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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 FKBP12 als Modulator von Proteinaktivitaten
Im Jahre 1987 beschrieben japanische Wissenschaftler das Peptidmakrolid FK506

(Ochiai etal.,, 1987a). Der Naturstoff war aus dem gram-positiven Bakterium
Streptomyces tsukubaensis isoliert worden (Kino et al., 1987). Eine Eigenschaft von
FK506 ist die Suppression der zellularen Immunantwort von Saugetieren (Sawada
etal., 1987). Aufgrund dieser Eigenschaft verhindert FK506 die AbstolRung von
Organen nach Allotransplantationen (Ochiai et al., 1987b). Uber den Wirkmechanismus
von FK506 war wenig bekannt, bis ein intrazellularer Bindungspartner, das
FK506-bindende Protein mit dem Molekulargewicht 12 kDa (kurz FKBP12, Swiss-Prot-
Eintrag P62942), identifiziert wurde (Siekierka et al., 1989a). Es erwies sich, dass der
Komplex aus FKBP12 und FK506 die enzymatische Aktivitat der Phosphatase
Calcineurin inhibiert (Liu etal., 1991). Die Inhibition von Calcineurin wiederum
verhindert in T-Lymphozyten die Translokation des Transkriptionsfaktors NF-AT vom
Zytoplasma in den Kern (Clipstone etal., 1992). Dadurch kommt es nicht zur
Aktivierung und Vermehrung der T-Lymphozyten (Ho et al., 1996). FKBP12 wurde in
allen darauf untersuchten humanen Geweben nachgewiesen, besonders hoch ist die
Expression in der Grol3hirnrinde (Maki et al., 1990, Steiner et al., 1992). Da FK506 in
Saugetieren nicht vorkommt, wird die Vermittlung der Immunsuppression durch
FKBP12 als gain of function angesehen.

Wahrend der Charakterisierung von FKBP12 stellte sich heraus, dass es sich bei dem
Protein um eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase (kurz PPlase) handelt (Siekierka
etal., 1989b, Harding et al, 1989). PPlasen sind in der Lage, die cis/trans-
Isomerisierung der imidischen Peptidbindung N-terminal von Prolin-Resten zu
katalysieren, und zwar sowohl in Peptiden (Fischer et al., 1984a) als auch in Proteinen
(Lang et al., 1987, Aumduller und Fischer, 2008). Eine physiologische Bedeutung der
PPlase-Aktivitat von FKBP12 wird vermutet, konnte aber bislang nicht zweifelsfrei
nachgewiesen werden (siehe 1.1.1 und 1.1.2).

Durch die Analyse von cDNA-Banken und die Sequenzierung des menschlichen
Genoms wurden 17 humane Proteine mit Sequenzbereichen, die der Sequenz von
FKBP12 homolog sind, identifiziert (Galat, 2004). Das Ein-Domanen-Protein FKBP12
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kann als Prototyp einer Familie von Proteinen betrachtet werden. Diese so genannten
FK506-bindenden Proteine mit Molekulargewichten zwischen 12 und 135 kDa
unterscheiden sich im Expressionsmuster, in der zellularen Lokalisierung und in der
physiologischen Funktion (Galat, 2004).

Die Untersuchung von FKBP12-defizienten Mausen zeigte, dass FKBP12 kein
essentielles Protein ist (Shou et al., 1998). Allerdings sterben die meisten FKBP12-
defizienten Mause bereits im Embryonalstadium an dilatativer Kardiomyopathie.
Aulerdem weisen einige der Embryonen als Anenzephalie klassifizierte
Fehlentwicklungen des Nervensystems auf. FKBP12 beeinflusst also die Entwicklung
oder die Funktion ganz unterschiedlicher, aber nicht aller Gewebe (Shou et al., 1998).

Inzwischen sind mehrere Interaktionspartner von FKBP12 beschrieben (Tabelle 1).

Tabelle 1: Proteine, fiir die eine Interaktion mit FKBP12 beschrieben ist.

Interaktionspartner biologische Aktivitat Erstbeschreibung

RyR1 Ca**-Kanal Collins, 1991

TRR- Rezeptor-Serin/Threoninkinase Wang et al., 1994

IPsR Ca”"-Kanal Cameron et al., 1995

EGFR Rezeptor-Tyrosinkinase Lopez-llasaca et al., 1998
HMG1/2 (S. cerevisiae) DNA-Bindung bei rDNA-Transkription  Dolinski et al., 1999
TRPC3/6/7 Ca*"-Kanal Sinkins et al., 2004
Aspartokinase (S. cerevisiae) AS-Biosynthese Arévalo-Rodriguez et al., 2004
a-Synuclein Bildung filamentdser Aggregate Meuvis et al., 2010

H-Ras GTPase Ahearn et al., 2011

Bei den meisten Interaktionspartnern von FKBP12 handelt es sich um
membranstandige Rezeptoren oder lonenkanale. Die in Tabelle 1 aufgefihrten
Interaktionspartner sind sowohl in Abwesenheit als auch in Anwesenheit von FKBP12
funktional. Ihre biologische Aktivitat wird von FKBP12 lediglich moduliert. Im Folgenden
werden molekulare und physiologische Aspekte des Einflusses von FKBP12 auf die
Funktion des RyR1, des TBR-1 und des EGFR erlautert.
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1.1.1 FKBP12 als Teil des RyR1-Komplexes

Bei der Untersuchung von tryptisch verdautem Ryanodin-Rezeptor-1 aus Kaninchen
(kurz RyR1, Swiss-Prot-Eintrag des humanen Rezeptors P21817) wurde ein 15-meres
Peptid identifiziert, dessen Sequenz dem N-Terminus von FKBP12 entspricht (Collins
etal, 1991). Als Ursache dafir wurde die Ko-Reinigung von RyR1 und FKBP12
angenommen. AuRerdem gelang es, den RyR1 unter Verwendung von Anti-FKBP12 AK
aus Skelettmuskel-Praparationen zu isolieren (Jayaraman et al., 1992). Die Interaktion
wurde durch die Inkubation des mit FKBP12 gesattigten RyR1 mit **S-markiertem
FKBP12 untersucht. Aus der Geschwindigkeit des FKBP12-Austauschs wurde ein
Kp-Wert von 330+160 nM abgeleitet (Timerman et al., 1995). Die Inkubation des
RyR1/FKBP12-Komplexes in Gegenwart von FK506 beziehungsweise Rapamycin fuhrt
zur Dissoziation des Komplexes (Timerman etal., 1993). Trotzdem wurde
vorgeschlagen, dass die Bindung nicht durch das aktive Zentrum von FKBP12 vermittelt
wird (Samso et al., 2006).

Anlass zu diesem Vorschlag gaben Strukturdaten des RyR1/FKBP12-Komplexes. Der
RyR1 enthalt zwolf Transmembranhelices, je vier Molekule lagern sich zu einem
Ca?*-Kanal zusammen. Aufgrund der GroRe (als Tetramer 2,3 MDa) und der
Membranstandigkeit des Rezeptors ist bislang keine Kristallstruktur verfugbar. Durch
Kryoelektronen-Mikroskopie wurden Strukturen sowohl des RyR1-Tetramers als auch
des RyR1/FKBP12-Heterooktamers ermittelt. Diese Strukturen wurden voneinander
subtrahiert, die Differenz stellt FKBP12 dar (Wagenknecht et al., 1997). Die Auflésung
von 16 A war hoch genug, um nicht nur die Position, sondern auch die Orientierung des
FKBP12 zu beschreiben (Samso et al., 2006). Deshalb konnte eine Kristallstruktur von
FKBP12 (Burkhard et al., 2000) in die Darstellung integriert werden. Es zeigte sich,
dass FKBP12 die Interaktion Uber den Loop H87-190 und die von den Resten Q3, E31
und D32 gebildete Oberflachenregion vermittelt (Samso et al., 2006). Die Dissoziation
des RyR1-FKBP12-Komplexes durch FK506 kdme danach durch sterische Hinderung
und elektrostatische AbstoRung zwischen FK506 und dem RyR1 zustande. Dieser
Befund wird durch das Verhalten von FKBP12-Varianten gestutzt. F36Y, W59H und
FO9Y zeichnen sich durch eine stark reduzierte PPlase-Aktivitat aus (Timerman et al.,
1995). Trotzdem binden sie den RyR1 ahnlich gut wie WT-FKBP12 und haben im
Ca**-Aufnahme-Assay nahezu den gleichen Einfluss auf die Durchlassigkeit des RyR1
wie WT-FKBP12 (Timerman et al., 1995).
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Eine ahnliche Interaktion wie zwischen RyR1 und FKBP12 wurde auch fur die
Isoformen beider Proteine, RyR2 und FKBP12.6, beschrieben (Timerman et al., 1994,
Betzenhauser und Marks, 2010). RyR2 und FKBP12.6 wurden fluoreszenzmarkiert,
dann wurde der RyR2/FKBP12.6-Komplex mittels FRET untersucht. Aus den
Energietransfereffizienzen wurde geschlussfolgert, dass auch die Bindung von
FKBP12.6 an RyR2 nicht durch das aktive Zentrum von FKBP12.6 vermittelt wird
(Cornea et al., 2010).

Die FKBP12-Bindungsstelle befindet sich zwischen den als handle und clamp
bezeichneten RyR1-Regionen (Samso et al., 2009). In Ubereinstimmung damit wird
dem AS-Rest V2461 eine Schlusselrolle fur die Vermittlung der Interaktion
zugeschrieben. Die RyR1-Varianten V2461G, V2461E und V2461| sind nicht in der
Lage, FKBP12 zu binden (Gaburjakova et al., 2001). Die Phosphorylierung von S2843
durch Proteinkinase A bewirkt die Dissoziation des RyR1/FKBP12-Komplexes (Reiken
et al., 2003), obwohl S2843 mehr als 100 A von der FKBP12-Bindungsstelle entfernt
liegt (Meng et al., 2007). Die Dissoziation des Komplexes durch Phosphorylierung
konnte allerdings von einer anderen Arbeitsgruppe nicht reproduziert werden (Xiao
etal.,, 2004). Auch andere posttranslationale Modifikationen des RyR1, namlich die
S-Nitrosylierung und die S-Glutathionylierung von Cystein-Resten, verringern die
Affinitat des RyR1 zu FKBP12 (Aracena et al., 2005).

Die Offnungs-Wahrscheinlichkeit des Ca®'-Kanals RyR1 ist unter anderem vom
Membranpotential und der Anwesenheit von Ca®*- bzw. Mg**-lonen abhéngig. Sie kann
in vitro durch die Inkorporation einzelner Kanale in planare Lipidmembranen untersucht
werden (Mayrleitner et al., 1994). Der Vergleich von FKBP12-enthaltenden mit FKBP12-
freien Kanalen brachte Aufschluss uber die Funktion der PPlase. Bei einer cis-
Ca%*-Konzentration von 0,1 uM sind die FKBP12-freien Kanale deutlich haufiger
geoffnet als die FKBP12-enthaltenden Kanale. FKBP12 erhoht also den Schwellenwert
fur die Kanaloffnung. Ein weiterer Befund dieser Experimente war, dass in Abwesenheit
von FKBP12 Kanale beobachtet werden, deren Durchlassigkeiten weder dem
geschlossenen noch dem geodffneten Zustand zuzuordnen sind. FKBP12 verhindert die
Populierung von subconductance states und stabilisiert dadurch den geschlossenen
Zustand des RyR1 (Ahern et al., 1997).

In Saugetieren ist der RyR1 hauptsachlich im sarkoplasmatischen Retikulum von

Skelett-Muskelfasern lokalisiert. Wenn die Muskelfasern durch einen Nervenimpuls
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angeregt werden, ist der RyR1 fur Ca?*-lonen durchlassig, anderenfalls ist er far
Ca?*-lonen undurchlassig. Die physiologische Rolle des RyR1 liegt also in der
Erregungs-Kontraktions-Kopplung. Um den Einfluss von FKBP12 auf die RyR1-
Funktionalitat zu untersuchen, wurden mit dem Cre/loxP-System Mause generiert, die
ausschlieBlich in ihrer Skelett-Muskulatur FKBP12-defizient sind (Tang et al., 2004). Der
Vergleich der kontraktilen Eigenschaften des Extensor digitorum longus-Muskels mit
dem entsprechenden Wildtyp-Muskel zeigte, dass FKBP12 die Muskelspannung bei
einem Tetanus um bis zu 32 % steigert. Bei der Untersuchung des Soleus-Muskels
wurde kein Einfluss von FKBP12 beobachtet, und bei der Untersuchung des
Diaphragma-Muskels wurde sogar der gegenteilige Effekt, also die Absenkung der
Muskelspannung, festgestellt (Tang etal, 2004). Aufgrund der mangelnden
Eindeutigkeit der Ergebnisse werden Modelle flr die Modulation der physiologischen
RyR1-Aktivitat durch FKBP12 noch immer kontrovers diskutiert (Feng et al., 2010).
Storungen in der RyR1-Funktion wurden als mafgeblich fur die Ausbildung der
Duchenne-Muskeldystrophie vorgeschlagen (Bellinger et al., 2009). Menschen, die von
dieser genetischen Erkrankung betroffen sind, verfugen Uber kein funktionales
Dystrophin. Im Maus-Modell schlagt sich diese Defizienz in verstarkter S-Nitrosylierung
des RyR1 nieder. Damit einher gehen die Dissoziation des RyR1/FKBP12-Komplexes,
der pathologische Einstrom von Ca”*-lonen ins Zytoplasma und die Zerstérung der
Skelett-Muskelfasern (Bellinger et al., 2009).

1.1.2 Die Rolle von FKBP12 in der TBR-Signaltransduktion

Ein weiterer physiologischer Interaktionspartner von FKBP12 wurde durch Anwendung
des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems gefunden (Wang et al., 1994). Es handelt sich dabei um
den Typ-1-Rezeptor des transforming growth factor-B (kurz TPR-l, Swiss-Prot-Eintrag
P36897). Mittels Ko-Immunprazipitation konnte die Bindung von FKBP12 an den TBR-I
bestatigt werden. Die FKBP12-Variante D37G, die sich durch eine reduzierte PPlase-
Aktivitat auszeichnet, ist nicht in der Lage, den TBR-l zu binden. AuRerdem wird die
Bindung durch die Anwesenheit von FK506 verhindert. Aus diesen Befunden wurde
geschlussfolgert, dass die TPR-I/FKBP12-Interaktion durch das aktive Zentrum von
FKBP12 vermittelt wird (Wang et al., 1994).

Der TBR-l setzt sich aus der N-terminalen extrazellularen Domane, einer

Transmembranhelix, der GS-Region und der C-terminalen Kinasedomane zusammen
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(Tabelle 2). Wenn die GS-Region phosphoryliert ist, kann FKBP12 den TRR-I nicht
binden (Wang etal, 1996). Deshalb galt es als wahrscheinlich, dass sich die
Bindungsstelle von FKBP12 innerhalb der GS-Region befindet. Diese Vermutung wurde
durch die Ko-Kristallisation von FKBP12 mit dem intrazellularen Fragment des TRR-I
(AS 162-503) bestatigt (Huse etal., 1999). FKBP12 lagert sich Uber sein aktives
Zentrum an L195 und L196 des TBR-I an. Dies ist insofern Uberraschend, als aufgrund
der PPlase-Aktivitat von FKBP12 erwartet worden war, dass sich ein Prolinrest
innerhalb des Bindemotivs befindet. Bislang ist die Struktur des TBR-I/FKBP12-
Komplexes die einzige, die FKBP12 an einen physiologischen Interaktionspartner

gebunden zeigt.

Tabelle 2: Doméanenstruktur des TRR-I.

AS Bezeichnung Funktion
NH;*
. 1-24 Signalpeptid Expression in das ER
25-125 extrazelluldre Domane Bindung von Hormonen der TGF-p-Familie
Dimerisierung mit TBR-II
126-147 Transmembran-Helix
148-174 Juxtamembran-Region
175-204 GS-Region enthalt funf Phosphorylierungsstellen fir TRR-II
Bindung von Smad2 bzw. Smad3
205-503 Kinasedomane Phosphorylierung von Smad2 bzw. Smad3
coo

In Abwesenheit spezifischer extrazellularer Liganden befindet sich der TRR-I als
Homooligomer an der Zelloberflache (Derynck und Zhang, 2003). Zytokine der
transforming growth factor-B-Superfamilie induzieren die Bildung von Heterotetrameren
aus je zwei Molekulen TBR-I und TBR-II. Daraufhin phosphoryliert der TBR-Il die Reste
T185, T186, S187, S189 und S191 in der GS-Region des TBR-I. Der somit aktivierte

TBR-I ist in der Lage, die Proteine Smad2 beziehungsweise Smad3 zu binden und zu
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phosphorylieren. Die phosphorylierten Smad-Proteine sind dann im Zellkern an der
Transkriptions-Regulation beteiligt (Derynck und Zhang, 2003).

Fir die Funktion von FKBP12 bei der TBR-Signaltransduktion sind mehrere Modelle
vorgeschlagen worden. Ein Modell stutzt sich auf den Umstand, dass Mv1Lu-Zellen
(ATCC-Nummer CCL-64), die ausschlief3lich TBR-I-Varianten exprimieren, die nicht zur
FKBP12-Bindung in der Lage sind, eine hohere Basalaktivitat fur die Smad2-
Phosphorylierung zeigen. Zellen, die au3erdem Uber keinen aktiven TBR-II verfugen,
zeigen diese hodhere Basalaktivitdt nicht. Die Inhibition von FKBP12 in WT-Zellen
wiederum bewirkt erhdhte Basalaktivitat (Chen et al., 1997). Eventuell erschwert also
FKBP12 die Phosphorylierung von TBR-I durch TRR-Il. Dann wirde FKBP12 die
Aktivierung von TBR-I verhindern, wenn die Rezeptoren trotz der Abwesenheit von
extrazellularen Liganden interagieren. Aullerdem hatte die Bindung von FKBP12 an
TBR-lI zur Folge, dass geringe Liganden-Konzentrationen nicht zur Induktion einer
zellularen Antwort ausreichen (Wang und Donahoe, 2004).

Ein anderes Modell basiert auf der Untersuchung der Smad2-Translokation in COS-1-
Zellen (ATCC-Nummer CRL-1650). Die myristoylierte Variante T204D des
intrazellularen Fragments des TPR-I bewirkt die Translokation von Smad2 in den
Zellkern, auch wenn kein TRR-II vorhanden ist. FKBP12 verhindert die Translokation,
und die zusatzliche Gabe von FK506 nivelliert den Effekt von FKBP12 (Stockwell und
Schreiber, 1998). Deshalb wurde vorgeschlagen, dass FKBP12 einen Inhibitor der
Kinaseaktivitat des TBR-I darstellt, und dass die Phosphorylierung der GS-Region die
Dissoziation von FKBP12 und damit die Aktivierung des TPR-lI bewirkt (Wang und
Donahoe, 2004).

Bereits bei der Erstcharakterisierung von FKBP12-defizienten Mausen hatten die
Autoren auf das normal entwickelte Urogenitalsystem hingewiesen und betont, dass die
TBR-Signaltransduktion durch das Fehlen von FKBP12 nicht beeintrachtigt sein konne
(Shou et al.,, 1998). Durch die Untersuchung von FKBP12-defizienten embryonalen
Maus-Fibroblasten kam eine andere Arbeitsgruppe zu dem gleichen Schluss. In einem
Luciferase-Reportergen-Assay wurde kein Unterschied zu WT-Zellen detektiert, auch
der Schwellenwert fur die TGF-B-induzierte Wachstumshemmung war identisch
(Bassing et al., 1998). An dieser Stelle wird deutlich, dass die physiologische Funktion
von FKBP12 experimentell schwer zuganglich ist, da FKBP12 lediglich modulierend auf

die untersuchten Enzymaktivitaten wirkt (Wang und Donahoe, 2004).
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1.1.3 Aktivierung und zellulare Funktion des EGFR

Die Rezeptor-Tyrosinkinase epidermal growth factor receptor (kurz EGFR, Swiss-Prot-
Eintrag P00533) stellt aufgrund ihrer zentralen Bedeutung fur die humane Physiologie
und Krebsentstehung eines der meistuntersuchten Proteine uUberhaupt dar (Lemmon
und Schlessinger, 2010). Ein Ligand des EGFR, der epidermal growth factor (kurz EGF,
Swiss-Prot-Eintrag P01133), wurde bereits in den 1960er Jahren von Stanley Cohen
isoliert und charakterisiert (Cohen, 1964). Aus der murinen Unterkieferspeicheldruse

2 und einem photoaktivierbaren Quervernetzer

gewonnener EGF wurde mit
modifiziert und dem Medium von 3T3-Zellen (ATCC-Nummer CCL-92) zugefugt.
Nachdem der EGF an die Zellen gebunden hatte, erfolgte eine kurze UV-Bestrahlung
der Ansatze. Durch SDS-PAGE und Autoradiographie wurde ein Rezeptor fur EGF mit
dem Molekulargewicht 180 kDa identifiziert (Das et al., 1977). Der EGFR besteht aus
einem N-terminalen extrazellularen Teil, einer Membran-durchspannenden a-Helix, der
Juxtamembran-Region, der Kinasedomane und der C-terminalen regulatorischen

Region (Ullrich et al., 1984, Tabelle 3).

Tabelle 3: Domanenstruktur des EGFR.

AS Bezeichnung Funktion
NH;"
. 1-24 Signalpeptid Expression in das ER
25-645 extrazellulare Region Bindung von Wachstumsfaktoren

dadurch Aktivierung der Kinase

646-668 Transmembran-Helix

669-711 Juxtamembran-Region Vermittlung der Homo- bzw. Heterodimerisierung

712-979 Kinasedomane trans-Autophosphorylierung

Phosphorylierung von Signaltransduktions-Proteinen

980-1210 regulatorische Region  enthalt mehrere Autophosphorylierungsstellen

Bindung von Signaltransduktions-Proteinen
coo
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Der EGFR gehort zur Proteinausstattung so unterschiedlicher Gattungen wie
Caenorhabditis, Drosophila und Homo. Sowohl die Sequenz als auch die Funktion des
EGFR sind innerhalb der Metazoa konserviert (Citri und Yarden, 2006). Im Menschen
wird die universelle Bedeutung des EGFR dadurch unterstrichen, dass er in allen
Organen exprimiert wird. In der Placenta ist der Gehalt an EGFR-mRNA besonders
hoch (http://biogps.gnf.org/).

