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Zusammenfassung

Die Mitglieder der Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren - EGFR
(epidermal growth factor receptor), ErbB2, ErbB3 und ErbB4 - sind in vielen
Krebsarten dereguliert und ursichlich an der malignen Transformation beteiligt. Diese
hervorgehobene Rolle macht vor allem den EGF- und ErbB2-Rezeptor zu einem
préferierten Angriffspunkt im Rahmen der Krebstherapie. Durch Bindung eines
Liganden, wie z.B. EGF, dimerisiert der Rezeptor, wodurch die intrinsische
Kinaseaktivitét aktiviert wird. Dadurch kommt es zur Autophosphorylierung C-
terminaler Tyrosinreste, die Bindungsstellen fir weitere Signalproteine, wie z.B. Shc,
Grb, PLCy oder die PI3-Kinase, darstellen. Die Aktivierung nachgeschalteter
Signaltransduktionswege (z.B. MAPK-Weg, STAT-Signalweg) induziert die
Transkription von Genen, welche fir den Fortgang des Zellzyklus und damit fir die
Proliferation verantwortlich sind. Da die Aktivierung dieser Signaltransduktionswege
auf Protein-Protein-Interaktionen basiert, kann durch gezielte Interferenz mit diesen
Interaktionen das proliferative Signal ausgeschaltet und das Tumorwachstum
letztendlich angehalten werden.

Fir diese gezielte Interferenz wurde in der vorliegenden Arbeit das Peptid-Aptamer-
System eingesetzt. Dabel handelt es sich um eine intrazellul&re Selektionsmethode,
mittels derer Peptide, die in ein Gerlstprotein, wie z.B. Thioredoxin, inseriert sind,
aufgrund ihrer Affinitdt zu einem Baitprotein selektiert werden kdnnen. In einem
Hefe-Zwei-Hybrid-Screen mit dem N-terminalen Teil der Kinasedoméne des EGF-
Rezeptors (aa 688 bis 821) wurden drei Peptid-Aptamere (KDI1, KDI3 und KDI4)
isoliert. In GST-Pulldown-Experimenten und Ko-Immunoprézipitationen konnte die
Interaktion zwischen dem EGF-Rezeptor und den isolierten Aptameren bestétigt
werden.

Um die Aptamere in Zielzellen einzubringen und ihre Funktion zu tberprifen,
wurden zwel Ansatze gewdhlt. Zum einen wurden Zelllinien generiert, die die
Aptamere stabil exprimieren. Zum anderen wurden die Peptid-Aptamere mit einer
Proteintransduktionsdomane (PTD), bestehend aus neun L-Argininresten, fusioniert,
die eine schnelle und effiziente Aufnahme der rekombinanten Peptid-Aptamere in die
Zellen erlaubt. KDI1-exprimierende Herc-Zellen zeigten eine reduzierte EGF-
abhangige Proliferation und hatten eine deutlich geringere Fahigkeit, Kolonien in
Weichagar zu bilden. Durch die Bindung des Aptamers an die Kinasedoméne des



EGF-Rezeptors war die Phosphorylierung an Tyrosin 845, 1068 und 1148 reduziert.
Dies hatte auch Einfluss auf nachgeschaltete Signalwege, da Shc (p46) und STAT3in
Gegenwart des Aptamers nur geringfigig durch EGF aktiviert werden konnten. Wie
in Reportergenanalysen gezeigt werden konnte, war dadurch auch die Fahigkeit von
STAT3 zur Transkriptionsinitiation inhibiert. Diese Ergebnisse lassen die Hypothese
zu, dass das Aptamer die EGF-abhéngige Rekrutierung der zytoplasmatischen Kinase
c-Src an den Rezeptor beeinflusst und somit der Zugang zu den Substraten Shc und
STATS3 versperrt wird. Da auch die Verstarkung der Kinaseaktivitét des EGF-
Rezeptors durch Phosphorylierung an Tyrosinrest 845 unterbleibt, werden auch
weitere Tyrosine wie 1068 und 1148 nicht mehr vollstandig aktiviert.
Interessanterweise war der MAPK-Signalweg trotzdem nicht beeinflusst. Daher muss
angenommen werden, dass der wachstumsinhibierte Phanotyp KDI1 exprimierender
Zellen vor alem auf der Inhibition von STAT3 beruht. Somit wurde mit KDI1 ein
Peptid-Aptamer isoliert, das die EGF-induzierte Aktivierung proliferativer
Signalwege inhibieren kann und sich damit potentiell fir den Einsatz in der
Tumortherapie eignet.

Um den Aptameren, die zwar mit dem Rezeptor interagieren, aber nicht mit dessen
Aktivitét interferieren, eine zusétzliche Funktion zu geben, wurden die Aptamere mit
einer SOCS-Box-Doméne fusioniert. Hierbei handelt es sich um eine Domane der
SOCS-Proteine, die spezifisch Kontakt mit E3-Ubiquitin-Ligasen aufbauen kann. Es
konnte gezeigt werden, dass durch Transduktion eines solchen Peptid-Aptamers der
Rezeptor spezifisch ubiquitinyliert und damit degradiert wird. Somit erdffnet die
Fusion der SOCS-Box-Doméne an ein Peptid-Aptamer die Moglichkeit, die
Konzentration des Zielproteins spezifisch abzusenken und den transformierten
Phanotyp zu revertieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das Peptid-Aptamer-
System dazu eignet, Inhibitoren fir vorgegebene Zielmolekile zu isolieren. Solche
Inhibitoren kdnnen sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der Tumortherapie

Anwendung finden.



Inhaltsverzeichnis

1

Einleitung.......ooiiii e 1
1.1 Einfihrung in die Krebsthematik ........................... 1

1.2 Die EGF-Rezeptorfamilie: Funktionen in normalem und

neoplastischem Gewebe . ... .. .. oot 2
121 Uberblick lber die Rezeptortyrosinkinasen ..............cc.cccocuven.... 2
1.2.2  Die Struktur der EGF-Rezeptorfamilie..........c.cccocoovinviniinne, 3
1.2.3  Die Liganden der EGF-Rezeptorfamilie ..........c.cccocovniininnne, 4

1.2.4  Durch den EGF-Rezeptor aktivierte Substrate und
SIGNAIWEGE ... 5

1.2.5 Die Funktionen des EGF-Rezeptors in normalem Gewebe........ 8
1.2.6  Der EGF-Rezeptor und Krebs.........cccooooiiiiiiiiininneeecees 9

1.2.7  Der EGF-Rezeptor als Angriffspunkt fir die KrebstherapielO
1.2.7.1  Inhibitoren der Kinaseaktivitéat (Small molecule inhibitors) ..........c.c.......... 11
1.2.7.2  Antikdrper in der TUMOrtNerapi€ ... 11

1.2.7.3 Peptid-Aptamere als neuartige Modellstrukturen zur Tumortherapie......12

1.3 Einbringung therapeutischer Proteine in Saugerzellen
durch Proteintransduktion ... ... .....cooiiiiiiiiiiaiaa... 15

1.4 Degradierung zellularer Proteine............ocoiioiio.... 18

1.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung der Arbeit............ 20



2

Material und Methoden........................ 23
2.1 Materialien ... ... e 23
211 PIASIMIAE ... 23
2.1.2  ANTIKOIPET ..o 24
2.1.3 o 1 0]= S 25
2.1.4  E.coli Stamme und Anzuchtbedingungen ..........c.cccoonviiieincnns 25
2.1.5  Zelllinien und Medi€n........c.cccooiiiiiiiiie e 25
2.1.6  Hefestamm und Anzuchtbedingungen..........ccccovvninniicnncnnns 26
2.1.7  LOsSUNgen UNd PUTTEI ........ccooiiiiiicec s 26
2.1.8  Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Chemikalien ............... 26
2.2 Molekularbiologische Methoden..........coooviiiiiaanna... 27
2.2.1  Polymerase-Chain-Reaction (PCR)........ccccocrmiinmininniensineinenns 27
2.2.2 Enzymatische Behandlung der DNA.........ccccooiiiiinnineincieens 27
2.2.2.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen.............cccccoevvvnnnnnecicenenn, 27
2.2.2.2 Dephoshorylierung von 5 ENden ... 28
2.2.2.3 Ligation vON DNA-Fragmenten........cocoonieecee et 28
2.2.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gel-
EleKErophoresSe. ... 28
2.2.4  Transformation von Plasmiden in E.COll............ccccccovveveievennnnnn, 28
2.241 Herstellung transformationskompetenter E.coli-Zellen...........ccccoevnenn. 29
2.2.4.2 Transformation in chemokompetente Bakterien...........ccoovvnnnnccicienenn, 29
2.2.4.3 Transformation in elektrokompetente Bakterien............cccoovvinnccenenen, 30
2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.COli.......cc.ccccconivinniiennennnn, 30
2.25.1 Plasmidisolierung in analytischem MafRstab (Mini-Préparation)................... 30
2.25.2 Plasmidisolierung in praparativem MaBstab (Maxi-Préparation) ................. 30
2.2.6 DNA-KonzentrationsbesStimmung ..........ccoceoverienneneieneninenenen, 30



2.3 Proteinbiochemische Methoden .......ccooeoeeeeoaaenn ... 31

2.3.1  Proteinexpression iN E. COli.........cccoiniinnicnnciinneesneen, 31
2.3.2  Verifikation von Proteininteraktionen in vitro mittels GST-
PUITAOWN <.t 31
2.3.2.1 Proteinexpression und Zelllyse unter nativen Bedingungen ...........cc.cocoeuue. 31
2.3.2.2  GST-REINIGUNG ..eetiireeieririeiee et sesieiee s sss et st sassesessesesesesensenesessesanses 31
2.3.2.3  GST-PUNGOWN ..ottt 32
2.3.3 Reinigung von rekombinanten Proteinen aus E.coli unter
denaturierenden BedinQUNQEN.........cooeireireiinennenseee s 32
2,331 ZEIIYSE ettt ettt et 32
2.3.3.2 Reinigung durch Ni?*-Affinitatschromatographie...............cccoorvvenrrrennnee. 32
2.3.3.3 Renaturierung des gereinigten Proteins mittels Dialyse.........ccccoovvvnnne. 33
2.3.4  Kolorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford ............... 33
2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese ..........cccooiiiiiiiniincnnn, 33
2.3.6 Coomassieblau-Farbung von Polyacrylamidgelen ....................... 33
2.3.7  Immunoblot (Western BIOt) .........ccccoeviieiiiiiiiieeeeeene 34
2.3.8  Ponceau-Farbung von Nitrocellulosemembranen....................... 34
2.3.9 “Strippen” von Nitrocellulosemembranen ..........cc.ccccoeevernnnnnnn. 34
2.3.10  Immunoprazipitation (IP) ... 35
2.4 Methoden der Zellkultur ....... .o, 35
2.4.1  Transfektion von Saugerzellen..........cciiiciicinnnee, 35
2.4.2  Zellernte und ZellaufschluB............ccocooiiiiiiiiniinieceee 36
2.4.3  ProliferationSasSay ... 36
2.4.4 Untersuchung des Zellwachstums in semisoliden Medium
(SOTE AQAr ASSAY) ...eveiiieiiiieierisiee et 37
2.4.5 ImmunofluoreszenzanalySe ..., 37
2.4.6 Messung der Luziferase-AKUVITAL...........cccooooiiiiincincincn, 37



2.5 Methoden im Hefe-Zwei-Hybrid-System ................ 38

2.5.1  LOsungen und MeIEN........ccccociiiiiiiiiiiicee s 39
2.5.2 Transformation von Plasmiden in S. cerevisiae........................ 39
2.5.3 Transformation der Library-Vektoren in S. cerevisiae.......... 40
2.5.4  Herstellung von Proteinextrakten aus Hefezellen................... 40
2.5.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae............cc.co....... 41

2.5.6 Verifikation des Interaktionsphanotyps mittels Mating....... 41

3 Ergebnisse ... 42

3.1 Screening von Peptid-Aptameren, die mit der
Kinasedoméne des EGF-Rezeptors interagieren ......... 42

3.2 Verifikation der spezifischen Interaktion zwischen den
isolierten selektierten Peptid-Aptameren und dem EGF-
Rezeptor in vitro und in VIVO .......cceoueaueaeeainaanaanns 44

3.2.1  Verifikation der Interaktion in S. cerevisiae mittels Mating

.................................................................................................................. 44
3.2.2  Verifikation der Interaktion in vitro durch GST-Pulldown-
EXPEIIMENTE ...t 45
3.2.3 Verifikation der Peptid-Aptamer/Rezeptor-Interaktion in
vivo mittels Ko- Immunprazipitation..........cccoeoevvineincnecnenenn 48
3.3 Einbringung der Peptid-Aptamere in Zielzellen .......... 50
3.3.1 Stabile Transfektion der selektierten Peptid-Aptamere in
HErC-ZEellen ... 50

3.3.2  Transduktion von rekombinant exprimierten Peptid-
Aptameren mittels einer basischen Protein-
TransduktioNSAOMANE..........cccviiiieeece e 51



3.4

3.3.21 Expression und Reinigung von rekombinanten Peptid-Aptameren mit

einer ProteintransduktionSAOMANE............ooeeeieeiece et 51

3.3.2.2 Effizienz der Proteintransduktion zur Einbringung von Peptid-

Aptameren in ZielZellen..........cooviiiiiii e 53

3.3.2.3 Untersuchung der intrazelluldren Stabilitét transduzierter Peptid-

APTAIMEIE ... bbb bbb bbbttt b e neenes 56

Untersuchung der funktionellen Interferenz der isolierten
Peptid-Aptamere mit dem EGF-Rezeptor................ 59

3.4.1 Untersuchung der Peptid-Aptamer-Wirkung auf die

Proliferation und Transformation von Zellen...........cccccovvvenn... 59

3.4.2 Einfluss des Aptamers KDI1 auf die EGF-vermittelte

SIgNAIEranSAUKTION ..o 63

3.4.2.1 Untersuchung des Aktivierungsmusters des EGF-Rezeptors in
Gegenwart des Aptamers KD L. ... e 63
3.4.2.2 Untersuchung der Aktivierung nachgeschalteter Signalwege..................... 67

3.5 Gezielte Degradierung des EGF-Rezeptors durch ein

4.1

4.2

4.3

rekombinantes Aptamer/SOCS-Box-Protein............. 72

DISKUSSION & e e e et e e e et e e e eeeaaeas 81

Isolierung von Peptid-Aptameren, die mit der
Kinasedoméne des EGF-Rezeptors interagieren ......... 81

Einbringung von Peptid-Aptameren in eukaryontische
A > | 1= o 83

Peptid-Aptamer KDI1 interferiert mit den Funktionen
des EGF-Rezeptors ..o aaeas 85

4.3.1 Peptid-Aptamer KDI1 inhibiert die EGF-abhangige

Proliferation und Transformation von Zellen...........cccccovvvenn... 85

4.3.2 Peptid-Aptamer KDI1 interferiert mit der c-Src-abhéangigen

Signaltransduktion des EGF-Rezeptors...........cccovvreieieneninnenn. 87



4.4

4.5

Gezielte Degradierung des EGF-Rezeptors durch ein
Peptid-Aptamer/SOCS-Box-Protein..........cccovua... 93

Einsatz von Peptid-Aptameren in der Grundlagen-

forschung und der Tumortherapie ..............ocioiio..t 97
Literatur ... e 99
Abkirzungsverzeichnis....................... 113



1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfihrung in die Krebsthematik

Eine prézise Regulation der Proliferation und Differenzierung von Zellen ist eine
grundlegende Voraussetzung fur die Homoostase in vielzelligen, hochorganisierten
Lebewesen. Um einen Zustand der kontinuierlichen Erneuerung und Differenzierung
von Zellen aufrecht zu erhalten, ist ein grol3es Mal3 an koordinierten Vorgangen
zwischen einer Vielzahl verschiedenartiger Zellen notwendig. Dazu bedarf es, dass
biologische Signale von einer Zelle zur nachsten, tber Zellmembranen hinweg,
Ubermittelt werden und in intrazellulére Signalkaskaden Ubersetzt werden, so dass die
Zelle durch die Expression entsprechender Zielgene auf die externen Stimuli
reagieren kann. Eine Storung dieser Signaltransduktion kann zur malignen
Transformation von normalen Zellen beitragen. Normale, nicht-transformierte Zellen
benttigen Signale, um in einen aktiven proliferativen Status Uberzugehen.
Transformierte Zellen zeigen dagegen eine deutlich reduzierte Abhangigkeit von
externen Wachstumsreizen. Ein Grund hierfur stellt die Synthese von eigenen
Wachstumssignalen vieler Tumorzellen dar. So sekretieren einige Zellen
Wachstumsfaktoren oder exprimieren die entsprechenden Wachstumsfaktorrezeptoren
verstarkt. Auch im Rahmen der intrazellularen Signaltransduktionswege wurden
verschiedene Mutationen gefunden. Das Ras-Protein ist beispielsweise in vielen
Krebsarten strukturell veréndert, so dass es ohne exogene Aktivierung Signale weiter
leiten kann (Hanahan and Weinberg, 2000).

Die epidermale Wachstumsfaktorrezeptor-Familie (EGFR Familie; epidermal growth
factor) von Rezeptortyrosinkinasen spielt eine grofe Rolle in gesunden und aberanten
Zellen und leitet Signale weiter, die schliefdlich zur Zellproliferation fuhren.
Storungen dieser Signalkaskade konnen daher leicht zur Hyperaktivierung der Zelle

und damit zu malignem Wachstum fihren.



1. Einleitung

1.2 Die EGF-Rezeptorfamilie: Funktionen in normalem und
neoplastischem Gewebe

1.2.1 Uberblick iiber die Rezeptortyrosinkinasen

Im eukaryontischen Organismus sind eine Vielzahl von Rezeptoren auf der
Zelloberflache représentiert, die aufgrund ihrer Liganden, ihrer biologischen Funktion
und ihrer Primérstruktur in verschiedene Gruppen eingeteilt werden kdnnen. Eine
grof3e Familie dieser Rezeptoren besitzt in ihrem zytoplasmatischen Teil eine
intrinsische Kinasedomane, welche die y-Phosphorylgruppe des ATP auf die
Hydroxylgruppe von Tyrosinen der Zielproteine Gbertragt. Aufgrund der Struktur und
biologischen Funktion dieser Proteinen werden sie in der Familie der
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) zusammengefasst (Hunter, 1998). Diese Rezeptoren
kénnen aufgrund ihrer Strukturunterschiede in Typ | und Typ Il RTKs unterteilt
werden (Abbildung 1.1).
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Abb. 1.1: Struktur einiger Mitglieder der Rezeptortyrosinkinasen (RTK)-Genfamilie:

Die Ubersicht zeigt die unterschiedlichen Vertreter der RTKs. Die EGFR-Familie besitzt in ihrem
extrazelluldren Teil zwel cysteinreiche Doméanen, die fir die Ligandenbindung verantwortlich sind. Im
intrazelluléren Teil befinden sich die Tyrosinkinasedoménen und spezifische Tyrosinreste in der C-
terminalen Region, die beli Aktivierung des Rezeptors phosphoryliert werden. Die Familie der PDGFR
(Plateled-derived growth factor receptor) besitzt im extrazelluléaren Teil finf Domanen der Ig-
Superfamilie und in ihrem zytoplasmatischen Teil zwei Tyrosinkinasedomanen und phosphorylierbare
Tyrosine. Die FGFR-Familie (Fibroblast growth factor receptor) besitzt ebenfalls 1g-Superfamilie
Domanen im extrazelluldren Teil und des Weiteren eine Saure-Box Doméane. Im zytoplasmatischen
Teil sind wie bei der PDGFR-Familie zwei Tyrosinkinasedomanen vorhanden. Die Vertreter der IR
(Insulin-Rezeptor)—Familie sind bereits im nichtaktivierten Zustand dimerisiert und geh6ren damit zum
Typll. (Abb. Michals Biochemical Pathways).
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Typ-11-RTKs, wie z.B. der Insulin-Rezeptor, werden als ein einzelnes Peptid
synthetisiert, welches glykosiliert und in eine a- und B-Kette gespalten wird. Die a-
Kette stellt den extrazellularen Teil des Rezeptors dar, die B-Kette umfaldt die
Transmembrandoméne und die Tyrosinkinase im zytoplasmatischen Teil. Sowohl die
o- und B-Kette, als auch die beide Monomere sind Uber Disulfidbriicken miteinander
verknipft. Somit liegen sie in der Zelle als Rezeptordimere vor.

Die Rezeptoren des Typ | hingegen kommen als Monomere in der Zellmembran vor
und werden durch liganden-induzierte Dimerisierung aktiviert. Die Familie der EGF-
Rezeptoren wird diesem Typ zugeordnet und soll im folgenden genauer beschrieben

werden.

1.2.2 Die Struktur der EGF-Rezeptorfamilie

In S&ugern konnten bisher vier Mitglieder der EGFR-Familie identifiziert werden: der
epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR), auch
ErbB1 oder HER1 genannt, sowie die Rezeptoren ErbB2/Neu/Her2, ErbB3/HER3 und
ErbB4/HERA4.

Sie alle besitzen zwei cysteinreiche Regionen in der extrazelluldaren Doméne, eine
Transmembrandoméane und eine Tyrosin-Kinasedoméne im zytoplasmatischen Tell.
Die cysteinreichen Regionen stabilisieren die extrazellulére Doméne des Rezeptors
und unterstitzen die Bindung des Liganden. Die Transmembrandoméane besitzt eine
o-helikale Struktur. Eine Punktmutation in dieser Doméane (Va659Glu) fuhrt zu
einem konstitutiv aktiven Rezeptor (Akiyama, Matsuda et al., 1991), da dieser durch
signifikante intramolekulare Reorganisation dauerhaft dimerisiert vorliegt, wodurch
die Zellen unreguliert proliferieren (Sharpe, Barber et al., 2000). Die Kinasedomane
ist innerhalb der Familienmitglieder sehr homolog. Nur ErbB3 besitzt eine nicht
funktionsfahige Kinasedoméane, so dass dieser Rezeptor nur als Heterodimer aktiviert
werden kann (Sierke, Cheng et al., 1997). Im C-terminalen Teil des Rezeptors
befinden sich spezifische Tyrosinreste, die bei liganden-induzierter
Rezeptordimerisierung von der aktivierten Kinase des Korezeptors phosphoryliert
werden und somit as Bindungsstellen fir Effektormolekile dienen. Diese Doméne
besitzt die grofdte Variabilitét innerhalb der Rezeptorfamilie. Dies zeigt, dass diese
Rezeptorfamilie ein hohes Mal3 an Signaldiversitét erlaubt, da durch die Bildung
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verschiedener Heterodimere eine Vielzahl unterschiedlicher Signalkaskaden induziert

werden konnen.

1.2.3 Die Liganden der EGF-Rezeptorfamilie

Die EGF-Rezeptoren werden durch eine Vielzahl von Liganden, genannt ,, EGF-
related peptide growth factors®, aktiviert (Riese and Stern, 1998). Sie werden als
transmembrane Peptidvorlaufer produziert, prozessiert und durch Proteolyse in den
extrazellularen Raum entlassen. Diese Liganden besitzen alle eine EGF-dhnliche
Doméne und zeigen sehr spezifische Bindungseigenschaften: EGF, Amphiregulin
(AR) und transforming growth factor a (TGFa) binden vor allem an den EGFR,
wahrend Betacellulin (BTC), heparin-binding EGF (HB-EGF) und Epiregulin (EPR)
gleichermal’en an EGFR und ErbB4 binden (Hynes, Horsch et al., 2001). Die
Neureguline (NRG) stellen eine dritte Ligandenfamilie dar, wobei NRG-1 und 2 an
ErbB3 und 4 binden, wéahrend NRG-3 und NRG-4 nur an ErbB4 binden, jedoch nicht
an ErbB3 (Zhang, Sliwkowski et al., 1997) (Harari, Tzahar et al., 1999). Ein direkter
Ligand fur ErbB2 konnte bisher nicht isoliert werden. Die Hauptfunktion dieses
Rezeptors ist es vermutlich, als Korezeptor fur die Ubrigen Rezeptoren zu dienen. So
ist ErbB2 der favorisierte Heterodimerisierungspartner fur alle EGF-Rezeptoren
(Graus-Porta, Beerli et al., 1997) und spielt eine Rolle bei der Potenzierung des
liganden-induzierten Signals (Graus-Porta, Beerli et al., 1995) und der daraus
folgenden biologischen Aktivitét (Spencer, Graus-Porta et al., 2000).
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1.2.4 Durch den EGF-Rezeptor aktivierte Substrate und
Signalwege

Liganden-induzierte Rezeptordimerisierung und anschlieffende Autophosphorylierung
spezifischer Tyrosinreste kreieren Bindungsstellen fir Src-Homologie (SH2)- oder
Phosphotyrosine-binding (PTB)-Doméanen enthaltende Signalmolektile. Dabel kann es
sich entweder um Adapterproteine, wie z.B. Shc, Grb2, Gabl oder Crk, welche
Signalplattformen aufbauen, an die weitere Effektormolekile binden kdnnen oder
direkt um Enzyme, wie z.B. Phospholipase C (PLCy), c-Src Phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3-K) oder Phosphatasen wie SHP1 und SHP2 handeln.

Proliferation Apoptose

Wachstum

Abb. 1.2: Durch Rezeptortyrosinkinasen aktivierte Signalwege

Durch Phosphorylierung verschiedener Tyrosinreste des Rezeptors kénnen SH2-Doménen enthaltende
Effektorproteine an den Rezeptor binden und dadurch aktiviert werden. Diese aktivieren verschiedene
Signalwege, wie den MAP-Kinase-Weg, den Jak/STAT-Signalweg oder den anti-apoptotischen PI3-
Kinase-Weg. Dies fuhrt zum einen zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die die Expression von
Proteinen wie z.B. Zyklinen aktivieren, die den Zellzyklus vorantreiben und damit zu einer
proliferativen Reaktion der Zelle fihren. Andererseits wird durch die Aktivierung von Akt ein anti-
apoptotisches Signal ausgel 6st, wobel NF-kB involviert ist.



1. Einleitung

Jedes Mitglied der EGFR-Familie weist ein typisches C-terminales
Phosphorylierungsmuster auf, welches verschiedene Signalproteine rekrutiert und
aktiviert, so dass ein hoch diverses Signalnetzwerk entsteht. Unter den vielen vom
EGFR aktivierten Signalwegen ist der MAP-Kinase-Weg der am Besten untersuchte.
Nach der Rekrutierung von Shc und Grb2 zum phosphorylierten Rezeptor, wird das
G-Protein Ras, Uber den Grb2-gebundenen Austauschfaktor Sos, aktiviert. Dieses G-
Protein aktiviert die Serin/Threonin-Kinase Raf, welche Uber MEK1 schliefdlich
Erk1/2 induziert, die Transkriptionsfaktoren wie Elk-1 und c-fos phosphorylieren. Die
Aktivierung dieses Signalweges fuhrt vor allem zu proliferativen Antworten auf eine
EGF-Stimulation. Des Weiteren fuhrt EGF-Stimulation zur Aktivierung der
Lipidkinase Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K), welche PIP, (Phosphoinisitol 4,5-
biphosphat) zum , second messenger* PIP, phosphoryliert. Da der EGFR keine
direkte Bindungsstelle fir die SH2-Domane von PI3-K enthdlt, wird Gabl als
Adapterprotein vorgeschlagen. Ein wichtiges Target der PI3-K ist PKB/Akt, die durch
die Aktivierung von NF-kB zu anti-apoptotischen Effekten fuhrt. Akt inhibiert
gleichzeitig aber auch durch die Phosphorylierung von Raf, den MAPK Signalweg
(Zimmermann and Moelling, 1999). Phospholipase CyPLCy), bindet an das
phosphorylierte Tyrosin 1173 des EGFR und wird durch Phosphorylierung aktiviert.
Aktivierte PLC yhydrolisiert PIP, zu IP; (Inositol 1,4,5-triphosphat) und DAG
(Diacylglyceral), welche als ,second messenger” wirken. 1P, mobilisiert das
intrazellulare Ca?*, wahrend DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert (Yi, Chung et
al., 2001). Die zytoplasmatische Tyrosinkinase c-Src wird nach EGF-Stimulation an
den Rezeptor rekrutiert, wo sie schon mit Rezeptor pré&-assoziierte Signalmolekile
wie Jak2, STAT3 (Olayioye, Beuvink et al., 1999), Shc, Komponenten des
Zytoskeletts und der endozytotischen Maschinerie (Wilde, Beattie et al., 1999)
phosphoryliert. Src kann aber auch den EGF-Rezeptor direkt binden und den Rezeptor
an zwel weiteren Tyrosinresten (Y845 und Y 1101) phosphorylieren, die nicht der
Autophosphorylierung unterliegen (Biscardi, Maa et al., 1999). Die Phosphorylierung
an Tyrosin 845 soll dabei die Tyrosinkinase-Aktivitét des Rezeptors steigern. Stover
et al. haben aufRerdem Y891 und Y 920 a's zusétzliche Phosphorylierungsstellen fir c-
Src identifiziert (Stover, Becker et al., 1995). Des Weiteren wurde gezeigt, dass der
EGFR auch via Src den MAP-Kinase-Signalweg aktivieren kann (Olayioye, Badache
et al., 2001).
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Bel Epsl5 und Chl handelt es sich um zwel EGFR-spezifische Substrate, die an der
negativen Regulierung des Rezeptor beteiligt sind. Epsl5 bindet an den Clathrin-
Adapterkomplex AP-2 und partizipiert an der coated pit-vermittelten Endozytose des
Rezeptors. Da der EGF-Rezeptor im Gegensatz zu anderen Rezeptoren der EGFR-
Familie nach Aktivierung rasch durch coated pit-vermittelte Endozytose von der
Oberflache entfernt wird, liegt es nahe, dass dieser Prozess durch die Spezifitét des
Rezeptors fur Eps15 vermittelt wird. Als einziger Rezeptor dieser Familie besitzt der
EGF-Rezeptor Bindungsstellen fur c-Cbl. Chbl ist ein RING-Finger-Doméne
enthaltendes Protein mit E3-Ubiquitin-Proteinligase-Aktivitét. Diese wird nach EGF-
Stimulation an Tyrosin 1045 des Rezeptor rekrutiert und Gbertragt Ubiquitinmolekile
auf den EGF-Rezeptor, so dass er zur Degradierung markiert wird (Levkowitz,
Waterman et al., 1999). Neben dieser direkten Bindung von Cbl, kann diese auch
durch indirekte Bindung Uber Grb2 aktiviert werden. Damit hat Grb2 eine duale Rolle
als Transmitter. Einerseits konnen uber die Aktivierung des MAPK-Signalweges
positive Signale weitergel eitet werden, andererseits kann die Signaltransduktion durch
den Cbl-abhangigen Abbau des Rezeptors gleichzeitig anhalten werden (Waterman,
Katz et al., 2002). Eine aktuelle Studie weist des Weiteren nach, dass durch
Proteinkinase A (PKA) Aktivitét, der Rezeptor an der Membran gehalten wird, bis er
stimuliert und anschlief3end internalisiert wird. Eine PKA-Inhibition fuhrt zu einer
Internalisierung des Rezeptors und anschlief3endem Abbau. Gleichzeitig fuhrt EGF-
Stimulation zur Inhibition der PKA-Aktivitdt. Dieser Mechanismus weist damit eine
neue Dimension der Feinregulierung der Rezeptoraktivitét auf (Salazar and Gonzalez,
2002).

