCG GCC GCT CTA GAA GTC GAC CGG

Primer zur Klonierung von verkiirzten Ras-Proteinen

Ras back EcolN 7 CGG GAA TTC CAG ATC AAT TCT ATG
RasRBD for Sal91 8 CCC GTC GAC ACT GGT GGA TGT CCT C
Ras for Sal190 9 GAG CTT GGT CGA CGT CAG GAG AG

2.1.4.2 Hybridisier- und Mutageneseprimer

c-Rafl-hyb b GGA ATG AGC TTG CAT GAC TC
Raf hyb113 back c GAT TGG AAT ACT GAT GCT GCG
Raf hyb147 for d CAG GAA CGT CTT CCG AGC
wt-Ras SgrAl g CCA CACCGC CGG CaCC
H-Ras hyb i GAG TAC AGC GCC ATG CGG

2.1.4.3 Sequenzierprimer
5’-AD a GGG ATG TTT AAT ACC ACT AC
3’-AD e GCA CAGTTG AAGTGA ACT TG
pPC86 seq e GTG GAG ACT GAT ATG CCT C
pPC97BD seq = 5’-BD f GTG GAG ACT GAT ATG CCT C
Ras for BD seq h GAT CAG CTG GAT GGT CAG
pPC97Ras seq i GCCAAGACCCGGCAGG
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SV40seq  bindet als for-Primer innerhalb der SV40-Sequenz

GGA GGA GTA GAATGT TGA G (ca. 110bp nach EcoRI-Site)
Gal4BDseq bindet als for-Primer innerhalb der DNA-bindenden Doméne von Gal4

GCC CTA GTC AGC GGA GAC (ca. 140bp nach Start-Codon)
pS3seq bindet als back-Primer innerhalb der p53-Sequenz

GGA GAC AGC AGG GCT CAC (ca. 100bp vor Stopp-Codon)

RSP (rev)  bindet innerhalb von pGemT AAC AGC TAT GAC CAT G
SP3 (uni)  bindet innerhalb von pGemT  GTT TTC CCA GTC ACG AC

2.1.5 Verwendete Organismen

Bakterienstimme

JM83 ara A(lac-proAB), rspL, 880lacZ A M15 (Yanish-Perron, C. et al., 1985)

JM109 recAl, supE44, endAl, hsdR17, gyrA96, relAl, thi, A(lac-proAB), F'[traD36, proAB’,
lacIlacZAM15] (Yanish-Perron, C. et al., 1985)

JM110 dam, dem, supE44, hsdR17, thi, leu, rpsL, lacY, galK, galT, ara, tonA, thr, tsx,
A(lac-proAB), F'[traD36, proAB", lacl%lacZAM15] (Yanish-Perron, C. et al., 1985)

RZ1032  F’cat (=pCJ105; M13°Cm")/dut ungl thi-1 relAl spoT1 mcrA (Sambrook, J. et al., 1989)

TG1 F'traD36 lacl® A(lacZ)M15 proA'B/supE A(hsdM-mcrB95 (rym ,McrB") thi(lac-proAB)
(Sambrook, J. et al., 1989)

Hefe-Stamm
y190 MATa, leu2-3,112, ura3-52, trp1-901, his3-A200, ade2-101, Agal4 Agal80 URA3 GAL-lacZ,

LYS GAL-His3, cyh' (Harper, J. et al., 1993)

Saugerzelllinien

HL60 humane, promyeloische Leukémiezelllinie mit N-ras-Mutation im Codon 61 (Collins, S.J. et
al., 1977; Collins, S.J., 1987)

T24 humane Blasenkarzinomzelllinie mit H-ras-Mutation im Codon 12 (Bubenik, J. et al., 1970;
Bubenik, J. et al., 1973)

HeLla humane Adeno- und Zervixkarzinomzelllinie (Gey, G.O. et al., 1952)
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2.1.6 Vektoren und Plasmide

Bakterielle Vektoren

Bezeichnung Kurzbeschreibung und Referenz

pET-22b bakterieller Expressionsvektor mit N-terminalem pelB-Leaderpeptid und C-ter-
minalem Hisg-Tag, durch fl-ori zur Gewinnung von Einzelstrang-DNA geeignet
(Fa. Novagen)

pGEM-T Klonierungsvektor mit terminalem Uberhang einer einzelnen Thymin-Base zur

effizienten Ligation von PCR-Produkten (Fa. Promega)

Zwei-Hybrid-Vektoren

Bezeichnung Kurzbeschreibung und Referenz

pAD Shuttle-Vektor fiir das Zwei-Hybrid-System, trigt die Sequenz fiir die

transkriptionsaktivierende Doméne von Gal4 vor der MCS (Fa. Stratagene)

pBD Shuttle-Vektor fiir das Zwei-Hybrid-System, tragt die Sequenz fiir dic DNA-
bindende Doméne von Gal4 vor der MCS (Fa. Stratagene)

p53 Kontrollvektor fiir das Zwei-Hybrid-System, codiert fiir ein Fusionsprotein
bestehend aus dem Tumorsuppressorprotein p53 und der transkriptionsaktivierenden

Domine von Gal4 (Fa. Stratagene)

pSV40 Kontrollvektor fiir das Zwei-Hybrid-System, codiert fiir ein Fusionsprotein
bestehend aus dem groBen T-Antigen des Simian Virus 40 und der DNA-bindenden

Doméne von Gal4 (Fa. Stratagene)

pPC86 Shuttle-Vektor fiir das Zwei-Hybrid-System, trigt die Sequenz fiir die
transkriptionsaktivierende Doméne von Gal4 vor der MCS (Chevray, P. et al., 1992)

pPC97 Shuttle-Vektor fiir das Zwei-Hybrid-System, trigt die Sequenz fiir die DNA-
bindende Doméne von Gal4 vor der MCS (Chevray, P. et al., 1992)

pPC97HrasG12Vverk Shuttle-Vektor fiir das Zwei-Hybrid System, codiert fiir ein Fusionsprotein
bestehend aus der DNA-bindenden Doméne von Gal4 und dem um den C-Terminus

verkiirzten RasG12V (AS 1-166) (Jaitner, B.K. et al., 1997)
pPC86ssHCRC2Raf Shuttle-Vektor fiir das Zwei-Hybrid System, codiert fiir ein Fusionsprotein

bestehend aus der transkriptionsaktivierenden Doméne von Gal4 und der

regulatorischen Doméne von c-Raf-1 (AS 1-275) (Jaitner, B.K. et al., 1997)
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pPC86ssRafRBD Shuttle-Vektor fir das Zwei-Hybrid System, codiert fiir ein Fusionsprotein
bestehend aus der transkriptionsaktivierenden Doméne von Gal4 und der Ras-

bindenden Doméne von c-Raf-1 (AS 51-131) (Jaitner, B.K. et al., 1997)

Da der Aufbau der Zwei-Hybrid-Vektoren pAD/pBD bzw. pPC97/pPC86 von besonderer
Bedeutung ist, wird hier im Gegensatz zu den anderen Vektoren ausfiihrlicher darauf
eingegangen. Die Vektoren pAD und pPC86 beinhalten das 451bp groBe Genfragment der
transaktivierenden Domine von Gal4, das mit einer Kernlokalisierungssequenz (NLS) in den
Vektor inseriert wurde. Die NLS gewdhrleistet die nukledre Lokalisation des
transaktivierenden Fusionsproteins. Die 356bp lange Sequenz der DNA-bindenden Doméne
von Gal4 besitzt bereits eine NLS und findet sich auf den Plasmiden pBD und pPC97. In allen
Vektoren folgt auf die Gal4-Sequenz eine multiple Klonierungsstelle (MCS) ohne
Transkriptionsstart oder Stoppsequenzen, sodass die an dieser Stelle eingebrachte DNA
gemeinsam mit der Gal4-DNA transkribiert wird. AbschlieBend ist allen Vektoren der ADH1-
Terminator nachgeschaltet. Unterschiede der einzelnen Vektoren abgesehen von der MCS

sind in Tabelle 2.1-1 und in den Abbildungen 2.1-1 und 2.1-2 dargestellt.

pPC97 pPC86 pBD pAD
bakt. Replikationsursprung ColE1 ColE1 ColE1 ColE1
bakt. Selektionsmarker Amp' Amp' Cam’ Amp"
Replikationsursprung fiir Hefe | ARSH4Cen6 | ARSH4Cen6 2u 2u
Hefe-Selektionsmarker Leu2 Trpl Trpl Leu2
Promotor ADHI1 ADHI1 ADH1 | ADHI
(Lange) (1500bp) (1500bp) | (404bp) | (404bp)
Reptlatonprngir || o | e

Tab. 2.1-1: Unterschiede der verwendeten pPC- und Stratagene-Vektoren
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Abb. 2.1-2: Schematische Darstellung von pPC86 und pPC97

Das Schema entspricht bis auf wenige Restriktionsstellen dem Originalzitat (Chevray, P. et al., 1992). Die
Sequenz der beiden Vektoren ist nicht vollstindig bekannt.

SnaBl 6978 SnaBl 5852

HindlIll 409

Kpnl 483

Miul 726
EcoRI

833  Ncol
Bglll 4362

Hindlll 409

Scal

2y ori PaoH
5762

Gal4-AD
Amp' MCS

2 ori Xhol 651

EcoRI
878

pAD-Gal4 897 pBD-Gal4 Psl
Hindlll
7620 bp tapH 1140 6494 bp tapH 940
ColE1 ori ColE1 ori .

LEU2 \\ Sphl 1468 Hindlll

EcoRV 1926 1354
Clal Xbal 1783

2522
Sfil 4201 Nofl 3296 Notl 2777 Pwull 2153

Abb. 2.1-3: Schematische Darstellung von pAD und pBD

Die Zeichnung entspricht bis auf wenige Restriktionsstellen dem Schema der Fa. Stratagene. Die Sequenz
der Vektoren ist im Internet frei verfiigbar.

Die Vektoren pPC97/pPC86 besitzen einen ARSH4CEN-Replikationsursprung und
werden daher als zentromere Vektoren (YCp) bezeichnet. Sie werden wie Chromosomen nach
den Mendelschen Regeln auf nachfolgende Generationen vererbt. Die Transformanden sind
extrem stabil und tragen 1-5 Plasmide pro Zelle, wodurch eine anndhernd gleiche
Proteinexpression der beiden Fusionsproteine erreicht wird. Bedingt durch den vollstandigen
ADH1-Promotor ist die Expression relativ hoch, allerdings wird der Promotor in der spéten

log-Phase durch entstehenden Ethanol reprimiert.
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Im Gegensatz zu den pPC-Vektoren besitzen die Stratagene-Vektoren pAD und pBD einen
2pu-Replikationsursprung, der fiir eine autonome Replikation der Plasmide sorgt, sodass 50-
100 Kopien in der Zelle vorkommen kénnen. Diese Plasmide werden als episomale Plasmide
(YEp) bezeichnet. Die Transformanden sind ebenfalls sehr stabil, allerdings kann die
Expressionsrate der beiden Fusionsproteine aufgrund der variablen Kopienzahl der Plasmide
in der Hefe sehr unterschiedlich sein. Der verkiirzte ADHI1-Promotor bewirkt allgemein eine
geringe, aber konstitutive Proteinexpression, die jedoch nur schwer im Western Blot

nachzuweisen ist (Clontech-Laboratories, 2000; James, P., 2001).

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die allgemein gebrauchlichen, molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht im
einzelnen erwihnt, nach Maniatis (Sambrook, J. et al., 1989) durchgefiihrt und sind daher hier

nicht oder nur kurz beschrieben.

2.2.1 Hybridisierungsmethoden

Puffer Zusammensetzung
Oligohybridisierungspuffer 4 x SSC

1 x Denhardt's

0,1 % SDS

0,1 % Natriumpyrophosphat

Durch Hybridisierung mit komplementéren, radioaktiv markierten Nukleinsédureproben
konnen membrangebundene Nukleinsduren analysiert und identifiziert werden. Je nach Art
der radioaktiven Probe muss auf verschiedene Vorhybridisierungs-, Hybridisierungs- und
Waschbedingungen geachtet werden, wobei in der Regel die Temperatur wihrend der
Vorhybridisierung und Hybridisierung 42 °C betrégt.

Zur Hybridisierung mit Oligonukleotiden wird die Membran in Oligohybridisierungspuffer
fiir mindestens 15 min vorhybridisiert und anschlieend im gleichen Puffer unter Zugabe des
radioaktiv-markierten Primers iiber Nacht hybridisiert. Das Waschen der Membran erfolgt
zuerst 10 min bei Raumtemperatur in 4 x SSC mit 0,1 % SDS, dann 10 min bei 2 °C unterhalb
der stringenten Bindungstemperatur des Primers in 4 x SSC. Zur Berechnung der stringenten

Temperatur gehen unter den aufgefiihrten Salzbedingungen fiir den Energiebetrag einer A-T-
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Bindung 2 °C bzw. einer G-C-Bindung 4 °C ein. Fehlpaarungen sowie die Energiebetrdge der

benachbarten Basenpaare werden von der Gesamtsumme abgezogen.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Puffer Zusammensetzung

10 x Taq-Puffer 500 mM KCl
100 mM Tris (mit HCI auf pH 8§,3)
1 % Triton X-100

Taq-Verdiinnungspuffer 50 mM Tris (mit HCI auf pH 7,9)
50 mM KCl
1 mM DTT
0,5 mM PMSF
0,1 mM EDTA
50 % Glycerin

Zur Amplifikation der verschieden langen ras- und raf-Gene aus den pPC-Vektoren wurde
die nach Pluthero hergestellte Taq-DNA-Polymerase (Pluthero, F.G., 1993) fiir die
Polymerasekettenreaktion verwendet. Mit Hilfe entsprechender Oligonukleotide (s. 2.1.4.1)
konnen Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen in die DNA-Fragmente eingebracht
werden, sodass eine gezielte Klonierung in Vektoren moglich ist. Da die Bedingungen bei
jedem Ansatz neu optimiert werden miissen, wird hier nur ein Standardansatz mit dem dazu
gehdrigen Protokoll kurz beschrieben.

Ein typischer Ansatz enthélt 0,25 mM dNTPs, 1 x Taqg-Puffer, 1,5 mM MgCl, und 50 pmol
der jeweiligen Oligonukleotide. Die Menge der eingesetzten Matrizen-DNA ist variabel: Fiir
eine Fragment-Amplifikation ausgehend von Plasmid-DNA reichen 10 ng meistens aus.

Ein typisches Programm hat folgenden Verlauf: Zu Beginn wird der Ansatz fiir 5 min bei
95°C denaturiert. Wéhrend eines ,,Hold“-Schritts werden 0,5 ul Tag-Polymerase
(Verdiinnung 1:10) zugegeben. Der 30malige Temperatur- und Zeitzyklus beginnt mit dem
Annealing der Primer an die Matrizen-DNA fiir 1 min bei einer Temperatur, die 2-4 °C
unterhalb der stringenten Temperatur der Oligonukleotide liegt. Der neue DNA-Strang wird
von der Tag-Polymerase bei 72°C fir 2min synthetisiert, woran sich ein
Denaturierungsschritt von 1 min bei 94 °C anschlieft. Beim letzten Zyklus entfillt der
Denaturierungsschritt und der letzte Syntheseschritt wird auf 10 min ausgedehnt. Die
erhaltenen DNA-Fragmente werden mittels Gelelektrophorese untersucht und bei Bedarf mit

dem Qiagen PCR Purification Kit aufgereinigt.
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2.2.3 Einzelstrang-DNA fiir die Mutagenese

Puffer Zusammensetzung
Prizipitationslosung 3,5 M NH4Ac
20 % PEG 6000 - 8000

Hochsalzpuffer 0,3 M NaCl
0,1 M Tris (mit HCI auf pH 8,0)
1 mM EDTA

Einzelstrang-DNA wird unter Benutzung des Helferphagen ,,M13 K07 hergestellt und fiir
die in-vitro-Mutagenese eingesetzt. Voraussetzung fiir die Einzelstrangprédparation ist, dass
die doppelstrangige DNA-Sequenz, in die eine Mutation eingefiihrt werden soll, in einem
M13-Vektor oder in einem Phagemid-Vektor vorliegt. In der vorliegenden Arbeit wurde das
Phagemid pET-22b verwendet, in das die Sequenz flir RasG12V aus pBDRasG12V1-166
nach Restriktion mit EcoRI/Sall ligiert wurde.

Das entsprechende Phagemid wird zunichst in den FE.-coli-Stamm ,,RZ1032%, der die
Mutation dut/ung trigt, transformiert. Durch die Eliminierung sowohl der dUTPase (dut’) als
auch der Uracil-N-Glykosylase (ung’) wird anstelle des Thymins Uracil in die Einzelstrang-
DNA eingebaut. Mit 1 ml einer stationdr gewachsenen Kultur der Transformanden werden
50 ml YT/amp-Medium beimpft und bei 37 °C kultiviert. Bei einer optischen Dichte der
Kultur von 0,3 werden 150 pl der Helferphagen-Suspension ,,M13 K07 zugegeben, die auf
eine ,,multiplicity of infection” von 20 titriert wurden. Eine Stunde spéter komplementiert
man das Kulturmedium mit 350 pl Kanamycin (10 mg/ml). Der Helferphage vermittelt eine
Kanamycin-Resistenz, sodass nicht infizierte Zellen durch das kanamycinhaltige Medium im
Wachstum unterdriickt werden. Die Kultur wird tiber Nacht bei 37 °C geschiittelt und am
ndchsten Tag durch 20-mintitiges Zentrifugieren bei 9.000 x g (Beckman J2-HS, Rotor JA-20)
bei 4 °C pelletiert. Den Uberstand inkubiert man mit 50 pl RNAse (10 mg/ml) 30 min bei
Raumtemperatur. AnschlieBend werden die Phagen fiir 30 min auf Eis mit 0,25 Volumen der
Prizipitationslosung gefallt, bei 9.000 x g fir 20 min abzentrifugiert und in 400 pl
Hochsalzpuffer resuspendiert. Aus den Phagenpartikeln wird die einzelstringige DNA durch
Behandlung mit Phenol/Chloroform und nachfolgender Chloroform-Extraktion gereinigt.
Nach Natriumacetat/Ethanol-Prazipitation wird die DNA in 50 ul LowTE resuspendiert und
die Konzentration durch Messung der OD bei 260 nm bestimmt (1 OD =40 pg ssDNA).
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2.2.4 In-vitro-Mutagenese (dut/ung-Methode)

Puffer Zusammensetzung

5 x Annealing-Puffer 200 mM Tris (mit HCI auf pH 8,0)
250 mM NacCl

10 x Elongationspuffer 100 mM MgCl,
10 mM ATP
10 mM DTT

Bei der dut/ung-Methode zur in-vitro-Mutagenese (Kunkel, T.A., 1985; Kunkel, T.A. et
al., 1987) selektiert man gegen Uracil-haltige DNA und erhoéht damit die Ausbeute an
positiven Transformanden. Die iiber Methode 2.2.2 erhaltene Einzelstrang-DNA enthilt
Uracil anstelle von Thymin. Mit Hilfe eines Oligonukleotids, das die gewiinschte Mutation
tragt, wird in vitro ein komplementdrer, Thymin-haltiger DNA-Strang synthetisiert.
Transformiert man dieses Hybrid aus Uracil-haltiger DNA ohne Mutation und thyminhaltiger
DNA mit Mutation in einen ung -E.-coli-Stamm, so wird der Uracil enthaltende Einzelstrang
degradiert und durch einen korrekten zweiten, Thymin-haltigen Strang ersetzt.

Zur Mutagenese werden 2 pmol Einzelstrang-DNA und 50 pmol des phosphorylierten
Mutageneseprimers, in dieser Arbeit ,,wt-Ras SgrAI*, in 20 ul 1 x Annealing-Puffer 4 min bei
100 °C inkubiert. Nach Abkiihlung des Ansatzes werden 4 ul 10 x Elongationspuffer, 2 ul
25 mM dNTPs, 1 pl T;-DNA-Polymerase (10 U/pl), 3 pul T4~-DNA-Ligase (4 U/ul) und 10 pl
Wasser hinzugefiigt. Der Elongationsansatz inkubiert zunidchst 5 min auf Eis, 5 min bei
Raumtemperatur und danach 2 h bei 37 °C. Die DNA wird durch Natriumacetat/Ethanol-
Prézipitation gewonnen und mittels Elektroporation in einen kompetenten E.-coli-Stamm
transformiert. Positive Transformanden konnten durch Hybridisierung mit dem radioaktiv-
markierten Mutageneseprimer ,,wt-Ras SgrAI*“ und anschlieBender Restriktionsanalyse mit

SgrAl/Xhol identifiziert werden.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) werden nach der Methode von
Laemmli (Laemmli, U.K., 1970) durchgefiihrt. Soweit nicht anders angegeben, werden 10-15-

prozentige Gele und die Mini-Protean-II-Laufkammer verwendet.
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Losungen Zusammensetzung

Trenngel (10 %) 2,3 ml 1,5 M Tris pH 8,8/ 0,4 % SDS
3,1 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid
3,9 ml H,O
3,4 ul TEMED

34 ul 20 % APOD

Trenngel (15 %) 2,3 ml 1,5 M Tris pH 8,8/ 0,4 % SDS
4,7 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid
2,3 ml H,O
3,4 Wl TEMED
34 ul 20 % APOD

Sammelgel (3 %) 0,833 ml 0,5 M Tris pH 6,8/ 0,4 % SDS
0,433 ml 30 % Acrylamid/ 0,8 % Bisacrylamid
2 ml H,O
3,4 ul TEMED
10 pl 20 % APOD

NEB-Probenpuffer 62,5 mM Tris (mit HCI auf pH 6,8)
2 % SDS
10 % Glycerol
50 mM DTT
0,1 % Bromphenolblau

10 x SDS-Laufpuffer 250 mM Tris
1,9 M Glycin
1 % SDS

Die gewonnen Siugerzellextrakte (s. 2.6.6) bzw. Hefeproteinextrakte (s. 2.5.4) werden mit
NEB-Probenpuffer gemischt, fiir 5 min aufgekocht und nach Abkiihlung in die Gel-Taschen
aufgetragen. Als GroBenstandard wird ein angefarbter Molekulargewichtsmarker von Fa.
Sigma verwendet, der aus Aprotinin (6,5 kDa), Lysozym (16,5 kDa), B-Lactoglobulin
(25 kDa),  Triosephosphatisomerase (32,5 kDa), Aldolase (47,5 kDa), Glutamat-
Dehydrogenase (62 kDa), MBP-Paramyosin (83 kDa) und MBP-f-Galactosidase (175 kDa)
gemischt wurde. Die Elektrophorese wird bei einer konstanten Stromstérke von 30 mA in 1 x

SDS-Laufpuffer durchgefiihrt.
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2.3.2 Férbung mit Coomassie Brillant Blue R250

Losungen Zusammensetzung
Coomassie-Féarbelosung 0,1 % Coomassie Brillant Blue R 250
25 % Isopropanol
10 % Essigséaure

Entférber 10 % Methanol

7 % Essigsédure

Zur Detektion der Proteine nach einer SDS-PAGE wird das Gel mit Coomassie-
Féarbelosung fiir 0,5-2 h gefarbt. Die Proteinbanden werden nach einigen Stunden in

Entfarberlosung und mehrmaligem Wechsel der Lésung sichtbar.

2.3.3 Western Blot

Puffer Zusammensetzung
Anodenpuffer I 0,3 M Tris
20 % Methanol
Anodenpuffer 1T 25 mM Tris
20 % Methanol
Kathodenpuffer 20 mM Tris
40 mM e-Amino-n-Capronsiure
20 % Methanol
Stripping-Puffer 0,2 M Glycin, pH 2,8
0,5 M NaCl

Beim Western Blot nach der ,,Semi-Dry“-Methode werden die durch SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine mittels Elektroblot auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen, auf der
sie anschlieBend mit Hilfe der Immunfarbung charakterisiert werden kdnnen. Der Aufbau des
Blots erfolgt in folgenden Schichten ausgehend von der Anodenseite der Blot-Apparatur:

e 6 Lagen 3MM-Papier, getrinkt mit Anodenpuffer I,

e 3 Lagen 3MM-Papier, getrinkt in Anodenpuffer II,

e die zuvor in Wasser eingelegte Nitrocellulosemembran,
e das zu blottende Gel,

e 6 Lagen 3MM-Papier getrinkt mit Kathodenpuffer.
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Der Transfer erfolgt bei ca. 7-8 V fiir 45-60 min. Die auf die Membran iibertragenen
Proteine werden mit Ponceau S (0,2 % in 3 % TCA) angeférbt und die Gro8enmarker was-
serfest markiert. Nach Entfarbung der Membran durch Wasser oder TBS wird sie eine Stunde
mit 5% BSA in TBST bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation mit dem ersten
Antikorper in einer geeigneten Verdiinnung erfolgt in 5 % BSA/TBST iiber Nacht bei 4 °C
und leichtem Schwenken. Nicht gebundene Antikdrper werden am nédchsten Tag durch
dreimaliges Waschen in 1 x TBST entfernt. Nach einer kurzen Vorbehandlung mit 5 %
Milchpulver/TBST erfolgt die Inkubation mit einem zweiten, Peroxidase-gekoppelten
Antikorper in 5 % Milchpulver/TBST (Verdiinnung 1:10.000) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wird die gebundene
Peroxidaseaktivitit iiber eine Chemilumineszens-Reaktion mittels ECL-Kit und
anschlieBender Detektion mit einem Rontgenfilm nachgewiesen.

Falls die Membran ein weiteres Mal mit Antikorpern inkubiert werden soll, wird sie mit
20 ml Stripping-Puffer fiir 2-5 min unter leichtem Schwenken inkubiert. Danach wird NaOH
bis zur Neutralisation der Losung zugegeben und die Membran kurz in PBS gewaschen.
Anschlieend kann sie fiir ldngere Zeit gelagert oder nach obigem Protokoll wiederholt

verwendet werden.

2.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Losungen Zusammensetzung

Bradford-Reagenz 0,001 % Coomassie Brilliant Blue G250
5 % Ethanol
10 % Phosphorsdure 85 %

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, M.M., 1976) beruht auf einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes ,,Coomassie Brilliant Blue G250*
von 465 nm nach 595 nm durch die Bindung an Protein. Das eingesetzte Probenvolumen
richtet sich nach der zu erwartenden Proteinmenge und vorliegenden Storungsfaktoren wie
z.B. hohe SDS-Konzentrationen. Eventuell muss mit einer 1:10-Verdinnung der
Proteinlosung gearbeitet werden. Nach Auffiillen der Probenlosung auf 100 ul mit Wasser
wird sie mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt, gevortext und nach 5 min bei 595 nm

vermessen. Die Proteinkonzentration wird durch eine mitgefiihrte BSA-Eichgerade berechnet.
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2.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA

Der BCA-Assay beruht auf der Reduktion von Cu”" zu Cu’ durch Proteine im alkalischen
Medium (Biuret Reaktion) und der kolorimetrischen Bestimmung des Kupfer-Kations durch
Chelatierung mit zwei Bicinchoninsdure-Molekiilen (Smith, P.K. et al., 1985). Der gebildete,
wasserlosliche Komplex besitzt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm, wobei jedoch auch
Wellenlidngen zwischen 540-590 nm zur Messung verwendet werden kdnnen.

Je 20 ul Probe bzw. 20 ul einer entsprechenden Verdiinnung werden mit 200 pl frisch
hergestelltem BCA-Reagenz (1:50) in je einer Vertiefung einer Microtiterplatte versetzt. Nach
einer Inkubation fiir 30 min bei 37 °C werden die Losungen am ELISA-Reader bei 550 nm

vermessen und die Proteinkonzentrationen mit einer mitgefiihrten BSA-Eichgerade berechnet.

2.4 Arbeiten mit Bakterien

2.4.1 Transformation von CaCl,-kompetenten Bakterien

Puffer Zusammensetzung
Transformationspuffer 10 mM Tris (mit HCI1 auf pH 7,5)
10 mM MgCl,
10 mM CacCl,

1-5 pl Plasmid DNA (50-500 ng) bzw. 10 ul eines Ligationsansatzes werden mit 100 pl
Transformationspuffer und 200 pl CaCl,-kompetenten E.-coli-Zellen (Dagert, M. et al., 1979)
30 min bei 4 °C inkubiert. Durch einen raschen Temperaturwechsel zu 37 °C fiir 4 min und zu
Raumtemperatur fiir 10 min wird die Aufnahme der DNA eingeleitet. Nach Zugabe von
500 pl YT-Medium wird der Transformationsansatz bei 37 °C inkubiert und nach 30 min auf
eine YT-Agarplatte mit Selektionsantibiotikum ausplattiert. Falls aufgrund des verwendeten
Plasmids eine Blau-WeiB3-Selektion erfolgen kann, wird der Ansatz vor dem Ausplattieren mit

10 u1 0,1 M IPTG und 70 pl X-Gal-Losung versetzt.

2.4.2 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Medium und Liosung Zusammensetzung

SOC-Medium 20 g/l Bacto Trypton
5 g/l Yeast Extract
0,1 % Glucose
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Regenerationssalzlosung 0,1 M MgCl,
0,1 M MgSO,
1 M NaCl

1-2 ul Plasmid DNA (50-500 ng) bzw. 5-10 ul eines Ligationsansatzes werden mit 50 pl
salzfrei  gewaschenen, elektrokompetenten  E.-coli-Zellen in eine  vorgekiihlte
Elektroporationskiivette (0,2 cm Elektrodenabstand) luftblasenfrei pipettiert und 1 min auf Eis
inkubiert. Die Kapazitit des Plattenkondensators wird auf 25 pF eingestellt und ein
zusitzlicher paralleler Widerstand von 200€Q angelegt. Durch Entladung des
Plattenkondensators bei einer Spannung von 2,5 kV nehmen die Zellen die DNA auf. Nach
Zugabe von 1 ml SOC-Medium werden die Zellen in ein steriles Reagenzglas {iberfiihrt,
welches bereits 30 pl Regenerationssalzlosung enthélt. Die Zellen regenerieren wiahrend einer
Stunde bei 37°C, bevor sie auf eine YT-Agarplatte mit dem entsprechenden
Selektionsantibiotikum ausplattiert werden. Falls aufgrund des verwendeten Plasmids eine
Blau-WeiB-Selektion moglich ist, wird der Ansatz vor dem Ausplattieren mit 10 ul 0,1 M
IPTG und 70 ul X-Gal-Losung versetzt.

2.5 Arbeiten mit Hefen

2.5.1 Herstellung kompetenter Hefen

Losung Zusammensetzung
SBEG 1 M Sorbitol
10 mM Bicine pH 8,35
3 % Ethylenglykol

Zur Herstellung kompetenter Hefen wurde das Protokoll von Klebe et al. (Klebe, R. et al.,
1983) verwendet. Zu einer 5 ml Ubernachtkultur in YPD-Medium vom Hefestamm y190
werden am folgenden Tag 50 ml frisches YPD-Medium gegeben. Hat die Kultur eine
Zelldichte mit einer ODgyy von 0,6 erreicht, werden die Hefen 5 min bei 4 °C und 3.500 g
abzentrifugiert, in 25 ml SBEG resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Zellpellet in 1 ml SBEG aufgenommen. 100 pl-Aliquots der
Zellsuspension werden auf Trockeneis flir mindestens 15 min eingefroren und anschlieSend

bis zur spdteren Verwendung bei —80 °C gelagert.
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2.5.2 Transformation von Hefezellen

Puffer Zusammensetzung
PEG-Puffer 40 % PEG 1000
20 mM Bicine pH 8,35

NB-Puffer 150 mM NaCl
10 mM Bicine pH 8,35

Zur Doppeltransformation wird jeweils 1 ug Vektor zu 100 pl Zellsuspension pipettiert
und der Ansatz mit 750 pl PEG-Puffer gemischt. Nach einer einstiindigen Inkubation der
Zellen bei 30 °C erfolgt ein Hitzeschock von 5 min bei 45 °C, bevor die Hefen 2 min bei
4000 rpm in einer Eppendorf-Zentrifuge bei RT abzentrifugiert werden. Das Pellet wird in
1 ml NB-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird bis auf ca. 100 pl
verworfen und je 50 ul Zellen auf SC¥T™_platten ausplattiert. Nach Inkubation bei 30 °C
fir ca. 2-3 Tagen werden die Klone auf Histidin-Prototrophie und ihre

B-Galaktosidaseaktivitdt hin untersucht.

2.5.3 Anlegen von Hefe-Stocks

Zur dauerhaften Lagerung von Hefetransformanden werden Glycerin-Stocks der Zellen
angelegt. Dazu werden 500 ul einer dicht gewachsenen o/n-Kultur des entsprechenden
Hefeklons mit 500 ul 30 % Glycerol versetzt und gevortext. Die cups werden auf Trockeneis

fiir mindestens 15 min eingefroren und anschlieBend bei —80 °C gelagert.

2.5.4 Herstellung von Hefeextrakten fiir SDS-Page

Puffer Zusammensetzung
PGSK-Puffer 4 mM NaH,PO,
50 mM Na,HPO,
50 mM NaCl
50 mM KCI

2,75 % Glucose

PGSK-Lysepuffer 0,9 ml PGSK
0,1 ml 20 % SDS
5,75 ul1 0,1 M PMSF
0,2 n1 0,5M EDTA
1,32 pl 1:100-verdiinntes Leupeptin.
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Eine Ubernachtkultur wird mit dem entsprechendem Selektionsmedium auf eine ODgy von
0,15-0,2 verdinnt und anschliessend bei 30 °C bis zu einer ODggy von 0,5-0,7 auf dem
Schiittler inkubiert. Die Zellen werden bei 3.000 rpm und 4 °C pelletiert und in 500 pl
eiskaltem PGSK-Puffer resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation und Waschung mit
PGSK-Puffer wird der Uberstand mit einer Pasteurpipette abgezogen und das erhaltene Pellet
o/n bei —80 °C eingefroren. Zum Zellaufschluss wird der PGSK-Lysepuffer, der mit
verschiedenen Protease-Inhibitoren versetzt wurde, zunichst auf 60 °C erwarmt, bevor 100 pl
schnell auf die tiefgefrorenen Zellen pipettiert und das Pellet darin resuspendiert werden.
Nach Zugabe von Glassbeads (Durchmesser 0,25-0,5 mm) bis ungefdhr zur Hohe des
Meniskus wird die Zellsuspension 10 min in einem kochendem Wasserbad inkubiert und
danach auf Eis erneut 1 pul 0,1 M PMSF zugegeben. Insgesamt fiinfmal wird der Ansatz fiir je
30 sec auf hochster Stufe gevortext und anschliefend fiir eine Minute auf Eis gestellt. Mit
einer rotglithenden Kaniile (23g) bohrt man danach von unten ein Loch in das cup und
tiberfiihrt die Losung in das sich darunter befindliche neue cup mittels Zentrifugation bei 4 °C
und 3.000 rpm fiir 5 min. Der erhaltene Proteinextrakt wird zu je 20 pl portioniert und bei
-20 °C gelagert. Aufgrund des gewidhlten schonenden Aufschlusses konnen die Ansétze auch
zur 2D-Gelelektrophorese verwendet werden. Die Glassbeads werden nach mehrmaligem

Waschen in 20 % TCA und anschlieBendem Trocknen wiederverwendet.