Als Rezeptor flr extrazellulare Wachstumsfaktoren ist der EGFR in der
Plasmamembran lokalisiert und tritt dort gehauft in lipid rafts auf (Mineo et al., 1999).
Dabei handelt es sich um Mikrodomanen der Membran, die sich durch einen hohen
Anteil an Cholesterin und Membranproteinen auszeichnen (Le Roy und Wrana, 2005).
Der EGFR liegt nicht ausschliefdlich als Monomer vor, auch wenn er keinen
extrazellularen Liganden gebunden hat. Oligomerisierter EGFR wurde einerseits durch
Quervernetzungs-Experimente (Moriki et al., 2001) und andererseits durch image
correlation-Spektroskopie nachgewiesen. Mit Hilfe der letztgenannten Technik wurde fur
die Oberflache von HEK-293-Zellen (ATCC-Nummer CRL-1573) in Abwesenheit von
extrazellularen Liganden ein EGFR-Oligomerisierungsgrad von 2,2 ermittelt (Clayton
et al., 2005). Zumindest teilweise muss der EGFR folglich als Dimer oder als Oligomer
héherer Ordnung vorgelegen haben (Clayton etal., 2008). An dieser Stelle sei
angemerkt, dass der EGFR nicht nur Homooligomere bilden kann. Alle Mitglieder der
ErbB-Familie, die neben dem EGFR aus den Rezeptoren ErbB2, ErbB3 und ErbB4
besteht, sind zur Ausbildung von Heterokomplexen mit den jeweils anderen Rezeptoren
der ErbB-Familie befahigt (Citri und Yarden, 2006).

Die N-terminale extrazellulare Region des EGFR enthalt vier Domanen, bezeichnet als
L1, CR1, L2 und CR2. Mittels Rontgenkristallographie wurde herausgefunden, dass die
Domanen CR1 und CR2 so miteinander interagieren, dass die Struktur einer
gespannten Feder ahnelt (Ferguson et al., 2003). Bisher sind sieben extrazellulare
Liganden des EGFR beschrieben, darunter EGF und TGF-a (Citri und Yarden, 2006).
Die Bindung eines dieser Liganden verbrickt die Domanen L1 und L2 und bewirkt
dadurch starke konformationelle Anderungen, die eine 130°-Rotation um eine zwischen
CR1 und L2 befindliche Achse beinhalten (Burgess et al., 2003). In der resultierenden,
als extended bezeichneten Konformation sind Bereiche der Domanen CR1 und CR2
exponiert, die den extrazellularen Bereich des EGFR zur Dimerisierung befahigen

(Ogiso et al., 2002). Im Unterschied zu anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen, bei denen
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extrazellulare Liganden direkt an der Dimerisierung beteiligt sind (Lemmon und
Schlessinger, 2010), wird die Dimerisierung des EGFR ausschliel3lich durch die
Oberflache des Rezeptors vermittelt (Burgess et al., 2003).

Die Bindung eines extrazellularen Liganden aktiviert die Kinasedomane des EGFR.
Lange blieb unverstanden, wie der EGFR die extrazellulare in die intrazellulare
Information umwandelt. Erst kirzlich wurde von der Arbeitsgruppe Kuriyan ein
molekulares Modell fur diesen Vorgang vorgeschlagen (Jura et al., 2009). Danach liegt
der ligandenfreie EGFR entweder als Monomer oder als symmetrisches Dimer vor. In
beiden Zustanden ist die Kinasedomane autoinhibiert. Die Dimerisierung wird von den
C-Termini der Kinasedomanen vermittelt, wie aus einer Kristallstruktur des EGFReggg-1022
geschlussfolgert wurde (Jura etal., 2009). Die Bindung zweier Liganden an die
extrazellularen Regionen bewirkt die N-terminale Dimerisierung. Daraus folgen
Anderungen der Struktur auch im intrazelluldren Teil des EGFR. Durch Kontakte der
Kinasedomane eines Rezeptormonomers (des Donors) mit der Juxtamembran-Region
des anderen Rezeptormonomers (des Akzeptors) entsteht ein asymmetrisches Dimer,
in dem der Donor die Kinase des Akzeptors allosterisch aktiviert. Die Hypothese vom
Auftreten eines asymmetrischen Dimers wird durch eine Kiristallstruktur des
EGFRs96-1022 und durch die Konzentrationsabhangigkeit der spezifischen Kinaseaktivitat
des gleichen Fragments gestutzt (Zhang etal, 2006). Mittels dynamischer
Lichtstreuung wurde fur die Dimerisierung des EGFReggg-1022 €in Kp-Wert von 200 nM
ermittelt, wobei nicht feststeht, ob es sich bei dem beobachteten Dimer um das
symmetrisch-inaktive, das asymmetrisch-aktive oder ein Gemisch beider Spezies
handelte (Jura et al., 2009).

Das aktivierte EGFR-Dimer stellt den Kern eines Signaltransduktions-Komplexes dar.
Zunachst phosphoryliert der Akzeptor Tyrosinreste in der regulatorischen Region des
Donors (Honegger et al., 1989). Dieser Prozess wird als frans-Autophosphorylierung
bezeichnet. Dadurch entstehen Bindestellen fur SH2- beziehungsweise PTB-Domanen
von Signaltransduktions-Proteinen (Pawson et al., 2007). Die Phosphorylierung dieser
Proteine I0st Signalkaskaden aus, an denen mindestens 322 Spezies, darunter
202 Proteinspezies, beteiligt sind (Oda et al., 2005). Beispiele fur Substrate des EGFR
sind Grb2, das als Adaptor letztlich die Phosphorylierung von Erk1/2 bewirken kann und
somit an der Regulation des Zellzyklus beteiligt ist (Mebratu und Tesfaigzi, 2009), und
PLC-y1, die uber die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat die
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Zellmotilitat beeinflusst (Xie etal., 2010). Eine deterministische Modellierung des
Netzwerks ist bislang nicht moglich und wird auch in naherer Zukunft nicht moglich sein
(Lemmon und Schlessinger, 2010). Zusammenfassend lasst sich aber sagen, dass der
EGFR eine Schlusselstellung fur die Steuerung kritischer zellularer Prozesse innehat
(Oda et al., 2005).

Membranbereiche mit aktiviertem EGFR-Dimer stllpen sich ein und schniren sich als
Vesikel von der Zellmembran ab. Bereits zwei Minuten nach der Bindung eines
extrazellularen Liganden wird der EGFR in frihen Endosomen detektiert, wobei sowohl
die Clathrin-abhangige (Jiang etal.,, 2003) als auch die Clathrin-unabhangige
Internalisierung (Yamazaki et al., 2002) beschrieben sind. Die E3-Ubiquitin-Ligase Cbl
bindet das autophosphorylierte Tyr1069 des EGFR. Die Monoubiquitinylierung des
EGFR durch Cbl wird als eine Voraussetzung fur die Internalisierung angesehen
(Huang et al., 2007). Wahrend dieser Vorgange fahrt die Tyrosinkinase des EGFR fort,
Signaltransduktions-Proteine zu phosphorylieren. Es wurde sogar vorgeschlagen, dass
Endosomen die eigentliche Lokalisierung der EGFR-Aktivitat darstellen (Miaczynska
et al., 2004). Das weitere Schicksal des EGFR ist unter anderem von dem Liganden
abhangig, der die Aktivierung und Internalisierung ausgeldst hat. Das Milieu in frihen
Endosomen ist leicht sauer (pH 6,0 - 6,5). Unter diesen Bedingungen kann zum Beispiel
TGF-a den Rezeptor nicht mehr binden. Dieser wird daraufhin deubiquitinyliert,
dephosphoryliert und in die Zellmembran zurlcktransportiert (French et al., 1995). Im
Gegensatz dazu ist die Bindung von EGF an den Rezeptor auch in frihen Endosomen
stabil. Deshalb reifen die den EGFR enthaltenden Endosomen zu multivesikularen
Korpern und schliefdlich zu Lysosomen. Dort werden EGF und EGFR dann degradiert
(Miller et al., 1986).

Mutationen im EGFR-Gen kdnnen zu konstitutiver Aktivitat des EGFR oder zu erhdhter
Konzentration an EGFR fuhren. Da der EGFR an der Regulation des Zellzyklus beteiligt
ist, ermdglichen solche Mutationen unter Umstanden Krebszellen die klonale Expansion
(Yarden und Sliwkowski, 2001). Im Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(COSMIC) sind zahlreiche in Krebszellen gefundene EGFR-Mutationen aufgeflhrt
(Forbes et al., 2010). So liegt zum Beispiel in 35 % aller Glioblastome das EGFR-Gen in
erhohter Kopienzahl vor. Dieser Genotyp korreliert mit schnellerem Wachstum der
Krebszellen und geringerer Uberlebenszeit der Erkrankten (Libermann et al., 1985). In

nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen wird konstitutiv aktiver EGFR exprimiert. Dieser
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als EGFRVIIl bezeichneten Variante fehlen in der extrazellularen Region
267 Aminosauren. Dadurch kommt es in Abwesenheit von Liganden zur Bildung von
aktivem Dimer und unkontrolliertem Zellwachstum (Garcia de Palazzo et al., 1993).
A-431-Zellen (ATCC-Nummer CRL-1555) zeichnen sich durch ein um den Faktor 40
erhdhtes EGFR-Expressionsniveau aus (Masui et al., 1993). Deshalb sind A-431-Zell-
Membranpraparationen fur die Untersuchung der trans-Autophosphorylierung des
EGFR gut geeignet (Honegger et al., 1989). Die Anwesenheit der PPlase FKBP12 in
solchen Membranpraparation verlangsamt die Autophosphorylierung deutlich (Lopez-
llasaca et al., 1998). Befindet sich zusatzlich FK506 im Ansatz, ist kein Einfluss von
FKBP12 mehr festzustellen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die FKBP12-Varianten D37L
beziehungsweise F99Y, die sich durch eine stark reduzierte PPlase-Aktivitat
auszeichnen, die Autophosphorylierung des EGFR kaum beeinflussen. Dadurch wird
eine Beteiligung des aktiven Zentrums von FKBP12 an der Inhibition der
Autophosphorylierung nahelegt (Lopez-llasaca et al., 1998).
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1.2 Die Beteiligung von Cyclophilin A an physiologischen

Prozessen
Die humane PPlase Cyclophilin A (kurz CypA, Swiss-Prot-Eintrag P62937) ist unter

mehreren Gesichtspunkten interessant. Zum einen bindet CypA das zyklische Peptid
Cyclosporin A (kurz CsA, Handschumacher et al., 1984). Ahnlich wie FK506/FKBP12
inhibiert der gebildete Komplex die enzymatische Aktivitat der Phosphatase Calcineurin
und supprimiert dadurch die zellulare Immunantwort von Saugetieren (Liu et al., 1991,
Ho etal., 1996). Des Weiteren wurde beschrieben, dass CypA die Infektion von
T-Lymphozyten mit dem humanen Immundefizienz-Virus moduliert (Luban et al., 1993,
Strebel et al., 2009) und dass die Anwesenheit von CypA eine Voraussetzung fur die
Replikation von Hepatitis-C-Viren ist (Yang et al., 2008). Aller Wahrscheinlichkeit nach
stellen weder die Vermittlung der Immunsuppression noch die Vermittlung der viralen
Pathogenitat eine physiologische Funktion von CypA dar.

Das 18 kDa-Protein wird in allen darauf untersuchten humanen Geweben hoch
exprimiert, die CypA-Konzentration liegt zwischen 0,8 pg/mg Protein in der Haut und
2,8 pyg/mg Protein in der Grof3hirnrinde (Ryffel et al., 1991). CypA-defiziente Mause sind
lebensfahig, ihr interessantester Phanotyp ist die Neigung zu allergischen
Erkrankungen (Colgan et al., 2004). Medizinisch relevant ist hier der Einfluss von CypA
auf die Entstehung von allergischem Asthma (Gwinn et al., 2006) und rheumatoider
Arthritis (Yang etal., 2008). AulRerdem ist CypA an der Ausbildung abdominaler
Aortenaneurysmen beteiligt (Satoh et al., 2009).

Neben diesen entzindlichen Prozessen, an denen extrazellular vorliegendes CypA
beteiligt ist, wurde fur intrazellulares CypA eine Aufgabe bei Wachstum und
Differenzierung von Nervenzellen vorgeschlagen (Nahreini et al., 2006). So wurde
gezeigt, dass Stammzellen mit verringerter CypA-Expression nicht mehr in der Lage
sind, in Nervenzellen zu differenzieren (Song et al., 2004). AulRerdem interagiert CypA
mit dem Protein apoptosis-inducing factor und moduliert dadurch die Chromatinolyse
(Candé et al., 2004). Auch die Funktion des Tumorsuppressors p53 wird durch CypA
beeinflusst (Baum etal., 2009). In Hefe reguliert CypA den nukledren Export des
Zinkfinger-Proteins Zpr1 (Ansari et al., 2002). Diese Aufzahlung der physiologischen
Funktionen von CypA ist nicht vollstandig, einen Uberblick bietet eine Publikation der
Arbeitsgruppe Galat (Galat und Bua, 2010).
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In den letzten Jahrzehnten wurde intensiv an niedermolekularen CypA-Inhibitoren
geforscht. Besonderes Augenmerk lag dabei auf nicht immunsuppressiven CsA-
Derivaten (Rosenwirth etal., 1994), auf isoenzymspezifischen nicht-peptidischen
Inhibitoren (Daum et al., 2009) und auf nicht zellgangigen CsA-Derivaten (Malesevic
et al., 2010). Die Suche erfolgte zum Beispiel nach der Fahigkeit der niedermolekularen
Substanzen, die PPlase-Aktivitadt von CypA zu inhibieren oder ein fluoreszenz-
markiertes CsA-Derivat aus einem CypA/CsA-Komplex zu verdrangen. In den
Abschnitten 1.2.1 und 1.2.2 werden zwei experimentelle Ansatze erlautert, die eventuell
dazu geeignet sind, die Inhibition einer physiologischen CypA-Funktion im zellularen

Kontext zu untersuchen.

1.2.1 CypA wird zur Differenzierung von Nervenzellen benétigt
P19-Zellen (ATCC-Nummer CRL-1825) sind Embryonalkarzinom-Zellen. Sie sind durch

die Implantation eines sieben Tage alten Mausembryos in den Hoden einer
erwachsenen C3H/He-Maus entstanden. Aus den Tumorzellen wurden mehrere
Zellklone gewonnen, und einer dieser Klone wurde P19 genannt (McBurney und
Rogers, 1982). P19-Zellen vereinen Eigenschaften von Krebszellen und von
embryonalen Stammzellen. Einerseits lassen sie sich unbegrenzt vermehren und lagern
und sind uUblichen Zellkultur-Techniken wie Transfektion oder Selektion zuganglich.
Andererseits sind sie pluripotent, also in der Lage, auf aulere, chemische Reize hin in
unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren. Werden P19-Zellen zum Beispiel in
Gegenwart von all-trans-Retinsaure (kurz RA) kultiviert, differenzieren sie in Fibroblast-
artige, als Monoschicht wachsende Zellen und in Neuron-artige, auf dieser Monoschicht
wachsende Zellen (Jones-Villeneuve etal., 1982). Das Voranschreiten der
Differenzierung lasst sich mikroskopisch oder durch die Untersuchung von Zelllysaten
mittels Western-Blot-Analyse verfolgen. Differenzierte Zellen zeigen ein verandertes
Expressionsmuster. Neurofilament-M, B-Tubulin [l und HNK-1-Antigen werden exklusiv
in Neuron-artigen Zellen exprimiert (McBurney, 1993).

Durch einen RNAi-basierten Ansatz wurde gezeigt, dass CypA essentiell fur die RA-
induzierte Differenzierung von P19-Zellen ist (Song et al., 2004). Dazu wurden P19-
Zellklone etabliert, die sich durch ein reduziertes CypA-Expressionsniveau
auszeichnen. Werden diese knockdown-Zellen nun in Gegenwart von RA Kkultiviert,

bilden sie weder die fur Neuron-artige Zellen charakteristischen Dendriten aus, noch
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exprimieren sie den neuronalen Marker Neurofilament-M. Besonders interessant ist der
Umstand, dass selbst bei einer CypA-Restaktivitat von 20 % keine Differenzierung der
P19-Zellen zu verzeichnen ist. Durch die transiente Expression von CypA in den CypA-
knockdown-Zellen kann die Fahigkeit zur Differenzierung wieder hergestellt werden
(Song etal., 2004). Diese Befunde bilden moglicherweise eine Grundlage fir die
Untersuchung des Einflusses niedermolekularer Substanzen auf eine zellphysiologische
Funktion von CypA. Eine Voraussetzung dafur ist, dass die Inhibition der PPlase-

Aktivitat von CypA die gleiche Wirkung hat wie die verminderte Expression von CypA.

1.2.2 CypA als Chemoattraktor fiir Leukozyten

Die aktive raumliche Bewegung von eukaryotischen Zellen wird als Zellmigration
bezeichnet. Im Unterschied zur Chemokinese (ungerichtete Bewegung) und zur
Haptotaxis (Zellen binden einen an der extrazellularen Matrix immobilisierten Liganden)
wird die Richtung der Chemotaxis durch den Konzentrationsgradienten eines I6slichen
Liganden vorgegeben (Lauffenburger und Horwitz, 1996, Abbildung 1a). Liganden, die
eukaryotische Zellen zur Chemotaxis anregen, heillen Chemoattraktoren oder
Chemokine. Wenn eine zur Chemotaxis befahigte Zelle den Konzentrationsgradienten
eines entsprechenden Chemoattraktors detektiert, wird eine Vielzahl konzertierter
Prozesse in Gang gesetzt. Dazu gehoren die Bildung von Lamellipodien, Umlagerungen
im Aktinskelett, das Anheften am Substrat in Bewegungsrichtung vorn und das Abldsen
vom Substrat in Bewegungsrichtung hinten (Lauffenburger und Horwitz, 1996).
Chemotaxis spielt zum Beispiel bei der Embryogenese, der Immunantwort, der
Wundheilung und der Metastasierung eine Rolle (Pollard und Cooper, 2009).

Es gibt unterschiedliche Methoden zur Untersuchung chemotaktischer Prozesse
(Zigmond et al., 2001). Eine dieser Methoden ist der Filter-Assay. Er kann in einer
Boyden-Kammer durchgefiihrt werden (Boyden, 1962). Die Durchfihrung von
Chemotaxis-Experimenten in einer Boyden-Kammer mit zum Beispiel 48 Wells
(Abbildung 1b) hat den Vorteil, dass viele Bedingungen parallel untersucht werden
konnen und dass die Resultate quantifizierbar sind. Das ermdglicht die Erstellung von
Konzentrationsreihen und eine statistische Auswertung. Aul3erdem erlauben die kleinen

Wells den Einsatz kleiner Volumina an Chemoattraktor-Lésung (25 ul).
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Abbildung 1: Die 48-Well-Boyden-Kammer. (a) Eine Zelle (blau) bewegt sich in Richtung
des Konzentrationsgradienten. (b) Foto der zusammengebauten Boyden-Kammer.
(c) Mikroskopische Aufnahme der perforierten Membran (Porendurchmesser 5 um).
(d) Schematischer Querschnitt durch ein Well der Boyden-Kammer. Zellen (blau) sinken zu
Boden, heften sich an die perforierte Membran, wandern aufgrund des
Konzentrationsgradienten hindurch und verbleiben an der Unterseite der Membran.

Jedes Well der Boyden-Kammer besteht aus zwei Kompartimenten. Im unteren wird der
Chemoattraktor vorgelegt, in das obere wird die Zellsuspension gefullt. Beide
Kompartimente sind durch eine perforierte Membran voneinander getrennt
(Abbildung 1c). Der Porendurchmesser der Membran richtet sich nach der Grolze der
untersuchten Zellen. Die sich im oberen Kompartiment befindenden Zellen sinken
aufgrund ihrer im Vergleich zum Medium groReren Dichte auf die Membran. Dort
detektieren sie den Konzentrationsgradienten des Chemoattraktors, heften sich an,
durchqueren die Membran und verbleiben an der Unterseite der Membran
(Abbildung 1d). Zur Auswertung werden die Zellen an der Unterseite der Membran

fixiert, gefarbt und am Mikroskop gezahilt.
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CypA wurde im Wachstumsmedium von aktivierten Makrophagen (Sherry et al., 1992)
und von Prostata-Krebszellen (Andersen etal., 2003) nachgewiesen. In der
Synovialflissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis wurde eine erhdhte
Konzentration an CypA festgestellt (Billich et al., 1997). Bei oxidativem Stress wird
CypA von Zellen der vaskularen glatten Muskulatur Uber einen vesikularen
Mechanismus sekretiert (Jin et al., 2000, Suzuki et al., 2006). Das Vorkommen von
extrazellularem CypA legt die Vermutung nahe, dass es sich bei der PPlase um einen
Chemoattraktor handelt. Tatsachlich wurde flr verschiedene Gruppen von Leukozyten
und fur mehrere von Leukozyten abgeleitete Krebszell-Linien gezeigt, dass sie sich von
CypA zur Chemotaxis anregen lassen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zelltypen, fiir die Chemotaxis mit CypA als Chemoattraktor gezeigt wurde.

Zelltyp Beschreibung Referenz
Neutrophile aus humanem Blut isoliert Sherry et al., 1992
Monozyten aus humanem Blut isoliert Sherry et al., 1992
HL-60/Clone 15 von humanen Promyelozyten abgeleitet Xu et al., 1992

mit DMSO in Neutrophile differenziert

CHO von den Ovarien chinesischer Hamster abgeleitet Yurchenko et al., 2002

rekombinante Expression von CD147

PMNL aus dem Peritoneum der Maus isoliert Arora et al., 2005
CD4"-T aus der Milz der Maus isoliert und mit ConA aktiviert Damsker et al., 2007
THP-1 von humanen Monozyten abgeleitet Payeli et al., 2008
Jurkat von humanen T-Lymphozyten abgeleitet Yang et al., 2008

Diese Befunde bilden mdglicherweise eine Grundlage fur die Untersuchung des
Einflusses niedermolekularer Substanzen auf die Funktion des extrazellularen CypA.
Einer der in Tabelle 4 aufgelisteten Zelltypen war mittels CypA zur Chemotaxis
anzuregen. Die Inhibition des Chemoattraktors sollte dann dazu fuhren, dass keine

Chemotaxis mehr auftritt.
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1.3 Zielstellung

Die Modulation der EGFR-Kinaseaktivitat durch FKBP12

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war die Interaktion zwischen dem EGFR und
FKBP12 auf molekularer Ebene naher zu untersuchen. Es war herauszufinden, wie
FKBP12 die Autophosphorylierung des EGFR moduliert und welche Rolle die PPlase-
Aktivitat von FKBP12 dabei spielt. AuRerdem sollte ein moglicher Einfluss von FKBP12
auf die EGFR-vermittelte Signaltransduktion in humanen Krebszellen untersucht

werden.