Eine auRergewdhnliche Funktion konnten Lin et al. dem EGFR zuordnen. Sie wiesen
den Rezeptor im Nukleus verschiedener Zelllinien und Geweben nach, was mit einer
hohen proliferativen Aktivitat dieser Zellen korrelierte. Des Weiteren konnten sie
zeigen, dass der C-Terminus des Rezeptor fusioniert mit einer Gal4-DNA-
Bindungsdomane, Transkription auslésen kann und an den Zyklin D1 Promotor in
vivo bindet (Lin, Makino et al., 2001).

All diese Beispiele zeigen, dass der EGFR und seine Familienmitglieder eine zentrale
Rollein der Signaltransduktion der Zelle einnehmen und daher eine hervorgehobene
physiologische Funktion ausfullen, so dass dessen Deregulation dramatische Effekte
hat.
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1.2.5 Die Funktionen des EGF-Rezeptors in normalem
Gewebe

Die EGF-Rezeptoren werden in unterschiedlichen Konzentrationen und
Kombinationen in einer Vielzahl von Geweben epithelialen, mesenchymalen und
neuronalen Ursprungs exprimiert, wobei sie eine fundamentale Rolle in der
Entwicklung, Proliferation und Differenzierung spielen. Nur die Zellen des
hématopoetischen Systems zeigen keine EGFR-Expression.

Die Wichtigkeit der EGF-Rezeptoren wahrend der Entwicklung konnte anhand der
Analyse EGFR-defizienter Mausen gezeigt werden. Obwohl der Phanotyp dieser
Mause je nach genetischem Hintergrund der Mé&use variiert, sind alle Nullmutationen
dieser Rezeptoren lethal. Der Verlust des EGFR-Gens fuhrt zu embryonaler oder
perinataler Lethalitét, wobei die Tiere Abnormalitdten in der epithelialen Entwicklung
vieler Organen, vor allem im Gehirn, Haut, Lunge und im Gastrointestinaltrakt
zeigten (Miettinen, Berger et al., 1995). Der ErbB2-Rezeptor spielt eine grof3e Rolle
wahrend der embryonalen Herzentwicklung (Lee, Simon et al., 1995); ein Phanotyp,
den auch ErbB4 Knock-out Mause zeigten (Gassmann, Casagranda et al., 1995).
ErbB3 defiziente Mause sterben an Tag E13.5. Sie zeigen zwar eine normale Struktur
der Herzmuskulatur, haben aber Defekte in der Herzklappenbildung. Aul3erdem
weisen diese Tiere generelle Defekte in der neuronalen Kruste auf und die Vorlaufer
der Schwann’schen Zellen fehlen vollig (Erickson, O'Shea et al., 1997)). Diese Daten
machen deutlich, dass die EGFR-Familie eine kritische Rolle in der Modulation der
Embryogenese von Saugern spielt.

Auch im adulten Organismus haben diese Rezeptoren essentielle Aufgaben bei der
Proliferation und Aufrechterhaltung verschiedenster Zellen in epithelialen und
neuronalen Geweben, wie z.B. im Gastrointestinal-, Genital- und Respirationstrakt.
Die am besten beschriebene Funktion dieser Rezeptoren ist ihre Rolle wahrend der
Brustdrisenentwicklung. Die Brustdrise zeigt das hdchste Mal3 an Proliferation und
Differenzierung erst postnatal. Bei der Geburt ist diese Drise nur rudimentér
ausgebildet und entwickelt sich erst wahrend der Pubertét unter dem Einfluss von
Steroid- und Peptidhormonen. In der Schwangerschaft kommt es zu |obulo-alveolarer
Proliferation und schliefdlich zur Laktation (Hennighausen and Robinson, 1998) . In
der Brustdrise sind alle vier EGF-Rezeptoren in einem Zelltyp- und

Entwicklungsstufen—spezifischen Muster exprimiert (Darcy, Zangani et al., 2000).



1. Einleitung

Die Hauptrolle des EGFR wéhrend der Brustdrisenentwicklung liegt in der Forderung
des Wachstums der Milchdriisengénge (Xie, Paterson et al., 1997) (Wiesen, Y oung et
al., 1999), wahrend ErbB2 und ErbB4 eine Schlisselrolle in der lobulo-alveolaren
Differenzierung und der Laktation spielen (Jones, Welte et al., 1999).

1.2.6 Der EGF-Rezeptor und Krebs

Unter normalen Bedingungen unterliegt der EGFR einer strikten Kontrolle. Die
Deregulation dieses eng kontrollierten Systems durch Uberexpression,
Genamplifikation oder Mutationen und/oder Aufhebung der regulatorischen
Einschrankungen kann zur Hyperproliferation fuhren. Diese Zellen erlangen somit
Wachstumsvorteile, so dass sich neoplastisches Gewebe und schliefdlich ein Tumor
manifestieren kann. Den ersten Hinweis, dass der EGFR als ein Proto-Onkogen
fungieren kann, war der Nachweis, dass er das zelluldare Homolog des ,avian
erythroblastosis virus® v-erb-Onkogen darstellt. V-erb codiert fur eine C-terminal
verklrzte Version des Rezeptors, dem die extrazellulére Domane fehlt und zahlreiche
Mutationen besitzt, so dass der Rezeptor ligandenunabhéngig dimerisiert und aktiviert
wird (Downward, Yarden et al., 1984). Die Transfektion hoher Konzentrationen des
EGF-Rezeptors und des Liganden TGFa kann die Transformation von Zellen in vitro
induzieren (Yarden and Sliwkowski, 2001). In vivo fuhrt die Uberexpression des
EGFR-Liganden TGFa im Mammaepithel von Mausen zu epithelialen Hyperplasien
und Mammakarzinomen (Matsui, Halter et al., 1990). Es konnte gezeigt werden, dass
die Mitglieder der EGFR-Familie auf einer Vielzahl von humanen Tumoren bis zu
100fach tberexprimiert sind. Zwischen 80 und 100% der Kopf- und Nackentumore,
ein sehr hoher Teil der Mammakarzinome, sowohl ein hoher Anteil an Karzinomen
des Kolons, des Pankreas, der Ovarien, sowie Gliome zeigen eine stark erhohte
EGFR-Expression (Nagane, Lin et al., 2001) (Hynes, 2000). Neben der
Uberexpression des Rezeptors wurden verschiedene Deletionen in der extra- und
intrazellularen Domane des EGFR in den verschiedensten Karzinomen gefunden.
Eine haufig gefundene Mutation in humanen Tumoren ist EGFRvIII. Dabei handelt es
sich um einen verkirzten Rezeptor, dem die Doméanen | und Il der extrazellul&ren
Domaéne (AS 6-273) fehlen und daher nicht zur Ligandenbindung féhig ist. Allerdings
besitzt er eine konstitutiv aktive Kinasedomane, welche Zellproliferation unabhangig
von Ligandenbindung induziert (Tang, Gong et al., 2000).
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1.2.7 Der EGF-Rezeptor als Angriffspunkt fur die
Krebstherapie

Die bisher etablierten Tumortherapien basieren, neben der operativen Entfernung des
malignen Gewebes, auf der unselektiven Zerstorung sich stark teilender Zellen. Dies
fahrt zu einer Reihe unerwiunschter Nebenwirkungen. Aus diesem Grund wird in
verschiedenen Ansétzen versucht, hochspezifische Therapien zu entwickeln, die die
molekularen Ursachen der unregulierten Proliferation bertcksichtigen. Es gibt
mehrere Argumente, den EGFR als Angriffspunkt fir eine gerichtete Tumortherapie
auszuwahlen. Die haufige Uberexpression und Korrelation mit einer schlechten
Prognose fir den Patienten, die guten Diagnostizierung in Patientenmaterial, aber
auch die Abwesenheit einer physiologischen Rolle im erwachsenen Organismus
machen den EGFR zu einem relevanten Target der Tumortherapie. Zwei
therapeutische Ansétze zeigten sich bisher als sehr viel versprechend: Chemische
Inhibitoren der Kinaseaktivitdt des Rezeptors (,small molecule inhibitors*) und
monoklonale Antikorper oder deren Derivate. Weitere Ansédize beinhalten die
Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden zur EGFR mRNA, die Verwendung

von rekombinanten Proteinen aus EGF oder TGFa und einem Toxin (Abb. 1.3).
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Abb.1.3: Der EGFR Signalweg und Ansétze zu dessen I nhibition.

Verschiedene Strategien zur Inhibition der EGFR-Expression oder -Aktivitédt werden gezeigt:
Monoklonale Antikdrper gegen die extrazellulére Liganden-Bindungsdoméne (1), Liganden-Toxin
Konjugate (2), ,,small molecule” Tyrosinkinase-Inhibitoren (3), intrazellulére Single-Chain-Antikorper
(4) und Antisense-Oligonukleotide gegen die EGFR mRNA (5). Aus (Ciardiello and Tortora, 2001).
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1.2.7.1 Inhibitoren der Kinaseaktivitat (Small molecule inhibitors)

Durch Screening von kleinen Molekulen oder Strukturen aus natirlichen oder
synthetisierten Banken von chemischen Verbindungen, konnten spezifische
Inhibitoren der EGFR-AKktivitét isoliert werden. Bei diesen Inhibitoren handelt es sich
um reversible Kompetitoren fur die ATP-Bindungsstelle in der Kinasedoméne des
Rezeptors. Die gegenwartig untersuchten Verbindungen lassen sich in drei Gruppen
einteilen: 4-Anilinoquinazoline, 4-[ar(alk)ylamino]Pyridopyrimidine und 4-
Phenylamino-pyrolo-pyrimidine. Diese Verbindungen konnen die EGFR-
Kinaseaktivitét in vitro hochspezifisch bereits im nanomolaren Bereich hemmen.
Einerseits erlaubt das niedrige Molekulargewicht dieser chemischen Substanzen eine
gute Penetration in den Tumor, andererseits fuhrt die minimale Grof3e zu einer
geringeren Stabilitdt in vivo. Aullerdem konnen sie oral appliziert werden, was die
Inhibitoren fir eine lang andauernde Therapie eignet.

Einige Verbindungen dieser Klasse wie z.B. ZD 1839 (Iressa) befinden sich bereitsin
klinischen Studien (Ranson, Hammond et al., 2002). Eine anderer Inhibitor, PK1-166,
ein reversibler Pyrolo-pyrimidin-Inhibitor wurde in der vorliegenden Arbeit als
Positivkontrolle fur die hier untersuchten Inhibitoren verwendet. Dieser inhibiert die
Autophosphorylierung, c-fos mRNA Expression und Zellproliferation im
submikromolaren Bereich. PKI-166 verringerte aul3erdem das Wachstum und die
Metastasierung eines humanen Pankreaskrebs in Nacktm&usen (Bruns, Solorzano et
al., 2000).

1.2.7.2 Antikorper in der Tumortherapie

Verschiedene monoklonale Antikdrper gegen tumorspezifische Tumorantigene
wurden entwickelt und auf ihre zytotoxischen oder wachstumsinhibierenden
Eigenschaften getestet. Antikorper sind in der Regel gegen die extrazellulére Doméne
des Rezeptors gerichtet. Deren Wirkung beruht auf unterschiedlichen Mechanismen,
wie komplement-vermittelter Lyse der Tumorzellen oder Antikorper-vermittelter
zelluldrer Zytotoxizitdt durch Effektorzellen. Weiterhin konnte die Induktion von
Apoptose, die Hemmung autokriner Stimulation und die Bildung von Antitumor-
Antikorpern durch das Anti-ldiotypnetzwerk gezeigt werden (Vitetta and Uhr, 1994).
So wurden zwei Antikorper, mAb 528 und mAb 225 (Cetuximab) entdeckt, die mit
der gleichen Affinitét an den EGFR binden wie die nattrlichen Liganden EGF und
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TGFa und damit deren Bindung kompetitieren (Goldstein, Prewett et al., 1995).
Diese beiden Antikorper befinden sich bereits in der klinischen Testphase an
Krebspatienten (Mendelsohn and Baselga, 2000). Um die Immunantwort des
Patienten auf einen Maus-Antikorper zu verhindern, wurde eine chimare humanisierte
Version dieses Antikorpers (C225) generiert, der eine kontinuierliche Administration
zur Erreichung eines anti-tumoralen Effekts, erlaubt. Ein weiterer bekannter Vertreter
dieser Inhibitorenklasse, ist der gegen ErbB2 gerichtete monoklonale Antikdrper
Herceptin, der inzwischen als Medikament bel Mammakarzinomen zugelassen wurde
und sich in klinischer Anwendung befindet (Baselga, Norton et al., 1998).

Ein weiterer Ansatz ist die Verwendung von rekombinanten Immuntoxinen. Dabei
wird ein Single-Chain-Antikorper eines Rezeptor bindenden Antikorpers abgeleitet
und mit einem Toxin fusioniert. Durch Liganden-vermittelte Endozytose gelangt das
Immuntoxin in die Zelle und tétet diese ab (Azemar, Schmidt et al., 2000). Auch
intrazellulér ist die Verwendung von Single-Chain-Antikdrpern maéglich. So konnten
Beerli et al. zeigen, dass ein intrazellulér exprimierter Single-Chain-Antikorper
fusioniert mit einem Ruckhaltesignal fur das endoplasmatische Retikulum (ER
retention signal) den gerade translatierten Rezeptor im endoplasmatischen Retikulum
zurtickhat und damit die Konzentration an der Zelloberfléche deutlich reduziert
(Beerli, Wels et al., 1994). Visintin et al. haben fur solche Anwendungen einen Hefe-
Zwei-Hybrid-Screen entwickelt, in welchem Single-Chain-Antikdrper-Banken gegen
ein beliebiges Zielprotein gescreent werden konnen (Visintin, Tse et al., 1999). Ein
gegen PhospholipaseC-yl gerichteter Single-Chain-Antikorper fuhrte zu
intrazelluléren Aggregaten von PLC. Dies verhinderte die EGF-induzierte
Translokation von PLC-yl1 in Membranruffles und damit deren Aktivierung (Yi,
Chung et al., 2001).

1.2.7.3 Peptid-Aptamere als neuartige Modellstrukturen zur
Tumortherapie

Peptid-Aptamere stellen eine neue Klasse von potentiell therapeutischen Molekilen

dar, in denen eine variable Peptiddoméane Affinitét zu einem gegebenen Zielprotein

aufweist. Ahnlich wie intrazellulare Antikorper konnen diese Molekiile spezifisch mit

einem gegebenem Zielprotein in vitro und in vivo interagieren, und haben das
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Potential selektiv dessen Funktion zu inhibieren (Colas, Cohen et al., 1996) (Cohen,

Colaset al., 1998).

Peptid-Aptamere sind kurze
Oligopeptide und bestehen aus
Aminosauresequenzen zuféalliger
Reihenfolge, integriert in ein
Gerustprotein, wie z.B. das bakterielle
Thioredoxinprotein (Abb. 1.4). Diese
Integration veranlasst die Oligopeptide
eine eingeschrankte, stabile
Konformation einzunehmen. Diese
verschiedenen Oligopeptide kdnnen
aufgrund ihrer Interaktion mit einem
spezifischen Partner in Hefezellen

selektioniert werden.

Abb. 1.4: Dreidimensionale Struktur des
Thioredoxinproteins,

In das katalytische Zentrum des Enzyms wurden
eine 20mer randomisierte Peptidsequenz inseriert

Dieses System leitet sich aus der Zwei-Hybrid-Technologie ab (Abb.1.5), welche

darauf basiert, dass eukaryontische Transkriptionsfaktoren einen modularen Aufbau

besitzen.

Bait

Gal4 TAD

DNA Sdlection marker gene
Ga4 TAD
fransactivation >
DNA ection marker gene

Abb.1.5: Schema zur Selektion von Peptid-Aptameren im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Durch Interaktion zwischen ,Bait* (Gal4-DNA-Bindungsdoméane (DBD) fusioniert mit dem
Zielprotein) und dem ,Prey* (Gal4-Transaktivierungsdoméne (TAD) fusioniert mit der Peptid-Aptamer
Library) wird ein funktionsféhiger Transkriptionsfaktor gebildet. Dadurch kommt es zur Expression
von Markergenen, die das Wachstum der Hefe unter bestimmten Sel ektionsbedingungen sicherstellen.
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Eukaryontische Transkriptionsfaktoren bestehen aus einer DNA-Bindungsdoméne
und einer Transaktivierungsdoméne, die nicht notwendigerweise auf einer
Polypeptidkette lokalisiert sein muissen, um ihre Funktion bei der
Transkriptionsregulation zu erfullen. Die unmittelbare physische Nachbarschaft
reicht aus, um einen kompletten Transkriptionsfaktor zu regenerieren. Diese Tatsache
hat die Maoglichkeit geschaffen, durch funktionelle Komplementation,
Proteindoménen zu identifizieren, die diese Nachbarschaft vermitteln.

Zu diesem Zweck wird ein Interaktionspartner mit der DNA-Bindungsdoméane des
Gal4-Transkriptionsfaktors fusioniert, das as ,,Bait* (=Kdder) Konstrukt bezeichnet
wird. Die Transaktivierungsdoméne von Gal4 wurde mit dem bakteriellen
Thioredoxin fusioniert, in dessen aktivem Zentrum eine 20mer randomisierte
Peptidsequenz inseriert wurde (,,prey”). Beide Plasmide werden in einen genetisch
modifizierten Hefestamm eingebracht, der verschiedene Selektionsmarker enthalt
(ADEZ2, HIS3 und URA3). Nur wenn das Peptid an das Zielprotein bindet, wird ein
vollstandiger Gal4-Transkriptionsfaktor regeneriert und das Selektionsgen abgel esen.
Die Selektion mit Markern verschiedener Stringenz erlaubt die Isolierung von Peptid-
Aptameren mit hoher Affinitdt zum Zielprotein. Gleichzeitig wird die Zahl falsch
positiv interagierender Klone reduziert.

Es gibt zunehmend Bespiele in der Literatur, dass Peptid-Aptamere, die auf diese
Weise isoliert wurden, zelluldre Funktionen inhibieren konnen und somit in der
Therapie eingesetzt werden konnen. Colas et al. konnten als Erste zeigen, dass solche
Peptid-Aptamere spezifisch mit den Funktionen eines Zielproteins interferieren
konnen. Diese Molekile binden mit Dissoziationskonstanten zwischen 30 und 120
nM an die Zyklin-abhangige Kinase Cdk2 und blockieren dessen Kinaseaktivitét
(Colas, Cohen et al., 1996), mit der Folge, dass der Zellzyklus in der G1-Phase
arretiert wird (Cohen, Colas et al., 1998). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
solche Molekile auch in vivo ihre Funktion ausiiben. Die Expression von Peptid-
Aptameren, die gegen die Drosophila Zellzyklusproteine DmCdk 1 und 2 gerichtet
sind, induzieren wahrend der Organogenese Defekte im Fliegenauge, die typisch fir
Effekte nach Inhibition des Zellzyklus sind (Kolonin and Finley, 1998). Andere
Studien konnten zeigen, dass durch Expression eines Aptamers, welches die DNA-
Bindung des Transkriptionsfaktors E2F verhindert, ebenfalls ein Zellzyklusblock
erreicht werden kann (Fabbrizio, Le Cam et al., 1999). Auch nichtzelluldre wie z.B.

virale Protein kdnnen mittels dieses Systems inhibiert werden. Ein Aptamer gegen das
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humane Papillomavirus 16 (HPV 16) E6-Onkoprotein konnte HPV 16 positive Zellen
in die Apoptose treiben, wahrend nicht infizierte Zellen unbeeinflusst bleiben (Butz,
Denk et al., 2000). Eine andere Gruppe benutzte das E7-Onkoprotein als Zielprotein
und konnte dhnliche Effekte erreichen (Nauenburg, Zwerschke et al., 2001). Ein
dritter Ansatz benutzte das Hepatitis B Virus-Core-Protein als Angriffspunkt. Die
hierbei selektierten Aptamere inhibierten die virale Kapsidbildung und die HBV-
Replikation (Butz, Denk et al., 2001). Ein @nlicher Ansatz wurde auch in Bakterien
entwickelt, wobel die abgeleiteten Molekille eine bakteriostatische Wirkung zeigten
(Blum, Dove et al., 2000).

Da Aptamere eine spezifische, intrazelluldr inhibitorische Funktion auf Proteine und
sogar auf zelluldre Prozesse haben kdnnen, haben sie offensichtlich ein grofes
therapeutisches Potential. Dabei sind prinzipiell drei Strategien fur die therapeutische
Applikation denkbar (Hoppe-Seyler and Butz, 2000): Zum einen konnen die
kodierende Sequenzen in Form von Gentherapie-Vektoren in Zellen eingebracht
werden, wo sie intrazelluldr exprimiert werden. Die Entwicklung effektiver und
sicherer Gentherapie-Delivery-Systeme ist jedoch zur Zeit noch nicht abgeschlossen.
Zweitens ist es denkbar, Aptamere direkt als Therapeutika einzusetzen, was jedoch
ebenfalls noch einige Probleme beinhaltet. So haben Proteine eine geringe
metabolische Stabilitéat, kénnen potentiell immunogen wirken und haben per se nicht
die Eigenschaft Zellmembranen zu durchdringen. Dennoch gibt es inzwischen einige
Fortschritte mittels derer Proteine in Zellen eingebracht werden kénnen. Diese sollen
in Kapitel 1.3 néher diskutiert werden. Als dritte Option, ermdglichen Aptamere die
Entwicklung von synthetischen Verbindungen (drug design). Die geringe Grol3e der
Peptide und ihre Prasentation durch strukturell bereits aufgeklarte Gertstproteine (im
vorliegenden Fall das bakterielle Thioredoxinprotein) sollte die Identifikation der
drei-dimensionalen Struktur erleichtern. Diese kdnnte als Leitstruktur zur Herstellung
peptido-mimetischer Verbindungen dienen, welche bessere pharmakologische

Eigenschaften als Peptide oder Proteine besitzen.

1.3 Einbringung therapeutischer Proteine in Saugerzellen
durch Proteintransduktion

Dadie Zellmembran fir die meisten Peptide und Proteine undurchlassig ist, war die

Einbringung therapeutischer Proteine in Gewebe oder Organe bisher sehr schwierig
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und durch die Grof3e und biochemischen Eigenschaften des Proteins limitiert. So war
es bis vor kurzem nur moglich, bioaktive Peptide durch Zellmembranen zu bringen,
wenn sie sehr klein oder hoch lipophil waren. In der Zellkultur ist es auch moglich
exogene Proteine bzw. die fir sie codierende DNA durch verschiedene
Transfektionsmethoden in Zellen einzubringen. Dies bringt jedoch den Nachteil sehr
diverser Effizienzen und verschiedener Expressionslevel mit sich.

Im Jahre 1988, entdeckten zwei Gruppen unabhangig von einander, dass das HIV
TAT Protein in der Lage ist, Zellmembranen zu durchdringen (Green and
Loewenstein, 1988) (Frankel and Pabo, 1988). Dieses Phanomen konnte 1994 von
Fawell et al. dazu genutzt werden, ein heterologes Protein, das chemisch mit einem 38
Aminosduren umfassenden Teil des TAT Proteins verbunden war, in Zellen zu
transduzieren (Fawell, Seery et al., 1994). Andere Transduktionsdoméanen konnten
identifiziert werden, wie z.B. das Antennapedia (Antp) von Drosophila (Joliot,
Pernelle et al., 1991) und das HSV VP22 Protein des Herpes Simplex Virus (Elliott
and O'Hare, 1997).

PTD Aminosiur esequenz

HIV-1Tat Tyr-Gly-Arg-LysLys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg

HSV VP22 | Asp-Ala-Ala-Thr-Ala-Thr-Arg-Gly-Arg-Ser-Ala-Ala-Ser-Arg-Pro-Thr-
Glu-Arg-Pro-Arg-Ala-Pro-Ala-Arg-Ser-Ala-Ser-Arg-Pro-Arg-Arg-Pro-
Va-Glu

ANTP Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys

Abb. 1.6: Aminosauresequenz, der bisher charakterisierten Proteintransduktionsdoménen (PTD)

Alle PTDs bestehen vor allem aus basischen Aminoséuren wie Arginin und Lysin, die den Kontakt mit
der Zellmembran aufbauen. Die minimale TAT-Transduktionsdoméne sind die basischen Reste 47-55,
wahrend die Reste 267 bis 300 die Transduktion durch das VP22 Protein vermitteln. Im Antennapedia
Protein (Antp) ist die dritte a-Helix (aa 43-58) fur die Transduktion verantwortlich. Veréndert nach
(Schwarze and Dowdy, 2000).

Alle Proteintransduktionsdoménen (PTD) zeichnen sich durch das zahlreiche
Vorkommen basischer Aminosduren (Arginin und Lysin) aus, die fur die Interaktion
mit der Lipidbilayer verantwortlich sind (Abb. 1.6).

Neben den erwdhnten natirlich vorkommenden PTDs gibt es zahlreiche Ansétze
synthetische Sequenzen zu generieren, die optimale Transduktionseigenschaften
aufweisen. So konnten Wender et al. zeigen, dass ein Peptid aus neun L-Argininen
20fach effizienter, ein D-Arginin Oligomer sogar 100fach besser, in Jurkat-Zellen
transloziert als TAT. Fur den Mechanismus der Transduktion wird angenommen, dass
das Guanidium des Arginins eine grofRere Rolle spielt, als die Ladung oder die
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»backbone" Struktur des Proteins (Wender, Mitchell et al., 2000). Mai et al. hingegen
zeigen, dass die Effizienz der Transduktion sehr von der verwendeten Zelllinie
abhangt, wobel sie gleichzeitig nachweisen konnten, dass im Durchschnitt Polylysin-
Sequenzen effizienter die Transduktion vermitteln kénnen als TAT und Argininreste
(Mai, Shen et al., 2002). Der Mechanismus mit Hilfe dessen diese
Proteintransduktionsdomanen die Translokation durch die Zellmembran vermittelt, ist
bisher noch nicht aufgeklart. Da die Transduktion sowohl bel 37°C als auch bei 4°C
erfolgen kann und nicht abzusdttigen ist, erfolgt die Aufnahme wahrscheinlich nicht
nach einem klassischem Rezeptor-, Transporter- oder Endozytose-vermittelten
Mechanismus (Derossi, Calvet et al., 1996). Tyagi et al. schlagen vor, dass
Heparinsulfatproteoglykane auf der Zellmembran als Rezeptoren fur die Aufnahme
der Proteine dienen, da Zellen, die nicht in der Lage sind solche Molekile zu
synthetisieren oder mit entsprechenden Glycosaminoglykan-Lyasen behandelt sind,
kaum TAT-Proteine aufnehmen kdnnen (Tyagi, Rusnati et al., 2001). Die Frage des
exakten Mechanismus bleibt weiterhin unklar und es ist auch denkbar, dass jede PTD
einen anderen Mechanismus benutzt.

Es existieren diverse Beispiele, dass heterologe Peptide, Proteine oder DNA, die
chemisch oder genetisch mit der PTD verknupft wurden, in Zellen eingebracht
werden konnen. Scheinbar gibt es keine limitierende Grofe der zu transduzierenden
Proteine, da ein kleines 20 kDa Protein sofort in die Zelle transloziert und dort
unmittelbar biologisch aktiv ist, wahrend Proteine mit einer Groflse von 120 kDa
innerhalb von 5 min transduzieren und erst nach einiger Zeit ihre Funktion entfalten
(Schwarze, Ho et al., 1999). Ein Fusionsprotein aus TAT und (3-Gal aktosidase wurde
bakteriell denaturierend exprimiert und war nach 15 min in transduzierten Zellen
nachweisbar, zeigte aber erst nach 2h enzymatische Aktivitdt. Dies wurde damit
erklart, dass das Protein erst durch die zellulére Maschinerie wie z.B. Chaperone
korrekt gefaltet werden muss (Schwarze, Ho et al., 1999). Das gleiche Protein wurde
intraperitoneal in Mause injiziert, wo es nahezu in allen Geweben wie Leber, Niere,
Lunge, Herz und Milz nachweisbar war. Es gelangte ebenfalls durch die Blut-Hirn-
Schranke und zeigte auch dort enzymatische Aktivitdt (Schwarze, Ho et al., 1999). In
weiteren Experimenten konnte dominant negatives IkB (TAT-IkB**) durch die
TAT-PTD in Osteoclasten eingebracht werden und die Osteoclastengenese verhindern
(Abu-Amer, Dowdy et al., 2001). Dass Proteine, die mittels dieser Methode in Zellen
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eingebracht wurden, auch einen therapeutischen Effekt vermitteln konnen, zeigt eine
Studie, in der ein TAT-Bcl-xL-Fusionsprotein in primére Neuronenkulturen und in
Mausmodelle eingebracht wurde. Mause, die eine cerebrale Ischamie aufwiesen,
wurden intraperituneal mit dem Fusionsprotein behandelt und zeigten einen
geringeren Apoptosegrad im Gehirn als unbehandelte Tiere, was durch das
rekombinante Bcl-xL-Protein vermittelt wurde (Cao, Pei et al., 2002). Diese Beispiele
zeigen, dass die Methode der Proteintransduktion gut geeignet ist, um einerseits
Signalwege und den Einfluss von potentiellen Inhibitoren auf diese zu studieren, sich
aber auch dazu eignet, diese Inhibitoren therapeutisch einzusetzen.

1.4 Degradierung zellularer Proteine

Neben den oben beschrieben Mechanismen kénnen zellul&re Prozesse auch durch den
Abbau der beteiligten Proteine reguliert werden. Dies ermoglicht eine schnelle
Veranderung ihrer Konzentration und folglich ihrer Aktivitét. So sind beispielsweise
Zykline sehr stabil, bis sie zu einem spezifischen Zeitpunkt im Zellzyklus rasch
degradiert werden. Ein kontrollierter Abbau ist auch zur Entfernung missgefalteter
und anormaler Proteine wichtig (Ciechanover, Orian et al., 2000).

ATP AMP +PP

@ n
[ @ @Q Abb. 1.7 Der Ubiquitin-Proteasom-Weg
U

(A) Konjugation des Ubiquitin-Molekils an das
Zielprotein

(B) Degradation des poly-ubiquitinylierten Substrats
durch das 26S Proteasom

Verandert nach (Ciechanover, 2000)

Substrat

26S proteasome

—é Recycled !