2.5.5 Plasmidisolierung aus Hefe

Losungen Zusammensetzung
Lyticase-Losung 20 mg Lyticase

1 ml LowTE, pH 7,5
Lysepuffer 0,2 M NaOH

1 % SDS

2 ml Selektionsmedium werden mit dem gewiinschten Klon im Reagenzglas angeimpft
und o/n bei 30 °C und 200 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Die Zellen werden bei 6.000 rpm
fiir 4 min bei RT pelletiert und nach Abkippen des Uberstandes in der verbliebenen
Fliissigkeit resuspendiert. Nach Zugabe von 15 pl Lyticase-Losung inkubiert der Ansatz bei
37°C fir 90 min zur Ausbildung von Hefesphdroblasten, die anschlieBend mit 200 pul
Lysepuffer lysiert und fiir weitere 5 min bei RT, sowie 5 min bei 4 °C inkubiert werden. Die
erhaltene Zellsuspension wird fiir mindestens 7 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand mit 700 pl Phenol extrahiert, wobei die genomische DNA withrend des Vortexens

bei der Phenol-Extraktion geschert wird. Aus der abgezogenen, wissrigen Phase fallt man die
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DNA bei RT durch Zugabe von 1/10 Volumen NaOAc, pH 4,8 und 700 pul 96 % EtOH aus.
Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 14.000 rpm wird das Pellet mit 300 ul 70 % EtOH
gewaschen und anschlieend mittels SpeedVac getrocknet. Der Ansatz wird in 10 pl MilliQ-
Wasser aufgenommen und in CaCl,-kompetente Bakterienzellen transformiert. Nach
Inkubation bei 37°C wird je eine Hilfte des Transformationssuspension auf die

entsprechenden Selekionsplatten (YT/amp bzw. YT/cam) ausgebracht.

2.5.6 Durchfithrung des Hefe-Zwei-Hybrid-Assays

Durch die Protein-Protein-Wechselwirkung im verwendeten Hefe-Zwei-Hybrid-Assays
entsteht [-Galactosidase, deren Aktivitdt tiber die Umsetzung verschiedener Substrate
nachgewiesen werden kann. In dieser Arbeit wurden CPRG, das zu dem roten
Chlorophenolrot umgesetzt wird, ONPG, welches ein gelbliches Produkt bildet, und Galacton
Star, ein Chemilumineszenz-Substrat verwendet. Die Vor- und Nachteile der verschiedenen
Substrate sind in Tabelle 2.5-1 aufgefiihrt.

Die Etablierung des Testsystems wird ausfiihrlich im Ergebnisteil 3.1 beschrieben, daher

wird hier nur kurz das resultierende Protokoll aufgefiihrt.

Substrat Eigenschaften
e preiswerter als Galacton, teurer als ONPG

e 10-fach sensitiver als ONPG

CPRG )
e aufgrund der schnellen Reaktionsrate evt. fiir stark
positive Kolonien schlechter reproduzierbar
e preiswerter als CPRG und Galacton
ONPG e evt. nicht sensitiv genug, um schwache Interaktionen zu

quantifizieren

e relativ teuer

e sensitivstes [-Galactosidase-Substrat, kann jedoch zu

Galacton Star hoher Backgroundstrahlung fiihren

e erfordert Luminometer oder Scintillationszahler

Tab. 2.5-1: Vor- und Nachteile der verwendeten B-Galactosidase-Substrate

Zunéchst werden 5 ml SC-Medium mit den gewiinschten Hefestimmen angeimpft und o/n
bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Die Hefesuspensionen werden am néchsten Tag auf die
gleiche Zelldichte mit SC-Medium verdiinnt (ca. 1:4 - 1:11), sodass die ODg3p von 140 pl am
Elisa-Reader zwischen 0,12 und 0,14 liegt bzw. am Photometers von 1 ml eine ODgyo von ca.

0,5 gemessen wird. Pro Vertiefung werden 140 pl der eingestellten Suspensionen in eine 96-
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well-Microtiterplatte vorgelegt und entsprechend des Versuchsplanes 10-20 pl Probe bzw.
Losungsmittel dazupipettiert. Zum Mischen der Losungen wird die Platte kurz gevortext
(Vortex-Genie Stufe 1-2 Vortex) und dann bei 30 °C und 200rpm o/n inkubiert. Um gefarbte
Verbindungen zu entfernen, werden die Zellen zweimal nach folgendem Ablauf gewaschen:
Zentrifugation bei 2.000 rpm fiir 5min bei RT, Abziechen des Uberstandes mit einer
Mehrkanalpipette, Zugabe von 150 pl Z-Puffer, Resuspendieren der Zellen durch Vortexen
der Platte und Messung der ODg39 am Elisa-Reader (Bezeichnung der Werte: ,,1. Waschen*
bzw. ,,2. Waschen®). Nach einer dritten Zentrifugation werden die Zellen ohne Uberstand bei
-80 °C fiir 15 min eingefroren. Nach Auftauen bei RT resuspendiert man sie mit 90 ul
Z-Puffer und vermisst die Platte erneut am Elisa-Reader (Bezeichnung: ,,90 pl*). Die Zellen
werden durch Zugabe von 4 ul 1 % SDS und 6 pl Chloroform lysiert und inkubieren nach
kurzem Mischen erneut fiir 10 min bei 30 °C. Zum eigentlichen Start des Assays werden zum
Zeitpunkt ty pro well 100 ul CPRG-L6sung bzw. 20 pl ONPG-Losung (4 mg/ml) zugesetzt.
Nach Inkubation bei 30 °C bis zur Rot-Orange- (CPRG) bzw. Gelbfarbung (ONPG) wird die
Platte erneut zentrifugiert und 100 ul Uberstand in eine neue Microtiterplatte iiberfiihrt. Die
Messung zur Endzeit t; erfolgt am Elisa-Reader bei 550 nm (CPRG) bzw. 405 nm (ONPG)
gegen eine Referenzwellenlédnge von 630nm (Bezeichnung: ,,CPRG* bzw. ,,ONPG®).

Die B-Galactosidase-Aktivitit wurde in Anlehnung an die Berechnung nach Miller (Miller,

J.H., 1972) nach folgender Formel bestimmt:
OD:ss0/630 ,,CPRG™ « 1000

Units =
ODg30,, 90 ul“e t « V

mit t = Inkubationszeit in Minuten bis zur Messung (= to-t;), V = Ansatzvolumen des
Assays in Millilitern, ,,90 pl*“ = Messung der ODg3p nach Resuspension der Zellen in 90 pl
Z-Puffer, ,,CPRG* = Messung der ODss¢630 nach Inkubation mit CPRG bzw. ONPG.

Die Quantifizierung der Enzymaktivitét erfolgte durch Bezug auf die Zelldichte, die durch
die ODg3p-Messung der Zellen in 90ul Z-Puffer (,,90ul*) ermittelt wurde. Diese Messung
wurde ebenfalls zur Beurteilung der Cytotoxizitdt der Proben verwendet. Die Bestimmung der
ODg30 nach dem ersten und zweiten Waschen dienten der internen Kontrolle des Pipettierens

und gingen nicht in die eigentliche Aktivitdtsberechnung ein.
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Zum besseren Vergleich der Versuche an verschiedenen Tagen wird jeweils nur die
bezogen auf die Anderung mit reinem Losungsmittels angegeben. Diese Anderung berechnet
sich fiir die Enzymaktivitit, bezeichnet als ,relative Anderung der B-Gal-Aktivitit, und fiir

das Wachstum, bezeichnet als ,,relative Anderung des Wachstums*, folgendermalBen:

B-Galactosidase-Aktivitét pope

relative Anderung der B-Gal-Aktivitiit
B-Galactosidase-Aktivitat | ssungsmittel

ODs30 ,,90 pI* probe

relative Anderung des Wachstum
OD630 9590 Hl“ Losungsmittel

Zur Erleichterung der Auswertung der einzelnen Platten wurde ein Excel-Programm
geschrieben, sodass die entsprechenden Daten vom Elisa-Reader sowie die genaue
Inkubationszeit nur noch in die entsprechende Arbeitsmappe eingegeben und direkt die

erhaltenen Werte graphisch aufbereitet ausgegeben wurden.

Ed Microsoft Excel - Testauswertung.xls

J Datei Beatbeiten Amnsicht Einfiigen Fommat Extras Daten Fenster 2 _|ﬁ||1|
DzEER =l (=80~ -QEHE2|0 k=

A1 -] =| 0D 630nm von 140yl Zellen
| B [ce[o[eE[FlaHT TS TMmin] & [ & [ @ [ &’ [ & [ T =

1 |00 E20nm i:n 140pl Zellen =
2

| & |Eingabe: 1 2 | 3| 4|5 |6 | 7] 8] sw]|nlie DR 630nm

| 4 [i001000) [RasiRar33 156] 151 156 157| 186 151 48] 51| 151 48] 15[ 51|f O

| 5 | FRiasiRaf 33 152| 152 158 153| 157 152 151) 154 153 14a| 154 155

| & | FrazfRED 3 122| 1za| 17| 1za| 27| 1ze| 124 126 127 120|128 12| o2 —+—RastRaf 33

| 7 | RastRED 3 127| 28| 131| 31| 130 10| 126 1ze| tee| 12| 13| 13y

| & | pEHEV40 K LCE T 3 T e IR N7 N7 N L4 N L N L™ N LT W/ | —=—Rasifaf 32

| 5 | PSSV K 144] 143 14| 147| 1es] a3 1e2| 140 48| 1| 146 140) i

10 RasiRED 9
B 0,08
| 12 | FasiRED 3
13 | 0,06

14 Leerwert: —— pEHEVAIK
| 15 0,04

15 —s— pEHSVHIK
| 17 |karr. Werte: 1 2 3 4 ] 3 T g ] 10 11 12 0,02
| 18 | RastRaf33 | 0124 042 0125] 0.126] 0.126] o2 ote] oaz] oa2f 0117] 0azz] 0.1
| 13 | RastRaf 33 | 0.421f 0.421f 0.27| 0.27) 0.128] 0021 0.12| o123 otez| ovie| otes| onzel o |0 0
| 20 | RasfREDI | 0.031] 0,093| 0,036] 0,097| 0,096| 0,035| 0,093| 0,094| 0,096| 0,083| 0,034| 0,092 U203 & 5 5 7 o8 8 o1 12
| 21 | RastREDS | 0036] 0,097 01| 0,1 0,093| 0,099| 0,095| 0,097| 0,095 0,093 01| 0,101
| 22 | psasvao k| 013 0.013) o018] 0017f onte| o] or| o] o012 0111] 0,115 0,118
| 23 | psasvaok | 013f 0.012) 0,015] 0.116] 0.113| 0012] 0.111| 0,108) 0,115 0,11] 0,115 0,10
| 24 |
| 25 |
| 26 |
| 27 |
| 28 | Mittehwerte: 1 2 | 3| a5 |6 | 7] 8|9 w]|nli
| 23 | RastRaf33 | 04123] 0.121] 0126] 0.127] 0,126 0121] 0,113 0122 0121] 0.118] 0,123] 0,122
| 30 | RastREDY | 0.034| 0,095 0,038| 0,099] 0,098| 0,097| 0,094| 0,098| 0,096] 0,091| 0,097| 0,097
El psarsvao k| 013 0.013) 0017 0017 0017|012 1| 01| 014] 0.111] 0,115 0,113 =
| 32|
14 (4 [ [#I}s,_140p] Zellen i 1.Waschen £ Z Waschen £ 90plZ-Fuffer f CPRG 4 Enzymakt. 4 DiagrammEA £ GraphenEA J Graph f Muli 7 Faktor £ Zwei . Zweiswachs jl|_|L|JJ
Bereit I [ s

Abb. 2.5-1: Darstellung der ersten Seite der verwendeten Excel-Arbeitsmappe
Die Messungen am Elisa-Reader werden auf den zugehorigen Seiten (,,140 pl Zellen®, ,,1. Waschen®,
»2. Waschen®, ,.90 ul Z-Puffer”, ,,CPRG®) als ganze Zahlen eingegeben; das Programm rechnet die Werte
nach Abzug des Leerwertes in die korrekten Werte um. Auf der Seite ,,Enzymaktivitidt® wird die
Inkubationsdauer in Minuten, sowie das Testvolumen in ul eingegeben. Je nach Einstellung berechnet das
Programm die Graphen automatisch bzw. nach Aufforderung durch Driicken der Taste ,,F9*.
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2.6 Arbeiten mit Sidugerzellen

2.6.1 Zellkulturbedingungen

Die Suspensionszelllinie HL60 wird RPMI-Medium unter Zusatz von 10 % foetalem
Kélberserum (FCS) und 2 % Penicillin/Streptomycin (5000 U/ml) inkubiert. HeLa-Zellen
werden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM, 1 g/l Glucose) mit 10 % FCS und
2 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Das Medium McCoy5a wird unter Zusatz von 10 %
FCS, 2% Penicillin/Streptomycin und 2 mM Glutamax fiir die adhidrenten T24-Zellen
verwendet.

Alle verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert und
in der Regel zweimal pro Woche passagiert. Die adhdrenten Zellen HeLLa und T24 wurden
dabei vorher einmal mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA von der Petrischale
abgelost. Alle drei Zelllinien wurden bei 600-800 rpm fiir 4 min pelletiert und in einer

Verdiinnung von ca. 1:10 wieder ausgesiit.

2.6.2 Bestimmung der Zelldichte

Zur Bestimmung der Zelldichte werden gleiche Volumina Zellsuspension und Trypanblau-
Losung gemischt und 20 pl in einer Neubauer-Zdhlkammer gezihlt. Die Zellzahl ergibt sich
aus folgender Formel: Zellzahl = ,,Anzahl“ x 2 x 10* [Zellen/ml]

2.6.3 Anlegen von DMSO-Stocks

Ca. 2-4 x 10° Sdugerzellen werden bei 800 rpm fiir 4 min abzentrifugiert und das Pellet in
900 pl Medium resuspendiert. Nach Uberfiihrung in ein vorgekiihltes Kryordhrchen werden
100 ul DMSO zugegeben, die Losungen gut gemischt und ziigig in Stickstoffdampf
eingefroren. Am nédchsten Tag kann die dauerhafte Lagerung durch Eintauchen in fliissigen

Stickstoff erfolgen.

2.6.4 Rekultivierung von DMSO-Stocks

Die Zellsuspension im Kryordhrchen wird vorsichtig in einem 37 °C-Wasserbad angetaut
und schnell mit 1 ml vorgewdrmten Medium in ein Falcon Tube, in dem sich bereits 5 ml
Medium zur Verringerung der DMSO-Konzentration befinden, iiberfiihrt. Die Zellen werden

bei 600-800 rpm fiir 4 min pelletiert und anschlieBend in frischem Medium ausgesit.
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2.6.5 MTT-Assay von Siugerzellen

Losungen Zusammensetzung
MTT-Reagenzlosung 25 mg MTT
10 ml PBS, pH7,4

Isoprop/HCI Isopropanol mit 0,04 M HCl

Der MTT-Test ermoglicht die kolorimetrische Bestimmung der Zellzahl {iber eine
Messung der Aktivitdit mitochondrialer Dehydrogenasen, die den wasserloslichen gelben
Farbstoff MTT zu einem wasserunldslichen blauen Formazan umsetzen. Da die Aktivitét
dieser Enzyme von dem physiologischen Status der Zellen abhéngt, kann zudem eine Aussage
iiber die Zellvitalitit getroffen werden (Mosmann, T., 1983; Vistica, D.T. et al., 1991).

Fir den eigentlichen MTT-Test in 96-well-Platten werden die PBS-gewaschenen
Sdugerzellen mit 100 pl frischem Medium, das je nach Versuchsaufbau mit einer
Testsubstanz versetzt wurde, fiir die gewlinschte Zeitdauer inkubiert. Anschlieend gibt man
das gleiche Volumen an frischem Medium, sowie 50 ul MTT-Reagenzlosung in das
Vertiefung hinzu. Nach Inkubation fiir 2 h bei 37 °C wird das Medium abgezogen und die
Zellen mit 100 pl Isoprop/HCI lysiert. Nachdem sich die gebildeten Formazankristalle
aufgelost haben, erfolgt die Messung am ELISA-Reader bei 550 nm gegen eine

Referenzwellenldnge von 630 nm.

2.6.6 Durchfiihrung des Siugerzellassays fiir Western Blots

Losungen Zusammensetzung

Lysispuffer 20 mM Tris (mit HCI auf pH 8,0)
2 mM EDTA
5 % SDS

10 % 2-Mercaptoethanol

Nach Waschung der Zellen mit PBS wird die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die Zellen werden mit 1 x PBS, 0,1 % Glucose auf cine Zelldichte von 4-6 x
10’/ml bei HL60, bzw. auf 0,6-1 x 10’/ml bei T24 und HeLa eingestellt. Pro Testansatz
werden bei 37 °C im Wasserbad 2,5 pul 1 M CaCl, mit 47 ul 1 x PBS, 0,1 % Glucose gemischt
und 50 pul der entsprechenden Zellsuspension, das entspricht 2-3 x 10° HL60-Zellen bzw. 3-
5x 10° adhirente Zellen, dazupipettiert. Je nach Versuchsgestaltung werden die Ansitze fiir

die gewiinschte Inkubationsdauer (0,5-30 min) mit 0,5 ul Testsubstanz bzw. Losungsmittel
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versetzt und kurz gevortext. Die Zugabe von 100 pl Lysispuffer beendet die Reaktion und die
Ansitze werden bis zum weiteren Arbeiten auf Eis gehalten. Nach 5-miniitigem Kochen im
Wasserbad und anschlieBender Homogenisierung mittels Ultraschall erfolgt die Lagerung bei

-20 °C bis zur spateren Verwendung fiir SDS-PAGE und Western Blot (s. Kap. 2.3.1, 2.3.3).

2.7 Chromatographische Methoden

2.7.1 Dinnschichtchromatographie

Zur analytischen Diinnschichtchromatographie diente als stationére Phase RP-18-Alufolien
mit Fluoreszenzmarker (254 nm) und einer Schichtdicke von 0,2 mm.

Zur priparativen Diinnschichtchromatographie wurden RP-18- sowie Kieselgel-60-
Fertigplatten mit Fluoreszenzmarker (254 nm), Schichtdicke 0,25 mm, 20x20cm als
stationdre Phase verwendet. Die zu untersuchenden Extrakte bzw. Fraktionen werden
bandenformig aufgetragen; als Laufmittel dienen meist Methanol/Wasser-Gemische (30-70 %
MeOH). Nach der Chromatographie wird das Kieselgel von verschiedenen Banden mit einem
Spatel abgekratzt und mit Methanol extrahiert. Durch Abnutschen der Losungen durch eine
Fritte wird das Kieselgel abgetrennt. Die erhaltenen Losungen werden anschlieBend am
Rotationsverdampfer einrotiert und der Riickstand in Wasser bzw. 70 % Ethanol

aufgenommen.

2.7.2 Niederdruck-Fliissigchromatographie

Zur Auftrennung von Arnika-Tinktur bzw. -Extrakt wurden Niederdruck-
Fliissigchromatographien an einer RP-18-Fertigsdule durchgefiihrt. Als Losungsmittel dient
20 % Methanol, das vorher mittels Ultraschall entgast wurde. Die Sdule wird mindestens zwei
Stunden bei einem Druck von max. 5 bar vorkonditioniert, bevor 2-3 ml Probe aufgebracht
werden. Nach weiteren zwei Stunden werden alle 5-10 min die Fraktionen im Reagenzglas
gesammelt und abhidngig vom Volumen mittels Rotationsverdampfer oder SpeedVac bis zur
Trockne einrotiert. Die Fraktionen werden entweder in 200 pl 70 % Ethanol geldst und vor
der Testung mit weiteren 200 pl Wasser verdiinnt oder direkt in 400 pl Wasser aufgenommen.

Die Reinigung der Séule erfolgt mit reinem Methanol als FlieBmittel iiber mehrere Stunden.
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3. Ergebnisse

3.1 Aufbau des Zwei-Hybrid-Systems

Um ein Screening von Effektoren der Ras/Raf-Wechselwirkung zu ermoglichen, sollte mit
Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems ein einfaches, schnelles und quantifizierbares Testsystem
aufgebaut werden. Sowohl Block et al. (Block, C. et al., 1996) als auch Jaitner et al. (Jaitner,
B.K. et al., 1997) konnten bereits zeigen, dass die quantitativ messbare [-Galactosidase-
Aktivitdit durch Wechselwirkung von zwei Proteinen die in vitro bestimmten Affinititen
dieser Proteine widerspiegeln. Jedoch ist keine direkte Korrelation zwischen der
B-Galactosidase-Aktivitdit und den Kg-Werten einer Protein-Protein-Interaktion moglich,
sondern nur der relative Vergleich der Interaktionsstirke (Estojak, J. et al., 1995). Eine
Beeinflussung der B-Galactosidase-Aktivitdt durch eine bestimmte Substanz sollte somit auf
eine Anderung der Interaktionsstirke der Proteine hindeuten. Da jedoch trotz mitgefiihrter
Kontrollen nicht mit Gewissheit davon ausgegangen werden kann, dass jede Anderung der
B-Galactosidase-Aktivitdt durch eine Beeinflussung der Ras/Raf-Wechselwirkung zustande
kommt, wird bei der Beschreibung der Effekte nur die Beeinflussung der Enzymaktivitit

(Steigerung bzw. Hemmung) angegeben.

3.1.1 Test- und Kontrollstamme

Zum Aufbau des Testsystems wurden zuerst Expressionskonstrukte, die freundlicherweise
vom AK Wittinghofer, MPI fiir Biophysik, Dortmund zur Verfiigung gestellt wurden,
verwendet. Hierbei handelt es sich um die Vektoren pPC97HrasG12Vverk,
pPC86ssHCRC2Raf und pPC86ssHCRC2Raf (s. 2.1.6). Die zwei Hefestimme, die mit den
entsprechenden Konstrukten doppeltransformiert wurden (Tab. 3.1-1), stellten die ersten
Teststamme fiir das Zwei-Hybrid-System dar.

Als Kontrollstamm K dienten Hefen, die mit den Stratagene-Plasmiden p53 und pSV40
transformiert wurden (Tab. 3.1-1). Diese Transformanden exprimieren nicht Ras und Raf als
Fusionsproteine mit den Gal4-Doméinen, sondern das Tumorsuppressorprotein p53 und das
grofle T-Antigen des Simian Virus 40 (SV40). Ein Effekt auf die Ras/Raf-Wechselwirkung
galt dann als spezifisch, wenn sich nach Inkubation mit einer Testsubstanz nur die
B-Galactosidase-Aktivitdt des Teststammes dnderte, nicht aber des Kontrollstammes. Zeigte

sich auch eine Anderung der Enzymaktivitit bei dem Kontrollstamm, war von einer
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unspezifischen Wechselwirkung der Substanz z. B. an der Polymerase oder an

Translationsfaktoren auszugehen.

Plasmid mit Exprimiertes
Hefen Plasmid mit Gal4-BD
Gal4-AD Proteinpaar (AS)
Teststamm 3.3 BD-RasG12V (1-166)
pPC97HrasG12Vverk |pPC86ssHCRC2Raf
,»Ras/Raf 3.3 AD-Raf (1-275)
Teststamm 9 BD-RasG12V (1-166)
pPC97HrasG12Vverk |pPC86ssHCRC2Raf
,»Ras/RBD 9 AD-Raf RBD (51-131)
Kontrollst. K BD-p53 (72-390)
p53 pSV40
,»p53/SV40 K* AD-SV40 (84-708)

Tab. 3.1-1: Erste Teststimme fiir das Zwei-Hybrid-System

Aufgefiihrt sind die Hefebezeichnungen nach Transformation mit den angegebenen Plasmiden sowie das
exprimierte Proteinpaar.

Beide Teststimme exprimieren die verkiirzte, konstitutiv aktive Mutante RasG12V in
Fusion mit der DNA-bindenden Doméne (BD) von Gal4. Ras ist in der verwendeten Form am
C-Terminus um den Bereich des Farnesylierungsmotiv CAAX verkiirzt, der normalerweise
fiir die Membranlokalisierung von Ras notwendig und verantwortlich ist (Choy, E. et al.,
1999). Fiir das Zwei-Hybrid-System wére dieser Bereich jedoch hinderlich, da das
Fusionsprotein im Kern und nicht in der Zellmembran lokalisiert sein muss. Die beiden
Teststimme ,,Ras/Raf 3.3 und Ras/RBD 9 unterscheiden sich in der Lénge des exprimierten
Raf-Proteins, welches mit der transaktivierenden Domine (AD) fusioniert ist: Beim
Teststamm ,,Ras/Raf 3.3“ wird die vollstindige regulatorische Doméne von Raf exprimiert
(AS 1-275), hingegen beim Teststamm ,,Ras/RBD 9 nur die Ras-bindende Domine von Raf
(AS 51-131).

Um die korrekte Transformation der Stimme zu bestitigen, wurden die eingebrachten
Plasmide wieder aus den Hefen isoliert (s. Kap. 2.5.5), nach CaCl,-Transformation in
Bakterien vermehrt und mittels Restriktionsanalyse mit EcoRI/Sacl bei den pPC-Vektoren
und HindIlI bei den Kontrollplasmiden iiberpriift. Da die pPC-Vektoren im Gegensatz zu den
Stratagene-Vektoren auf beiden Plasmiden den gleichen Selektionsmarker fiir Bakterien
(Amp") besitzen, mussten hierbei bis zur Bestitigung mehrere Klone untersucht werden. Als
weitere Kontrolle wurden die exprimierten Fusionsproteine in Western Blots mit Antikdrpern

gegen die entsprechenden Gal4-Doménen nachgewiesen. Leider konnte mit dem Antikorper
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gegen die DNA-bindende Doméne bei den Stimmen 9 und K nur eine sehr schwache Bande
erhalten werden (s. Abb. 3.1-1A). Das Fusionsprotein BD-RasG12V1-166 ist bei den beiden
Teststimmen gleich grof3 (36 kDa), die Grofe des Kontrollproteins BD-p53 betrdgt 52,1 kDa.
Mit dem Antikdrper gegen die transaktivierende Domédne wurde bei den Teststimmen 3.3 und
9 eine relativ starke Expression der AD-Raf-Fusionsproteine nachgewiesen, wohingegen das
84 kDa grof3e Protein AD-SV40 beim Kontrollstamm K nur ganz schwach exprimiert wird (s.
Abb. 3.1-1B/C). Die GroBle des AD-Raf-Proteins liegt im Teststamm 3.3 bei 46,9 kDa, beim
Stamm 9 bei 26 kDa.

Abb. 3.1-1: Western Blot Analyse der Test- und Kontrollstimme
Aufgetragen sind jeweils ungefdhr gleiche Proteinmengen (s. Kap. 2.3.1 und 2.5.4). Der erste Antikdrper
wurde entsprechend dem Stratagene-Protokoll eingesetzt, der zweite Antikdrper (anti-Maus-IgG-POD) in
einer Verdiinnung 1:10.000 (s. Kap. 2.3.3).
A: 15 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-BD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 3h
B: 15 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-AD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 3h
C: 10 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-AD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 4h

3.1.2 Optimierung der Methode in Microtiterplatten

Bereits Dr. B. Jaitner hatte den B-Galactosidase-Aktivitétstest mit fliissigen Hefekulturen
nach Miller zu einer quantitativen Bestimmung der Zwei-Hybrid-Wechselwirkung
abgewandelt. (Miller, J.H., 1972; Jaitner, B., 1997). Dieser modifizierte 3-Galactosidase-Test
erfolgte jedoch im Reagenzglas und ist somit fiir ein schnelles, paralleles Screening von
vielen Substanzen nicht geeignet. Zu Beginn dieser Arbeit sollte daher ein Protokoll zur
Durchfiihrung eines quantifizierbaren Tests in Microtiterplatten etabliert werden. Als
B-Galactosidase-Substrate dienten einerseits CPRG, das zu dem roten Chlorophenolrot
umgesetzt wird, ONPG, welches ein gelbliches Produkt bildet, und Galacton Star, ein

Chemilumineszenz-Substrat.
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3.1.2.1 Quantifizierung des B-Galactosidase-Assays

Als BezugsgroBe zur Quantifizierung der Enzymaktivitit in Microtiterplatten standen
zunichst zwei Alternativen zur Auswahl: die Proteinmenge oder die Zelldichte pro well.
Beide Ansdtze wurden zu Beginn dieser Arbeit verfolgt. Relativ schnell zeigte sich jedoch,
dass die Messung der Zelldichte der Bestimmung der Proteinmenge in Bezug auf
Reproduzierbarkeit, Schnelligkeit und Einfachheit der Durchfilhrung iiberlegen war.
Aullerdem lieferte diese Messung noch zusétzliche Daten iiber eine eventuelle Cytotoxizitat
der untersuchten Probe, da ein direkter Vergleich zwischen Losungsmitteleinfluss und
Probeneinfluss auf das Wachstum der Zellen moglich war. Die Zelldichte wurde dabei iiber
die optische Dichte nach Resuspendieren des eingefrorenen Zellpellets in 90 ul Z-Puffer bei

einer Wellenldnge von 630nm bestimmt: ODg3 ,,90 pl*.

3.1.2.2 Zellaufschluss der Hefen

Fiir aussagekréftige und reproduzierbare Werte der Enzymaktivitit ist ein moglichst
kompletter Aufschluss der Hefezellen nétig. Da Hefen aufgrund ihrer Zellmembran schlecht
lysierbar sind, wurden zundchst verschiedene Lyse-Methoden ausprobiert. Da eine
enzymatische Lyse der Hefen fiir ein Hochdurchsatzscreening zu teuer und eine mechanische
Lyse mit Glassbeads in Microtiterplatten nicht moglich ist, wurde auf verschiedene chemische
und physikalische Methoden zuriickgegriffen. Das Einfrieren und Wiederauftauen der Hefen
wurde dabei als eine schnelle und effektive Zellaufschlussmethode, die eine akkurate
Quantifizierung der B-Galactosidase-Aktivitit ermoglicht, schon beschrieben (Schneider, S. et
al., 1996).

Fiir einen Vergleich dieser Methoden wurden Pellets gleicher Zelldichte jeweils fiir 15 min
bei —80 °C in einer Microtiterplatte eingefroren und anschlieBend in 90 pul Z-Puffer
resuspendiert. Je nach Ansatz A-J erfolgte eine Inkubation mit 10 pl verschiedener
Reagenzien in einem Endvolumen von 100 pl fiir mindestens 10 min bei 30 °C. Nach kurzem
Vortexen wurden 100 pl CPRG-Losung hinzugefiigt und 2 h spéter das gebildete Produkte
photometrisch bestimmt. Als Ergebnis wurde die relative Anderung der ODssq/630 bezogen auf
Ansatz A berechnet, d.h. einem Zellaufschluss nur durch Einfrieren bei -80 °C. Die
verschiedenen Ansitze und Ergebnisse sind in Tab. 3.1-2 dargestellt.

Wie zu erkennen, wurden die besten Ergebnisse durch Zusatz von 4 pl 0,1 % SDS und 6 pl
Chloroform zu 90 pl Zellsuspension erhalten, daher wurde diese Kombination fiir alle

folgenden Versuche iibernommen.
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Ansatz [OS;) OSA) ] C;lol :;10_ r;l:llt(()):)l Slzzl:;lc:esgtl Z-Puffer Al?:iilzlt‘ilrlfg
’ [0,1 %] | [0,2 %]
A —- - --- --- 10ul 1
B 2ul - - - 8ul 1,7
C 4ul - - - 6ul 2
D Sul - - - 2ul 3
E - 3ul - - Tul 2,4
F — 6ul - - 4ul 2,3
G 2ul 3ul Sul 4,1
H 4ul 6ul - - --- 5,4
I - — 10ul --- --- 3,5
J - - --- 10ul --- 5

Tab. 3.1-2: Ubersicht und Ergebnisse der verschiedenen Zellaufschlussarten
Nach Einfrieren und Resuspendieren der Zellen in 90 pl Z-Puffer wurden auf ein Endvolumen von 100 pl je
nach Ansatz verschiedene Losungen zur Lyse hinzugefiigt. 2 h nach CPRG-Zugabe wurde das gebildete
Chlorophenolrot photometrisch bei ODss(/s30 vermessen. Die relative Anderung der Chlorophenolrot-Menge
wurde berechnet als OD ,,Testansatz™ / OD ,,Ansatz A*“ (=Lyse nur durch Einfrieren der Zellen).

3.1.2.3 Einfluss der Ausgangszelldichte

Testsubstanzen, die im Zwei-Hybrid-System an der Ras/Raf-Interaktion wirken sollen,
miissen zunéchst in die Zelle und in den Zellkern gelangen, weshalb die Substanzen mit den
Hefesuspensionen inkubiert werden. Fiir eine Inkubation iiber Nacht in der Microtiterplatte
musste daher zunichst die optimale Ausgangszelldichte ermittelt werden. Dazu wurden die
Hefen auf eine Zelldichte von 7,5 x 10° Zellen/ml eingestellt und verschiedene Verdiinnungen
dieser Stammsuspension in Microtiterplatten ausgesit. Uber Nacht schiittelten die Platten bei
30 °C, die Zelldichte wurde am nichsten Tag nach Einfrieren und Resuspendieren in 90 pul Z-
Puffer bestimmt (OD ,,90 ul*). Die Lyse erfolgte nach Kap. 3.1.2.2 mit SDS/Chloroform.
CPRG-Losung wurde das
Chlorophenolrot photometrisch bei einer Wellenldnge von 550 nm gegen 630 nm bestimmt:

OD ,,CPRG* = ODss¢s630. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.1-2 dargestellt.

Nach einer zweistiindigen Inkubation mit entstandene
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OD "90 plI" OD "CPRG"
0,9 - 0,35 -
0,8 - 0,3 1
0,7 - )
06 - 0,25 ~
0,5 0,2
0.4 - 0,15 -
0,3 - 01 -
0,2 -
0.1 - 0,05 -

0 A 0 -

Il k j i hgf e dc b a Il Kk j i hgfedocba
Verdunnungsstufen Verdunnungsstufen

Abb. 3.1-2: Einfluss der Ausgangszelldichte im Zwei-Hybrid-System

Ungefihr gleiche Zellzahlen (ca. 7,5 x 10° Z/ml) von zwei verschiedenen Hefestimmen wurden in einer 96-
well-Microtiterplatte ausgesdt. Die Verdinnungsstufen wurden jeweils von den vorausgehenden
Zellsuspensionen in folgenden Verhéltnissen hergestellt: a=Orig., b=1:3 von Orig., c=1:1 von b, d=1:1 von c,
usw. In Bezug auf die Ausgangssuspension ergaben sich daher folgende Verdiinnungen: a=Orig., b=1:4,
c=1:8, d=1:16, e=1:32, f=1:64, g=1:128, h=1:256, i=1:512, j=1:1028, k=1:2056, 1=1:4112. Die erhaltenen
OD-Werte bei 630nm (OD ,,90 ul“) bzw. bei 550/630nm (OD ,,CPRG®) der zwei Hefestimme wurden
gemittelt.

Wie zu erwarten, fiihrte die konzentrierteste Zellsuspension a sowohl zur hochsten OD bei
der Messung in 90 pul Z-Puffer, als auch bei der CPRG-Messung. Im Gegensatz zu einer
1:3-Verdiinnung der eingestellten Zellsuspension (Ansatz b) zeigte sie aber ein schlechteres
Verhiltnis von Zellzahl zu gemessener Chlorophenolrot-Menge. Dies kann z. B. an einer zu
geringen Menge der Aufschlussmittel liegen, wodurch aufgrund der hohen Zelldichte nicht
alle Zellen addquat aufgeschlossen wurden. Bei der Aussaat der Zellen konnte auBBerdem nur
bei den Suspensionen a und b eine ODgj3y oberhalb des Hintergrundes am Elisa-Reader
gemessen werden. Als Standardprotokoll fiir die folgenden Versuche wurde daher eine
ungefihre Zelldichte von 6 x 10° Zellen/ml eingestellt, was bei 140 pl Zellsuspension einer
ODg30 von 0,12-0,14 gemessen am Elisa-Reader bzw. bei 1 ml Zellsuspension am Photometer

einer ODggo von 0,5 entspricht.