Inhibitoren der zellphysiologischen CypA-Funktion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war ein Zellkultur-basiertes Testsystem zu
etablieren, mit dessen Hilfe der Einfluss von niedermolekularen Substanzen auf die
zellphysiologische Funktion von CypA untersucht werden kann. Die Inhibition des
intrazellularen CypA sollte die Differenzierung von Nervenzellen verhindern, und die

Inhibition des extrazellularen CypA sollte die Chemotaxis von Leukozyten verhindern.
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2 Material und Methoden

21 Chemikalien, Antikorper und Plasmide

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht gesondert gekennzeichnet, von

Sigma-Aldrich (St. Louis) bezogen.

Tabelle 5: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Antikorper.

Bezeichnung Antigen Firma Katalog-Nummer
Anti-EGFR AK AS 985-996 des EGFR Sigma-Aldrich E3138
Anti-PhosphoY AK Phospho-L-Tyrosin Sigma-Aldrich T1325
Anti-PhosphoY869 AK nicht spezifiziertes Peptid  Cell Signaling 2231
Anti-PhosphoY 1016 AK nicht spezifiziertes Peptid  antibodies-online GmbH ABIN150734
Anti-PhosphoY1069 AK nicht spezifiziertes Peptid  Cell Signaling 2237
Anti-PhosphoY1092 AK nicht spezifiziertes Peptid  Cell Signaling 2234
Anti-PhosphoY1197 AK nicht spezifiziertes Peptid  Cell Signaling 4407
Anti-FKBP12 AK rekombinantes FKBP12 nicht kommerziell -
Anti-B-Aktin AK nicht spezifiziertes Peptid  Santa Cruz Biotechnology sc-1616
Anti-NF-M AK NF-M aus Schwein BioLegend 626301

Die Klonierungen wurden nach Standardprotokollen (Sambrook etal., 2001)
durchgefuhrt. Restriktionsenzyme wurden von New England Biolabs (Ipswich), Phusion-
DNA-Polymerase von Finnzymes (Espoo), T4-Ligase von Fermentas (Vilnius) und
Primer von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

pPGEX-FKBP12

Vektor: pGEX-4T-1 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles)
kloniert von: Cordelia Schiene-Fischer

Restriktionsenzyme: EcoRI und Notl

Verwendung: Expression von GST-FKBP12 in E. coli M15

pQE60-FKBP12

Vektor: pQEG60 (Qiagen, Hilden)
kloniert von: Thomas Tradler
Restriktionsenzyme: Hindlll und Ncol

Verwendung: Expression von FKBP12 in E. coli M15
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PQE70-CypA
Vektor:

kloniert von:
Restriktionsenzyme:

Verwendung:

pQE70 (Qiagen, Hilden)

Thomas Tradler

Hindlll und Sphl

Expression von CypA in E. coli M15

pC MV-TagZB-EG FRe69-1210

Vektor:

Primer:

Restriktionsenzyme:

Verwendung:

PEGFP-FKBP12
Vektor:

Primer:

Restriktionsenzyme:

Verwendung:

pFastBac1-EGFRgg9-1022
Vektor:

Primer:

Restriktionsenzyme:

Verwendung:

pFastBac1-EGFRgg9-1210
Vektor:

Primer:

Restriktionsenzyme:

Verwendung:

pCMV-Tag2B (Agilent Technologies, Santa Clara)

5’ -GATCGAGATATCCGAAGGCGCCACATCGTTCG-3"

5’ -GTCGATCTCGAGTTATGCTCCAATAAATTCACTG-3"
EcoRV und Xhol

transiente Expression von EGFRggg.1219 Mit N-terminalem

FLAG-Tag in humanen Krebszellen

pEGFP-C1 (BD Biosciences Clontech, Franklin Lakes)

5’ -GAATAAGCTTCGATGGGAGTGCAGGTGGAAACC-3"

5’/ -CCTCTAGATCATTCCAGTTTTAGAAGCTC-3"

Hindlll und Xbal

transiente Expression von eGFP-FKBP12 in humanen Krebs-

zellen

pFastBac1 (Invitrogen, Carlsbad)

5’ -CTGCGGCCGCATGGGGGGTTCTTGGAGCCATCCGCAGTTTGAAAARACGAAGG
CGCCACATC-3"

5’/ -CGCTCGAGTCATGCGAAGTTGGAGTICTG-3"

Notl und Xhol

Transfektion in Sf9-Zellen zur Generierung von Baculoviren zur

Expression von EGFReggo.1022 mit N-terminalem Strep-Tag

pFastBac1 (Invitrogen, Carlsbad)

5’ -CTGCGGCCGCATGGGGGGTTCTTGGAGCCATCCGCAGTTTGARAAACGAAGG
CGCCACATC-3"

5’/-CGCTCGAGTCATGCTCCAATAAATTCACTGC-3"

Notl und Xhol

Transfektion in Sf9-Zellen zur Generierung von Baculoviren zur

Expression von EGFRggg.1219 mit N-terminalem Strep-Tag
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2.2 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine

2.21 Proteinexpression in E. coli M15-Zellen
Zunachst wurden 3x 100 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Klon der E. coli M15-

Zellen angeimpft und fur 16 Stunden unter Schutteln bei 37°C inkubiert.

LB-Medium: 10 g/l Pepton
54/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
100 mg/I Ampicillin
10 mg/I Kanamycin

Dann wurden 6x 1000 ml LB-Medium mit je 50 ml dieser Vorkultur angeimpft und unter
Schutteln bei 37°C inkubiert, bis die OD der Zellsuspension zwischen 0,5 und 0,6 lag.
AnschlieRend wurde die Proteinexpression durch IPTG (1 mM) induziert. Nach erneuter
Inkubation bei 37°C fur 4 Stunden wurden die Zellen durch Zentrifugation (5.500x g,
10 Minuten, 4°C) pellettiert. Das Pellett wurde bei -80°C gelagert.

2.2.2 Proteinexpression mittels Baculoviren in Sf9-Zellen

Zunachst wurden 2:10® Sf9-Zellen in 100 ml TriEx™ Insect Cell Medium (Novagen,
Darmstadt) aufgenommen. Dann wurde 1 ml einer Suspension der entsprechenden
rekombinanten Baculoviren zugefiigt (rund 1-10° pfu, siehe 2.4.2). Der Ansatz wurde fiir
72 Stunden unter Schutteln bei RT inkubiert. Die infizierten Sf9-Zellen wurden durch
Zentrifugation (300x g, 5 Minuten, 20°C) pellettiert. Das Pellett wurde bei -80°C
gelagert.
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2.2.3 Reinigung der prototypischen PPlasen

Reinigung von FKBP12
Die Reinigung von FKBP12 wurde ahnlich wie in der Literatur beschrieben durchgefuhrt
(Standaert et al., 1990). Zunachst wurden 10 g des entsprechenden E. coli M15-Pelletts

in 35 ml Lysepuffer resuspendiert.

Lysepuffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 Tablette/35 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Die Suspension wurde dreimal durch die French-Presse Aminco (SLM Instruments,
Urbana) passagiert, dies flhrte zur Lyse der Zellen. Anschlieliend wurde das Lysat
zentrifugiert (100.000x g, 45 Minuten, 4°C). Der pH-Wert des Uberstands wurde mit Tris
auf 7,5 eingestellt, und das Volumen wurde mit Wasser auf 100 ml gebracht. Fur die
saulenchromatographische Auftrennung des Proteingemisches wurde das AKTAprime-
System (GE Healthcare, Chalfont) eingesetzt. Alle Trennungen wurden bei 4°C

durchgefuhrt. Im ersten Reinigungsschritt wurde das Lysat auf einen Anionen-

austauscher geladen.

Schritt 1 Saule HiTrap DEAE FF

Anionentauscher Saulenvolumen 10 ml
Flussrate 2 ml/min
Laufpuffer 10 mM Tris-HCI pH 7,5
Elutionspuffer Laufpuffer mit 1 M NaCl
Gradientvolumen 200 ml
Fraktionsvolumen 5ml

Alle Fraktionen wurden durch SDS-PAGE in 15 %igen Gelen und Coomassie-Farbung
analysiert. FKBP12 hatte nicht an die Saule gebunden. Deshalb wurden die Fraktionen
des Durchlaufs vereinigt und im zweiten Reinigungsschritt auf einen
Kationenaustauscher gebracht, nachdem der pH-Wert mit MES auf 6,7 eingestellt

worden war.
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Schritt 2 Saule HiTrap SP FF
Kationentauscher Saulenvolumen 5 ml
Flussrate 2 ml/min
Laufpuffer 10 mM MES pH 6,7
Elutionspuffer Laufpuffer mit 1 M NaCl
Gradientvolumen 200 ml
Fraktionsvolumen 5mil

Erneut wurden alle Fraktionen durch PAGE in 15 %igen Gelen und Coomassie-Farbung
analysiert. FKBP12 hatte an die Saule gebunden und wurde durch den Elutionspuffer
von der Saule eluiert. Die rekombinantes Protein enthaltenden Fraktionen wurden
vereinigt und unter Verwendung eines Konzentrierungs-Roéhrchens (Millipore, Billerica)
auf 2,2 ml eingeengt. Im dritten Reinigungsschritt wurde diese Losung auf eine
Gelfiltrationssaule gebracht.

Schritt 3 Saule HiLoad 16/60 Superdex 75 pg
Gelfiltration Saulenvolumen 120 ml
Flussrate 1 ml/min
Laufpuffer 20 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl
Fraktionsvolumen 2ml

FKBP12 eluierte bei 88,5 ml. Die rekombinantes Protein enthaltenden Fraktionen
wurden vereinigt und im vierten Reinigungsschritt Uber eine Endotoxin-Entfernungs-

Saule geleitet.

Schritt 4 Saule EndoTrap®red
Endotoxin-Entfernung Saulenvolumen 1ml

Flussrate 1 ml/min

Laufpuffer 20 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl

Der Durchlauf wurde aufgefangen und unter Verwendung eines Konzentrierungs-
Rohrchens (Millipore, Billerica) auf rund 1 ml eingeengt. Die Proteinlosung wurde
aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die Konzentration an FKBP12 lag bei 640 pM.
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Reinigung von CypA

Die Reinigung von CypA wurde wie unter 2.2.3 fir FKBP12 beschrieben durchgeflihrt
(Liu etal, 1990). Die Elution von der Gelfiltrationssaule erfolgte bei 80,1 ml. Die
Konzentration der finalen CypA-Lo6sung lag bei 272 pM.

2.2.4 Reinigung der EGFR-Fragmente

Zunachst wurden rund 1,5 g des entsprechenden Sf9-Zell-Pelletts in 45 ml Lysepuffer

suspendiert.
Lysepuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
500 mM NaCl
2mM DTT
1 Tablette/90 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Dann wurde die Suspension mit Ultraschall behandelt, dadurch wurden die Zellen
aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde zentrifugiert (100.000x g, 45 Minuten, 4°C). Der
das rekombinante Protein enthaltende Uberstand wurde auf eine Affinitats-

Chromatographie-Saule gebracht.

Affinitats- Saule StrepTrap HP

Chromatographie Saulenvolumen 1ml
Flussrate 1 ml/min
Laufpuffer 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM NaCl
Elutionspuffer Laufpuffer mit 2,5 mM Desthiobiotin
Fraktionsvolumen 2ml

Alle Fraktionen wurden durch PAGE in 10 %igen Gelen und Coomassie-Farbung
analysiert. Die EGFR-Fragmente befanden sich in den Elutionsfraktionen. Diese wurden
vereinigt und unter Verwendung eines Konzentrierungs-Roéhrchens (Millipore, Billerica)

in Reaktionspuffer umgepuffert.

Reaktionspuffer: 20 mM HEPES pH 7,4
150 mM NaCl
2mM DTT

Die Proteinlosungen wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die Konzentration an
EGFR569_1022 Iag bei 2,5 }JM, die an EGFR569_1210 bei 1 }JM.
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2.3 Protein- und Peptidanalytik

2.3.1 EGF-Markierung mit TAMRA

Die Markierung des EGF mit TAMRA wurde von Tobias Aumiuller durchgefihrt.
Zunachst wurden 0,2 mg rekombinantes EGF (Sigma-Aldrich, St. Louis) in 100 pl
Markierungspuffer angelost.

Markierungspuffer: 100 mM NaHCO; pH 8,3

AnschlieBend wurden 2yl einer Losung von 5(6)-TAMRA, SE (20 mM, Molecular
Probes, Eugene) in DMSO zugefligt. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Nacht bei RT

inkubiert. Dann wurden 10 ul Sattigungspuffer zugegeben.
Sattigungspuffer: 100 mM Tris-HCI pH 8,3

Schliel3lich wurde das TAMRA-EGF Uber HPLC gereinigt, lyophilisiert, in 100 pl PBS

aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.3.2 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde ahnlich wie in der Literatur beschrieben (Laemmli, 1970) unter
Verwendung des Minigel-Twin-Systems (Biometra, Jena) durchgefuhrt. Die Gele
enthielten 7,5, 10 bzw. 15 % polymerisiertes Acrylamid und N,N-Methylenbisacrylamid
im Verhaltnis 37,5 : 1. Wahrend der Elektrophorese wurde die Stromstarke bei konstant
15 mA gehalten.

Laufpuffer: 25 mM Tris-HCI pH 8,3
190 mM Glycin
3,5mM SDS

Als Molekulargewichts-Standards dienten die Proteine des PageRuIerT'\’I (Fermentas,

Vilnius).
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2.3.3 Western-Blot-Analyse

Zunachst wurden die Proteine aus einem SDS-Gel (siehe 2.7.1) auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Dazu wurde die Western-Blot-Kammer Fastblot B43
(Biometra, Jena) eingesetzt. 3 Lagen Whatman-Papier, die Nitrozellulosemembran, das
SDS-Gel und 3 weitere Lagen Whatman-Papier wurden in der Kammer gestapelt. Alle

Bestandteile dieses Stapels waren mit Transferpuffer getrankt.

Transferpuffer: 25 mM Tris-HCI pH 8,3
150 mM Glycin
10 % Methanol

Fir 40 Minuten wurde eine Spannung angelegt, die Stromstarke wurde bei konstant
200 mA gehalten. Danach wurde die Nitrozellulosemembran entnommen und fur
1 Stunde in 10 ml 2 %igem Milchpulver in TBT-Puffer bei RT inkubiert.

TBT-Puffer: 50 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM NaCl
0,2 % Tween 20

Dann wurde sie gemeinsam mit 1 ml Losung 1 in eine Klarsichtfolie eingeschweifl3t und
uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Lésung 1in TBT: 2% Milchpulver
1:50 bis 1:1000 primarer AK

Anschlieend wurde die Membran dreimal fir 20 Minuten mit je 20 ml TBT-Puffer
gewaschen. Im Folgenden wurden 10 ml Lésung 2 zugegeben und die Membran fur
60 Minuten bei RT inkubiert.

Losung 2 in TBT: 2% Milchpulver

1:1000 entsprechender sekundarer AK

Der sekundare AK war mit HRP konjugiert (Sigma-Aldrich, St. Louis). Schlie3lich wurde
die Membran dreimal fur 5 Minuten mit je 20 ml TBT-Puffer gewaschen. Nachdem je
1ml der ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, Chalfont)
zugegeben worden war, wurde die Chemilumineszenz der Membran an der CCD-

Kamera Chemi-Smart 5000 (Peqglab, Erlangen) untersucht.
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2.3.4 Ko-Immunprazipitation

Ausgegangen wurde von HelLa-Zellen, die transient das rekombinante Protein FLAG-
EGFRgeo-1210 exprimierten. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte HelLa-Zellen. Die
nahezu konfluent gewachsenen Zellen je einer 75 cm?Flasche wurden zweimal mit

PBS gewaschen. Nach dem Absaugen des PBS wurden je 600 pl Lysepuffer zugefugt.

Lysepuffer: 50 mM HEPES pH 7,4
150 mM NaCl
1 Tablette/10 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Wachstumsflache geschabt. Dann
wurden die Suspensionen mit Ultraschall behandelt, dadurch wurden die Zellen
aufgeschlossen. Die Zelllysate wurden zentrifugiert (100.000x g, 45 Minuten, 4°C), die
Uberstande wurden fiir die Ko-lImmunprazipitation eingesetzt.

Dazu wurden zunachst 20 pl Anti-FLAG M2 Affinitats-Gel (Sigma-Aldrich, St. Louis) in
1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefallen vorgelegt. Dann wurden je 400 pl Lysepuffer
zugeflgt. Die Ansatze wurden fir 5 Minuten inkubiert. Diese und alle folgenden
Inkubationen wurden unter Schuitteln bei 4°C durchgefuhrt. Die Ansatze wurden
zentrifugiert (1.000x g, 1 Minute, 4°C), die Uberstande wurden verworfen. Daraufhin
wurden je 400 pl des FLAG-EGFRgg9.1210 enthaltenden Zelllysats zugefligt. Aullerdem
wurden die gekennzeichneten FKBP-Inhibitoren beigemengt. Die Ansatze wurden flr
2 Stunden inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (1.000x g, 1 Minute, 4°C). Die
Uberstande wurden verworfen, den Pelletts wurden 50 ul Elutionspuffer zugefiigt. Es

folgte eine Inkubation fir 5 Minuten.

Elutionspuffer: 100 pg/ml FLAG-Peptid
50 mM HEPES pH 7.4
150 mM NaCl
1 Tablette/10 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Danach wurden die Ansatze zentrifugiert (1.000x g, 1 Minute, 4°C). Je 30 ul der
Uberstéande wurden in 30 yl SDS-Probenpuffer (berfiihrt. Nach einer Inkubation fir
5 Minuten bei 95°C wurden die Proben durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung
von Anti-EGFR AK und Anti-FKBP12 AK untersucht.
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2.3.5 Pull down-Assay

Das Fusionsprotein GST-FKBP12 und das Kontrollprotein GST wurden in E. coli M15-
Zellen exprimiert (siehe 2.4.1). Die Zellen wurden aufgeschlossen und die Lysate
zentrifugiert (siehe 2.5.1). Der Pulldown wurde am AKTAprime-System (GE
Healthcare, Chalfont) unter Verwendung einer Saule mit immobilisiertem Glutathion
durchgefuhrt. Die Arbeitstemperatur lag bei 4°C. Zunachst wurden 10 ml der GST-
FKBP12 bzw. GST enthaltenden Ldésungen auf die Saule gebracht. Anschliel3end
wurde die Saule mit Laufpuffer gesplilt, bis die Absorption bei 280 nm des Durchlaufs

kleiner als 1 mAU war.

Pull down Saule GSTrap FF
Saulenvolumen 1 ml
Flussrate 0,5 ml/min
Laufpuffer 50 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NacCl,
2mM DTT, 0,1 % NP-40
Elutionspuffer Laufpuffer mit 10 mM Glutathion
Fraktionsvolumen 0,2 ml

A-431-Zellen wurden in 150 cm?-Flaschen kultiviert, bis sie nahezu konfluent
gewachsen waren. Dann wurden sie zweimal mit PBS gewaschen. Nach dem

Absaugen des PBS wurde je 1 ml Lysepuffer zugefugt.

Lysepuffer: 50 mM HEPES pH 7,4
150 mM NaCl
2mM DTT
1% NP-40
1 Tablette/10 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Wachstumsflache geschabt. Die
resultierende Suspension wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
homogenisiert, fur 30 Sekunden gevortext und zentrifugiert (100.000x g, 30 Minuten,
4°C). AnschlieRend wurden je 5 ml des Uberstandes auf die Saule gebracht. Das darin
enthaltene Zelllysat entsprach ungefihr drei 150 cm?-Flaschen. Danach wurde die
Saule mit Laufpuffer gespult, bis die Absorption bei 280 nm des Durchlaufs kleiner als
15 mAU war. Es folgte die Elution, die Elutionsfraktionen wurden aufgefangen. Die

Fraktionen mit der jeweils maximalen Absorption bei 280 nm wurden in SDS-
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Probenpuffer Uberfihrt und fur 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Diese Proben wurden
durch SDS-PAGE mit anschlieBender Coomassie-Farbung und durch Western-Blot-

Analyse untersucht.

2.3.6 Bestimmung der PPlase-Aktivitat durch isomerspezifische Proteolyse

Die Messungen wurden ahnlich wie in der Literatur beschrieben (Fischer et al., 1984a)
durchgefuhrt. Die Messtemperatur lag bei 10°C. Das Gesamtvolumen jedes
Messansatzes betrug 1.600 pl. Darin enthalten waren 0,4 mg/ml a-Chymotrypsin,
0,4-10 nM der untersuchten PPlase und 50 uM des jeweiligen Substrats
(Suc-AXPF-pNA). Einige Ansatze enthielten au3erdem 10 uM eines PPlase-Inhibitors.

Messpuffer: 35 mM HEPES pH 7,8

Zunachst wurden Messpuffer und a-Chymotrypsin-Losung far 3 Minuten in einer
Kavette prainkubiert. Dann wurden Inhibitor-Losung und PPlase-Losung zugefugt.
SchlieRlich wurde die Reaktion durch Beimengung des Substrats gestartet. Am UV/Vis-
Spektrometer 8453 (Agilent Technologies, Santa Clara) wurde die zeitliche Anderung
der Absorption des Messansatzes bei 390 nm verfolgt. Mit dem Programm SigmaPlot
(SYSTAT, San Jose) wurden die Daten an das Zeitgesetz 1. Ordnung angepasst. Die
so ermittelten kyps-Werte wurden gegen die PPlase-Konzentrationen aufgetragen.
Dadurch ergab sich fiir FKBP12 und Suc-ALPF-pNA ein kea/Knu-Wert von 2,4-10° M's™,
die PPlase-Aktivitat von FKBP12 war durch FK506 bzw. Rapamycin vollstandig
inhibierbar. Fir CypA und Suc-AAPF-pNA ergab sich ein ke i/Ky-Wert von
2,0:10" M's™", die PPlase-Aktivitdit von CypA war durch CsA vollstandig inhibierbar.
Diese Befunde stimmen mit bereits publizierten Ergebnissen Uberein (Zoldak et al.,
2009).
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2.3.7 Autophosphorylierung von EGFR in A-431-Zelllysaten
In einer 75 cm?-Flasche nahezu konfluent gewachsene A-431-Zellen wurden zweimal

mit PBS gewaschen. Dann wurden 600 ul Lysepuffer zugefugt.

Lysepuffer: 50 mM HEPES pH 7,4
150 mM NaCl
2mM DTT
1% NP-40
1 Tablette/10 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Wachstumsflache gekratzt und durch
mehrfaches Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Die Lésung wurde in ein 2 ml-
Eppendorf-Reaktionsgefall uberfuhrt, fur 30 Sekunden gevortext und zentrifugiert
(14.500x g, 10 Minuten, 4°C). 60 pl-Aliquots des Uberstandes wurden mit 15 yl EGF-
Losung (2 uM) und 15 pyl MgCl,-Lésung (80 mM) versetzt. Dann wurden den
Reaktionsansatzen 15 pl von Lésungen der jeweiligen Effektoren zugeflgt. Es folgte
eine Inkubation auf Eis fur 30 Minuten. AnschlieRend wurde die Autophosphorylierung
durch die Gabe von 15ul ATP-Losung (16 mM) gestartet. Erneut wurden die
Reaktionsansatze fur 60 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden sie in 120 yl SDS-
Probenpuffer Uberfihrt und fur 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Die Untersuchung der
Proben erfolgte mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Anti-EGFR AK und
mehreren Phosphorylierungsstellen-spezifischen AK.