B ubiquitin

Aé

e © T
| = peptides
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Dazu werden die Proteine durch kovalente Anheftung eines kleinen Proteins namens
Ubiquitin markiert (Abb. 1.7 A). Dadurch nehmen die Proteine Kontakt mit dem 26S
Proteasom auf, dessen Proteasen die so markierten Proteine abbauen (Abb. 1.7 B).
Zunéachst aktiviert das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 den C-terminalen Glycinrest
des Ubiquitins durch Ausbildung eines Thiolesters mit einem Cysteinrest des E1-
Enzyms. Eines von verschiedenen E2-Enzymen (Ubiquitin-konjugierende Enzyme)
transferiert dann das Ubiquitin Gber ein E2-Ubiquitin-Intermediat auf das Substrat. An
das Substrat bindet spezifisch eine E3-Ligase. Dieses E3-Enzym katalysiert dabei die
kovalente Bindung des Ubiquitins an einen Lysinrest des Substrats. In sukzessiven
Reaktionen werden anschliefend weitere aktivierte Ubiquitine an das bereits
Vorhandene angeheftet (Abb. 1.7 A). Das 26S Proteasom setzt sich aus einem
katalytischem 20S Partikel, sowie einer regulatorischen 19S Einheit zusammen.
Erstere erkennt ubiquitinylierte Proteine und leitet sie in die fassformige Struktur der
proteolytischen Untereinheit. Hier erfolgt der Abbau zu kurzen Peptiden sowie freiem
Ubiquitin, welches ,recycled” wird (Abb. 1.7 B).

Auch dieses System wird streng kontrolliert und muss hochspezifisch agieren.
Waéhrend ein einziges E1-Enzym alle zelluléren Ubiquitinreaktionen katalysiert und es
nur wenige E2-Enzyme gibt, gibt es zahlreiche E3-Ligasen, die hochspezifisch direkt
oder indirekt Uber ein weiteres Protein mit dem Substrat interagieren. E3-Enzyme
wirken dabei als Plattformen fur die Assemblierung sowohl des E2-Enzyms als auch
der Substrate. Die Erkennung des Substrats durch die E3-Ligase kann dabei
konstitutiv Uber bestimmte destabilisierende Aminosduren im N-Terminus des
Substrats erfolgen oder abhangig von sekundaren Modifikationen oder des Substrats
sein. So werden beispielsweise NFKB und 3-Catenin erst nach Phosphorylierung
durch den SCF-E3-Ligase-Komplex gebunden und abgebaut (Y aron, Hatzubai et al.,
1998) (Kitagawa, Hatakeyama et al., 1999). Bei anderen Proteinen wie z.B. p53
erfolgt die Erkennung erst nach Interaktion mit einem weiteren Protein. Das onkogene
Papillomavirus (HPV) 16 und 18 degradiert gezielt das Tumorsupressorprotein p53.
Das HPV EG6-Protein interagiert zundchst mit E6G-AP (E6 associated protein). Erst
dieser Komplex interagiert spezifisch mit p53, was in einen raschen Ubiquitin-
abhangigen Abbau von p53 resultiert (Scheffner, Huibregtse et al., 1993).

Ein anderes Beispiel fur eine solche Regulation Uber sekundare Modifikationen stellt
der Jak/STAT-Signalweg dar. Dieser Signalweg wird neben Dephosphorylierung auch
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durch den Abbau durch das Ubiquitin/Proteasom-System reguliert. SOCS-Proteine
(suppressors of cytokine signalling) binden tber ihre SH2 Doméane an Jak und STAT-
Proteine, wahrend sie Uber die C-terminale SOCS-Box-Doméne mit dem Elongin B
und Elongin C-Komplex interagieren. Dieser Komplex rekrutiert Cullin-2, Rbx1 und
das E2-Ubiquitin-konjugierendem Enzym. Daher gehéren die SOCS-Proteine zur
Familie der E3-Ubiquitin-Ligasen (Kamizono, Hanada et al., 2001). Die SOCS-Box
ist eine aus 40 Aminosauren bestehende Sequenz im C-Terminus der SOCS-Proteine.
Auch in einer Reihe weiterer Proteine konnte diese Domane identifiziert werden.
Diese Proteine besitzen allerdings, anstatt einer SH2-Domane wie die SOCS-Proteine,
andere Motive zur Interaktion mit weiteren Molekilen, wie z.B. WD-40 oder ankyrin
repeats (Hilton, Richardson et al., 1998).

1.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung der Arbeit

Es gibt zahlreiche Ansétze wie die individuellen Veradnderungen in einer Tumorzelle
in der Krebstherapie manipuliert werden konnen, z.B. durch chemische
Kinaseinhibitoren, Single-Chain-Antikorper etc. (siehe Kapitel 1.2.7). Kleine Proteine
und Peptide, wurden in den letzten Jahren vermehrt Gegenstand der angewandten
Krebsforschung, da sie im Vergleich zur Chemo- oder Strahlentherapie eine hohe
Spezifitét fur die Tumorzellen besitzen. Sie weisen eine geringere Toxizitat auf und
akkumulieren nicht in Organen (Sehgal, 2002). Des Weiteren kénnen sehr grof3e
Peptidbanken generiert werden, so dass durch entsprechende Screeningsysteme,
hochspezifische Interaktionspartner fur komplexe Struktur, wie z.B.
Wachstumsfaktorrezeptoren gefunden werden kénnen. Somit ist es mdglich, ein
beliebiges Zielprotein, dessen Rolle in der Krebsentstehung zuvor evaluiert wurde, in
einem solchen Screen einzusetzen, und ein spezifisch interagierendes Peptid
abzuleiten. Ein solches System stellt auch das Peptid-Aptamer-System dar.

In der vorliegenden Arbeit sollte nachgewiesen werden, dass durch das Peptid-
Aptamer-System, Molekile isoliert werden kdnnen, welche hochaffin an das
Zielprotein binden und dessen Funktion spezifisch beeinflussen kdnnen. Dazu wurde
als Targetprotein der epidermale Wachstumsfaktor (EGF)-Rezeptor ausgewahlt. Die
Regulation des EGF-Rezeptor ist essentiell an der Entstehung zahlreicher Tumore
beteiligt. In einem Drittel aller Tumore epithelialen Ursprungs ist der Rezeptor

Uberexprimiert. Es gibt zahlreiche Beispiele, dass eine Inhibition des EGF-Rezeptors

20



1. Einleitung

als effektive Tumortherapie Anwendung finden kann. Daher sollten in dieser Arbeit
Peptid-Aptamere isoliert werden, die spezifisch mit essentiellen Domanen des
Rezeptors interagieren. Als Angriffspunkt wurde die Kinasedoméane des Rezeptors
ausgewahlt, da die Funktionsweise des Rezeptors grundlegend von der Aktivitét der
Kinase abhangt. Es wurde davon ausgegangen, dass ein Aptamer, welches spezifisch
mit der Kinasedoméne des Rezeptors interagiert, die Signalleitung des gesamten
Rezeptors blockieren kann. Die Interaktion zwischen den so isolierten Peptiden und
dem Rezeptor sollte in vitro und in vivo durch verschiedene Methoden verifiziert
werden. AulRerdem sollten Systeme entwickelt werden, mit denen die selektierten
Peptide in Zielzellen eingebracht werden kdnnen. Zum einen sollten Zelllinien
generiert werden, die die isolierten Peptid-Aptamere stabil exprimieren. Zum anderen
konnen die Aptamere durch Fusion einer Proteintransduktionsdomane sehr einfach,
schnell und in hohen Konzentrationen in Zielzellen eingebracht werden. Dies
erleichtert einerseits die Untersuchung der Wirkung der Aptamere und ist andererseits
auch fur den potentiellen Einsatz in der Tumortherapie denkbar. Dass solche
zellpermeablen Peptide krebsrelevante Molekile spezifisch inhibieren kénnen, wurde
mit Peptiden gegen MAPK, sowie gegen eine Caspase gezeigt (Kelemen, Hsiao et al.,
2002) (Harada, Hiraoka et al., 2002).

Daruber hinaus sollte evaluiert werden, ob die isolierten Peptid-Aptamere die
Funktionen des EGF-Rezeptors inhibieren konnen. Zum einen sollte untersucht
werden, ob der proliferative und transformierte Phénotyp von EGF-stimulierten
Zellen durch die selektierten Aptamere beeinflusst wird. Des Weiteren sollten die
biochemischen Auswirkungen der Aptamer/Rezeptor-Interaktion auf die Signalleitung
des EGF-Rezeptors untersucht werden. Fir diese Untersuchungen sollten beide
Methoden zur Einbringung der Peptid-Aptamere in Zellen parallel angewandt werden,
was zum einen die Ergebnisse einer Methode zusétzlich bestétigt. Zum anderen eignet
sich die Proteintransduktion dazu, die genauen Parameter der Aptamer/Rezeptor-
Interaktion naher zu charakterisieren, da die Aptamere zu definierten Zeitpunkten und
in verschiedenen Konzentrationen in die Zielzellen eingebracht werden konnen.

Die Peptid-Aptamere wurden im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen lediglich aufgrund ihrer
Fahigkeit mit dem Rezeptor zu interagieren, selektiert. Dies erlaubt jedoch keine
Schlusse auf ihre Fahigkeit, mit den Funktionen des Rezeptors zu interferieren oder
im besten Fall die Rezeptoraktivitat vollstandig zu inhibieren. Daher sollte ein

weiteres System etabliert werden, in dem Uber eine Bindung des Aptamers an das
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Zielprotein eine zusétzliche Funktion vermittelt wird, so dass das Zielprotein
vollstandig inhibiert wird. Dazu ist es denkbar, das Zielprotein in ein Kompartiment
zu verbringen, wo es seine Funktion nicht mehr austiben kann. So ware es denkbar
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. die STAT-Proteine Uber ein gebundenes Aptamer in
der Membran zu verankern oder einen Membranrezeptor wéhrend des Transports vom
endoplasmatischen Retikulum (ER) zur Membran in einer der Organellen fest zu
verankern. Letzteres konnte bereits mit einem ErbB2-spezifischen Single-Chain-
Antikorper gezeigt werden, welcher eine ER-RUckhaltesequenz (,ER retention
signal*) besitzt, so dass der Rezeptor nach der Synthese am ER verbleibt und die
funktionelle Rezeptorkonzentration in der Membran deutlich reduziert wird (Beerli,
Wels et al., 1994). Des Weiteren waére es fur den therapeutischen Einsatz sinnvoll,
dass onkogene Protein gezielt zu degradieren, so dass in einer Uberexprimierenden
Zelle wieder physiologische Konzentrationen des Proteins erreicht werden konnen.
Daher sollten, die selektierten Aptamere zusétzlich, mit einer funktionellen Doméne,
wie z.B. der SOCS-Box versehen werden. Uber die Bindung des SOCS-Box-
Aptamers an den Rezeptor kommt dieser in engen Kontakt mit einem E3-Ubiquitin-
Ligase-Komplex, so dass er durch Ubiquitinylierung verstérkt fir den Abbau markiert
wird. Ist diese gezielte Degradation hoher als die Neusynthese, kann die zellul&re
Konzentration des EGF-Rezeptors verringert werden und es sollte sich wieder eine
normale, regulierte Signaltransduktion einstellen. Durch ein solches System kann
Aptameren, die spezifisch an ein Zielprotein binden, aber dessen Funktionen nicht
beeinflussen, eine zusétzliche, inhibitorische Wirkung auf die Signaltransduktion des

Zielproteins gegeben werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Plasmide

Hefe-Expressionsvektoren

Name

pAD Trx Library

pPC97 EGFR KDI

pTD1

pVA3

pLam5

Insert

Peptid-Aptamer Library inseriert in das
Thioredoxingen mit Gal4-Aktivierungsdoméne

Bait-Konstrukt (Kinasedoméne 1 des EGFR)
fusioniert mit Gal4 DNA-Bindungsdoméne

Grof3es T-Antigen fusioniert mit Gal4-
Aktivierungsdoméane

p53 fusioniert mit Gal4 DNA-Bindungsdomane

Humanes LaminC fusioniert mit Gal4 DNA-
Bindungsdomane

Bakterielle Expressionsvektoren

Name
pGex 4T3-Trx

pGex 4T3-KDI1
pGex 4T3-KDI3
pGex 4T3-KDI4

PET30-Trx-9R

pET30-KDI1-9R
pET30-KDI3-9R
pPET30-KDI4-9R

PET30-KD1-9R-SOCS
PET30-KD3-9R-SOCS
PET30-KD4-9R-SOCS

Insert
GST fusioniert mit TrxA

GST fusioniert mit verschiedenen Peptid-
Aptameren

Thioredoxin A mit 9 Arginin-PTD und His-Tag

V erschiedene Peptid-Aptamere mit
9 Arginin-PTD und His-Tag

Verschiedene Peptid-Aptamere mit 9 Arginin-

PTD, His-Tag und SOCS-Box -Doméne

Referenz

F. Hoppe-Seyler, Heidelberg
diese Arbeit
Matchmaker Y east-Two-Hybrid

Sytem, Clontech Inc.

Matchmaker Y east-Two-Hybrid
Sytem, Clontech Inc.

Matchmaker Y east-Two-Hybrid
Sytem, Clontech Inc.

Referenz
F. Hoppe-Seyler, Heidelberg

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Eukaryontische Expressionsvektoren

Name
pRC/ICMV-VP22-Trx
pRC/CMV-VP22-KDI1
pRC/CMV-VP22-KDI3
pRC/CMV-VP22-KDI4

p B-Gal

paMG

Insert

VVP22-PTD fusioniert mit
Thioredoxingen

V erschiedene Peptid-Aptamere fusioniert
mit VP22- PTD

[3-Gal aktosi dase-Expressi onsvektor

STAT3- Reporterkontrukt:
o—Macroglobulin Promotor fusioniert
mit Luziferasegen

2.1.2 Antikorper

Spezifitat
ErbB2

EGFR,

extrazelluldre Doméne (Sc-120)

EGFR (Sc-03)

EGFR PY 845, EGFR PY 1068
EGFR PY 1086, EGFR PY 1148

EGFR PY 1173

Phopho-Tyrosin spezifisch

EGFR PY 845, EGFR PY 992
Phopho-Ttyrosin spezifisch

Ga4-DNA-Bindungsdoméne

p42/pdd P-SIT

Phospho-Serin/Threonin spezifisch

p42/pa4 (Erk1/2)

Shc PY 317

Phospho-Tyrosin spezifisch

STAT3 PY 705

Phopho-Tyrosin spezifisch

STAT3
Aktin (C-11)

Ubiquitin

Referenz

F. Hoppe-Seyler,
Heidelberg

diese Arbeit

AG Groner

AG Groner

Ursprung
Maus, monoklonal

Maus, monoklonal

Kaninchen, polyclonal

Kaninchen, polyklonal,

Kaninchen, polyklonal

Maus, monoklona

Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Kaninchen, polyklonal
Ziege, polyklonal

Kaninchen, polyklonal

Hersteller
Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Biosource

Cell Signaling, NEB

Clontech

Cell Signaling, NEB

Cell Signaling, NEB

Cell Signaling, NEB

Cell Signaling, NEB

Santa Cruz
Santa Cruz

Sigma
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2.1.3 Primer

EGFRKDI Sdl | 5 -ATCTCGTCGACCTTCAAAAAGATCAAAGTGCTGGGC-3

EGFR KDI Noaotl 5-AAGGAAAAAGCGGCCGCTCACCAGTACGTTCCTGGCCTGC-3

2.1.4 E.coli Stamme und Anzuchtbedingungen

Stamm Genotyp Referenz
BL-21 (DE3)pLysS F ompT hsdS; (r5” Mg~ ) gal dem (DE3) pLysS (cam®)  Navagen Inc.
DH10B F mer A(mrr-hsdRM S-merBC)@80d lacZAM 15 Life Technologies

AlacX74 deoR recA endA1l araD139 A(ara,leu) 7697
galU galK A™ rpsL nupG

XL-1 blue SupE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46, thi, relAl, Sambrook et al., 1989
lac, F'(proAB”, lac 19, lac Z,A M 15, Tn110 (tet"))

Plasmidhaltige Bakterien wurden tber Nacht bei 37°C und 200 rmp in LB-Medium
mit entsprechenden Antibiotika angezogen. Die langfristige Lagerung der
plasmidhaltigen Stémme erfolgte bei -80°C in LB-Medium mit 50% Glyzerin.

2.1.5 Zelllinien und Medien

Zdllinie Herkunft/Eigenschaften ATCC-Nr./ Referenz
A431 Humanes V ulvakarzinom, hohe EGFR Expression CRL-1555
Herc NIH 3T3 stabil transfiziert mit humanem EGFR (Di Fiore, Pierce et al., 1987)

MDA-MB 468 Humanes Mammaakarzinom

Renca EGFR Murines renales Karzinom (Schmidt, Maurer-Gebhard et al.,
Stabil transfiziert mit humanem EGF Rezeptor 1999)

Renca ErbB2 Murines renales Karzinom (Schmidt, Maurer-Gebhard et al.,
Stabil transfiziert mit humanem ErbB2 Rezeptor 1999)

SKBR3 Humane Brustkarzinom- Zelllinie, hohe ErbB2 HTB-30
Expression

Die verwendeten Saugerzelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO,
kultiviert, zweimal woéchentlich mit frischem Medium versorgt und mindestens
einmal pro Woche mit Trypsin (5 min, 37°C) abgel 6st und verdinnt wieder ausgesét.
Dem Medium wurde 10% hitzeinaktiviertes FCS, 2mM L-Glutamin, 100 U/ml
Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin zugegeben. Die Langzeitaufbewahrung
erfolgte in flissigem Stickstoff in einem Medium aus FCS/10% DM SO.
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2.1.6 Hefestamm und Anzuchtbedingungen

Stamm Genotyp Referenz
KF1 MATa trpl-901 leu2-3,112 his 3-200 (Butz, Denk et al.,
gal4D gal80D LYS2::GAL1-HIS3 GAL2- 2000)

ADE2 met2::GAL7-lacZ SPAL10-URA3

Die Anzucht der Hefen erfolgte in den entsprechenden Voll- oder Selektionsmedien
bei 30°C fur 24-40h. Die langfristige Lagerung erfolgte bel -80°C in YPDA-Medium
mit 50% Glyzerin.

2.1.7 Lésungen und Puffer
DNA-Gédl Ladepuffer (6x): Ficoll 15%
EDTA 25mM
Bromphenolblau
PBS (1x): NaCl 137 mM
KCl 2,7mM
Na,HPO, 4.3 mM
KH,PO, 1,4 mM
SOB-M edium Trypton/Pepton 20g
Hefeextrakt 59
NaCl 0,59
KCl 600 ml 4M
Ad 990 ml H,O
pH 7,0 autoklavieren
MgCl, 10 ml 1M
SOC-Medium SOB-Medium
+ Glukose (steril) 20ml /I 1M
TE (1x) Tris-HCl pH 7,4 10 mM
EDTA 1mM
TAE (1x) Tris-Acetat 40 mM
EDTA 1mM
2.1.8 Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Grundchemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Fluka und Sigma bezogen.
Restriktionsenzyme sowie weitere Enzyme der Molekularbiologie, als auch
Grolkenstandards fur DNA-Fragmente stammen von New England BioLabs.
Molekulargewichtsmarker fur Proteine, sowie der Protein Assay Kit zur
Proteinkonzentrationsbestimmung wurden bei BioRad bezogen. Bestandteile von
Nahrmedien zur Anzucht von Hefen wurden bei BIO101 gekauft. Plastikwaren fir die

26



2. Material und Methoden

Zellkultur wurden von den Firmen Greiner, Costar, Beckton Dickinson oder
Schleicher& Schuell bezogen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Falls nicht anders vermerkt, wurden gangige Methoden sowie die Rezepte fur Puffer
aus Sambrook et al., 1989, entnommen. Etwaige Modifikationen sind an
entsprechender Stelle vermerkt.

2.2.1 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

Spezifische DNA-Segmente wurden mit einem GeneAmp 9600 amplifiziert. Die
Reaktion wurde in einem 50 pl Ansatz bestehend aus DNA-Template, DNA-
Polymerase-Puffer, je 50 pmol der entsprechenden Primer (3'und 5 Primer), 40 pmol
des dNTP-Mix und 2 U DNA- Polymerase durchgefiihrt. Die Denaturierung der
DNA-Matrize erfolgte fur eine Minute bei 95°C, wéhrend fur die 0,5 minutige
Hybridisierung der Primer eine Temperatur ca. 5°C unter des T,-Wertes gewahlt
wurde. Die Polymerasereaktion wurde bei 72°C mit einer Minute pro Kilobasenpaar
durchgeftihrt. Es erfolgten 25-35 Zyklen, die durch eine abschlief3ende 10 mindtige
Synthesephase bei 72°C abgeschlossen wurden. Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, analysiert und mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel eluiert.

2.2.2 Enzymatische Behandlung der DNA

2.2.2.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Doppelstrangige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen an fir diese Nukleasen
spezifischen Sequenzmotiven geschnitten werden. Dazu wurden 1-10 Einheiten des
jeweiligen Enzyms pro pug DNA in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer (New
England BioL abs) eingesetzt. Die Reaktionszeit betrug 1-16 h bei der vom Hersteller
empfohlenen Inkubationstemperatur (meist 37°C). Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 6x DNA-Ladepuffer abgestoppt.
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2.2.2.2 Dephoshorylierung von 5" Enden

Um die Selbstligation von linearisierten Vektoren in nachfolgenden Klonierungen zu
verhindern, wurden im Anschlul3 an den Restriktionsverdau 1-2 units Alkalische
Phosphatase (New England BioLabs) pro ug DNA zugeben und fur 0,5 h bei 37°C
inkubiert. Die Alkalische Phosphatase entfernt 5" Phosphatgruppen, so dal3 eine
Ligation nur noch mit dem Insert erfolgen kann, was die Ligationseffizienz erheblich
erhoht.

2.2.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation wurden verschiedene molare Verhéltnisse von dephosphoryliertem
Vektor und einzufiigendem Insert eingesetzt (1:2 bis 1:10). Die Ligation erfolgte mit 1
pl T4-DNA-Ligase (New England BioLabs: 40 U/ul) in 1xLigase-Puffer in einem 20-
50 pl Gesamtansatz bei 16°C fur 4-16 h. Die Hélfte des Ligationsansatzes wurde
anschliefend fur die Transformation von E.coli eingesetzt.

2.2.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose-Gel-
Elektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung von DNA-
Restriktionsfragmenten und zur Reinigung von PCR-Produkten eingesetzt. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente zur Anode ist dabei proportional zur
Grofe, welche anhand eines DNA-Langenstandards abgeschétzt werden kann. Es
wurden in der Regel 1%ige TAE-Gele verwendet (Auftrennungsbereich 0,5-6 kb), die
mit 0,002 % (v/v) Ethidiumbromid versetzt wurden, welchesin die DNA interkaliert
und unter UV-Bestrahlung Licht emittiert. Der Gellauf erfolgte in IXTAE-Puffer bei
einer kontinuierlichen Spannung von 10 mV/cm Gellange. Anschlief3end wurden die
Fragmente unter UV-Licht (366 nm) sichtbar gemacht und mit einer Videokamera
photographiert.

2.2.4 Transformation von Plasmiden in E.coli

Um neuklonierte Plasmide zu selektieren und zu vervielféltigen mufdten sie in

Bakterien eingebracht werden.
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2.2.4.1 Herstellung transformationskompetenter E.coli-Zellen

A.) Chemokompetente Bakterien (XL-1 blue):
L6sung 1: 100 mM RDbCI, , 50 mM MnCl,, 30 mM KaAc, 10 mM CaCl,, 13%
Glyzerol(v/v) pH 5,8; sterilfiltrieren

Losung 2: 10 mM MORPS (pH 7,0), 10 mM RDbCl,, 75 mM CaCl,, 13 % Glyzerol
(v/v) pH 7,0; sterilfiltrieren

600 ml Bakterienkultur wurden bis zu einer ODgy,.von 0,48-0,5 angezogen und die

Zellen anschlief3end durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 2000 rpm) geerntet. Die

Zellen wurden in 200 ml kalter Lésung 1 resuspendiert und fur 1-2 h auf Eis

inkubiert. Die Bakterien wurden erneut durch Zentrifugation pelletiert und in 15 ml

Losung 2 resuspendiert. Aliquots von 200 pl der Bakteriensuspension wurden in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C gelagert.

B.) Elektrokompetente Bakterien (DH10B):

Eine Einzelkolonie der Bakterien wurde Uber Nacht in 5 ml LB-Medium angezogen
und am né&chsten Tag in 500 ml LB bis zu einer OD,, von 0,5-0,6 wachsen gelassen.
Die Zellen wurden anschlief3end fur 10-15 min auf Eis gekdhlt und 20 min bei
5.000xg und 2 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden in 5 ml Eiswasser resuspendiert
und 500 ml Eiswasser hinzugegeben. Es erfolgte erneut eine Zentrifugation und die
Zugabe von 5 und 500 ml Eiswasser. Die Zellen wurden wie oben zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in der verbleibenden Fliissigkeit geldst. Die
Zellen wurden frisch verwendet oder zur Lagerung mit 10 % Glyzerol versetzt,
aliquotiert und bei —80 °C aufbewahrt. Die Transformationseffizienz dieser Zellen
betragt > 10° pro ug DNA.

2.2.4.2 Transformation in chemokompetente Bakterien

Die Halfte eines Ligationsansatzes wurde zu 50 pl chemokompetenten Zellen (XL 1-
blue) gegeben, welche auf Eis aufgetaut wurden. Die Aufnahme der Fremd-DNA in
die Zellen wurde durch Kéltestref3 (30 min auf Eis) und anschlief3endem Hitzeschock
(90 s, 42°C) forciert. Die Zellen wurden kurz auf Eis abgekihlt und dann mit 500 pl
LB-Medium (ohne Antibiotika) 0,5 h bei 37°C vorkultiviert. Das Ansatzvolumen
wurde durch Zentrifugation halbiert, auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden
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Antibiotika ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit den angewachsenen

Kolonien konnten dann Fllissigkulturen inokuliert werden.

2.2.4.3 Transformation in elektrokompetente Bakterien

Die Transformation in elektrokompetente Zellen (DH10B) wurde zur Amplifikation
von gering-konzentrierten Plasmidpraparationen, z.B. solchen aus Hefezellen,
verwendet. Die Elektroporations-Apparatur wird auf 2,5 kV und 25 pF eingestellt mit
einem Pulse-Kontroller von 200 Q. Es wurden 5 pl der Hefe-Plasmid Praparation zu
70 pl eisgekiihlten elektrokompetenten Zellen gegeben und fir 1min auf Eisinkubiert.
Der Ansatz wurde in vorgekihlte Elektrokivetten gegeben und wie oben beschrieben
gepulst. Die Zellen wurden in 700 pl SOC-Medium aufgenommen und 30-60 min bei
37 °C inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in 80 pl SOC-Medium

aufgenommen und auf L B-Platten ausplatiert.

2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

2.2.5.1 Plasmidisolierung in analytischem MaRstab (Mini-
Praparation)

Far analytische Zwecke wurde Plasmid-DNAmit dem NucleoleoSpin Plasmid Kit der

Firma Macherey-Nagel isoliert. Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers

vorgegangen.

2.2.5.2 Plasmidisolierung in préaparativem Malstab (Maxi-
Praparation)

Grof3ere Mengen Plasmid-DNA wurden aus 500 ml Kulturen mittels des Plasmid

Maxi Kit der Firma Qiagen prapariert. Dabei wurde nach dem Protokoll des

Herstellers vorgegangen.

2.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Messung der Extinktion von DNA-L&sungen bei 260 und 280 nm gibt Auskunft
Uber deren Konzentration und Reinheit. Eine OD,g entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA. Da aber auch aromatische Aminosauren bei dieser
Wellenlange absorbieren wird zusétzlich die Extinktion bei 280 nm bestimmt, bei der
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Proteine starker als DNA absorbieren. Ist der Quotient aus OD,q, und OD,g, kleiner a's

1,8, so deutet dies auf Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenol hin.

2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.1 Proteinexpression in E. coli

Zur Proteinproduktion wurden die entsprechenden Expressionsvektoren in den E.coli
Stamm BL21 (DE3) pLysS transformiert und in 0,5 bis 1l LB- Medium bis zu einer
OD¢,y, VOn ca. 0,5-0,7 angezogen. Da die Multiple Cloning Site dieser Vektoren unter
der Kontrolle eines vom Laktose-Operon abgeleiteten Promotor steht, kann die
Expression durch Glukose reprimiert und durch IPTG induziert werden. Die Induktion
erfolgte mit 0,5 bis1 mM IPTG fur 1h bei 37°C oder fir 5h bei RT.

2.3.2 Verifikation von Proteininteraktionen in vitro mittels
GST-Pulldown

2.3.2.1 Proteinexpression und Zelllyse unter nativen Bedingungen

Lysispuffer: 50 mM Tris pH 7,9, 250 mM NaCl, 1% Triton-X100, 1mM

DTT, 1:1000 Protease-Inhibitoren-Mix
Bindungspuffer: 50 mM Tris pH 7,9, 100 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10%
Glycerol, 0,1% NP40, 0,3 mM DTT, 1:1000 Protease-
Inhibitoren-Mix
Nach Induktion (0,5 mM IPTG) und Expression (1h 37°C) wurden die Bakterien
durch Zentrifugation pelletiert und in Lysispuffer resuspendiert. Die Zelllyse wurde
durch mehrmaliges Einfrieren in flissigem Stickstoff und Auftauen im Wasserbad bei
37 °Cforciert. Die Lysate wurden auf Eis fur 30 sek mit Ultraschall behandelt. Nach
30 minutiger Zentrifugation mit 10.000 xg bei 4 °C, wurde der Uberstand bei -80 °C
eingefroren.

2.3.2.2 GST-Reinigung

50 pl Glutathion-Sepharose-Beads wurden 3mal mit PBS gewaschen und dabei
jewells durch Zentrifugation (2500 rpm, 5min) pelletiert. Gleiche Mengen an
Bakterienlysat wurden mit den Beads versetzt und fur 0,5-1h bei 4°C unter
Rotation an die Beads gebunden. Nicht gebundene Proteine wurden durch
Waschen mit Lysispuffer (zweimal) bzw. mit Bindungspuffer (einmal) entfernt.
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2.3.2.3 GST-Pulldown

Zur Bindung des moglichen Interaktionspartner wurden 0,5 mg Zelllysate einer
Zé€lllinie, welche das entsprechende Protein Uberexpremiert zugegeben und tber
Nacht bel 4 °C inkubiert. Die Beads wurden am néchsten Tag dreimal mit 1 ml
Bindungspuffer gewaschen und in 20 pl SDS-Ladepuffer resuspendiert. Nach 5
mindtigem Aufkochen der Proben bei 95°C und 3 minitigem Abzentrifugieren
bei 14.000 upm, wurden 2/3 des Ansatzes auf ein 6 prozentiges und 1/3 des
Ansatzes auf ein 12 prozentiges Gel aufgetragen.

Im niedrigprozentigen Gel wurde die Prasenz des Bindungspartners im
gebundenen Komplex mittels Western Blot detektiert, und das hochprozentige
Gel diente der Kontrolle der gleichen Mengen an GST-Protein durch

Coomassie-Féarbung.