3.1.3 B-Galactosidase-Assay und Berechnung der Enzymaktivitit

Die Durchfiihrung eines Zwei-Hybrid-Screenings erfolgte unter Beriicksichtigung der
obigen Punkte nach folgendem Protokoll:
1. Tag: * 5 ml SC-Medium™ ™ werden mit den Hefestimmen angeimpft

e Inkubation der Kolben iiber Nacht bei 30 °C und 200 rpm
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2. Tag:

e Einstellung der Hefestimme auf die gleiche Zelldichte, sodass sich folgende

ODs ergeben: am Elisa-Reader: ODg30 von 140 pl Suspension = 0,12-0,14,
am Photometer: ODgyy von 1 ml Zellsuspension = 0,5.

e zu 140 pl Hefesuspension werden pro Vertiefung 10-20 pl Proben bzw.
Losungsmittel pipettiert und die Platte auf der Stufe ,,Vortex 1-2 kurz
geschiittelt

e Inkubation der Platte iiber Nacht bei 30 °C und 200 rpm

e die Platte wird zweimal nach folgendem Schema gewaschen:
- Zentrifugation der Platte bei 2.000 rpm fiir 5 min
- Abziehen des Uberstandes mit einer Mehrkanalpipette (150-160 pl)
- Zugabe von 150 ul Z-Puffer in jede Vertiefung
- Resuspendieren der Zellen durch Vortexen
- Messung der ODg3p am Elisa-Reader: Bezeichnung des Ausdrucks als

,,1. Waschen* bzw. ,,2. Waschen*

e Zentrifugation der Platte bei 2.000 rpm fiir 5 min

e Abziehen des Uberstandes mit der Mehrkanalpipette (150 pl)

e Einfrieren der Platte bei —80 °C fiir 15 min, anschlielend Auftauen bei RT

e Resuspendieren der Zellen mit 90 pl Z-Puffer pro well durch Vortexen

e Messung der ODg39 am Elisa-Reader: Bezeichnung des Ausdrucks: ,,90 pl*

e Zelllyse durch Zusatz von 4 pl 0,1 % SDS und 6 pl Chloroform

e Inkubation der Spharoblasten nach kurzem Mischen fiir 10 min bei 30 °C

e Zugabe von 100 ul CPRG-Losung oder 20 pl ONPG-Losung (4 mg/ml),

Startzeit des Assay nehmen (ty)

e Inkubation nach kurzem Mischen fiir ca. 2h bei 30 °C bis zur Rot-Orange-
(CPRG) bzw. Gelbfarbung (ONPG); Abstoppen der ONPG-Reaktion durch
Zugabe von 50 ul 1 M Na,CO;

e Zentrifugation der Platte bei 2.000 rpm fiir 5 min

e Uberfiihrung von 100 ul Uberstand in eine neue Microtiterplatte

e Messung der ODss0s630 der neuen Platte am Elisa-Reader (t))
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Die B-Galactosidase-Aktivitdt wird in Anlehnung an die Berechnung nach Miller (Miller,
J.H., 1972) nach folgender Formel berechnet:

ODs50/630 ,,CPRG* « 1000

Units =
ODg30,,90 ul“e t « V

mit t = Inkubationszeit in Minuten bis zur Messung (= t;-ty), V = Ansatzvolumen des
Assays in Millilitern, ODg30,,90 pl*“ = Messung der ODg30 nach Resuspension des Zellpellets
in 90 pl Z-Puffer, ODss0/630,,CPRG* = Messung der ODssp630 von 100 pl Uberstand nach
Inkubation mit CPRG.

Die Enzymaktivitit wird durch Bezug auf die Zelldichte quantifiziert, die durch die ODg3¢-
Messung der Zellen in 90 pl Z-Puffer (,,90ul*) ermittelt wird. Diese Messung wird ebenfalls
zur Beurteilung der Cytotoxizitdt der Proben verwendet. Die Bestimmung der ODg3y nach
dem ersten und zweiten Waschen dienen der internen Kontrolle des Pipettierens und gehen
nicht in die eigentliche Aktivititsberechnung ein.

Zum besseren Vergleich der Versuche an verschiedenen Tagen wird jeweils nur die
relative Anderung der Enzymaktivitit bzw. des Wachstums durch die Probe bezogen auf die
Anderung mit reinem Losungsmittels angegeben. Diese Anderung berechnet sich fiir die
Enzymaktivitit, bezeichnet als ,relative Anderung der B-Gal-Aktivitit“, und fiir das

Wachstum, bezeichnet als ,relative Anderung des Wachstums®, folgendermaBen:

B-Galactosidase-Aktivitit prope

relative Anderung der B-Gal-Aktivitit =
B-Galactosidase-Aktivitdt | ssungsmittel

ODs30 ,,90 pI* prope

relative Anderung des Wachstum
OD63O 5790 Ml“ Losungsmittel

Zur Erleichterung der Auswertung der einzelnen Platten wurde ein Excel-Programm
geschrieben, sodass die entsprechenden Daten vom Elisa-Reader sowie die genaue
Inkubationszeit nur noch in die entsprechende Arbeitsmappe eingegeben und direkt die

erhaltenen Werte graphisch aufbereitet ausgegeben wurden (s. Abb. 2.5-1).
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3.2 Screening-Ergebnisse von pflanzlichen Inhaltsstoffen und Extrakten

In dieser Arbeit wurden insgesamt 469 Proben in verschiedenen Konzentrationen im Zwei-
Hybrid-System getestet. Davon waren 95 pflanzliche Extrakte, 98 Naturstoffe und 276
chemisch synthetisierte Substanzen. Die meisten Proben zeigten keinen spezifischen Effekt
auf die Ras/Raf-Interaktion und sind am Ende des Ergebnisteils in Kapitel 3.7 tabellarisch
aufgefiihrt. Im folgendem wird nur auf die Proben genauer -eingegangen, die
konzentrationsabhiingig und spezifisch zu einer Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit

gefiihrt haben.

3.2.1 Arnika-Extrakt und -Tinktur

Vorarbeiten von Sabine Richter gaben bereits Hinweise auf eine Verstiarkung der Ras/Raf-
Wechselwirkung durch wissrige Extrakte der Arzneibuchdroge Arnicae flos bzw. Arnika-
Tinktur. Diese Ergebnisse konnten unter Verwendung der neu aufgestellten Methode in
Microtiterplatten bestétigt werden (s. Abb 3.2-1). Da Arnika-Tinktur mit 70 % Ethanol fiir die
Hefen cytotoxisch ist, wurde 1 ml bei 70° C am Heizblock eingedampft und der Riickstand in
1 ml Wasser aufgenommen. Arnika-Extrakt (2-10 mg/ml) und vorbehandelte Arnika-Tinktur
wurden in verschiedenen Verdiinnungen mit den beiden Teststimmen ,,Ras/Raf 3.3“ und

»Ras/RBD 9 und dem Kontrollstamm ,,p53/SV40 K* inkubiert.

B Ras/Raf 3.3
2’5 i O Ras/RBD 9
Bp53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat
o

0 5 10 15 20 0 2 4 6 8 10
Tinktur [ul/20ul] Extrakt [pg/ul]

Abb. 3.2-1: Effekt von Arnika-Tinktur und -Extrakt

20 pl der Verdiinnungen der vorbereiteten Tinktur bzw. 10 pl der Extrakt-Konzentrationsreihe (2-10 pg/ul)
wurden mit 140 pl Hefesuspension inkubiert. Als Losungsmittel diente Wasser.
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Sowohl in der Tinktur als auch im Extrakt scheinen ein oder mehrere Stoffe vorhanden zu
sein, die konzentrationsabhingig zu einer Steigerung der B-Galactosidase-Menge der
Teststimme flihren und somit die Interaktion zwischen den Fusionsproteinen BD-Ras und
AD-Raf verstirkt haben. Auch die Enzymaktivitdt des Teststammes ,,Ras/RBD 9%, der nur die
Ras-bindende Domine von Raf in Fusion mit AD exprimiert, wird durch Substanzen aus
Arnika gesteigert. Anscheinend sind in Arnika Inhaltsstoffe vorhanden, die nicht nur die
Interaktion zwischen Ras und Raf verstiarken, sondern denen auch das verkiirzte Raf-Protein
in Kombination mit Ras ausreicht, um den Effekt zu vermitteln. Die B-Galactosidase-Menge
des Kontrollstamm wird ebenfalls, allerdings nicht so ausgepriagt wie die der Teststimme
beeinflusst, was durch die Verwendung eines Gemisches aus inaktiven und aktiven,
spezifischen und unspezifischen Substanzen zu erkldren wire. Das Wachstum der Zellen
bleibt durch die Inkubation mit den Proben unverindert.

Um das verwendete Gemisch aufzureinigen und den aktiven Stoff zu isolieren, wurden
verschiedene Verfahren verwendet. Flavonoide und Sesquiterpenlactone, extrahiert nach
Merfort et al. (Merfort, 1., 1984) bzw. Malarz et al. (Malarz, J. et al., 1992) aus Arnica
montana und Arnica chamissonis, zeigten ebenso wie die préizipitierten Polysaccharide eines
Wasserauszuges keinen spezifischen Effekt im Zwei-Hybrid-System. Die deglykosylierte
Fraktion des Wasserauszuges flihrte jedoch spezifisch zu einer Aktivititssteigerung der
B-Galactosidase, die auch durch lingeres Kochen der Fraktion vor dem Zwei-Hybrid-Test
nicht vermindert wurde. Aufgrund von Dialyseversuchen muss das Molekulargewicht der
aktiven Substanzen unterhalb von 1000 g/mol liegen.

Zur diinnschichtchromatographischen Untersuchung (s. Kap. 2.7.1) wurden die
gewonnenen Extrakte zuerst analytisch, dann préparativ auf DC-Platten aufgetragen.
Verschiedene Kombinationen an mobiler und stationdrer Phase wurden getestet, jedoch
keinerlei mit der aktiven Fraktion korrelierende Fluoreszenz bzw. Fluoreszenz-Loschung auf
den DC-Platten dabei beobachtet. Auf einer Kieselgel-60-Glasplatte mit einem
Laufmittelgemisch aus 65 T Ethylacetat, 15 T Ameisensdure und 20 T Wasser zeigte die
aktive Fraktion nur einen Re-Wert von 0-0,15. Um eine bessere Auftrennung der polaren
Substanzen zu erreichen, wurde daher fiir die folgenden Versuche eine unpolare stationire
Phase (RP-18-Platten) mit einem polaren Laufmittel verwendet. Mit 30 % Methanol als
mobiler Phase fanden sich die aktiven Substanzen in der Fraktion Ry= 0,64-1, bei einem
Gemisch aus 10 T Methanol, 10 T Acetonitril und 80 T Wasser steigerte die Fraktion mit
R¢=0,89-0,94 die B-Galactosidase-Aktivitit am starksten.
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Da mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie nur eine geringe Ausbeute an aktiven
Fraktionen erreicht werden kann, wurden Arnika-Tinktur bzw. —Extrakt {iber Niedrigdruck-
Fliissigchromatographie (s. Kap. 2.7.2) getrennt. Ein typisches Ergebnis der Fraktionierung an
einer RP-18-Fertigsdule mit 20 % Methanol als mobile Phase zeigt Abb. 3.2-2.

B Ras/Raf 3.3
6 1 |Bp53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

W1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 W
LPLC-Fraktionen

Abb. 3.2-2: Effekt von verschiedenen Fraktionen von Arnika-Tinktur nach LPLC

2 ml Arnika-Tinktur wurden chromatographisch aufgetrennt und die gesammelten Fraktionen nach
Einrotieren am Rotationsverdampfer in 400 pl Wasser aufgenommen. 140 pl Hefesuspension wurden mit je
20 pl der einzelnen Fraktionen o/n inkubiert. W = Inkubation mit 20 pl Wasser.

Die aktiven Fraktionen durchlaufen die Sdule aufgrund ihrer Polaritédt sehr schnell, sodass
unpolarere Substanzen abgetrennt werden konnen. Zur weiteren Auftrennung wurden die
aktiven Fraktionen nach der LPLC vereinigt und erneut diinnschichtchromatographisch
getestet. Auf einer Kieselgel-60-Platte mit einem Gemisch aus 65 T Ethylacetat, 25T
Methanol und 25 T Wasser als Laufmittel verstiarkten die Fraktionen mit einem Re~Wert von
0-0,4 die B-Galactosidase-Aktivitit, was auf eine gesteigerte Interaktion zwischen Ras und
Raf hindeutet.

Die LPLC fiihrte zwar zu einer deutlichen Verbesserung der Trennung, jedoch reichte die
Kapazitit der Sdule nicht flir eine Aufreinigung groBer Mengen aus. Weitere Untersuchungen
erfolgten daher durch Dr. Frank Cullmann am Institut fiir Pharmakognosie und analytische
Phytochemie der Universitdt des Saarlandes unter Leitung von Prof. Becker. Ausgehend von
11 Arnika-Tinktur wurde die Trennung und Weiterverarbeitung der Fraktionen ,activity

guided* durchgefiihrt. Die Aufreinigung ist schematisch in Abb. 3.2-3 zusammengefasst.
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11 Arnika-Tinktur
(64 % EtOH)

Hexan-Phase <«—— Ausschitteln gegen Hexan
(1,12 g) .
Ausschiitteln gegen Ethylacetat
- —
EtOAc-Phase nach Abdampfung des Ethanol
(4,15 9)
ButOH-Phase €4—— Ausschitteln gegen Butanol
(2,42 g) v
Wasserphase
(8,96 g) von 4 g Wasserphase:
Chromatographie an Sephadex
i LH20,10 % Methanol
W-1 W-2 W-3 W-4

(161,7mg) (252,3 mg) (2301 mg) (110,2 mg)

HPLC an RP-18 encapped,
3 % Methanol
W-21 W-22 W-23 W-24 W-2.5
(126,7 mg) (11,9 mg)

Chromatographie an
Sephadex LH20, 5 % Aceton

W-2.11 W-21.2 W-213 W-214

3,8mg) (77,3mg) (25,1 mg) (0,4 mg)
Abb. 3.2-3: Auftrennschema von Arnika-Tinktur nach AG Becker

Ausgehend von 11 Arnika-Tinktur wurden verschiedene Extraktionen und chromatographische Methoden
zur Aufreinigung in Saarbriicken verwendet. Die Fraktionen wurden gefriergetrocknet verschickt und in
Wasser resuspendiert. 10-20 pl einer Testkonzentration von 5-10 mg/ml wurden jeweils mit 140 pl Zellen
o/n inkubiert. Die aktiven Fraktionen sind im Schema unterstrichen dargestellt. Angegeben sind die
Ausbeuten der einzelnen Fraktionen; von der Wasserphase wurde zuerst nur eine Halfte (ca. 4 g)
aufgereinigt.

Bei der Fraktion W-2.5 handelt es sich nach 'H- und 13C-NMR-Spektren um eine
Einzelverbindung und zwar um die 1,1,1,1,1-Kestoheptaose, ein Heptaglycosid. Es wurde
bereits aus Platycodon grandiflorum isoliert (Oka, M. et al., 1992) und ist ein Inulin-
Heptamer aus einer Glucose- und sechs Fructose-Einheiten (GFs). Sein Molekulargewicht
betragt MW=1153 g/mol, die chemische Zusammensetzung lautet C4,H7,036.

Dank freundlicher Unterstiitzung von Dr. Stefan Marx, Lehrstuhl fiir Biotechnologie,
Rheinisch-Westfilische Technische Hochschule Aachen, der mit Hilfe der Levansucrase,
einer bakteriellen Fructosyltransferase Oligosaccharide synthetisiert, konnten auBerdem
1-Kestotriose, 1,1-Kestotetraose und 1,1,1-Kestopentaose getestet werden. Keine von diesen
Substanzen erwies sich jedoch in unserem Zwei-Hybrid-Testsystem als aktiv (s. Abb. 3.2-4).
Nur Kestoheptaose steigert spezifisch und konzentrationsabhéngig die B-Galactosidase-
Menge des Teststammes ,,Ras/Raf3.3“, was auf eine verstirkte Wechselwirkung der

Fusionsproteine BD-Ras und AD-Raf hindeutet. Da der Teststamm ,,Ras/RBD 9 kaum
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beeinflusst wird, scheint die vollstandige regulatorische Doméne von Raf fiir die Interaktion
mit der Substanz notwendig zu sein. In Analogie zur Zusammensetzung von Kestoheptaose
wurden verschiedenste Zucker und Zuckerderivate untersucht (s. Kap. 3.7), die aber ebenfalls

keinen spezifischen Effekt auf die Ras/Raf-Interaktion zeigten.

2,5 1 B Ras/Raf 3.3

Bp53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

0 0,5 1 0,5 1 0,5 1 01 0,25 0,5 1 [mM]
Kestotriose || -tetraose || -pentaose || -heptaose

Abb. 3.2-4: Beeinflussung der B-Galactosidase-Aktivitit durch Kestosen
Unterschiedliche Konzentrationen (1,5-15 mM) der verschiedenen Kestosen wurden mit den Hefen o/n
inkubiert, sodass sich Endkonzentrationen zwischen 0,1 und 1 mM ergaben. Als Losungsmittel diente
Wasser.

GroBle Schwierigkeiten bereitete die Aufreinigung der Fraktion W-2.1. Nach Inkubation
fiihrte sie zu einer stirkeren Enzymsteigerung beim Teststamm ,,Ras/Raf 3.3 als die Fraktion
W-2.5=Kestoheptaose, auBerdem becinflusste sie die [B-Galactosidase-Aktivitit beider
Teststimme 3.3 und 9 und besitzt somit wahrscheinlich einen anderen Angriffspunkt als
Kestoheptaose. Hauptbestandteile der Fraktionen W-2.1.1 und W-2.1.2 scheinen Zitronen-
und Apfelsiure, sowie evt. eine Aminosiure zu sein. Daraufhin wurden diese und weitere
kleine Siuren bzw. Aminosiuren im Zwei-Hybrid-System getestet. Uberraschenderweise
zeigte nur Isovaleriansdure einen Einfluss auf die Enzymaktivitit (s. Kapitel 3.2.2), alle
anderen Substanzen waren in den getesteten Konzentrationen inaktiv. Aufgrund der jedoch
bereits im Ansatz vorhandenen NMR-Daten der aktiven Fraktion konnte Isovaleriansdure als
die gesuchte Substanz von Arnica montana ausgeschlossen werden. Bisher konnten leider die
verbliebenen Fraktionen nicht vollstindig aufgereinigt werden, da sich aufgrund ihrer hohen
Polaritdt die Analytik und Trennung duflerst schwierig gestaltet. Eine Strukturaufklarung der

aktiven Substanz bzw. Substanzen war daher noch nicht moglich.

65
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3.2.2 Isovaleriansiure und Analoga

Wihrend der Suche nach den aktiven Substanzen aus Arnica montana gerieten organische

Sauren ins Blickfeld des Interesses. Verschiedene Sduren wurden daraufthin im Zwei-Hybrid-

System getestet, von denen alleine Isovaleriansdure einen spezifischen Effekt auf die

Wechselwirkung zwischen den Fusionsproteinen BD-Ras und AD-Raf hatte (s. Abb. 3.2-5

und 3.2-6).
T B Ras/Raf 3.3
> _
£ 27 |@p53/SV40 K
<
(‘5 1,5 1
2
g 17 £ = =
o = = =
< = = = =
> = = = =
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e = = = =
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W Mi Fu Ma Va Is Pr Me Br Ap Be Ci We Ox

Abb. 3.2-5: Beeinflussung der Enzymaktivitit durch verschiedene Siuren

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

10 pl der entsprechenden Séure in einer Konzentration von 5 mg/ml wurden mit 140 pl Hefesuspension o/n
inkubiert und die Effekte auf die B-Galactosidase-Aktivitit, bezogen auf das Losungsmittel Wasser,
berechnet. Die verwendeten Abkiirzungen stehen fir: W=Wasser als Losungsmittel, Mi=Milchsre.,
Fu=Fumarsre., Ma=Malonsre., Va=Valeriansre., Is=Isovaleriansre., Pr=Propionsre., Me=Mevalonséure-
lacton, Br=Brenztraubensre., Ap=Apfelsre., Be=Bernsteinsre., Ci=Citronensre., We=Weinsre. und
Ox=0xalsre.
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Abb. 3.2-6: Effekt von Isovaleriansiure auf Enzymaktivitit und Hefewachstum
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Die angegebenen Hefestimme wurden mit Isovaleriansdure in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert,
sodass die angegebene Endkonzentration erreicht wird. Als Losungsmittel diente Wasser.
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Die Inkubation mit Isovaleriansdure steigerte konzentrationsabhingig die Enzymaktivitét
der B-Galactosidase der Teststimme, aber nicht des Kontrollstammes ,,p53/SV40 K. Wie bei
Arnika-Tinktur wurde nicht nur der Stamm ,,Ras/Raf 3.3* beeinflusst, sondern ebenfalls in
etwas schwicherem AusmalBl der Teststamm ,,Ras/RBD 9. Fiir den Angriffspunkt der
Substanz scheint somit die Interaktion zwischen Ras und der Ras-bindenden Doméne von Raf
ausreichend zu sein. Durch steigende Konzentrationen an Isovaleriansdure wurde jedoch das
Hefewachstum im Vergleich zum Leerwert gehemmt: Bei Endkonzentrationen von 5 mM auf
ca. 75 %. Konzentrationen liber 5 mM wurden daher nicht getestet.

Um fiir den Effekt wichtige Strukturmerkmale der Isovaleriansdure zu finden, wurden

verschiedene Analoga getestet, die in Abb. 3.2-7 zusammengefasst sind.

COOH /l\/\ \)\/ COOH N
COOH COOH

%

Isovaleriansiiure 4-Methylvaleriansiure 3-Methylvaleriansiure  Valeriansiure
CHO )\/\ COOCH
)\/ /]\/\[( 0 ~_—
Isovalerianaldehyd Isocapronsre.- Isohexan Valin
ethylester NH,
)ﬁ( \ H2
Iso- Y M )\ NH, )\)\ COOH
propylmethylketon Isobutylmethylketon Isopropylamin Leucin NH
2

OH - oK COOH
Isoamylalkohol Isobutanol Isopropanol Isoleucin
)\/\ I )\/ i

P S NH, PN

o O

Isoamylacetat Isobutylamin Isopropylacetat

Abb. 3.2-7: Strukturen von Isovaleriansiure und verwandten Substanzen

Der Einfluss der Strukturanaloga auf die Ras/Raf-Interaktion und das Hefewachstum
wurde in Endkonzentrationen von 0,1-5 mM an den verschiedenen Hefestimmen untersucht.
Als Losungsmittel diente soweit wie moglich Wasser, ansonsten 50 % Ethanol, 50 %
Methanol oder reines Ethylacetat. Von den getesteten Strukturanaloga bewirkte nur eine
Inkubation mit Isovaleriansdure, 3-Methyl- und 4-Methylvaleriansdure eine spezifische und
konzentrationsabhidngige Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitit der Teststimme, welche
auf eine Verstirkung der Ras/Raf-Wechselwirkung hindeutet. Dabei erwiesen sich die
Substanzen als unterschiedlich potent: Die Inkubation mit 2 mM Isovaleriansdure steigerte die

B-Galactosidase-Aktivitdt in vergleichbarem Ausmall wie 1 mM 3-Methyl- oder
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4-Methylvaleriansdure. Die Sdurefunktion scheint dabei fiir den Effekt ebenso essentiell zu
sein wie eine Kettenverzweigung, da sowohl die entsprechenden Aldehyde und Alkohole
(z.B. Isovalerianaldehyd, Isoamylalkohol) als auch die unverzweigten Siduren (Valeriansédure)
inaktiv sind. Isocapronsdureethylester fiihrte erst nach Verseifung mit NaOH zu
4-Methylvaleriansdure zu einer Erhohung der 3-Galactosidase-Aktivitét.

Wihrend die meisten der getesteten Substanzen in Konzentrationen bis 20 mM keinerlei
Einfluss auf das Hefewachstum zeigten, fiihrten Isobutylamin und Isopropylamin ab einer
Konzentration von 2 mM zu einer drastischen Wachstumshemmung. Ahnliches war nach
Inkubation mit 3-Methyl- und 4-Methylvaleriansdure zu beobachten, die daher nicht in

Konzentrationen iiber 1 mM in vergleichenden Versuchen eingesetzt wurden.

3.2.3 Weitere pflanzliche Proben

Isovaleriansdure ist in groferen Mengen in der Baldrianwurzel enthalten. Deshalb wurde
ein Wasserextrakt aus Valeriana radix getestet, der von S. Smietana im Rahmen ihrer
Promotion am Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Johann Wolfgang Goethe-Universitit,

Frankfurt hergestellt worden war (Smietana, S., 2000).

M Ras/Raf 3.3
3 4 |/dRas/RBD 9
B p53/SV40 K

rel. Anderung des Wachstums

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

0 5 10 25 50 100 2,5 0 5 10 25 50 100 2,5
Baldrian-Wasserextrakt || Iso. Baldrian-Wasserextrakt || Iso.
[mg/ml] [mM] [mg/ml] [mM]

Abb. 3.2-8: Effekt von Baldrian-Wasserextrakt auf die B-Galactosidase-Aktivitit

10 pl Baldrian-Extrakt der Konzentrationen 5-100 mg/ml wurden mit 140 ul Hefesuspension der
verschiedenen Stimme inkubiert. Als Positivkontrolle diente Isovaleriansidure, die in einer Endkonzentration
von 2,5 mM eingesetzt wurde, als Losungsmittel Wasser.
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Der gewonnene Extrakt aus Baldrianwurzel steigerte nach Inkubation &hnlich wie
Isovaleriansdure konzentrationsabhéngig die [-Galactosidase-Aktivitit der Teststimme
»Ras/Raf 3.3 und ,,Ras/RBD 9. Auch beim Kontrollstamm ,p53/SV40 K* fiihrte die
Inkubation zu einer leichten Steigerung der Enzymaktivitdt, was durch weitere Inhaltsstoffe
des Extraktes hervorgerufen sein kann. Laut Literatur besitzt Baldrianwurzel einen
4therischen Ol-Gehalt von 0,5-2 %, wobei die Zusammensetzung sehr stark von der Herkunft
des Pflanzenmaterials sowie der Gewinnungsmethode abhéingt (Sticher, O., 1999a). Insgesamt
sind bis zu 150 Substanzen nachgewiesen worden. Obwohl bei dem Versuch die Hefen mit
sehr hohen Extrakt-Konzentrationen inkubiert wurden (bis zu 1 mg pro Ansatz), konnten
Konzentrationen von 2,5 mM Isovaleriansdure pro Ansatz nur bei einem Isovaleriansiure-
Anteil von 0,3 % des Gesamtextraktes erreicht worden sein, was eher unwahrscheinlich ist.
Die Steigerung der [-Galactosidase-Aktivitdit wird daher wahrscheinlich durch das

Zusammenspiel vieler Inhaltsstoffe bewirkt.

3.3 Chemisch-synthetische Substanzen

Insgesamt wurden mehr als 270 synthetisierte Substanzen aus verschiedenen
Arbeitskreisen im Zwei-Hybrid-System getestet. Die meisten Proben zeigten keinen
spezifischen Effekt auf die Ras/Raf-Wechselwirkung und sind in Kapitel 3.7 tabellarisch
aufgefiihrt. Aus dem Arbeitskreis von Prof. Dannhardt, Institut fiir Pharmazeutische Chemie,
Johannes Gutenberg-Universitidt, Mainz stammten {iber 185 Substanzen, die alle im Zwei-
Hybrid-System in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht wurden. Einige wenige
Substanzen fielen dabei durch eine spezifische Steigerung der Ras/Raf-Interaktion auf, auf die
nun in den folgenden Kapiteln nédher eingegangen wird. Teilweise konnten auBerdem
Strukturanaloga getestet werden, sodass eine Aussage fiir den beobachteten Effekt iiber
wichtige chemische Gruppen moglich war. Die meisten Substanzen wurden in einem 1:1-
Gemisch (V/V) aus DMSO und Wasser eingesetzt, wobei sie zuerst in DMSO gelost und

dann kurz vor der Zugabe zu den Hefesuspensionen mit Wasser verdiinnt wurden.

3.3.1 T-Substanzen

Dr. Linda Hahn synthetisierte wéahrend ihrer Promotion am Institut fiir Pharmazeutische
Chemie, Johannes Gutenberg-Universitit, Mainz im Arbeitskreis von Prof. Dannhardt

verschiedene, nicht steroidale Antiinflammatorika, die sowohl eine duale Hemmung der
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COX-1/COX-2 als auch der Lipoxygenase bewirken sollten. Insgesamt wurden 50
Substanzen verschiedener Strukturen im Zwei-Hybrid-System getestet, von denen die
Inkubation mit einigen Benzimidazol-Derivaten zu einer gesteigerten [-Galactosidase-

Aktivitat der Ras/Raf-Teststimme fiihrten.

Substanz R1 R2 R3

NT114 T130 T114 H H Phenyl
T118 H H 4’-Methoxyphenyl
T120 H H 4’-Hydroxyphenyl

T121 H H 2-Pyridyl

T131 T123 H H 2-Chinolyl
0\/ T124 H | Acetyl 2-Chinolyl

T127 Meth H Phenyl

\ O ethoxy eny

s~ T128 Methoxy | Acetyl Phenyl
g T132 T129 Methoxy H 4’-Fluorphenyl
/\ ,\ T130 Methoxy | Acetyl 4’-Fluorphenyl

/ N\ T133
O O

Abb. 3.3-1: Strukturformeln einiger Benzimidazole von Dr. L. Hahn
Die Bezeichnung z. B. T129 wurde dabei derjenigen aus der Doktorarbeit von Dr. Linda Hahn (Hahn, L.,
1999) angepasst, die urspriingliche Bezeichnung der Substanzen lautete z. B. LF52.

Die Methoxygruppe am Phenylring bei Substanz T118 bewirkt im Gegensatz zu einer
Hydroxygruppe bei T120 bzw. keiner Substitution bei T114 eine Erhohung der
B-Galactosidase-Aktivitdt des Teststammes ,,Ras/Raf 3.3, welche vielleicht auf die Erh6hung
der Lipophilie und damit eventuell einer besseren Zellgéngigkeit der Verbindung
zuriickzufiihren ist (s. Abb. 3.3-2). Der Ersatz des Phenylrings durch einen Pyridylring bei
T121 resultiert nur in einer schwachen Aktivitdt; wird jedoch ein Chinolylrest eingebaut wie
bei T123 fiihrt die Inkubation mit der Substanz zu einer deutlichen Steigerung. Ein groBerer,
lipophiler Substituent am Schwefel scheint somit von Vorteil zu sein. Eine Substitution des
Stickstoffs im Benzimidazol hemmt jedoch den Effekt stark: T124 ist im Gegensatz zu T123
fast inaktiv.

Bei den Verbindungen mit einer Methoxygruppe in Position 5 des Benzimidazols (T127-
T130) fihrt nur T129 zu einer Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitit. Die Substitution des
Phenylrings mit Fluor in Position 4 scheint dabei von besonderer Bedeutung zu sein

(Vergleich T127 mit T129). Die Lipophilie innerhalb dieses Strukturbereiches wird dadurch
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noch erhoht. Der Stickstoff darf, wie schon bei den anderen Verbindungen gezeigt, nicht

substituiert sein, ansonsten ist die Verbindung inaktiv (T130).

- 3
4 B Ras/Raf 3.3 B Ras/Raf 3.3

O Ras/RBD 9

g 5
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o HLE = 0 -
0 50 100 200 L 114 118 120 121 123 124 127 128 129 130 131 132 133
T129 [uM] Nr. der Testsubstanzen

Abb. 3.3-2: Effekt von verschiedenen Benzimidazolen auf die Enzymaktivitit
Die Verbindungen wurde zuerst in DMSO gel6st und anschlieBend mit dem gleichen Volumen Wasser
versetzt, sodass bei Zugabe von 10 pul dieser Losung zu 140 pl Hefesuspension die im Diagramm angegebene
Endkonzentration in den 150 pul enthalten war.

Die Verbindungen T131, T132 und T133 tragen keinen aromatischen Rest am Schwefel
wie die Substanzen T114-T130, sondern eine polarere Ethylacetylgruppe. Sie unterscheiden
sich untereinander nur in der Oxidationsstufe des Schwefels. Wéhrend das Sulfid (T131) und
das Sulfoxid (T132) inaktiv sind, steigert die Inkubation mit dem Sulfon TI133
interessanterweise die -Galactosidase-Aktivitdt fast so stark wie die Substanz T129.

Fiir die beste Verbindung T129 sind die Aktivititen an allen drei Hefestimmen ebenfalls in
Abb. 3.3-2 aufgefiihrt: Die Inkubation mit T129 bewirkt eine gesteigerte -Galactosidase-
Aktivitét vor allen Dingen beim Teststamm ,,Ras/RBD 9%, was auf eine verstirkte Interaktion
zwischen Ras und der Ras-bindenden Doméane von Raf hindeutet. Das Hefewachstum wurde
durch die angegebenen Verbindungen kaum beeinflusst: Im Vergleich zur Inkubation mit dem
reinen Losungsmittel (1:1 DMSO/Wasser (V/V)) sank das relative Wachstum bei einer
Endkonzentration von 200 uM im Mittel auf ca. 93 %.
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3.3.2 JS-Substanzen

Ziel der Promotionsarbeit von Dr. Johannes Schweppenhduser im Arbeitskreis von Prof.
Dannhardt war es, selektive COX-2- bzw. duale COX-1- und COX-2-Inhibitoren zu
synthetisieren, in vitro zu testen und Struktur-Wirkungsbeziehungen zu erstellen
(Schweppenhéuser, J., 1999). Von den insgesamt 71 Substanzen, die im Zwei-Hybrid-System
untersucht wurden, bewirkten einige nach Inkubation mit dem Teststamm ,,Ras/Raf 3.3 eine
schwache Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitdt (s. Abb. 3.3-4). Die Enzymaktivitat des
zweiten Teststammes ,,Ras/RBD 9“ wurde nach Inkubation mit den aktiven Substanzen
ebenfalls leicht gesteigert, wohingegen die des Kontrollstammes ,,p53/SV40 K* gar nicht
beeinflusst oder bei einigen Verbindungen verringert wurde. Aufgrund der systematischen
Substanzreihen (s. Abb. 3.3-3) konnten dariiber hinaus einige Strukturmerkmale fiir eine

Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit bestimmt werden.

H
A ot 000

7N\
© 0 0] 0] NH,
3a 0o Benzophenon 2-Aminobenzophenon
BP AB
o O
4 V4 "R
N~ g, R1 |
23§ H S
R3 0 28-30
R1
Substanz R1 R2
28a H CH;
: 28b H H
Tabsi o\ _Ro
10a,b,c /S\ 28¢ H Acetyl
O/ \O 28d H 4-NO,-Benzoyl
Substanz R1 R2 R3 29a Cl CH;
Ta H CH; H 29b Cl H
7b CH; CH; H 29¢ Cl Acetyl
8i CH; 4-Methyl-ph H 29d Cl 4-NO,-Benzoyl
10a H CH; Cl 30a Ethyl CH;
10b H 4-Methyl-ph Cl 30b Ethyl H
10c H 4-Cl-ph Cl 30c Ethyl Acetyl
30d Ethyl 4-NO,-Benzoyl

Abb. 3.3-3: Strukturformeln verschiedener JS-Substanzen
Die Bezeichnung der Substanzen entspricht dabei derjenigen aus der Doktorarbeit von Dr. J.
Schweppenhéuser (Schweppenhduser, J., 1999).
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Zur ersten Gruppe der N-(Benzoylphenyl)sulfonamide gehéren die aufgefiihrten
Substanzen 3a, 7a/b, 8a-j, 10a-c und 23, wobei 3a {iber Position 4, 23 {iber Position 3 und die
Substanzgruppen 7, 8 und 10 iiber die Position 2 des Aromaten mit der Sulfonamidgruppe
verkniipft sind. Die Verkniipfungsposition besitzt bei ansonsten gleichen Strukturen keinen
groBen Einfluss auf die Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit (Vergleich 3a, 7a und 23). Im
Gegensatz zu 7a besitzt 7b eine Methylgruppe in Position 4’; die Enzymaktivitit wird nach
Inkubation des Teststammes mit 7b deutlich steigert. Die Arylsulfonyl-Derivate (8a-j) sind
alle nur schwach aktiv bzw. inaktiv, was auch die Einfiihrung einer Methylgruppe in Position
4’ wie bei 7b nicht dndert (s. Substanz 81). Der negative Effekt einer Arylsubstitution an der
Sulfonamidgruppe =zeigt sich auch bei der Substanzklasse 10, der N-(2-Benzoyl-
4-chlorphenyl)sulfonamiden. Das Methansulfonamid 10a wirkt dhnlich wie das unchlorierte
Derivat 7a, die Arylsulfonamide 10b und 10c sind jedoch inaktiv.