2.3.8 Autophosphorylierung von EGFRgg9.1210

28,9 pl-Aliquots einer Losung von EGFRggo-1210 (1 pM) in Reaktionspuffer (siehe 2.2.4)
wurden mit 4 yl MgCly-Lésung (100 mM) versetzt. Aullerdem wurden je 3,1 yl von
Losungen der jeweiligen Effektoren zugefugt. Darauf folgte eine Inkubation der
Reaktionsansatze fur 30 Minuten bei 25°C. Dann wurden je 6,3 pul der
Reaktionsansatze in 7,7 yl SDS-Probenpuffer Uberfihrt und fir 5 Minuten bei 95°C
inkubiert. Die Autophosphorylierung wurde durch die Gabe von je 3,3 pl ATP-LOsung
(20 mM) gestartet. Die Reaktionsansatze wurden bei 25°C inkubiert. Nach 5, 10, 20 und
40 Minuten wurden je 7 pl der Reaktionsansatze in 7 pl SDS-Probenpuffer Gberfihrt
und fur 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden durch SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung analysiert.
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2.3.9 Phosphorylierung des Peptids Shc-Y317 durch EGFRgg9-1022

16 pl-Aliquots einer Lésung von EGFResg-1022 (0,63 uM) in Reaktionspuffer (siehe 2.5.2)
wurden mit 4 yl MgCly-Lésung (100 mM) und 8 pl Shc-Y317-Losung (1,1 mM) versetzt.
Das Peptid Shc-Y317 mit der AS-Sequenz RELFDDPSYVNVQNLDK wurde von
Gunther Jahreis synthetisiert und gereinigt. Aul3erdem wurden je 8 pl von Losungen der
jeweiligen Effektoren zugeflgt. Darauf folgte eine Inkubation der Reaktionsansatze flr
30 Minuten bei 25°C. Dann wurden je 9 ul der Reaktionsansatze in 3,5l

Abstoppldsung uberflhrt.
Abstopplosung: 250 mM EDTA

AnschlieRend wurde die Phosphorylierung von Shc-Y317 durch das Versetzen der
Reaktionsansatze mit 3 yl ATP-Lésung (20 mM) gestartet. Die Ansatze wurden bei
25°C inkubiert. Nach 7,5 und nach 15 Minuten wurden je 10 ul der Reaktionsansatze in

2,5 ul Abstopplosung Uberfuhrt. Die Analyse der Proben erfolgte durch HPLC.

2310 HPLC
Die Proben mit dem Volumen 12,5yl wurden mit je 12,5yl HPLC-Probenpuffer
versetzt. Pro Lauf wurden 20 pl Probe in die Probenschleife injiziert.

HPLC-Probenpuffer: 50 % Essigsaure

Die Trennungen erfolgten an einer Class-LC10-Anlage (Shimadzu, Kyoto) unter
Verwendung einer Vydac 218TP C18-Saule (Abmessungen 250x4,6 mm, Partikelgrofie
5 uym, Grace, Columbia). Die Arbeitstemperatur lag bei 40°C, die Flussrate betrug
1 ml/min. Als Laufmittel dienten Wasser und Acetonitril, denen jeweils 0,1 % TFA
beigemengt war. Die Elution erfolgte durch einen linearen Gradienten von 10-40 %
Acetonitril innerhalb von 30 Minuten. Mit einem UV-Diodenarray-Detektor wurde die

Absorption des Durchlaufs bei 220 und bei 280 nm gemessen.
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2.4 Zellkultur

241 Erhaltung der verwendeten Zelllinien
Die in Tabelle 6 angefuhrten Zelllinien wurden nach den Vorgaben der ATCC
(Manassas) kultiviert. DMEM und RPMI wurden von PAA (Linz), TriEx Insect Cell

Medium von Novagen (Darmstadt) und FBS von Biowest (Nuaillé) bezogen.

Tabelle 6: Im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete Zelllinien.

Name ATCC-Nummer Medium Temperatur (°C) CO; (%)
A-431 CRL-1555 DMEM mit 10% FBS 37 8,5
HelLa CCL-2 DMEM mit 10% FBS 37 8,5
HL-60 Clone 15 CRL-1964 RPMI mit 10% FBS 37 5,0
Jurkat TIB-125 RPMI mit 10% FBS 37 5,0

P19 CRL-1825 o-MEM mit 10% FBS 37 5,0

Sf9 CRL-1711 TriEx Insect Cell Medium 25 -

THP-1 TIB-202 RPMI mit 10% FBS 37 5,0

24.2 Transfektion von Sf9-Zellen
Zur Generierung von Baculoviren wurden Sf9-Zellen mit Nanofectin (PAA, Linz)
transfiziert. Fur die Transfektion von rund 200.000 Zellen in einem Well einer 6-Well-
Platte wurde eine Lésung von 3 ug DNA (pFastBac1-EGFRgss-1022 0der pFastBac1-
EGFRes9-1210) in 100 pl Saline erstellt.

Saline: 150 mM NaCl

Aulerdem wurden 9,6 yl Nanofectin in 90,6 ul Saline aufgenommen. Dann wurde die
Nanofectin-Suspension zu der DNA-L6sung pipettiert. Die entstandene DNA-Komplex-
Suspension wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren durchmischt, fir
15 Minuten bei RT inkubiert und dem sich im Well befindenden Medium tropfenweise
zugeflgt. Dann wurde die Platte fur 18 Stunden bei 25°C inkubiert. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen, und schlieBlich wurden 2 ml Medium zugefligt. Nach
erneuter Inkubation fur 72 Stunden bei 25°C enthielt das Medium den entsprechenden
Virus.



2 Material und Methoden 33

24.3 Transfektion von humanen Krebszellen

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden die humanen Krebszellen mit der
Calciumphosphat-Methode transfiziert (Jordan und Wurm, 2003). Fir die Transfektion
von rund 200.000 Zellen in einem Well einer 6-Well-Platte wurde eine Losung von 8 ug
DNA (pCMV-Tag2B-EGFRggs-1210 oder pEGFP-FKBP12) in 87,5 ul Wasser erstellt.

Dann wurden 12,5 pl Ca®*-Ldsung zugesetzt.
Ca**-Losung: 2M CaCl,

AnschlieRend wurden 100 ul Prazpuffer zugefligt. Die Losung wurde durch mehrfaches
Auf- und Abpipettieren durchmischt und fur 15 Minuten bei RT inkubiert.

Prazpuffer: 50 mM HEPES pH 7,05
280 mM NaCl
10 mM KClI
1,5 mM NaH,PO,
12 mM Glukose

Die entstandene DNA-Prazipitat-Suspension wurde dem sich im Well befindenden
Medium tropfenweise zugefugt, und die Platte wurde fur 18 Stunden bei 37°C inkubiert.
Dann wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Schlie3lich wurden 2 ml Medium
zugeflgt. Nach erneuter Inkubation flr 24 Stunden bei 37°C standen die Zellen fur die
Konfokal-Mikroskopie, die Untersuchung der EGF-induzierten EGFR-Autophosphory-

lierung oder die Ko-Immunprazipitation zur Verfigung.

244 Induktion von RNAi in humanen Krebszellen

Zum Induzieren von RNAi wurden humane Krebszellen mit Nanofectin siRNA (PAA,
Linz) transfiziert. Fur die Transfektion von rund 200.000 Zellen in einem Well einer
6-Well-Platte wurden einer Losung von 2 ug RNA in 100 yi DMEM 100 ul einer
Nanofection siRNA-Suspension in DMEM zugeflgt.

RNA-Sequenz fiir RNAi gegen FKBP12: 5’ -CCACUCUCGUCUUCGAUGUUU-3"
3/ -UUGGUGAGAGCAGAAGCUACA-5"

RNA-Sequenz unspezifische Kontrolle: 5’ -AGGUAGUGUAAUCGCCUUGUU-3 "
3’ -UUUCCAUCACAUUAGCGGAAC-5"

Die entstehende RNA-Komplex-Suspension wurde durch mehrfaches Auf- und

Abpipettieren durchmischt, fur 20 Minuten bei RT inkubiert und dem sich im Well
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befindenden Medium tropfenweise zugefugt. Dann wurde die Platte fur 18 Stunden bei
37°C inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, und schliel3lich wurden
2 ml Medium zugefligt. Nach erneuter Inkubation fur 48 Stunden bei 37°C standen die
Zellen fur FACS-Messungen oder die Untersuchung der EGF-induzierten EGFR-
Autophosphorylierung zur Verfugung.

245 Erstellung von Zelllysaten
Die in einem Well einer 6-Well-Platte nahezu konfluent gewachsenen Zellen wurden

zweimal mit PBS gewaschen.

PBS: 6 mM NaH,PO, pH 7,4
136 mM NaCl
4 mM KClI

Nach dem Absaugen des PBS wurden 50 ul Lysepuffer zugefugt.

Lysepuffer in PBS: 1% NP-40
1 Tablette/10 ml Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel)

Mit einem Zellschaber wurden die Zellen von der Wachstumsflache geschabt, Die
resultierende Suspension wurde durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
homogenisiert, in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefaly dberfuhrt, fur 30 Sekunden
gevortext und zentrifugiert (14.500x g, 10 Minuten, 4°C). 40 ul des Uberstandes wurden
in 40 yl SDS-Probenpuffer tberfihrt und fir 5 Minuten bei 95°C inkubiert.

SDS-Probenpuffer: 150 mM Tris-HCI pH 6,8
80 mM SDS
10 % Glycerin
5% Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Die Proben konnten nun durch SDS-PAGE oder Western-Blot-Analyse untersucht

werden.
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2.4.6 Konfokal-Mikroskopie

30 yl Medium mit rund 25.000 Zellen wurden in einen Kanal eines u-Slide VI (ibidi,
Martinsried) gefullt. AnschlieRend wurde die Platte fur 4 Stunden bei 37°C inkubiert, um
das Anheften der Zellen zu ermoglichen. Daraufhin wurden weitere 100 pl Medium in
den Kanal geflllt, gefolgt von einer weiteren Inkubation bei 37°C fur 14 Stunden. Zum
Fixieren wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fur 10 Minuten in 100 pl
4 %iger Formaldehyd-Ldsung in PBS inkubiert. Diese und alle folgenden Inkubationen
erfolgten bei RT. Erneut wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, um dann fur
1 Minute in 100 yl Methanol inkubiert zu werden. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und fur 5 Minuten in 100 pl 2 %iger Glycin-LOosung in PBS inkubiert.
SchlieBlich wurden die Zellen fir 60 Minuten in 100 ul 4 %igem Milchpulver in PBS
inkubiert. Zum Farben wurden zunachst 100 ul Lésung 1 in den Kanal geflllt und die
Platte fur 60 Minuten inkubiert.

Lésung 1 in PBS: 4 % Milchpulver
10 pg/ml DAPI
1:100 primare AK

AnschlieRend wurden die Zellen dreimal fur 5 Minuten mit 100 ul 4 %igem Milchpulver
in PBS gewaschen. Dann wurden 100 yl Lésung 2 zugegeben und die Platte flr
60 Minuten inkubiert.

Losung 2 in PBS: 4 % Milchpulver
1:100 entsprechende sekundare AK

Die sekundaren AK waren mit AlexaFluor488 bzw. Rhodamine Red-X konjugiert
(Molecular Probes, Eugene). Die Zellen wurden zweimal fur 5 Minuten mit 100 pl
4 %igem Milchpulver in PBS und zweimal mit 100 yl PBS gewaschen. Dann wurde das
Praparat am Konfokal-Mikroskop Confocal C1 (Nikon, Tokio) analysiert. Dabei wurden
das Objektiv PL APO 60x (Oil) und eine Auflésung von 512 x 512 Pixeln gewahlt.
Dargestellt sind Falschfarbenbilder, wobei die gewahlte Farbe ungefahr der des jeweils
emittierten Lichtes entspricht.
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24.7 FACS-Analyse

Die in einem Well einer 6-Well-Platte wachsenden Hela-Zellen wurden zweimal mit
PBS gewaschen. Anschlielend wurden 500 pl Trypsin-Lésung (0,5 mg/ml) zugefugt.
Die Platte wurde fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurden 500 yl Medium
zugefugt und die Zellsuspension in ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefaly uberfuhrt. Mit der
Tischzentrifuge wurden die Zellen pellettiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen
wurden in 500 pl 80 %igem Ethanol resuspendiert und fur 5 Minuten bei RT inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in 500 pl

Messpuffer resuspendiert und fur 1 Stunde bei RT inkubiert.

Messpuffer in PBS: 100 pg/ml RNase A
50 pg/ml Propidiumiodid

AnschlieRend wurden die Proben am FACSort (Becton-Dickinson, Franklin Lakes)
vermessen. Die Zellzyklus-Profile wurden mit dem Programm FlowJo (Tree Star,
Ashland) ausgewertet. Die Experimente wurden dreimal durchgefuhrt. Angegeben sind
das arithmetische Mittel und die Standardabweichung der Anzahl der sich in den

jeweiligen Zellzyklus-Phasen befindenden Zellen.

2.4.8 Scratch migration-Assay

Der scratch migration-Assay wurde ahnlich wie in der Literatur beschrieben
durchgefuhrt (Dioufa et al., 2010). Nahezu konfluent gewachsene HelLa-Zellen in einem
Well einer 6-Well-Platte wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend fir
18 Stunden bei 37°C in Serum-freiem DMEM inkubiert. Dann wurden die
gekennzeichneten Effektoren zugefugt, gefolgt von einer erneuten Inkubation bei 37°C
fur 4 Stunden. Mit einer Pipettenspitze wurde ein Spalt mit einer Breite von rund 600 pym
in die Zellschicht geritzt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS und dem Zufigen von
Serum-freiem DMEM mit den entsprechenden Effektoren wurde das Schliellen des
Spaltes am Mikroskop TE-DH100W (Nikon, Tokio) dokumentiert. Dabei wurde darauf
geachtet, dass immer wieder derselbe Ausschnitt des Praparats analysiert wurde. Aller
24 Stunden wurde das Medium gewechselt. Der Einfluss jedes Effektors wurde dreifach
bestimmt. Angegeben sind das arithmetische Mittel und die Standardabweichung der

jeweiligen Spaltbreite.
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249 Chemotaxis-Assay

Der Chemotaxis-Assay wurde ahnlich wie in der Literatur beschrieben (Boyden, 1962)
unter Verwendung einer 48-Well-Boyden-Kammer (Neuro Probe, Gaithersburg)
durchgefuhrt. Zunachst wurden je 26 pl einer 0,1 %igen BSA-Losung in Serum-freiem
RPMI-Medium in den unteren Kompartimenten der auf 37°C temperierten Kammer
vorgelegt. Aullerdem enthielten diese Losungen die angegebenen Konzentrationen des
jeweiligen Chemoattraktors. Dann wurde eine perforierte Polycarbonat-Membran (PVP-
frei, Porendurchmesser 5 um, Porendichte 4-10° Poren/mm?) mit der glanzenden Seite
nach oben aufgelegt. Nachdem auch die Dichtung und die Deckkammer aufgebracht
waren, wurde die Kammer verschraubt. In jedes Kompartiment wurden 50 pl
Zellsuspension in RPMI/BSA gefilllt (Zelldichte je nach Zelltyp 1:10° - 8:10° Zellen/ml).
Anschlielend wurde die Kammer fur 45 Minuten -2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Danach wurde die Membran entnommen, und ihre obere Seite wurde mit PBS
gewaschen. An dieser Seite verbliebene Zellen wurden abgeschabt. Die Membran
wurde auf einen Objekttrager gelegt und getrocknet. SchlieBlich wurden 3 Tropfen
Farbeldésung auf die Membran gebracht und ein weiterer Objekttrager auf die Membran

gelegt.
Farbelésung in PBS: 5 pg/ml DAPI

Nach 5 Minuten wurde am Mikroskop TE-DH100W (Nikon, Tokio) ein Fluoreszenzbild
jedes Wells aufgenommen (Anregung 340-380 nm, Detektion 435-458 nm). Die
fluoreszierenden Zellkerne wurden gezahlt. Der Einfluss jeder Chemoattraktor-
Konzentration wurde vierfach bestimmt. Angegeben sind das arithmetische Mittel und
die Standardabweichung des jeweiligen chemotaktischen Indexes.

2410 P19-Zell-Differenzierung

Die Differenzierung wurde ahnlich wie in der Literatur beschrieben durchgefuhrt (Jones-
Villeneuve et al.,, 1982). Rund 200.000 exponentiell wachsende P19-Zellen in 2 ml
Medium wurden in die Wells einer 6-Well-Platte mit hydrophiler Wachstumsflache
(Katalog-Nummer 3471, Corning, New York) gesat. Dem Medium wurde RA zugefugt
(500 nM). Die Platte wurde fur 2 Tage bei 37°C inkubiert. Die wahrend dieser Zeit
gebildeten Spharoide wurden durch Zentrifugation (300x g, 5 Minuten, 20°C) pellettiert

und die Uberstande verworfen. Die Spharoide wurden mit PBS gewaschen, in 200 pl
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Trypsin-Losung (0,5 mg/ml) resuspendiert und fur 5 Minuten bei 20°C inkubiert.
AnschlieRend wurden 2 ml Medium zugeflgt. Die Zellsuspensionen wurden in die Wells
einer 6-Well-Platte gesat und fur 3 Tage bei 37°C inkubiert. Die Untersuchung der
Zellen erfolgte mittels Western-Blot-Analyse oder Konfokal-Mikroskopie.

2411 MTT-Assay

Der MTT-Assay wurde ahnlich wie in der Literatur beschrieben durchgefihrt (Mosmann,
1983). Rund 7.000 exponentiell wachsende HelLa- bzw. P19-Zellen in 66 pl Medium
wurden in die Wells einer 96-Well-Platte gesat und fur 18 Stunden bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurden jedem Well 66 pl CsA enthaltendes Medium zugefligt. Die CsA-
Endkonzentrationen lagen bei 0, 0,39, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 25,0, 50,0 bzw.
100 uM. Die Platte wurde fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wurden jedem Well
66 ul MTT in Medium (1 mg/ml) zugefugt und die Platte fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert.
Schliel3lich wurde das Medium abgenommen und jedem Well 100 yL DMSO zugefugt.
Am Plattenlesegerat VersaMax (Molecular Devices, Sunnyvale) wurden die
Extinktionen bei 570 nm bestimmt. Einige Wells hatten zellfreies Medium enthalten. Die
Extinktion der in diesen Wells befindlichen Losung diente als Leerwert und wurde von
den anderen Extinktionen subtrahiert. Die Extinktion der Losungen in den Wells, denen
kein CsA zugefugt worden war, entsprach der relativen Zellzahl 100 %. Der Einfluss
jeder CsA-Konzentration wurde dreifach bestimmt. Angegeben sind das arithmetische

Mittel und die Standardabweichung der relativen Zellzahlen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Modulation der EGFR-Kinasektivitat durch FKBP12

3.1.1 Der Einfluss von FKBP12 auf die Kinaseaktivitat von EGFR

3.1.1.1 Der Einfluss von FKBP12 auf die Autophosphorylierung von EGFR

in A-431-Zelllysaten
Zunachst wurde der Einfluss von FKBP12 auf die Autophosphorylierung des Volllangen-
EGFR untersucht, um die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Wetzker zu reproduzieren
(Lopez-llasaca etal., 1998). Dazu wurden exponentiell wachsende A-431-Zellen
gewaschen, mittels NP-40 lysiert und das Lysat durch Zentrifugation geklart. Das
geklarte Lysat enthielt 0,8 yM FKBP12. Die Konzentration wurde durch
densitometrische Analyse eines Western-Blots unter Verwendung von Anti-FKBP12 AK
bestimmt. Als Standards dienten Lésungen von rekombinantem FKBP12
(Abbildung 2a). Dem geklarten Lysat wurden EGF (250 nM) und Mg?*-lonen (10 mM)
zugefugt. Die entstandene LOsung stellte ein zellfreies System zur Untersuchung der
Autophosphorylierung des EGFR dar.
Ein Aliquot der Lésung wurde mit dem FKBP-Inhibitor FK506 (10 uM) versetzt. Dadurch
befand sich nahezu kein aktives FKBP12 im Reaktionsansatz. Einem zweiten Aliquot
wurde ein entsprechendes Volumen an Puffer zugeflgt. In diesem Reaktionsansatz
befanden sich 0,4 uM FKBP12. Einem dritten Aliquot wurde rekombinantes FKBP12
(5 M) zugefugt. In diesem Reaktionsansatz befanden sich insgesamt 5,4 uM FKBP12.
Die drei Reaktionsansatze wurden fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde
die Autophosphorylierung durch die Zugabe von ATP (2 mM) gestartet. Nach erneuter
Inkubation fiir 60 Minuten auf Eis wurde die Reaktion durch Uberfiihrung der
Reaktionsansatze in SDS-Probenpuffer und Inkubation bei 95°C gestoppt. Die in den
Proben enthaltenen Proteine wurden durch SDS-PAGE in 7,5 %igen Gelen aufgetrennt.
Die Detektion des EGFR und des phosphorylierten EGFR erfolgte mittels Western-Blot-
Analyse unter Verwendung von Anti-EGFR AK und mehreren Phosphorylierungsstellen-
spezifischen AK (Abbildung 2b).
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Abbildung 2: Der Einfluss von FKBP12 auf die Autophosphorylierung von EGFR in
A-431-Zell-Lysaten. (a) Losungen von rekombinantem FKBP12 und A-431-Zelllysat wurden
mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Durch Densitometrie wurde in A-431-Zelllysat eine
FKBP12-Konzentration von 0,8 uyM ermittelt. (b) A-431-Zellysat wurde in Gegenwart von
FK506, keinem Effektor bzw. FKBP12 fir 30 min inkubiert. Anschlieend wurde die
Autophosphorylierung durch Zufligen von ATP gestartet. Die Detektion erfolgte durch Western-
Blot-Analyse unter Verwendung von Anti-EGFR AK und mehreren Phosphorylierungsstellen-
spezifischen AK. (c) Bestimmung des relativen Phosphorylierungsgrades der einzelnen
Phosphorylierungsstellen durch densitometrische Analyse der Western-Blots. 250 nM EGF,
10 mM Mg”, 10 uM FK506, 5 yM FKBP12, 2 mM ATP, Reaktionszeit 60 min, Temperatur 0°C.
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Alle Reaktionsansatze enthielten die gleiche Menge an EGFR. Der EGFR war an allen
untersuchten Tyrosin-Resten phosphoryliert. Fur alle untersuchten Tyrosin-Reste hing
der Grad der Phosphorylierung von der im Reaktionsansatz vorhandenen Menge an
aktivem FKBP12 ab. Je mehr aktives FKBP12 vorhanden war, desto niedriger war der
Phosphorylierungsgrad. Die Western-Blots wurden densitometrisch analysiert. 5,4 uM
aktives FKBP12 bewirkten einen um 64 % reduzierten Gesamtphosphorylierungsgrad
im Vergleich zu dem Reaktionsansatz, der nahezu kein aktives FKBP12 enthielt
(Abbildung 2c).