2.3.3 Reinigung von rekombinanten Proteinen aus E.coli unter
denaturierenden Bedingungen

2.3.3.1 Zelllyse

Dadiein E.coli exprimierten Proteine ein Histidin-Tag besitzen, konnten sie tUber eine
Ni**-Affinitatschromatographie gereinigt werden. Dazu wurde die Bakterien in 30 ml
8 M Urea/PBS aufgenommen, die Zellen mit 2x3 min Ultraschall aufgeschlossen und
fur 30 min auf einem Rollenschiittler inkubiert. Unldsliche Bestandteile wurden durch
Zentrifugation (30 min, 20000xg, 4°C) entfernt und der Uberstand zusétzlich filtriert.

2.3.3.2 Reinigung durch Ni?*-Affinitatschromatographie

Eine entsprechende Saule wurde mit 4ml chelatierender Sepharose gefiillt und an eine
Pumpe angeschlossen. Die Saule wurde mit 10 ml Wasser gewaschen, mit 6 ml 2%
NiSO, beladen und wieder mit Wasser gewaschen. Es wurde mit 8 M Urea /PBS
aquilibriert. Dann wurde das Bakterienlysat auf die Saule aufgetragen und mit je 20
ml 8 M Urea /PBS und 40 mM Imidazol/8 M Urea /PBS gewaschen. Die Elution
erfolgte mit 6x2ml 250 mM Imidazol/ 4M Urea /PBS, wobei Fraktionen von je 2 ml
gesammelt wurden, die dann im Coomassie-gefarbten Gel auf das gereinigte Protein
Uberpruft wurden. Die das Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und

einem Renaturierungsschritt unterworfen.
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2.3.3.3 Renaturierung des gereinigten Proteins mittels Dialyse

Der gereinigte Proteinextrakt wurde in einen Dialyseschlauch Uberfihrt und 1M L-
Arginin/PBS bis zu einer Endkonzentration von 400 mM Arginin zugegeben. Die
Dialyse zur Entfernung des denaturierenden Harnstoffes erfogte gegen 400mM
Arginin/PBS Uber Nacht bei 4°C. Der umgebende Puffer wurde schrittweise durch
PBS (nach Bedarf mit 10% Glyzerol) ersetzt. Ausgefallene Proteine wurden durch
Zentrifugation entfernt. Die Proteinkonzentration und Reinheit des so erhaltenen

Extrakts wurden im Coomassie-Gel bestimmt.

2.3.4 Kolorimetrische Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten erfolgte mit
dem Protein Assay Kit der Firma Biorad, welcher auf der Methode von Bradford

basiert.
2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese
SDS-PAGE Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist ein kontinuierliches Verfahren zur
Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht. Die Proben wurden fir 5min bel
95°C in 4xSDS-Ladepuffer (Roth) inkubiert und durch das SDS mit einer
kontinuierlichen negativen Ladung versetzt. Der Gellauf erfolgte in Form von
vertikalen Plattengelen mit 6 bis 12%igen Trenn- und 5%igen Sammelgelen in SDS-
Laufpuffer. Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer Stromstérke von 40 mA pro Gel.

2.3.6 Coomassieblau-Farbung von Polyacrylamidgelen
Coomassi e-Farbel 6sung: 0,1% Coomassie G250, 40% Ethanol, 10% Eisessig
Entfarbel 6sung: 25% Ethanol, 10 % Eisessig

Zur Sichtbarmachung aller im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurde das Gel fur 30
min in Coomassie-Farbelsung auf einem Schiittler gefarbt. Uberschiissiger Farbstoff
wurde durch mehrfaches Wechseln der Entfarberldsung aus dem Gel entfernt. Das

Gel wurde zur Dokumentation auf einem Whatman-Papier getrocknet.
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2.3.7 Immunoblot (Western Blot)

Anodenbuffer |: 300 mM Tris-HCI (pH 10,4), 20 % Methanol (v/v)

Anodenpuffer 11: 25 mM Tris-HCI (pH 10,4), 20% Methanol (v/v)

Kathoden-Puffer: 25 mM Tris-HCI (pH 10,4), 20 % Methanol (v/v),
40 mM ge-Aminocapronsaure

TBS (1x): 10 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl

TBST: TBS mit 0,05% Tween 20

Der Western Blot dient dem qualitativen und quantitativen Nachweis von Proteine
durch Antikorper. Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden in
Halbtrockenkammern auf Nitrocellulose-Membranen bei 1 mA/cm2 Membranfl&che
fur 1-2h Ubertragen. Dazu wurde ein “Sandwich” aus 3 Lagen Whatmann 3MM
Papier in Anodenpufferl, 3 Lagen Whatmann 3MM Papier in Anodenpuffer2,
Nitrocellulosemembran, SDS-Gel und 6 Lagen Whatmann 3MM Papier in
Kathodenpuffer aufgebaut. Nach dem Blotten wurde die Membran fir 30 min in 5%
Milchpulver in TBS-T geblockt. Es erfolgten 3 Waschschritte je 5 min mit 15 ml
TBS-T und die Inkubation des 1. Antikorper fir 1 h bei RT oder Gber Nacht bei 4°C.
Die Membran wurde wie oben dreimal mit TBS-T gewaschen und mit dem 2.
Antikorper an den eine Peroxidase gekoppelt ist fur 45 min bei RT inkubiert. Nach
drei erneuten Waschschritten erfolgte die Detektion der Peroxidase-Aktivitat mit dem
ECL-System der Firma Amersham und Nachweis der Lichtemission mit einem

Rontgenfilm .

2.3.8 Ponceau-Farbung von Nitrocellulosemembranen

Zum Nachweis der erfolgreichen Blottingprozedur, sowie der Uberpriifung gleicher
Proteinmengen in den einzelnen Spuren, wurde die Membran fir 5 min in Ponceau S
Loésung (Sigma) gefarbt und durch Waschen mit 10%iger Essigsaure entfarbt.

2.3.9 “Strippen” von Nitrocellulosemembranen

Stripping-Puffer: 2%SDS; 62,5 mM TrissHCI pH 6,7, 100 mM f3-
Mercaptoethanol

Das Strippen der Membran dient dazu, bereits gebundene Antikorper zu entfernen, so

dal? ein Nachweis mit einem anderen primaren Antikorper mdglich wird. Die

Membran wurde 0,5h bei 60°C mit Stripping-Puffer inkubiert. Anschlief3end wurde
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die Membran in Leitungswasser gewaschen bis kein [3-Mercaptoethanol-Geruch mehr
wahrnehmbar war. Die Membran wurde in dest. Wasser und TBS-T fir jeweils 0,5h
gewaschen, und anschlieRend geblockt und eine erneute Immunodetektion
durchgefuhrt.

2.3.10 Immunoprazipitation (IP)

TNE: 50mM Tris ,140 mM NaCl, 5mM EDTA
TNE-T: TNE mit 1%Triton

Bei der Immunoprazipitation kann ein spezifisches Protein aus einem Totallysat
isoliert werden. Dabei wird das Protein an einen spezifischen Antikorper gebunden,
welcher wiederum Uber den F.-Teil an Protein A bindet. Protein A ist an Sepharose-
Beads fixiert, die durch Zentrifugation gewonnen werden konnen. Zum Zellextrakt
wird 1pg des spezifischen Antikorpers gegeben und fur 2h auf Eis inkubiert. Es
folgte die Zugabe von 50 pl der Protein-A Sepharose-Beads und eine erneute
Inkubation fur eine Stunde bei 4 °C auf einem Rotator. Die Beads wurden zweimal
mit X100-Zellextraktionspuffer und einmal mit TNE-T gewaschen und dabei jeweils
fir 3 min bel 2.000 rpm zentrifugiert. Das gebundene Protein wurde durch Zugabe
von SDS-Gelladepuffer eluiert und der Uberstand auf ein SDS-PAGE aufgetragen.

2.4 Methoden der Zellkultur

2.4.1 Transfektion von Saugerzellen

Saugerzellen kdnnen unter bestimmten Bedingungen von auf3en zugesetzte Fremd-
DNA aufnehmen (Transfektion) und die von dieser DNA kodierten Gene
expremieren.

Dazu wurden 2*10° Zellen in einer 12well-Plate ausgesaht und nach dem Absetzen,
mit Medium ohne FCS versetzt. 2 ug DNA wurden in 100ul DMEM Medium (ohne
FCS) resuspendiert, wahrend 4 pl Lipofectamine 2000 (LifeTechnologies) mit 100ul
Medium (ohne FCS) gemischt. Beide Ldsungen wurden vereinigt und zur Bildung
von DNA-Lipofectamine-Komplexen 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Fur eine
transiente Transfektion wurden die Zellen nach 48h geerntet und die Expression des
transfizierten Gens im Immunoblot untersucht. Fur die Herstellung stabil
exprimierender Zellen, wurden die Zellen verdinnt ausgeséht und nach zwei Tagen
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mit 1 mg/ml G418 selektiert, wobel das Medium alle zwei Tage erneuert wurde. Nach
zwei Wochen wurden Einzelkolonien gepickt, die dann auf Expression des

K onstruktes untersucht wurden.

2.4.2 Zellernte und ZellaufschlulR
Triton-X 100 Puffer:

50 mM TrispH 7,5  frisch hinzugeben

5mM EGTA 20 pM PAO, 2 mM NavO,; 1 mM Pefabloc, 50 mM NaF,
150 mM NaCl 10 pg/ml Leupeptin, 10 pg/ml Aprotinin
150 mM NaCl

Um Membranproteine aus der Membran zu extrahieren wurden Gesamtzellextrakte
mit einem Detergenz (hier Triton X-100) hergestellt. Das Medium wurde von den
Zéellen abgesaugt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Dann wurden die Zellen
in 1 ml PBS-Puffer aus der Kulturschale gekratzt und der Puffer durch Zentrifugation
(2500 rpm, 5min, 4°C) entfernt. Das Pellet wurde in 20 bis 50 pl Triton X100-Puffer
resuspendiert und 15 min zur Zelllyse auf Eis inkubiert. Unl6sliche Zellbestandteile
wurden durch Zentrifugation (14000 rpm, 10min, 4°C) entfernt. Der
Gesamtproteingehalt wurde mittels der Bradford-Methode bestimmt. Die Extrakte
wurden bei —80°C gelagert.

2.4.3 Proliferationsassay

Das Wachstum von Zellen kann mittels des Tetrazoliumsalzes XTT quantifiziert
werden, welches von stoffwechsel aktiven Zellen zu einem Formazan metabolisiert
wird und dadurch einen Farbumschlag zeigt. 5x10° Herc-Zellen wurden pro well in
einer Multiwellplatte ausgesaht. Nach Absetzen der Zellen wurden die Zellen in
Medium ohne Serum fur 15h gehungert. Das Wachstum wurde durch Zugabe von
EGF induziert und die Proliferationsrate nach verschiedenen Zeitpunkten bestimmit.
Dafur wurden 50 pl XTT/PMS (50:1) zugeben und fur 3h bei 37°C, 5%Co, inkubiert.
Das Zellwachstum wurde durch Messung der Extinktion bei 595 und 690 nm

quantifiziert.
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2.4.4 Untersuchung des Zellwachstums in semisoliden Medium
(Soft Agar Assay)

Auf einer Bodenschicht von 0,5% Agarose in Medium, wurden 2500 Zellen in 0,3%
Agarose in Medium in einer Multiwellplate ausgesdht. Diese wurde mit Medium
Uberschichtet, welches 30ng/ml EGF enthielt. Nach 5 bzw. 7 Tagen Inkubation wurde
die Bildung von Kolonien im Weichagar mittels XTT quantifiziert.

2.4.5 Immunofluoreszenzanalyse

Farbung zellulérer und transduzierter Proteine erfolgte mittels Immunofluoreszenz .
Dazu wurden die Zellen auf Deckgléaser in einer Zellkulturschal e ausgeséht und zum
gegebenen Zeitpunkt mit 95% Methanol fir 10 min bel —20°C fixiert. Das Methanol
wurde abgesaugt, und nach Trocknung des Glases der Ort der Férbung mit einem
Wachsstift eingegrenzt. Um die Zellmembran fir die Aufnahme der Antikorper zu
permeabilisieren, wurde das Préparat mit PBS/0.05% Tween 20 Minuten inkubiert
und anschlief?end mit PBS gewaschen. Nach 30 min Blockieren (0,5% Fischgelatine,
0,1 % Ovalalbumin in PBS) erfolgte die Inkubation mit Primérantikdrper (verdinnt in
Blockierungslésung) bei 4°C Uber Nacht. Nicht gebundener Antikorper wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten Sekundarantikorper (1:400) 1,5h bel RT im Dunkeln gefarbt. Nach
erneutem Waschen wurden die Salze mit Aqua dest. weggewaschen, das Praparat
getrocknet und mit Mowiol/DAPI auf einem Objekttrager aufgebracht. Nach
Trocknen des Mowiols konnten Bilder mit einem Fluoreszenzmikroskop

aufgenommen werden.

2.4.6 Messung der Luziferase-Aktivitat

Luziferase- 1% Triton X-100, 25mM Glycylglycin, 15 mM MgSO,,

Lysispuffer: 4mM EGTA, 1ImM DTT (frisch hinzugeben)

Luziferin-Subtrat: 2,979 Glycylglycin, 2,79 ATP (pH 7,8); 50 mg Beetle Luziferin;
ad 900 ml H,O

Reaktionspuffer: 100 mM N,HPO,, 1 mM MgCl,, 1x Galacton (Tropix)

Amplifierldsung: 10% Emerald, 0,2 M NaOH

Zur Messung der Transaktivierungsaktivitdt von Transkriptionsfaktoren wurde ein

Reporterkonstrukt bestehend aus einem Promotor mit Bindungsstellen fir den
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entsprechenden Transkriptionsfaktor und dem Luziferase-Gen transfiziert. Wenn der
Faktor die Transkription von diesem Promotor aus aktivieren kann, wird das aktive
Enzym Luziferase exprimiert. Dieses katalylsiert nach Zugabe des Luziferinsubstrats
eine Reaktion bei der Licht emittiert wird, welches durch einen
Photoel ektronenvervielfacher detektiert werden kann. Das emittierte Licht ist somit
proportional zur Transaktivierungsaktivitat des Faktors.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, in PBS aus der Zellkulturschale gekratzt und
der Puffer durch Zentrifugation (5 min, 2500 rpm, 4°C) entfernt. Das Pellet wurde in
70 pl Luziferase-Lysispuffer (pro 12well) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Unlosliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation entfernt und der Uberstand
weiterverwendet. 20ul des Zelllysats wurden in einer Luziferaseplatte vorgelegt. Die
Messung der Chemolumineszenz erfolgte automatisch durch Zugabe von 50 pl
Luziferin-Subtrat fur 20s. Um die Luziferase-Aktivitat mit der Transfektionseffizienz
abzugleichen, wurden ein konstitutiv exprimiertes [3-Galaktosidase-Konstrukt
transfiziert. Die Messung der Galaktosidase-Aktivitat wird von 3 pl Lysat unter
Zugabe von 33 pl Reaktionsbuffer nach 30 minutiger Inkubation fir 10 sec gemessen,

wobel der Amplifier automatisch zugegeben wird.

2.5 Methoden im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ermoglichte es, Protein-Protein-Interaktionen in
zelluldren Systemen zu untersuchen. Das zentrale Element des Hefe-Zwei-Hybrid-
System ist das Protein GAL4, ein Hefe-Transkriptionsfaktor, der aus einer DNA-
Bindungsdoméane und einer Aktivierungsdomane besteht. Um die Transkription
auszulsen, bedarf es lediglich der raumliche Nahe der beiden Doménen. Diese
Tatsache macht man sich in einem Zwei-Hybrid-Screen zu nutze, indem man
miteinander interagierende Proteine mit den beiden Doméanen fusioniert und tber die
Wechselwirkungen der Fusionsproteine einen vollstandigen Transkriptionsfaktor
regeneriert. Dieser ermoglicht dann die Transkription von Selektionsmarkergenen. Im
verwendeten Hefestamm KF1 kodieren diese Reportergene jeweils fir ein Protein der
Adenin-, Histidin- und Uracil-Biosynthese (ADE2, HIS3, URA3) und stellen bel
Transkription von “Gal4-response-Elementen” das Wachstum auf den jeweiligen
Selektivmedien sicher. Uber die Starke der Promotoren 14R3t sich die Stéarke der

Protein-Protein-Wechselwirkung bestimmen. Im vorliegenden Fall besitzt ade? einen
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starken, his3 und ura3 einen schwachen Promotor. Ura3 wird durch den SPO13-
Promotor reguliert, der ein negativ-regulatorisches Element enthélt und nur durch
starke Protein-Protein-Interaktionen aktiviert werden kann. Das his3-Gen wird basal
transkribiert. Diese basale Transkription kann durch kompetitive Hemmung mit 3-
Aminotriazol (3-AT) verhindert werden, was gleichzeitig eine Titration der
Bindungsstarke ermdglicht.

2.5.1 Lésungen und Medien

SD (Synthetic Dropout)-Medium 1,79 YNB (Yeast Nitrogen Base)
(FlUssig-Sel ektionsmedium): 59 (NH,),SO,
0,59g CSM-Aminosauremix
Y PDA-Medium (Vollmedium): Y PD-Medium der Firma Bio101 mit 50 mM
Adenin
DOBA (Dropaut base agar) DOBA Basis der FirmaBio101 mit
Medium zur Herstellung von entsprechendem CSM-A minosduremix
Sel ektionsagarplatten)
2.5.2 Transformation von Plasmiden in S. cerevisiae
LIAC/TE: 100mM LiAc pH7,5, 10 mM Tris, 1 mM EDTA
LiIAC/TE/PEG: 100mM LiAc pH7,5, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 40% PEG
4000

Fur die Transformation von Plasmiden in Hefe wurde eine Streichholzkopf-grolie
Kolonie des KF1-Stammes in 300ul LiAC/TE-Puffer resuspendiert und fur eine
Minute bei Raumtempreatur mit 14000rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in
LiAc/TE-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Der Transformationsansatz aus

50 pg Trager-DNA (Salmon Sperm DNA: 10 mg/ml)
1 pg Plasmid

50 pl Hefesuspension

300 pl LiAC/TE/PEG

wurde 30 Minuten bei 30 °C und 15 Minuten bei 42 °C inkubiert und anschlief3end 2
min bei 3.000 rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 120 pl Wasser resuspendiert
und davon 70 ul auf Selektionsplatten ausplattiert. Die Hefen wurden 2 Tage bel 30°C

inkubiert.
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2.5.3 Transformation der Library-Vektoren in S. cerevisiae

Die Hefekolonien, die das Baitprotein exprimierten, wurden fir die Transformation
der Library-Vektoren in 30 ml SD —L Uber Nacht kultiviert. Die Hefen wurden mit
250 ml YPDA bis zu einer ODgy, von 0,5 + 0,1 angezogen, 2 min bei 2.000 rpm
zentrifugiert und das Pellet zweimal mit Wasser und einmal mit LiAc/TE-Puffer
gewaschen. Die Zellen wurden in 2 ml LiAc/TE aufgenommen.

Der Transformationsansatz (verteilt auf 10 Ansédtze a2ml):

20 pg Library-DNA

180 pl Tréger-DNA (Salmon Sperm DNA: 10 mg/ml))
2 ml Hefesuspension

12 ml LiAc/TE/PEG-Puffer

wurde 30 min bei 30 °C und 15 min bei 42 °C inkubiert. Die Zellen wurden 5 min bel
3.500 rpm zentrifugiert, die Einzelansatze vereinigt und erneut zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 10,5 ml Wasser resuspendiert und je 700 pl auf grof3e DOBA —LTA
Platten ausplatiert. Mit Hilfe einer Verdinnungsreihe (103, 10*, 10°) der Zellen, die
auf DOBA —LT Platten ausplattiert wurden, konnte die Transformationseffizienz

berechnet werden.

2.5.4 Herstellung von Proteinextrakten aus Hefezellen

Lysispuffer:  8M Urea, 5% SDS, 40 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,1 mM EDTA,
0,4 g/ml Bromphenolblau, 0,7% [(-Mercaptoethanol, Protease-
Inhibitoren
Die Bait-Proteinextrakte aus Hefe wurden zum Nachweis der Expression des
Baitproteins benétigt. Die transformierten Klone wurden in 5 ml SD —L Uber Nacht
kultiviert und am néchsten Tag in 50 ml YPDA angezogen bis eine ODg,, von 0,6
erreicht wurde. Fir den weiteren Versuch wurden 20 OD-Einheiten verwendet,
welche mit Eis 5 min bei 1000 xg bei 4 °C zentrifugiert wurden. Das Pellet wurde mit
kaltem Wasser gewaschen und der Ansatz erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden
anschlief3end in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C gelagert.
Der Hefelysispuffer wurde auf 60 °C vorgewarmt und je 200 ul zu den gefrorenen
Zellen gegeben. Ebenfalls vorgewérmte Glas-Beads (400 pl) wurden dem Ansatz
beigefiigt und dieser fur 10 min bei 70°C inkubiert. Da die Protease-Inhibitoren bei

40



2. Material und Methoden

diesen Temperaturen nicht stabil sind, wurden nach jedem Schritt 25 pl Pefabloc
(100x) hinzugegeben. Nach 10 min wurden die Ansétze auf Eis gekihlt und einzeln
fur 1 min gevortext. Die lysierten Zellen wurden bel 4 °C fir 5 min mit 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, auf Eis gelagert und das Pellet mit
100 pl Lysispuffer erneut bei 95 °C fur 5 min inkubiert.

Der Ansatz wurde wie oben zentrifugiert und der Uberstand mit dem ersten Uberstand
vereinigt. Es wurden 40 pl des Ansatzes aufgekocht, auf ein 12 prozentiges Gel
aufgetragen und die Proteinexpression im Western Blot mit einem Antikorper gegen

die Gal4-DNA-Bindedoméne nachgewiesen.

2.5.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die DNA-Isolierung aus Hefezellen wurde mit Hilfe des Y east plasmid extraction Kit
der Firma BIO 101 durchgefuhrt.

2.5.6 Verifikation des Interaktionsphanotyps mittels Mating

Die Methode diente dazu, die Interaktion der gescreenten Aptamere mit dem
Targetprotein zu verifizieren. Die beiden haploiden Mating-Typen a bzw. a von S.
cerevisae KF1 wurden mit dem Bait- bzw. den isolierten Prey-Konstrukten
transformiert. Klone, der so transformierten Mating-Typen wurden gemeinsam uber
Nacht bei 30 °C in YPDA Medium inkubiert und am folgenden Tag auf DOBA-LT
(DOBA ohne Leucin/Threonin) ausplattiert. Die gewachsenen diploiden Kolonien
wurden auf den entsprechenden Selektivmedien ausgestrichen und das Wachstum

Uberwacht.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening von Peptid-Aptameren, die mit der
Kinasedomane des EGF-Rezeptors interagieren

Ziel dieser Arbeit war es, Peptid-Aptamere zu isolieren, welche die Funktionen des
EGF-Rezeptors inhibieren kdnnen. Da eine funktionsfahige Kinasedoméne fur die
Aktivitét des Rezeptors essentiell ist, kdnnen Peptid-Aptamere, die an diese Doméne
binden, potentiell die Rezeptorfunktionen hemmen. Als ATP-Bindungsstelle in der
Kinasedoméne wurde das Lysin 721 identifiziert, das den y-Phosphatrest des ATPs fur
den Transfer der Phosphorylgruppe korrekt positioniert. Des Weiteren konnte dem
Lysin 782 eine Rolle bei der Bindung der Ribose zugeschrieben werden (Klingbeil
and Gill, 1999). AulRerdem werden weitere Positionen in dieser Region wie z.B.
Aparaginsdure 813 diskutiert, die fur die ATP-Bindung entscheidend sind (Ewald,
Coker et al., 2001). Aus diesen Grinden wurde ein 130 Aminosauren grof3es
Fragment der Kinasedomane, das die Aminosaurereste 688 bis 821 umfal¥, als,, Bait"
abgeleitet (Abb. 3.1). Dies hat zugleich den Vorteil, dass sich ein kleineres
Fusionsprotein zusammen mit der Gal4 DNA-Bindungsdomane ergibt, das eine
bessere Expression in Hefen erlaubt.

Zellmembran

688 K 721 955

Extra- —

Zellular I

Abb. 3.1 Zielstruktur zur lIsolierung eines Peptid-Aptamers mit spezifischer Affinitat zur
Kinasedomane des EGF-Rezeptors

Als Baitkonstrukt wurde die Region zwischen aa 688 und aa 821 verwendet und das Konstrukt als
EGFR KDI (Kinasedoméne |) bezeichnet. Das Baitkonstrukt umfafdt das kritische Lysin 721, das fir
die ATP-Bindung und —Positionierung wichtig ist.
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Das entsprechende Fragment wurde aus einer humanen EGFR cDNA mittels PCR
amplifiziert. Hierbei wurden gleichzeitig Restriktionsschnittstellen eingefligt, so dass
nach Restriktionsverdau das Fragment in den Hefe-Expressionsvektor pPC97
eingefugt werden konnte. Dieser Vektor wurde in den S cerevisiae Stamm KF1
(Butz, Denk et al., 2000) transformiert und Klone auf Selektionsmedium (DOBA-L)
selektiert. Diese Klone wurden auf die autonome Aktivierung der Reportergene
untersucht, indem die Kolonien auf entsprechenden Selektionsplatten ausgestrichen
wurden. Keiner der Klone zeigte Wachstum unter diesen Bedingungen, so dass das
Baitkonstrukt fir einen Zwei-Hybrid-Screen verwendet werden konnte. Des Weliteren
wurde die Expression des Konstrukts durch Herstellung von Proteinextrakten und
anschliellendem Western Blot mit einem Antikorper gegen die Gal4-DNA-
Bindungsdomane uberpruft. Der Klon, der die beste Expression zeigte, wurde im
nachfolgenden Screen verwendet.

Die Peptid-Aptamer-Library wurde in diesen Klon transformiert und Klone, die
jeweils interagierende Peptid-Aptamere enthalten, auf DOBA-LTA Platten selektiert.
Nach einer Woche konnten vier Kolonien isoliert werden, die au3erdem Wachstum
auf DOBA-LTU und DOBA-LTH Platten zeigten. Vor allem die Aktivierung des
Uracil-Markers wies auf eine hochaffine Bindung zwischen Aptamer und Bait hin.
Denn der vor dem Uracil-Selektionsmarker inserierte SPO1 Promotor enthélt ein
negatives Regulationselement, so dass dieser Promotor nur durch einen sehr stabilen
Gal4-Transkriptionsfaktor aktiviert werden kann. Durch die Verwendung von drei
Selektionsmarkern mit unterschiedlicher Stringenz konnte somit die Zahl falsch
positiver Klone erheblich reduziert werden.

Insgesamt wurden ca. 10’ Klone gescreent. Die Library besitzt eine theoretische
Diversitat von ca. 5x10" exprimierten Aptameren. Damit wurde durch den
durchgefiihrten Screen nicht die gesamte Library erfasst. Esist jedoch schwierig, hohe
Transformationseffizienzen mit Hefezellen zu erreichen. Die Erfahrung hat gezeigt,
dass ab einer Zahl von 10’ gescreenten Klonen eine ausreichende Menge an
verschiedenen Klonen erfasst wird, so dass sich hochaffine Bindungspartner ableiten
lassen. Somit war dieser Screen als erfolgreich zu bewerten und die isolierten Klone
wurden weiter charakterisiert.

Dazu wurden die Plasmide aus der Hefe isoliert und in E.coli amplifiziert. Hier wurde
die Tatsache genutzt, dass es sich bei den Library-Vektoren, im Gegensatz zu den

Bait-Konstrukten, um , high copy“-Plasmide handelt, so dass sich diese wahrend der
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Amplifikation in Bakterien anreichern. Aus einem Klon (KDI 2) lies sich trotz
mehrerer Versuche keine Plasmid-DNA isolieren, so dass angenommen werden
musste, dass es sich hier um einen falsch positiven Klon handelt, der autonom ohne
eine Aptamer/EGFR Interaktion wachsen konnte. Anschlief3end wurden die isolierten
Plasmide im Restriktionsverdau Uberprift und die eingefiigte Sequenz des Peptid-
Inserts durch Sequenzierung ermittelt (Abb. 3.2).

KDI'l  ---Trx--- VFGVSWVVGFWCQMHRRLVC---Trx—
KDI' 3 ---Trx---TFSPVVLLYRLFLATVLIWA ---Trx---

KDI 4 ---Trx--- LSFQLSPLSLVHRWGTTVDV ---Trx---

Abb. 3.2: Aminosduresequenz der isolierten Peptid-Aptamere

Keine der Peptidsequenzen zeigte Homologien zu bekannten Proteinen oder
Proteindoménen. Dies l&sst sich damit erklaren, dass es sich bei Peptid-Aptameren
nicht um evolutiv abgeleitete Motive handelt, wie die Natur sie verwendet.
Stattdessen sind dies artifizielle, randomisierte Sequenzen, die aufgrund ihrer
Aminosaurezusammensetzung eine Konformation einnehmen, die esihnen ermdglicht

mit dem EGF-Rezeptor zu interagieren.

3.2 Verifikation der spezifischen Interaktion zwischen den
isolierten selektierten Peptid-Aptameren und dem
EGF-Rezeptor in vitro und in vivo

3.2.1 Verifikation der Interaktion in S. cerevisiae mittels
Mating

Um die spezifische Interaktion zwischen den isolierten Aptameren und dem EGF-
Rezeptoren zu verifizieren, wurde ein Mating-Experiment durchgefiihrt. Dazu wurden
die isolierten Preyplasmide in Hefezellen des haploiden a-Mating-Typs eingebracht,
wahrend die Baitkonstrukte, sowie der leere pPC97 Vektor in den a-Typ transformiert
wurden. Klone wurden selektiert und jewells eine Kolonie der beiden Mating-Typen

vermischt. Diploide Klone wurden auf entsprechendem Selektionsmedium selektiert
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(DOBA-LT) und die Interaktion durch Wachstum auf DOBA-LTA Medium Uberprift
(Abb. 3.3)

pPC97 EGFR KDI1/

pTrx KDI1
pTD1/pLam pPCO7/

-Kontrolle pTrx KDI1

pTD1/pVA3
+Kontrolle pPC97 EGFR KDI/
pTrx KDI3
pPC97/
pTrx KD14
pPC97 EGFR KDI/ pPC97/
pTrx KD14 pTrx KDI3

Abb. 3.3: Die isolierten Peptid-Aptamere interagieren im Mating-Experiment spezifisch mit dem
Baitprotein EGFR KDI

Hefezellen des a bzw. a—Mating-Typs wurden mit den gekennzeichneten Plasmiden transformiert, je
eine Kolonien der unterschiedlichen Typen gemischt und diploide Zellen auf DOBA-LT Medium
selektiert. Die Interaktion wurde durch Wachstum auf DOBA-LTA Platten verifiziert. Als
Positivkontrolle wurde pTD1 verwendet, welcher fur das grof3e T-Antigen kodiert und mit der Gal4-
Aktivierungsdoméne fusioniert ist. Es ist bekannt, dass das groRRe T-Antigen mit p53 interagiert,
welches durch pVA3 codiert wird. Humanes Lamin C (pLam) hingegen interagiert nicht mit dem T-
Antigen und kann daher a's Negativkontrolle verwendet werden

Alle Hefeklone, die das Baitkonstrukt enthalten, zeigten Wachstum unter den
vorgegebenen Selektionsbedingungen, wahrend die Klone, die nur mit dem leeren
Baitvektor (pPC97) transformiert wurden, unter diesen Bedingungen nicht wuchsen
(Abb.3.3). Das zeigt, dass die isolierten Peptid-Aptamere spezifisch mit dem
Baitprotein interagieren, wahrend sie nicht unspezifisch an die GAL4-DNA-

Bindungsdomane binden, die vom leeren pPC97 Vektor codiert wird.