B Ras/Raf 3.3 Bp53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat
o

o
[@)]
I
|

-

3a 7a 7b 8 10a 10b 10c 23 28a 28b 28c 28d 29a 29b 29c 29d 30a 30b 30c 30d AB BP
Nr. der Testsubstanzen

Abb. 3.3-4: Anderung der Enzymaktivitiit durch verschiedenen JS-Substanzen
Die Substanzen wurden in einer Endkonzentration von 200 uM mit dem Teststamm ,,Ras/Raf 3.3 und dem
Kontrollstamm ,,p53/SV40 K* o/n inkubiert. Als Losungsmittel (L) diente ein DMSO/Wasser-Gemisch (1:1
V:V).

Zur zweiten Gruppe der (4-Hydroxyphenyl)(2-thienyl)methanone gehdren die
Substanzreihen 28-30, die sich jeweils in den beiden Resten R1 und R2 unterscheiden. Die
Substitution des Thienylrings (R1) bei den Reihen 29 und 30 bewirkt in den Hefen eine
dhnliche Enzymaktivitit wie die unsubstituierten Verbindungen (Substanzreihe 28). Der
Methylether 28a zeigt einen vergleichbaren Effekt wie das Phenol-Derivat 28b, jedoch sind
die Phenole der Reihen 29 und 30 fiir die Hefen stark toxisch, sodass keine Enzymaktivititen
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bestimmt werden konnte. Die Acetat-Reihe (28c, 29c, 30c) stellt die aktivsten Verbindungen
dieser Gruppe dar, sdmtliche Nitrobenzoate (28d, 29d, 30d) sind dagegen im Zwei-Hybrid-
System inaktiv. Auch Benzophenon und 2-Aminobenzophenon, die zur Synthese verwendet
wurden, fiihrten interessanterweise zu einer Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitit im
Teststamm. Der Effekt von 2-Aminobenzophenon ist dabei &hnlich ausgeprigt wie bei den
aktiven Verbindungen 7b und 28c. Die Enzymaktivitit des Kontrollstammes K wird durch die
Inkubation mit einigen Verbindungen bei einer Endkonzentration von 200 pM ebenfalls
beeinflusst. Diese Verminderung lisst auf eine unspezifische Interaktion der Substanzen mit

den Hefestimmen schlieBen.

Alle aktiven Verbindungen beeinflussen auflerdem leicht das Hefewachstum. Im Mittel
sinkt das relative Wachstum bezogen auf eine Inkubation mit dem Losungsmittel auf ca.
80 %. Vor allen Dingen nach einer Inkubation mit den Substanzreihen 28-30 sowie mit AB
und BP wird die Wachstumsrate auf ca. 60 % reduziert bezogen auf eine Inkubation mit dem

Losungsmittel (s. Abb. 3.3-5).

B Ras/Raf 3.3 Bp53/SV40 K

0.6
0.4

0,2 1

rel. Anderung des Wachstums

o ME
L 3a 7a 7b 8 10a 10b 10c 23 28a 28b 28c 28d 29a 29b 29¢ 29d 30a 30b 30c 30d AB BP

Nr. der Testsubstanzen

Abb. 3.3-5: Einfluss auf das Hefewachstum von verschiedenen JS-Substanzen

Die Substanzen wurden in einer Endkonzentration von 200 M mit dem Teststamm ,,Ras/Raf 3.3 und dem
Kontrollstamm ,,p53/SV40 K* o/n inkubiert. Als Losungsmittel (L) diente ein DMSO/Wasser-Gemisch (1:1
V:V).
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3.3.3 HM70

HM?70, Cyclohexyliden-2-propionsdure ist von Dr. Katja Hell-Momeni wéhrend ihrer
Promotion am Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Johannes Gutenberg-Universitit, Mainz
als ein cyclisches Derivat der 2-Propyl-2-pentensdure synthetisiert worden (Hell-Momeni, K.,
2000). Ziel ihrer Arbeit war es, potente Antiepileptika mit geringerem
Nebenwirkungspotential als Valproinsdure zu finden. 2-Propyl-2-pentenséure, ein Metabolit
der Valproinsdure, diente dabei als Leitstruktur, da es eine vergleichbare Wirkung wie die

Muttersubstanz aufweist, jedoch nicht deren Nebenwirkungen (L&scher, W., 1992).

COOH COOH COOH

X

Valproinsidure 2-Propyl-2-pentensiure HM?70
(2-En-Valproinséure)

Abb. 3.3-6: Strukturformeln von Valproinsiure, 2-Propyl-2-pentensiure und HM70

HM70 wurde ebenso wie T129 zufillig beim Screening im Zwei-Hybrid-System entdeckt.
Es steigert konzentrationsabhingig und spezifisch die [-Galactosidase-Aktivitit des
Teststammes ,,Ras/Raf 3.3, jedoch nicht des Teststammes ,,Ras/RBD 9“ und des
Kontrollstammes ,,p53/SV50 K* (s. Abb. 3.3-7). Das bis auf die Ras-bindende Doméne
verkiirzte Raf im Teststamm ,,Ras/RBD 9* besitzt offensichtlich die Bindungsstelle fiir die
Substanz HM70 nicht mehr, wohl aber die fiir T129. Die beiden Substanzen unterscheiden
sich somit deutlich in ihren Interaktionen mit den Proteinen. HM70 beeinflusst das
Hefewachstum &dhnlich schwach wie T129; es wurde trotzdem nicht in Konzentration tiber
200 uM verwendet.

Da sich HM70 strukturell von der Valproinsdure ableitet, wurde diese ebenfalls im Zwei-
Hybrid-System getestet. Nach Inkubation steigerte sie die [B-Galactosidase-Aktivitit des
Teststammes ,,Ras/Raf 3.3 bei einer Endkonzentration von 100 uM um den Faktor 2 und ist
somit deutlich schwécher wirksam als HM70. Der aktive Metabolit 2-Propyl-2-pentensidure

wurde aufgrund fehlendem Materials in diesem System nicht getestet.
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W Ras/Raf 3.3
8 4 |mRas/RBD 9
7 | |Ep53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

0 10 25 50 100 200
HM70 [uM]

Abb. 3.3-7: Effekt von HM70 auf die verschiedenen Hefestimme

HM?70 wurde in verschiedenen Endkonzentrationen von 10-200 pM mit den Hefestimmen o/n inkubiert. Die
Substanz wurde zuerst in DMSO gel6st und anschlieBend mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt, sodass
bei Zugabe von 10 pl dieser Losung zu 140 pl Hefesuspension die im Diagramm angegebene
Endkonzentration in den 150 ul enthalten war.

Effektoren der Ras/Raf-Wechselwirkung miissen nicht nur in die Hefezelle, sondern auch
in den Zellkern der Hefen eindringen. Unter diesem Aspekt lag die Frage nahe, ob die Hefen
je nach Wachstumsphase unterschiedlich empfindlich auf die zugegebenen Testsubstanzen
reagieren oder ob die Testsubstanzen ab einer bestimmten Zelldichte ausgediinnt werden.
Exemplarisch wurde das mit der Substanz HM70 und dem Teststamm ,Ras/Raf 3.3*
untersucht. Die Ausgangszellsuspension mit einer ODg39 von 140 ul von ca. 0,130 wurde bis
zu einer 1:1-Verdiinnung mit SC-Medium versetzt (130 ul + 10 pl, 120 pl +20 pl, ..., 70 pl +
70 ul) und die jeweiligen Verdiinnungsstufen o/n mit 10-100 uM HM70 inkubiert. Die
Auswertung der [-Galactosidase-Aktivitdit am folgenden Tag zeigte keinen Einfluss der
Ausgangszelldichte in den verwendeten Verdiinnungen auf die Wirkung von HM70: Alle
Verdiinnungsstufen zeigten bei der gleichen Endkonzentration von HM70 annédhernd

identische Effekte.

3.3.4 Kombinationsversuche der aktiven Verbindungen

Die bisher gefundenen Substanzen zeigten zum Teil unterschiedliche Effekte auf die
beiden Teststimme ,,Ras/Raf 3.3° und Ras/RBD 9%, was auf andere Interaktionsflichen der
Substanzen mit den Proteinen schlieen ldsst. Um zu kliren, in wie weit sich der Einfluss der

verschiedenen Strukturen zu additiven oder inhibitorischen Effekten kombinieren lassen,

76



3. Ergebnisse

wurden die Hefen mit HM70, T129 oder Isovaleriansdure und entweder zuséitzlich mit

Losungsmittel oder einer anderen Substanz inkubiert.

B Ras/Raf 3.3
O Ras/RBD 9

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

Abb. 3.3-8: Kombinationen von HM70, T129 und Isovaleriansiure
140 pl der beiden Teststimme wurden mit 10 pl Probe und weiteren 10 pl Probe oder Losungsmittel versetzt
und o/n inkubiert. Als Bezug diente die Enzymaktivitét, die durch Inkubation mit 20 pl Losungsmittel, einem
1:1-Gemisch (V/V) von DMSO und Wasser, erhalten wurde. Die Endkonzentration im Ansatz waren fiir
HM70 50 uM, fiir T129 200 uM und fiir Isovaleriansdure 5 mM.

Wie schon bei fritheren Versuchen beobachtet, fiihrt eine Inkubation mit HM70 im
Gegensatz zu Isovaleriansdure und T129 nur zu einer Steigerung der Enzymaktivitit des
Teststammes ,,Ras/Raf 3.3, nicht aber von ,,Ras/RBD 9%, Die kombinierte Inkubation von
HM70 und T129 steigert daher nicht die 3-Galactosidase-Aktivitdt von ,,Ras/RBD 9* {iber das
Mal von T129 hinaus. Die Enzymaktivitit von ,,Ras/Raf 3.3 jedoch entspricht fast genau der
Addition der beiden einzelnen Aktivititen. Die beiden Substanzen greifen daher
wahrscheinlich an unterschiedlichen Regionen der Fusionsproteine an und verstdrken sich in
ihren Effekten. Eine Inkubation der Hefen mit Isovaleriansdure und zusétzlich HM70 zeigt
keine groBe Anderung der Enzymaktivitit im Vergleich zu einer Inkubation nur mit
Isovaleriansdure. Anscheinend fiithrt diese Kombination nicht zu additiven Effekten, was
vielleicht durch eine Kompetition der Substanzen an den Bindungsstellen zu erkldren ist.
T129 und Isovaleriansdure verstirken nach Inkubation die Enzymaktivitdt beider Teststdimme
— sowohl einzeln als auch in Kombination. Auch hierbei entspricht der resultierende
Steigerungsfaktor fast genau der Addition der einzelnen Faktoren. T129 scheint somit eine
andere Proteinregion zu beeinflussen als Isovaleriansdure oder HM70 und kann daher diese

beiden in ihrer Wirkung verstérken.
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3.4 Ausbau des Testsystems

Nachdem aus vorherigen Experimenten bekannt war, dass die aktiven Substanzen an
verschiedene Bereiche von Ras und Raf binden, sollten iiber unterschiedlich lange Ras- und
Raf-Fusionsanteile die Bindungsdoménen der Substanzen ndher charakterisiert werden. Dies
fithrte zu einer Umstellung des Testsystems auf Zwei-Hybrid-Plasmide von Stratagene, da die
bisher verwendeten pPC-Zwei-Hybrid-Vektoren zum einen in ihrer Sequenz nicht vollsténdig
bekannt waren und sich zum anderen aufgrund ihrer GroBe Probleme beim Klonieren
ergaben. Ein Vergleich des Aufbaus der pPC- und Stratagene-Vektoren findet sich in Kapitel
2.1.6.

3.4.1 Varianten des Ras-Proteins

Aus dem Vektor pPC97HrasG12Vverk vom MPI, Dortmund, wurden zwei Ras-Sequenzen
mittels PCR amplifiziert und nach Restriktion mit EcoRI/Sa/l in den Stratagene-Vektor pBD
ligiert. Das erste PCR mit dem Primerpaar ,,Ras back EcolN* und ,,RasRBD for Sal91*
umfasst die Sequenz, die fiir die ersten 95 Aminosduren von RasG12V codiert. Die zweite,
mit den Primern ,,Ras back EcolN* und ,,Ras for Sal190* amplifizierte Sequenz entspricht
dem vollstindigen RasG12V-Gen, wobei jedoch von Dr. B. Jaitner durch eine Punktmutation
ein zusitzliches Stopp-Codon eingefiihrt worden war. Nach Translation ist das Ras-Protein

C-terminal verkiirzt und weist nur eine Lange von 166 Aminosaduren auf.

Gal4-BD S n n -tADH1 pPC97HRasG12Vverk
1 30

59 76 166 189

*

Gal4-BD m ------------ tADH1 pBDRasG12V 1-95

v
Gal4-8D [l I (ADH1 pBDRasG12V 1-166

[1]
[0]
Gal4-BD 1]
[1]

I :2DH1 pBDRaswt 1-166

I I :20H1 pADRasG12V 1-166
*

Gala-AD [JR

Abb. 3.4-1: Ubersicht iiber die neuen Ras-Konstrukte

Ausgehend von pPC97HrasG12Vverk wurden verschiedene Sequenzen in die Stratagene-Vektoren pBD und
pAD kloniert, sodass sich die dargestellten Ras-Konstrukte ergeben. Die arabischen Zahlen indizieren
Aminosduren von Ras; die romischen Ziffern markieren die switch-1- und switch-2-Region, ,,** steht fiir ein
Stopp-Codon innerhalb der Sequenz.

Zusatzlich wurde das Ras-Konstrukt aus pBDRasG12V1-166 in den Vektor pAD nach
EcoRI/Sall-Restriktion ligiert, sodass Ras (AS 1-166) in Fusion sowohl mit der DNA-
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bindenden Doméne (BD) als auch mit der transkriptionsaktivierenden Domine (AD) in Hefe
exprimiert werden konnte. Durch eine in-vitro-Mutagenese (s. Kap. 2.2.3-2.2.4) wurde
aullerdem die Punktmutation, die zur konstitutiv aktiven Mutante RasG12V fiihrt, verandert,
sodass nun auch die Sequenz fiir das Wildtyp-Ras-Protein zur Verfiigung stand. Diese wurde
mittels EcoRl/Sall-Restriktion aus dem Phagemid-Vektor pET-22b in den Stratagene-Vektor
pBD ligiert.

Alle neuen pBD-Konstrukte wurde mit Hilfe der Sequenzierprimer ,,pPC97BD seq®,
,h-ras-hyb* oder ,,pPC97Ras seq”, das pAD-Konstrukt mit den Primern ,,5’-AD* und
»3 -AD* sequenziert und die korrekte Ligation bestitigt.

3.4.2 Varianten des Raf-Proteins

Mittels PCR wurden die Raf-Gene aus dem Vektor pPC86ssHCRC2Raf amplifiziert und
nach Restriktion mit EcoRI/Sall bzw. EcoRl/Xbal in den Stratagene-Vektor pAD ligiert. Die
verwendeten Primer sind in Kap. 2.1.4 in einer Skizze eingezeichnet und wurden wie folgt zur

Klonierung der neuen Konstrukte eingesetzt:

Vektorname back-Primer for Primer

pADRaf 1-131 ,Raf back EcolN* (1) ,,RafRBD for Sal131* (4),
pADRaf 51-131 »Raf back Eco50* (2) ,»RafRBD for Sal131* (4),

pADRaf 1-194 ,Raf back EcolN“ (1) »Raf for Xbal92“ (5),
pADRaf 51-194 »Raf back Eco50% (2) ,»Raf for Xbal92“ (5),

pADRaf 1-275 ,»Raf back EcolN“ (1) »Raf for Xba275“ (6),
pADRaf 51-275 »Raf back Eco50% (2) »Raf for Xba275“ (6),
pADRaf 131-194 ,RafCRD back Ecol131% (3) ,Raf for Xbal92“ (5).

Ahnlich wie bei den Ras-Konstrukten wurde auBerdem die regulatorische Domine von Raf
(AS 1-275) aus pADRafl-275 iiber EcoRI/Pstl-Restriktion in den pBD-Vektor zu
pBDRaf1-275 kloniert, um Raf sowohl in Fusion mit der transaktivierenden als auch mit der
DNA-bindenden Doméne exprimieren zu konnen.

Alle neuen Raf-Konstrukte in den Stratagene-Vektoren wurden mit Hilfe der Primer
»d -AD*, ,,3’-AD*, , Rathybl13back®, ,,Rathyb147for* oder ,,pPC97BD seq‘ sequenziert und

die korrekte Sequenz bestitigt.
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Gald-AD § RBD g tADH1 pPC86ssHCRC2Raf
1 51 131 184 275
Gal4-AD i - ------------------ tADH1 pADRaf 1-131

Gal4-AD I ------ RBD kil tADH1 pADRaf 51-131
Gal4-AD I RBD = [ CREEE Ealkeleileilely tADH1 pADRaf 1-194
Gal4-AD I —————— RBD = SCREE il tADH1 pADRaf 51-194
Gal4-AD I RBD tADH1 pADRaf 1-275
Gal4-AD I ——————— RBD tADH1 pADRaf 51-275
Gal4-AD I ————————————————————————————— tADH1 pADRaf 131-194

Gal4-BD I RBD tADH1 pBDRaf 1-275

Abb. 3.4-2: Ubersicht iiber die neuen Raf-Konstrukte
Ausgehend von pPC86ssHCRC2Raf wurden verschiedene Sequenzen in die Stratagene-Vektoren pAD und
pBD kloniert, sodass sich die dargestellten Raf-Konstrukte ergeben. Die arabischen Zahlen stehen fiir
Aminoséduren von Raf.

3.4.3 Umklonierung der Multiple Cloning Site (MCS)

Die bisher verwendeten pPC-Vektoren unterscheiden sich in einigen Plasmid-Anteilen von
den Stratagene-Vektoren. Einer der unterschiedlichen Bereiche ist die Multiple Cloning Site
(MCS), sodass sich je nach verwendetem Vektor andere Aminosduren innerhalb der
Fusionsproteine zwischen der verwendeten Gal4-Doméne und Ras bzw. Raf befinden, was
eventuell eine neue Bindungsstelle fiir die Testsubstanzen ausbilden konnte. Die Unterschiede

sind in Abb. 3.4-3 dargestellt.

Gal4AD MCS 1 Raf
pADRaf 1- P K K E IEF QRS MEHI
pPC86ssHCRC2 Raf P K K E GGSNNPGRIQRS MEHI

Gal4AD MCS 51 RBD
pADRaf 51- P K K E I1EF SKTS
pPC86ssRafRBD PKKE GGSNNPGRIQRSDPSKTS

GaldBD MCS 1 Ras
pBDRasG12V 1- LTVS PEF QINS MTEY

pPC97HRasG12Vverk LTV S SRSTPGIQINS MTEY

Abb. 3.4-3: Unterschiede in der MCS von pPC- und Stratagene-Vektoren
Angegeben sind jeweils die letzten Aminoséuren der Gal4-Doméne (bis AS 881=E bei AD bzw. AS 147=S
bei BD), die Aminosduren der MCS (unterstrichen) und die ersten vier Aminosduren von Raf, RafRBD oder
Ras. Die fettgedruckten Zahlen kennzeichnen die Aminosduren in den vollstindigen Raf- bzw. Ras-
Proteinen.

80



3. Ergebnisse

Die Vektoren pPC86ssHCRC2Raf und pADRafl-275 wurden innerhalb der
transkriptionsaktivierenden Domédne mit M/ul und innerhalb der Raf-Sequenz mit Sa/l
geschnitten und das Fragment von pPC86ssHCRC2Raf, in dem sich auch die MCS befindet,
in den verbliebenen Teil von pADRaf1-275 ligiert.

Das neue Konstrukt ,pBD97RasG12V1-166“ wurde nach Hpal/Narl-Restriktion von
pBDRasG12V1-166 und pPC97HrasG12Vverk und anschlieBender Ligation des Fragmentes
aus pPC97HrasG12Vverk in den Restvektor pPBDRasG12V1-166 erhalten.

Gald-AD @ RBD tADH1 pAD86Raf 1-275
Ga4-80 SN | B 1 | I t20H1  pBD97RasG12V 1-166
*

Abb. 3.4-4: Neue Stratagene-Konstrukte mit der MCS aus den pPC-Vektoren

Die neuen Vektoren pBD97RasG12V1-166 und pAD86Raf1-275 wurden mit Hilfe einer
Restriktionsanalyse und durch Sequenzieren mit den Primern ,pPC97BD seq®,

,RasforBD seq* bzw. ,,5’-AD* iiberpriift.

3.4.4 Anderung des bakteriellen Selektionsmarkers

Der pBD-Vektor von Stratagene vermittelt als einziger der verwendeten Vektoren den
Bakterien eine Chloramphenicol-Resistenz. Sie beruht auf der Expression -einer
Acetyltransferase, die Chloramphenicol acetyliert und damit die Inhibierung der
Peptidyltransferase der grolen Untereinheit der Prokaryonten-Ribosomen verhindert. Um
einen mdglichen Einfluss dieses Enzyms auf die Testsubstanzen bzw. auf die Fusionsproteine
auszuschlieBen, wurde die Selektionskassette von pAD, die eine Ampicillin-Resistenz
vermittelt, in pBD umkloniert. Durch Restriktion der Vektoren pBDRasG12V1-166 und p53
mit den Enzymen SnaBl1 und Notl, die im Hefe- bzw. Bakterien-Replikationsursprung
schneiden, wurden Fragmente erhalten, die nach Ligation das neue Konstrukt
pBDAmpRasG12V1-166 ergaben. Zur Kontrolle wurde eine Restriktionsanalyse mit Hilfe der
Enzyme HindlIll, SnaBI/Notl und Narl/Pvul durchgefiihrt.

3.4.5 p53/SV40-Kontrollkonstrukte

Die bisher verwendeten Kontrollkonstrukte p53 und pSV40 stammten von der Firma

Stratagene, dass heifit der Vektorautbau entsprach den pAD- und pBD-Vektoren, nicht aber
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den pPC-Vektoren. Um nun auch eine passende Kontrolle fiir die urspriinglichen Plasmide zu
haben, sollte die Sequenz des Tumorsuppressorproteins pS3 in den Vektor pPC97 und die
Sequenz fiir das gro3e T-Antigen des Simian Virus 40 in den Vektor pPC86 ligiert werden.
Da die Sequenz des Vektors pPC97 nicht genau bekannt war, wurde schlieBlich eine
HindIll/Sall-Restriktion gewihlt, wobei die Sequenz fiir die DNA-bindende Gal4-Doméne
und fiir das Tumorsuppressorprotein aus dem Vektor p53 herausgeschnitten und in den
linearisierten Vektor pPC97 ligiert wurde. Da Start- und Stopp-Codon innerhalb dieses
Fragmentes liegen, ist trotz unbekannter Sequenz kein Frameshift zu erwarten. Das neue
Konstrukt pPC97p53 wurde mit Hilfe der Primer ,,Gal4BDseq" und ,,p53seq” sequenziert.
Das Konstrukt pPC86SV40 wurde durch Mlul/Sall-Restriktion der Vektoren pPC86 und
pSV40 und anschlieBender Ligation der entsprechenden Fragmente erhalten. Durch die
Verwendung des Plasmids pPC86 statt pPC86ssHCRC2Raf konnte eine Restriktionsanalyse
mit EcoRI, sowie die Sequenzierung mit den Primern ,,.SV40seq™ und ,,pPC86seq“ zur

Kontrolle durchgefiihrt werden.

3.4.6 Ubersicht iiber die neuen Hefestimme im Zwei-Hybrid-System

Eine Ubersicht iiber die neuen Test- und Kontrollstimme nach Doppeltransformation der
verschiedenen Konstrukte ist in Tab. 3.4-1 zusammengestellt. Eine Kombination aus pPC-
Vektor und Stratagene-Vektor zur Transformation war dabei aufgrund der Selektionsmarker

leider nicht moglich.

Exprimiertes Proteinpaar
Hefen Plasmid mit Gal4-BD | Plasmid mit Gal4-AD
(AS)
Teststamm A BD-RasGI12V (1-166)
pBDRasG12V1-166 pADRaf1-131
“Ras/Rafl-131” AD-Raf (1-131)
Teststamm B BD-RasG12V (1-166)
pBDRasG12V1-166 pADRaf51-131
“Ras/Raf51-131” AD-Raf (51-131)
Teststamm C BD-RasG12V (1-166)
pBDRasG12V1-166 pADRaf1-194
“Ras/Rafl-194” AD-Raf (1-194)
Teststamm D BD-RasG12V (1-166)
pBDRasG12V1-166 pADRaf51-194
“Ras/Raf51-194” AD-Raf (51-194)
Teststamm E BD-RasG12V (1-166)
pBDRasG12V1-166 pADRaf1-275
“Ras/Raf1-275” AD-Raf (1-275)
Teststamm F BD-RasGI12V (1-166)
pBDRasG12V1-166 pADRaf51-275
“Ras/Raf51-275” AD-Raf (51-275)
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Teststamm CRD
“Ras/Raf131-194”

pBDRasG12V1-166

pADRaf131-194

BD-RasG12V (1-166)
AD-Raf (131-194)

Teststamm M

“Ras95/Rafl-131”

pBDRasG12V1-95

pADRafl-131

BD-RasG12V (1-95)
AD-Raf (1-131)

Teststamm N

“Ras95/Raf51-131”

pBDRasG12V1-95

pADRaf51-131

BD-RasG12V (1-95)
AD-Raf (51-131)

Teststamm O

“Ras95/Rafl-194”

pBDRasG12V1-95

pADRafl1-194

BD-RasG12V (1-95)
AD-Raf (1-194)

Teststamm P

“Ras95/Raf51-194”

pBDRasG12V1-95

pADRaf51-194

BD-RasG12V (1-95)
AD-Raf (51-194)

Teststamm Q

“Ras95/Rafl-275”

pBDRasG12V1-95

pADRaf1-275

BD-RasG12V (1-95)

AD-Raf (1-275)
BD-RasG12V (1-95)
AD-Raf (51-275)
BD-Raswt (1-166)
AD-Raf (1-275)
BD-Raf (1-275)
AD-RasG12V (1-166)
BD-RasG12V (1-166)
AD-MCS86-Raf (1-275)
BD-MCS97-RasG12V (1-166)
AD-Raf (1-275)
BD-MCS97-RasG12V (1-166)
AD-MCS86-Raf (1-275)
BD-RasG12V (1-166)
AD-Raf (1-194)
BD-RasG12V (1-166)
AD-Raf (1-275)
BD-p53 (72-390)
AD-SV40 (84-708)

Teststamm R

pBDRasG12V1-95
“Ras95/Raf51-275”

pADRaf51-275

Teststamm W

pBDRaswt1-166
“Raswt/Raf1-275”

pADRaf1-275

Teststamm EU

pBDRafl1-275
“Raf1-275/Ras”

pADRasG12V1-166

Teststamm 86

pBDRasG12V1-166
“Ras/Raf 86”

pADS86Rafl-275

Teststamm 97

pBD97RasG12V1-166
“Ras97/Raf”

pADRaf1-275

Teststamm Z

pBD97RasG12V1-166
“Ras97/Raf 86

pAD86Rafl-275

Teststamm AmpC

pBDAmpRasG12V1-166
“Ras/Raf1-194 Amp”

pADRaf1-194

Teststamm AmpE

pBDAmpRasG12V1-166
“Ras/Raf1-275 Amp”

pADRaf1-275

Kontrollst. KpPC

pPC97p53
,p53/SV40 KpPC*

pPC86SV40

Tab. 3.4-1: Ubersicht iiber Hefestimme im Zwei-Hybrid-System

Angegeben sind die verwendete Hefebezeichnung fiir Excel-Graphen, die zur Transformation eingesetzten
Plasmide sowie die exprimierten Fusionsproteine.

Nicht  aufgefiihrt sind  die Kontroll-Transformation ~ von »pAD/pBD*,
»pAD/pBDRasG12V1-166%, »pADRaf1-275/pBD*, »pADRafl-275/pBDRaf1-275%,
»pADRasG12V1-166/pBDRasG12V1-166* und ,,pADRaswtl-166/pBDRasG12V1-166%, die
alle zu keiner detektierbaren [-Galactosidase-Aktivitdt der resultierenden Transformanden

fihrten.
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Die korrekte Transformation der Stimme A-F, W, EU, 86, 97, Z und KpPC wurde durch
Isolierung der Plasmide aus den Hefen und anschlieBender Restriktionsanalyse mit HindIIl
bzw. bei KpPC mit EcoRI/Sacl bestétigt. Aulerdem sollten die exprimierten Fusionsproteine
mittels Western Blot nachgewiesen werden. Die Grof3e der Fusionsproteine ist in Tab. 3.4-2
zusammengefasst.

Gal4- Bezeichnung der Hefestimme
AK | A B|C | D |E | F |8 |97| Z |[EU| W [KpPC
BD [35,5(35,5|35,5|35,5|35,5|35,5(35,5|36 |36 |[47,4(35,5(52,1
AD |30,3|24,3(37,3(31,3(46,2(40,146,9|46,2|46,9|34,3|46,2|84

Tab. 3.4-2: Ubersicht iiber die Grofie der exprimierten Fusionsproteine in kDa
Die Grofle der Fusionsproteine mit der DNA-bindenden (BD) bzw. der transkriptionsaktivierenden Doméne
(AD) sind fiir die jeweiligen Hefestimme in kDa angegeben.

A A B C

D E F EU B KpPC

T — 83 kDa — 83 kDa
— 47,5 kDa e 47,5 kDa
— 32,5kDa

— 25 kDa - 32,5 kDa

— 16,5kDa T 25kDa

Abb. 3.4-5: Western Blot Analyse der Test- und Kontrollstimme

Aufgetragen sind jeweils ungefihr gleiche Proteinmengen (s. Kap. 2.3.1 und 2.5.4). Der erste Antikorper
wurde entsprechend dem Stratagene-Protokoll eingesetzt, der zweite Antikdrper (anti-Maus-IgG-POD) in
einer Verdiinnung 1:10.000 (s. Kap. 2.3.3).

A: 15 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-BD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 3h

B: 10 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-BD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 4h

C: 15 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-AD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 3h

D: 10 %-iges Gel; 1. Antikorper: anti-Gal4-AD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 4h

E: 15 %-iges Gel; 1. Antikdrper: anti-Gal4-AD (Stratagene); Entwicklung des Filmes nach 4h
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3. Ergebnisse

Leider konnte mit dem Gal4BD-Antikérper nur bei dem Kontrollstamm KpPC ein
deutliches Signal erhalten werden (s. Abb. 3.4-5A/B). Die Expression der AD- und BD-
Fusionsproteine ausgehend von den Stratagene-Vektoren ist aufgrund des verkiirzten
Promotors niedriger als bei den pPC-Vektoren und im Western zum Teil nur schwer
nachzuweisen. Nur die AD-Fusionsproteine der Stimme A, B, 86 und Z werden deutlich

besser exprimiert (s. Abb. 3.4-5C/D/E).

3.4.7 Vergleich der Interaktionsstirken der Fusionsproteine

Die verschiedenen Stamme besitzen je nach Interaktionsstirke der Fusionsproteine und in
Abhéngigkeit von deren Expressionsrate unterschiedliche B-Galactosidase-Grundaktivititen
(s. Abb. 3.4-6), die sich folgendermallen beschreiben und vergleichen lassen:

e Die Teststimme, die das verkiirzte Ras-Protein bis zu Aminosdure 95 exprimieren
(Teststamm M-R), =zeigten keinerlei Grundaktivitit der [-Galactosidase.
Anscheinend kann diese Mutante nicht mehr mit Raf interagieren, vielleicht weil
entweder fiir die Bindung wichtige Bereiche fehlen oder weil keine korrekte
Proteinstruktur mehr ausgebildet werden kann.

e Die Aktivitiat des Teststammes ,,Ras/Raf CRD* konnte selbst iiber das sehr sensitive
Chemilumineszenz-Substrat Galacton Star nicht bestimmt werden. Die Ras-bindende
Domine (AS 51-131) von Raf, die in dieser Mutante fehlt, ist offensichtlich
essentiell fiir eine Interaktion mit Ras und somit fiir eine messbare $-Galactosidase-
Aktivitat.

e Die pPC-Konstrukten weisen aufgrund des vollstandigen ADH1-Promotors im Vergleich
zu den Stratagene-Vektoren eine deutlich hohere Grundaktivitit bei gleichen
Interaktionspartnern auf: Vergleich der Stimme 3.3 mit E (RasG12V1-166 und
Raf1-275), 9 mit B (RasG12V1-166 und RafRBD=Raf51-131), K mit KpPC (p53
und SV40).

e Einige Protein-Protein-Interaktionen sind im Zwei-Hybrid-System von der Konstruktion
der Fusionsproteine abhingig, dass heiflt sie filhren nur bei einer der beiden
Fusionsalternativen zu einer B-Galactosidase-Aktivitdt (Estojak, J. et al., 1995). Der
Teststamm E ,,Ras/Raf1-275“ und der Teststamm EU ,,Raf1-275/Ras* weisen jedoch
eine dhnliche Aktivitdt auf. Somit ist die Interaktion zwischen Ras und Raf

unabhingig vom Aufbau der Fusionsproteine.
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3. Ergebnisse

e Der Austausch einer der beiden Multiple Cloning Sites zwischen der Sequenz fiir die

Gal4-Doméne und fiir Ras bzw. Raf wie bei den Teststimmen 97 und 86 fiihrt zu
einer erstaunlich groBen Anderung der Interaktionsstirke der Fusionsproteine, die
wahrscheinlich durch Abwandlungen der Proteinstruktur durch die verbindenden
Aminosduren bedingt ist. Die Aktivitit des Teststammes Z, der beide
Fusionsproteine mit der entsprechenden MCS aus den pPC-Vektoren exprimiert, ist

im Vergleich zum Teststamm E nur leicht veréndert.

e Die Erhohung der B-Galactosidase-Aktivitdt durch die Expression der ersten 51

Aminoséduren (Vergleich A mit B) von Raf wurde bereits von B. Jaitner beobachtet
(Jaitner, B., 1997), die dies als eine bewegliche Schanierregion deutet, die die

Interaktion mit Ras erleichtert.

e Die Interaktion der regulatorischen Domine von Raf (AS 1-275) mit dem Wildtyp Ras-

Protein ist deutlich schwécher als mit der konstitutiv aktiven Ras-Mutante RasG12V

(Vergleich der Teststimme E und W).

e Der Anderung des Selektionsmarkers in pBD hat keinen Einfluss auf die Stirke der

—

basale [3-Gal-Aktivitat [uU

—
N
|

12

—
o
I

Interaktion der Fusionsproteine: Teststamm C und AmpC, sowie E und AmpE zeigen

dhnliche Aktivititen.

3.3 9 A B C D E F W EU 86 97 Z Amp Amp K K
Hefestamme C E pPC

Abb. 3.4-6: Vergleich der basalen B-Galactosidase-Aktivititen verschiedener Stimme
Angegeben sind die Grundaktivititen der verschiedenen Test und Kontrollstimme, deren genaue
Bezeichnung und Beschreibung der Fusionsproteine in Tabelle 3.4-1 zu finden ist.
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3. Ergebnisse

3.5 Ergebnisse mit dem modifizierten Testsystem

3.5.1 Arnika-Extrakt und -Tinktur

Arnika-Extrakt und -Tinktur wurden in verschiedenen Konzentrationen in diesem
modifizierten Testsystem getestet. Ein Beispiel dieser Ergebnisse zeigt Abb. 3.5-1, bei dem
der Einfluss verschiedener LPLC-Fraktionen von Arnika-Tinktur auf die verschiedenen Test-

und Kontrollstimme dargestellt ist.