3.1.1.2 Die Herstellung des Fragments EGFRgg9-1210

Das in 3.1.1.1 eingesetzte zellfreie System enthielt neben dem EGFR und FKBP12 eine
Vielzahl anderer Proteine. Das beschriebene Experiment gibt keinen Aufschluss
daruber, ob FKBP12 direkt mit dem EGFR interagiert oder ob andere Proteine den
Einfluss von FKBP12 vermitteln. Um zwischen diesen beiden Moglichkeiten zu
unterscheiden, wurde das Fragment EGFRgg9.1210 rekombinant hergestellt (Tabelle 7).
Es umfasst den gesamten intrazellularen Bereich des Rezeptors (Ullrich et al., 1984).
Die extrazellulare Region und die Transmembran-Helix des EGFR wurden durch einen
Strep-Tag Il ersetzt.

Tabelle 7: Das Fragment EGFRgg9.1210. SDS-PAGE in einem 10 %igen Gel, Farbung mit Coomassie.

Konstrukt Beschreibung SDS-PAGE
NH;" M
EGFR669-1210 Strep-Tag |
Juxtamembran-Region :
" |e= 64kDa
Kinasedoméne -
-
S
regulatorische Region
—
coo
=
AS-Sequenz: MGGSWSHPQFEK-EGFRees.1210 o. SN
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EGFRess.1210 wurde mit dem Bac-to-Bac®-System (Invitrogen, Carlsbad) in
TriEx™-Zellen (Novagen, Darmstadt) exprimiert und (ber eine Streptactin-Saule
(IBA, Gottingen) gereinigt. AnschlieRend wurde es unter Verwendung eines
Konzentrierungs-Rohrchens (Millipore, Billerica) umgepuffert. Eine Stammlésung mit
der Konzentration 1 yM wurde in 20 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl und
2 mM DTT bei -80°C gelagert.

3.1.1.3 Der Einfluss von FKBP12 auf die Autophosphorylierung von EGFRgg9.1210
Zunachst wurde untersucht, ob EGFRege-1210 zur Autophosphorylierung befahigt ist.
Dazu wurden einer Lésung von EGFRego.1210 Mg®*-lonen (10 mM) und ATP (2 mM)
zugeflgt, ein Kontrollansatz enthielt kein ATP. AnschlieRend wurde das Gemisch fur
60 Minuten bei 25°C inkubiert, in SDS-Probenpuffer dberfihrt und fir 5 Minuten bei
95°C inkubiert. Die Proben wurden durch SDS-PAGE in einem 10 %igen Gel und
Coomassie-Farbung analysiert (Abbildung 3). Wahrend der Inkubation in Gegenwart
von ATP wurde EGFRgg9-1210 autophosphoryliert. Dabei anderte sich die Laufhdhe des
Proteins im SDS-Gel von 64 kDa zu 75 kDa.

- ATP + ATP

M
' < 75kDa
| —

Abbildung 3: Autophosphorylierung von EGFRggg.1210- Das rekombinante Protein wurde
in Abwesenheit oder Anwesenheit von ATP inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben
durch SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. 10 mM Mg”, 2mM ATP,
Reaktionszeit 60 min, Temperatur 25°C, 10 %iges Gel.

Dann wurden die Phosphorylierungsgrade von EGFRggg-1210 und Phospho-EGFRgs9-1210
untersucht. Die beiden dominanten Banden aus Abbildung 3 wurden ausgeschnitten,
tryptisch verdaut und von Angelika Schierhorn mittels Nano-LC MS untersucht (Agilent
Technologies, Santa Clara). Die Spektren befinden sich im Anhang. Die
Sequenzabdeckung lag fur EGFReesg-1210 bei 76 % und fur Phospho-EGFRggg.1210 bei
62 %. Fur jeden Tyrosin-Rest, fur den Autophosphorylierung beschrieben ist (Morandell
et al., 2008), wurde in EGFRegg9-1210 das nicht-phosphorylierte Peptid und in Phospho-
EGFRes9-1210 das entsprechende phosphorylierte Peptid detektiert. Einige nicht-
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phosphorylierte beziehungsweise phosphorylierte Peptide wurden sowohl in
EGFRggo-1210 als auch in Phospho-EGFRgeg.1210 detektiert. Aus dem Verhaltnis der
Peakflachen der phosphorylierten und der nicht-phosphorylierten Peptide liel3 sich der
Phosphorylierungsgrad der einzelnen Tyrosin-Reste abschatzen (McLachlin und Chait,
2001, Tabelle 8). Es zeigte sich, dass EGFRggs.1210 an 8 % der Tyrosin-Reste
phosphoryliert war (arithmetisches Mittel der Phosphorylierungsgrade aus Tabelle 8).
Wahrscheinlich war die Phosphorylierung bereits wahrend der Expression des
EGFReso-1210 in den TriEx-Zellen erfolgt. Phospho-EGFResg.1210 wWar an 94 % der
Tyrosin-Reste phosphoryliert (arithmetisches Mittel der Phosphorylierungsgrade aus
Tabelle 8).

Tabelle 8: Phosphorylierungsgrade der einzelnen Tyrosinreste in EGFRggo.1210 und Phospho-

EGFRgg9.1210- Die Banden aus Abbildung 3 wurden von Angelika Schierhorn mittels Nano-LC MS
untersucht. Anhand der Peakflachen wurde der Phosphorylierungsgrad abgeschatzt.

Tyrosinrest EGFReg9-1210 Phospho-EGFRggg.1210
(Phosphorylierungsgrad in %) (Phosphorylierungsgrad in %)

869 0 100
998 5 77
1016 3 100
1069 0 81
1092 19 100
1110 13 100
1172 20 90
1197 0 100

gesamt 8 94

Im Folgenden wurde der Einfluss von FKBP12 auf die Autophosphorylierung von
EGFRes9-1210 untersucht. Dazu wurde EGFRegso-1210 (0,5 uM) ohne Effektor oder in
Gegenwart von FKBP12 (5 uM) fur 30 Minuten bei 25°C inkubiert. Ein Kontrollansatz
enthielt zusatzlich zu FKBP12 den FKBP-Inhibitor FK506 (10 uM), ein weiterer
Kontrollansatz enthielt anstelle von FKBP12 die PPlase CypA (5 uM). CypA verfugt
Uber eine andere Substratspezifitat als FKBP12 und ist deshalb als Kontrollprotein gut
geeignet. Durch die Zugabe von ATP (2 mM) wurde die Autophosphorylierung gestartet,
zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen. Diese Proben wurden durch
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert (Abbildung 4).
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Das Experiment wurde als Dreifachbestimmung durchgefihrt. Die Banden des
EGFRggg-1210 und des Phospho-EGFRggg.1210 wurden densitometrisch quantifiziert. Mit
fortschreitender Inkubationszeit nahm die Menge an EGFRggso-1210 ab, gleichzeitig nahm
die Menge an Phospho-EGFRggg.1210 zu. Aufgrund der sukzessiven Phosphorylierung
der regulatorischen Region (Guo et al., 2003) wurde auRerdem EGFRegs9-1210 detektiert,

dessen Phosphorylierungsgrad zwischen 8 und 94 % lag.

Start 5 min 10 min 20 min 40 min
e S kein Effekt
— ein Effektor
_ e . 5 uM FKBP12
—— <]
- = ——
5 yM FKBP12 und 10 uM FK506
gy Shees 5 uM CypA
PrOS— . |
Effektor Phospho-EGFRgg9.1210 Nach 10 Minuten (%)
kein Effektor 302
FKBP12 19+1
FKBP12/FK506 27 2
CypA 27 +2

Abbildung 4: Der Einfluss von FKBP12 auf die Autophosphorylierung von
EGFRgg9.1210- Das rekombinante Protein wurde in Gegenwart der aufgefiihrten Effektoren
der Autophosphorylierung unterzogen. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben
entnommen und mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung analysiert. WeiRe Pfeilkopfe
EGFReggo.1210 Vor der Phosphorylierung. Schwarze Pfeilkopfe Phospho-EGFRggg.1210 Nach
10 Minuten. Die anderen Banden entsprechen teilweise phosphoryliertem EGFRggg.1210-
Gezeigt sind reprasentative Gele der Dreifachbestimmung. Durch Densitometrie wurde die
Menge an Phospho-EGFRgg9.1219 Nach 10 Minuten ermittelt. 10 mM Mg2+, 2mM ATP,
Temperatur 25°C, 10 %ige Gele.

Die Gegenwart von FKBP12 bewirkte langsamere Autophosphorylierung. Der grofite
Unterschied zwischen der Menge an Phospho-EGFRegesg-1210 im Ansatz ohne Effektor
und im FKBP12 enthaltenden Ansatz bestand 10 Minuten nach Reaktionsbeginn. Der
Ansatz ohne Effektor enthielt nach 10 Minuten 30 £ 2 % Phospho-EGFRggg-1210. Dieser
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Wert ist der Quotient aus dem Volumen der durch den schwarzen Pfeilkopf
gekennzeichneten Bande und dem Volumen der durch den weillen Pfeilkopf
gekennzeichneten Bande. Der FKBP12 enthaltende Ansatz enthielt nach 10 Minuten
nur 19 +1 % Phospho-EGFRes9-1210. Damit war ein direkter Einfluss von FKBP12 auf
die Autophosphorylierung gezeigt. In Gegenwart von FK506 hatte FKBP12 ebenso wie
CypA kaum einen Einfluss auf die Autophosphorylierung (jeweils 27 £ 2 %).

3.1.1.4 Die Herstellung des Fragments EGFRgg9.1022

Bei der unter 3.1.1.3 beschriebenen Autophosphorylierung fungierte EGFRgs9-1210
gleichzeitig als Tyrosinkinase und als Phosphorylierungssubstrat. Um herauszufinden,
ob FKBP12 eher die Enzym- oder die Substrateigenschaften des EGFR beeinflusst,
wurde das Fragment EGFReesg-1022 rekombinant hergestellt (Tabelle 9) und zur
Phosphorylierung eines alternativen Substrats eingesetzt. EGFRgg9-1022 Unterscheidet
sich von EGFReggg-1210 durch die Deletion der regulatorischen Region, in der sich fast
alle durch Autophosphorylierung phosphorylierbaren Tyrosinreste befinden (Morandell
etal.,, 2008). Die Reinigung und Lagerung erfolgte wie in 3.1.1.2 fur EGFRgs9-1210
beschrieben.

Tabelle 9: Das Fragment EGFRgg9.1922. SDS-PAGE in einem 10 %igen Gel, Farbung mit Coomassie.

Konstrukt Beschreibung SDS-PAGE
NH," M
EGFRGeg9-1022 -
Strep-Tag -
Juxtamembran-Region -
—
Kinasedomane - . |«m42kDa
-
coo —
—
AS-Sequenz: MGGSWSHPQFEK-EGFRggs.1022 vl
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3.1.1.5 Der Einfluss von FKBP12 auf die Kinaseaktivitat von EGFRggg.1022
Der EGFR ist nicht nur zur Autophosphorylierung befahigt, er ist auch in der Lage,
Tyrosin enthaltende Peptide zu phosphorylieren (Hsu et al., 1990). Zum Beispiel ist das
vom SHC-transforming protein 1 (Swiss-Prot-Eintrag P29353) abgeleitete Peptid

Shc-Y317: RELFDDPSYVNVQNLDK (AS 309-325 des SHC-transforming protein 1)

ein Substrat des EGFR (Fan et al., 2004). Einer Lésung von Shc-Y317 (220 yM) und
EGFRes9-1022 (0,25 uM) wurde ATP (2 mM) zugefugt. Aliquots des Reaktionsansatzes
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten in EDTA-L6sung Uberfihrt, um die Reaktion
abzustoppen. Diese Proben wurden mittels HPLC untersucht (Abbildung 5a). Vor der
Reaktion hatte Shc-Y317 eine Retentionszeit von 17,61 Minuten (blaues Laufprofil). Der
Peak wurde aufgefangen und von Angelika Schierhorn mittels ESI MS untersucht
(FlexAnalysis, Bruker Daltonics, Billerica). Das ermittelte Molekulargewicht entsprach
dem flr Shc-Y317 errechneten Molekulargewicht (gemessen 2051,0 Da, errechnet
2051,2 Da, Abweichung 0,01 %). Nach 120 Minuten Reaktionszeit hatte das Peptid eine
Retentionszeit von 16,66 Minuten (rotes Laufprofil). Auch dieser Peak wurde
aufgefangen und massenspektrometrisch untersucht. Das ermittelte Molekulargewicht
entsprach dem fiur Phospho-Shc-Y317 errechneten Molekulargewicht (gemessen
2130,9 Da, errechnet 2130,2 Da, Abweichung 0,03 %).

Die dem Shc-Y317 entsprechenden Peaks wurden in den Grenzen 17,47 und
17,81 Minuten integriert. Die dem Phospho-Shc-Y317 entsprechenden Peaks wurden in
den Grenzen 16,50 und 16,84 Minuten integriert (Abbildung 5a). Die Peakflachen
wurden in die Konzentrationen umgerechnet und in Abhangigkeit von der Reaktionszeit
aufgetragen (Abbildung 5b). Nach 120 Minuten war Shc-Y317 fast vollstandig
phosphoryliert, das bei der Retentionszeit 17,61 Minuten verbleibende Signal wurde
vermutlich durch eine Verunreinigung des Peptids hervorgerufen. Wahrend der ersten
15 Minuten der Reaktion nahm die Konzentration an Phospho-Shc-Y317 linear zu. Der
Anstieg entsprach der Reaktionsgeschwindigkeit Vgeaktion-

Nun wurde der Einfluss von FKBP12 auf die Kinaseaktivitat von EGFReggg-1022 untersucht
(Abbildung 5¢). Dazu wurden die Phosphorylierungsansatze vor dem Beginn der
Reaktion fur 30 Minuten bei 25°C inkubiert. Die Ansatze enthielten entweder keinen
Effektor, FKBP12 (5 uM), FKBP12 (5 uM) und zusatzliches FK506 (10 uM) oder CypA
(5 uM). Die Experimente wurden als Dreifachbestimmung durchgefuhrt. FKBP12
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inhibierte die Kinaseaktivitat von EGFRggg-1022. VReaktion Wurde von 5,0 +0,1 auf
3,0 £ 0,1 uM/min reduziert. FKBP12/FK506 beziehungsweise CypA hatten einen nur
geringen Einfluss auf die Kinaseaktivitdt (Vgeakion Von 4,2 £ 0,2 beziehungsweise
4,6 + 0,4 uM/min).
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Abbildung 5: Der Einfluss von FKBP12 auf die Kinaseaktivitit von EGFRggg.1022-
(a) Phosphorylierung von Shc-Y317. Einer Lésung von EGFRggg.1022 Und Shc-Y317 wurde
ATP zugefigt, dadurch wurde die Phosphorylierung gestartet. Zu den gekennzeichneten
Zeitpunkten wurden Proben entnommen, diese wurden mittels HPLC analysiert. Dargestellt
sind die HPLC-Profile. (b) Die Peakflachen des Shc-Y317 und des Phospho-Shc-Y317
wurden ermittelt, in die Konzentrationen umgerechnet und gegen die Reaktionszeit
aufgetragen. Wahrend der ersten 15 Minuten der Reaktion war die Reaktionsgeschwin-
digkeit konstant. (c) Dem Reaktionsansatz wurden die gekennzeichneten Effektoren
zugefugt. Nach Inkubation fir 30 Minuten wurde die Phosphorylierung durch Zufligen von
ATP gestartet. Das Experiment wurde als Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Aus den
erhaltenen Daten wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten und die Standardabweichungen
errechnet. 0,25 uM  EGFRggo.1020, 220 yM  Shc-Y317, 10 mM Mg”, 2mM ATP,
Temperatur 25°C.
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3.1.2 Die physikalische Interaktion zwischen FKBP12 und EGFR

3.1.21  Pull down von EGFR mit GST-FKBP12

Im Folgenden wurde versucht, mittels Pull down eine Bindung des EGFR an FKBP12
nachzuweisen. Der Pull down wurde am AKTAprime-System (GE Healthcare, Chalfont
St Giles) unter Verwendung einer 1 ml-Glutathion-Saule durchgefuhrt. Durch diesen
experimentellen Ansatz konnte einerseits ein groles Volumen der den EGFR
enthaltenden Losung eingesetzt werden, andererseits konnte die Absorption des

Durchlaufs bei A= 280 nm bestimmt werden (siehe 2.3.5).

Coomassie

fmm 170 kDa

=1
=],

(]~

e
. 8 BRI

mm 38 kDa

Anti-EGFR AK

<= 170 kDa

Abbildung 6: Pull down von EGFR mit
GST-FKBP12. Eine 1 ml-Glutathion-
Saule wurde mit GST-FKBP12 beladen.
Dann wurde A-431-Zelllysat Uber die
Saule geleitet. Die Elution erfolgte mittels
Glutathion-Lésung. Der Input (i), ein
Proteingrofenmarker (M) und das Eluat
() wurden mittels SDS-PAGE und
Coomassie-Farbung (oben) bzw.
Western-Blot-Analyse unter Verwendung
von Anti-EGFR AK (unten) untersucht.
Die beiden gekennzeichneten
Gelbereiche wurden ausgeschnitten und
massenspektrometrisch untersucht.
10 mM  Glutathion, 7,5 %ige Gele,
Temperatur 4°C.

Zunachst wurde GST-FKBP12 enthaltendes E. coli-Lysat Uber die Saule geleitet, bis
das am Saulenmaterial immobilisierte Glutathion durch GST-FKBP12 abgesattigt war.

AnschlieBend wurde die Saule mit Bindungspuffer gewaschen. Dann wurde A-431-
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Zelllysat in Bindungspuffer Uber die Saule geleitet, und schlie8lich wurden das GST-
FKBP12 und die etwaigen Interaktionspartner mit einer Lésung von Glutathion (10 mM)
in Bindungspuffer eluiert. Das Eluat wurde mittels SDS-PAGE und Western-Blot-
Analyse untersucht (Abbildung 6).

Die durch schwarze Rahmen gekennzeichneten Bereiche wurden aus dem Gel
geschnitten, tryptisch verdaut und von Angelika Schierhorn mittels MALDI-TOF MS
untersucht (Ultraflex Il, Bruker Daltonics, Billerica). Der EGFR zeigte keine Bindung an
GST-FKBP12. Weder wurde im Coomassie-gefarbten Gel eine Bande mit der Laufhdhe
170 kDa detektiert, noch konnte im Gelstlick 1 der EGFR massenspektrometrisch
identifiziert werden, noch wurde durch Western-Blot-Analyse unter Verwendung von
Anti-EGFR AK eine Bande mit der Laufhdhe 170 kDa detektiert (Abbildung 6). Es
wurden auch keine anderen GST-FKBP12-Interaktionspartner gefunden. Bei der
massenspektrometrischen Analyse von Gelstlick 2 wurden ausschlieRlich von GST
oder von FKBP12 stammende Peptide identifiziert.

3.1.2.2 Ko-Immunprazipitation von FKBP12 mit EGFRgg9.1210

Als Ausgangsmaterial dienten Hela-Zellen, die mit dem Plasmid pCMV-Tag2B-
EGFRes9-1210 transfiziert waren und dadurch das rekombinante Fragment EGFRgg9-1210
exprimierten. EGFRegg9-1210 War mit einem N-terminalen FLAG-Tag versehen. Die Zellen
wurden durch Ultraschall lysiert und die Lysate durch Zentrifugation geklart. Aliquots der
Lysate wurden in Gegenwart von Agarose-Beads, an die Anti-FLAG AK konjugiert war,
fur 30 Minuten inkubiert. Wahrend dieser Zeit sollten EGFRggg.1210 und etwaige
Interaktionspartner an die Beads binden. In je einem Ansatz befanden sich die FKBP-
Inhibitoren FK506 (10 uM) bzw. Rapamycin (10 uM). Dann wurden die Beads
gewaschen, und schlieBlich wurden spezifisch gebundene Proteine durch Inkubation in
Gegenwart des FLAG-Peptides (100 pg/ml) eluiert. Der Input, die Uberstédnde und die
Eluate wurden mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Anti-EGFR AK und
Anti-FKBP12 AK untersucht (Abbildung 7).

Dabei zeigte sich, dass EGFRese-1210 exprimiert worden war, dass der Grofdteil des
EGFRes9-1210 an die Beads gebunden hatte, und dass EGFRggs9.1210 Spezifisch von den
Beads eluiert worden war. Das zellulare FKBP12 wurde lediglich im Input und in den
Uberstanden detektiert. Eine Bindung von FKBP12 an EGFRego.1210 konnte auch durch

Ko-Immunprazipitation nicht nachgewiesen werden.
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Input Uberstand Eluat
FLAG'EGFR669_1210 + - + + + - + + + - -
10 uM FK506 - - -+ - - -+ - - -
10 uM Rapamycin - - S - -+ - -
rekombinantes FKBP12 - - - - - - - - - . +
Anti-EGFR AK | = -apes <@ 64 kDa
Anti-FKBP12 AK — S —— s | <mm12 kDa

Abbildung 7: Ko-Immunprazipitation von FKBP12 mit EGFRggg.1219- HelLa-Zellen, die
mit einem N-terminalen FLAG-Tag konjugierten EGFRgg9.1219 €Xprimierten, wurden lysiert
und fir 30 Minuten mit Agarose-Beads inkubiert, an die Anti-FLAG AK immobilisiert war.
Zwei Ansatzen waren FK506 bzw. Rapamycin beigemengt. Die Elution erfolgte durch das
FLAG-Peptid. Der Input, die Uberstéande, die Eluate und rekombinantes FKBP12 wurden
mittels Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Anti-EGFR AK und Anti-FKBP12 AK
untersucht. Temperatur 0°C, FLAG-Peptid 100 pg/ml, FK506 10 uM, Rapamycin 10 uM.