3.2.2 Verifikation der Interaktion in vitro durch GST-
Pulldown-Experimente

Um die spezifische Interaktion zwischen den isolierten Peptid-Aptameren und dem
EGFR néher zu charakterisieren, wurden sie als GST-Fusionsproteine exprimiert, auf
Glutathion-Beads immobilisiert und mit verschiedenen Zelllysaten inkubiert. Der

Komplex wurde im SDS-Gel aufgetrennt und der gebundene Rezeptor im Western
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Blot bzw. das eingesetzte GST-Fusionsaptamer durch Coomassie-Farbung

visualisiert.

A : Hohe EGFR Expression

B: Hohe ErbB2 Expression

A431 X SKBR3
\QQ\\' N
Jo. GST-Apta KDI ' GST-Apta KDI

Trx'\r0 1 3 4

STrx 1 3 4
T
%8 @ =8 | WB: aEGFR D - WB: a ErbB2
E Coomassie Coomassie
Renca EGFR Renca ErbB2
< N
& GST-Apta kDI \Q&Q GST-Apta KDI
Qe Trx 13 4 S Trx 1 3 4
|_i Ll WB: aEGFR D W \WB: o ErbB2

" N .

GST
T7 TRX-Aptamer

Fig. 3.4: KDI1 und 3 interagieren im GST-Pulldown-Experiment mit dem EGF-Rezeptor
Peptid-Aptamere wurden mit einer GST-Domane fusioniert (C), in E.coli exprimiert und an Glutathion-
Beads gebunden. 500 pg Zelllysat von Zellen mit hoher EGFR Expression (A) bzw. hoher ErbB2
Expression (B) wurden mit den Glutathion-Beads, inkubiert. 2/3 des Komplexes wurden in einem
niedrig-prozentigen SDS-PAGE aufgetrennt und die Menge des gebundenen Rezeptors im Western
Blot mit einem aEGFR- bzw. aErbB2-Antikorper detektiert. Der restliche Komplex wurde in einem
hochprozentigen Gel aufgetrennt und mit Hilfe einer Coomassie-Férbung wurde sichtbar, dass gleiche
Mengen an GST-Aptamer-Protein eingesetzt wurden. 5% bzw. 10% des eingesetzten Lysats wurden als
Input-Kontrolle aufgetragen.

Die isolierten Aptamere zeigten in vitro eine spezifische Bindung an den EGF-
Rezeptor (Abb. 3.4 A). Aptamer KDI4 zeigt mit Lysaten von A431-Zellen eine
schwéachere Bindung, die mit Renca/lEGFR-Lysaten, welche weniger Rezeptor
exprimieren (Abb. 3.4 A unten), kaum zu detektieren war. Bei langerer Belichtung
des Film wurde jedoch eine schwache Bande mit Lysaten aus Rencal EGFR-Zellen
sichtbar. Das Thioredoxinprotein ohne Peptidinsert bindet nicht unspezifisch an den
EGF- oder ErbB2-Rezeptor. Die isolierten Aptamere binden praferentiell an den
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EGFR, da der ErbB2-Rezeptor durch die Aptamere nicht aus entsprechenden
Zelllysaten (Abb.3.4 B) prézipitiert werden konnte. Lediglich Aptamer KDI3 zeigte
eine schwache Bindung an diesen Rezeptor. Das Coomassie-Gel zeigte, dass in alle
Ansétze gleiche Mengen des GST-fusionierten Aptamers eingesetzt wurden. Dabel
zeigte sich, dass Aptamer KDI3 etwas kleiner ist. Die Sequenzierung des Konstrukt
gab jedoch keinen Hinweis auf Mutationen, so dass nicht geklart werden konnte,
warum dieses Aptamer nur verkirzt exprimiert wurde.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Aptamere auch mit dem aktivierten, d.h.
phosphorylierten Rezeptor interagierten. Hefen besitzen zwar einige Kinasen, so dass
eine Phosphorylierung des Baitproteins prinzipiell moglich ist. Es ist jedoch nicht
vollig klar, inwieweit homologe Kinasen der Hefe dhnliche Reaktionen, wie in
Saugerzellen ausfuhren konnen. Daher wurde analog zu dem oben ausgefihrten
Experiment ein GST-Pulldown mit Lysaten von EGF-induzierten bzw. nicht
induzierten Zellen durchgefihrt.

WB: a EGFR

H WB: a PY

- — Coomassie

Abb. 3.5: Die isolierten Peptid-Aptamere interagieren préferentiell mit dem phosphorylierten
Rezeptor

A431-Zellen wurden Uber Nacht in Medium ohne Serum kultiviert, mit 50 ng/ml EGF fur 30 min
stimuliert und Zellextrakte hergestellt. 500 pg der Lysate wurden in den Pulldown eingesetzt und der
prézipitierte Rezeptor wurde im Western Blot mit einem aEGFR-Antikdrper detektiert (A). Zur
Kontrolle der Induktion wurde der Blot gestrippt und mit einem Phosphotyrosin spezifischen
Antikérper inkubiert (B). Das Coomassie Gel zeigt die eingesetzten Mengen GST-Aptamer (C).

Der Pulldown zeigte, dass die Peptid-Aptamere préferenziell an den aktivierten
Rezeptor binden (Abb.3.5 A +EGF). Der Phosphotyrosin-Blot bestétigte, dass eine
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Phosphorylierung des EGF-Rezeptors nach Stimulation stattgefunden hat (Abb. 3.5
B). In diesem Experiment interagierte das Thioredoxinprotein leicht unspezifisch mit
dem Rezeptor. Da die Bindung der Aptamere KDI1 und 3 jedoch deutlich starker war,
kann hier von einem Hintergrundsignal ausgegangen werden. Auch hier wiederholte
sich, dass Aptamer KDI4 nur schwach an den Rezeptor bindet. Die Bindung an den
nicht aktivierten Rezeptor war bel alen Aptameren sehr schwach (Abb. 3.5 A —EGF)
und es kann angenommen werden, dass diese leichte Bindung durch verbliebene
phosphorylierte Teile der Rezeptorpopulation vermittelt wurde, da sowohl der Input
des unstimulierten Lysats a's auch der durch die Aptamere prézipitierte Rezeptor ein
schwaches Signal im Tyrosin-Blot ergab (Abb. 3.5 B —-EGF). Somit kann gefolgert
werden, dass die Aptamere fast ausschliefdlich an den aktivierten, d.h.
phosphorylierten Rezeptor binden, jedoch nicht oder nur mit sehr geringer Affinitét an

den unstimulierten Rezeptor.

3.2.3 Verifikation der Peptid-Aptamer/Rezeptor-
Interaktion in vivo mittels Ko-Immunprézipitation

Um die Interaktion zwischen den isolierten Peptid-Aptameren und dem EGF-Rezeptor
in vivo in Zielzellen zu verifizieren, wurden sie in einen eukaryontischen
Expressionsvektor (pPRC/CMV-VP22) inseriert. Es hat sich gezeigt, dass das
bakterielle Thioredoxinprotein nur als Fusionsprotein in S&augerzellen stabil
exprimiert werden kann. Aus diesem Grund wurde das Herpes Simplex Virus-Protein
VP22 N-termina an das Thioredoxinprotein fusioniert (Abb. 3.6 C). VP22 kann als
Proteintransduktionsdomane dienen. Deshalb wurde angenommen, dass das VP22-
Fusionsprotein von transfizierten Zellen auch in benachbarte Zellen transduzieren
kann und es somit verteilen kann. Dieser Effekt konnte aber im vorliegenden System
nicht beobachtet werden, so dass dieV P22-Doméane hier nur der Stabilisierung diente.

Die Peptid-Aptamere wurden in Herc-Zellen (NIH3T3 stabil mit dem humanen EGFR
transfiziert) transfiziert, eine Immunprézipitation mit einem o EGFR-Antikorper
durchgefiihrt und die Komplexe im SDS-PAGE aufgetrennt. Das an den Rezeptor
gebundene Aptamer wurde mit einem gegen das Thioredoxinprotein gerichteten
Antikorper detektiert (Abb.3.6).

48



3. Ergebnisse
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Abb.3.6: KDI1 und 4 interagieren in vivo mit dem EGF-Rezeptor

Herc-Zellen wurden transient transfiziert und nach 48h Proteinextrakte hergestellt. 500 ug
Proteinextrakt wurden mit 1 pg maEGFR-Antikorper prazipitiert und gebundene Aptamere im
Western Blot mit einem aTrx Antikdrper detektiert (A). Als Expressionskontrolle wurden 10% des
Inputs aufgetragen (B). Zur Stabilisierung wurde das Peptid-Aptamer mit einer VP22-Doméne
versehen (C).

Aptamer KDI1 und KDI4 konnten mit dem Rezeptor prazipitiert werden (Abb. 3.6),
so dass auch in vivo von einer spezifischen Interaktion zwischen Rezeptor und den
isolierten Aptameren ausgegangen werden kann. Dieses Ergebnis bestétigt, dass die
Fusion mit VP22 die Konformation des Peptid-Aptamers stabilisiert und nicht negativ
beeinflusst. Aptamer KDI3 konnte nur sehr schlecht transient exprimiert werden, so
dass eine Ko-Immunprazipitation nicht durchgefihrt werden konnte.

Somit konnte bestétigt werden, dass die selektierten Peptid-Aptamere sowohl in vitro
als auch in vivo mit dem EGF-Rezeptor interagieren und fir funktionelle
Untersuchungen zur Verfiigung stehen.
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3.3 Einbringung der Peptid-Aptamere in Zielzellen

Bisher konnte gezeigt werden, dass die selektierten Peptid-Aptamere spezifisch mit
dem EGF-Rezeptor interagieren. Um nun zu untersuchen, inwieweit sie auch mit der
Funktion des EGFR interferieren, wurden zwei verschiedene Methoden etabliert, die
Aptamere in Zielzellen einzubringen.

Zum einen wurden Zelllinien generiert, welche die verschiedenen Peptid-Aptamere
stabil exprimieren. Um jedoch auch héhere Konzentrationen der Peptid-Aptamere zu
erreichen, oder die Aptamere spezifisch zu einem bestimmten Zeitpunkt in die Zellen
einzubringen, wurde das Aptamer als rekombinantes Protein mittels einer
Proteintransduktionsdomane in Zielzellen eingebracht.

3.3.1 Stabile Transfektion der selektierten Peptid-
Aptamere in Herc-Zellen

Die Selektion von stabil exprimierenden Einzelklonen ist gegeniiber der transienten
Transfektion von Vorteil, da auf diese Weise alle Zellen innerhalb eines
Versuchsansatzes gleiche Mengen des Peptid-Aptamers exprimieren. Damit kann
ausgeschlossen werden, dass ein Hintergrundsignal von schwach oder gar nicht
exprimierenden Zellen, das Ergebnis verféscht und somit die inhibitorische Wirkung
des Aptamers tberdeckt wird.

Auch fur die Ableitung stabiler Zelllinien wurde der VP22-PTD enthaltende
Expressionsvektor verwendet (siehe Kapitel 3.2.3) und in Herc-Zellen mittels
Lipofectamine 2000 (LifeTechnologies) transfiziert. Einzelklone wurden mit 1 mg/ml
G418 selektiert, expandiert und die Expression der Aptamere im Western Blot
verifiziert. Abb.3.7 zeigt die Expressionstarken, der fir die nachfolgenden

Experimente verwendeten Klone.
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Abb. 3.7: Stabile Expression der Aptamerein Herc-Zellen

100 g Lysat der stabil transfizierten Zellen wurden in einem 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt und die
Menge an exprimierten Peptid-Aptamer bzw. Thioredoxin im Western Blot mit eéinem aTrx-Antikdrper
detektiert.

Alle Aptamer-Konstrukte, sowie das Thioredoxinprotein, konnten in Herc-Zellen
stabil transfiziert werden und wurden gut exprimiert, so dass die isolierten Klone in

nachfolgenden Experimenten eingesetzt werden konnten.

3.3.2 Transduktion von rekombinant exprimierten Peptid-
Aptameren mittels einer basischen Protein-
transduktionsdomane

3.3.2.1 Expression und Reinigung von rekombinanten Peptid-
Aptameren mit einer Proteintransduktionsdomane

Fur die Proteintransduktion wurde ein bakterieller Expressionsvektor konstruiert
(PET30-9R), welcher fur das Aptamer, eine Proteintransduktionsdoméane aus neun
Argininresten (9R), sowie ein Histidin-Tag zur Reinigung codiert (Abb. 3.8 A)

Die Expression der rekombinanten Proteine wurde im pET30-9R Expressionsvektor
durch IPTG induziert. In Vorversuchen wurden als ideale Bedingungen zur
Proteinexpression eine |PTG-Konzentration von 0,5 mM bel Raumtemperatur fur 4-5
h bestimmt. Da das rekombinante Protein in den Bakterien vor allem in ,inclusion
bodies’ abgelagert wurde, musste die Lyse der Bakterien unter denaturierenden
Bedingungen, d.h. 8M Urea, erfolgen. Anschlief3end wurde das rekombinante Protein,
mittels des Histidin-Tags durch Ni*- Affinitatschromatographie gereinigt. Die Elution
erfolgte dabei in 5 Fraktionen zu je 2 ml mit 250 mM Imidazol/4M Urea/ PBS. 10ml
der Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und nachfolgender Coomassie-Farbung

analysiert. Abb.3.8 B zeigt exemplarisch das Ergebnis einer solchen Analyse.
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Abb. 3.8: Reinigung der rekombinant exprimierten Peptid-Aptamere mittels Affinitats-
chromatographie

(A) In einem bakteriellen Expressionsvektor wurde die codierende Sequenz der Peptid-Aptamere C-
terminal mit einer Proteintransduktionsdomane aus neun Argininresten (9R) fusioniert.

(B) Mit den entsprechenden bakteriellen Expressionsvektoren (pET30-Trx-9R) transformierte
Bakterien wurden mit 0,5mM IPTG fir 4h bei RT induziert. Die Bakterien wurden unter
denaturierenden Bedingungen lysiert und lber eine Ni**-Affinitétssiule gereinigt. Es wurden fiinf
Elutionsfranktionen entnommen, von denen jeweils 10ul in einem 12%igen SDS-PAGE aufgetrennt
wurden und mittels Coomassi eférbung sichtbargemacht wurden.

M: Molekulargewichtsmarker; W1,W2: Waschfraktion 1 und 2; 1 bis 5: Elutionsfraktionen 1 bis5

Die meisten der gereinigten Peptid-Aptamere wurden gut exprimiert und eluierten vor
allem in Fraktion 2 und 3. Diese Fraktionen wurden vereinigt und mittels Dialyse
renaturiert. Dazu wurde die Proteinlésung auf 400 mM L-Arginin eingestellt und
gegen 400 mM L-Arginin/PBS dialysiert, da hohe Mengen an Arginin die
Prézipitation des Proteins wahrend der Dialyse verhindern kénnen. Anschlief3end
wurde durch mehrfache Dialyse gegen PBS das Arginin schrittweise entfernt. Die
K onzentrationsbestimmung der renaturierten Proteine erfolgte sowohl densiometrisch
nach erneuter SDS-PAGE und Coomassie-Farbung im Vergleich mit einem BSA-
Standard (siehe Abb. 3.9), als auch durch Absorptionsmessung mit Bradfordreagenz.
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1 KDI1KDI 4

Abb. 3.9: Densiometrische Konzentrationsbestimmung der gereinigten Aptamere nach
Renaturierung

In einem 12%igen SDS-PAGE wurden 10 pl der dialysierten Proteinlésungen, sowie verschiedene
BSA-Mengen aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie Blue geférbt und die Konzentration der
Proteinldsung durch Vergleich der Intensitét der Banden abgeschétzt.

Durch Vergleich der Bandenstérke mit der des BSA-Standards konnte die
Konzentration der Proteinextrakte nach der Dialyse bestimmt werden. So wurde fur
die hier aufgereinigten Aptamere eine Konzentration von 0,1 mg/ml (KDI1) bzw. 0,2
mg/ml (KDI4) festgestellt. Wie im Gel zu sehen ist, ist der Extrakt sehr sauber und
zeigt keinerlel Verunreinigungen. Insgesamt erwies sich die Renaturierung der Peptid-
Aptamere aber als sehr schwierig, da sie dazu neigten, wahrend der Dialyse zu
prézipitieren. Dies fuhrte zu einer stark verminderten Ausbeute. Daher betrug die
Ausbeute an Aptamer haufig nur 0,5 bis 0,6 mg/l Bakterienkultur. Das Thioredoxin
Wildtypprotein hingegen war stets gut |6slich, so dass ca. 5-6 mg/l Bakterienkultur
gereinigt werden konnten.

3.3.2.2 Effizienz der Proteintransduktion zur Einbringung von
Peptid-Aptameren in Zielzellen

Zunéachst wurde untersucht, ob die gereinigten Peptid-Aptamere in die Zellen

aufgenommen werden. Dazu wurden aufsteigende Konzentrationen des Aptamers

KDI1 bzw. Thioredoxin fur 12h zu A431-Zellen in das Medium gegeben.

Anschlief3end wurden die Zellen fixiert und eine Immunofluoreszenz farbung mit

einem aThioredoxin-Antikorper durchgefihrt. Gleichzeitig wurde mit einem

Antikérper gegen den Rezeptor geférbt.
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Abb. 3.10: Peptid-Aptamere, fusioniert mit einer 9R-PTD transduzieren schnell und effizient in
Zielzellen

Auf Deckglasern ausgesédte A431-Zellen wurden mit den entsprechenden Mengen Aptamer (A:
unbehandelt; B: Thioredoxin-9R; C: KDI1-9R) transduziert, nach 12h fixiert und mit raTrx- und
Mo EGFR-Antikdrpern gefarbt. Nach Inkubation mit a—Kaninchen-Rhodamin- und a-Maus-FITC-
gekoppelten Sekundérantikérpern wurden die Zellen mit Mowiol/DAPI auf Objekttréger aufgebracht.
Es wurden Bilder mit einer 100xVergrdsserung an einem inversen Fluoreszenzmikroskop
aufgenommen.

(@)

Die grune Farbung der Zellmembran unbehandelter Zellen (Abb.3.10 A) zeigte die
gleichméalRige Expression des EGFR in diesem Kompartiment an. Durch die rote
Farbung transduzierter Zellen, konnte deutlich gezeigt werden, dass die Zellen die
rekombinanten Proteine aufgenommen haben (Abb.3.10 B und C). Die Aufnahme ist
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dosisabhangig, da mit 1 uM Protein behandelte Zellen mehr Aptamer aufgenommen
haben, als Zellen, die mit einer geringeren Konzentration behandelt wurden. Esist aus
der Literatur bekannt, dass dieser Prozess nicht abzuséttigen ist, was darauf hindeutet,
dass es sich nicht um einen rezeptorvermittelten Mechanismus handelt (Derossi,
Calvet et al., 1996). Es wurde ein Unterschied zwischen Zellen, die mit Thioredoxin
transduziert wurden und solchen, die mit dem Aptamer behandelt wurden, deutlich.
Mit Thioredoxin transduzierte Zellen zeigten eine gleichmaldige rote Féarbung des
gesamten Zytoplasmas (Abb.3.10 B), was darauf hindeutete, dass Thioredoxin in kein
spezifisches Kompartiment rekrutiert wurde. In Zellen, die mit KDI1-9R behandelt
wurden, kommt es zu einer gelblichen Farbung der Zellmembran (Abb. 3.10 C).
Diese wurde durch eine Ubereinanderlagerung des rot angefarbten Aptamers und des
grun markierten Rezeptors verursacht. Daraus lasst sich folgern, dass das Aptamer,
auch wenn es mittels Proteintransduktion in Zielzellen eingebracht wurde, spezifisch
mit dem Rezeptor interagierte. Um dies ndher zu untersuchen, wurden A431 und
Herc-Zellen erneut mit Aptamer behandelt, eine Immunofluoreszenz férbung
durchgefihrt und das Préparat mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop
untersucht. Das konfokale Mikroskop erlaubt es, optische Schnitte durch die gesamte
Zéelle durchzufihren, so dass das Aptamer genauer lokalisiert werden kann.

A431

Grun: aEGFR
Rot: aTrx

Herc

Abb. 3.11: Transduzierte Peptid-Aptamere kolokalisieren mit dem EGF-Rezeptor in verschiedenen
Zéllinien

Auf Deckglésern ausgeséte Zellen wurden mit 1 uM Aptamer KDI4-9R transduziert, nach 12h fixiert
und eine Farbung mit aTrx- und o EGFR-Antikdrpern durchgefuhrt. Nach Inkubation mit
o—Kaninchen-Rhodamin-gekoppelten und a-Maus-FITC-gekoppelten Sekundarantikérpern wurden
die Zellen mit Mowiol/DAPI auf Objekttréger aufgebracht und Bilder mit konfokalen Laserscanning
Mikroskop aufgenommen.
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Das Durchfokussieren des Praparats (Abb. 3.11) ergab, dass das Aptamer in die Zelle
aufgenommen wurde und dort deutlich an die Membran rekrutiert wurde. Herc-Zellen
zeigten zusétzliche eine rote Farbung im perinuklearen Bereich, deren Ursache jedoch
nicht aufgeklart werden konnte. Die Farbung des Kerns mit DAPI machte jedoch
deutlich, dass das Aptamer nicht in den Kern gelangte (UV Bild hier nicht gezeigt).
Diese Aufnahmen bestétigen, dass die Methode der Proteintransduktion dazu geeignet
ist, Peptid-Aptamere in die Zelle einzubringen und aufgrund der spezifischen
Interaktion zwischen Aptamer und EGF-Rezeptor, fir die Untersuchung der
funktionellen Interferenz verwendet werden kann.

3.3.2.3 Untersuchung der intrazellularen Stabilitat transduzierter
Peptid-Aptamere
Fir die funktionellen Untersuchungen spielte die Stabilitét der eingebrachten Peptid-
Aptamere in der Zellen eine grof3e Rolle. Besonders fur langfristige Versuche, wie
Proliferationsassays ist es notig, die Halbwertszeit der Proteine zu bestimmen, um
durch weitere Zugabe des Aptamers stets eine funktionelle intrazellulére
Konzentration aufrechtzuerhalten. Fur die Bestimmung der Halbwertszeit der
Aptamere, wurden Zellen mit einem Peptid-Aptamer behandelt und die Menge an
intrazelluléar vorhandenem Protein nach verschiedenen Zeitpunkten im Western Blot

und in der Immunofluoreszenz bestimmt.
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A Herc Zellen
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Abb.3.12: Peptid-Aptamere sind 8 bis 12h nach Transduktion in Zielzellen nachweisbar

(A) Herc-Zellen wurden auf Deckglasern ausgesét und mit 0,5 uM Aptamer KDI4-9R behandelt. Nach
den entsprechenden Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert und einer Immunofluoreszenz farbung
unterzogen (Rot: raTrx; Griin: maEGFR). Ein Teil der Zellen wurde lysiert und in einem Western
Blot die Menge des Aptamers mit einem raTrx Antikorper detektiert.

(B) A431-Zellen wurden mit 1uM Aptamer KDI1-9R behandelt, nach den gekennzeichneten
Zeitpunkten Zelllysate hergestellt, welche im SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Die Présenz des
Aptamers wurde mit einem aTrx-Antikérper detektiert.

Sowohl die Immunofluoreszenz - als auch die Western Blot-Analysen zeigten, dass
das Aptamer nach einer Stunde in Herc-Zellen nachweisbar war (Abb. 3.12 A). Die
Immunofluoreszenz férbung zeigte gleichzeitig, dass nahezu 100% der Zellen
transduziert wurden. Im Western Blot lief3en sich beide Aptamere (KDI1 und 4) bis
zu 8 Stunden nachweisen. Auch zwischen den verschiedenen Konzentrationen (0,5
MM und 1 puM) und Zelllinien (A431- und Herc-Zellen) gab es keine Unterschiede in
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der intrazelluléaren Stabilitdt der Proteine. In der Immunofluoreszenz konnte das
Peptid-Aptamer noch nach 24 Stunden in geringer Menge detektiert werden. Bei
dieser Methode handelt es sich gegentiber dem Western Blot um eine erheblich
sensitivere Methode, da bereits die Prasenz des Proteins in einer einzelnen Zelle
nachgewiesen werden kann, wahrend die Nachweisgrenze im Western Blot erheblich
hoher liegt. Nach 48 Stunden ist das Aptamer auch in der Immunofluoreszenz nicht
mehr in den Zellen nachweisbar. Um die gewinschte Aptamer-Konzentration

aufrechtzuerhalten, sollten Zellen folglich ca. ale 12 Stunden transduziert werden.
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3 .4 Untersuchung der funktionellen Interferenz der
isolierten Peptid-Aptamere mit dem EGF-Rezeptor

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl durch endogene Expression al's auch durch
Proteintransduktion eingebrachte Aptamere in vivo mit dem EGFR interagierten. Es
sollte nun untersucht werden, inwieweit die Bindung des Aptamers an den Rezeptor
mit dessen Funktion interferiert.

3.4.1 Untersuchung der Peptid-Aptamer-Wirkung auf die
Proliferation und Transformation von Zellen

VVom EGF-Rezeptor ausgehende Signale induzieren Proliferation und Wachstum von
Zellen. Daher wurde zunachst untersucht, ob die Expression der Aptamere, die
Proliferation der Zellen beeinflusst. Dazu wurde die Proliferation der stabil
transfizierten Zellen Uber mehrere Tage verfolgt.
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Abb.3.13: Expression von KDI1in Herc-Zellen verlangsamt deren Proliferation
5x10° Zellen wurden in einer Multititerplatte ausgesit und die Proliferation der Zellen tber zwei Tage
mit XTT quantifiziert. Die Abbildung représentiert drei unabhéngige Experimente.

Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, welche nur das Trx Protein ohne Peptidinsert
exprimieren. Wie aus den Wachstumskurven (Abb. 3.13) zuerkennen ist, beeinflusste

die Expression der Aptamere KDI3 und 4 die proliferativen Eigenschaften der Zellen
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kaum. Dagegen wurde jedoch deutlich, dass die Expression von KDI1 das
Zellwachstum erheblich beeinflusste. Die mit diesem Aptamer stabil transfizierten
Zellen wuchsen im Vergleich zu Kontrollzellen viel langsamer. Diese Beobachtung
deutete darauf hin, dass die Interaktion von KDI1 mit dem EGFR, die von ihm
ausgehenden proliferativen Signale inhibiert. Um diesen verénderten Phanotyp der
Herc KDI1 Zellen ndher zu untersuchen, wurde die EGF-induzierte Proliferation
untersucht. Dazu wurden Herc-Zellen, die Aptamere stabil exprimieren, tUber Nacht
ohne Serum Kultiviert, so dass die Stimulation durch exogene Signale ausgeschaltet
wurde. Dann wurden die Zellen mit 30 ng/ml EGF induziert und die Proliferation

mittels XTT Uber einen Zeitraum von drel Tage quantifiziert.
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Abb. 3.14: KDI1 inhibiert die EGF-induzierte Proliferation von Herc-Zellen

5x10° Zellen wurden in einer 96well-Platte ausgesét, Uber Nacht ohne Serum kultiviert und mit 30
ng/ml EGF induziert. Ein Teil der Wildtypzellen wurde auRerdem mit dem chemischen EGFR-
Inhibitor PKI-166 behandelt. Uber 2 bis 4 Tagen wurden alle 24h das Zellwachstum mit XTT
quantifiziert. Es wurde gegen das Wachstum unbehandelter Wildtypzellen nach 96h normalisiert. Die
Abbildung reprasentiert drei unabhéngige Experimente.

EGF-Stimulation bewirkte in Wildtypzellen eine erhebliche Steigerung der
Proliferation (Abb. 3.14). Dieser Zuwachs ist nach 72 Stunden am signifikantesten,
wahrend nach 96 Stunden keine zuséizliche Zellvermehrung eingetreten war. Eine
mogliche Ursache mag der Verbrauch des Wachstumsfaktors EGF sein. Als Kontrolle
wurden Wildtypzellen mit dem chemischen EGFR-Inhibitor PKI-166 behandelt.

Dieser blockiert die Kinaseaktivitdt des Rezeptors, so dass die Proliferation durch
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EGF-Zugabe nicht mehr verstarkt werden kann. Eine basale Proliferation, welche
nicht durch EGF induziert wird, findet jedoch noch statt. Trx exprimierende Zellen
verhielten sich dhnlich wie Wildtypzellen, was bedeutet, dass die Prasenz des
funktionsfahigen Redox-Enzyms nicht in den Stoffwechsel der Zellen eingreift. In
Zellen hingegen, die Aptamer KDI1 exprimierten, war die EGF-induzierte
Proliferation im Vergleich zu den Kontrollzellen zu 50% inhibiert. Die Aptamere
KDI3 und 4 hingegen hatten keinen Einfluss auf die EGF-induzierte Proliferation der
Zellen. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Hypothese, dass die Interaktion zwischen
Aptamer und dem EGFR zur Folge hat, dass keine oder nur eingeschrénkte
Proliferationssignale vom Rezeptor ausgehen konnen. Der EGFR ist urséchlich an der
zelluldren Transformation von Zellen beteiligt. Transformierte Zellen kdnnen
unabhangig von einer Matrix wachsen (anchorage independant growth) und daher in
Weichagar zu Kolonien auswachsen. Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten
Herc-Zellen durch Zugabe von EGF einen drastischen Anstieg der Kolonienformation
in Weichagar zeigen (Di Fiore, Pierce et al., 1987). Daher wurden die stabilen
Zélllinien in semisolidem Medium ausgesédt und die Bildung von Foci nach EGF-
Stimulation mikroskopisch verfolgt. Die Anzahl der Kolonien wurde mittels XTT

quantifiziert.
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Abb. 3.15: KDI1 exprimierende Herc-Zellen bilden weniger EGF-abhangige Kolonien in Weichagar
Auf einer Bodenschicht, bestehend aus 0,5%igen Agar, wurden 2,5x10%Zellen in 0,3%igem Agar in
einer Multititerplatte ausgesét. AnschlieRend wurden sie mit 30 ng/ml EGF in Medium Uberschichtet
und die Bildung von Kolonien nach 5 und 7 Tagen mittels XTT quantifiziert. Die x-fache Induktion der
Kolonienbildung im Vergleich zwischen nicht stimulierten und stimulierten Zellen wurde aufgetragen.
Dabei wurde jeweils gegen die Kolonienbildung der Wildtypzellen nach 7 Tagen normalisiert. Die
gezeigte Abbildung reprasentiert drei unabhéngige Experimente.