5 B Ras/Raf 3.3 ORas/RBD 9 p53/SV40 KpPC
= B Ras/Raf1-275 E ORas/Raf51-131 B Bp53/SV40 K
£ 45
=
=
-+ 354
m b
©)
S 3 |
—
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c 1T-waslAEN ? AENAENRENAEN ? AN AENRE
< AEN AN ’ AEN AN RENREN 7 "V ELYE
AENRE NV % AENREN/RENRE BV % AENVAE NAE
<= 05 -HRENREN ? AU AENAE R REN ? "BV ELE
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w 20 219 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

LPLC-Fraktionen

Abb. 3.5-1: Einfluss von LPLC-Fraktionen auf verschiedene Hefestimme

Die gesammelten LPLC-Fraktionen wurden mittels SpeedVac einrotiert und in 200 ul Wasser aufgenommen.
Je 10 pl Fraktion wurden anschlieBend mit 140 pl der Hefestimme o/n inkubiert und die Aktivitit bestimmt.
Wasser (W) diente dabei als Losungsmittel.

Erstaunlicherweise fiihrten die Fraktionen nach Inkubation nur bei den Teststimmen
»Ras/Raf 3.3“ und ,,Ras/RBD 9 zu einer Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitdt, nicht
jedoch bei den Stimmen, die die entsprechenden Fusionsproteine von den Stratagene-
Vektoren aus exprimieren. Hier war die B-Galactosidase-Aktivitdt denen der Kontrollstimme
vergleichbar.

Auch bei den Teststimmen 86, 97 und Z, die die Plasmide mit der ausgetauschten Multiple
Cloning Site tragen, hatte die Inkubation mit den Arnika-Fraktionen keinen Einfluss auf die
B-Galactosidase-Aktivitdt. Ebenso wenig war ein Effekt der Arnika-Fraktionen bei den
Hefestimmen AmpC und AmpE zu beobachten, deren Zellen die Konstrukte mit den
ausgetauschten Resistenzmarkern tragen.

Kestoheptaose konnte aufgrund fehlenden Materials leider nicht an den verschiedenen

Hefestimmen getestet werden.
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3. Ergebnisse

3.5.2 Isovaleriansiure und Analoga

Isovaleriansdure wurde in verschiedenen Konzentrationen an allen Test- und
Kontrollstimmen eingesetzt: einen Auszug aus den Ergebnissen zeigt Abb. 3.5-2. Ahnlich
wie bei Arnika zeigte sich nach Inkubation keine konzentrationsabhingige Steigerung der
B-Galactosidase-Aktivitdt bei den Teststimmen E und B, die analoge Fusionsproteine

exprimieren wie die Teststimme 3.3 und 9.

B Ras/Raf 3.3
ORas/RBD 9
p53/SV40 KpPC
M Ras/Raf1-275 E
ORas/Raf51-131 B
B Ras97/Raf86 Z
B p53/SV40 K

w
[@)]
I

w
I

N
[@)]
I

1,5 A

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat
N

AN

0 1 3 5
Isovaleriansaure [mM]

Abb. 3.5-2: Einfluss von Isovaleriansiure auf verschiedene Hefestimme
Verschiedene Test- und Kontrollstimmen wurden mit Isovaleriansdure in den Endkonzentration von 1-5 mM
o/n inkubiert und die relative B-Galactosidase-Aktivitit in Bezug auf das Losungsmitte]l Wasser bestimmt.

Dagegen fiihrt jedoch die Inkubation mit Isovaleriansdure in &hnlichem Ausmal} wie beim
Teststamm 9 zu einer konzentrationsabhéngig Steigerung der Enzymaktivitit im Hefestamm
KpPC, der die Kontrollproteine in Fusion mit den Gal4-Dominen der pPC-Vektoren
exprimiert. Der Kontrollstamm K, der mit den Stratagene-Kontrollplasmiden transformiert
wurde, wird dagegen nicht beeinflusst. Auch der Austausch der MCS bei den Plasmiden im
Stamm Z sowie die Anderung des Selektionsmarkers fiihrten zu keiner Beeinflussung der
Enzymaktivitit. Der Effekt von Isovalerianséure ist demnach vom Aufbau der pPC-Vektoren

abhédngig und insofern nicht Ras/Raf-spezifisch.
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3. Ergebnisse

3.5.3 T-Substanzreihe

Ahnliches wie mit den Arnika—Proben war leider auch mit simtlichen T-Verbindungen
von Dr. L. Hahn zu beobachten: Die [-Galactosidase-Aktivitdt der Stratagene-Vektoren
tragenden Teststimme wurde durch die Inkubation nicht beeinflusst. Als Beispiel sind einige
Ergebnisse der Substanz T129 in Abb. 3.5-3 aufgefiihrt. Nur die Enzymaktivititen der pPC-
Teststimme 3.3 und 9 wurden durch Inkubation mit T129 gesteigert; samtliche Stratagene-
Teststimme zeigten keine Steigerung der P-Galactosidase-Aktivitdt. Die Aktivitdten der
Kontrollstimme KpPC und K wurden durch Zugabe von T129 nicht konzentrationsabhéngig
beeinflusst. Insofern scheint hier wiederum ein anderer Mechanismus vorzuliegen als bei der

Inkubation mit Isovaleriansaure.

4 - |BRas/Raf 3.3

O Ras/Ras/RBD 9
p53/SV40 KpPC

B Ras/Raf1-275 E

2,5 | |ORas/Raf51-131 B

E Ras/Raf1-275 AmpE

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

2 |
Bl Ras97/Raf86 Z

1.5 1 lmps3/sva0 K

1 |
05 -

0 |

0 100 200
T129 [uM]

Abb. 3.5-3: Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit der Hefestimme durch T129

Die angegebenen Hefestimme wurden mit T129 in einer Endkonzentration von 100 oder 200 uM o/n
inkubiert und der Effekt auf die P-Galactosidase-Aktivitdt durch Vergleich mit der Inkubation mit
Losungsmittel (1:1 DMSO/Wasser (V/V)) berechnet.

3.5.4 JS-Substanzen

Auch bei den JS-Substanzen von Dr. Schweppenhéuser zeigte sich im Gegensatz zu einer
Inkubation mit den pPC-Teststimmen ,,Ras/Raf 3.3 und ,,Ras/RBD 9* keine Steigerung der
B-Galactosidase-Aktivitdt mit den Stratagene-basierten Teststimmen. Die Enzymaktivitdt des
pPC-Kontrollstammes KpPC wurde nicht beeinflusst. Die Interaktionsmechanismen der JS-

Substanzen bleibt somit unklar.
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3. Ergebnisse

B Ras/Raf 3.3 ORas/Ras/RBD 9 R p53/SV40 KpPC
HMRas/Raf1-275 E [ORas/Raf51-131 B Bp53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat
N

L 7b 28a 28b 28c AB BP
Nr. der Testsubstanzen

Abb. 3.5-4: Anderung der Enzymaktivitiit durch Inkubation mit JS-Substanzen
Die verschiedenen Hefestimme wurden mit 200 uM der angegebenen Substanzen o/n inkubiert und die

relative Anderung der B-Galactosidase-Aktivitdt im Vergleich mit dem Losungsmittel (1:1 DMSO/Wasser
(V/V)) bestimmt.

3.5.5 HM-Substanzreihe

HM70 wurde ebenfalls an allen neuen Test- und Kontrollstimmen getestet. Im Gegensatz
zu den bisher aufgefiihrten Substanzen filihrte die Inkubation mit HM70 auch zur Steigerung
der B-Galactosidase-Aktivitdt einiger neuer Teststimme (s. Abb. 3.5-5), sodass sich der

mogliche Interaktionsbereich genauer definieren lasst.

6 mO uM
5 50 uM
W 100 pM

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat
w

3.3 9 KpPC A B C D E F Z w K
Hefestamme

Abb. 3.5-5: Einfluss von HM70 auf die Test- und Kontrollstamme

Verschiedene neue und alte Teststimmen wurden mit HM70 in Endkonzentration von 50-100 uM o/n
inkubiert und die relative B-Galactosidase-Aktivitit in Bezug auf das Losungsmittel (1:1 DMSO/Wasser
(V/V)) bestimmt.

90



3. Ergebnisse

Wie schon in Kap. 3.3-3 beschrieben, steigerte eine HM70-Inkubation
konzentrationsabhdngig und spezifisch nur die -Galactosidase-Aktivitdt des Teststammes
,Ras/Raf 3.3“ jedoch nicht des Teststammes ,.Ras/RBD 9“. In Ubereinstimmung dazu
scheint HM70 nur die Ras/Raf-Interaktion bei den Stimmen C-F, nicht jedoch bei A und B zu
festigen, die ein verkiirztes Raf-Protein bis zur AS 131 in Fusion mit der transaktivierenden
Domine exprimieren. Da jedoch eine Inkubation von HM70 mit den Stammen C und D, die
eine Raf-Mutante bis zur AS 194 herstellen, zu einer gesteigerten B-Galactosidase-Aktivitat
fiihrte, scheint HM70 mit dem Bereich AS 131-194 von Raf zu interagieren. Diese als CRD
bezeichnete Domédne konnte leider nicht alleine im Zwei-Hybrid-System getestet werden, da
ihre Interaktion mit RasG12V ohne die Ras-bindende Domine (AS 51-131) zu schwach war.
Durch einzelne Aminosédureaustausche konnte in weiterfiihrenden Experimenten der genaue
Interaktionsbereich aufgeklirt werden.

Die Interaktion zwischen dem Wildtyp-Ras-Protein und der regulatorischen Doméne von
Raf wurde ebenfalls konzentrationsabhingig durch HM70 verstirkt - jedoch in einem
geringerem Ausmal als die Wechselwirkung mit RasG12V (Stamm W im Vergleich zu E).

Um wichtige Strukturmerkmale dieser Substanzklasse und potentere Effektoren zu finden,
wurden auch hier - dhnlich wie bei Isovaleriansdure - verschiedene Analoga getestet, die
ebenfalls von Dr. Hell-Momeni synthetisiert wurden. Dabei wurde sowohl die Sdurefunktion
variiert, als auch die Ringgrofe sowie die Verzweigung mit verschiedenen Substituenten. Die
untersuchten Analoga sind in Abb. 3.5-6 mit Effekt auf die B-Galactosidase-Aktivititen und
in Abb 3.5.-7 mit ihren Strukturformeln aufgefiihrt.

3,5

B Ras/Raf E
3 1 |[Bpb53/SV40 K

rel. Anderung der R-Gal-Aktivitat

L 69 70 71 74 77 79 100 101 102 103 105 106 108
Nr. der Testsubstanzen

Abb.3.5-6: Effekt der verschiedenen Analoga bei einer Endkonzentration von 50 pM
Die verschiedenen HM-Substanzen wurden in einer Endkonzentration von 50 uM mit den Hefen o/n
inkubiert und die Aktivitdt bezogen auf die Inkubation mit Losungsmittel (L=1:1 DMSO/Wasser (V/V))
berechnet.
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0] 0]
R1 o - R2 R1 o - R2
R3
HM69 bis HM87 HM100 bis HM103
Substanz R1 R2 R3 Substanz R1 R2
HM69 CH; C,Hs H HM100 CH; C,H;
HM70 CH; H H HM101 CH, H
HM71 C,Hs C,Hs H HM102 H C,H;
HM74 C,Hs H H HM103 H H
HM77 CH; H 3’-Methyl o
HM79 CH; H 4’-Methyl O
HMS80 CH; H 4’-Ethyl H R1 O/ R2
HMS1 CH; H 4’-Propyl
HMS2 CH; H 4’-Isobutyl
HMS83 CH, H 4’-Phenyl HM105 HM106/HM108
HMS87 CH; H 4’-(4-Methoxy)- Substanz R1 R2
phenyl HM106 | CH,; H
HM108 H H

Abb. 3.5-6: Strukturanaloga von HM70

In Bezug auf die Aktivitit der zuerst gefundenen Substanz HM70 koénnen die
Strukturanaloga grob in drei Gruppen eingeteilt werden:

1. Modifikationen, die zu einer moderaten Anderung der Aktivitit fiihrten:
Die Inkubation mit der Substanz HM76 mit einer Substitution in Position 3’ hatte
keinen signifikanten Effekt auf die P-Galactosidase-Aktivitidt, wohingegen eine
Methylgruppe in Position 4’ wie bei HM79 einen leichten Anstieg der Aktivitit
bewirkte.

2. Modifikationen, die die Enzymaktivitét steigerten:
Die Vergroerung des Alkylringes zu Cycloheptanen bei den Substanzen HM101
und HM103 steigerte die B-Galactosidase-Aktivitdt in Bezug auf HM70 mit einem
Cyclohexanring. Das beste Ergebnis erzielte HM101, welches sich durch die Lénge
der Sdurekette von HM 103 unterscheidet.

3. Modifikationen, die zu einer Verminderung der Aktivitét fiihrten:
Die Verldngerung der Propansdure in HM70 zu Butansdure in HM74 fiihrte nach

Inkubation der Substanzen mit den Hefen nur zu einer kleinen Anderung der
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3. Ergebnisse

Enzymaktivitit, jedoch ist bei Verringerung der RinggroBle zu Cyclopentanen bei
HM106 und HM108 ein kompletter Verlust der Wirkung zu beobachten. Um den
Einfluss der semicyclischen Doppelbindung zu iiberpriifen, wurde HM70 als ein 1:1-
Gemisch aus dem semicyclischen und endocyclischen Isomer getestet. Auch hierbei
wurde nach Inkubation eine starke Verminderung der PB-Galactosidase-Aktivitat
gemessen. Der Austausch der Sdurefunktion bei der Substanzen HM103 zu einer
Aldehydfunktion in HMI105 senkte signifikant den Einfluss auf die Ras/Raf-
Interaktion. Samtliche Ester aktiver Verbindungen (HM69 von HM70, HM71 von
HM74, HM100 von HM101, HM102 von HM103) waren inaktiv. Die Sdurefunktion
scheint daher ebenso wie die semicyclische Doppelbindung ein wichtiger

Strukturbestandteil flir die Wirkung dieser Substanzreihe zu sein.

Aufgrund der Beobachtung, dass sowohl Substitutionen in 4’-Position als auch

Ringvergroerungen zu potenteren Effektoren fiihrten, wurden die Substanzen HM80, HM81,

HMS&2, HM83 und HMS87 synthetisiert. Diese neue Gruppe von Cyclohexylidencarbonsduren

zeigte jedoch im Gegensatz zu HM70 starke, cytotoxische Effekte bei den Hefestimmen,

sodass keine Aussage iiber die Wirkung auf die Ras/Raf-Interaktion moglich war.

rel. Anderung des Wachstums
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Abb. 3.5-8: Einfluss von HM 70/ 80/ 81/ 82/ 83/ 87 auf das Hefewachstum
Die Substanzen wurden in 50 uM Endkonzentration mit unterschiedlichen Hefestimmen o/n inkubiert und
das relative Wachstum bezogen auf das Losungsmittel (1:1 DMSO/Wasser (V/V)) berechnet. Die so
bestimmten Werte aller Stdmme wurden gemittelt. Die angegebenen ICs-Werte wurden aus
Konzentrationsreihen an verschiedenen Stdmmen berechnet.

Eine Verldngerung des Substituenten in 4’-Position von einer Ethylgruppe in HM80 zu

einer Propylgruppe in HMS81 resultierte in einer stirkeren Hemmung des Hefewachstums.
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HMS82 mit einer Isobutyl-Gruppe in 4’-Position zeigte einen dhnlichen Effekt wie HM81. Die
Korrelation zwischen groBeren Substituenten und Wachstumshemmung wurde auch bei dem
Vergleich von HM83 und HM87 gefunden, die sich durch eine Methoxygruppe unterscheiden
(s. Abb. 3.5-8).

An den Test- und Kontrollstimmen 3.3, E, KpPC und E sollte aulerdem geklart werden,
wie lange eine Inkubation der Hefen mit HM70 dauern muss, um einen Effekt zu beobachten.
Dabei wurden zwei verschiedene Ansitze gewéhlt:

e Variante A: HM70 wurde zum gleichen Zeitpunkt zu den Hefen pipettiert und die

Inkubation nach unterschiedlichen Zeiten gestoppt.
e Variante B: HM70 wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu den Hefen gegeben und

die Enzymaktivitit aller Inkubationen gleichzeitig bestimmt.
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Abb. 3.5-9: Beeinflussung der Enzymaktivitit durch HM70 bei Variante A und B

HM?70 wurde in einer Endkonzentration von 100 uM fiir den angegebenen Zeitraum mit den Hefen inkubiert
und die Enzymaktivitdt in Bezug auf das Losungsmittel (L = 1:1 DMSO/Wasser (V/V)) anschlieend als
Faktor berechnet.

In beiden Varianten zeigte sich ein Effekt von HM70 auf den Teststamm 3.3 erst nach
einer Mindestinkubationsdauer von 4h, auf den Stamm E sogar erst nach 6-10h. Dieser
Unterschied ist wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Grundaktivititen der Teststimme
zuriickzufithren: Die exprimierte [-Galactosidase-Menge liegt bei E bei kiirzeren

Inkubationsdauern unterhalb der Nachweisgrenze.
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0,9 4 B Ras/Raf 3.3 HBAp53/SV40 KpPC M Ras/Raf E Bp53/SV40 K
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Abb. 3.5-10: Beeinflussung des Hefewachstums durch HM70 bei Variante A und B

HM?70 wurde in einer Endkonzentration von 100 uM fiir den angegebenen Zeitraum mit den Hefen inkubiert.
Angegeben ist die ODg;3p der Messung in 90 pul Z-Puffer. Als Losungsmittel diente ein 1:1 Gemisch aus
DMSO und Wasser (V/V).

Die ansteigenden Werte der ODg30° 90 pl*“-Messung in Variante A, bei der HM70 zum
gleichen Zeitpunkt zu den Hefen pipettiert und die Inkubation nach unterschiedlichen Zeiten
gestoppt wurde, entspricht ungeféhr einer typischen Wachstumskurve, da das Wachstum nach
2h, 4h, ...,12h gemessen wird. Bei Variante B konnen alle Hefen 12h lang wachsen. Sie
werden jedoch unterschiedlich lange dabei mit HM70 bzw. dem Losungsmittel inkubiert.
Insofern sind absteigende ODg30°“90 pl“-Werte bei der Zeitreihe 2h bis 12h zu beobachten, da
das Losungsmittel, ein DMSO/Wasser-Gemisch das Hefewachstum je nach Inkubationsdauer
leicht beeinflusst. Eine Inkubation mit reinem Losungsmittel fiir die gleichen Zeitrdume zeigt
bei beiden Varianten dhnliche Wachstumsgraphen; die beobachteten Effekte sind somit auf

den Einfluss des Losungsmittels und nicht auf HM70 zuriickzufiihren.

3.6 Ergebnisse der Sidugerzellversuche

3.6.1 Aufbau der Methode

Die Ergebnisse des Zwei-Hybrid-Systems zeigen bereits erste Hinweis auf eine
Verstarkung der Ras/Raf-Wechselwirkung. Dennoch handelt es sich dabei um ein artifizielles
System, dessen Aussagekraft der Ergebnisse in einem zweiten unabhidngigen Testsystem

zusitzlich iiberpriift werden sollte. Als Organismen wurden dabei nicht Saccharomyces-
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cerevisiae-Stimme, sondern im Hinblick auf einen mdoglichen pharmazeutischen
Einsatzbereich verschiedene Sdugerzelllinien gewihlt. In diesem zweiten Testsystem sollten
die im Zwei-Hybrid-System gefundenen, aktiven Ras/Raf-Effektoren die Interaktion der
zelleigenen Ras- und Raf-Proteine verstirken und somit eine Aktivierung der
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade bewirken. Eine Inkubation der Sdugerzellen z. B. mit den HM-
Substanzen sollte somit zu einer gesteigerten Phosphorylierung der nachgeschalteten Kinasen
MEK und ERK fiihren, die sich durch spezifische phospho-MEK- bzw. phospho-ERK-

Antikorper im Western Blot nachweisen lassen.

3.6.2 MTT-Assay

Vor der eigentlichen Testung wurde die Toxizitit der HM-Substanzen wéhrend einer
Inkubation mit den Sdugerzellen mit Hilfe des MTT-Testes untersucht. Dieser Test beruht auf
der Umsetzung des wasserldslichen gelben Farbstoffes MTT durch Dehydrogenasen aktiver
Mitochondrien zu einem wasserunloslichen blauen Formazan und ist somit ein MaB fiir die
Vitalitdt der Zellen. Abgestorbene Zellen konnen die Reaktion nicht mehr durchfiihren. Das
gebildete Formazan wird nach der Lyse der Zellen in saurem Milieu gelost und photometrisch
bestimmt. Die gemessene Extinktion bei 530nm gegen eine Referenzwellenldnge von 630nm

ist dabei direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.

MTT % HL60-Zellen MTT % T24-Zellen

160 - 120 -

140 - 100

120 - 50 |

100

80 - ¥ 60 -

60 - 40

40 { | ——50uM  —m—100 uM ——50puM  —m—100 uM

20 - 200 yM  —@—500 pM 201 200 yM —@—500 uM

0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 6 12 18 24 0 6 12 18 24
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abb. 3.6-1: Inkubation von HL60- und T24- Zellen mit 0-500 pM HM101a
HL60- (1,2x10° Z/ml) und T24-Zellen (5x10* Z/ml) wurden mit unterschiedlichen Endkonzentrationen von
HM101a (0-500 uM) fiir 2-24h inkubiert und das gebildete Formazan nach Lyse der Zellen photometrisch
bestimmt. Angegeben sind die Prozentwerte bezogen auf eine Inkubation mit dem reinen Lésungsmittel
Wasser (100 %) zum Zeitpunkt Oh. Zur besseren Darstellung des Verlaufs der Inkubation wurde ein
verbundenes Punkte-Diagramm gewahlt und nicht die iibliche Sdulendarstellung.
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Fiir die Versuche wurde das Natrium-Salz der Substanz HM101a, das im Gegensatz zur
Sdure HM101 wasserloslich ist, und die Zelllinien HL60, eine humane, promyeloische
Leukédmiezelllinie mit N-ras-Mutation im Codon 61 (Collins, S.J. et al., 1977; Collins, S.J.,
1987) und T24, eine humane Blasenkarzinomzelllinie mit H-ras-Mutation im Codon 12
(Bubenik, J. et al., 1970; Bubenik, J. et al., 1973) verwendet. Die Inkubation mit HM101a
beeinflusst das Wachstum der HL60-Zellen nicht, wohingegen die T24-Zellen eine Abnahme
ihrer Vitalitdt nach 12-24h zeigen (s. Abb. 3.6-1).

Da die Zellen spiter sowohl in serumhaltigem als auch in serumfreiem Medium inkubiert
werden sollten, wurde aullerdem der Einfluss von HM101a auf die Vitalitdt der Zellen in An-
und Abwesenheit von FCS getestet (s. Abb. 3.6-2). Bei den adhdrenten T24-Zellen konnte die
FCS-Konzentration auf 0,5 % gesenkt werden, wihrend sie in serumfreiem Medium nicht in
den 24well-Schalen anwuchsen. Die Endkonzentration von HMI10la wurde mit 10 uM

deutlich geringer gewihlt als bei den ersten Versuchen.

T ]
120
140 -
100 120 -
80 - 100 M
50 80 -
60 -
40
40 -
201 | ——10%FCS —#-0%FCS 20 | | ——10%FCS —m—0,5% FCS
0 T T T 1 0 T T T 1
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Inkubation [h] Inkubation [h]

Abb. 3.6-2: Effekt von HM101a auf HL60- und T24-Zellen in Medium +/- FCS
HL60-Zellen wurden in einer Konzentration von 1x10° Z/ml in Medium mit 10 % FCS oder ohne FCS
ausgesit und mit 10 uM HM101a (Endkonzentration) fiir die angegebenen Zeitraume inkubiert. T24-Zellen
(3x10* Z/ml) wurden mit 10 % FCS- oder 0,5 % FCS-Medium ausgesit und ebenfalls mit 10 uM HM101a
(Endkonzentration) fiir 4-48h inkubiert. Als Losungsmittel fiir HM101a diente Wasser.

Die Zellen wuchsen in FCS-haltigem Medium deutlich besser. Eine Inkubation mit 10 uM
HM101a hatte in beiden Zelllinien keinen Einfluss auf die Vitalitdt im Vergleich zu einer
Inkubation mit dem Losungsmittel. Die MTT-Werte der Referenz zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde jeweils auf 100 % gesetzt. Eine Endkonzentration von 10 uM HM101a

scheint somit fiir die Zellen gut vertraglich zu sein.
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Da die anderen HM-Substanzen nicht als Salz vorlagen und somit nicht wasserldslich sind,
wurde der Einfluss von DMSO auf das Wachstum der Zelllinien untersucht (s. Abb. 3.6-3).
T24-Zellen wurden mit 0,1 % bzw. 0,5 % DMSO fiir 2-24h inkubiert und der Anteil lebender
Zellen mittels MTT-Test ermittelt. Dabei zeigte sich, dass DMSO in einer Endkonzentration
von 0,5 % das Zellwachstum nicht beeinflusst: Alle MTT-Werte stiegen in den angegebenen
Zeitrdumen in dhnlichem Ausmal an.

MTT %
300 -

000 % DMSO
250 1 (HO0,1 % DMSO
WO0,5 % DMSO

200 -

150 -

100 -

50 -

0

6h 12h 24h
Inkubationsdauer

Abb. 3.6-3: Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen DMSO auf T24-Zellen
T24-Zellen (2x10* Z/ml) wurden in serumhaltigem Medium mit 0-0,5 % DMSO in 24well-Platten fiir 2-24h
inkubiert und die MTT-Werte in Bezug auf den Nullwert (Oh = 100 %) berechnet.

Eine Inkubation der Zellen mit HM-Substanzen in einer Endkonzentration von 10 uM und
falls notig mit 0,5 % DMSO war somit moglich, ohne dass sich ein Einfluss auf die

Zellvitalitit zeigte.

3.6.3 MEK-Assay

Fiir die eigentliche Messung der MEK-Aktivierung wurden die Sdugerzellen zunéchst iiber
2h bis 48h mit den Ras/Raf-aktiven HM-Substanzen inkubiert und anschlieBend der
Phosphorylierungsgrad von MEK im Western Blot bestimmt. Leider zeigte sich hierbei keine
Anderung der Menge an phosphoryliertem Enzym im Vergleich zu einer Inkubation mit dem
Losungsmittel. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass sich die aus der Literatur
iibernommenen Inkubationszeiten auf Hemmung und Regulierung eines Proteins und nicht

auf die Aktivierung der Signalkaskade bezogen und diese deshalb zu lang waren.
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Dana Albert und Dr. Oliver Werz, aus dem Arbeitskreis von Prof. Steinhilber, Institut fiir
Pharmazeutische Chemie, Johann Wolfgang Goethe-Universitét, Frankfurt am Main, konnten
bei der Aktivierung der 5-Lipoxygenase zeigen, dass Inkubationszeiten von 0,5-30 min
ausreichen, um die Signalkaskade zu aktivieren. Deshalb wurden die Zellen in den weiteren

Versuchen wesentlich kiirzer mit den Substanzen inkubiert.

Als Positivkontrolle diente PMA, ein Phorbolester, der an Proteinkinase C bindet, die
Calcium-Affinitit dieser Kinase steigert und somit das Enzym aktiviert. Die aktivierte
Proteinkinase C kann nun sowohl Ras-abhingig, als auch Ras-unabhédngig zu einer
Phosphorylierung von MEK fithren. Bei einigen Versuchen wurde daher eine duale
Aktivierung von MEK durch PMA beobachtet: Nach 10-15 min nahm die Bandenstirke
deutlich ab, bevor sie wieder auf ihr vorheriges Phosphorylierungsniveau anstieg.

Bei den adhérenten T24-Zellen fithrte eine PMA-Inkubation erst nach ca. 21/2 min, bei den
HL60-Zellen bereits nach 1 min zu einer deutlich sichtbaren phospho-MEK-Bande (s. Abb.
3.6-4 und 3.6-5). Allerdings musste der Rontgenfilm fiir diese Ergebnisse relativ lange (ca.
1h) aufgelegt werden, da ansonsten die Banden nicht detektierbar waren. Eine Inkubation der
Zellen in serumhaltigem (10 % FCS) oder serumfreiem Medium zeigte auf die PMA-Wirkung
keinen Einfluss (s. Abb. 3.6-4 A/B).

A DMSO PMA
min: 10 1 25 5 10
— 47,5kDa
P-MEK > i v mmn smn we
B PMA DMSO

mn 3 5 10 15 20{3 5 10 15

P-MEK 5 s s s s s — 475 kDa

Abb. 3.6-4: Inkubation von T24-Zellen mit 100 nM PMA
A: T24-Zellen wuchsen o/n in Medium mit 10 % FCS, bevor sie geerntet (s. Kap. 2.6.6) und fiir 1-10 min mit
PMA bzw. fiir 10 min mit DMSO inkubiert wurden.

B: T24-Zellen wurden o/n in Medium mit 0,5 % FCS gehalten, bevor sie mehrmals mit PBS gewaschen und

in serumfreiem Medium o/n inkubiert wurden. Anschliefend wurden sie fiir den Assay verwendet (s. Kap.
2.6.6).
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A DMSO PMA
min: 5|1 3 10
p-MEK 5 &5 S8 S swe
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B DMSO PMA
min: 15 1 25 5 10 15

pMEK—> e S

Abb. 3.6-5: Inkubation von HL60-Zellen mit 100 nM PMA
A: Nach Ernte aus serumhaltigem Medium wurden HL-60 Zellen mit PMA fiir 1-10 min bzw. mit DMSO fiir
5 min inkubiert.
B: HL-60 Zellen wurden nach Ernte aus serumhaltigem Medium mit PMA fiir 1-10 min inkubiert. Als
Kontrolle diente eine Inkubation mit DMSO als Probe fiir 15 min.

Inkubationen der Sdugerzellen mit den HM-Substanzen lieferten leider nicht so klare
Ergebnisse wie bei der Positivkontrolle PMA. Obwohl auch hier in einigen Versuchen eine
gesteigerte Phosphorylierung von MEK beobachtet wurde, waren nicht alle Experimente so
eindeutig auszuwerten wie bei PMA. Dies kann zum einen an der schwécheren Aktivierung
von MEK liegen — die Rontgenfilme lagen zur Detektion der Banden zwischen 2h und 6h auf
der vorbehandelten Membran — , zum anderen an den noch nicht optimierten Test-

bedingungen dieses Assays. Einige Ergebnisse sind in Abb. 3.6-6 und Abb. 3.6-7

zusammengefasst.
A DMSO HM79 : ;
- C Inkubation [min]
min: 10| 5 10 15 20 25 5 10 15 20

- e— e

47,5kDa — — 6 p-MEK—> &8 &% 8% s DMSO
-MEK—»--~-q~ -

’ ‘ | p-MEK—>-5= &% S &% HM79
p-MEK—> SN & HM101

B DMSO HM79 p-MEK—> S5= & s s HM 103

min: 15 .| 5 10 15 20 25 MERD e G M8 8 HM105

47,5kDa— 5 ol “""‘W“' e ; '

p-MEK—»> - =% BN S e D-MEK> = s @8 &8 T129

Abb. 3.6-6: Inkubation von T24-Zellen mit unterschiedlichen HM-Substanzen
A: Die Ernte der T24-Zellen erfolgte nach Wachstum in Medium mit 10 % FCS. HM79, in DMSO geldst,
wurde in einer Endkonzentration von 10 uM eingesetzt. Als Kontrolle diente eine Inkubation mit der
entsprechenden Menge DMSO fiir 10 min.
B: HM79 wurde in einer Endkonzentration von 10 uM fiir 5-25min mit den aus serumhaltigem Medium
geernteten T24-Zellen inkubiert. Als Losungsmittel diente DMSO, das 15 min auf die Zellen einwirkte.
C: T24-Zellen aus serumhaltigem Medium wurden mit je 10 uM (Endkonzentration) HM79, HM101,
HM103, HM105 und T129 fiir 5-20 min inkubiert. Als Kontrolle diente eine Inkubation mit DMSO. Die
Proben wurden alle am selben Tag gesammelt, gemeinsam aufgearbeitet und die Chemilumineszenz auf
einem Rontgenfilm detektiert.
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Die Inkubation von T24-Zellen mit 10 uM HM79 fiihrte in mehreren unabhingigen
Versuchen (s. Abb. 3.6-6A/B) nach ca. 5 min zu einer gesteigerten Phosphorylierung von
MEK, die jedoch deutlich schwicher war als nach Behandlung mit 100 nM PMA. Ein
Vergleich der verschiedenen HM-Substanzen und T129 mit DMSO =zeigte in anderen
Experimenten dagegen nur einen geringen Einfluss (s. Abb. 3.6-6C). Nur nach 20 min konnte
dort eine etwas stirkere Bande als nach Inkubation mit dem Losungsmittel DMSO detektiert
werden.

A DMSO HM101

min: 5 1 2 3 4 5 10 15

B DMSO HM79
mn: 1 3 5 10/1 3 5 10

P-MEK —> A0 B B i et et g 7o kDe

- W S S e

Abb. 3.6-7: Inkubation von HL60-Zellen mit unterschiedlichen Substanzen
A: HL60-Zellen aus serumhaltigem Medium wurden fiir 1-15 min mit HM101 in einer Endkonzentration von
10 uM inkubiert. Als Losungsmittel diente DMSO, welches fiir 5 min mit den Zellen inkubierte.
B: Nach Inkubation o/n in Medium mit 0,5 % FCS wurden die HL60-Zellen mit 10 uM HM?79 fiir 1-10 min
versetzt. Als Losungsmittel diente DMSO, welches auch fiir 1-10 min mit den Zellen inkubierte.

Auch in HL60-Zellen aus serumhaltigem Medium nahm die beobachtete phospho-MEK-
Bande nach einer Inkubation mit HM101 zu (s. Abb. 3.6-7A). Wie bei PMA zeigte sich
bereits nach einer einminiitigen Inkubation ein Effekt, wohingegen bei den adhérenten T24-
Zellen meist erst nach Inkubationszeiten von 5 min eine Wirkung zu sehen war. Bei Zellen,
die nur in Medium mit 0,5 % FCS gehalten worden waren, fiel der Einfluss deutlich

schwiécher aus (s. Abb. 3.6-7B).

Sowohl HL60- als auch T24-Zellen besitzen eine Mutation im ras-Gen, die zu konstitutiv
aktiven Ras-Varianten flihren und somit die Kaskade stindig aktivieren. Um die Wirkung der
HM-Substanzen auf eine Zelllinie ohne Ras-Mutation zu testen, wurden zusitzlich HeLa-
Zellen mit HM79 inkubiert. HM79 bewirkte im Zwei-Hybrid-System nach Inkubation mit
dem Teststamm W, der im Gegensatz zu den anderen Teststimmen das Wildtyp-Ras-Protein
in Fusion mit der DNA-bindenden Doméne exprimiert, ebenfalls eine gesteigerte
B-Galactosidase-Aktivitdt. Dies deutet auf eine verstérkte Interaktion zwischen dem Wildtyp-

Ras-Protein und der regulatorischen Doméne von Raf hin: Ein Effekt auf die Signalkaskade
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der HeLa-Zellen war deshalb zu erwarten. Allerdings erfolgte die Aktivierung von MEK auch
bei diesen Zellen nicht eindeutig (s. Abb. 3.6-8).

DMSO
35

min: 3 5

Abb. 3.6-8: Inkubation von HeLa-Zellen mit DMSO und HM79
HeLa-Zellen wurden nach Inkubation o/n in Medium mit 0,5 % FCS mehrmals mit PBS gewaschen und
anschlieBend fiir den Assay (s. Kap. 2.6.6) verwendet. Als Probe diente HM79 in einer Endkonzentration von
10 pM, als Losungsmittel DMSO.