3.1.2.3 Untersuchung der zellularen Lokalisierung von FKBP12 und EGFR
Zunachst wurden A-431-Zellen untersucht, die mit dem Plasmid pEGFP-FKBP12
transfiziert waren und dadurch das Fusionsprotein eGFP-FKBP12 exprimierten. Die
exponentiell wachsenden Zellen wurden durch Formaldehyd und Methanol fixiert,
anschlieBend wurde die DNA mit DAPI und der EGFR mit Anti-EGFR AK und einem
Rhodamine Red-X-konjugierten Anti-Maus AK gefarbt. Dann erfolgte die
mikroskopische Untersuchung (Confocal C1, Nikon, Tokio) des Praparats
(Abbildung 8).

DAPI eGFP-FKBP12 EGFR Uberlagert

Abbildung 8: Die Lokalisierungen von eGFP-FKBP12 und EGFR in A-431-Zellen.
Exponentiell wachsende, eGFP-FKBP12 exprimierende A-431-Zellen wurden mit
Formaldehyd und Methanol fixiert. Die DNA wurde mit DAPI, der EGFR mit Anti-EGFR AK
und einem Rhodamine Red-X-konjugierten Anti-Maus AK gefarbt. Das Praparat wurde am
Konfokalmikroskop untersucht. Die weilen Pfeile markieren die Ko-Lokalisierung von
EGFR und eGFP-FKBP12. Mikroskop Confocal C1 (Nikon, Tokio).
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Das Fusionsprotein eGFP-FKBP12 war Uber die gesamte Zelle verteilt, dabei war eine
Praferenz flr den Zellkern und die Zellmembran zu verzeichnen. Diese Praferenz wurde
fur eGFP allein nicht beobachtet (Daten nicht gezeigt). Der Uberwiegende Teil des
EGFR lokalisierte im Bereich der Zellmembran. In der Uberlagerung des griinen und
des roten Farbkanals signalisierte eine Gelbfarbung die Ko-Lokalisierung der beiden
Proteine (weile Pfeile in Abbildung 8, ganz rechts). Aufgrund ihrer gemeinsamen
Lokalisierung sind FKBP12 und EGFR in der Lage, intrazellular Kontakt zu haben.

Die Bindung von EGF an den EGFR bewirkt die Autophosphorylierung des EGFR und
die Internalisierung des EGF/EGFR-Komplexes (Haigler etal., 1978). Es wurde
untersucht, ob sich eGFP-FKBP12 an den dabei entstehenden Vesikeln anreichert.
Dazu wurden exponentiell wachsende HelLa-Zellen mit dem Plasmid pEGFP-FKBP12
transfiziert und so zur Expression von eGFP-FKBP12 angeregt. Dann wurden die Zellen
fur 2 Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert. AnschlieBend wurde EGF zugesetzt,
der mit dem Fluoreszenzfarbstoff TAMRA markiert war (TAMRA-EGF, 100 nM). Nach
10 Sekunden wurde das Medium abgenommen und durch frisches, kein TAMRA-EGF
enthaltendes Medium ersetzt. Der Verlauf der Internalisierung des TAMRA-EGF wurde
am Konfokalmikroskop (Confocal C1, Nikon, Tokio) verfolgt (Abbildung 9).

Die Internalisierung lief wie bereits beschrieben ab (Haigler et al., 1978). 30 Sekunden
nach Zugabe des TAMRA-EGF war die Fluoreszenz als Ring um die Zellen zu
erkennen, offensichtlich hatte also TAMRA-EGF den sich an der Zelloberflache
befindenden EGFR gebunden. Nach 5 Minuten war ein Teil der Fluoreszenz noch
immer im Bereich der Plasmamembran lokalisiert, der andere Teil befand sich in
kleinen, punktartigen Strukturen im Zellinneren. Wahrscheinlich handelte es sich bei
diesen Strukturen um Endosomen. Das bedeutete, dass TAMRA-EGF die
Autophosphorylierung und Internalisierung des EGFR bewirkt hatte. Nach 30 Minuten
wurde im Bereich der Plasmamembran keine Fluoreszenz mehr detektiert. Im
Zellinneren waren grolkere Strukturen von unregelmafRiger Form lokalisiert. Die
TAMRA-EGF/EGFR enthaltenden Endosomen hatten sich also zu multivesikularen
Korpern vereinigt, ein Teil des TAMRA-EGF war zu diesem Zeitpunkt unter Umstanden
schon lysosomal degradiert.

Das Fusionsprotein eGFP-FKBP12 war zu jedem Zeitpunkt Uber die gesamte Zelle
verteilt, eine Akkumulation an den TAMRA-EGF/EGFR enthaltenden Vesikeln konnte
nicht detektiert werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Internalisierung von TAMRA-EGF. Exponentiell wachsende, eGFP-
FKBP12 exprimierende Hela-Zellen wurden fir 10 Sekunden in Medium inkubiert, das
TAMRA-EGF enthielt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden dann am Konfokalmikroskop
Bilder der Zellen aufgenommen. 100 nM TAMRA-EGF, Temperatur 37°C, Mikroskop
Confocal C1 (Nikon, Tokio).
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3.1.3 Der Einfluss von FKBP12 auf die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion

3.1.3.1  Der Einfluss der intrazellularen FKBP12-Konzentration auf die
EGF-induzierte EGFR-Autophosphorylierung

Die Inkubation von Hela-Zellen in Gegenwart von EGF bewirkt die

Autophosphorylierung des EGFR (Johannessen et al.,, 2000). Um den Einfluss von
FKBP12 auf diese Autophosphorylierung zu untersuchen, wurden Hela-Zellen mit
unterschiedlich hoher FKBP12-Expression generiert. Einerseits wurden Zellen, die
einen durch RNAI reduzierten FKBP12-Gehalt aufwiesen, mit Zellen verglichen, denen
lediglich Kontroll-RNA transfiziert worden war (Abbildung 10).

a RNAi gegen FKBP12 - - + +
25 nM EGF - + - +
Anti-EGFR AK ﬁ [ﬁ [ g <= 170 kDa
Anti-PhosphoY AK ’ — ! gmm 170 kDa
Anti-B-Aktin AK e — & 42 kDa
Anti-FKBP12 AK -— . 12 kDa
b Kontrolle RNAi gegen FKBP12
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Anti-PhosphoY AK w N' | <@= 170 kDa

Abbildung 10: Zellen mit durch RNAi reduzierter FKBP12-Expression phosphorylieren
den EGFR starker als Kontroll-Zellen. (a) HeLa-Zellen wurden fir 2 Stunden in Serum-
freiem Medium kultiviert, anschlieBend wurde EGF (25 nM) zugefugt. Nach zwei Minuten
wurden die Zellen lysiert und die Lysate mittels Western-Blot-Analyse untersucht. (b) Dem
Medium wurden unterschiedliche Konzentrationen an EGF zugefiigt. Ansonsten wurde das
Experiment wie unter (a) beschrieben durchgefiihrt. EGF-Konzentrationen 1- kein EGF,
2-0,0025 nM, 3- 0,025 nM, 4- 0,25 nM, 5- 2,5 nM, 6- 25 nM. 7,5 bzw. 15 %ige PA-Gele.
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Die durch Western-Blot-Analyse und Densitometrie ermittelten intrazellularen FKBP12-
Konzentrationen betrugen hier 50 nM beziehungsweise 1 uM. Andererseits wurden
Zellen, die das rekombinante Fusionsprotein eGFP-FKBP12 exprimierten, mit Zellen
verglichen, die nur eGFP exprimierten (Abbildung 11). Die durch Western-Blot-Analyse
und Densitometrie ermittelten Gesamtkonzentrationen an intrazellularem FKBP12

betrugen hier 5 yM beziehungsweise 1 uM.

Expression eGFP-FKBP12 - - - + + +
FBS + - - + - -
25 nM EGF - - + - - +

Anti-EGFR AK “““” i <= 170 kDa

Anti-PhosphoY AK . — <= 170kDa

Anti-B-Aktin AK e 42 kDa
e 38 kDa

Anti-FKBP12 AK
e 12 kDa

Abbildung 11: Zellen, die rekombinantes eGFP-FKBP12 exprimieren, phosphorylieren
den EGFR schwacher als Kontroll-Zellen, die lediglich eGFP exprimieren. HelLa-Zellen
wurden fir 2 Stunden in Serum-freiem Medium kultiviert, anschlieRend wurde EGF zugefugt.
Nach zwei Minuten wurden die Zellen lysiert und die Lysate mittels Western-Blotting
analysiert. 25 nM EGF, 7,5 bzw. 15 %ige PA-Gele.
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Die Zellen wurden fur zwei Stunden in Serum-freiem Medium inkubiert, anschliel3end
wurde EGF (25 nM) zugefugt. Nach zwei Minuten wurden die Zellen lysiert und die
Lysate mittels Western-Blot-Analyse untersucht (Abbildungen 10a und 11). Weder die
reduzierte Expression von FKBP12 durch RNAi noch die zusatzliche Expression von
eGFP-FKBP12 hatten einen Einfluss auf die Expression des EGFR. Nach der Gabe von
EGF wurde in allen Ansatzen weniger EGFR detektiert. Wie bereits beschrieben
(Zwang und Yarden, 2006) sind die Ursachen daflrr in der beginnenden Degradierung
des EGFR und in der Heterogenitat des Molekulargewichts des EGFR durch
Phosphorylierung und Ubiquitinylierung zu sehen. AulRerdem erkannte der Anti-
EGFR AK den phosphorylierten EGFR schlechter als den nicht phosphorylierten EGFR,
da sich in unmittelbarer Nachbarschaft des vom Anti-EGFR AK gebundenen Epitops
(Tabelle 5) eine Autophosphorylierungsstelle befindet (Tabelle 8).

Vor der Gabe von EGF war der EGFR kaum phosphoryliert. Die Anwesenheit von EGF
bewirkte die Autophosphorylierung des EGFR. Der Grad der Autophosphorylierung war
von der FKBP12-Konzentration abhangig. Zellen, die eine durch RNAi reduzierte
FKBP12-Konzentration aufwiesen, enthielten deutlich mehr phosphorylierten EGFR als
Zellen, denen lediglich Kontroll-RNA transfiziert worden war (Abbildung 10a). Zellen,
die eGFP-FKBP12 exprimierten, enthielten weniger phosphorylierten EGFR als Zellen,
die nur eGFP exprimierten (Abbildung 11).

Aullerdem wurde untersucht, ob die reduzierte Expression von FKBP12 den
Schwellenwert an EGF beeinflusst, ab dem die Autophosphorylierung des EGFR durch
Western-Blot-Analyse nachweisbar ist (Bassing et al., 1998, Abbildung 10b). Dies war
nicht der Fall. Unabhangig vom Gehalt der Zellen an FKBP12 lag der Schwellenwert
zwischen 0,025 und 0,25 nM EGF.

3.1.3.2 Der EGFR-vermittelte Einfluss des intrazellularen FKBP12 auf den
Zellzyklus in HeLa-Zellen

Der EGFR ist in vielen humanen Krebszell-Linien an der Regulation des Zellzyklus
beteiligt (Santiskulvong et al., 2001, Hanada et al., 2006). Das heil3t, die EGFR-Aktivitat
beeinflusst die Verteilung exponentiell wachsender Zellen auf die Phasen des
Zellzyklus. FKBP12 moduliert die EGFR-AKktivitat in HelLa-Zellen. Deshalb wurden der
Einfluss der FKBP12-Inhibition und der reduzierten FKBP12-Expression durch RNAi auf
die Zellzyklusverteilung exponentiell wachsender HelLa-Zellen untersucht.
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Dazu wurden je 200.000 HelLa-Zellen in die Wells einer 6-Well-Platte gesat und fur
72 Stunden inkubiert. Ein Ansatz enthielt den FKBP-Inhibitor FK506 (10 uM), ein
Kontrollansatz das Ldsungsmittel Ethanol. Die Zellen weiterer Ansatze wurden mit
kurzer, doppelstrangiger RNA transfiziert. Die Sequenzen der RNA wurden so gewahlt,
dass entweder RNAi gegen FKBP12 ausgelost wurde oder nicht (Abbildung 10a
unten). AnschlieBend wurden die Zellen aller Ansatze mittels Trypsin von der
Wachstumsflache abgeldst, durch Ethanol fixiert und mit Propidiumiodid gefarbt. Der
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid interkaliert in die zellulare DNA. Die Fluoreszenz
der Zellen war also dem DNA-Gehalt proportional.

25.000 Partikel einer jeden Probe wurden am FACSort (Becton-Dickinson, Franklin
Lakes) analysiert. Zunachst wurde die Seitwarts- gegen die Vorwartsstreuung
aufgetragen (exemplarisch fir Kontrolle Ethanol Abbildung 12a) und ein Gate um alle
Partikel gelegt, die in GroRe und Oberflachenbeschaffenheit ungefahr einer fixierten
Zelle entsprachen. Danach wurde die Anzahl dieser Zellen gegen die relative
Fluoreszenzintensitat aufgetragen (exemplarisch fir Kontrolle Ethanol Abbildung 12b).
Die Anregung erfolgte bei A=488 nm, die Detektion bei A=633 nm. Signale < G1
kommen zum Beispiel durch Apoptose oder Scherkrafte wahrend der Praparation
zustande, Signale > G2/M kommen zum Beispiel durch Zellen mit abweichender
Chromosomenzahl oder mehrkernige Zellen zustande. Die Experimente wurden in
Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Die Zellzyklus-Profile wurden mit dem Programm
FlowJo (Tree Star, Ashland) ausgewertet (Abbildung 12c).

55 £ 1 % beziehungsweise 54 + 1 % der Zellen der Kontrollansatze befanden sich in
der G1-Phase. Sowohl die Inhibition von FKBP12 als auch die reduzierte FKBP12-
Expression durch RNAi verminderte die Anzahl dieser Zellen deutlich (FK506 41 £ 1 %,
FKBP12-knockdown 45 + 4 %). Gleichzeitig stieg der Anteil der < G1-Zellen und der
> G2/M-Zellen, wahrend der Anteil der S-Zellen und der G2/M-Zellen nahezu

unverandert blieb.
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Abbildung 12: Zellen mit reduzierter FKBP12-Aktivitat verteilen sich anders auf die
Phasen des Zellzyklus als Kontrollzellen. Intrazelluldres FKBP12 wurde durch FK506
inhibiert oder durch RNAI niedriger exprimiert. Die unterschiedlich behandelten HeLa-Zellen
wurden fir 72 Stunden kultiviert, mit Trypsin von der Wachstumsflache geldst, mit Ethanol
fixiert, mit Propidiumiodid gefarbt und schlieBlich am FACSort analysiert. (a) Auftragung der
Vorwarts- gegen die Seitwartsstreuung (Kontrolle Ethanol). Das gekennzeichnete Gate
umschlieft diejenigen Zellen, die zur Auswertung herangezogen wurden. (b) Auftragung der
Zellzahl gegen die Fluoreszenz bei A= 633 nm (Kontrolle Ethanol). Die Zellzyklusprofile
wurden mit dem Programm FlowJo ausgewertet. (c) Zellzyklusverteilungen der
unterschiedlich behandelten Zellen. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die
Standardabweichungen der Dreifachbestimmung.

3.1.3.3 Der Einfluss der FKBP12-Inhibition auf die Motilitat von HeLa-Zellen
Der EGFR ist auch an der Regulation der Zellmotilitat beteiligt (Barrandon und Green,
1987). Eine Moglichkeit zur Untersuchung der Zellmotilitat ist der scratch migration-

Assay. Dabei wird eine Monoschicht nahezu konfluent gewachsener Zellen unter
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Zuhilfenahme einer Pipettenspitze eingeritzt. Dann wird das SchlieBen des
entstandenen Spaltes beobachtet. Die Geschwindigkeit dieses Prozesses variiert in
Abhangigkeit von den gewahlten Wachstumsbedingungen.

Mit Spalten versehene HelLa-Zell-Monoschichten wurden in Serum-freiem DMEM
inkubiert, das Schliel3en der Spalte wurde am Mikroskop dokumentiert, angegeben sind
die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen der Sechsfachbestimmung
(Abbildung 13).

kein Effektor EGF EGF und FK506 FK506

Start

48 h

800 - .
N kein Effektor

I EGF
I EGF und FK506
[ FK506

600 -

400 -

Spaltbreite (um)

200 A

Start 24 h 48 h

Abbildung 13: Die Einfliisse von EGF und FK506 im scratch migration-Assay. Nahezu
konfluent gewachsene HelLa-Zell-Monolayer wurden mit einer Pipettenspitze eingeritzt und
in Serum-freiem DMEM inkubiert. Dem Medium waren EGF, FK506 oder eine Kombination
beider Effektoren beigemengt. Die SpaltschlieBung wurde am Mikroskop verfolgt.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen der
Sechsfachbestimmung. 15 nM EGF, 10 uM FK506, Temperatur 37°C.
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Zu Beginn der Beobachtung betrug die Spaltbreite im Kontrollansatz 610 £ 19 ym. Nach
48 Stunden betrug die Spaltbreite 300 + 74 uym, die Spalte hatten sich also ungefahr zur
Halfte geschlossen. EGF beschleunigte die SpaltschlieRung, in Anwesenheit von EGF
im Medium (15 nM) waren die Spalte nach 48 Stunden nahezu vollstandig geschlossen
(Spaltbreite 86 + 74 ym). Die zusatzliche Anwesenheit des FKBP-Inhibitors FK506 im
Medium (10 uM) verhinderte, dass EGF die SpaltschlieRung beschleunigte (Spaltbreite
268 + 49 ym), wahrend FK506 allein keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der
SpaltschlieBung hatte (321 £ 64 um). Rapamycin hatte im scratch migration-Assay den
gleichen Einfluss wie FK506 (Daten nicht gezeigt). Aulerdem wurde das
Migrationsverhalten von FKBP12-knockdown-Zellen untersucht. Die Transfektion der
HeLa-Zellen mit kurzer doppelstrangiger RNA (sowohl unspezifische Kontrolle als auch
RNAIi gegen FKBP12) und die anschlielende Inkubation in Serum-freiem Medium hatte
aber massiven Zelltod zur Folge. Deshalb konnten die erhaltenen Daten nicht

ausgewertet werden.
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3.2 Die Etablierung eines Zellkultur-basierten Assays

zur Untersuchung von CypA-Inhibitoren

3.21  Der Einfluss der CypA-Inhibition auf die RA-induzierte
P19-Zell-Differenzierung

3.2.1.1 Die RA-induzierte P19-Zell-Differenzierung

Zunachst war es notig, die RA-induzierte P19-Zell-Differenzierung zu etablieren (siehe
2.4.10, Jones-Villeneuve etal.,, 1982). Dazu wurden exponentiell wachsende P19-
Zellen in 6-Well-Platten mit hydrophiler Wachstumsflache gesat. Die ansonsten
adharenten P19-Zellen (Abbildung 14a) konnten sich wegen der hydrophilen
Beschichtung nicht am Boden der Wells anheften. Infolgedessen bildeten die Zellen
grolRe Aggregate, die Spharoide genannt werden (Abbildung 14b). Den zur
Differenzierung bestimmten Ansatzen wurden 500 nM all-frans-Retinsaure (kurz RA)
zugefligt. Die Anwesenheit von RA im Medium bewirkte das Auftreten von
Zelltrimmern. AulRerdem waren die gebildeten Spharoide etwas kleiner, ebenmaliger
in der Form und optisch dichter (Abbildung 14c). Nach zwei Tagen wurden die
Spharoide durch Zentrifugation geerntet, gewaschen und durch Inkubation in
Gegenwart von Trypsin aufgeldst. AnschlieBend wurden die Zellen in 6-Well-Platten
ohne hydrophile Beschichtung der Wachstumsflache gesat und fur weitere drei Tage
inkubiert.

Diejenigen Zellen, die wahrend der Spharoidbildung nicht dem Einfluss von RA
ausgesetzt waren, zeigten den gleichen Phanotyp wie die Zellen vor der Prozedur
(Abbildung 14d), wahrend die in Gegenwart von RA inkubierten Zellen einen
veranderten Phanotyp zeigten (Abbildung 14e). Eine Population von Fibroblast-artigen
Zellen bildete eine Monoschicht, und eine Population von Neuron-artigen Zellen wuchs
als zweite Schicht auf dieser Monoschicht. Die Neuron-artigen Zellen waren durch
kleine Zellkorper und lange Dendriten gekennzeichnet. Mehrere dieser Zellkorper hatten
sich knotenférmig zusammen gelagert (Abbildung 14e, schwarzer Pfeil), und die
Knoten waren durch ein Geflecht von Dendriten miteinander verbunden
(Abbildung 14e, weier Pfeil). Die mikroskopische Untersuchung der Zellen legte also

den Schluss nahe, dass eine Differenzierung stattgefunden hatte (McBurney, 1993).
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Abbildung 14: RA-induzierte Differenzierung von P19-Zellen. (a) Exponentiell wachsende
P19-Zellen. (b) In Abwesenheit von RA entstandene Spharoide. (¢) In Anwesenheit von
500 nM RA entstandene Spharoide. (d) Spharoide aus (b) wurden tryptisch aufgelést und
neu ausgesat. Phanotyp wie in (a). (e) Spharoide aus (c) wurden tryptisch aufgeldst und neu
ausgesat. Neuron-artiger bzw. Fibroblast-artiger Phanotyp. Zu erkennen sind knotenférmige
Zusammenlagerungen Neuron-artiger Zellen (schwarzer Pfeil) und Dendriten (weiBer Pfeil).

Die differenzierten P19-Zellen wurden nun mittels Konfokal-Mikroskopie naher
untersucht. Die Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert, die DNA wurde mit DAPI gefarbt,
und das Protein Neurofilament-M (kurz NF-M), welches ausschlieRlich in Neuronen an
der Ausbildung von Intermediar-Filamenten beteiligt ist, wurde mit einem Anti-NF-M AK
und einem Rhodamine Red-X-markierten Anti-Maus AK gefarbt. Im Phasenkontrast-Bild
waren wiederum zusammen gelagerte Zellkérper (Abbildung 15a, blauer Pfeil) und
das Dendritengeflecht (Abbildung 15a, roter Pfeil) zu erkennen. Im konfokalen
Fluoreszenz-Bild zeigte sich, dass die Zellkdrper der Neuron-artigen Zellen fast vollig
vom Kern ausgefullt wurden (Abbildung 15b, blau) und dass NF-M nur in den Neuron-
artigen Zellen, nicht aber in den Fibroblast-artigen Zellen exprimiert wurde
(Abbildung 15b, rot).