61



3. Ergebnisse

In Zellen, die Thioredoxin exprimierten, war die Induktion der Kolonienbildung im
Vergleich zu Wildtypzellen kaum beeinflusst (Abb.3.15). Dies bestétigt erneut, dass
das funktionelle Thioredoxinenzym nicht in die EGF-Signaltransduktion eingreift.
Auch Aptamer KDI3 und 4 beeinflussten den Grad der Transformation der Zellen
nicht. Durch die Expression des Aptamers KDI1 war die Fahigkeit dieser Zellen,
Kolonien in Weichagar zu bilden, zu 45 bis 65 % inhibiert. Es féllt auf, dass nach
langerer Inkubation (7 Tage) die Fahigkeit, Kolonien zu bilden geringer wird. Dies
trifft auf alle stabil transfizierten Zelllinien zu. Wahrscheinlich war auch hier der
Wachstumsfaktor verbraucht und die Zellen begannen aufgrund des Nahrungsmangels
zu sterben, so dassim XTT-Test weniger lebende Zellen detektiert werden konnten.

Somit &8sst sich zusammenfassen, dass das Aptamer KDI1 mit der EGF-induzierten
Proliferation (Abb. 3.14) und Transformation (Abb. 3.15) von Fibroblasten
interferierte und diese signifikant inhibierte. Ein vergleichbarer Effekt wurde weder
durch das Thioredoxinprotein noch durch die beiden tbrigen Aptamere KDI3 und 4
vermittelt. In weiteren Experimenten sollten nun die genauen biochemischen

Vorgange untersucht werden, durch die Aptamer KDI1 in diese Vorgéange eingreift.
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3.4.2 Einfluss des Aptamers KDI1 auf die EGF-vermittelte
Signaltransduktion

Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) stimuliert Proliferation und garantiert das
Uberleben in einer Reihe von normalen und malignen Zellen. Die Bindung des
Liganden an den EGFR aktiviert die intrinsische Kinaseaktivitét des Rezeptors, was
zur Autophosphorylierung spezifischer Tyrosinreste im C-Terminus des Rezeptors
fuhrt. An diese Tyrosine binden verschiedene SH2-Domanen enthaltende
Signalmolekiile, die unterschiedliche Signaltransduktionswege anschalten. Da gezeigt
werden konnte, dass Aptamer KDI1 vom EGFR ausgehende proliferative Signalwege
inhibieren kann, sollte nun genau untersucht werden, mit welchem Signalweg das
Aptamer interferiert.

3.4.2.1 Untersuchung des Aktivierungsmusters des EGF-Rezeptors

in Gegenwart des Aptamers KDI1

Um zu untersuchen, welcher Signalweg durch die S
: : N

Gegenwart des Aptamers KDI1 beeinflusst wird, I
wurde die Phosphorylierung des EGFR an B
spezifischen Tyrosinresten nach EGF-Stimulation ;:1 %ﬂr
in Gegenwart des Aptamers bzw. des G
Kontrollproteins untersucht. Innerhalb des C- s R
Terminus wurden die Tyrosinreste Y 992, Y1068, —
Y 1086, Y 1148 und Y1173 als sl

. . o . 7 e
Autophosphorylierungsstellen identifiziert (Xia, PLCY
Wang et al., 2002). Diese Tyrosinreste stellen

Abb. 3.16: Spezifisches

spezifische Bindungsstellen fiur SH2-Domanen
enthaltende Proteine dar, welche nachfolgende
Signalwege aktivieren. Des Weiteren existieren
Phosphorylierungsstellen, welche durch die
zytoplasmatische Kinase c-Src phosphoryliert
werden und damit die Rezeptoraktivierung
verstarken (Abb. 3.16).

Phosphorylierungsmuster  der
Tyrosinreste im C-Terminus des
EGFR und die damit interagierende
Signalproteine

In gelb sind die Reste markiert, welche
der Autophosphorylierung unterliegen,
wéhrend in schwarz die durch c-Src
phosphorylierten Tyrosinreste
gekennzeichnet sind.
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Fur einige dieser Phosphorylierungsstellen existieren Antikorper, welche spezifisch
nur die phosphorylierte Sequenz erkennen. Mittels dieser Antikdrper konnte
untersucht werden, an welchen Stellen die Phosphorylierung durch das Aptamer
beeinflusst wird.

Stabil exprimierende Herc-Zellen wurden tber Nacht ohne Serum inkubiert und dann
mit EGF induziert. Im Western Blot konnte daraufhin die Phosphorylierung der
einzelnen Tyrosinreste detektiert werden (Abb. 3.17).

Herc Trx Herc KDI1 Herc Trx  Herc KDI1
0~ 10~ 30" 0" 10 “30”EGF (50ng/ml) 0" 107307 07 10~ 30" EGF (50ng/ml)
o -
- - oEGFR PY 992 ®e . oEGFR PY 1068

*' aEGFR m- - "‘ aEGFR

Herc Trx Herc KDI1
0" 10~ 30" 0" 10 “30”EGF (50ng/ml)

! "h .! oEGFR PY 1086 _- - -l oEGFR PY 1148
“- aEGFR Ty e = =

Herc Trx Herc KDI
0" 10” 30" 0" 10 “30" EGF (50ng/ml)

‘ — |
ﬂd‘ aEGFR

Abb. 3.17: Die stabile Expression von KDI1 in Herc-Zellen reduziert die EGF-induzierte
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors an Tyrosin 1068 und 1148

Stahil transfizierte Herc-Zellen wurden Uber Nacht in serumfreien Medium kultiviert, zu verschiedenen
Zeitpunkten mit 50ng/ml EGF stimuliert und Zelllysate hergestellt. 20 ug Totallysat wurden im 6%igen
SDS-PAGE aufgetrennt. Im Western Blot konnte durch Inkubation mit den Antikdrpern, spezifisch fir
die einzelnen Tyrosinreste, die Phosphorylierung des EGFR detektiert werden. Zum Vergleich der
geladenen Mengen des EGFR wurden die Blots gestrippt und mit einem EGFR-Antikorper inkubiert.

Herc Trx Herc KDI 1
0" 10” 30" 0" 10" 30" EGF (50ng/ml)

Zellen, die nicht mit EGF stimuliert wurden, zeigten keine Phosphorylierung an den
untersuchten Tyrosinresten. Bereits nach 10 Minuten zeigte der Rezeptor in den
Thioredoxin-exprimierenden Zellen eine starke Phosphorylierung, die auch nach 30

Minuten noch vorhanden war. Nur die Aktivierung des Tyrosinrestes 1068 ist
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transient und hat nach 30 min bereits abgenommen. In Zellen, die Aptamer KDI1
exprimieren, ist die Phosphorylierung jedoch an einigen Resten schwécher. So ist die
Phosphorylierung an Tyrosin 1068 und Tyrosin 1148 deutlich reduziert, wéhrend die
Phosphorylierung an Tyrosin 992, 1086 und 1173 nicht beeinflusst ist, wobei jewells
gleiche Mengen des Rezeptors geladen wurden. Um die Ergebnisse weiter zu
bestatigen, wurde das gleiche Experiment mit Zellen durchgefihrt, die vor EGF-
Stimulation mit Aptameren transduziert wurden (Abb. 3.18). Auf diese Weise konnte
kurz vor der Aktivierung des Rezeptors eine hohere intrazellulare
Aptamerkonzentrationen als in stabil transfizierten Zellen erreicht werden, so dass die

inhibitorische Wirkung deutlicher sichtbar werden sollte.

Unbeh.  1uM KDI1-9R
0”10~ 30" 0 10" 30" EGF (50ng/ml)

Trx KDI1 KDI3
051 051 051 pMApta 2h ~

_ -+ + + + % + + EGF50ng/ml 107 - bw "'- GEGFR-PY 1086

BSOS M GEGFR-PY 1068
m aEGFR

C L L L L] L L NN

Unbeh. 1 uM KDI1-9R
0~ 10~ 30" 0" 10" 30" EGF (50ng/ml)

L - aEGFR-PY 1148

Abb. 3.18: Transduktion von IuM KDI1-9R inhibiert die EGF-abhéangige Phosphorylierung des
EGF-Rezeptors an den Tyrosinresten 1068 und 1148

Renca/ EGFR-Zellen wurden Gber Nacht in serumfreien Medium kultiviert und anschlie3end mit
verschiedenen Mengen der Aptamere transduziert. Nach zwei  Stunden wurden die Zellen fir 10min
und 30 min mit 50 ng/ml EGF induziert. Es wurden Zelllysate hergestellt, welche im SDS-PAGE
aufgetrennt wurden. Die Phosphorylierung der einzelnen Tyrosinreste wurde im Western Blot mit den
entsprechenden Antikorpern detektiert. Zum Abgleich der gleichen Mengen des EGFR wurden die
Blots gestrippt und mit einem EGFR-Antikorper inkubiert.

Durch 1uM des Aptamers KDI1-9R kann die Phosphorylierung des Tyrosinrestes
1068 erheblich reduziert werden, wéhrend 0,5 UM des Aptamers bzw. Aptamer KDI3-
9R oder das Thioredoxinprotein nicht einen solchen Effekt ausldsen kénnen (Abb.
3.18). Auch die Untersuchung der Aktivierung weiterer Tyrosinreste nach
Transduktion von 1 uM KDI1-9R bestétigte die Ergebnisse, die mit den stabil
transfizierten Herc-Zellen gezeigt wurden (Abb. 3.17). Transduktion von 1uM des
Aptamers KDI1 inhibierte deutlich die Phosphorylierung an Tyrosin 1148, wahrend
die Aktivierung von Tyrosin 1086 kaum beeinflusst wurde (Abb. 3.18).
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Es konnte gezeigt werden, dass der EGF-Rezeptor aufRerdem durch die
zytoplasmatische Kinase c-Src phosphoryliert wird (Stover, Becker et al., 1995). Vor
allem die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 845, welcher in der Kinasedoméane
liegt, aktiviert den Rezeptor zusétzlich und steigert dessen Kinaseaktivitét. Daher
sollte untersucht werden, ob die Gegenwart des Aptamers auch die Phosphorylierung
an diesem Tyrosinrest beeinflusst (Abb. 3.19)

A B
Herc Trx Herc KDI1 Unbeh. 0,5 uM 1uM  KDI19R
10 30" 0" 10~ 30" EGF (50ng/ml) 0" 10730 0" 10" 30" 0" 10" 30" EGF (50ng/ml)
- ~ B "B B o EGFRPY 845 - == e oEGFR-PY845
--h —

e ] oEGFR

o - e ot Wy @~ OECFR

Abb. 3.19: Die Interaktion von KDI1 mit dem EGF-Rezeptor inhibiert dessen Phosphorylierung an
Tyrosin 845 durch c-Src

(A) Stahil transfizierte Herc-Zellen wurden tiber Nacht ohne Serum kultiviert. Die Zellen wurden fir
verschiedene Zeiten mit 50ng/ml EGF stimuliert und Zelllysate hergestellt. 20 pg Totallysat wurden im
6%igen SDS-PAGE aufgetrennt.

(B) Renca/EGFR-Zellen wurden Uber Nacht ohne Serum kultiviert und fir 2h mit den
gekennzeichneten Mengen des gereinigten Aptamers KDI1-9R behandelt. Die Zellen wurden fur
verschiedene Zeiten mit 50ng/ml EGF stimuliert und Zelllysate hergestellt. 50 pg Totallysat wurden im
6%igen SDS-PAGE aufgetrennt.

Im Western Blot konnte durch Inkubation mit einem Antikérper spezifisch fur die Phosphorylierung
des Tyrosinrestes 845, die Aktivierung des EGFR durch c-Src detektiert werden. Zum
Mengenvergleich des EGFR wurde der Blot gestrippt und mit einem EGFR-Antikérper inkubiert.

In Kontrollzellen, die das Thioredoxinprotein stabil exprimierten (Herc Trx) konnte
durch EGF-Stimulation die Phosphorylierung an Tyrosin 845 induziert werden. In
Zéellen hingegen, welche Aptamer KDI1 stabil exprimieren, war die Phosphorylierung
dieses Tyrosinrestes etwas geringer (Abb. 3.19 A). Unbehandelte Renca EGFR-Zellen
zeigten ebenfalls eine starke Induktion der Phosphorylierung nach 10 und 30 min
EGF-Stimulation. Durch Transduktion von 0,5 pM KDI1-9R war die
Phosphorylierung dieses Restes etwas schwécher. Wurden die Zellen jedoch mit 1 uM
Aptamer behandelt, konnte nahezu keine Induktion der Phosphorylierung an Tyrosin
845 mehr festgestellt werden (Abb. 3.19 B). Auch hier zeigte sich erneut, dass die
inhibitorische Wirkung des Aptamers durch Transduktion erheblich deutlicher war,

als durch stabile Expression der Aptamere.
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3.4.2.2 Untersuchung der Aktivierung nachgeschalteter Signalwege
a) Der MAP-Kinase-Signalweg

Es konnte gezeigt werden, dass EGF-Stimulation zur Aktivierung des MAPK-
Signalweges fuhrt. Nach der Rekrutierung von Shc und Grb2 zum phosphorylierten
Rezeptor, wird das G-Protein Ras Uber den Grb2-gebundenen Austauschfaktor Sos,
aktiviert. Dieses G-Protein aktiviert die Serin/Threonin-Kinase Raf, welche Uber
MEKZ1 schliefdlich Erk1/2 induziert. Die Aktivierung dieses Signalwegs resultiert in
aktive Transkriptionsfaktoren, die schliefdlich fur die Proliferation verantwortliche
Gene transkribieren. Da gezeigt werden konnte, dass in Zellen, die Aptamer KDI1
exprimieren, die Phosphorylierung an einigen Tyrosinresten reduziert ist, sollte nun
untersucht werden, ob dies auch zu einer reduzierten Aktivitat der nachgeschalteten
Signalmolekile wie z.B. dem MAPK-Weg fihrt. Hierfir wurden Herc-Zellen, wie
bereits beschrieben mit EGF stimuliert und die Aktivierung von Shc und der MAP-
Kinasen p42/p44 mit entsprechenden phosphospezifischen Antikérpern im Western
Blot detektiert.

A B
Herc Trx  Herc KDI1 . Unbeh. UM KDI19R
0" 10" 0" 10" EGF (50ng/ml) 0~ 10°30" 0" 10 30" EGF (50ng/mi)
- o Weem > DPS2ShCPYSI7 g Qe l .. —P D46 Shc PY 317
== > 46 ShcPY 317
- “* ° " PonceauS

Abb. 3.20: KDI1 inhibiert die EGF-induzierte Aktivierung von p46 Shc

(A) Stabil transfizierte Herc-Zellen wurden Uber Nacht in serumfreien Medium gehalten und mit
50ng/ml EGF fir die gekennzeichneten Zeitpunkte induziert.

(B) RencalEGFR-Zellen wurden tber Nacht in serumfreien Medium gehalten, fir 2h mit 1 pM KDI1-
9R behandelt und firr die gekennzeichneten Zeitpunkte mit 50 ng/ml EGF induziert.

Zelllysate wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot die Phosphorylierung mit einem
Antikorper, der spezifisch die Phosphorylierung des Tyrosin 317 erkennt, nachgewiesen. Ein Vergleich
der Proteinmengen wurde durch Ponceau-Férbung nachgewiesen.

Das Adapterprotein Shc liegt in drei Splicevarianten in der Zelle vor (p66, p52, p46).
In den vorliegenden Blots (Abb. 3.20) konnten nur die beiden kleineren Formen (Abb.
3.20 A) bzw. in Renca-Zellen nur die kleinste Variante (Abb. 3.20 B) detektiert
werden, da die beiden grof3eren nur schwach exprimiert werden. Shc kann an drei
verschiedenen Tyrosinresten phosphoryliert werden: Y239, Y240 und Y 317. An den
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phosphorylierten Tyrosinrest 317 bindet der Grb/Sos Komplex und aktiviert so den
MAPK-Weg. Daher konnte mit dem hier verwendeten Antikérper gegen diesen Rest
auch auf die Aktivierung des MAPK Signalwegs geschlossen werden. p46 zeigte auch
in unstimulierten Zellen eine basale Aktivierung. Durch EGF-Stimulation wurde die
Phosphorylierung von Shc jedoch erheblich verstarkt. Im Vergleich zu den
Kontrollzellen war der Grad der Phosphorylierung von p46 Shc in Herc-Zellen, die
Aptamer KDI1 stabil exprimieren, jedoch etwas geringer, wahrend p52 Shc nicht
beeinflusst war (Abb. 3.20 A). Ein &hnliches Ergebnis wurde auch durch
Transduktion von 1 uM KDI1-9R Protein erreicht. In den transduzierten Renca-Zellen
ist die Phosphorylierung von p46 im Vergleich zu unbehandelten Zellen erheblich
reduziert (Abb. 3.20 B). Die Farbung des Blots mit Ponceau S zeigte, dass in allen
Spuren gleiche Mengen des Zelllysats geladen wurden. Daher kann angenommen,
dass durch die Bindung des Aptamer KDI1 an den EGF-Rezeptor auch die
Aktivierung des Shc-Proteins quantitativ inhibiert wurde. Des weiteren wurde
untersucht, ob Aptamer KDI1 die Aktivierung der MAP-Kinasen p42/p44 beeinflusst.

A B

Herc Trx Herc KDI1 Unbeh. 1 uM KD1 9R
0" 10° 30" 0 10~ 307 EGF (50ng/ml) 0" 10° 30" 0" 10~ 307EGF (50ng/ml)

—+ p44-PT202/PY204 —» p44-PT202/PY204
= p42- PT202/PY204 m* p42- PT202/PY204

Ponceau S - e . aTrx

Ponceau S

Abb. 3.21: Die EGF-abhangige Aktivierung der MAP-Kinasen p42 und p44 (Erk 1 und 2) wird
durch KDI 1 nicht beeinflusst

(A) Stabil transfizierte Herc-Zellen wurden Uber Nacht in serumfreien Medium gehalten und mit
50ng/ml EGF fur die gekennzeichneten Zeitpunkte induziert. Zelllysate wurden im 12%igen SDS-
PAGE aufgetrennt.

(B) Renca/EGFR-Zellen wurden Uber Nacht in serumfreien Medium gehalten und fir 2 h mit 1 uM
KDI1-9R transduziert. Die Zellen wurden mit 50ng/ml EGF fur die gekennzeichneten Zeitpunkte
induziert und die Zelllysate im12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt.

Im Western Blot wurde die Phosphorylierung von Threonin 202 und Tyrosin 204 mit
einem entsprechenden Antikorper detektiert. Die Ponceau-Farbung der Membran nach
dem Blotting zeigte, dass gleiche Proteinmengen geladen wurden. Der Blot, der die
Lysate transduzierter Renca-Zellen zeigt, wurde zum Nachweis der erfolgreichen

Proteintransduktion noch mit einem aThioredoxin-Antikorper inkubiert.
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Die MAP Kinaseformen p42 und p44, auch Erk 1 und 2 genannt, werden durch
Phosphorylierung an Threonin 202 und Tyrosin 204 durch die MAP-Kinase-Kinasen
MEK 1/2 aktiviert. In Abwesenheit von EGF zeigten beide Formen nur eine schwache
basale Aktivitét. Durch EGF konnten sie jedoch rasch aktiviert werden (Abb. 3.21 A
und B). Weder in Zellen, welche das Aptamer stabil exprimieren (Abb. 3.21 A) noch
in Zellen, die mit 1 pM Aptamer KDI1-9R transduziert wurden (Abb. 3.21 B), war die
Phosphorylierung der beiden MAP-Kinaseformen im Vergleich zu den Kontrollzellen
verandert. Daher lasst sich schluf¥folgern, dass das Aptamer keinen Einfluss auf die
Aktivierung des MAPK-Signalwegs hatte. Der Thioredoxin-Blot zeigte gleichzeitig,
dass das Aptamer durch Proteintransduktion in die Zellen aufgenommen wurde und

dort nach zwei Stunden nachweisbar war (Abb. 3.21 B).

b.) Der STAT-Signalweg

In zahlreichen Publikationen konnte gezeigt werden, dass durch EGF-Stimulierung
STAT 1, 3 und 5 aktiviert werden (Grandis, Drenning et al., 1998). Vor allem das
aktivierte STAT3 Protein ist dabel ein wichtiger Transmitter in stark proliferierenden
Tumoren (Grandis, Drenning et al., 2000). Daher sollte untersucht werden, inwieweit
die Présenz des Aptamers die Aktivierung von STAT3 beeinflusst. Auch dieses
Experiment wurde parallel mit stabil transfizierten Herc-Zellen und mit Rencal EGFR-
Zéellen, die mit dem Aptamer transduziert wurden, durchgefuhrt.

A B
Herc Trx Herc KDI1 Unbeh. 0,5uM 1yM  KDI19R
+ -+  EGF50ng/ml 30° 0” 10" 30" 0" 10" 30" 0 10" 30" EGF (50ng/ml
-_— — aSTAT3-PY 705 N - l . aSTAT3-PY 705
S b bl o 0 o 775
- —— aSTAT3

Abb. 3.22: Die EGF-induzerte Phosphorylierung von STAT3 wird durch KDI 1 stark inhibiert

(A) Stabil transfizierte Zelllinien wurden Uber Nacht ohne Serum kultiviert und dann mit 50ng/ml EGF
fir 30 min induziert. Es wurden Zelllysate hergestellt und 100 pg in einem 6%igen SDS-PAGE
aufgetrennt.

(B) Renca/EGFR-Zellen wurden Uber Nacht ohne Serum Kkultiviert, fur zwei Stunden mit den
gekennzeichneten Mengen Aptamer behandelt und fir 10 bzw. 30 min mit 50 ng/ml EGF induziert. Die
Zé€lllysate wurden im 8%igen SDS-PAGE aufgetrennt

Im Western Blot wurde die Phosphorylierung der STAT3 Proteine mit einem Antikorper detektiert,
welcher spezifisch Phospho-Tyrosin 705 erkennt. Der Blot wurde ,gestrippt* und mit einem
Antikérper inkubiert, welcher alle STAT3 Proteine unabhéngig ihres Phosphorylierungsgrades erkennt.
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STAT3 wird durch Phosphorylierung des Tyrosinrestes 705 aktiviert. Dadurch kommt
es Uber die jeweilige SH2-Doméne des Partnermolekils zur Dimerisierung und
Translokation in den Kern, wo es die Transkription bestimmter Zielgene induziert.
Wahrend in nicht stimulierten Zellen STAT3 nicht phosphoryliert vorlag, konnte es
durch EGF-Zugabe aktiviert werden (Abb. 3.22 A und B). In Zellen, welche KDI1
stabil exprimierten, war diese Phosphorylierung jedoch erheblich schwécher (Abb.
3.22 A). Die erneute Inkubation des Blots mit einem STAT3 spezifischen Antikorper
zeigte, dass in alen Spuren gleiche Proteinmengen geladen wurden (Abb. 3.22 A).
Ein @hnliches Ergebnis konnte auch durch Proteintransduktion des Aptamers erreicht
werden. Zellen, welche mit 1 puM KDI1-9R transduziert wurden, zeigten keinerlei
Phosphorylierung von STAT3, wéhrend 0,5 pM des Aptamers nicht ausreichten,
diesen Effekt auszulésen (Abb. 3.22 B). Die STAT3-Ladungskontrolle zeigte zwar,
dass in den letzten drei Spuren auch etwas weniger STAT3 geladen wurden, aber das
relative Verhdltnis zeigt immer noch deutlich, dass STAT3 nach Transduktion von 1
MM KDI1-9R deutlich weniger phosphoryliert war. Diese Ergebnisse zeigen, dass das
Aptamer KDI1 die Phosphorylierung und damit die Aktivierung von STAT3
guantitativ inhibieren kann.

STAT-Molekile sind, wie ihr Name schon sagt, nicht nur Signalmolekile, sondern
wirken auch als Transkriptionsfaktoren. Da gezeigt werden konnte, dass die
Gegenwart von Aptamer KDI1 die Phosphorylierung von STAT3 reduziert, sollte
auch untersucht werden, ob Aptamer KDI1 auch die Fahigkeit von STAT3
beeinflusst, die Transkription spezifischer Gene zu aktivieren. Dazu wurde ein
Luziferase-Reporter-Experiment durch gefiihrt. Das Luziferasegen, das unter der
Kontrolle des STAT3 induzierbaren a-Macroglobulin—-Promotors steht, wurde in
Herc-Zellen, welche die gleiche Menge des Thioredoxins bzw. des Aptamers
exprimieren, transfiziert. Nach Induktion mit EGF konnte die STAT3 abhangige
Transkriptionsinitiation mittels der Umsetzung des Luziferin-Substrat durch die

Luziferase quantifiziert werden.
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Abb.3.23: Die stabile Expression von KDI 1 inhibiert die EGF-abhéngige Transaktivierungsaktivitat
von STAT3

Herc-Zellen, die das Aptamer bzw. das Thioredoxinprotein exprimieren, wurden mit 1ug des STAT3-
Lucigerasereportergens, sowie 20ng des B-Galaktosidase-Plasmids transfiziert. 24 Stunden nach
Transfektion wurden den Zellen fir 8 Stunden das Serum entzogen, tber Nacht mit 50 ng/ml EGF
induziert und die Luziferase-Aktivitét der Lysate bestimmt. Es wurde gegen die B-Galaktosidase-
Aktivitdt normalisiert. Die gezeigte Abbildung représentiert drei unabhangige Experimente.

In WT-Zellen lies sich die Transaktivierungsaktivitdt von STAT3 durch EGF-
Stimulation sehr stark induzieren (Abb.3.23). In Thioredoxin-exprimierenden Zellen,
ist diese Aktivitét etwas geringer. Vergleicht man mit diesen Zellen, jedoch Herc-
Zellen, die Aptamer KDI1 exprimieren, so kann die EGF-induzierte Transkription nur
zu 60-70% aktiviert werden.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass durch die Bindung des Aptamers
KDI1 an den EGF-Rezeptor, dessen Funktionen inhibiert werden, so dass einige
Tyrosinreste des Rezeptors selbst, das Adaptorprotein Shc, vor allem aber der
Transkriptionsfaktor STAT3 nicht mehr vollstandig aktiviert wird. Dadurch ist die
STATS3-abhangige Expression proliferativer Gene reduziert, so dass es zu dem

gezeigten wachstumsinhibierten Phanotyp kommt.

71



3. Ergebnisse

3.5 Gezielte Degradierung des EGF-Rezeptors durch ein
rekombinantes Aptamer/SOCS-Box-Protein

Die Untersuchung der drei isolierten Peptid-Aptamere hat gezeigt, dass nur eines der
drei Aptamere in der Lage war, die Funktionen des EGF-Rezeptor zu inhibieren. Dies
konnte darin begrindet sein, dass die Peptid-Aptamere nur aufgrund ihrer
Bindungsaffinitdt zum Rezeptor selektiert wurden, nicht jedoch aufgrund einer
inhibitorischen Wirkung. Um daher die Wirkung der Peptid-Aptamere zu verstarken,
sollte den Aptameren zusétzlich noch eine Funktion gegeben werden, mit der das
Zielprotein ausgeschaltet werden kann. In den letzten Jahren wurden einige Domanen
identifiziert, die spezifisch mit dem Proteindegradations-Signalweg der Zellen
interagieren. So konnte gezeigt, werden, dal3 die SOCS-Box der SOCS-Proteine fur
die Ubiquitinylierung von Jak und STAT-Poteinen verantwortlich ist (Ungureanu,
Saharinen et al., 2002). SOCS-Proteine interagieren einerseits tber ihre SH2-Doméne
mit weiteren Signalproteinen, wie z.B. STAT- und Jak-Molekulen, und andererseits
baut die SOCS-Box Kontakt zu E3-Ubiquitin-Ligasen auf (Zhang, Farley et al.,
1999). Diese Ligasen ubertragen spezifisch Ubiquitineinheiten auf die gebundenen
Molekile und markieren sie damit fir den Abbau im 26S Proteasom. Damit stellt die
SOCS-Box eine spezifische Doméne dar, die gebundene Molekile fur den Abbau
markiert. Daher wurden die selektierten Aptamere mit einer solchen Doméne
fusioniert, so dass durch die Bindung eines Aptamers die entsprechenden
Interaktionspartner selektiv degradiert werden konnen.

An den C-Terminus der Peptid-Aptamere wurde die SOCS-Box-Sequenz des
humanen SOCSL1 kloniert (Abb. 3.24 A). Dieses Konstrukt wurde in E.coli exprimiert
und aufgereinigt. Zunachst sollte untersucht werden, ob auch diese Aptamere in
Zellen transduziert werden konnen und dort mit dem Rezeptor interagieren. Dazu
wurden A431-Zellen auf Deckgléser ausgesét, mit verschieden Mengen SOCS-Box-

Aptamer transduziert und eine Immunofluoreszenzférbung durchgefihrt.
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A
SOCS-box
T7 His TRX-Aptamer His
B 0,5 uM KDI1 -9RSOCS 1uM KDI11-9RSOCS
Grin: a EGFR
Rot: a Trx

Abb. 3.24: Ein Peptid-Aptamer mit einer SOCS-Box-Doméne transduziert in Zielzellen und
interagiert dort mit dem EGF-Rezeptor

(A) An das Aptamerkonstrukt mit einer 9R-Proteintranduktionsdoméne wurde C-termina eine SOCS-
Box-Doméne fusioniert.

(B) Auf Deckglaser kultivierte A431-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen des Aptamers KDI 1-
9R SOCS fur 4h transduziert, fixiert und mit aTrx- und aEGFR-Antikérpern markiert. Nach
Inkubation mit a-Kaninchen-Rhodamin-gekoppelten und a-Maus-FITC-gekoppelten
Sekundérantikdrpern wurden die Zellen mit Mowiol/DAPI auf Objekttrager aufgebracht und Bilder mit
einem inversen Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.

Auch Aptamere, die eine zusétzliche SOCS-Box Domaéne tragen, transduzierten in
Zellen und konnten dort mit dem Rezeptor kolokalisiert werden (Abb. 3.24). Aus
diesem Grund kann angenommen werden, dass die zusdtzliche Domane die
Bindungsaffinitdt zum EGF-Rezeptor nicht negativ beeinflusst. Folglich ist die
Methode der Proteintransduktion hinreichend geeignet, um zu untersuchen, ob die
Bindung eines SOCS-Box tragenden Aptamers die Rezeptorkonzentration verringern
kann. Dazu wurden A431-Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen an SOCS-Box
Aptamer KDI1 und KDI4 behandelt. Anschlief3end wurde die Rezeptormenge im
Western Blot bestimmt.
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Abb.3.25: Durch Transduktion von KDI1-9RSOCS kann die EGFR-Konzentration in Zielzellen
reduziert werden

A431-Zellen wurden mit den angeben Mengen an Aptamer behandelt. Nach 3,5h wurde mit 50 ng/ml
EGF induziert und zusétzlich zur Hemmung der Translation 25 pg/ml Cycloheximid zugegeben. Nach
weiteren 0,5 h wurden Zelllysate hergestellt und im SDS-PAGE aufgetrennt. Der anschlief3ende
Western Blot wurde mit einem aEGFR-Antikorper inkubiert. Um die gleiche Proteinladung in den
einzelnen Spuren zu Uberprifen, wurde der Blot mit Ponceau-Rot geférbt.