3.7 Getestete Extrakte, Naturstoffe und Substanzen

In dieser Arbeit wurden insgesamt 469 Proben in verschiedenen Konzentrationen im Zwei-
Hybrid-System getestet. Davon waren 95 pflanzliche Extrakt, 98 Naturstoffe und 276
chemisch synthetisierte Substanzen. Die meisten Proben zeigten keinen spezifischen Effekt
auf die Ras/Raf-Interaktion und sind daher in diesem Kapitel nur tabellarisch aufgefiihrt. Bei

den chemisch synthetischen Substanzen entspricht die Bezeichnung der Proben der

Codierung, unter der sie wihrend dieser Arbeit getestet wurden.

A. Einzelverbindungen und Naturstoffe

Acetylsalicylsdure AdC AKBA Apfelsiure
Arabinose Arginin Ascorbinsdure Asparaginsiure
Bernsteinsdure Betain Brenztraubensdure Chinaséure
Chlorogenséure Citronensdure Cnicin Cynarin
Cystein 2-Desoxribose Didrovaltrat Dihydrokaffeesdure
Erythrit Fructose Fumarsiure Galactose
Glucose Glutaminséure Glycin Histidin
Inosit Isoamylacetat Isoamylalkohol Isobutanol
Isobutylamin Isobutylmethylketon |Isocapronsdureethylester| Isochlorogensdure
Isohexan Isoleucin Isopropanol Isopropylacetat
Isopropylamin | Isopropylmethylketon Isovaleraldehyd Kaffeesdure
KBA Kestopentaose Kestotetraose Kestotriose
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Lactose Leucin Lysin Malonséure
Maltose Mannitol Methionin Mevalonsdurelacton
Milchsdure Na-arsenit Na-citrat NF272
Oxalséure Phenylalanin Prolin Propionséure
Raffinose Rhamnose Ribose Saccharose
Sorbitol Sulindac Sulindacsulfid Suramin
Threonin Trehalose Trichostatin Tryptophan
Tyrosin Valeriansiure Valin Weinsdure
Xylose

B. Substanzen aus dem Arbeitskreis von Prof. Dannhardt, Mainz

Synthese
getestete Substanzen

von:

DM DMl DM2 DM3 DM4 DMS5 DM6

GK GK119 |GKI176A |GK179 |GK188 GK207 |GK243
GK245 GK304 GK359 |GK385A |GK76

HE Hel06 Hel08 Hell3 Hell4 Hel3 Hel5
Hel87 Hel93 He23 He26 He33 He35
He38 He39 He40 He42b He43 He71
He74 He75 He78 He80 He95 He96

HU HU12 HUI13 HU25 HU27 HU3 HU30
HU4 HU45 HU49 HUS HU54 HU63
HU67 HU68 HU75 HU76 HU77 HUS83
HU9 HU92 HU93

JS JS11 JS176 JS183 JS203 JS207 JS222

JS263 JS268 JS303 JS304 JS314 JS317
JS318 JS323 JS333 JS345 JS346 JS364
JS374 JS383 JS389 JS391 JS393 JS394
JS398 JS399 JS400 JS405 JS412 JS414
JS417 JS431 JS438 JS439 JS440 JS442
JS444 IS447 JS449 JS452 JS455 JS46
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JS460 JS462 JS465 JS467 JS468 JS469
JS475 IS477 JS478 JS479 JS48 JS51
JS54 JS58 JS59 JS86

LF LF12 LF128 LF140 LF183 LF185 LF187
LF191 LF193 LF201 LF202 LF206 LF21
LF211 LF216 LF217 LF221 LF228 LF229
LF23 LF231 LF238 LF239 LF253 LF258
LF26 LF269 LF27 LF278 LF28 LF30
LF31 LF32 LF33 LF35 LF37 LF38
LF44 LF49 LF50 LF51 LF53 LF54
LF58 LF62 LF63 LF72 LF92

B. Kohl |CIBGI 147A DC1B-COOH R-B-Ala-BOC

C1B-COOH C1BG1-BOC NB-COOH

C. Pflanzliche und synthetische Proben aus verschiedenen Arbeitskreisen

AK Becker, Institut fiir Pharmakognosie und analytische Phytochemie, Universitit des
Saarlandes, Saarbriicken
e MeOH-, Wasser/MeOH- und DCM-Extrakt aus Bliite und Stengel von Acmella oleracea
e NSD: 1, 15, 16, 18, 22, 24, 36, 51, 67, 79, 81, 82, 83, 94

AK Bucar, Institut fiir Pharmakognosie, Karl-Franzens-Universitit, Graz
e HeiBwasserextrakte von Combretum molle (Athiopien), Melilotus elegans (Athiopien),

Biophytum sensitivum (Indien), A-B (Athiopien, noch nicht botanisch identifiziert)

AK Dingermann, Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Johann Wolfgang Goethe-
Universitit, Frankfurt
e MeOH- und Wasserextrakte von Calendulae herba, Crataegi fol. c. fl., Millefolii herba,

Senecionis herba, Tiliae flos, Vincae herba

AK Heinrich, Institut fiir Pharmazeutische Biologie, Albert-Ludwig-Univ. Freiburg
e 7 verschiedene, kodierte Pflanzenextrakte

e Parthenolid (Sesquiterpenlacton)
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AK Hensel, Lehrstuhl fiir Pharmaz. Biologie, Friedrich-Alexander-Univ., Erlangen

e Digitalis purpureae fol.:
Wasser-, Na,CO;-, IN KOH- und 4 N KOH-Extrakte (EtOH-Prizipitate)
DP1/Wasser/Neutral (Neutralfrak. aus Wasserextrakt, neutrales Arabinogalactan)
DP1/0,5 M NaPP/Sauer (saure Frak. aus Wasserextrakt, saures Glucomannan)
DP3/Wasser/Neutral (Neutralfrak. aus 1 N KOH-Extrakt)
DP3/0,1 M NaPP/Sauer (saure Frau. aus 1 N KOH-Extrakt, saure Xylane)

e Wasserextrakt (EtOH-Prazipitat) und Gesamtpolysaccharide aus Fucus vesiculosus

e Wasserextrakt aus Crataegi fol. c. fl. (EtOH-Prazipitat)

e Carragenan, Galactomannan, Fucoidan

e Xyloglucan aus Tropaeolum majus

e Zitruspektin Esterifizierung 70 %

¢ v-Propoxy-Sulfo-Lichenin (partialsynthetisches Derivat aus Lichen islandicus)

e Puffer-Extrakte aus Fagopyri herba, pH 4,8/ pH 6,0/ pH 7,4

e Gesamtpolysaccharide aus: Foenugraeci semen, Tiliae flos, Farfarae flos, Altheae radix

AK Houghton, Department of Pharmacy, King’s College, London

e Villalstonin, o-Methylmacralstonin

AK Jurenitsch, Institute of Pharmacognosie, Universitiit, Wien

e Fraktionen aus Achillea pratensis: III+1V mit SG18, VI mit SG14A/B und SG19

AK Kayser, Institut fiir Pharmazie 11, Freie Universitit, Berlin

e Forskolin, Aphidicolin, OK6302

AK Konig, Institut fiir Pharmaz. Biologie, Technische Universitit, Braunschweig

e Ethylacetat-Extrakte kultivierter Pilze aus dem Meer:
H6-9MS, H6-51, 293K9, H8-54, 193H60, MS195-43, H8-57, H8-42, 193H39,
K14MS, 193-H3, H5-80, MSH471, 195-40, 193H15, H5-28

e MeOH- und DCM-Extrakte von Bryozoen aus der Nordsee:
Electra pilosa, Flustra foliacea, Botryllus schlosseri, Ascidella aspersa

e DCM-, MeOH- und Wasser-Extrakte afrikanischer Heilpflanzen:
Cissampelos mucronata, Mpyrianthus arboreus, Rubus rigidus, Polyeias fulva,
Otiophora pauciflora, Celosia trygina, Amorphophallus sp., XX (Pflanzenspecies

noch nicht bestimmt)
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AK Kubeczka, Abt. Pharmazeutische Biologie, Universitit Hamburg
e dtherisches Ol aus der Wurzel von Eryngium campeste

e MeOH-Extrakt aus Sanguisorba minor

AK Laufer, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Eberhard-Karls-Univ., Tiibingen
e Proben von Gerd Wagner: Wn24, Wn58, Wn76, Wnl147, Wnl149, Wn229, Wn273,
Wn291, Wn296, Wn347, Wn450, Wn460, Wn484, Wn529, SP30

e Proben von Dunja Kotschenreuther: Kol bis Kol1

AK Prathanturarug, Department of Pharmaceutical Biology, University of Basel

e Blitter von Andrographis paniculata Nees

AK Schlitzer, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Philipps-Universitiit, Marburg
e SCH-454, 505, 508, 534, 543, 565, 580, 591, 592, 600, 604, 683, 704, 705, 711, 823,
826, 832

AK Wurm, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Freie Univeritit, Berlin

e 25 1,4-Naphthochinon-Derivate: 1-23, 24A, 24B

Tab. 3.8-1: Ubersicht iiber die getesteten Extrakte, Naturstoffe und Substanzen
A. Einzelverbindungen und Naturstoffe, die kduflich zu erwerben sind.
B. Chemisch-synthetische Verbindungen aus dem Arbeitskreis von Prof. Dannhardt, Mainz
C. Pflanzliche Extrakte sowie synthetisierte Substanzen aus verschiedenen Arbeitsgruppen. Die
Bezeichnungen der Proben entsprechen den Angaben der jeweiligen Arbeitskreise, von denen die
Anschrift zum Zeitpunkt der Testung aufgefiihrt ist.
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4. Diskussion

4.1 Ras und Raf als Zielstrukturen fiir neue Wirkstoffe

Obwohl die Protoonkogene Ras und Raf seit 20 Jahren bekannt sind und ihr
Zusammenspiel seit knapp 10 Jahren intensiv erforscht wird, sind viele Zusammenhénge und
Funktionen immer noch unklar, was die gro8e Bedeutung dieser Proteine bei der Regulation
von Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose und Zellzyklus widerspiegelt. Ras
ibernimmt in der Zelle die Rolle eines molekularen Schalters, der unter vielen anderen
Funktionen durch die Interaktion mit Raf die nachgeschaltete MAPK-Kaskade bestehend aus
Raf, MEK und ERK aktiviert (Cobb, M.H., 1999). Die Dauer eines von Ras weitergeleiteten
Signals wird dabei durch die Halbwertszeit der aktiven, GTP-gebundenem Form bestimmt.
Die kiinstliche Verldngerung dieses Signals z.B. durch Mutationen flihrt zu einer
unregulierten, biologischen Antwort und zu dramatischen Konsequenzen in der Zelle. Heute
wird angenommen, dass bis zu 30 % aller menschlichen Tumore iiber ein mutiertes Ras-
Onkogen verfligen, zumeist N-Ras oder K-Ras (Bos, J.L., 1989). Dariiber hinaus kénnen
weitere Faktoren wie die Uberexpression von Wachstumsfaktorrezeptoren, die Reduktion der
Expression oder Aktivitit des NF1-Proteins oder die Hochregulierung des Grb2-Adaptor-
proteins ebenfalls zu erh6hten Mengen an aktiviertem Ras fithren (Weiss, B. et al., 1999).

Die vier humanen Proteine H-Ras, N-Ras, K-Ras4a und K-Ras4b sind hochkonserviert und
unterscheiden sich vor allen Dingen in den C-terminalen Aminosduren. Die ersten
85 Aminosduren der hochkonservierten katalytischen G-Doméne sind identisch, die
Homologie der folgenden 80 Aminosduren betrdgt 95 %. Die C-terminalen Aminosduren
166-189, die posttranslational verdndert werden, sind bis auf das Farnesylierungsmotiv
CAAX dagegen weniger als 15 % konserviert (Yan, J. et al., 1998). In dieser Arbeit wurde im
Zwei-Hybrid-System nur das H-Ras-Protein exprimiert. Aufgrund der C-terminalen
Verkiirzung bis einschlieBlich Aminosdure 166 wird nur der hochkonservierte Bereich der
Ras-Proteine in Fusion mit den Gal4-Domidnen exprimiert: Die Wahrscheinlichkeit einer
Kreuzwechselwirkung der gefundenen H-Ras/Raf-Effektoren mit K-Ras bzw. N-Ras und Raf
im Zwei-Hybrid-System ist somit relativ hoch.

H-Ras und K-Ras besitzen unterschiedliche Verteilungen an den Microdoménen der
Plasmamembran, wobei schon ldnger bekannt ist, dass der C-terminale Anker der Proteine fiir
diese Lokalisierung verantwortlich ist. Neuere Ergebnisse von Jaumot et al. (Jaumot, M. et
al., 2002) weisen darauf hin, dass die Interaktion von Ras mit den Lipidbereichen durch die

GTP-Beladung moduliert wird. Dieser Mechanismus ist erstaunlicherweise von der
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hypervariablen Region von Ras abhéngig. Aktivierte Ras-Mutanten, bei denen die
Aminosduren 166-172 oder 173-179 deletiert wurden, kdnnen nicht aus den ,lipid rafts*
freigesetzt werden. Ein Ersatz der Aminosauren 173-179, nicht jedoch der AS 166-172 durch
Alanin fiihrte wieder zur Wildtyp-Microlokalisierung. Anscheinend interagieren spezifische
N-terminale Sequenzen der Linkerregion (AS 166-172) gemeinsam mit C-terminalen
Bereichen zur Regulation der Ras-Lipid-Assoziation. Ras-Proteine, die durch Mutationen in
der Linkerregion nicht mehr aus den Lipidbereichen freigesetzt werden konnen, verhindern
die Raf-1-, PI3K- und Akt-Aktivierung und inhibieren die Differenzierung von PC12-Zellen.
Die Linkerregion stellt somit eine bisher wenig beachtete Interaktionsmoglichkeit fiir neue

Ras-modulierende Substanzen dar.

Der fiir das Ras/Raf-Zwei-Hybrid-System verwendete Organismus Saccharomyces
cerevisiae besitzt ebenfalls zwei endogene Ras-Proteine: Raspl und Rasp2, allerdings kein
Raf-Homolog. Die Ras-Proteine {ibernehmen wie in anderen Organismen die Rolle eines
molekularen Schalters, der zwischen einem inaktiven, GDP-gebundenen und einem aktiven,
GTP-gebundenen Zustand wechselt. GTP-gebundenes, aktiviertes Ras stimuliert die
Adenylatcyclase, was zu einem intrazelluliren cAMP-Anstieg fiihrt (Toda, T. et al., 1985;
DeVendittis, E. et al., 1986). Die einzige, bisher bekannte Funktion dieses cAMP-Anstieg
besteht in der Freisetzung der katalytischen Untereinheit von der regulatorischen Untereinheit
der cAMP-abhédngigen Proteinkinase A (PKA). Aktivierte PKA kann verschiedene Proteine
phosphorylieren, die die Transkription, den Energiemetabolismus, den Zellzyklus und die
Akkumulation von Glucose und Trehalose beeinflussen (Jiang, Y. et al, 1998).
Testsubstanzen, die mit den hefeeigenen Ras-Proteinen interagieren und iiber diesen Weg die
B-Galactosidase-Aktivitdt im Zwei-Hybrid-System beeinflussen, sollten sowohl bei den Test-
als auch bei den Kontrollstimmen zu einer Anderung der Enzymaktivitit fithren. Sie werden

somit bei der Auswertung der Ergebnisse nicht beriicksichtigt.

Eine mogliche Beeinflussung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade durch die Expression
dominant-negativer oder -positiver Mutanten der Proteine, sowie durch Peptide und
Substanzen wurde bereits in der Einleitung aufgefiihrt (s. Kap. 1.4). Standen in den ersten
Jahren der Entdeckung von Ras und Raf vor allen Dingen Inhibitoren der Kaskade zur
Tumorhemmung im Vordergrund, so eroffnen sich aufgrund neuerer Ergebnisse zur
Bedeutung dieses Signalwegs auch andere Einsatzmoglichkeiten. ERK ist z. B. auch in

Neuronen zu finden, die teilungsunfahige, ausdifferenzierte Zellen darstellen. Anscheinend
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spielt die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade hier eine Rolle bei der synaptischen Plastizitit und
dem Lernvorgang (Mazzucchelli, C. et al., 2000). Yuan et al. konnten im August 2001 zeigen,
dass Valproinsdure in therapeutischen Konzentrationen (0,4-1 mM) den Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalweg in Neuroblastomazellen aktiviert und diese Aktivierung fiir mehrere Tage anhélt
(Yuan, P.X. et al., 2001). AuBlerdem steigerte Valproinsidure konzentrations- und zeitabhingig
das Lingenwachstum und das Uberleben von Neuriten. Auch die Norepinephrin-Aufnahme
und Abgabe der Neuroblastomazellen wurde durch eine Inkubation gefordert, was auf eine
gesteigerte Funktionalitit und Vitalitdt hindeutet. Diese neurotropen Effekte konnen eine
wichtige Rolle bei einer Langzeittherapie spielen, denn oft besitzen Patienten mit
neurologischen und psychischen Stérungen morphologische Anderungen der Gehirngewebe,
die auf Zellverlust und Atrophien hindeutet (Drevets, W.C. et al., 1997) (Ongur, D. et al.,
1998) (Manji, H.K. et al., 2000). Eine Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade durch
spezifische Substanzen konnte somit zu einer Steigerung der kognitiven Féhigkeiten, sowie zu

einer Erh6hung der Neuroplastizitidt und Cytoprotektion beitragen.

Neuere Ergebnisse lassen auflerdem vermuten, dass die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade an
der Regulation des pre-mRNA-Splicings beteiligt ist. Alternative Splicestellen in der
pre-mRNA werden unter Einfluss von verschiedenen Entwicklungsstadien, zur
Unterscheidung des Geschlechts oder der Gewebespezifitit verwendet (Lopez, A.J., 1998)
(Smith, C.W. et al., 2000). Unterschiedliche Genexpressionen sind somit entscheidend fiir
verschiedene physiologische und pathologische Zustéinde. Die Aktivierung von B- und T-
Lymphozyten wéhrend der Immunantwort sorgt z. B. fiir die Expression von verschiedenen
Varianten des Oberflichenproteins CD44 durch alternatives pre-mRNA-Splicing. Weg-
Remers et al. konnten zeigen, dass das Splicing von CD44-mRNA durch die Aktivierung der
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade, nicht aber durch den p38 MAPK-Signalweg beeinflusst wird
(Weg-Remers, S. et al., 2001). Dabei ist das Splicing und ,,exon usage* als Reaktion auf das
gleiche extrazelluldre Signal sehr spezifisch. Die Stimulierung des T-Zell-Rezeptors fiihrt
z. B. zu einem alternativen Splicing sowohl bei CD44- als auch bei CD45-pre-mRNA, wobei
jedoch nur bei CD44 bestimmte Exons eingeschlossen werden. Beide Splicearten involvieren
dabei Proteinkinase C und Ras. Die Signaltransduktion in T-Zellen scheint also zu einer
spezifischen Anderung der Splicefaktor-Aktivitit fiir den Gebrauch bestimmter Exons zu
fiihren und nicht zu einer unspezifischen Erhohung der gesamten Aktivitit des Splice-
Komplexes. Eine Hochregulierung von CD44-Varianten ist in vielen epithelialen und

hidmatopoetischen Tumoren gefunden worden, was mit einer schlechten Prognose einhergeht
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(Stauder, R. et al, 1995). Auch konstitutiv-aktives Ras spielt bei epithelialen und
hidmatopoetischen Krankheiten und Tumoren eine wichtige Rolle (Weijzen, S. et al., 1999).
Die Autoren vermuten daher, dass onkogenes Ras iiber den MAPK-Signalweg zu einer
Hochregulierung der CD44-Varianten in Lyphoma- und anderen Tumorzellen flihrt und
dadurch die Metastasenbildung fordert. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass eine
hochkonservierte Signalkaskade wie die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade extrazelluldre Signale
mit der Regulation des Splicings verbindet und damit eine Moglichkeit der Zelltyp- und
Entwicklungs-spezifischen Expression der Varianten durch eine gezielte Beeinflussung der

Kaskade eroffnet.

Diese Beispiele der Funktionen der MAPK-Kaskade (s. auch Kap. 1.1) verdeutlichen, dass
Ras/Raf-Effektoren sowohl als Inhibitoren als auch als Aktivatoren der Ras/Raf/MEK/ERK-
Kaskade interessant sind: Zum einen in der Wissenschaft zur gezielten Steuerung und
Erforschung von Proliferations-, Differenzierungs- oder Apoptoseprozessen, zum anderen in
der pharmazeutisch-medizinischen Anwendung bei Tumoren, Wundheilungsstérungen oder
neuronalen Krankheiten. Die besondere Schwierigkeit einer Therapie wird wahrscheinlich in
der Selektivitit liegen. Die Funktion des MAP-Kinase-Moduls besteht nicht nur darin,
Signale zum Zieleffektor weiterzuleiten, sondern auch in der Koordination eintreffender
Signale aus parallelen Wegen, in der Signalverstirkung und Schwellenbildung, sowie der
Steuerung der Signalinaktivierung liber viele verschiedene Mechanismen (Cobb, M.H., 1999).
EGF aktiviert z.B. kurzfristig die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade und induziert die
Proliferation von PC12-Zellen, wohingegen NGF mit einer langanhaltenden Aktivierung zur
Differenzierung fiihrt (Qiu, M.S. et al., 1992). Ein konstitutiv niedriges Signal von Raf
bewirkt Zellproliferation, ein sehr hohes Signal hingegen einen Stopp im Zellzyklus durch
Expression von p21Cipl (Sewing, A. et al., 1997; Woods, D. et al., 1997; Kerkhoff, E. et al.,
1998). Ein bestimmtes extrazelluldres Signal kann so in verschiedenen Zellen zu
unterschiedlichen Zellantworten flihren, wihrend andere Signale in differenten Zellen gleiche
Effekte induzieren. Wiirde man nun einen Wirkstoff applizieren, der die Ras/Raf/MEK/ERK-
Kaskade beeinflusst, kime es in verschiedenen Zellen zu sehr pleiotropen Effekten. Die
Beeinflussung dieser hochkonservierten Kaskade muss demnach sehr spezifisch in Bezug auf
die gewiinschte Wirkung sein. Dies konnte durch ein gezieltes Zelltargeting, sowie durch
spezifische Substanzentwicklungen mdglich sein, die iiber die Dauer und Stirke der

Aktivierung der Kaskade zu dem gewiinschten Effekt fiihren.
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Die Suche nach Ras/Raf-Effektoren ist vor diesem Hintergrund weiterhin sehr interessant
und wird intensiv erforscht. In der Literatur wurden jedoch bisher bis auf Sulindacsulfid
(Herrmann, C. et al., 1998) und den in dieser Arbeit beschriebenen HM-Substanzen (Friese,

A. et al., 2002) keine weiteren direkten Effektoren beschrieben.

4.2 Das Zwei-Hybrid-System als Screening-Methode

4.2.1 Das Hefe-Zwei-Hybrid-System: Modifikationen und Grenzen

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde urspriinglich von S. Fields und O. Song entwickelt,
um vermutete Protein-Protein-Interaktionen zu bestitigen (,,A novel genetic system to detect
protein-protein interactions®, (Fields, S. et al., 1989). Innerhalb der letzten 12 Jahre seit seiner
Erfindung wurde es jedoch mehrfach modifiziert und re-modifiziert, sodass die biologischen
und technologischen Einsatzbereiche stark erweitert wurden. Inzwischen dient es nicht nur
zum Aufspiiren neuer Interaktionspartner, sondern auch als Werkzeug in der
Proteomforschung sowie zur Entdeckung von neuen biologischen und pharmazeutischen
Wirkstoffen. Die Vorteile liegen in der relativ einfachen Identifizierung der DNA-Sequenz
des interagierenden Proteins beim Screening von cDNA-Banken, der hoheren Sensitivitit im
Vergleich mit anderen biochemischen Methoden, der Féhigkeit, schwache oder kurzlebige
Interaktionen bis zu einer Kgs von 10-50 uM aufzuspiiren, und in der Anwendung in vivo,
sodass die Wahrscheinlichkeit einer nativen Proteinkonformation relativ grofl ist. Die
Bedeutung des Zwei-Hybrid-Systems in der Wissenschaft spiegelt z. B. die Anzahl der
Veroffentlichungen wider, die diese Methode zitieren: Waren es insgesamt bis 1992 nur 10
Zitate, stieg die Anzahl nach Einfiihrung eines zweiten Reportergens, des Auxotrophie-
Markers HIS3 oder LEU2, exponentiell an: im Jahr 1993 bereits 20, 1994 80, 1996 335 und
im Jahr 2001 tiber 1100. Die Gesamtzahl aller Zitate bis Januar 2002 erreichte knapp 5000.

Ab 1995 wurde das Zwei-Hybrid-System vor allen Dingen eingesetzt, um die
verschiedensten Interaktionspartner eines Proteins mit bekannter Aktivitidt zu finden. Dabei
zeigten sich bereits die ersten Ticken dieser Methode, denn Membranproteine,
transkriptionsaktivierende Proteine und Proteine, die bei Uberexpression den Hefe-
Metabolismus stdren, neigen dazu, falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse zu liefern,
sodass ein zweites Screening notig wird. Die Interaktionsflichen der zu untersuchenden
Proteine darf nicht durch die fusionierten Domidnen verdeckt oder gestért werden: andererseits

miissen die BD-Fusionsproteine noch in der Lage sein, Dimere fiir eine DNA-Bindung zu
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bilden. Weitere Probleme konnen die stabile Expression, die korrekte Proteinfaltung und die
notwendige nukledre Lokalisation der Fusionsproteine darstellen. In dem hier angewandten
Zwei-Hybrid-System wurde daher eine C-terminal verkiirzte Mutante des membranstdndigen
Proteins Ras (AS 1-166) eingesetzt. Dieser Mutante fehlt das Farnesylierungsmotiv, das zur
Membranlokalisierung notwendig ist (Hancock, J.F. et al., 1990): ein Transport des
Fusionsproteins in den Zellkern ist somit mdglich. Raf ist nicht membranlokalisiert, sondern
wird erst durch die Aktivierung von Ras zur Membran rekrutiert. Eine Verkiirzung oder
Anderung der Aminosiuresequenz von Raf ist somit nicht ndtig. Die Kernlokalisation der
Zwei-Hybrid-Fusionsproteine wird durch entsprechende Signalpeptide (NLS) vermittelt: die
DNA-bindende Doméne besitzt per se eine NLS, bei der transaktivierenden Doméne wurde
die NLS des groBlen T-Antigens des SV40 vorgeschaltet.

Einige  Protein-Protein-Interaktionen  sind auBerdem von  post-translationalen
Modifikationen abhéngig, die von der Hefe gar nicht oder nicht in ausreichender Menge
ausgefiihrt werden konnen wie z. B. Tyrosin-Phosphorylierungen. Dariiber hinaus kann die
Uberexpression einiger Fusionsproteine fiir Hefezellen toxisch sein, sodass eventuell auf
Plasmide mit einer geringen Kopienzahl oder einem schwachen oder induzierbaren Promotor
zuriickgegriffen werden muss. In den hier verwendeten Zwei-Hybrid-Systemen wurden die
Fusionsproteine sowohl von den pPC-Vektoren mit vollstindigem ADHI-Promotor bei
geringer Kopienzahl sehr stark, als auch von den Stratagene-Vektoren mit verkiirztem ADHI-
Promotor bei hoher Kopienzahl eher schwach exprimiert. Beidesmal zeigten sich wihrend der
Expression der unterschiedlichen Fusionsproteine keine toxischen Effekte bei den Hefen.

Einige der aufgefiihrten Probleme konnten mit Erweiterungen des ,klassischen” Zwei-
Hybrid-Systems gelost werden. Falls ein Protein als Bestandteil eines groferen Komplexes
nur mit schwacher Wechselwirkung an ein anderes Protein bindet, kann im Drei-Hybrid-
System ein drittes, stabilisierendes Protein mitexprimiert werden. Mit Hilfe dieses Systems
wurde z. B. die Interaktion zwischen dem EGF-Rezeptor, Grb2 und SOS entdeckt (Zhang, J.
et al.,, 1996). Das Problem der fehlenden Tyrosin-Phosphorylierung in Hefen konnte im
Tribrid-System durch eine Uberexpression einer Tyrosinkinase gelost werden, die das
Koderprotein in einem ausreichendem Malle phosphorylierte und zur Interaktion befdhigte
(Osborne, M. et al., 1995). Um Membran-assoziierte Proteine untersuchen zu kénnen, wurde
das SOS-Recruitment-System (Aronheim, A. et al., 1997; Broder, Y.C. et al.,, 1998)
entwickelt, bei dem das eine Protein mit einem Myristylanker an der Membran lokalisiert ist

und das andere Protein in Fusion mit SOS exprimiert wird. Nur wenn eine Interaktion der
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Proteine an der Membran stattfindet, kann dort iiber SOS ein Signalweg aktiviert werden, der
das Zellwachstum der Hefen induziert.

Zusdtzliche Modifikationen des Zwei-Hybrid-Systems erweitern die moglichen
Interaktionspartner eines Proteins auf DNA, RNA, Peptide und Substanzen. DNA-Protein-
Interaktionen konnen mit dem Ein-Hybrid-System (Wilson, T.E. et al., 1991) (Li, J.J. et al.,
1993) oder dem Ein-Ein-Halb-Hybrid-System (Analogon zum Drei-Hybrid-System) (Dalton,
S. et al., 1992) untersucht werden, Protein-RNA-Interaktionen mit einer Drei-Hybrid-Anker-
Koder-Variante (Putz, U. et al., 1996; SenGupta, D.J. et al., 1996).

Um Mutationen innerhalb eines Proteins, die die Protein-Protein-Interaktion stéren, oder
inhibitorisch wirkende Peptide und Substanzen zu identifizieren, wurde von M. Vidal das
Reverse-Zwei-Hybrid-System entwickelt, das die Selektionsstrategie des Zwei-Hybrid-
Systems umdreht (Vidal, M. et al., 1996). Dieses System wurde auch am Anfang dieser
Doktorarbeit zu einem Screening nach Inhibitoren der Ras/Raf-Wechselwirkung eingesetzt.
Allerdings erwies sich dieses System in Microtiterplatten zur Untersuchung einer
Interaktionshemmung als schwierig, da die Hefen durch 5-FU nicht sterben, sondern nur in
threr Teilungsaktivitdt inhibiert werden. Die Unterscheidung der Effekte zwischen einer
Inkubation mit Losungsmittel bzw. mit Probe ist daher nicht so einfach wie die
kolorimetrische Bestimmung eines umgesetzten Farbstoffes im Forward-Zwei-Hybrid-
System. Auch nach Inkubation der Hefezellen mit Sulindacsulfid, das nach Hermann et al. die
Interaktion zwischen Ras und Raf hemmen soll (Herrmann, C. et al., 1998), wurde kein
eindeutiger Effekt beobachtet. Dies mag zum einen an einer mangelnden Optimierung des
Reverse-Zwei-Hybrid-Systems liegen, zum anderen an der leichten Oxidation des Sulfids
zum unwirksamen Sulfon wihrend der langen Inkubationszeit mit den Hefen. Hermann et al.
benutzten kein Zwei-Hybrid-System zur Detektion von Sulindacsulfid als Ras/Raf-Effektor,
sondern Transaktivierungsversuche mit Luciferase als Reportergen (s. Kap. 4.4.2),
Bindungsstudien und Transformationsassays.

Als Verbesserung zum verwendeten Reverse-Zwei-Hybrid-System konnte ein von Young
et al. entwickeltes, gegenselektives Zwei-Hybrid-System dienen (Young, K. et al., 1998).
Dabei kontrollieren die Fusionsproteine direkt die Transkription von CYH2, dessen
Genprodukt die Zellen fiir Cycloheximid anfillig macht. Nur wenn die Proteininteraktion
durch Zusatz von inhibitorisch wirkenden Substanzen oder Peptiden gehemmt wird, sind die
Hefezellen auf Cycloheximid-haltigem Medium lebensfdhig. Allerdings ist es fraglich, ob
schwache Proteinwechselwirkungen und geringe Anderungen der Interaktionsstirke damit

detektierbar sind.
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4.2.2 Das Zwei-Hybrid-System als High-Throughput-Screening

Grundlegende Uberlegungen

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System bietet sich fiir eine effektive Suche nach inhibitorischen
oder aktivierenden Substanzen an, allerdings muss es dafiir als High-Throughput-Screening
etabliert werden. Konnten zu Beginn 1990, als der Ausdruck ,,High-Throughput-Screening*
gepriagt wurde, 20 Leute ca. 1,5 Millionen Substanzen pro Jahr untersuchen, so konnen mit
automatisierten High-Throughput-Screenings zur Zeit ca. 100.000 Substanzen pro Tag
untersucht werden. Durch die Miniaturisierung, z.B. von Microtiterplatten mit
96 Vertiefungen auf 384 oder 1536 Vertiefungen bei gleicher Plattengrofe, konnten die
Screening-Kosten erheblich gesenkt werden. Das Assayvolumen pro Vertiefung nimmt dabei
von 100 pl in einer 96-well Platte, {iber 20 ul in einer 384er-Platte bis hin zu 2 pl in einer
1536-well-Platte stetig ab. Berg et al. entwickelten bereits einen Transkriptionsassay fiir ein
Screening nach Liganden des humanen Progesteronrezeptors, der erfolgreich mit Hefezellen
in Microtiterplatten mit 96, 384 und 1536 Vertiefungen durchgefiihrt wurde (Berg, M. et al.,
2000). Die Qualitdt der Ergebnisse hingt dabei sehr stark von dem eingesetzten Assay und
seiner Reagenzien ab. Einige Punkte, die bei einer Entwicklung eines automatisierten High-
Throughput-Screening berticksichtigt werden sollten (Mellor, G. et al., 1997), sind z. B.:

e Reagenzien: Die benoétigten Reagenzien miissen in ausreichender Menge und
gleichbleibender Qualitdt jederzeit verfiigbar sein. AuBerdem sollten die
Verbindungen mindestens 24h unter Versuchsbedingungen stabil sein, da
automatisierte Systeme oft iiber Nacht arbeiten. Nicht nur aus Kosten-, sondern auch
aus Sicherheitsgriinden sollte die verwendete Menge der Reagenzien moglichst
gering gehalten werden.

e [osungsmittel: Viele organische Testverbindungen sind in Losungsmitteln geldst, die
den Versuch storen. Bei in-vitro-Assays wird daher oft auf ein DMSO/Wasser-
Gemisch zuriickgegriffen, was jedoch bei in-vivo-Testsystemen mit ganzen Zellen zu
starken Problemen fiihren kann.

e Technische Anforderungen: Je nach verwendetem Gerédt konnen eventuell nicht alle
Anforderungen des entwickelten Assays umgesetzt werde, da z. B. Mixen und
Kiihlen auf 4 °C nicht gleichzeitig moglich sind.

e [ogistische Anforderungen: Alle benétigten Reagenzien und Zubehor wie Platten,
Proben und Puffer, sowie freie Versuchszeit an dem gewiinschten Gerdt miissen zum

richtigen Zeitpunkt verfiigbar sein.
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e QGeritereinigung: Durch die Miniaturisierung der Versuche werden die verwendeten
Gerdte diffiziler und auch schwieriger zu reinigen. Je kleiner das Probevolumen,

desto gravierender wirken sich jedoch Kontaminationen aus.

Ein Zwei-Hybrid-High-Throughput-Screening ist jedoch immer nur als ein erstes
Screening nach Effektoren einer Protein/Protein-Wechselwirkung sinnvoll, da es sich hierbei
um ein artifizielles System handelt: Die interagierenden Proteine werden — zum Teil verkiirzt
— als Fusionsproteine und nicht in ihren normalen Zellkompartimenten exprimiert. Aullerdem
konnen Substanzen, die aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften nicht in den
Zellkern gelangen, oder Verbindungen, die fiir Hefen cytotoxisch sind, in diesem System gar
nicht getestet werden. Allerdings bereiten Verbindungen mit Permeabilititsproblemen in
Hefen oft auch beim Menschen Schwierigkeiten, sodass diese Substanzen selten
weitererforscht werden. Nach Schitzungen von Serebriiskii et al. (Serebriiskii, I. et al., 2001a)
sind ungefdhr 10 % aller Testsubstanzen fiir die Hefen toxisch, was jedoch gleichzeitig
bedeutet, dass ein wesentlich hoherer Prozentsatz der Substanzen in die Hefe gelangt. Dies ist
nicht allzu erstaunlich, da das mittlere Molekulargewicht der Testverbindungen meist
unterhalb von 500 Da liegt. Die Hit-Rate in einem Zwei-Hybrid-basierten High-Throughput-
Screening fiir Substanzen mit inhibitorischem Effekt liegt bei ungeféhr 0,01 %, von denen
wiederum 50-75 % den gewlinschten biologischen Effekt nach weiterer Validierung zeigen

(Serebriiskii, 1. et al., 2001a).