SchlieBlich wurden die in Abbildung 14d und die in Abbildung 14e dargestellten
Zellen gewaschen, durch Detergenz lysiert und die Lysate durch Zentrifugation geklart.
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Die Uberstdnde wurden in SDS-Probenpuffer tberfihrt. Dann wurden die Proben
mittels SDS-PAGE (10 %ige Gele) und Western-Blot-Analyse untersucht. Dabei wurden
ein Anti-p-Aktin AK als Kontrolle flr gleiche Probenmengen und ein Anti-NF-M AK
eingesetzt (Abbildung 15c). Wie bereits beschrieben (McBurney, 1993) wurde NF-M
ausschlieBlich in derjenigen Probe detektiert, die aus den differenzierten Zellen
gewonnen worden war. Die Technik Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Anti-
NF-M AK war folglich geeignet, eindeutig zwischen differenzierten und nicht

differenzierten P19-Zellen zu unterscheiden.

B DNA
B NF-M

[+
500 nM RA ] +
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Anti-B-Aktin AK — w— | g 42 kDa

Abbildung 15: Charakterisierung der differenzierten P19-Zellen. (a) Differenzierte P19-
Zellen wurden mit Formaldehyd fixiert und am Konfokalmikroskop untersucht. In der
Phasenkontrast-Aufnahme sind ein Knoten Neuron-artiger Zellen (blauer Pfeil) und
Dendriten (roter Pfeil) zu erkennen. (b) Die DNA wurde mit DAPI (blau), NF-M mit einem
Anti-NF-M AK und einem Rhodamine Red-X-markierten Anti-Maus AK gefarbt (rot).
Mikroskop Confocal C1 (Nikon, Tokio). (c)Untersuchung von P19-Zelllysaten mittels
Western-Blot-Analyse. Die Zellen waren in Anwesenheit oder Abwesenheit von RA kultiviert
worden. Die Anwesenheit von RA im Medium hatte die Expression von NF-M bewirkt.




3 Ergebnisse 63

3.21.2 Untersuchung der Zytotoxizitat von CsA fiir P19-Zellen

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die RA-induzierte P19-Zell-Differenzierung
durch die Inhibition des intrazellularen CypA unterdrickt werden kann (Song et al.,
2004). Fur den Nachweis der Konzepttauglichkeit wurde das zyklische Peptid CsA
eingesetzt. CsA ist zellgangig (Fabre et al., 1989) und inhibiert CypA mit einem K; von
3 nM (Fischer et al., 1989). Nachteilig an der Substanz ist, dass sie neben CypA auch
andere Cyclophiline inhibiert und dass sie im Komplex mit CypA die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors NF-AT beeinflusst (Liu et al, 1991). Die CsA-Konzentration im
Medium sollte hoch sein, damit CypA maoglichst vollstandig inhibiert wird. Andererseits
ist CsA fur einige Zelllinien bereits in einer Konzentration von 0,8 uM zytotoxisch (Justo
et al., 2003).

a
b
P19-Zellen HelLa-Zellen
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Abbildung 16: Dosis-Wirkungs-Beziehung zur Bestimmung der Zytotoxizitit von CsA fiir
P19-Zellen und HeLa-Zellen (MTT-Assay). (a) Exponentiell wachsende P19-Zellen wurden in
Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an CsA fir 24 Stunden in einer 96-Well-Platte
inkubiert. 1- keine Zellen, 2- kein CsA, 3-0,39 uM, 4-0,78 uM, 5-1,56 yM, 6- 3,13 uM,
7-6,25 uyM, 8-12,5 yM, 9-25puM, 10- 50 uyM, 11- 100 uM. Anschlielend wurden lebende
Zellen mit MTT gefarbt. Dargestellt sind Ausschnitte eines Fotos der 96-Well-Platte. Jede
Bedingung wurde in Dreifachbestimmung untersucht. (b) Das arithmetische Mittel der
Absorptionen der sich in den Wells befindenden Lésungen bei A= 570 nm wurden gegen die
CsA-Konzentration aufgetragen. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichungen.
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Deshalb wurde zunachst die Zytotoxizitdt von CsA fur P19-Zellen untersucht. Dazu
wurde der MTT-Assay eingesetzt (siehe 2.4.11, Mosmann, 1983). Exponentiell
wachsende P19-Zellen wurden in die Wells einer 96-Well-Platte gesat. Nachdem sie
sich angeheftet hatten, wurden dem Medium unterschiedliche Mengen an CsA zugefugt
(Konzentrationsbereich 0 - 100 uM). Nach 24-stundiger Inkubation wurde dem Medium
MTT beigemischt. Stoffwechselnde Zellen bildeten nun aus dem wasserldslichen
Farbstoff MTT ein wasserunlosliches Formazan, das sich am Boden der Wells absetzte.
Das Medium wurde abgenommen und das Formazan in DMSO gelost
(Abbildung 16a). Dann wurden am Plattenlesegerat VersaMax (Molecular Devices,
Sunnyvale) die Absorptionen der sich in den Wells befindenden LOsungen bei
A= 570 nm bestimmt. Die mittlere Absorption in den Wells, denen keine Zellen zugeflgt
worden waren (Abbildung 16a, 1), entsprach der relativen Zellzahl 0 %. Die mittlere
Absorption in den Wells, denen zwar Zellen, aber kein CsA zugeflugt worden war,
entsprach der relativen Zellzahl 100 % (Abbildung 16a, 2). Die relative Zellzahl wurde
gegen die CsA-Konzentration aufgetragen (Abbildung 16b). Zum Vergleich wurde
auch die Zytotoxizitat von CsA auf HelLa-Zellen untersucht. Der LCso-Wert fur
P19-Zellen wurde mit 7 uM, der LCso-Wert fur HeLa-Zellen mit 100 yM bestimmt. Die
hochste Konzentration, bei der CsA fast keinen Einfluss auf das Wachstum von
P19-Zellen hatte, lag bei 2 uM. Fur den Versuch, durch Inhibition von CypA die
RA-induzierte Differenzierung der P19-Zellen zu unterdricken, wurde deshalb diese

Konzentration an CsA im Medium gewahilt.

3.2.1.3 Der Einfluss von CsA auf die RA-induzierte P19-Zell-Differenzierung

Nun wurde das in Abschnitt 3.2.1.1 beschriebene Experiment wiederholt, mit dem
Unterschied, dass sich sowohl wahrend der Spharoidbildung als auch wahrend der
anschlieBenden Differenzierung der P19-Zellen 2 yM CsA im Medium befanden. Die
Auswertung erfolgte wiederum mittels Western-Blot-Analyse (Abbildung 17).

In allen Proben wurde [(B-Aktin detektiert, in der aus RA- und CsA-behandelten Zellen
gewonnenen Probe befand sich allerdings bedeutend weniger (B-Aktin als in den
anderen Proben. Der zytotoxische Effekt von CsA wurde durch die gleichzeitige
Anwesenheit von RA verstarkt. Die Auswertung des unter Verwendung von Anti-NF-M
AK entwickelten Western-Blots zeigte, dass RA die P19-Zellen zur Differenzierung

angeregt hatte, unabhangig davon, ob sich CsA im Medium befunden hatte oder nicht.
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Die mikroskopische Untersuchung der Ansatze stutzte diesen Befund. Die Zelldichte im
RA und CsA enthaltenden Ansatz war geringer als die Zelldichte in den anderen
Ansatzen. Die wenigen verbliebenen Zellen hatten sich aber deutlich zum Neuron-

artigen Phanotyp hin differenziert (Daten nicht gezeigt).

500 nM RA - + - +
2 uM CsA - - + +
Anti-NF-M AK . <= 160 kDa

Anti-B-Aktin AK Al A A = 42 kDa

Abbildung 17: Einfluss von CsA auf die P19-Zell-Differenzierung. Untersuchung von
P19-Zelllysaten mittels Western-Blot-Analyse. Die Zellen waren in Anwesenheit oder
Abwesenheit von RA und CsA kultiviert worden. NF-M wurde ausschlieRlich in Anwesenheit
von RA exprimiert. CsA hatte Einfluss auf die Anzahl, nicht aber auf die Differenzierung der
P19-Zellen.

3.2.2 CypA als Chemoattraktor fur Leukozyten

3.2.2.1 Etablieren der Technik Chemotaxis-Assay

Das Cytokin Stromal cell-derived factor-1a (kurz SDF-1a, Swiss-Prot-Eintrag P48061)
ist ein gut charakterisierter Chemoattraktor fur Jurkat-Zellen (Hesselgesser et al., 1998).
An diesem Zell-Chemoattraktor-Paar wurden die optimalen Bedingungen fur die
Chemotaxis ermittelt (siehe 2.4.9). Alle Experimente wurden in Serum-freiem RPMI-
Medium mit 0,1 % BSA durchgefuhrt. RPMI-Medium ist fur die Kultivierung von
Leukozyten geeignet. FBS enthalt eine Vielzahl chemotaktisch aktiver Substanzen, die
den Assay storen wurden. BSA wurde zugefugt, um die Anlagerung der Peptid- bzw.
Proteinchemoattraktoren an die Gefallwand zu verhindern. Der Chemoattraktor SDF-1a
wurde im unteren Kompartiment des Boyden-Kammer-Wells vorgelegt. Die perforierte
Membran bestand aus Polycarbonat und war nicht mit PVP behandelt, der
Porendurchmesser betrug 5 pm, die Porendichte 4:10° Poren/mm?. Exponentiell

wachsende Jurkat-Zellen wurden durch Scherkrafte vereinzelt, gewaschen und so in
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RPMI-Medium mit 0,1 % BSA aufgenommen, dass eine Zelldichte von 0,1-10° Zellen/ml
erreicht wurde. Dann wurde die Zellsuspension in das obere Kompartiment des
Boyden-Kammer-Wells geflllt, und die Kammer wurde fir 120 Minuten bei 37°C
inkubiert. Nach dem Abschaben der sich an der Oberseite der Membran befindenden
Zellen wurden die sich an der Unterseite der Membran befindenden Zellen durch
Antrocknen an der Membran fixiert, und die Zellkerne wurden mittels DAPI gefarbt.
Anschlieend wurden am Fluoreszenz-Mikroskop Bilder der entsprechenden Bereiche

der Membran aufgenommen (Abbildungen 18a und b).
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Abbildung 18: Chemotaxis von Jurkat-Zellen zum Chemoattraktor SDF-1a. Gezeigt sind
Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der mit DAPI gefarbten Membran. (a) Kein SDF-1a
im unteren Kompartiment (19 Zellkerne). (b) 1-10° M SDF-1a im unteren Kompartiment
(225 Zellkerne). (c) Abhangigkeit der Chemotaktischen Indizes von der SDF-1o-
Konzentration. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen von
Vierfachbestimmungen. Zelldichte 0,1-106 Zellen/ml, Migrationszeit 120 min.




3 Ergebnisse 67

Durch UnregelmaRigkeiten in der Membran oder durch Luftblasen waren die Zellen in
einigen Wells nicht homogen gewandert. Deshalb konnte nicht jedes Well zur
Auswertung herangezogen werden. Jede experimentelle Bedingung wurde mindestens
in Vierfachbestimmung getestet. Die Zellkerne wurden gezahlt, das arithmetische Mittel
und die Standardabweichung wurden errechnet. Aus diesen Werten wurde schlieflich

der Chemotaktische Index (kurz Cl) ermittelt.
Cl = Zellkernzahlpt atraktor /  Zellkernzahlopne attraktor

Im Falle der Jurkat-Zellen lag die SDF-1a-Konzentration, bei der die grof3te Anregung
zur Chemotaxis beobachtet wurde, bei 1-10°M, der Cl betrug 9,6 +1,0
(Abbildung 18c). Dieser Wert ist im Vergleich der Literaturwerte hoch (5,0 + 0,4
Hesselgesser et al., 1998, 4,8 £ 0,1 Fischer et al., 2004).

3.2.2.2 Vorbereitung und Charakterisierung des Chemoattraktors CypA

CypA wurde in E. coli M15-Zellen exprimiert und mittels Anionenaustausch-
Chromatographie, Kationenaustausch-Chromatographie und Gelfiltration gereinigt
(siehe 2.2.3, Liu et al., 1990). Um die Proteinlésung Endotoxin-frei zu machen, wurde

abschlieRend eine EndoTrap®red-Saule (Hyglos GmbH, Regensburg) verwendet.
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Abbildung 19: Charakterisierung des gereinigten CypA. (a) Coomassie-gefarbtes PA-Gel.
1 87 pmol CypA; 2 17 pmol CypA. (b) Bestimmung der PPlase-Aktivitat mittels
isomerspezifischer Proteolyse. k../Ky-Wert 2,0-107 M’ s'1; Substrat Suc-AAPF-pNA;
Temperatur 10°C; Puffer RPMI-Medium mit 0,1 % BSA.
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Die Entfernung der Endotoxine war wichtig, da eine Endotoxin-Kontamination im
Chemotaxis-Assay falschpositive Ergebnisse hervorrufen kann (Rosenbaum et al.,
1984, Payeli et al., 2008). Im Coomassie-gefarbten PA-Gel war das aufkonzentrierte
Protein bandenrein (Abbildung 19a), die Konzentration der resultierenden CypA-
Stammlosung betrug 272 uM. Schliel3lich wurde die PPlase-Aktivitat gegeniber dem
Substrat Suc-AAPF-pNA nach der Methode der isomerspezifischen Proteolyse ermittelt
(siehe 2.3.6, Fischer et al., 1984). Gemessen wurde in der Losung, die auch fur die
Chemotaxis-Experimente verwendet werden sollte (RPMI-Medium mit 0,1 % BSA). Bei
10°C entsprach der ermittelte kea/Km-Wert dem in der Literatur beschriebenen Wert von
2,0110'M's? (Liu etal, 1990). Die PPlase-Aktivitit war durch CsA inhibierbar
(Abbildung 19b).

3.2.2.3 Der Einfluss von CypA auf das Migrationsverhalten von Leukozyten

Nun wurde der Einfluss dieses Endotoxin-freien CypA auf das Migrationsverhalten von
vier Leukozyten-Gruppen untersucht: in Neutrophile differenzierte HL-60-Zellen, THP-1-
Zellen, humane Neutrophile und polymorphonukleare Leukozyten aus dem Peritoneum
der Maus (kurz Maus-PMNL).

Differenzierte HL-60/Clone 15-Zellen (ATCC-Nummer CRL-1964)

Die promyelozytischen Zellen wurden zunachst fur acht Tage in Gegenwart von
1,25 % DMSO kultiviert, um ihre Differenzierung in Neutrophil-artige Zellen zu bewirken
(Collins, 1987). Die Chemotaxis fand dann in RPMI-Medium supplementiert mit
0,1 % BSA statt und dauerte 60 Minuten. Es wurden 5-10° Zellen/m| eingesetzt. Als
Positivkontrolle diente das formylierte Tripeptid FMLP. Fur jede Konzentration wurde
eine Vierfachbestimmung durchgefuhrt. Die Chemotaktischen Indizes (kurz Cl) wurden
in Abhangigkeit von der Attraktorkonzentration aufgetragen (Abbildung 20).
Tatsachlich wurden die differenzierten HL-60-Zellen durch die Positivkontrolle FMLP zur
Chemotaxis angeregt. Die maximale Anregung erfolgte bei 1:107 M FMLP, der Cl
betrug 3,8 £ 0,9. Im Gegensatz dazu hatte CypA unter den gewahlten Bedingungen
keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten der differenzierten HL-60-Zellen. Dieses
Ergebnis steht im Gegensatz zu den Befunden der Arbeitsgruppe Lyttle (Xu et al.,
1992).
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Abbildung 20: Einfluss von FMLP bzw. CypA auf das Migrationsverhalten von
differenzierten HL-60-Zellen. Aufgetragen sind die chemotaktischen Indizes in Abhangigkeit
von der Chemoattraktorkonzentration. Zelldichte 5-10° Zellen/ml, Migrationszeit 60 Minuten,
Cl bei 1-10"M FMLP 3,8+0,09. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die
Standardabweichungen von Vierfachbestimmungen.

Im Methodenteil der genannten Publikation (Xu et al., 1992) waren die experimentellen
Bedingungen des Chemotaxis-Assays nicht detailliert beschrieben. Deshalb wurden im
Folgenden mehrere experimentelle Parameter variiert, um die differenzierten HL-60-

Zellen eventuell doch durch CypA zur Chemotaxis anzuregen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Variation der experimentellen Parameter fiir die CypA-induzierte Chemotaxis der
differenzierten HL-60-Zellen.

Parameter Variation

Konzentration an BSA im RPMI-Medium kein BSA, 0,1 %, 0,3 % und 1 %

Migrationszeit 30 Minuten, 60 Minuten und 120 Minuten

Vorbereitung der Zellen Inkubation in Serum-freiem Medium fiir 24 Stunden

CypA Batch

Konzentration an CypA 2,510° M, 5-10° M, 1-10° M, 2:10° M, 4-10° M und
8-10° M

Anbieter der perforierten Membran Osmonics (Minnetonka) und Neuro Probe (Gaithersburg)

Auch unter den veranderten experimentellen Bedingungen regte CypA die

differenzierten HL-60-Zellen nicht zur Chemotaxis an.
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THP-1-Zellen (ATCC-Nummer TIB-202)

Die von humanen Monozyten abgeleiteten Zellen wurden gewaschen und so in Medium
aufgenommen, dass die Zelldichte bei 2:10° Zellen/ml lag. Die Chemotaxis fand in
RPMI-Medium supplementiert mit 0,1 % BSA statt, die Migrationszeit betrug
90 Minuten. Eine Positivkontrolle wie zum Beispiel das Chemokin MCP-1 (Kruszynski
etal., 2006) stand leider nicht zur Verfugung. Fur jede Konzentration wurde eine
Vierfachbestimmung durchgeflhrt. Die chemotaktischen Indizes wurden in Abhangigkeit
von der Attraktorkonzentration aufgetragen (Abbildung 21). CypA regte die THP-1-
Zellen trotz der mehrfachen Wiederholung des Versuchs nicht zur Chemotaxis an.
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Befunden der Arbeitsgruppe Tanner
(Payeli et al., 2008).

Chemotaktischer Index

RTIITTT

Kontr 1e-11  1e-10  1e-9
[CypA] (M)

Abbildung 21: Einfluss von CypA auf das Migrationsverhalten von THP-1-Zellen.
Aufgetragen sind die  chemotaktischen Indizes in  Abhangigkeit von der
Chemoattraktorkonzentration. ~ Zelldichte  2-10° Zellen/ml, Migrationszeit 120 Minuten.
Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die Standardabweichungen von
Vierfachbestimmungen.
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Humane Neutrophile

Die Zellen wurden aus dem Blut eines gesunden mannlichen Spenders gewonnen
(Clark und Nauseef, 2001). Zunachst wurde das Vollblut mit Dextran versetzt, um
Erythrozyten zu sedimentieren. Mit dem Uberstand wurde anschlieRend eine Ficoll-
Paque-Zentrifugation durchgeflhrt, um mononukleare Zellen abzureichern. Das Pellett
wurde resuspendiert, noch immer kontaminierende Erythrozyten wurden einer
hypotonischen Lyse unterzogen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellett,
welches nun zum Uberwiegenden Teil aus Neutrophilen bestand, in RPMI-Medium
supplementiert mit 0,1 % BSA resuspendiert. Dabei wurde die Zelldichte auf
1-10° Zellen/ml eingestellt.

Die Zellen wurden direkt im Anschluss an die Praparation im Chemotaxis-Assay
untersucht. Als Positivkontrolle diente FMLP, die Migrationszeit betrug 45 Minuten. Fur
jede Konzentration wurde eine Vierfachbestimmung durchgefuhrt. Die chemotaktischen
Indizes wurden in Abhangigkeit von der Attraktorkonzentration aufgetragen
(Abbildung 22). Die humanen Neutrophilen wurden durch FMLP zur Chemotaxis
angeregt. Die maximale Anregung wurde bei 1-107" M FMLP detektiert, der Cl lag bei
2,0+0,1. CypA hatte keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten der humanen
Neutrophilen. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Befunden der Arbeitsgruppe
Cerami (Sherry et al., 1992).

X]

O
K

0
3]
2%

6266
RS

7
<>
%5

>
R
"
R

Chemotaktischer Index
Chemotaktischer Index

,,,
%
XN
O
K

"
5
%

(K4 IR
XA XN
KL B3
XA b q
0 R K 0
Kontr  1e-10 1e-9 1e-8 1e-6 1e-5 1e-11  1e-10
[FMLP] (M) [CypA] (M)

Abbildung 22: Einfluss von FMLP bzw. CypA auf das Migrationsverhalten von
humanen Neutrophilen. Aufgetragen sind die chemotaktischen Indizes in Abhangigkeit von
der Chemoattraktorkonzentration. Zelldichte 1-10° Zellen/ml, Migrationszeit 45 Minuten, ClI
bei 1:10°"M FMLP 2,0+0,1. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die
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Standardabweichungen von Vierfachbestimmungen.
Peritoneale Maus-PMNL

Auf die Vermutung hin, dass lymphatische Zellen eher auf CypA reagieren konnten als
direkt aus Blut gewonnene Leukozyten, wurden peritoneale Maus-PMNL im
Chemotaxis-Assay untersucht. Die Praparation der Zellen wurde von Dr. Thomas Muller
(Universitatsklinikum Krollwitz, Halle) durchgefuhrt. Einer Maus wurden 5 ml einer
Glykogen-Lésung (1 mg/ml in PBS) in das Peritoneum injiziert (Stehle et al., 2006).
Nach 45 Minuten wurde die Maus getdtet, und die sich im Peritoneum befindende
Suspension wurde der Maus entnommen. Darin waren nun PMNL enthalten. Die
Suspension wurde zentrifugiert, und das Pellett wurde so in RPMI-Medium
supplementiert mit 0,1 % BSA resuspendiert, dass die Zelldichte bei 8:10° Zellen/ml lag.
Direkt im Anschluss an die Praparation wurden die peritonealen Maus-PMNL im
Chemotaxis-Assay untersucht. Als Positivkontrolle diente wiederum FMLP, die
Migrationszeit betrug 120 Minuten. Fur jede Konzentration wurde eine
Vierfachbestimmung durchgefuhrt. Die chemotaktischen Indizes wurden in Abhangigkeit
von der Attraktorkonzentration aufgetragen (Abbildung 23). Die peritonealen Maus-
PMNL wurden durch FMLP zur Chemotaxis angeregt. Die maximale Anregung wurde
bei 1-10° M FMLP detektiert, der Cl lag bei 2,8 + 0,7. CypA hatte keinen Einfluss auf
das Migrationsverhalten der peritonealen Maus-PMNL. Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu den Befunden der Arbeitsgruppe Constant (Arora et al., 2005).
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Abbildung 23: Einfluss von FMLP bzw. CypA auf das Migrationsverhalten von
peritonealen Maus-PMNL. Aufgetragen sind die chemotaktischen Indizes in Abhangigkeit
von der Chemoattraktorkonzentration. Zelldichte 8:10° Zellen/ml, Migrationszeit 120 Minuten,
Cl bei 1-10°M FMLP 2,8+0,7. Dargestellt sind die arithmetischen Mittel und die
Standardabweichungen von Vierfachbestimmungen.
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4 Diskussion

4.1 Die Modulation der EGFR-Kinaseaktivitat durch FKBP12

4.1.1 FKBP12 inhibiert die Kinaseaktivitat von EGFR

Lysate von exponentiell wachsenden A-431-Zellen stellen ein homogenes System zur
Untersuchung der EGFR-Autophosphorylierung dar (Honegger etal., 1989). Das
Detergenz NP-40 solubilisiert den Rezeptor, und der Ligand EGF aktiviert den
Rezeptor. Die Autophosphorylierung beginnt nach der Gabe von ATP. Der
Phosphorylierungsgrad des EGFR nach Inkubation fir 60 Minuten ist von der PPlase
FKBP12 abhangig (Abbildung 2b). Je mehr aktives FKBP12 sich im Ansatz befindet,
desto geringer ist der Phosphorylierungsgrad. Die densitometrische Analyse von
Western-Blots zeigt, dass 5,4 yM FKBP12 den Phosphorylierungsgrad von zum
Beispiel Y1016 um 74 % und den von Y1092 um 54 % verringern (Abbildung 2c). Fur
den Einfluss von FKBP12 sind mehrere Erklarungen mdglich. FKBP12 koénnte die
Aktivierung des EGFR durch EGF inhibieren, konnte durch Interaktion mit der
regulatorischen Region des EGFR die Autophosphorylierungsstellen abschirmen oder
konnte die Dephosphorylierung des Rezeptors beschleunigen. Da sich im Lysat viele
potentielle Adaptorproteine befinden, kénnte der Einfluss von FKBP12 direkter oder
indirekter Natur sein. Genauerer Einblick in den Wirkmechanismus von FKBP12 wurde
durch den Einsatz rekombinanter EGFR-Varianten gewonnen.