Der Western Blot zeigte, dass durch aufsteigende Mengen von Aptamer KDI1-
9RSOCS, der Rezeptorgehalt in den Zellen geringer wurde. Aptamer KDI14-9RSOCS
hatte dagegen keinen Einfluss auf die Rezeptorkonzentration (Abb. 3.25). Dieser erste
Versuch lasst die Vermutung zu, dass Aptamer KDI1-9RSOCS spezifisch einen
Kontakt zwischen dem EGFR und der Degradierungsmaschinerie der Zellen aufbauen
kann, so dass der Rezeptor abgebaut wird. Interessanterweise zeigte nur dasjenige
Aptamer (KDI1) einen Effekt, welches auch ohne die zusétzliche SOCS-Box-Domane
bereits einen Effekt auf die Rezeptoraktivierung hatte und damit zu einem
wachstumsinhibirten Phanotyp fuhrte.

Um die genauen Parameter fir die gezielte Degradierung des EGF-Rezeptors durch
KDI1-9RSOCS zu bestimmen, wurde sowohl die Zeit- als auch die Dosisabhangigkeit
des Effekts bestimmt. Hierfir wurden Renca/EGFR-Zellen verwendet, die weniger
EGF-Rezeptor als A431-Zellen exprimieren, so dal3 fur eine vollstdndige Degradation
des Rezeptors bereits geringere Mengen des Aptamers ausreichend sein sollten.
AulBerdem sollte dieser Prozess direkt in Zellen verfolgt werden, daher wurden die
Zellen nach der Proteintransduktion einer Immunofluoreszenzfarbung mit einem
oEGFR und aTrx —Antikorper unterzogen (Abb. 3.26).
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A
Unbehandelt

B
1,5 uM KDI11-9R SOCS
1h

C
1,5 uM KDI1-9R SOCS
3h

D
1,5 uM KDI1-9R SOCS
5h

E
3 uM KDI1-9R SOCS
1h

F
3pM KDI11-9R SOCS
3h

G
3puM KDI11-9RSOCS
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Abb. 3.26: I nternalisierung und Degradierung des EGFR durch KDI 1-9R SOCS
Auf Deckglaser kultivierte Renca/lEGFR-Zellen wurden mit verschiedenen Mengen des Aptamers
KDI1-9RSOCS fir 1, 3 bzw. 5h transduziert, fixiert und mit aTrx- und a EGFR-Antikérpern markiert.

Nach

Inkubation mit

o—Kaninchen-Rhodamin-gekoppelten und a—Maus-FITC-gekoppelten

Sekundérantikdrpern wurden die Zellen mit Mowiol/DAPI auf Objekttrager aufgebracht und Bilder mit

einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop aufgenommen.
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Unbehandelte Zellen zeigten eine starke Farbung des EGF-Rezeptors in der
Zellmembran. Durch unspezifische Bindung des sekundéaren o -Kaninchen-
Rhodamin-gekoppelten Antikorpers kam es auch in unbehandelten Zellen zu einer
schwachen roten Hintergrundfarbung des Zytoplasmas (Abb. 3.26 A). In Zellen, die
mit Aptamer behandelt wurden, war die rote Farbung jedoch deutlich stérker, so dass
davon ausgegangen werden kann, dass das Aptamer in die Zellen transduzierte (Abb.
3.26 B-G). Eine Stunde nach Transduktion des Aptamers war die
Rezeptorkonzentration noch nicht beeinflusst (Abb. 3.26 B und E), wahrend sich in
Zellen, welche far 3h mit 1,5 bzw. 3 uM KDI1-9RSOCS behandelt wurden, eine
grune, punktierte Férbung des Zytoplasmas zeigte. Gleichzeitig war die griine
Férbung der Zellmembran etwas schwécher (Abb.3.26 C und F). Nach funf Stunden
war die punktierte Farbung im Zytoplasma verschwunden und auch die Féarbung der
Membran war erheblich reduziert (Abb. 3.26 D und G). Dieser Effekt war bei
Transduktion von 3uM des Aptamers noch deutlicher sichtbar (Abb.3.26 G). Daher
kann davon ausgegangen werden, dass durch die Transduktion des SOCS-Box-
Aptamers, der Rezeptor internalisiert und im Zytoplasma degradiert wurde und es
daher zu einer Farbung des EGFR im Zytoplasmas kam. Nach 5h war der Rezeptor
dann vollstandig degradiert, so dass die Farbung im Zytoplasma verschwunden war
und die Konzentration des Rezeptors in der Membran erheblich reduziert war.

Diese Experimente gaben erste Hinweise, dass ein rekombinantes SOCS-Box-
Aptamer in der Lage ist, die Rezeptorkonzentration quantitativ abzusenken.
Ungureanu et al. konnten zeigen, dass Jak2 durch die Bindung des SOCS-Proteins
Uber den Ubiquitin-Proteasom-Weg reguliert wird (Ungureanu, Saharinen et al.,
2002). Daher sollte zum einen untersucht werden, ob es sich bei dem Aptamer-
vermittelten Vorgang um einen Proteasomen-abhéngigen Prozef’3 handelt. Dazu
wurden Inhibitoren eingesetzt, welche diesem Vorgang spezifisch blockieren konnen.
Zum anderen wurde Uberprift, ob mit dem Rezeptor assoziierte Signalproteine
ebenfalls degradiert werden.
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Abb.3.27: Zeit- und Dosisabhangigkeit der Aptamer-vermittelten Degradierung des EGF-Rezeptors
und assoziierter Proteine

(A) Renca/lEGFR-Zellen wurden fur 4h mit verschiedenen Mengen an Aptamer KDI1-9RSOCS
behandelt. Dabei wurde bei einem Teil die proteasomale Degradierung mit 50 uM ALLN inhibiert. Der
Blot wurde gestrippt und mit einem STAT3- sowie einem STAT5-spezifischen Antikorper inkubiert.
Zum Abgleich der geladenen Proteinmengen wurde ein Teil der Zelllysate in einem 12%igen Gel
aufgetrennt und mit einem Aktin-Antikorper inkubiert.

(B) Renca/EGFR-Zellen wurden fir verschiedene Zeiten mit 5 uM KDI1 9RSOCS behandelt. In einem
Teil der Ansdtze wurden die Zellen mit 10 uM des Proteasomen-Inhibitors MG132 behandelt. Die
Lysate wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit einem aEGFR-Antikorper
detektiert. Der Blot wurde zum Abgleich der geladenen Proteinmengen mit Ponceau S Lésung geférbt.
Eine geféarbte Bande wurde zufallig ausgewahlt und ist hier gezeigt.

Der mit einem a EGFR-Antikorper inkubierte Western Blot zeigt, dass mit 3 uM
Aptamer der Rezeptor vollstandig in die Degradation gedrangt werden kann
(Abb.3.27 A). Dieser Prozess ist erst nach 4 Stunden abgeschlossen (Abb. 3.27 B).
Diese Ergebnisse stimmen mit den in der Immunofluoreszenz gezeigten Daten
Uberein (Abb. 3.26). Des weiteren konnte gezeigt werden, dass sowohl STAT3 als
auch STATS5 durch das Aptamer degradiert werden. Daher ist es wahrscheinlich, dass
nicht nur der Rezeptor degradiert wird, sondern gleichzeitig alle mit ihm assoziierten
Proteine. Die gleiche Menge an Aktin in allen Zelllysaten (Abb. 3.27 A) zeigte
jedoch, dass es sich hierbei um einen spezifischen Prozess handelt, da nicht mit dem

Rezeptor assoziierte Proteine, wie das Zytoskelettprotein Aktin nicht degradiert
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werden. Auch der Ponceau-gefarbte Blot zeigte ein definiertes Bandenmuster, was
bedeutet, dass stark exprimierte Proteine, wie z.B. die Bestandteile des Zytoskeletts,
die vor allem in der Ponceau-Farbung sichtbar werden, nicht degradiert wurden.
Interessanterweise wurde der Rezeptor und die mit ihm assoziierten Proteine auch
degradiert, wenn das Proteasoms durch MG 132 oder ALLN inhibiert wurde (Abb.
3.27 A und B). Dieses Ergebnis erlaubt zwel verschiedene Interpretationen. Entweder
ist der durch das SOCS-Box-Aptamer ausgel dste Prozess unabhéngig vom Proteasom,
so dass dessen Inhibition keinen Einfluss auf den Abbau des Rezeptors nimmt oder
die Wirkungsweise des Inhibitors war unter den hier gewahlten Bedingungen nicht
ideal. So ist die Konzentration des MG132 fur die hier sehr kurz gewahlte
Wirkungsdauer sehr gering. Daher wurde in folgenden Versuchen die Wirkungsdauer
es Proteasomen-Inhibitors variiert und die Inhibitorkonzentration erhoht.

10 uM 4h 10uM _ 2h MG 132
25 0 1 25 0O 1 2 5 upMKDII-9RSOCS 4h

0o 1
[ I ‘_' - . . :
h B se M G EGFR

Abb.3.28: Durch Inhibition des Proteasoms mit MG132 kann die Aptamer-vermittelte Degradation
des Rezeptors nur schwach inhibiert werden

Herc-Zellen wurden fiir 4h mit den gekennzeichneten Mengen KDI1-9RSOCS behandelt. Gleichzeitig
(4h) bzw. 2h spéter (2h) wurden das Proteasom durch Zugabe von 10 uM MG 132 inhibiert. Die Zellen
wurden 4h nach der Proteintransduktion geerntet und die Zelllysate im SDS-PAGE aufgetrennt. Der
EGFR wurde im Western Blot mit einem aEGFR-Antikorper detektiert.

Durch Transduktion von 2 pM des Aptamers kann auch hier der Rezeptor vollstandig
entfernt werden (Abb. 3.28). Wurde der Proteasomen-Inhibitor gleichzeitig mit dem
Aptamer zu den Zellen gegeben, so ergab sich das gleiche Bild. Durch 1 uM Aptamer
war die Rezeptorkonzentration bereits reduziert, mit der doppelten Menge konnte der
Rezeptor nicht mehr detektiert werden. Wurde der Inhibitor jedoch zwei Stunden nach
der Proteintransduktion zu den Zellen gegeben, so zeigte er eine schwache Wirkung
auf den Abbau des EGF-Rezeptors, da auch in Gegenwart von 2 pM und 5 pM KDI1-
9RSOCS der Rezeptor, wenn auch nur schwach, detektiert werden konnte. Dieses
Ergebnis zeigte, dass das Aptamer KDI1-9RSOCS den Rezeptor in die Degradation
drangen kann, dieser Prozef3 aber nicht durch einen proteasomalen Inhibitor blockiert

werden kann. Es wurde jedoch gezeigt, dass die Bindung von SOCS1 die
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Ubiquitinylierung der gebundenen STAT- und Jak-Proteine verstérkt (Ungureanu,
Saharinen et al., 2002). Daher sollte nachgewiesen werden, ob auch die Bindung des
rekombinanten SOCS-Box-Aptamers die Ubiquitinylierung des Rezeptors induzieren
kann. Erst in Gegenwart eines proteasomalen Inhibitors kann die Ubiquitinylierung
detektiert werden, da die ubiquitinylierten Zwischenprodukte rasch abgebaut werden.
Die Zellen wurden transduziert und aus den Lysaten der Rezeptor
immunopréazipiziert. Die Ubiquitinylierung des Rezeptors konnte dann mit einem
Ubiquitin-spezifischen Antikorper detektiert werden.

10 yM  MG132

01 2 0 1 2 5 PMKDII-9R SOCS
! L ]
aUbiquitin ! |,
o EGFR ol * — EGFR

Abb. 3.29: KDI1-9R SOCS verstarkt die Ubiquitinylierung des EGF-Rezeptors

A431-Zellen wurden fir vier Stunden mit den angegeben Mangen des Aptamers transduziert. In einem
Teil der Zellen wurde das Proteasom nach 2h durch 10 uM MG132 inhibiert. Nach Prézipitation des
Rezeptors mit einem EGFR spezifischen Antikorper wurden die Lysate im SDS-PAGE aufgetrennt und
im Western Blot die Ubiquitinylierung detektiert. Der Blot wurde gestrippt und mit einem EGFR-
Antikorper inkubiert.

—» EGFR-poly-UDbi

—» EGFR-mono-Ubi

Auch hier konnte gezeigt werden, dass durch Transduktion von 2 uM des Aptamers
KDI1-9R SOCS der EGF-Rezeptor vollstandig degradiert werden konnte (Abb. 3.29
unten). In Gegenwart des proteasomalen Inhibitors MG132 hingegen konnte die
Degradation des Rezeptors etwas unterbunden werden. Die Detektion mit einem
Ubiquitin-spezifischen Antikorper zeigte, dass der Rezeptor auch in Abwesenheit des
Aptamers eine basale Ubiquitinylierung zeigt (Abb. 3.29 oben). Da dieses Molekill
nicht viel grofRer als der Rezeptor ist, handelt es sich hierbei wahrscheinlich um eine
Mono-Ubiquitinylierung des Rezeptors. Es ist anzunehmen, dass diese fur den
kontinuierlichen Abbau des Rezeptors verantwortlich ist und durch c-Chl verursacht
wird. In Gegenwart des Inhibitors und durch aufsteigende Mengen des Aptamers

kénnen jedoch auch grofRere ubiquitinylierte Formen des Rezeptors detektiert werden.
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Dabei handelt es sich um verschiedene poly-ubiquitinylierte Molekule. Vor allem
durch 5 pM KDI1-9R SOCS wird der Rezeptor sehr stark ubiquitinyliert. Diese
Ergebnisse erlauben die Schlussfolgerung, dass der Rezeptor durch die Bindung des
Peptid-Aptamers spezifisch ubiquitinyliert und anschlief3end abgebaut wird.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Peptid-Aptamere zu isolieren, die hochaffin mit dem EGF-
Rezeptor interagieren und daher mit den Funktionen des Rezeptors interferieren
kénnen. Diese Peptid-Aptamere sollten dann als Werkzeuge dienen, um die mitogene
Wirkung des Rezeptors zu inhibieren. Aus diesem Grund konnen solche Peptide eine
mogliche Anwendung in der Therapie von EGFR-Uberexprimierenden Tumoren
finden.

4 .1 Isolierung von Peptid-Aptameren, die mit der
Kinasedomane des EGF-Rezeptors interagieren

In einem Hefe-Zwei-Hybrid-Screen konnten drel Peptid-Aptamere- KDI1, KDI3 und
KDI4 - isoliert werden, die mit der Kinasedomane | des EGF-Rezeptors interagieren.
In verschiedenen Studien wurde anschlief3end die Interaktion zwischen den isolierten
Peptid-Aptameren und dem EGF-Rezeptor in vitro und in vivo verifiziert. In Mating-
Experimenten konnte die Interaktion von Kinasedomane und Peptid-Aptameren
bestatigt werden. Dagegen konnte keine Interaktion mit der isolierten Gal4-DNA-
Bindungsdomane festgestellt werden (Abb. 3.3).

Um die Interaktion einerseits zu bestétigen und andererseits die Bindungsspezifitét zu
bestimmen, wurde ein GST-Pulldown-Experiment durchgefuhrt. Dazu wurden die
Peptid-Aptamere mit einer GST-Domaéne fusioniert, bakteriell exprimiert und an
Glutathionbeads gebunden. Extrakte verschiedener Zelllinien wurden hinzugegeben
und im Western Blot die prézipitierten Bindungspartner detektiert. Diese GST-
Pulldown-Studien zeigten, dass alle isolierten Peptid-Aptamere auch in vitro mit dem
Rezeptor interagieren (Abb. 3.4). Diese Interaktion konnte mit Zelllysaten
verschiedener EGFR-Uberexprimierender Zelllinien bestédtigt werden (Abb. 3.4).
Dieses Experiment zeigte gleichzeitig, dass Peptid-Aptamer KDI4 nur schwach mit
dem Rezeptor interagiert, da der Rezeptor aus Renca-Lysaten, die den EGFR
schwacher exprimieren, kaum prézipitiert werden konnte (Abb. 3.4 unten). Die
Bindung der Peptid-Aptamere an den Rezeptor ist hochspezifisch, da bis auf Peptid-
Aptamer KDI3 die Peptid-Aptamere nicht mit dem sehr homologen ErbB2-Rezeptor
interagierten (Abb. 3.4 B). Die Ergebnisse dieses Experiments erlauben eine erste
Qualitatsbeurteilung der Peptid-Aptamere. KDI1 und KDI3 binden sehr affin an den
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EGF-Rezeptors, wahrend Peptid-Aptamer KDI4 erheblich schwacher an den Rezeptor
bindet. Aptamer KDI3 zeigt neben der Affinitét fir den EGF-Rezeptor auch eine
schwache Affinitdt zum ErbB2-Rezeptor. Somit zeigen Peptid-Aptamer KDI1 und 4
eine hohe Bindungsspezifitdt, da sie trotz der hohen Homologie der beiden
Rezeptoren in der Kinasedomane von 83% (Klapper, Kirschbaum et al., 2000),
préferentiell an das Targetprotein EGFR binden. Aus diesem Grund ist es sehr
unwahrscheinlich, dass die Peptid-Aptamere mit weiteren Rezeptoren wie z.B. dem
| GFI-Rezeptor oder dem FGF-Rezeptor interagieren und dort unerwiinschte Effekte
bewirken. Aber auch eine Bindung von Peptid-Aptamer KDI3 an den ErbB2-Rezeptor
kann vorteilhaft sein, da ErbB2 als Dimerisierungspartner fur die Gbrigen Rezeptoren
dieser Familie dienen kann. Dartber hinaus spielen EGFR/ErbB2-Heterodimere eine
essentielle Rolle in einigen humanen Tumorzelllinien (Jannot, Beerli et al., 1996).
Daher kann ein Peptid-Aptamer, das an beide Rezeptoren bindet, in solchen Zellen
potentiell eine hohere inhibitorische Wirkung haben, as Peptid-Aptamere, die nur
spezifisch an den EGF-Rezeptor binden.
In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob die Bindung der Peptid-Aptamere an den
EGF-Rezeptor von dessen Phosphorylierungs- d.h. Aktivierungsstatus abhangig ist.
Es konnte gezeigt werden, dass die Peptid-Aptamere praferentiell an den
phosphorylierten Rezeptor binden (Abb. 3.5 A). Die schwache Interaktion mit
unstimulierten Zellextrakten wurde durch noch verbliebene phosphorylierte
Rezeptoren im Zelllysat verursacht, da sowohl der Input als auch die prézipitierten
Rezeptoren phosphoryliert waren (Abb. 3.5 B). Auch in diesem Experiment konnte
bestétigt werden, dass Peptid-Aptamer KDI4 die geringste Affinitat fir den Rezeptor
besitzt.
In Ko-Immunoprazipitations-Experimenten mit Herc-Zellen, die mit den Peptid-
Aptameren KDI1 und 4 transient transfiziert wurden, konnte gezeigt werden, dass die
Peptid-Aptamere nicht nur in vitro, sondern auch in vivo mit dem Rezeptor
interagieren konnen (Abb. 3.6). Wéahrend im GST-Pulldown nur eine schwache
Interaktion zwischen KDI4 und dem EGF-Rezeptor gezeigt werden konnte, konnte
hier der Rezeptor nicht nur mit KDI1, sondern auch mit Peptid-Aptamer KDI4
prézipitiert werden. Ein Unterschied zwischen diesen beiden Experimenten liegt
darin, dass im GST-Pulldown, das Peptid-Aptamer an die Beads gekoppelt wurde und
den Rezeptor dann aus dem Lysat prézipitieren musste. Hierfr ist eine sehr hohe
Affinitat zwischen Peptid-Aptamer und Target nétig, so dass der Rezeptor aus der
82



4. Diskussion

grof3en Anzahl an zelluldren Proteinen spezifisch gebunden werden kann. In der Ko-
Immunoprézipitation hingegen, wurde das Peptid-Aptamer zunéchst in den Zellen
exprimiert, wo es ausreichend Zeit und Raum hat auch bei einer geringeren Affinitét
mit dem EGF-Rezeptor zu interagieren. In der folgenden Immunoprazipitation wurde
dann der Rezeptor prazipitiert, so dass das gebundenen Peptid-Aptamer im Komplex
gebunden blieb und im Western Blot detektiert werden konnte.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen drei Peptid-
Aptamere aufgrund ihrer Interaktion mit der Kinasedoméne des EGFR aus einer
Peptid-Aptamer-Library isoliert werden konnten, von denen zwei (KDI1 und 3) eine
hohe Spezifitat fur den EGF-Rezeptor zeigen. Das dritte Aptamer (KDI4)hingegen
interagierte nur schwach mit dem Rezeptor. KDI3 hingegen besitzt auch eine Affinitét
zum ErbB2-Rezeptor. Alle Peptide eignen sich somit potentiell a's Inhibitoren der
Kinaseaktivitét des EGF-Rezeptors, so dass alle auf ihre Interferenz mit der
Rezeptoraktivitéat des Rezeptors untersucht wurden.

4.2 Einbringung von Peptid-Aptameren in eukaryontische
Zellen

Neben der Ableitung von Zelllinien, die die isolierten Peptid-Aptamere stabil
exprimieren (Abb. 3.7), wurde die neuartige Methode der Proteintransduktion zur
Einbringung der Peptid-Aptamere in Zielzellen verwendet. Diese Methode beruht
darauf, dass ein Peptid, welches aus basischen Aminoséuren besteht (wie z.B. HIV
TAT), mit der Zellmembran interagiert und anschlief3end nach einem noch nicht
geklarten Mechanismus unspezifisch durch die Membran in die Zelle gelangt. Um
diese Methode zu etablieren, wurde eine Proteintransduktionsdoméne aus neun
Arginginresten C-terminal mit der Peptid-Aptamer-Sequenz fusioniert, das Konstrukt
in E.coli exprimiert und anschlief3end denaturierend gereinigt. Die denaturierende
Reinigung des Proteins war notig, da das Fusionsprotein in den Bakterien vor allemin
»inclusion bodies* abgelagert wurde. Das Protein wurde durch Dialyse renaturiert. In
Immunofluoreszenz - und Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass die
Peptid-Aptamere durch die Proteintransduktionsdoméane in die Zellen gelangten und
dort spezifisch mit dem EGF-Rezeptor interagierten (Abb. 3.10 C, Abb. 3.11, Abb.
3.12), wahrend das Thioredoxinprotein gleichméfdig im Zytoplasma verteilt war (Abb.
3.10 B). Die Transduktion der Peptid-Aptamere ist dabei unabhangig von der
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verwendeten Zelllinie (Vgl. Abb. 3.11). Des Weiteren wurde die Stabilitét der
transduzierten Peptid-Aptamere in den Zellen untersucht. In Western Blot-Analysen
waren die Peptid-Aptamere bis zu acht Stunden nachweisbar, wahrend sie in
Immunofluoreszenzstudien bis zu 24h detektiert werden konnten (Abb. 3.12). Nach
zwei Tagen waren die Aptamere intrazellul&r jedoch nicht mehr nachweisbar. Daher
scheint die Stabilitét transduzierter Proteine entscheidend von Art des transduzierten
Proteins abhangig zu sein, da ein Fusionsprotein aus TAT und IkB noch nach zwei
Tagen im Western Blot nachgewiesen werden konnte (Abu-Amer, Dowdy et al.,
2001). Die Stabilitéat des bakteriellen Thioredoxin scheint daher in eukaryontischen
Zellen nicht sehr hoch zu sein, so dass fir zukinftige Experimente die Verwendung
eines anderen Gerustproteins, wie z.B. des Green fluorescent protein (GFP), von
Vortell sein kdnnte, da eventuell eine grof3ere Stabilitét des Peptid-Aptamers erreicht
werden konnte (Abedi, Caponigro et al., 1998). Andererseits kann die geringe
Stabilitét durch die Affinitét des Peptid-Aptamers zum EGF-Rezeptor begriindet sein.
Der EGF-Rezeptor wird nach Ligandenbindung internalisiert, wobel das Signal auf
die nachgeschalteten Signalwege weitergeleitet wird. Je nach Aktivierungsstatus und
gebundenen Proteinen wird der Rezeptor degradiert oder an die Zelloberflache zurtick
gebracht (Barbieri, Roberts et al., 2000). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Rezeptorkonzentration durch die Aptamerbindung nicht beeinflusst wird (Daten nicht
gezeigt). Daher wére es nur denkbar, dass nach Rezeptorinternalisierung das Aptamer
abgebaut wird, wahrend der Rezeptor an die Zelloberflache zurtickgebracht wird.
Neuere Studien weisen einer Proteintransduktionsdomane (PTD) von neun D-
Argininresten bessere Eigenschaften zu, als neun L-Argininen. Diese Doméane hat
gleichzeitig den Vorteil, dass sie die Degradation des rekombinanten Proteins
reduziert, da die zelluldre Degradationsmaschinerie nur natirliche L-Aminosauren
abbauen kann (Niesner, Halin et al., 2002). Allerdings kann ein solches
Fusionsprotein nicht bakteriell exprimiert werden, sondern muss synthetisiert werden.
Da die Synthese eines solch grof3en Fusionsproteins sehr kompliziert ist, wére es
denkbar den amphipatischen Peptidcarrier Pep-1 einzusetzen. Dieses Peptid besteht
aus einer PTD und einer hydrophoben Sequenz, welche die Interaktion mit dem
Zielprotein ermdglicht. (Morris, Depollier et al., 2001). Dieses Peptid muss nur
einmal synthetisiert werden und kann dann mit einem beliebigen Protein, wie z.B.
einem Peptid-Aptamer gemischt werden, so dass beide interagieren und ein
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transduktionsfahiges Protein bilden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Lysinreste in einigen Zelllinien bessere Transduktionseffekte erzielen als Arginine
(Mai, Shen et al., 2002). Insgesamt scheint die Kapazitdt der Proteintransduktion
entscheidend von den Bedingungen, wie z.B. dem zu transduzierenden Protein und
der Art der Zielzelle abzuhéngen. Mit der hier verwendeten
Proteintransduktionsdoméne konnte bereits eine 100%ige Transduktionseffizienz bei
den untersuchten Zelllinien erreicht werden, so dass eine Modifikation des Systems
nicht unbedingt notig erscheint. Bei Verwendung anderer Zielzellen oder
Gerustproteine, sollte die Proteintransduktionsdoméne jedoch immer auf das
verwendete System abgestimmt werden, so dass eine optimale Transduktionsrate

sichergestellt werden kann.

4.3 Peptid-Aptamer KDI1 interferiert mit den Funktionen
des EGF-Rezeptors

Da gezeigt konnte werden, dass die isolierten Peptid-Aptamere spezifisch mit dem
EGF-Rezeptor interagierten, wurde anschlief3end untersucht, inwieweit die Bindung

mit den Funktionen des Rezeptors interferiert.

4.3.1 Peptid-Aptamer KDI1 inhibiert die EGF-abhéngige
Proliferation und Transformation von Zellen

Der EGF-Rezeptor ist ursachlich an der Weiterleitung proliferativer und mitogener
Signale beteiligt. Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob die Gegenwart der
isolierten Peptid-Aptamere, diesen Phanotyp beeinflusst. In Proliferationsassays
konnte gezeigt werden, dass Zellen, die Peptid-Aptamer KDI1 exprimieren, im
Gegensatz zu Kontrollzellen oder Zellen, die Peptid-Aptamer KDI3 und 4
exprimieren, langsamer wachsen (Abb. 3.13). Dieses Ergebnis ist &ul3erst interessant
und zeigt, die stark transformierende Wirkung des EGF-Rezeptors. NIH3T3-
Fibroblasten konnen auch ohne den EGF-Rezeptor proliferieren. Zellen, hingegen, die
stabil mit dem Rezeptor transfiziert sind (Herc-Zellen), proliferieren langsamer, wenn
der EGF-Rezeptor durch das Peptid-Aptamer inhibiert wird (Abb. 3.13). Damit
verhalten sich Herc-Zellen wie EGFR-Uberexprimierende Tumorzelllinien, bei denen
gezeigt werden konnte, dass sie in Gegenwart eines Rezeptorinhibitors (PK1-166)

langsamer proliferieren (Lydon, Mett et al., 1998).
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Wahrend durch dieses Experiment nur die allgemeine Proliferation erfasst wurde,
wurde in einem weiteren Experiment die EGF-induzierte Proliferation untersucht
(Abb. 3.14). Dazu wurden die stabil transfizierten Zelllinien zunachst ohne Serum
kultiviert, so dass alle tibrigen exogenen Signal e ausgeschaltet werden konnten. Durch
EGF-Stimulation konnte dann die Proliferation induziert werden und die Vermehrung
der Zellen im XTT-Test verfolgt werden. Durch EGF-Zugabe konnte die Proliferation
von Kontrollzellen, die entweder kein Peptid-Aptamer oder das Thioredoxinprotein
ohne Peptidinsert exprimieren, stark induziert werden (Abb. 3.14). In KDI1-
exprimierenden Zellen konnte die Proliferation durch EGF-Stimulation dagegen nur
zu 50% induziert werden. Ein chemischer EGFR-Inhibitor PKI-166 hemmt die
Induktion der Proliferation durch EGF vollig (Abb. 3.14). Damit stellt PKI1-166 einen
sehr guten Inhibitor dar. Im Vergleich mit diesem, bereits in der klinischen Phase
befindlichen Inhibitor, ist die durch KDI1 ausgelibte Inhibition der EGF-vermittelten
Proliferation bereits sehr hoch. Somit ist es denkbar, dass durch Optimierung des
Peptid-Aptamers, ebenfalls eine mit der von PKI-166 vergleichbare Hemmung
erreicht werden kann.
Der EGF-Rezeptor kann neben der Proliferation der Zellen, auch das Matrix-
unabhéngige Wachstum von Zellen in Weichagar induzieren. Dieses typische
Verhalten von Krebszellen zeigt, dass der EGF-Rezeptor ursachlich an der
Transformation beteiligt ist. Um zu untersuchen, ob die Peptid-Aptamere auch diese
Eigenschaften des EGF-Rezeptors beeinflussen, wurde das Wachstum der stabil
transfizierten Zellen in Weichagar untersucht (Abb. 3.15). Es zeigte sich, dass Zellen,
die Peptid-Aptamer KDI1 exprimieren im Vergleich zu Kontrollzellen nur 35% bis
55% der Kolonien in Weichagar bildeten, wahrend Peptid-Aptamer KDI3 und 4 das
Wachstum nicht beeinflussten.
Aufgrund der gezeigten Ergebnisse l&sst sich folgern, dass Peptid-Aptamer KDI1 in
einem Bereich der Kinasedoméane des Rezeptors bindet, so dass dessen Féhigkeit,
Wachstum und Transformation von Zellen zu induzieren, deutlich gehemmt wird.
Peptid-Aptamer KDI3 und KDI4 konnten nicht einen solchen Effekt ausldsen. Dies
koénnte darin begriindet sein, dass diese Peptid-Aptamere entweder in einer Region
des Rezeptors binden, ohne dass dessen Funktionsweise beeinflusst wird. Andererseits
kann auch die Affinitdt zum Rezeptor zu gering sein, so dass es nicht zu einer
stabilen und damit inhibitorischen Interaktion kommen kann. Fur Peptid-Aptamer
KDI4 konnte im GST-Pulldown bereits eine geringere Bindungsaffinitét zum EGF-
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Rezeptor nachgewiesen werden (Abb. 3.4 und 3.5). Zusammenfassend |&sst sich somit
sagen, dass mit Peptid-Aptamer KDI1 ein potentieller Inhibitor der EGFR-
Signaltransduktion isoliert wurde, dessen Einfluss auf die Aktivierung des EGF-
Rezeptors und nachgeschalteter Signaltransduktionswege néher untersucht wurde.