Umsetzung der verwendeten Methode fiir ein High-Throughput-Screening

Fiir ein maschinell durchgefiihrtes High-Throughput-Screening sollten so wenig Schritte
wie moglich durchgefiihrt werden. AuBBerdem sind bestimmt Schritte wie Zentrifugationen
nur schwer umsetzbar. Um das in dieser Arbeit etablierte Zwei-Hybrid-System in
Microtiterplatten auf ein High-Throughput-Screening umzustellen, miisste das Protokoll in
einigen Punkten optimiert werden.

e Als Vektoren fiir ein Zwei-Hybrid-System sind die pPC-Vektoren mit dem vollstindigen
ADH1-Promotor den Stratagene-Vektoren mit dem verkiirztem ADH1-Promotor als
Expressionskontrollelement fiir die Fusionsproteine vorzuziehen. Mit den Hefen, die
mit den pPC-Vektoren transformiert wurden, l4sst sich schneller und einfacher ein
High-Throughput-Screening durchfiihren, da die Inkubation mit den Testsubstanzen

bei diesen Hefestimmen auf 4-6 Stunden verkiirzt werden kann, wie die Versuche
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mit der aktiven Verbindung HM70 belegen (s. Kap 3.5.5). Dies spart vor allen
Dingen Zeit und verkiirzt die Beanspruchung der Maschinen erheblich.

e Die Waschschritte zur Entfernung gefarbter Verbindungen konnten bei einem High-
Throughput-Screening ebenfalls entfallen, da die positiven Verbindungen
hinsichtlich ihrer Struktur und physikochemischen Eigenschaften nochmals gepriift
werden miissen und auflerdem ein zweites Screening nachgeschaltet ist.

e Der Aufschluss mit Chloroform und SDS ist aufgrund der Schaumbildung und des
Aniétzens der Platte nicht geeignet. Besser widre daher der Zellaufschluss mit
Sarcosyllaureat, der dhnlich gute Werte liefert (s. Kap. 3.1.2.2) und keine weitere
Uberfiihrung der Lésungen in eine neue Microtiterplatte fordert.

e Als Substrat fiir die B-Galactosidase ist ONPG dem in dieser Doktorarbeit hauptséchlich
benutzten CPRG vorzuziehen. Dies ist zum einen giinstiger als CPRG, zum anderen
kann die Reaktion durch Zugabe von 1 M Na,CO; gestoppt werden, was fiir eine
langere Versuchszeit von Vorteil wére. Allerdings ist dieses Substrat ca. 10-fach
unsensitiver als CPRG.

e Die Ausgangszelldichte sollte so gewdhlt werden, dass einerseits nach Inkubation
detektierbare Mengen an -Galactosidase gebildet werden, andererseits jedoch das
Verhéltnis von Zellzahl zur Konzentration der Testsubstanz bzw. der
Aufschlussreagenzien nicht zu grof3 ist. Wie in Abb. 3.1-2 zu erkennen, nimmt
bezogen auf die Werte mit der ersten Verdiinnungsstufe b die OD ,,CPRG* der
Ausgangssuspension a im Verhéltnis zur OD ,,90 ul*“ als MaB fiir die Zelldichte
deutlich ab. Dies konnte auf einen unvollstdndigen Zellaufschluss hindeuten, sodass
die Zelldichte beim Aussden fiir die weiteren Versuche gesenkt wurde. Eine
Inkubation von HM70 mit dem Teststamm ,,Ras/Raf3.3“ in verschiedenen
Ausgangszelldichten, die bis zu einer 1:1 Verdiinnung der Ausgangssuspension
reichten, (s. Kap. 3.3.3) fiihrte zu anndhernd identischen [-Galactosidase-
Aktivitdten. Bei allen eingesetzten Ausgangszelldichten waren somit ausreichende

Mengen sowohl an Aufschlussreagenzien als auch an Testsubstanz vorhanden.

Einsatz geeigneter Kontrollen

Um die Aussagekraft des Testsystems - in diesem Fall die Spezifitit der Beeinflussung der
Protein/Protein-Interaktion durch eine Testsubstanz - im Zwei-Hybrid-System abschétzen zu
konnen, sollte bei einem Screening ein Kontrollstamm mitgefiihrt werden, der ein anderes,

unabhingiges Proteinpaar exprimiert. Viele Verbindungen bewirken unspezifisch eine
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Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit der Hefestimme, in dem sie z. B. direkt die
Enzymaktivitdt beeinflussen oder den Hefe-Metabolismus storen. So hemmte z. B. eine
Inkubation mit Acetylsalicylsdure die B-Galactosidase-Aktivitit aller in dieser Arbeit
verwendeten Test- und Kontrollstimme ohne das Hefewachstum zu beeintréchtigen.

Zusétzlich ist zu bedenken, dass die wenigsten Proteine und damit auch die im Zwei-
Hybrid-System exprimierten Fusionsproteine einzeln vorliegen, sondern sie sind Bestandteile
von Multiproteinkomplexen. Raf z. B. liegt inaktiv in der Zelle in einem 300-500 kDa
Multiproteinkomplex vor. Bisher sind iiber 35 Proteine aus verschiedensten Gruppen
(G-Proteine, Adaptoren, Cytoskelettproteine, Chaperone, Phosphatasen, Kinasen, Rezeptoren)
bekannt, fiir die eine Interaktion mit Raf in vitro und in vivo nachgewiesen wurde (Kolch, W.,
2000). Gavin et al. konnten in einer aufsehenerregenden Arbeit mit Hilfe von Tandem-
Affinitétsreinigungen (TAP) und Massenspektroskopie 232 Multiproteinkomplexe aus
Saccharomyces cerevisiae identifizieren und zeigen, dass sie zum Teil aus {liber 40 Proteinen
bestehen (Gavin, A.-C. et al., 2002). Ubertragen auf das Zwei-Hybrid-System kann somit eine
Anderung der B-Galactosidase-Aktivitit nach Inkubation der Hefen mit Testsubstanzen auch
durch eine unspezifische Interaktion mit Proteinen bedingt sein, die ihrerseits mit den
Fusionsproteinen assoziiert sind. Falls diese Proteine auch mit den Kontroll-Fusionsproteinen
interagieren, kann durch einen entsprechenden Kontrollstamm dieses falsch-positive Ergebnis
ebenfalls detektiert und ausgeschlossen werden. Interagieren diese Proteine jedoch spezifisch
nur mit den Test-Fusionsproteinen, kann die falsch-positive Anderung der Enzymaktivitit
auch nicht durch einen Kontrollstamm entdeckt werden. Ein zweites unabhingiges Screening
ist somit erforderlich.

Alternativen zu der in dieser Arbeit verwendeten Kombination von Test- und
Kontrollstimmen konnten die relativ neuen ,,Zwei-Kdder-“ (two-bait) bzw. ,,Doppel-Koder-
(dual bait) Zwei-Hybrid-Systeme darstellen (Serebriiskii, I. et al., 1999). Bei diesen Systemen
werden zwei unterschiedliche ,,Kdderproteine® in Fusion mit zwei verschiedenen DNA-
bindenden Doménen und ein ,,Beuteprotein®, fusioniert mit der transkriptionsaktivierenden
Domaine, exprimiert. Da die beiden Ansidtze unterschiedliche Reportergene kontrollieren
(B-Galactosidase und [B-Glucuronidase), konnen unterschiedliche Interaktionen und
Interaktionsstiarken der Proteine ermittelt werden. Dies wurde bisher eingesetzt, um z. B. die
Interaktionspartner von einem Wildtyp-Protein und einer Mutante (Serebriiskii, 1. et al.,
2001b) oder von sehr nah verwandten Proteinen einer Familie (Reeder, M. et al., 2001) zu
untersuchen. Dabei konnte zwischen Proteininteraktionen mit hoher bzw. niedriger Affinitét

klar unterschieden werden. Die Expression des Beuteproteins (,,prey*) wird dabei durch den

117



4. Diskussion

Gall-Promotor iiber ein Wachstum in Galactose-haltigem Medium induziert und sollte fiir die
Interaktion mit den beiden Kdderproteinen ausreichend hoch sein. Fiir ein Screening nach
Ras/Raf-Effektoren konnte man in dem speziellen Hefestamm SKY 191 z. B. Ras und Rap in
Fusion mit der DNA-bindenden Doméne und Raf bzw. verkiirzte Varianten von Raf in Fusion
mit der transaktivierenden Domédne exprimieren. Nur wenn die Inkubation mit einer Substanz
zu einer unterschiedlichen Expression der beiden Reportergene lacZ und gusA fiihrt, kann je

nach Muster eine Ras/Raf- bzw. Rap/Raf-spezifische Interaktion der Substanz vorliegen.

Soft-Agar-Screening

Khazak et al. von der Firma Small Molecular Technologies stellten auf der CHI Konferenz
im Jahr 2000 ein Zwei-Hybrid-System fiir ein High-Throughput-Screening nach Ras/Raf-
Inhibitoren aus kombinatorischen Bibliotheken vor, das &hnlich aufgebaut ist wie das hier
verwendete Zwei-Hybrid-System (Serebriiskii, L. et al., 2001a). Insgesamt 77.000 Substanzen
wurden parallel an einem Ras/Raf-Teststamm und einem Kontrollstamm mit einem anderen
Proteinpaar getestet. Der Teststamm exprimierte die Ras-Mutante cI-H-RasC186G mit einem
zerstortem Farnesylierungsmotiv in Fusion mit der DNA-bindenden Doméne und das Protein
c-Raf, fusioniert mit der transaktivierenden Doméne. Die Hefezellen wurden zunéchst in Soft-
Agar ausgesit und die Substanzen als kleiner Tropfen, der zu einem Hof diffundierte, auf
diese Platten gegeben. Substanzen, die die B-Galactosidase-Aktivitat des Teststammes, aber
nicht des Kontrollstammes blockierten, wurde in einem zweiten Screening an Sdugerzellen
getestet. Dieser Assay beruhte - ebenfalls wie das in dieser Arbeit beschriebene Screening -
auf der Beeinflussung des MAPK-Signalweges, jedoch wurde der Effekt iiber den Einfluss
auf das MAPK-abhingige cFos-Luciferase-Reportergen ermittelt. Drei strukturell verwandte
Substanzen, die unabhdngig voneinander in dem ersten Zwei-Hybrid-Screening gefunden
worden waren, fiihrten hierbei zu einer Hemmung der Luciferase-Aktivitit. Diese Substanzen
inhibierten auflerdem in serum-induzierten CHO-Zellen den MAPK-Signalweg mit einer ICsg
von 6-17 uM ohne dabei die p38-Kinase zu beeinflussen. Zur Zeit werden diese Substanzen
auf ihren Einfluss auf die transformierenden Eigenschaften von Ras untersucht.

Der bei diesem System verwendete Soft-Agar-Assay kann allerdings nicht mit den beiden
hier eingesetzten Zwei-Hybrid-Systemen durchgefiihrt werden, da der Assay fiir
Transformanden eines Gal4-basierten Zwei-Hybrid-Systems zu wenig sensitiv ist. Er ist nur
fiir LexA-Transformanden geeignet, bei denen das Reportergen auf autonom replizierenden

Plasmiden verbleibt (Gyuris, J. et al., 1993).
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4.2.3 Einfluss des verwendeten Hefestamms

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden alle mit dem Hefestamm y190 an
einem Gal4-basierten Zwei-Hybrid-System durchgefiihrt. Dies ist insofern wichtig, da die
quantitativen Daten zwischen verschiedenen Hefestimmen mit unterschiedlichen /lacZ-
Reporterkonstrukten nicht verglichen werden konnen. Die relative Stirke einer Protein-
Protein-Interaktion kann in einigen Hefestimmen wie z. B. y190 oder y187 quantifiziert
werden, jedoch nicht in Stimmen wie CG-1945 oder HF 7c.

Die Bindung der DNA-bindenden Doménen von Transkriptionsfaktoren, sowie die Hohe
der Gen- und Proteinexpression konnen durch Unterschiede in den Hefe-Promotoren bzw.
anderen regulatorisch wirkenden cis-Elemente beeinflusst werden (Guthrie, C. et al., 1991).
Ein Hefe-Promotor umfasst dabei im weiteren Sinne nicht nur die TATA-Box, sondern auch
die damit verbundenen cis-regulatorischen Elemente, die im Gegensatz zu multizelluldren
Eukaryonten bei Hefen relativ nah mit der TATA-Box assoziiert sind (Yocum, R.R., 1987).
Die TATA-Box dhnelt funktionell der Pribnow-Box von Prokaryonten, jedoch ist sie erstens
nicht so hochkonserviert und zweitens konnen mehrere TATA-Boxen vor einem Gen
vorhanden sein. Eine Gruppe von regulatorisch wirkenden cis-Elementen stellt die ,,upstream
activating sequence® UAS dar. In Gal4-basierten Zwei-Hybrid-Systemen werden meistens
entweder die native Gall-UAS oder ein synthetisches UAS-17-mer (Heslot, H. et al., 1992)
als Bindestelle fiir die DNA-bindenden Domine von Gal4 verwendet.

Der Galactose-Metabolismus wird in Hefen sowohl von den regulatorischen Proteinen
Gal4 und Gal80, als auch durch die vorhandene Kohlenstoffquelle im Medium gesteuert. In
Anwesenheit von Galactose bindet Gal4 an die Gal4-Response-Elemente innerhalb der UAS
und aktiviert die Transkription, wohingegen in Abwesenheit von Galactose Gal80 an Gal4
bindet und somit die Transkription blockiert. In Anwesenheit von Glucose wird die
Transkription der Gene des Galactose-Metabolismus sofort unterdriickt. Um Storungen durch
endogene Gal4- und Gal80-Proteine zu vermeiden, miissen die im Zwei-Hybrid-System
verwendeten Hefestimme ga/4- und gal80-Gen-Deletionen tragen. Eine Nahrstoffregulation
bzw. Galactose-Induktion ist bei Gal4-basierten Zwei-Hybrid-Systemen daher nicht mehr
moglich.

Der verwendete Hefestamm y190 besitzt fiir das /acZ-Reportergen einen intakten Gall-
Promotor mit einer Gall-UAS und einer Gall-TATA-Box, der zu einer streng regulierten,
hohen Expression von -Galactosidase bei einer positiven Zwei-Hybrid-Interaktion fiithrt. Im
Gegensatz zu anderen Zwei-Hybrid-Hefestimmen steht das HIS3-Reportergen jedoch unter
der Kontrolle der Gall-UAS und beiden HIS3-TATA-Boxen, TR und TC. TR wird durch
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einen Transkriptionsfaktor reguliert, wohingegen TC schwach konstitutiv aktiv ist
(Mahadevan, S. et al., 1990; Iyer, V. et al., 1995). Insofern kommt es zu einer hohen Histidin-
Expression bei einer positiven Zwei-Hybrid-Interaktion aufgrund von Gall-UAS, aber auch
zu einer geringen konstitutiven Expression aufgrund von TC. In Bezug auf eine Histidin-
Selektion ist dieser Hefestamm nicht so spezifisch wie andere Stdmme und fiir ein Screening
von cDNA-Bibliotheken nur schlecht geeignet. In diesem Fall wire z.B. der Hefestamm
PJ69-4A vorzuziehen, der drei verschiedene Reportergene besitzt, die alle von
unterschiedlichen Gal4-Promotoren induziert werden (James, P., 2001). Ein Screening vieler
Transformanden sowie der Ausschluss von falsch-positiven Klonen ist somit schnell und gut
moglich. Da jedoch bei dem in dieser Arbeit verwendeten Zwei-Hybrid-System die Anderung
der B-Galactosidase-Aktivitit durch die Inkubation mit verschiedenen Substanzen im
Vordergrund stand, war eine hohe [-Galactosidase-Expression wichtiger als eine strenge

Wachstumsselektion.

4.3 Identifizierung von Ras/Raf-Effektoren mit dem Zwei-Hybrid-System

4.3.1 Beurteilung der unterschiedlichen Ergebnisse der Vektor-Systeme

In dieser Arbeit wurden knapp 470 Substanzen, Extrakte und Naturstoffe mit Hilfe des
Zwei-Hybrid-Systems auf ihren Einfluss auf die Ras/Raf-Wechselwirkung getestet. Zwei
verschiedene Vektor-Systeme wurden dabei etabliert, die sich vor allen Dingen in der Art der
verwendeten Expressionskassetten unterscheiden. Die Hefestimme, die mit den pPC-
Vektoren transformiert wurden, weisen allgemein eine hohere Expression der Fusionsproteine
auf als die Stdmme, die die Stratagene-Vektoren tragen. Wie bei den meisten Zwei-Hybrid-
Systemen kontrolliert ein ADH1-Promotor die Expression der Fusionsproteine: In den pPC-
Vektoren befindet sich der vollstindige ADHI-Promotor (~ 1500 bp), wohingegen in den
Stratagene-Vektoren eine verkiirzte Variante (~410 bp) zu finden ist (s. Kap. 2.1.6). Der
vollstindige Promotor fiihrt zu einer hohen Expression wihrend des logarithmischen
Wachstums der Hefen, jedoch wird die Transkription in der spéten log-Phase durch Ethanol,
der im Medium als ein Nebenprodukt des Hefe-Metabolismus akkumuliert, gehemmt. Die
verkiirzte Promotor-Variante bewirkt eine konstitutiv niedrige Expression der Fusionsproteine
(Ruohonen, L. et al., 1995). Die Proteine, die ausgehend von den Stratagene-Vektoren
exprimiert werden, sind dadurch auch nur schwach bzw. gar nicht im Western Blot (s. Kap.

3.1.1 und 3.4.6) nachweisbar (James, P., 2001).
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Bei beiden Vektorsystemen sind die Proteine, die mit der DNA-bindenden Doméne von
Gal4 fusioniert wurden (Ras, Raf, p53), schwerer nachweisbar als diejenigen, die mit der
transaktivierenden Doméne fusioniert sind (Ras, Raf, SV40). Dies kann an unterschiedlichen
Expressionsraten, an der schlechteren Bindung des anti-Gal4BD-Antikorpers oder an den
Eigenschaften der Fusionsproteine an sich liegen. Da jedoch der gleiche Promotor innerhalb
eines Systems den Sequenzen fiir die verschiedenen Fusionsproteine vorgeschaltet ist und
auch die Fusion der DNA-bindenden Domine mit anderen Proteinen als z. B. Ras (Raf,
SV40) keine Verbesserung der Detektion bewirkt, ist eine schlechtere Spezifitit des anti-
Gal4BD-Antikorpers im Vergleich mit dem anti-Gal4AD-Antikorper wahrscheinlich.

Bei den Teststimmen A, B, 86 und Z ist die Expression der AD-Fusionsproteine
gegeniiber den anderen Stimmen deutlich gesteigert, wobei die Expressionsrate der
Fusionsproteine nicht mit der beobachteten Grundaktivitit der Hefestimme (s. Abb. 3.4-6)
korreliert. Von den Vektorkombinationen A und B wurden darauthin je fiinf verschiedene
Klone einer Transformation untersucht. Bei allen lag eine hohere Expression im Vergleich zu
den anderen Teststimmen vor. Wahrscheinlich ist die erhdhte Expressionsrate daher nicht
durch Schwankungen zwischen den einzelnen Transformanden z. B. aufgrund einer
unterschiedlichen Kopienzahl der Plasmide bedingt, sondern durch die besonderen
Eigenschaften wie Stabilitdt und Struktur der Fusionsproteine. Die AD-Fusionsproteine der
Stamme 86 und Z (AD-MCS86-Rafl-275) unterscheiden sich nur in den Aminoséduren der
MCS von dem Fusionsprotein des Stammes E (AD-Rafl1-275). Hierbei wurde allerdings nur
je ein Transformand mittels Western Blot charakterisiert, sodass diese Beobachtung sowohl
auf klonale Schwankungen als auch auf die Eigenschaften der Proteine zuriickgefiihrt werden

kann.

Die Inkubation einiger der getesteten Verbindungen fiihrte erstaunlicherweise zu einer
gesteigerten [-Galactosidase-Aktivitdt der beiden Teststimmen mit pPC-Vektoren (Stamm
»Ras/Raf 3.3 und ,,Ras/RBD 9%), nicht jedoch bei den entsprechenden Analoga mit
Stratagene-Vektoren (Stamm ,,Ras/Rafl-275 E* und ,,Ras/Raf51-131 B*) (s. Kap. 3.5.1-
3.5.3). Um eine Bindestelle der Proben an der Multiple Cloning Site auszuschlieBen, in der
sich die Vektoren und dadurch auch die exprimierten Fusionsproteine unterscheiden, wurden
diese Sequenzen aus den pPC-Vektoren in die Stratagene-Vektoren eingebaut. In den neu
entstandenen Stdmmen 86, 97 und Z zeigte sich nach Inkubation jedoch kein Effekt der bei
pPC-Teststimmen aktiven Verbindungen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die

Kontrollfusionsproteine BD-p53 und AD-SV40 ebenfalls in beide Vektoren kloniert, sodass
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eine Expression sowohl von den pPC-, als auch von den Stratagene-Vektoren moglich war.
Eine Inkubation mit Isovaleriansdure fiihrte auch bei den Kontrollfusionsproteinen zu einer
gesteigerten Enzymaktivitit, wenn sie ausgehend von den pPC-Vektoren exprimiert wurden
(s. Kap. 3.5.2). Der beobachtete Effekt von Isovaleriansdure ist demnach nicht Ras/Raf-
spezifisch, sondern offensichtlich vom Aufbau der pPC-Vektoren abhidngig. Eventuell bindet
Isovaleriansdure als kurzkettige Fettsdure an bestimmte Promotorregionen der pPC-Vektoren,
die bei den Stratagene-Konstrukten fehlen, und steigert so die Expression der Fusionsproteine
und dadurch die B-Galactosidase-Aktivitit. Eine andere Erklarungsmoglichkeit wire, dass
Isovaleriansdure den Hefe-Metabolismus beeinflusst, sodass in der spiten Wachstumsphase
keine Repression durch Ethanol stattfindet und die Zellen somit im Vergleich zu einer
Inkubation mit reinem Losungsmittel eine hohere Enzymaktivitit aufweisen.

Durch eine Inkubation der anderen, nur an pPC-Teststdimmen aktiven Proben wie Arnika-
Tinktur, T129 oder JS7b wird die Enzymaktivitit der Kontrollkonstrukte jedoch nicht
beeinflusst. Der beobachtete Effekt konnte auf verschiedene Weisen erklirt werden:

e Ein hefeeigenes Protein X z. B. ein Chaperon bindet spezifisch an die exprimierten Ras-
bzw. Raf-Fusionsproteine und verhindert so eine Interaktion der Testverbindungen mit
den Proteinen. Bei den pPC-Teststimmen, bei denen die Fusionsproteine aufgrund des
vollstindigen ADHI-Promotors in groBerer Menge exprimiert werden als bei den
Stratagene-Teststimmen, konnte nun die in der Hefe vorhandene Menge an X-Protein
erschopft sein, bevor alle Fusionsproteine gebunden wurden. Die hinzugefiigten
Testsubstanzen sind daher in der Lage spezifisch mit den noch freien Ras- oder Raf-
Fusionsproteinen zu interagieren. Bei den Kontrollfusionsproteinen entfdllt dieser
Effekt wegen der fehlenden Bindung an das Protein X.

e Die Substanzen binden an ein hefeeigenes Protein Y, welches nur bei den hoch-
exprimierenden pPC-Teststimmen zusétzlich zu anderen Proteinen zur Stabilisierung
der Ras- und Raf-Fusionsproteine bendtigt wird. Bei den schwach-exprimierenden
Stratagene-Stdmmen wechselwirken die Substanzen zwar auch mit dem Protein Y,
dieses ist jedoch nicht an der Stabilisierung der Fusionsproteine beteiligt. Durch die
Interaktion zwischen dem Protein Y und der Testsubstanz wird die Wechselwirkung der
Ras/Raf-Fusionsproteine beeinflusst, sodass im Vergleich zu einer Inkubation mit dem
Losungsmittel, als auch im Vergleich mit dem Kontrollstamm eine angeblich
spezifische Anderung der Enzymaktivitit zu beobachten ist.

Als ein Beispiel fiir eine mogliche falsche Interpretation einer Interaktionshemmung im

Zwei-Hybrid-System ist die Substanz Radicicol zu nennen. Radicicol ist ein Antimycotikum,
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das von dem Pilz Neocosmospora tenuicristata produziert wird (Delmotte, P. et al., 1953). Es
hemmte konzentrationsabhéngig die Interaktion der Fusionsproteine in einem Zwei-Hybrid-
Screening, bei dem die konstitutiv aktive Mutante RasG12V in Fusion mit der DNA-
bindenden Doméne von LexA und das vollstindige Raf-Protein in Fusion mit der V16-
transaktivierenden Domine exprimiert wurden. Als Kontrolle diente ein Stamm, der statt Raf
den Guaninnucleotid-Austauschfaktor CDC25 in Fusion mit der V16-Doméne exprimierte.
Weitere Zwei-Hybrid-Versuche, bei denen einige verkiirzte Raf-Mutanten exprimiert wurden,
zeigten, dass sowohl die Serin/Threonin-reiche Doméne (CR2) als auch die C-terminale
Kinasedoméne (CR3) fiir einen Effekt von Radicicol erforderlich sind. Radicicol
(0,1-1 pg/ml) blockierte aulerdem in Immunoprézipitationsversuchen mit einem Anti-Ras-
Antikorper die Ras/Raf-Wechselwirkung, jedoch nicht die Interaktion zwischen Ras und der
Ras-bindenden Doméne von Raf (RBD) (Ki, S.W. et al., 1998). Zu dem Zeitpunkt war bereits
bekannt, dass Radicicol nach einer ca. 16-stiindigen Inkubation in Konzentrationen von
50-100 ng/ml die Differenzierung von HL60-Zellen zu Macrophagen-dhnlichen Zellen
induziert (Shimada, Y. et al., 1995), sowie reversibel und dosisabhidngig die Transformation
durch Ras und Mos in NIH3T3-Zellen unterdriickt (Zhao, J.F. et al., 1995). Aulerdem fiihrte
eine Inkubation von Radicicol mit v-Ha-ras-transformierten NIH3T3-Zellen, sowie mit T24-
Zellen, die eine konstitutiv aktive Ras-Mutante exprimieren, zu einer Reversion der
Morphologie u. a. durch Wiederherstellung des Aktin-Netzwerks. Die Menge an aktiviertem,
GTP-gebundenen Ras, sowie seine Lokalisation wurde jedoch nicht verdndert (Kwon, H.J. et
al., 1995). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Radicicol die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade
durch eine Interaktionshemmung von Ras und Raf inhibiert, wahrscheinlich durch einen
direkten oder indirekten Angriff am C-terminalen Bereich des Raf-Proteins.

Schulte et al. (Schulte, T.W. et al., 1999) und Soga et. al. (Soga, S. et al., 1998) konnten
den Mechanismus genauer aufkldren. Sie zeigten, dass Radicicol spezifisch an das Heat-
Shock-Protein 90 (Hsp90) sowohl von Sdugern als auch von Hefen bindet. Die Bindungsstelle
scheint spezifisch und hochkonserviert zu sein, ist jedoch nicht in anderen Chaperonen mit
Nucleotid-Bindungsstelle vorhanden. Die beobachtete Hemmung der Kaskade beruht
wahrscheinlich auf einer Bindung von Radicicol an und daraus folgender Inhibierung von
Hsp90, sodass dieses Chaperon nicht mehr zur Stabilisierung der Raf-Kinase zur Verfligung
steht. Raf wird in seiner Proteinstruktur destabilisiert und somit die verfiigbare Kinaseaktivitat
verringert. Die beobachtete Interaktionshemmung im Hefe-Zwei-Hybrid-System beruht daher
nicht auf einer direkten Wechselwirkung von Radicicol mit Ras oder Raf, sondern auf der

Destabilisierung von Raf durch die Inhibierung von Hsp90.
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4.3.2 Potentielle Ras/Raf-Effektoren aus Pflanzenextrakten

Arnika wird traditionell &uBerlich bei Verletzungs- Unfallfolgen wie Prellungen,
Quetschungen, Himatomen, bei rheumatischen Muskel- und Gelenkbeschwerden, sowie bei
Entziindungen im Mund- und Rachenraum angewendet (Merfort, 1., 1992a). In einer Vorab-
Testung war sowohl mit Arnika-Tinktur als auch mit wissrigem Extrakt aus Arnika nach
Inkubation mit den Ras/Raf-Teststimmen eine gesteigerte B-Galactosidase-Aktivitit zu sehen
(s. Kap. 3.2.1). Die nach Merfort et al. (Merfort, 1., 1984) bzw. Malarz et al. (Malarz, J. et al.,
1992) aus Arnica montana und Arnica chamissonis isolierten Flavonoide und
Sesquiterpenlactone zeigten jedoch in dem in dieser Arbeit verwendeten Zwei-Hybrid-System
keinen spezifischen Effekt auf die Ras/Raf-Wechselwirkung. Eine detaillierte Auftrennung
von 11 Arnika-Tinktur (s. Kap. 3.2.1) erfolgte ,activity guided” und fiihrte zur aktiven
Verbindung 1,1,1,1,1-Kestoheptaose. Diese Substanz steigerte nach Inkubation schwach die
B-Galactosidase-Aktivitit des Teststamms ,,Ras/Raf 3.3, nicht jedoch des Stamms ,,Ras/RBD
9. Die Enzymaktivitit des Kontrollstamms ,,p53/SV40 K* wurde dabei nicht beeinflusst. Die
bei diesen Versuchen eingesetzten Kestoheptaose-Konzentrationen von 0,1-1 mM waren
jedoch nicht vergleichbar mit den Werten von Arnika-Tinktur oder Extrakt. Inkubiert man die
Hefen mit 20 pl Arnika-Tinktur entspricht das einer Kestoheptaose-Konzentration von
ungefdahr 3 uM pro Vertiefung. Diese Substanz ist somit nicht fiir die beobachtete Wirkung
der Arnika-Extrakte verantwortlich. Da aus 11 Arnika-Tinktur nur ca. 25 mg Kestoheptaose
isoliert wurden, konnten die Zwei-Hybrid-Versuche erstens nur in geringer Anzahl und
zweitens nur mit den pPC-transformierten und nicht mit den Stratagene-basierten
Teststimmen durchgefiihrt werden. Eine Aussage iiber die Wirkung an den Stratagene-
Teststimmen ist somit nicht moglich.

Leider konnten die verbliebenen Arnika-Fraktionen bisher nicht vollstindig aufgereinigt
werden. Sie fithrten nach Inkubation mit den pPC-transformierten Teststimmen zu einer
starkeren Aktivititssteigerung als Kestoheptaose und beeinflussten ebenfalls wie der
Ausgangsextrakt beide Teststimme ,,Ras/Raf 3.3* und ,,Ras/RBD 9*. Diese Fraktionen
zeigten jedoch keinen Effekt an den Stratagene-transformierten Teststimmen ,,Ras/Raf1-275
E“ und ,Ras/Raf51-131 B*“. Aufgrund ihrer hohen Polaritit gestaltet sich die weitere
Auftrennung und Analytik als duBerst schwierig. Eine Strukturaufkldrung der aktiven
Substanz bzw. Substanzen war daher noch nicht moglich. Eine bessere Auftrennung konnte
die Verwendung der HPLC-Sdule ,,Aqua‘“ bringen, die besonders fiir polare Verbindungen,
die sich typischerweise nicht mit herkdmmlichen C18-Séulen retenieren lassen, geeignet ist.

Aufgrund des polaren Endcappings der C18-Phase kann die Sédule auch mit stark wissrigen
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mobilen Phasen und sogar mit 100 % Wasser bei stindigem Arbeiten betrieben werden (Fa.
Phenomenex).

Weitere getestete Pflanzenextrakte wie MeOH- oder Wasserextrakte von Tiliae flos,
Calendulae herba, Millefolii herba, Senecionis herba, Vincae herba bewirkten in diesem
Zwei-Hybrid-System keine spezifische und konzentrationsabhingige Anderung der

B-Galactosidase-Aktivitdt der Teststimme.

4.3.3 Effekte der T-Substanzen

Dr. Linda Hahn synthetisierte wihrend ihrer Promotion im Arbeitskreis von Prof.
Dannhardt verschiedene, nicht steroidale Antiinflammatorika, die sowohl eine duale
Hemmung der COX-1/COX-2 als auch der Lipoxygenase bewirken sollten (Hahn, L., 1999).
Insgesamt wurden 50 Substanzen verschiedener Strukturen im Zwei-Hybrid-System getestet,
von denen einige Benzimidazol-Derivate nach Inkubation zu einer gesteigerten
B-Galactosidase-Aktivitdt der pPC-Teststimme fiihrten. Da die Promotionsarbeit von Dr. L.
Hahn nicht offentlich zugénglich ist, konnen Ileider keine Korrelationen zu ihren
Testergebnissen diskutiert werden. Die Struktur-Wirkungsbeziehungen sind bereits in Kap.
3.3.1 diskutiert worden, daher wird hier nur die aktivste Verbindung T129 vorgestellt. Sie
besitzt einen sehr lipophilen Rest am Schwefel, wobei die Fluorierung des Phenylrings stark
zur Wirkung beitrdgt. Essentiell ist auBerdem der unsubstituierte Stickstoff im Benzimidazol,
wohingegen die Substitution mit einer Methoxygruppe den Effekt nicht wesentlich
beeinflusst. Alle T-Substanzen besitzen im Gegensatz zu den aktiven HM-Substanzen keine
Saurefunktion, was einen anderen Wirkmechanismus nahe legt.

Eine Inkubation mit T129 fiihrte im Gegensatz zu HM70 zu einer Steigerung der
B-Galactosidase-Aktivitdt sowohl beim Teststamm 3.3, als auch beim Teststamm 9, der nur
die Ras-bindende Doméne von Raf (AS 51-131) in Fusion mit AD exprimiert. T129 scheint
also mit der RBD von Raf zu interagieren und somit die Interaktion zwischen Ras und Raf
positiv zu beeinflussen. Drei Aminosduren innerhalb der RBD konnten von Fridman et al.
identifiziert werden, die nach Austausch zu Aminosduren mit basischen Resten die Bindung
zwischen Ras und der RBD verstirkten (Fridman, M. et al., 2000): Asn®, Ala® und Val®®.
Der beste Effekt wurde bei der Mutante RBDA&5K beobachtet, die eine ca. 6-9-fach stirkere
Bindung an Ras aufwies und ca. 5-mal mehr Ras-GTP aus Sdugerzellen prézipitierte als das
Wildtypprotein RBD. Der Wechsel von Lysin (A85K) zu Arginin (A85R) steigerte ebenfalls
die Ras/Raf-Bindung, jedoch in einem schwécheren AusmaB: ca. 3-fach. Eine lidngere

Seitenkette als Alanin, aber kiirzer als Arginin scheint ebenso wie die Einfiihrung einer
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basischen Amingruppe fiir die Wirkung der Mutante verantwortlich zu sein. Eine Verstirkung
der Ras/Raf-Wechselwirkung durch T129 konnte z. B. auf der Einlagerung der Substanz in
der Ndhe von Aminosidure A85 beruhen, in dem sie durch den basischen Stickstoff des
Benzimidazols einen dhnlichen Effekt vermittelt wie die Mutante A85K.

Wie Kombinationsversuche zeigten (s. Kap. 3.3.4), interagiert T129 mit einer anderen
Proteinregion als HM70 oder Isovaleriansdure. Der Effekt von Isovaleriansdure beruht
wahrscheinlich auf der Wechselwirkung mit der ADHI-Promotorregion (s. Kap. 3.5.2).
Insofern sind additive Effekte bei den Enzymaktivititen nicht verwunderlich. HM70 und
T129 fordern ebenfalls unterschiedliche Proteinvoraussetzungen fiir eine Wirkung. Ein
additiver Effekt bei der Inkubation konnte auch hier erkldrbar sein, allerdings zeigten die T-
Substanzen dhnlich wie Arnika-Extrakte keine Steigerung an den Stratagene-Teststimmen, im
Gegenteil: Die Inkubation fiihrte eher zu einer Verringerung der Aktivitit. Die
B-Galactosidase-Aktivitdt des Kontrollstammes KpPC wurde ebenso wie das Wachstum aller
Hefestimme durch eine Inkubation dagegen nicht oder nur leicht beeinflusst. Der
Wirkmechanismus von T129 bleibt somit unklar. Er kann je nach Sichtweise (s. Kap. 4.3.1)
Ras/Raf-spezifisch oder unspezifisch sein. Zur genaueren Abkldrung sollten die Substanzen

an einem zweiten unabhingigen Testsystem untersucht werden (s. Kap. 4.4).

4.3.4 Effekte der JS-Substanzen

Ziel der Promotionsarbeit von Dr. Johannes Schweppenhéduser im Arbeitskreis von Prof.
Dannhardt war es, selektive COX-2- bzw. duale COX-1- und COX-2-Inhibitoren zu
synthetisieren, in vitro zu testen und Struktur-Wirkungsbeziehungen zu erstellen
(Schweppenhéuser, J., 1999). Von den insgesamt 71 getesteten Verbindungen konnten einige
aktive Verbindungen identifiziert werden, die eine Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitat
bei den pPC-transformierten Teststimmen bewirkten, nicht jedoch bei dem Kontrollstamm
KpPC. Aufgrund der systematischen Substanzreihen konnten dariiber hinaus einige
Strukturmerkmale fiir eine Ras/Raf-Wirkung bestimmt werden (s. Kap. 3.3.2). Zwischen den
von Dr. J. Schweppenhéuser ermittelten ICso-Werten fiir eine COX-1-Hemmung und den
beobachteten Effekten im Zwei-Hybrid-System konnte jedoch keine Korrelation ermittelt
werden. Die Substanz 7b war von den N-(Aroylphenyl)sulfonamiden zwar in beiden
Systemen die aktivste Verbindung mit einem ICsy von 0,05 uM an der COX-1, jedoch zeigte
sich bei den anderen Testsubstanzen keine Gemeinsamkeit der gemessenen Werte.

Im Gegensatz zu den aktiven HM-Substanzen tragen die JS-Verbindungen keine freie

Saurefunktion, allerdings konnen sowohl JS7b als auch 2-Aminobenzophenon (AB)
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Wasserstoftbriicken zwischen der Sulfonamidgruppe und dem Sauerstoff des Benzophenons
ausbilden. Die eher schlechtere Wirkung der N-(Benzoylphenyl)methansulfonamide im
Vergleich zu 2-Aminobenzophenon wird bei der Substanz JS7b durch die Substitution mit
einer Methylgruppe in Position 4’ ausgeglichen. Anscheinend sind unpolare, grof3ere Reste an
dieser Stelle von Vorteil. Von den (4-Hydroxyphenyl)(2-thienyl)methanonen waren die
Verbindungen JS28a-c am besten, die mit dem Thienylring einen sehr elektronenreichen
Substituenten am Methanon tragen. Weitere Substitutionen des Thienylrings flihrten zur
Abnahme der Aktivitdt. Ebenso darf der Hydroxyphenylring keine zu grofen Reste in
Position 4’ besitzen.

Leider flihren die JS-Verbindungen dhnlich wie die T-Substanzen von Dr. L. Hahn nur bei
einer Inkubation mit den pPC-Teststimmen zu einer gesteigerten -Galactosidase-Aktivitit,
nicht jedoch mit den Stratagene-Teststimmen. Dariliber hinaus senken sie in einer
Konzentrationen von 200 uM nach Inkubation das Hefewachstum auf ca. 80 % bezogen auf
eine Inkubation mit Losungsmittel (s. Abb. 3.3-5), was auf eine Ras/Raf-unspezifische
Beeinflussung des Hefe-Metabolismus hindeutet. Die [-Galactosidase-Aktivitat des
Kontrollstammes K (s. Abb. 3.3-4) und auch der Stratagene-Teststimme A-F wird durch
Inkubation mit den aktiven JS-Verbindungen ebenfalls erniedrigt. Die Enzymaktivitit des
Kontrollstamms KpPC wird dagegen nicht beeinflusst (s. Abb. 3.5-4). Diejenigen JS-
Verbindungen, die an den pPC-Teststimmen zu einer gesteigerten -Galactosidase-Aktivitét
gefiihrt haben, erniedrigen also nach Inkubation die Enzymaktivititen der mit Stratagene-
Vektoren transformierten Stdmme. Eine mogliche Erkldrung wire die Ausbildung eines
»tress-Faktors® durch die Wachstumsbeeintriachtigung bei den Hefen, sodass Metabolismus
und Proteinexpression reduziert werden. Bei den pPC-Stdmmen reicht die Expression fiir eine
messbare und positiv-beeinflussbare Enzymaktivitit noch aus, wohingegen bei den
Stratagene-basierten Staimmen die B-Galactosidase-Aktivitdat unter die basale Aktivitdt der
Hefen fillt. Der Wirkmechanismus der JS-Verbindungen beruht daher wahrscheinlich nicht
nur auf einer Ras/Raf-spezifischen Anderung der Enzymaktivitit, sondern es werden auch
andere Faktoren beeinflusst, die zu den beobachteten Effekten fiihren. Die Testung an einem

zweiten unabhédngigen Screening-System wére daher notwendig.

4.3.5 HM-Substanzen als Ras/Raf-Effektoren

Die untersuchten HM-Substanzen, alles Cycloalkylidene, wurden von Dr. Katja Hell-
Momeni wihrend ihrer Promotion im Arbeitskreis von Prof. Dannhardt in Mainz synthetisiert

als Derivate eines aktiven Metaboliten von Valproinsdure, der 2-Propyl-2-pentensdure. Dieser
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Metabolit soll dhnlich wirken wie Valproinsdure, jedoch weniger Nebenwirkungen aufweisen
(Loscher, W., 1992). Die teratogene Wirkung von Valproinsdure und Analoga ist an
bestimmte Strukturanforderungen verkniipft: Ein tetrahedrales o-C-Atom muss an eine freie
Carboxylgruppe, an zwei Alkylgruppen und an ein Wasserstoff gebunden sein (Nau, H. et al.,
1991). Diese Voraussetzungen sind weder bei dem Metaboliten 2-Propyl-2-pentensidure noch
bei den untersuchten HM-Substanzen gegeben. Im Herbst 2001 konnten zwei verschiedene
Gruppen zeigen, dass Valproinsdure ein direkter Inhibitor von Histondeacetylasen ist, nicht
jedoch 2-Methyl-2-propylpentanséure und andere nicht-teratogene Analoga (Phiel, C.J. et al.,
2001) (Géttlicher, M. et al., 2001). Histondeacetylasen (HDACsSs) regulieren gemeinsam mit
Histonacetyltransferasen (HATs) die post-translationalen Modifikationen der N-terminalen
Enden von Histonen. Acetylierungen fithren dabei zu einer relaxten Chromatinstruktur, die
eine Transkription ermdéglicht; Deacetylierung bewirkt dagegen durch eine Kondensierung
der Chromatinstruktur eine Repression der Transkription. Dieser ,,Histon-Code* reguliert
somit Aktivitdit und Expression von wichtigen Genen (Strahl, B.D. et al., 2000): eine
teratogene Wirkung von HDAC-Inhibitoren wie Valproinsdure ist somit nicht verwunderlich.

Bei den HM-Substanzen konnte in pharmakologischen Untersuchungen weder eine
Bindung der HM-Substanzen an die Glycinbindungsstelle des NMDA-Rezeptors, noch eine
Affinitdit zum GABAa-Rezeptor festgestellt werden. Auch im i.v. PTZ-Test an Mausen
(Swinyard, E.A., 1973) zeigten die Cycloalkylidene keine antikonvulsive Wirkung (Hell-
Momeni, K., 2000). Aufgrund des ,,zufdlligen* Treffers HM70 als Ras/Raf-Effektor im Zwei-
Hybrid-System wurden jedoch weitere Analoga synthetisiert und untersucht (s. Kap. 3.5.5).

Die potenteste Verbindung HM101 besitzt die essentielle Sdurefunktion und semicyclische
Doppelbindung, sowie einen unsubstituierten Cycloheptanring. Weitere Struktur-
Wirkungsbeziehungen wurden bereits in Kapitel 3.5.5 diskutiert.

Die aktiven HM-Verbindungen sind die einzigen Substanzen, die sowohl die
B-Galactosidase-Aktivitdt der pPC- als auch der Stratagene-Teststimme beeinflussen. Die
Aktivitiaten der Kontrollstimme K und KpPC werden nicht verdndert. Auch das Wachstum
der Hefen wird nur bei Inkubationen mit den Substanzen HM80, HM81, HM&82, HM83 und
HMS7 beeinflusst, wohingegen der ICso-Wert von HM70 bei iiber 500 uM liegt (s. Kap.
3.5.5). Die beobachtete Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitdt scheint somit Ras/Raf-
spezifisch und nicht von &duBeren Faktoren wie Zellwachstum oder dem Vektorautbau
abhéngig zu sein.

Die Kombination einer Inkubation mit Isovaleriansdure und HM70 fiihrte allerdings nicht

zu einer Steigerung der Enzymaktivitit beim Teststamm 3.3 (s. Kap. 3.3.4). Dies ist insofern
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erstaunlich, da Isovaleriansdure wahrscheinlich die Promotorregion beeinflusst und somit
einen anderen Wirkmechanismus als HM70 besitzen sollte. Vielleicht war jedoch die Menge
an HM70 nicht ausreichend, um alle exprimierten Fusionsproteine zu beeinflussen, sodass nur
der ohnehin schon starke Isovaleriansdure-Effekt beobachtet werden konnte. Die
Kombinationsversuche sollten daher auch an den Stratagene-Test- und Kontrollstimmen
wiederholt werden, um eine klarere Aussage treffen zu konnen.

Uber die Expression von verkiirzten Raf-Mutanten (s. Kap. 3.4.2) konnte der essentielle
Proteinbereich fiir eine Wirkung der HM-Substanzen eingegrenzt werden. Um eine
Steigerung der PB-Galactosidase-Aktivitdt beobachten zu konnen, miissen das Protein
RasG12V1-166 und mindestens die Aminosduren 51-194 von Raf in Fusion mit den Gal4-
Dominen exprimiert werden. Da die Expression der Ras-bindenden Domine von Raf als AD-
Fusionsprotein fiir einen Effekt von HM70 nicht ausreicht, ist von einer Wechselwirkung mit
der Cystein-reichen Region (CRD) von Raf (AS 131-194) auszugehen. Die CRD ist neben der
RBD eine zweite Bindungsstelle von Raf an Ras und stellt ein Strukturhomolog zur
Phorbolester-Bindungsdoméne der Proteinkinase C dar (s. Kap. 1.3) (Ichikawa, S. et al.,
1995; Mott, H.R. et al., 1996). Daub et al. konnten sechs Aminosduren innerhalb der CRD
identifizieren, die nach Austausch zu Alanin zu einer Verminderung der Ras/Raf-Aktivierung
fihrten, jedoch elf Mutationen, die die Interaktion verstiarkten. Der Austausch der
Aminosduren T145, Q156, K157, Q166, T167, K171 oder H175 zu Alanin fiihrte in einem
Transaktivierungsassay (Block, C. et al., 1996) zu einer 1,5-2,5-fachen Steigerung der basalen
Raf-Aktivitit; der Austausch in Positionen N140 und R143 brachte bereits einen 4-5-fachen
Anstieg. Die besten Ergebnisse wurden durch die Mutationen F151A bzw. D153A erzielt, die
die Raf-induzierte Transaktivierung auf das 15-20-fache der basalen Aktivierung steigern
konnten (Daub, M. et al., 1998). Eine Steigerung der Interaktionsstirke von Ras und Raf
durch Beeinflussung der CRD durch eine zugefiigte Testsubstanz erscheint vor diesem
Hintergrund als durchaus moglich.

Valproinsdure, die ,,Muttersubstanz* der synthetisierten HM-Verbindungen, fiihrte nach
Inkubation zu einer deutlichen Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitit des Teststammes 3.3,
die jedoch schwicher ausfiel als mit HM70 in der gleichen Konzentration. Ebenso wie HM70
beeinflusste eine Inkubation mit Valproinséure die Enzymaktivitit des Teststammes 9, der nur
die Ras-bindende Domine von Raf als AD-Fusionsproteine exprimiert, nicht. An den
Stratagene-Teststimmen, sowie an den beiden Kontrollstimmen zeigte die Substanz keine
Wirkung. Der Wirkmechanismus im Zwei-Hybrid-System ist somit, &hnlich wie bei den T-

und JS-Verbindungen, unklar.
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4.4 Methoden fiir ein weitergehendes Screening

4.4.1 Der Ras/Raf/MEK/ERK-Assay in Siugerzellen

Die Ergebnisse des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems deuten auf eine Verstirkung der Ras/Raf-
Wechselwirkung durch verschiedene Substanzen hin. Wie einige Punkte aus den vorherigen
Kapiteln jedoch belegen, ist ein zweites Screening zur Bestitigung bzw. zur Erkldrung der
zum Teil widerspriichlichen Ergebnisse unbedingt notwendig. Dieser zweite Assay sollte
nicht in Saccharomyces-cerevisiae-Stammen, sondern im Hinblick auf einen moglichen
pharmazeutischen FEinsatzbereich in verschiedenen Saugerzelllinien durchgefiihrt werden.
Eine Inkubation der Sdugerzellen mit den im Zwei-Hybrid-System gefundenen, aktiven
Ras/Raf-Effektoren wie den HM-Substanzen sollte durch die verstirkte Interaktion zwischen
Ras und Raf eine Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade bewirken und zu einer
gesteigerten Phosphorylierung von MEK fiihren, die sich durch spezifische phospho-MEK-
Antikorper im Western Blot nachweisen lassen. Der Einfluss einer Inkubation mit HM-
Substanzen auf das Wachstum und die Vitalitdt verschiedener Zelllinien wurde mit Hilfe des
MTT-Tests iberpriift (s. Kap. 3.6.2). Dabei zeigte sich, dass eine Inkubation in einer
Endkonzentration von 10 uM in Medium mit 10 % bzw. ohne FCS, sowie falls ndtig mit
0,5 % DMSO fiir 48h moglich war, ohne dass sich ein Einfluss auf die Zellvitalitit zeigte.

Bei den adhidrenten T24-Zellen fiihrte eine Inkubation mit der Positivkontrolle PMA nach
ca. 2'/, min zu einer deutlich sichtbaren phospho-MEK-Bande, bei der Suspensionszelllinie
HL60 bereits nach 1 min. Eine Inkubation der Zellen in serumhaltigem (10 % FCS) oder
serumfreiem Medium zeigte auf die PMA-Wirkung keinen Einfluss. Die Inkubationen mit
den HM-Substanzen lieferten leider keine so klaren Ergebnisse (s. Kap. 3.6.3). Es konnte
zwar in unterschiedlichen, unabhédngigen Versuchen eine gesteigerte Phosphorylierung von
MEK detektiert werden, jedoch war die Bande deutlich schwécher als bei der Positivkontrolle
und nicht immer eindeutig. Dies konnte auf verschiedene Ursachen zuriickzufiihren sein:

e Die im Zwei-Hybrid-System aktiven Substanzen wirken nicht in diesem Sdugerzellassay,
da sie falsch-positiv sind, ein hédufiges Phinomen bei Zwei-Hybrid-Screenings. Sie
beeinflussen nicht die Ras/Raf-Interaktion, sondern fiihrten unspezifisch zu den
beobachteten B-Galactosidase-Anderungen in den Hefestimmen. Diese Deutung ist
trotz der beiden verwendeten Zwei-Hybrid-Systeme (pPC und Stratagene) und trotz der
Kontrollkonstrukte (p53/SV40) nicht ganz auszuschlieBen, da bei beiden der gleiche
Hefestamm yl190 und auch die gleichen bzw. &hnliche Promotoren fiir die

Fusionsproteine und Reportergene benutzt wurden.
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e Die HM-Substanzen gelangen nicht oder nur schlecht in die Sdugerzellen und zeigen
deshalb keinen eindeutigen Effekt. Diese Vermutung ist relativ unwahrscheinlich, da sie
erstens in einigen Versuchen zu einer gesteigerten MEK-Phosphorylierung gefiihrt und
zweitens bei den Hefen bereits ihre Zellgéngigkeit bewiesen haben, wobei jedoch die
Permeabilitdt von Hefen zu Sdugerzellen nicht zu 100 % identisch ist.

e Die Menge an phosphoryliertem MEK-Protein ist in dem verwendeten Assay zu gering
und daher nur schwer nachweisbar. Der Rontgenfilm musste fiir die Ergebnisse mit der
Positivkontrolle PMA bereits ca. lh und fiir die Versuche mit den HM-Substanzen
zwischen 2h und 6h aufgelegt werden, da ansonsten die Banden nicht detektierbar
waren. Vielleicht konnte eine grofere Zellzahl pro Ansatz verwendet werden, wobei
jedoch dabei die Beladung des Proteingels bzw. der Nitrocellulosemembran limitierend
wirkt, oder das phosphorylierte Protein konnte iiber gezielte Fraktionierung bzw.
Anreicherung starker in dem Ansatz konzentriert werden.

e Die Testbedingungen waren noch nicht optimal eingestellt, was aufgrund der geringen
Menge an phosphoryliertem MEK-Protein zu den zweideutigen Ergebnissen fiihrte.
Besonders im Hinblick auf die Kultivierung der Zellen vor der Ernte — mit oder ohne
FCS -, sowie der Zugabe von Calcium kénnte das Protokoll optimiert werden.

e Die Versuche mit den Sdugerzelllinien ohne Ras-Mutation sollten wiederholt bzw. unter
verdanderten Bedingungen durchgefiihrt werden, da bei diesen Zellen der Unterschied
zwischen dem Normalzustand und einer Aktivierung der Kaskade deutlicher zu
beobachten sein sollte als bei den hauptséchlich verwendeten T24- und HL60-Zellen
mit konstitutiv aktivem Ras. Auflerdem ist die Verwendung von differenzierten HL60-
Zellen den in dieser Arbeit undifferenzierten HL60-Zellen vorzuziehen, da nach
Erfahrungen von Dr. Oliver Werz, Institut fiir Pharmazeutische Chemie, Frankfurt
hierbei eine stirkere und reproduzierbare Aktivierung der Kaskade durch extrazelluldre

Stimuli zu erwarten ist.

4.4.2 Alternativen zu dem verwendeten Siugerzellassay

Als eine Methode zur Uberpriifung der in der Hefe gewonnen Ergebnisse kann ein
Saugerzell-basiertes Zwei-Hybrid-System dienen, das von Dang et al. entwickelt wurde
(Dang, C.V. et al., 1991). Das Kdderprotein wird dabei in Fusion mit der DNA-bindenden
Domine von Gal4 und das Beuteprotein mit der VP16-Aktivierungsdoméne exprimiert. Die
Interaktion der beiden Fusionsproteine bewirkt die Transkription des CAT-Reportergens.

Sauger-Zwei-Hybrid-Systeme sind besonders geeignet flir Proteine, die in Hefezellen
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wahrscheinlich nicht in ihrer nativen Konformation oder Modifikation vorliegen, oder um
falsch-positive Ergebnisse aus einem Hefe-Zwei-Hybrid-System zu eliminieren (Wu, L.C. et
al., 1996). Anderungen des urspriinglichen Systems fiihrten ein Luciferase-Reportergen ein,
das eine hohe Sensitivitdt und eine lineare Reaktion {liber ein breites Spektrum beibehilt
(DeWet, J.R. et al., 1987). Da jedoch dieser Assay auf einem dhnlichem Testansatz beruht wie
das Hefe-Zwei-Hybrid-System, wire ein anderes, unabhédngiges Testsystem dem S&iuger-
Zwei-Hybrid-System vorzuziehen. Fiir ein erstes High-Throughput-Screening ist der Assay
nicht geeignet, da er dafiir zu aufwendig ist.

Torrance et al. entwickelten einen Ansatz fiir ein Screening nach tumorspezifisch
wirksamen Inhibitoren. Oft fehlen bei Sdugerzellassays geeignete Zellkontrollen, denn viele
Substanzen sind toxisch fiir Krebszellen — jedoch oft auch fiir andere, wachsende Zellen! Thre
Strategie verwendet daher isogene Krebszelllinien, bei denen das Ziel-Onkogen z. B. K-Ras
durch gezielte homologe Rekombination eliminiert wurde (Torrance, C.J. et al., 2001). Durch
die Expression unterschiedlicher fluoreszierender Proteine (YFP bzw. BFP) in den Zellen mit
bzw. ohne K-Ras-Allel konnten bei gemeinsamer Kultivierung relativ leicht die Substanzen
identifiziert werden, die eine selektive Toxizitdt gegeniiber der K-Ras-Mutante aufweisen.
Die Hit-Rate betrug fiir ein erstes Screening von 30.000 Substanzen mit dieser Methode
ungefdhr 0,6 %. Ein neues Cytidin-Analogon wurde dabei entdeckt, welches eine selektive
und konzentrationsabhingige In-vitro-Aktivitit in diesem Assay aufweist und dariiber hinaus
in vivo das Tumorwachstum von Krebszellen mit K-Ras-Mutation inhibiert. Mit diesem
System lassen sich gut Ras/Raf-Inhibitoren {iberpriifen, da es vor allen Dingen fiir
Krebszellen cytotoxisch wirkende Substanzen detektiert. Fiir eine Uberpriifung der in dieser
Arbeit erhaltenen Ras/Raf-Aktivatoren ist es dagegen nur bedingt geeignet.

Fiir ein Screening nach Effektoren der direkten Ras/Raf-Wechselwirkung konnte auch ein
von Becker et al. entwickeltes Fluorenszenzsystem verwendet werden (Becker, C.F. et al.,
2001). Die Ras-bindende Doméine von c-Raf-1 wurde unter Einbau von zwei fluoreszierenden
Aminosdure aus zwei Peptidsequenzen durch chemische Ligationen aufgebaut. AuBerdem
erfolgte die Einflihrung eines C-terminalen Hisg-Tags, sodass das Protein an einer Nickel-
NTA-Sdule immobilisiert werden konnte. Die Kp-Werte fiir eine Bindung dieser
modifizierten RBD-Mutante an GTP-gebundenes Ras sind vergleichbar mit dem
unverdnderten Protein. Da inaktives, GDP-gebundenes Ras nicht an die immobilisierte
Mutante bindet, kann das modifizierte RBD-Protein als Biosensor zur Detektion von
aktiviertem Ras eingesetzt werden. Auflerdem konnen Substanzen, die als Ras/Raf-

Inhibitoren wirken, aufgrund der Fluoreszenzénderung leicht detektiert werden.
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Block et al. entwickelten einen Transaktivierungsassay in RK13-Zellen, bei dem das
Reportergen Luciferase unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktor Ets steht. Drei E74-
Bindungsstellen, zu denen Ets eine sehr hohe Affinitdt besitzt, wurden dabei vor das
Reportergen kloniert, sodass durch die Aktivierung der Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade die
Expression des Reportergen induziert wird (Block, C. et al., 1996).

Ein dhnliches System stellt das kéuflich erwerbliche ,,PathDetect Trans-Reporting-System*
der Fa. Stratagene dar. Von einem trans-Aktivatorvektor wird ein chiméres Protein bestehend
aus der DNA-bindenden Doméne von Gal4 und der transaktivierenden Domine eines
bestimmten Transkriptionsfaktors exprimiert. Dieses Protein wird bei Aktivierung einer
bestimmten Signalkaskade z. B. durch ein exprimiertes Gen oder eine zugefiigte Testsubstanz
phosphoryliert und induziert damit die Expression des Reportergens. In Bezug auf Ras/Raf-
Effektoren wiirde man das Elkl-Trans-Reporting-System verwenden, bei dem die
Aktivierung des MAPK-Signalwegs zu einer Phosphorylierung der transaktivierenden
Domine von Elkl fiihrt. Der Transkriptionsfaktor Elkl ist Bestandteil eines ternéren
Komplexes, der das Serum-Response-Element (SRE) bindet und verschiedene Genaktivitdten
in Reaktion auf Wachstums- und Serumsfaktoren reguliert. Die Phosphorylierung der
Aminosédure Serin383 ist dabei essentiell, wobei die Kinetik der Elk1-Phosphorylierung und
Aktivierung mit der MAPK-Aktivitdt korreliert (Marais, R. et al., 1993). Fiir die Trans-
Reporting-Systeme konnen unterschiedliche Reporterproteine verwendet werden, die
verschiedene Vor- und Nachteile bieten: das fluoreszierende hrGFP, die einfach messbare
B-Galactosidase, Chloramphenicol-Acetyltransferase mit einer langen Halbwertszeit (50h) fiir
die Messung dynamischer Prozesse, sekretorische alkalische Phosphatase, die ohne Zelllyse
bestimmbear ist, oder die sehr sensitive Luciferase. Das Elk1-7rans-Reporting-System wird in
stabil transfizierten HLR-Zellen angeboten, die nach Inkubation mit MAPK-Aktivatoren als
Positivkontrolle einen deutlichen Anstieg der Luciferase-Aktivitdit zeigen: mit EGF
(100 ng/ml) um das 5-fach, mit PMA (60 ng/ml) sogar um das 50-fache (Fa. Stratagene). Mit
Hilfe von MEK-Inhibitoren wie U0126 (Favata, M.F. et al., 1998) oder PD98059 (Dudley,
D.T. et al., 1995) sowie unter Verwendung der anderen, angebotenen 7rans-Reporting-
Systeme wie das c-Jun-, CREB- oder CHOP-System (Fa. Stratagene) kann auflerdem die
Spezifitit der Aktivierung der MAPK-Signalkaskade festgestellt werden. Verstdarken die HM-
Substanzen die Ras/Raf-Interaktion, sollte keine Luciferase-Aktivitit nach Behandlung der
Zellen mit MEK-Inhibitoren bzw. mit den anderen 7rans-Reporting-Systemen messbar sein.

Mit Hilfe des ,,PathDetect Trans-Reporting Systems* konnte der Mechanismus, iiber den
Valproinsdure AP-1 reguliert, aufgeklart werden. Valproinsdure erh6ht die DNA-bindende
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Aktivitdt des Transkriptionsfaktors AP-1 und steigert die Expression von AP-1-regulierten
Genen (Ozaki, N. et al.,, 1997; Asghari, V. et al, 1998). Vier verschiedenen MAPK-
Signalwege sind bekannt, die den AP-1-Transkriptionsfaktor regulieren: ERK, JNK, p38 und
ERKS. Yuan et al. konnten im August 2001 zeigen, dass Valproinsdure in therapeutischen
Konzentrationen (0,4-1 mM) den ERK-Signalweg aktiviert, das Zellwachstum und Uberleben
von Neuriten fordert und die Norepinephrin-Aufnahme und Abgabe steigert (Yuan, P.X. et
al., 2001). MEK-Inhibitoren, sowie dominant-negative Ras- oder Raf-Mutanten blockierten
den Valproinsdure-induzierten Effekt. Eine gesteigerte Luciferase-Aktivitit wurde ab einer
Inkubationszeit von 4h (0,5-fach) detektiert, die bis auf das 13-fache nach 24h-Inkubation
anstieg. Die Phosphorylierung von ERK wurde jedoch erst nach einer ldngeren Inkubation (1-
5 Tage) gesteigert, daher ist es unwahrscheinlich, dass Valproinsdure direkt mit einem
Rezeptor z. B. dem ILGF-Rezeptor reagiert. Die Autoren vermuten, dass die Wirkung eher
auf einer Beeinflussung der Phosphatidylcholin-Akkumulierung durch Aufnahme von
Valproinsdure in die Zelle beruht. Phosphatidylcholin ist ein potenter und langanhaltender
Aktivator des ERK-Signalweges. Interessanterweise sind die im Zwei-Hybrid-System aktiven
HM-Substanzen als Strukturanaloga zu einem aktiven Metaboliten von Valproinsdure
synthetisiert worden. Eine Untersuchung der Effekte sowohl von den HM-Substanzen als
auch von den anderen Verbindungen wie T129 oder JS7b am ,,PathDetect Trans-Reporting-
System* wire somit dullerst spannend.

Im Vergleich der hier aufgefiihrten Alternativen zu dem in dieser Arbeit verwendetem
Sdugerzellassay besitzt das ,,PathDetect 7rans-Reporting-System* als zweite Screening-
Methode nach dem Hefe-Zwei-Hybrid-System die meisten Vorteile. Es beruht auf einem
anderen Testsystem als das Zwei-Hybrid-System, es findet in vivo statt und ist einfach und
schnell durchzufiihren. Aufgrund der unterschiedlichen Reportergene kann es ebenfalls als ein
High-Throughput-Screening relativ einfach in Microtiterplatten mit [B-Galactosidase als
Reporterprotein durchgefiihrt werden. Um den Einfluss der HM-Substanzen auf die
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade zu untersuchen, empfiehlt sich dagegen das Luciferase-
Konstrukt, da es empfindlicher ist und auch geringe Beeinflussungen detektieren kann.
Insofern konnte es den groBBen Nachteil einer zu geringen Sensitivitdt des in dieser Arbeit
verwendeten Assays liberwinden. Die Durchfiihrbarkeit und Versuchsaufwand sind dabei mit
dem phopho-MEK-Siugerzellassay vergleichbar. Allerdings miissen beim 7rans-Reporting-
System die Zelllinien erst stabil mit den entsprechenden Vektorkonstrukten transfiziert

werden, was eine ldngere Vorlaufzeit vor dem eigentlichen Versuch erfordert.
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Die Protoonkogene Ras und Raf spielen eine wichtige Rolle bei der Ubertragung eines
extrazelluldren Signals in den Zellkern. Die direkte Interaktion zwischen GTP-gebundenem,
aktiviertem Ras und der Proteinkinase Raf fiihrt zur Rekrutierung und Aktivierung von Raf an
der Plasmamembran. Raf bildet mit den nachgeschalteten Kinasen MEK und ERK das MAP-
Kinase-Modul, das Signale zum Zieleffektor weiterleitet, dabei aber auch eintreffende Signale
aus parallelen Wegen koordiniert, Signale verstirkt, unterdriickt oder deren Inaktivierung
steuert. Die besondere Bedeutung von Ras als molekularer Schalter der Signaliibertragung
zeigt nicht nur seine hohe Konservierung der Aminoséduresequenz, sondern auch die Tatsache,
dass in bis zu 30 % aller menschlichen Tumore ein mutiertes Ras-Protein vorhanden ist.
Aufgrund der wichtigen regulatorischen Rolle, die die Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade bei
onkogenen, mitogenen und entwicklungsabhingigen Signalwegen besitzt, stellt die
Beeinflussung der Kaskade einen wichtigen Ansatz fiir die Arzneistoffentwicklung dar.

Trotz der bekannten Proteinstrukturen von Ras und Raf sind bisher nur wenige Stoffe
gefunden wurden, die die Interaktion direkt beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit sollte
daher ein Testsystem beruhend auf dem Hefe-Zwei-Hybrid-System etabliert werden, mit
dessen Hilfe Effektoren der Ras/Raf-Wechselwirkung schnell und einfach identifiziert werden
konnen. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Der Zellaufschluss der Hefen, die Quantifizierung der B-Galactosidase-Aktivitdt und die
Ausgangszelldichte im Zwei-Hybrid-Assays konnten so optimiert werden, dass eine
Durchfiihrung in 96-well-Microtiterplatten moglich ist. AuBlerdem wurde ein Excel-
Programm zur Erleichterung der Auswertung der einzelnen Platten geschrieben.

e Die Sequenzen der zu untersuchenden Proteine wurden in Vektoren von zwei
verschiedenen Zwei-Hybrid-Systemen kloniert (pPC- und Stratagene-Vektoren), sodass der
Einfluss der Vektoreigenschaften wie Kopienzahl pro Zelle oder des Promotors auf die
Ergebnisse untersucht werden konnte.

e Durch die Verwendung geeigneter Kontrollstimme, die zwei unterschiedliche,
miteinander interagierende Proteine exprimieren, konnte auflerdem eine Aussage iiber die
Spezifitit der Substanzinteraktion getroffen werden.

e Von den Ras- und Raf-Proteinen wurden auflerdem verkiirzte Mutanten als
Fusionsproteine mit den Gal4-Doménen exprimiert, sodass fiir die beobachtete Anderung der

B-Galactosidase-Aktivitdt wichtige Bereiche der Proteine identifiziert werden konnten.

135



5. Zusammenfassung

e Insgesamt wurden 469 Proben in verschiedenen Konzentrationen im Zwei-Hybrid-Assay
getestet. Davon waren 95 pflanzliche Extrakte und 374 Einzelmolekiile. Durch die
Untersuchung systematischer Substanzreihen konnten auBerdem bei einigen Substanzen
Struktur-Wirkungsbeziehungen aufgestellt werden.

e Verschiedene Proben wie Arnika-Extrakt oder Verbindungen der JS- und T-Substanz-
reihe fithrten nach Inkubation nur zu einer Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitdt der pPC-
Teststimme, nicht jedoch der Stratagene-Teststimme. Die Beeinflussung scheint daher von
der Expressionsrate der Fusionsproteine abhéngig zu sein.

e Mit HM70 und verschiedenen Analoga wurden Substanzen identifiziert, die in beiden
Zwei-Hybrid-Systemen nach Inkubation eine Steigerung der B-Galactosidase-Aktivitit der
Ras/Raf-Teststimme bewirkten. Durch die Expression verkiirzter Ras- und Raf-Mutanten
konnten der Bereich von AS 131-194 mit der Cystein-reichen Domine von Raf als
wahrscheinlicher  Interaktionsbereich  charakterisiert ~werden.  Wichtige  Struktur-
voraussetzungen fiir einen Effekt stellten eine Carboxylgruppe, eine semicyclische

Doppelbindung und ein Cyclohexan- bzw. Cycloheptanring dar.

Neben dem Zwei-Hybrid-System sollten die aktiven Verbindungen auflerdem in einem
zweiten, unabhingigen Testsystem untersucht werden, das auf der Aktivierung der
Ras/Raf/MEK/ERK-Kaskade und dem anschlieBendem Nachweis des phosphorylierten
MEK-Proteins beruht. Aus den Versuchen waren folgende erste Ergebnisse zu erhalten:

e Die HM-Substanzen weisen wihrend einer 48-stiindigen Inkubation in einer
Konzentration von 10 uM keine Beeinflussung des Wachstums und der Vitalitdt von HL60-
und T24-Zellen auf.

e Eine Inkubation mit der Positivkontrolle PMA fiihrte nach 1 min in HL60-Zellen, sowie
nach ca. 2'/, min in T24-Zellen zu einer gesteigerten Phosphorylierung von MEK.

e Die Versuche mit den HM-Substanzen lieferten in beiden Zelllinien keine eindeutigen
Ergebnisse. Zwar steigerten sie in einigen Experimenten die MEK-Phosphorylierung im
Vergleich zum Losungsmittel, jedoch war dieser Effekt nicht durchgédngig reproduzierbar.

e Auch in HeLa-Zellen, die im Gegensatz zur HL60- und T24-Zelllinie keine Ras-

Mutation tragen, konnte keine eindeutige Aktivierung der Kaskade beobachtet werden.

Mogliche Optimierungen der beiden verwendeten Testsystem, sowie Alternativen,
weitergehende Experimente und Einsatzgebiete von Ras/Raf-Effektoren werden abschlieSend

diskutiert.
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