4.3.2 Peptid-Aptamer KDI1 interferiert mit der c-Src-
abhangigen Signaltransduktion des EGF-Rezeptors

Dain dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Gegenwart des Peptid-Aptamers
KDI1 die EGF-induzierte Proliferation und Transformation von Fibroblasten inhibiert,
muss man annehmen, dass das Aptamer, einen Effekt auf die Aktivierung des EGF-
Rezeptors und/oder der nachgeschalteten Signalwege hat. Die Bindung des Liganden
EGF an den Rezeptor forciert dessen Dimerisierung, was zu einer
Konformationsanderung des intrazelluldren Teils fuhrt. Dadurch wird die Aktivitat
der Kinasedoméne induziert, so dass es zur Auto-Phosphorylierung spezifischer
Tyrosinreste im Rezeptor kommt. Diese stellen Bindungsstellen fur SH2- und PTB-
Doménen enthaltende Proteine dar. Diese Effektorproteine aktivieren wiederum
Signaltransduktionswege, wie z.B. den MAPK-Weg, den STAT-Signalweg oder den
PI3K-Weg, was einerseits die Zellen in die Proliferation treibt und sie andererseits vor
Apoptose schiitzt.

Zur Untersuchung der biochemischen Grundlagen der Peptid-Aptamer-Wirkung,
wurden zum einen Herc-Zellen verwendet, die die Aptamere stabil exprimieren. Zum
anderen wurden Renca/EGFR-Zellen mit dem Peptid-Aptamer (KDI1-9R)
transduziert. Dabei waren die Effekte, welche durch Proteintransduktion erreicht
werden konnten, erheblich starker alsin stabil transfizierten Zellen. Dies liegt daran,
dass durch Proteintransduktion hohere intrazellulé&re Konzentrationen erzielt werden
kénnen, a's durch stabile Expression der Peptid-Aptamere. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die EGF-induzierte Phosphorylierung der Tyrosinreste
1068 und 1148 in Herc-Zellen, welche Peptid-Aptamer KDI1 exprimieren etwas
schwécher ist (Abb. 3.17). Durch Transduktion hoher Mengen des Peptid-Aptamers (1
HM) konnte dieser Effekt noch deutlicher gezeigt werden (Abb. 3.18). Eine deutliche
Reduktion der Phosphorylierung konnte auch an Tyrosin 845 gezeigt werden (Abb.
3.19). Dieser Tyrosinrest unterliegt nicht der Autophosphorylierung, sondern wird
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durch c-Src phosphoryliert (Biscardi, Maa et al., 1999). Die Phosphorylierung dieses
Tyrosinrestes des Rezeptors erfolgt dabei wahrscheinlich direkt durch c-Src, da die
Autophosphorylierungsstelle Tyrosin 416 im C-Terminus von Src, zu der Sequenz um
das Tyrosin 845 des EGF-Rezeptors homolog ist (Cooper and Howell, 1993).

Die Gegenwart des Peptid-Aptamers hatte ebenfalls einen negativen Effekt auf die
Phosphorylierung des Adapterproteins Shc, vor allem auf die p46-1soform (Abb.
3.20). Shc interagiert vor allem mit den Tyrosinresten 1148 und 1173 des Rezeptors
und wird anschlief3end durch dessen Kinaseaktivitét phosphoryliert (Tice, Biscardi et
al., 1999). Da Tyrosin 1148 durch Expression des Peptid-Aptamers geringer
phosphoryliert wird, wird das Adapterproteins Shc weniger an den Rezeptor
rekrutiert, so dass es wiederum nur in einem geringeren Ausmal® phosphoryliert
werden kann.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ergaben, dass die Aktivitét der MAP-
Kinasen p42/p44 nicht durch das Peptid-Aptamer beeinflusst wurde (Abb. 3.21). Der
MAPK-Signalweg wird durch die Bindung von Grb/SOS-Komplexen an die
phosphorylierten Reste Y1068, Y1086 und Y1173 aktiviert. Die geringere
Phosphorylierung von Y 1068, kann durch die Bindung der Signalproteine an Y 1086
und Y1173 kompensiert werden. Des Weiteren wird der MAPK-Signalweg durch die
Bindung von Grb/SOS an den phosphorylierten Tyrosinrest 317 des Shc-Proteins
aktiviert. Obwohl gezeigt werden konnte, dass Y 317 zumindest in p46 Shc geringer
phosphoryliert ist (Abb. 3.20), hat dies keinen Einfluss auf die Aktivierung von
p42/p44. Dies |lasst sich damit begriinden, dass die Aktivierung auch tber die beiden
tbrigen Shc-Isoformen erfolgen kann. Aufierdem stehen die untersuchten Kinasen
p42/p44 sehr weit unten in der Signal Ubertragungskaskade, so dass sie auch von
anderen Signalwegen induziert werden konnen. Die reduzierte Phosphorylierung des
Rezeptors ist daher nicht ausreichend, den MAPK-Signalweg vollstandig zu
inhibieren.

AulRerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Gegenwart des Peptid-Aptamers
die EGF-induzierte Phosphorylierung von STAT3 inhibiert (Abb. 3.22). Durch
Transduktion von 1 pM des Peptid-Aptamers konnte die Phosphorylierung von
STAT3 durch EGF vollstandig gehemmt werden (Abb. 3.22 B). Durch
Phosphorylierung an Tyrosin 705 kénnen STAT-Molekule dimerisieren und wandern
in den Kern, wo sie die Transkription von Zielgenen induzieren. Daher wurde in
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Reporterassays untersucht, ob die Inhibition der STAT3-Aktivierung ausreichend ist,
um dessen Transaktivierungsaktivitét zu beeinflussen. In Zelllinien, die das Peptid-
Aptamer stabil exprimieren, war die Transaktivierungsaktivitat von STAT3 zu 45%
inhibiert (Abb.3.23). Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass das
Peptid-Aptamer KDI 1 die Phosphorylierung von STAT3 in einem Mal%e inhibiert, so
dass dessen Transaktivierungsaktivitat deutlich reduziert ist. Da dieser Effekt
erheblich starker war, als die Effekte auf den MAPK-Signalweg, muss angenommen
werden, dass vor allem die Hemmung des STAT3-Signalweges fur den
wachstumsinhibierten Phanotyp KDI1 exprimierender Zellen verantwortlich ist.

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass Peptid-Aptamer KDI1 die
Aktivierung von Proteinen, wie EGFR, Shc und STAT3 inhibiert. Diese Proteine
werden gleichzeitig von der zytoplasmatischen Kinase c-Src reguliert oder wirken
synergistisch mit dieser. C-Src ist das zelluldre, nicht transformierende Homolog von
v-Src, einem Onkoprotein welches vom Hihner-Rous-Sarkoma-Virus codiert wird.
Src-Kinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Ubertragung mitogener Signale von
Rezeptortyrosinkinasen (Belsches, Haskell et al., 1997). So wurde eine hohe Aktivitét
sowohl des EGF-Rezeptors, as auch von c-Src in vielen Tumoren gefunden. Biscardi
et al. konnten zeigen, dass durch Phosphorylierung von Tyrosin 845, das innerhalb
der Kinasedoméne liegt, die aktive Konformation der Kinasedoméane stabilisiert wird,
so dass deren Aktivitét erheblich gesteigert wird (Biscardi, Maa et al., 1999). Die
Tatsache, dass die Aktivierung dieses Restes in Gegenwart des Aptamers deutlich
reduziert ist, ist ein erster Hinweis, dass die Funktion von c-Src durch das Aptamer
beeinflusst wird.
Auch Shc ist nicht nur ein Substrat des Rezeptors, sondern wird ebenfalls durch Src
phosphoryliert. Shc wird zwar auch in Gegenwart des Aptamers KDI1 tber Y1173 an
den Rezeptor rekrutiert, kann aber dann eventuell nicht mehr in einem vollen Ausmal3
durch Src phosphoryliert werden. Allerdings konnte in friiheren Publikationen gezeigt
werden, dass vor allem die Tyrosine 239 und 240 des Shc-Proteins durch Src
phosphoryliert werden (Sato, Kimoto et al., 2000). In Abb. 3.20 wurde jedoch gezeigt,
dass die Phosphorylierung an Tyrosin 317 in Gegenwart des Peptid-Aptamers
reduziert ist. Dies schliefdt jedoch nicht aus, dass die Phosphorylierung von Tyrosin
239 und 240 nicht ebenfalls durch die inhibitorische Wirkung des Peptid-Aptamers
auf die Funktion von Src, verringert ist. Des Weiteren wurde gezeigt, dass zwar alle
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drei Isoformen mit dem EGF-Rezeptor interagieren, aber nur die beiden groferen
durch Src aktiviert werden (Sato, Kimoto et al., 2000; Sato, Nagao et al., 2002). Dain
dieser Arbeit jedoch gezeigt wurde, dass vor alem die Phosphorylierung von p46
durch die Expression des Peptid-Aptamers inhibiert wird, muss gefolgert werden, dass
dieser Effekt wahrscheinlich nicht durch die Inhibition von c-Src vermittelt wird.
Stattdessen wird die geringere Aktivierung von Shc eher durch die reduzierte
Kinaseaktivat, aufgrund der mangelnden Phosphorylierung an Y 845, verursacht.
Aber auch STAT3 wird entscheidend durch c-Src reguliert. Fibroblasten, die stabil
mit c-Src transfiziert sind, zeigen eine konstitutive STAT3-Aktivierung (Yu, Meyer et
al., 1995). Es gibt zwar Hinweise, dass STAT3 direkt durch den EGF-Rezeptor
phosphoryliert werden kann, was bisher allerdings nur in vitro nachgewiesen werden
konnte (Park, Schaefer et al., 1996). Andererseits kann STAT3 durch die
zytoplasmatische Kinase c-Src phosphoryliert werden. Dabel sind STAT3/JAK
Komplexe wahrscheinlich bereits mit dem Rezeptor pré-assoziert. Durch EGFR-
Aktivierung wird c-Src an den Rezeptor rekrutiert, das sowohl STAT- als auch Jak-
Molekile phosphoryliert (Olayioye, Beuvink et al., 1999). Coffer et al. konnten die
Tyrosinreste 1068 und 1086 als Bindungsstellen fur STAT-Proteine identifizieren
(Coffer and Kruijer, 1995). Da auch die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 1068
durch die Bindung des Peptid-Aptamers beeinflusst ist, ist es wahrscheinlich, dass
gleichzeitig auch weniger STAT-Molekile an den Rezeptor gebunden werden. Diese
Hinweise sprechen dafUr, dass die Bindung von KDI1 an den EGF-Rezeptor mit der
Aktivierung von c-Src interferiert.

Interessanterweise konnten Olayioye et al. zeigen, dass ein chemischer Src-Inhibitor
auch die Aktivierung des MAPK-Weges durch EGF inhibieren kann. Dies konnte
alerdings nur beli Stimulation mit niedrigen EGF-K onzentrationen gezeigt werden.
Bei hohen Konzentrationen von EGF wird vermehrt Shc an den aktivierten Rezeptor
rekrutiert, was den MAPK-Signalweg aktiviert (Olayioye, Badache et al., 2001). In
den hier beschriebenen Versuchen wurde stets mit hohen EGF-Konzentrationen
induziert, so dass eine MAPK-Aktivierung durch Shc erreicht wurde. Daher wére es
interessant zu untersuchen, ob Peptid-Aptamer KDI1 die Aktivierung des MAPK-

Signalweges blockieren kann, wenn mit einer geringen Dosis EGF induziert wird.
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Somit lassen die gezeigten Daten die Schlussfolgerung zu, dass das Peptid-Aptamer
KDI1 durch Bindung an die Kinasedomane des EGF-Rezeptors mit den Funktionen
der zytoplasmatischen Kinase c-Src interferiert. Dies |&sst sich in folgendem Schema
zusammenfassen (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Die Bindung des Peptid-Aptamers KDI 1 inhibiert die EGF-induzerte Rekrutierung von c-
Src an den EGF-Rezeptor

(A) Durch EGF-Bindung kommt es zur Dimerisierung des EGF-Rezeptors, wodurch die intrinsische
Kinasedoméane des Rezeptors basal aktiviert wird. Gleichzeitig, wird die zytoplasmatische Kinase c-Src
an den Rezeptor rekrutiert, die den EGF-Rezeptor an Tyrosin 845 phosphoryliert, wodurch es zu einer
Verstérkung der Kinaseaktivitdt kommt. Auch STAT3 wird durch Src phosphoryliert, so dass STAT-
Dimere gebildet werden. Die intrinsische Kinaseaktivitét des Rezeptors phosphoryliert C-terminale
Tyrosinreste, die Bindungsstellen fur Signalmolekile darstellen, die unter anderem den MAPK-
Signalweg aktivieren.

(B) Das Peptid-Aptamer KDI1 bindet in einer Region der Kinasedoméne, so dass c-Src nach
Aktivierung des EGF-Rezeptors nicht mehr an diesen rekrutiert werden kann. Durch diesen Effekt wird
nicht nur die Kinaseaktivitdt des Rezeptors reduziert, da keine zusétzliche Erhdéhung der
Kinaseaktivitét durch die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 845 erfolgt, sondern gleichzeitig die
Aktivierung von STAT3 inhibiert.
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Das Peptid-Aptamer KDI1 wurde fur eine Bindung an den ersten Teil der
Kinasedoméne (aa 688 bis aa 821) selektiert. Es ist bisher noch nicht bekannt an
welche Region des Rezeptors c-Src bindet. Der Tyrosinrest 845, der ein Substrat fur
c-Src darstellt, liegt gerade auf3erhalb der Bindungsregion des Peptid-Aptamers.
Daher wére es denkbar, dass aufgrund der Grof3e des gebundenen Peptid-Aptamers
die Rekrutierung von c-Src an den Rezeptorkomplex blockiert wird, so dass c-Src der
Zugang zum Substrat blockiert wird. Durch diesen Effekt wird nicht nur die
Aktivierung von STAT3 inhibiert, sondern gleichzeitig die Kinaseaktivitat des
Rezeptors reduziert, da keine zusétzliche Erhdhung der Kinaseaktivitat durch die
Phosphorylierung des Tyrosinrestes 845 erfolgen kann. Die daraus resultierende
geringere Kinaseaktivitét ist vermutlich dann auch fir die geringere Phosphorylierung
der Tyrosinreste 1068 und 1148 verantwortlich. Um diese Hypothese der Peptid-
Aptamer-Wirkung zu bestétigen, muss untersucht werden, ob durch die Bindung des
Peptid-Aptamers KDI1 mit der Rekrutierung von c-Src an den Rezeptor und/oder mit
dessen Aktivierung durch Phosphorylierung interferiert.

Insgesamt wurde mit dem Peptid-Aptamer KDI1 ein Inhibitor isoliert, der die EGF-
abhéngige Signaltransduktion inhibiert, was zu einem wachstumsinhibierten Phanotyp
fohrt. Die genaue Funktionsweise des Peptid-Aptamers konnte noch nicht
abschliefRend geklart werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass einzelne Teile
der EGF-Signaltransduktion durch das Peptid-Aptamer inhibiert werden. Es gibt
zunehmend Hinweise, dass Signaltransduktion nicht in linearen Ketten ablauft,
sondern vielmehr komplexe Signalosomen gebildet werden. Daher ist es denkbar,
dass durch Interferenz des Peptid-Aptamers viele einzelne Bestandteile dieses
Komplexes auf verschiedene Weise beeinflusst werden, und die Signaltransduktion
gestort wird. Daher eignet sich das hier isolierte Peptid-Aptamer aufgrund seiner
verschiedenen wachstumsinhibierenden Effekte potentiell fur den Einsatz in der
Tumortherapie. Auch wenn die inhibitorische Wirkung des Peptid-Aptamers den
transformierten Phanotyp nicht vollstandig revertieren konnte, kann es dennoch eine
therapeutische Anwendung finden. Der chemische EGFR-Inhibitor IRESSA (ZD
1839) zeigte in Kombination mit Taxanen (Paclitaxel und Docetaxel) einen
synergistischen Effekt auf Brustkrebszelllinien, die ansonsten gegen die Taxan-
Behandlung resistent waren (Ciardiello, Caputo et al., 2002). Somit kénnte das
Peptid-Aptamer zusammen mit anderen Therapien vor allem in Tumoren, welche
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neben einer Deregulation der EGFR-Signaltransduktion auch oder gerade deswegen

eine Hyperaktivierung von STAT3 oder ¢c-Src zeigen, angewendet werden.

4.4 Gezielte Degradierung des EGF-Rezeptors durch ein
Peptid-Aptamer/SOCS-Box-Protein

Danur eines der drei isolierten Peptid-Aptamere in der Lage war, mit den Funktionen
des EGF-Rezeptors zu interferieren, sollte den Peptid-Aptameren durch Fusion einer
weiteren Doméane eine zusétzliche, inhibitorische Funktion gegeben werden. Dazu
wurde die SOCS-Box-Doméne der SOCS-Proteine (suppressors of cytokine
signalling) verwendet. SOCS-Proteine interagieren Uber ihre SH2-Doméne einerseits
mit Partnermolekulen, wie STAT und Jak und bauen andererseits durch die SOCS-
Box Kontakt zu E3-Ubiquitin-Ligasen auf. Dadurch werden Ubiquitineinheiten auf
das Partnermolekil Ubertragen, so dass dieses spezifisch fir den Abbau im 26S
Proteasom markiert wird (Abb. 4.2 A). Dieser Vorgang trégt zur negativen
Regulierung der Zytokin-Signal libertragung bei (Ungureanu, Saharinen et al., 2002).
Dieser Prozess wurde auf das Peptid-Aptamer-System Ubertragen, in dem die SOCS-
Box an die Peptid-Aptamer-Sequenz fusioniert wurde. Das Peptid-Aptamer vermittelt
in diesem System die spezifische Interaktion mit dem Zielmolekil (hier dem EGF-
Rezeptor), wahrend die SOCS-Box den Kontakt mit dem Ubiquitinylierungssystem
der Zelle herstellt, so dass der Rezeptor ubiquitinyliert und dadurch in die
Degradation getrieben wird (Abb. 4.2 B).
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Abb. 4.2: Ubertragung der Adapterfunktion der SOCS-Proteine auf das Aptamer-System

(A) SOCS-Proteine interagieren Uber die SOCS-Box-Doméne mit dem E3-Ligase-Komplex. Dadurch
kommen die, Uber die SH2-Doméane gebundenen Jak- und STAT-Proteine in die Nahe des E3-
Komplexes, so dass sie durch die Ubertragung von Ubiquitineinheiten zum Abbau im Proteasom
gekennzeichnet werden.

(B) Die Fusion einer SOCS-Box-Doméne an ein Peptid-Aptamer, das spezifisch ein Zielprotein (wie
z.B. den EGFR) erkennt, bringt es in engen Kontakt mit dem E3-Ligase-Komplex, so dass das
Zielprotein ubiquitinyliert und damit fir die Degradation markiert wird.

Auch die rekombinanten SOCS-Box-Aptamere (KDI1-9RSOCS und KDI4-9RSOCS)
konnten bakteriell exprimiert und gereinigt werden. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass auch diese Proteine in Zielzellen transduzieren und dort mit dem
EGF-Rezeptor interagieren (Abb. 3.24). Dieses Ergebnis zeigte, dass durch die Fusion
der zusétzlichen Doméne weder die Transduktions- noch die Bindungseigenschaften
der Peptid-Aptamere negativ beeinflusst wurden. Damit waren diese rekombinanten
Peptid-Aptamere fur die Untersuchungen der gezielten Degradation des Rezeptors
einsetzbar. Durch Transduktion von KDI1-9RSOCS konnte die Konzentration des
EGF-Rezeptors deutlich reduziert werden (Abb. 3.25), wahrend Peptid-A ptamer
KDI4-9RSOCS keinen Effekt auf die Rezeptorkonzentration hatte. Dies kdnnte daran
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liegen, dass dieses Peptid-Aptamer- wie im GST-Pulldown nachgewiesen wurde- im
Vergleich zu KDI1 eine sehr niedrige Bindungsaffinitdét zum Rezeptor hat. Die
Bindung des Peptid-Aptamers war somit moéglicherweise zu schwach, um den
Kontakt zwischen dem Rezeptor und der zellularen Degradierungsmaschinerie
aufzubauen.

Sowohl in Immunofluoreszenz- (Abb. 3.26) a's auch in Western Blot-Analysen (Abb.
3.28) konnte gezeigt werden, dass durch Transduktion von 3 puM KDI1-9RSOCS der
Rezeptor quantitativ degradiert werden konnte. Dieser Prozess war nach 4 Stunden
vollstandig abgeschlossen. In der Immunofluoreszenzstudie wurde gleichzeitig
deutlich, dass mit zunehmender Zeit der Rezeptor von der Membran ins Zytoplasma
gelangt (Abb. 3.26). Dort war er in Vesikeln lokalisiert, wo er anschlief3end degradiert
wurde. Dadurch kommt es zu einer deutlich geringeren Rezeptorkonzentration in der
Membran, mit der Folge, dass die Menge des aktivierbaren und damit funktionellen
Rezeptors deutlich abgesenkt wurde. Gleichzeitig konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass weitere Signalproteine wie STAT 3 und 5 ebenfalls abgebaut
wurden, wahrend das Zytoskelettprotein Aktin nicht degradiert wurde (Abb. 3.27). Es
gibt Hinweise in der Literatur, dass STAT3 und 5 auch im nicht aktivierten Zustand
pré-assoziiert mit dem EGF-Rezeptor vorliegen (Olayioye, Beuvink et al., 1999). Aus
diesem Grund ist es denkbar, dass durch die Bindung des Peptid-Aptamers alle mit
dem Rezeptor assoziierten Signalproteine degradiert werden. Dies kann sehr
vorteilhaft sein, da dadurch das gesamte Signalosom in die Degradation getrieben
werden kann, so dass die vom EGF-Rezeptor ausgehende Signaltransduktion
vollstandig inhibiert wird.

Der genaue Mechanismus der durch das SOCS-Box-Aptamer vermittelten
Degradation konnte nicht aufgeklért werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch
Transduktion hoher Mengen des Peptid-Aptamers der EGF-Rezeptor verstérkt
ubiquitinyliert wird (Abb. 3.29). Ubiquitinylierte Protein werden normalerweise vom
26S Proteasom erkannt und durch die entsprechenden Proteasen abgebaut. Inhibitoren
des Proteasoms wie MG 135 und ALLN, konnten die Degradation des Rezeptors und
assoziierter Proteine jedoch nicht oder nur schwach inhibieren (Abb. 3.27 und 3.28).
Ungureanu et al. (Ungureanu, Saharinen et al., 2002) hingegen zeigten, dass die durch
die Bindung von SOCS-Proteinen ausgel0ste Degradation von STAT- und Jak-

Proteinen durch Proteasom-Inhibitoren verhindert werden kann. Ein
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Transmembranprotein wie der EGF-Rezeptor hingegen wird nach Ligandenbindung
endozytiert, so dass ein so genanntes frilhes Endosom entsteht. Je nach Aktivierungs-
und Ubiquitinylierungsstatus wird der Rezeptor fur eine erneute Aktivierung an die
Zelloberflache zurlickgebracht oder es entsteht ein spdtes Endosomen, das mit
Lysosomen fusioniert, wo der Rezeptor abgebaut wird (Waterman, Katz et al., 2002).
Aus diesem Grund ist es denkbar, dass der Rezeptor auch nach der SOCS-Box-
vermittelten Ubiquitinylierung nicht wie SOCS-Proteine im 26S Proteasom, sondern
in Lysosomen degradiert wird. Fir diese Annahme spricht, dass Longva et al.
(Longva, Blystad et al., 2002) zeigen konnten, dass der Rezeptor nach liganden-
induzierter Internalisierung ubiquitinyliert wird, jedoch anschlief3end nicht durch das
Proteasom abgebaut wird. Vielmehr ist die Ubiquitinylierung des Rezeptors die
entscheidende Voraussetzung fir den Transport vom friihen zum spéaten Endosom.
Daher kann angenommen werden, dass durch die Bindung des SOCS-Box-Aptamers
die Ubiquitinylierung des Rezeptors verstarkt wird, so dass es anschlief3end zu einem
verstarkten Transport des Rezeptorsin die Lysosomen und damit zu einem verstérkten
Abbau des Rezeptors kommt. Diese Hypothese wird dadurch untermauert, dass in
Immunofluoreszenzaufnahmen der EGF-Rezeptor nach Transduktion des SOCS-Box-
Peptid-Aptamers in intrazelluldren Vesikeln lokalisiert werden konnte, wéhrend die
Konzentration des Rezeptors in der Membran deutlich abnahm (Abb. 3.26). Daher
muss geklart werden, ob es sich bei diesen Vesikeln um spdte Endosomen bzw.
Lysosomen handelt, deren Proteasen den Rezeptor abbauen.

Die beschriebenen Ergebnisse beweisen, dass sich ein rekombinantes SOCS-Box-
Aptamer dazu eignet, ein interagierendes Protein gezielt fur die Degradation zu
markieren und die zellulére Konzentration des Proteins abzusenken. Einen dhnlichen
Ansatz wahlten Colas et al. (Colas, Cohen et al., 2000), sie fusionierten die
katalytische Hect-Domane einer Ubiquitin-Ligase aus der Hefe mit einem Aptamer.
Sie konnten jedoch lediglich in der Hefe zeigen, dass das Zielprotein, Cdk2, verstérkt
ubiquitinyliert wird. Dem gegentiber ist das hier vorgestellte System erheblich weiter
fortgeschritten, da einerseits die Wirkung der rekombinanten Aptamerein Zielzellen
nachgewiesen werden konnte. Dartber hinaus wurde durch die Methode der
Proteintransduktion, ein System zu Verabreichung der therapeutischen Peptid-
Aptamere etabliert.
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4 .5 Einsatz von Peptid-Aptameren in der Grundlagen-
forschung und der Tumortherapie

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eines von drei isolierten
Peptid-Aptameren die EGFR-Aktivitdt quantitativ hemmen kann. Gleichzeitig wurde
deutlich, dass die Methode der Proteintransduktion dazu geeignet ist, ein solches
Aptamer in Zielzellen einzubringen. Durch Fusion der Peptid-Aptamere mit einer
zusétzlichen funktionellen Doméane wie der SOCS-Box konnte die Funktionsweise
von Peptid-Aptameren zusétzlich verstarkt werden. Auf3erdem kann die inhibitorische
Wirkung der Aptamere durch Erhdhung der Affinitét des Aptamers zum Rezeptor
noch gesteigert werden. Durch randomisierte Mutagenese kann ein Peptid generiert
werden, das eine deutlich hthere Affinitat zum Zielprotein aufweist, so dass stabilere
Rezeptor/Inhibitor-K omplexe gebildet werden (Colas, Cohen et al., 2000).

Ein auf dieses Weise isoliertes Peptid-Aptamer eignet sich somit fir den Einsatz in
der Grundlagenforschung, aber auch in der Therapie von Tumoren, die eine
Deregulation der EGFR-Signaltransduktion zeigen. Dafur sind mehrere Ansétze
denkbar. Zunéchst wére es denkbar, dass gesamte Protein zu applizieren. Proteine
sind jedoch potentiell immunogen, so dass sie rasch durch das |mmunsystem abgebaut
werden. Daher ware es von Vorteil, nur das Peptidinsert zu synthetisieren und zu
applizieren. In Studien wurde jedoch gezeigt, dass das lineare Peptid eine bis zu
1000fach geringere Bindungsaffinitat und inhibitorische Aktivitdt aufweist, als das
gesamte Peptid-Aptamer (Cohen, Colas et al., 1998). Ein anderes Peptid-Aptamer
hingegen zeigte nur eine 10fach geringere Aktivitét (Fabbrizio, Le Cam et al., 1999).
Dies zeigt, dass die Aktivitdt des Peptid-Aptamers entscheidend von dessen
Konformation abhéngt. Das Peptid-Aptamer wird zwar mit einer durch das
GerUstprotein vorgegeben Konformation selektiert, dennoch scheint die Konformation
dartber hinaus entscheidend von der Peptidsequenz selber bestimmt zu werden.
Darlber hinausist die hier verwendete Peptid-Aptamer-Library in das aktive Zentrum
des Thioredoxins inseriert. Dadurch liegt das Peptid zwischen zwei Cysteinresten, so
dass es durch Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen den beiden Cysteinen nach
aullen préasentiert wird. Wenn diese Disulfidbriicke auch im linearen Peptid
ausgebildet wird, ist es moglich, dass das Peptid die gleiche Konformation und damit
die gleiche Bindungsaffinitdt aufweist, wie das gesamte Peptid-Aptamer. Aus diesen
Grunden muss untersucht werden, ob das isolierte Peptid-Aptamer (KDI1) auch as
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lineares 20mer Peptid, versehen mit einer Proteintransduktionsdomane, eine hohe
Affinitdt zum Rezeptor zeigt, so dass es eine ahnliche inhibitorische Aktivitat
entfalten kann. Ein solches Peptid kann dann beispielsweise durch Verpackung in
Liposomen oder chemische Modifikation vor Degradation im Organismus geschiitzt
werden. Des Weiteren eignen sich Peptid-Aptamere zur Herstellung peptido-
mimetischer Verbindungen. Die dreidimensionale Peptidstruktur kann leicht
aufgeklart werden, da sie aufgrund der Insertion in das Thioredoxingerist eine stabile,
leicht zu kristallisierende Konformation haben sollte. Aufgrund dieser Struktur
konnen dann chemische Verbindungen synthetisiert werden, welche bessere
pharmakol ogische Eigenschaften aufweisen al's Proteine oder Peptide.

In der vorliegenden Arbeit konnte am Model des EGF-Rezeptors gezeigt
werden, dass es mit dem vorgestellten System madglich ist, Inhibitoren gegen ein
Zielprotein zu isolieren. Peptid-Aptamere stellen somit eine weitere Ebene der
gezielten Interferenz mit Signaltransduktionskaskaden dar. Bisher konnte durch
Interferenz auf DNA-Ebene (Knock-out-Systeme) oder auf RNA-Ebene (anti-sense-
oder siRNA-Ansétze) die Funktion von Genen manipuliert werden. Das Peptid-
Aptamer-System, vor allem in Kombination mit einer SOCS-Box-Domane, erlaubt
nun die gezielte Inhibition und/oder Degradation auf Proteinebene. Somit stellen
Peptid-Aptamere Werkzeuge dar, mit denen zum einen die Funktionen unbekannter
Proteine studiert werden konnen. Zum anderen kénnen sie aber auch Anwendungen in
der Therapie von Erkrankungen finden, bei denen diese Zielproteine deregulierte

Funktionen aufweisen.
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