FKBP12 kommt sowohl zytoplasmatisch (Siekierka et al., 1989a) als auch extrazellular
(Bang et al., 1995) vor. Die biologischen Aktivitaten der Transmembranproteine RyR1,
TBR-I, IPsR und TRPC3/6/7 (Tabelle 1) werden durch FKBP12 moduliert. Dabei
interagiert FKBP12 ausschlieBlich mit den intrazellularen Domanen der Proteine
(Samso et al.,, 2009, Huse et al., 1999, Cameron et al., 1997, Sinkins et al., 2004).
Daher lag die Vermutung nahe, dass der Einfluss von FKBP12 auf den
Phosphorylierungsgrad des EGFR ebenfalls durch den intrazellularen Teil des
Rezeptors vermittelt wird. Mit EGFRgg9.1210 Wurde ein Fragment hergestellt, das den
gesamten intrazellularen Teil des EGFR beinhaltet. Dieses Fragment ist, ahnlich wie

das Volllangen-Protein, zur Autophosphorylierung befahigt (Gregoriou et al., 1995).
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Die Autophosphorylierung des fibroblast growth factor receptor 1 (kurz FGFR1,
Swiss-Prot-Eintrag P11362) erfolgt nach einem streng geordneten sequentiellen
Mechanismus (Furdui et al., 2006). Im Gegensatz dazu werden die Tyrosinreste der
regulatorischen Region des EGFR sukzessive, aber nicht in einer bestimmten
Reihenfolge autophosphoryliert (Guo etal., 2003). Jeder Tyrosinrest der
regulatorischen Region stellt ein Substrat mit eigenen enzymkinetischen Parametern
dar. Der Einfluss der Sekundarstruktur auf diese Parameter lasst sich durch die
Phosphorylierung von Peptiden, die vom EGFR abgeleitet sind, untersuchen. Das
17mere Peptid EGFR1ps4-1100 enthalt Y1092. Der kq./Ku-Wert fur die Phosphorylierung
von EGFRiogs1100 durch den EGFR betragt 16,0 mM™ min” (Fan et al., 2004). Das
Peptid EGFR1102-1118 enthalt Y1110. Der kqa/Ky-Wert flr die Phosphorylierung dieses
Peptids durch den EGFR betragt 2,7 mM™" min™ (Fan et al., 2004). Die beiden Kga/Ku-
Werte unterscheiden sich um den Faktor 6. Wenn die Tyrosinreste in die regulatorische
Region des EGFR eingebettet sind, konnen die Unterschiede aufgrund der
Tertiarstruktur bedeutend groRer sein. Aulderdem kann nicht ausgeschlossen werden,
dass eine regulatorische Region, die bereits an sieben Tyrosinresten phosphoryliert ist,
ein schlechteres Substrat darstellt als eine noch nicht phosphorylierte regulatorische
Region. Bei der Autophosphorylierung von EGFRegesg-1210 laufen also gleichzeitig viele
Reaktionen mit sehr unterschiedlichen Geschwindigkeiten ab. Die nahezu vollstandige
Autophosphorylierung von EGFRggg.1210 andert die Laufhdhe des Proteins im SDS-Gel
von 64 kDa zu 75 kDa. Deshalb ist es moglich, den Verlauf der Autophosphorylierung
von EGFReesg-1210 mittels SDS-PAGE, Coomassie-Farbung und densitometrischer
Quantifizierung zu verfolgen (Abbildung 4). 10 Minuten nach Beginn der Reaktion
liegen 30 + 2 % des EGFRgg9-1210 Vollstandig phosphoryliert vor. FKBP12 inhibiert die
Autophosphorylierung. Wenn sich 5 yM FKBP12 im Reaktionsansatz befinden, sind
10 Minuten nach Beginn der Reaktion nur 19+ 1 % des EGFRggo.1210 Vollstandig
phosphoryliert. FKBP12 muss direkt mit EGFRgge.1210 interagieren, da sich keine
potentiellen Adaptorproteine im Reaktionsansatz befinden. Die PPlase CypA beeinflusst
die Autophosphorylierung nicht, die Inhibition durch FKBP12 kann deshalb als
spezifisch betrachtet werden. In Gegenwart des FKBP-Inhibitors FK506 hatte FKBP12
keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Autophosphorylierung. Dies ist ein Hinweis
auf die Beteiligung des aktiven Zentrums von FKBP12 an der Inhibition der

Autophosphorylierung. FKBP12 konnte entweder die Aktivitat der Tyrosinkinasedoméane
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oder die Substrateigenschaften der regulatorischen Region modulieren. Um zwischen
diesen beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, wurde die Phosphorylierung eines
alternativen Substrats untersucht.

Das Fragment EGFRgs0-1022 besteht fast ausschlieRlich aus der Juxtamembran-Region
und der Kinasedomane des EGFR. Deshalb ist es fur die Untersuchung der
Phosphorylierung von Peptiden geeignet (Borowski et al., 1998). Ein Peptidsubstrat ist
das vom SHC-transforming protein 1, einem physiologischen Substrat des EGFR,
abgeleitete Shc-Y317 (Fan et al.,, 2004). Das 17mere Peptid wird von EGFRggg.1022 an
einem Tyrosinrest phosphoryliert. Wahrend der ersten 15 Minuten der Reaktion nimmt
die Konzentration an Phospho-Shc-Y317 linear zu, der Anstieg entspricht der
Reaktionsgeschwindigkeit VRreakion- Bei einer EGFRggg.1022-Konzentration von 0,25 pM
betragt Vreaktion 9,0 £ 0,1 uM/min. Dieser Wert stimmt gut mit bereits publizierten Werten
uberein (4,5 uM/min, Qiu et al., 2009, beziehungsweise 6,0 uM/min, Jura et al., 2009).
Die Kinaseaktivitat von EGFRggg-1022 wird durch FKBP12 inhibiert. Wenn sich 5 uM
FKBP12 im Phosphorylierungsansatz befinden, hat EGFRgg9.1022 €ine Restaktivitat von
60 %. Eine Interaktion zwischen Shc-Y317 und FKBP12 als Ursache der Inhibition ist
unwahrscheinlich. Zum einen ist das in Shc-Y317 enthaltene DP-Motiv ein schlechtes
Substrat fur FKBP12 (Zoldak et al., 2009), zum anderen lag das Peptid in fast
50-fachem Uberschuss gegeniiber FKBP12 vor.

Das EGFRags9-1022-Monomer verfugt Uber keine katalytische Aktivitdt (Zhang et al.,
2006). Durch Dimerisierung entsteht entweder ein symmetrisches, katalytisch ebenfalls
inaktives Dimer (Jura et al., 2009) oder ein asymmetrisches, katalytisch aktives Dimer
(Red Brewer etal, 2009). Fur die Dimerisierung wird ein durch dynamische
Lichtstreuung ermittelter Kp-Wert von 200 nM angegeben (Jura et al., 2009). Dieser
Kp-Wert sagt nichts Uber die Natur des entstandenen Dimers aus. Die in einer Losung
von EGFResg-1022 enthaltenen Spezies sind in Tabelle 10a schematisch dargestellt. Die
Madglichkeit der Kettenbildung durch die asymmetrische Interaktion wird in dem Schema
nicht bertcksichtigt.

Fir die Inhibition der Kinaseaktivitdt von EGFReggg-1022 durch FKBP12 sind verschiedene
Mechanismen denkbar (Tabelle 10b und c). So konnte die Interaktion zwischen
EGFRes9-1022 und FKBP12 die Bildung des asymmetrischen, katalytisch aktiven Dimers
und damit die allosterische Aktivierung von EGFRess-1022 Verhindern. Das Gleichgewicht

der EGFRepg-1022-Spezies ware dann in Richtung des symmetrischen, katalytisch
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inaktiven Dimers verschoben. Eine andere Mdoglichkeit besteht in der Interaktion von
FKBP12 mit dem asymmetrischen, katalytisch aktiven Dimer und einer daraus
folgenden Inhibition.

Die Juxtamembran-Region von EGFRggg.1022 €nthalt zwei Prolinreste (P691 und P694).
Die Substitution je eines dieser Reste gegen Alanin verhindert die allosterische
Aktivierung vollig (Red Brewer et al., 2009). Deshalb hatte wahrscheinlich auch die
Interaktion von FKBP12 mit einem dieser Prolinreste Auswirkungen auf die Bildung des
asymmetrischen Dimers (Tabelle 10b).

Die Kinasedomane von EGFRgg9-1022 €nthalt 20 Prolinreste. Sieben davon sind Teil von
VP-, IP- beziehungsweise LP-Motiven (P733, P741, P877, P919, P934, P990 und
P1019). Peptidyl-Prolyl-Bindungen, bei denen sich N-terminal vom Prolin eine
hydrophobe AS befindet, werden von FKBP12 besonders gut erkannt (Zoldak et al.,
2009). Sechs dieser Prolinreste sind Oberflachen-exponiert (Zhang et al., 2006) und
dadurch fur FKBP12 zuganglich. V876 und P877 befinden sich in der Nahe des aktiven
Zentrums von EGFRegsg.1022 (Zhang et al., 2006). Die Interaktion von FKBP12 mit

Tabelle 10: Mogliche Mechanismen der Inhibition der Kinaseaktivitit von EGFRggg 1922 durch
FKBP12. (a) Dimerisierungen von EGFRggg.1022. (b) Interaktion von FKBP12 mit der Juxtamembran-
Region. (c) Interaktion von FKBP12 mit der aktivierten Kinasedomane.

a
e
symmetrisches Dimer Monomer asymmetrisches Dimer
Peptidphosphorylierung
b
- — -
O = 6 = S
hoherer Anteil FKBP12 interagiert mit Dimerisierung nicht moglich
an symmetrischem Dimer Juxtamembran-Region keine Peptidphosphorylierung
C
< —
FKBP12 interagiert mit keine Peptidphosphorylierung

Kinasedomane

Kinasedoméne von EGFRuscz (D)~ @ FKBP12

Juxtamembran-Region von EGFResg.1022 |:| * aktives Zentrum der aktivierten Kinasedoméne
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diesem Motiv hatte wahrscheinlich Auswirkungen auf die Kinaseaktivitat des
asymmetrischen Dimers (Tabelle 10c). Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
ermittelten Daten lasst sich nicht schlussfolgern, nach welchem Mechanismus FKBP12
die Kinaseaktivitat des EGFR tatsachlich inhibiert.

4.1.2 FKBP12 inhibiert den EGFR nicht durch einfache Bindung,

sondern durch Katalyse einer cis/trans-lsomerisierung

Weder durch den Pulldown von EGFR mit GST-FKBP12 noch durch die Ko-
Immunprazipitation von FKBP12 mit FLAG-EGFRggs.1210 konnte eine Bindung von
FKBP12 an den EGFR nachgewiesen werden (Abbildungen 6 und 7). Wie ist dieser
Befund mit der Inhibition der Kinaseaktivitat des EGFR durch FKBP12 in Einklang zu
bringen?

Der beschriebene Pull down-Assay wurde nicht nur mit immobilisiertem GST-FKBP12,
sondern auch mit anderen immobilisierten PPlasen durchgefuhrt. Fur GST-Pin1
(Swiss-Prot-Eintrag  Q13526) wurden so zum Beispiel 69 Bindungspartner
reproduzierbar identifiziert. Im Coomassie-gefarbten SDS-Gel waren die Banden der
Bindungspartner deutlich zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Pin1 vermittelt Protein-
Protein-Interaktionen Uber seine N-terminale WW-Domane (Lu etal., 1996). Die
Kp-Werte flr die Bindungen liegen zwischen 5 und 80 yM (Verdecia et al., 2000).
Bindungen mit Kp-Werten im unteren mikromolaren Bereich sind also durch Pull down
nachweisbar.

Wenn FKBP12 die Kinaseaktivitat von EGFRggg.1022 durch einfache Bindung inhibieren
wurde, liele sich nach dem Massenwirkungsgesetz ein Kp-Wert fur die Bindung

berechnen. Dazu wird von folgenden Annahmen ausgegangen.

[EGFRge9.1022] = 0,25 uM Konzentration an EGFRggg.1022

Kp =200 nM Kp flr die Dimerisierung von EGFRggg.1020 (Jura et al., 2009)
V Reaktion1 = 5,0 yM/min VReaktion i Abwesenheit von FKBP12 (Abbildung 5)
[FKBP12] =5uM Konzentration an FKBP12

V Reaktion2 = 3,0 yM/min VReaktion i Anwesenheit von FKBP12 (Abbildung 5)

Die Existenz des symmetrischen EGFRggo-1022-Dimers wird fur die Berechnungen

vernachlassigt.
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Nach dem in Tabelle 10b beschriebenen Modell inhibiert FKBP12 die allosterische
Aktivierung von EGFRegeg-1022. Der Kp-Wert fur eine einfache Bindung von FKBP12 an
EGFRes9-1022 l&ge in diesem Fall bei 6 uM.

FKBP12 EGFRgg9-1022
EGFRggo-1022/FKBP12 ‘—J> EGFRego-1022 ~+—= EGFReg9-1022/EGFRego-1022
6 uM 200 nM

Nach dem in Tabelle 10c beschriebenen Modell inhibiert FKBP12 das asymmetrische,
katalytisch aktive Dimer. Der Kp-Wert fur eine einfache Bindung von FKBP12 an

EGFRes9-1022 l&ge in diesem Fall bei 7 uM.

EGFRes9-1022 FKBP12

EGFRggo-1022 <—L“ EGFRe69-1022/EGFReg0-1022  +—= EGFRGeg0-1020/EGFRggg-1022/FKBP12

Diese Kp-Werte liegen im unteren mikromolaren Bereich. Eine einfache Bindung von
FKBP12 an EGFReesg-1022 hatte durch Pull down beziehungsweise Ko-Immun-
prazipitation nachweisbar sein muassen. Vermutlich inhibiert also FKBP12 die
Kinaseaktivitat von EGFRggs-1022 nicht durch einfache Bindung, sondern durch die
Katalyse der cis/trans-lsomerisierung einer Peptidyl-Prolyl-Bindung an der Oberflache
von EGFRggg-1022-

Wenn ein natives Protein zwei Konformationen einnehmen kann, die sich durch
cis/trans-lsomerisierung einer Peptidyl-Prolyl-Bindung ineinander Uberflhren lassen,
wird diese Konformationsdnderung als native state-lsomerisierung bezeichnet
(Andreotti, 2003). Solche native state-lIsomerisierungen wurden fur mehrere Proteine
nachgewiesen, zum Beispiel fur das humane Strukturprotein Fibrillin-1 (Swiss-Prot-
Eintrag P35555, Yuan et al., 1998), die humane Tyrosinkinase Itk (Swiss-Prot-Eintrag
QO08881, Brazin et al., 2002) und das humane Adaptorprotein Crk (Swiss-Prot-Eintrag
P46108, Sarkar et al., 2007). Native state-lsomerisierungen lassen sich durch NMR-
Spektroskopie beobachten, fallen aber nur dann durch NOE-Signalverdopplung auf,
wenn unter den Messbedingungen Populationen in der cis- und in der trans-
Konformation in ahnlichen Konzentrationen existieren. Deshalb ist davon auszugehen,

dass native state-lsomerisierungen bedeutend haufiger vorkommen, als die Anzahl der
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bisher publizierten Strukturen vermuten lasst (Andreotti, 2003). PPlasen katalysieren
native state-lsomerisierungen (Brazin et al.,, 2002, Pappenberger et al., 2003, Sarkar
etal, 2007). Die Katalyse von native state-lsomerisierungen wird als eine
physiologische Funktion von PPlasen diskutiert (Lu et al., 2007).

Die PPlase-Aktivitat der FKBP12-Varianten D37L und F99Y ist stark eingeschrankt,
trotzdem binden sie ihre Substrate mit ahnlicher Affinitat wie WT-FKBP12 (Fanghanel
und Fischer, 2004). Diese PPlase-inaktiven Varianten inhibieren die EGFR-
Autophosphorylierung kaum (Lopez-llasaca et al., 1998). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass FKBP12 den EGFR durch die Katalyse der cis/trans-Isomerisierung einer
Peptidyl-Prolyl-Bindung inhibiert.

Im folgenden wird ein EGFR-Motiv vorgestellt, das fur eine native state-lsomerisierung
in Frage kommt. Die imidische Bindung zwischen den AS-Resten V876 und P877 des
EGFR befindet sich am C-Terminus des activation loop. Die Kristallstruktur der
Arbeitsgruppe Carpenter (Red Brewer et al., 2009) bildet den flexiblen activation loop
nicht ab, die Kristallstruktur der Arbeitsgruppe Kuriyan (Zhang et al., 2006) zeigt die
VP-Bindung in der frans-Konformation. Auf die Konformation in LOosung lasst sich
daraus aber nur bedingt schlieRen (Andreotti, 2003). Angenommen, im EGFR-Monomer
lage diese Bindung in der ftrans-Konformation vor. Durch die asymmetrische
Dimerisierung des EGFR kommt es zu ausgepragten strukturellen Veranderungen in
der Kinasedomane des Akzeptors (Red Brewer et al., 2009). Dadurch konnte die cis-
Konformation der VP-Bindung zur energetisch begunstigten Konformation werden.
Ware die Kinasedomane nur aktiv, wenn die VP-Bindung in der trans-Konformation
vorliegt, wirde FKBP12 die Inaktivierung des EGFR beschleunigen und dadurch die
Kinaseaktivitat inhibieren. Die Aktivitat ware erst wieder hergestellt, nachdem die
Dissoziation des Dimers, die Isomerisierung der VP-Bindung in die trans-Konformation
und eine erneute Dimerisierung erfolgt ware. Ein solcher Mechanismus der transienten
Aktivierung des EGFR lie3e sich durch NMR-Spektroskopie beweisen. Unter anderem
wegen der in Tabelle 10a dargestellten Dimerisierungen ist aber bislang keine NMR-

Struktur von EGFRggo-1022 vVeroffentlicht worden.
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4.1.3 Die Modulation der EGFR-vermittelten Signaltransduktion
durch FKBP12

Durch die konfokalmikroskopische Untersuchung mehrerer humaner Krebszell-Linien
wurde gezeigt, dass der EGFR und FKBP12 intrazellularen Kontakt haben kdnnen. In
A-431-Zellen, die sich durch eine besonders hohe Expression von EGFR auszeichnen
(Masui etal., 1993), hat das Uber die gesamte Zelle verteilte Fusionsprotein
eGFP-FKBP12 eine Praferenz fur die Lokalisierung an der Zellmembran, in der sich
auch der EGFR befindet (Abbildung 8). In HelLa-Zellen, die mittels EGF zur
Autophosphorylierung und Internalisierung des EGFR angeregt worden sind (Haigler
et al., 1978), akkumuliert eGFP-FKBP12 aber nicht an den durch die Internalisierung
des EGFR entstandenen Endosomen (Abbildung 9). Fur den Nachweis einer solchen
Akkumulierung ist der Kp-Wert der Interaktion wahrscheinlich zu hoch.

Die Inhibition der EGFR-Kinaseaktivitat durch FKBP12 Iasst sich in den zellularen
Kontext ubertragen. Wenn Hela-Zellen durch EGF zur Autophosphorylierung des
EGFR angeregt werden, ist der Phosphorylierungsgrad des EGFR von der
intrazellularen FKBP12-Konzentration abhangig. Je hoher die intrazellulare FKBP12-
Konzentration ist, desto geringer ist der Phosphorylierungsgrad. Dies wurde unter
Verwendung von HelLa-Zellen mit den intrazellularen FKBP12-Konzentrationen 50 nM,
1 UM beziehungsweise 5 uM gezeigt (Abbildungen 10a und 11). Eine physiologische
Funktion von FKBP12 kdnnte darin liegen, die Antwort der Zellen auf extrazellulare
EGFR-Liganden zu modulieren.

FKBP12 interagiert neben dem EGFR auch mit dem TBR-l (Wang und Donahoe, 2004).
Im Zusammenhang mit dieser Interaktion wurde fur FKBP12 eine Aufgabe bei der
Unterdrickung der TPBR-I-Basalaktivitat vorgeschlagen (Chen etal., 1997). Die
Basalaktivitat des EGFR in HeLa-Zellen lag an der Detektionsgrenze der Western-Blot-
Analyse. Ein Zusammenhang zwischen der intrazellularen FKBP12-Konzentration und
der Basalaktivitat des EGFR konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung 11). Des
Weiteren wurde vorgeschlagen, dass FKBP12 den Schwellenwert, ab dem TGF-§3 eine
Aktivierung des TBR-lI bewirkt, erhoht (Chen etal, 1997). Deshalb wurde der
Schwellenwert, ab dem EGF eine durch Western-Blot-Analyse nachweisbare
Autophosphorylierung des EGFR in Hela-Zellen bewirkt, ermittelt. Ein Einfluss der
intrazellularen FKBP12-Konzentration auf diesen Schwellenwert konnte nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 10b). Die Aktivierung des EGFR durch EGF [6st
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mehrere zellulare Signalkaskaden aus (Oda et al., 2005). Infolgedessen werden zum
Beispiel die Proteine extracellular signal-regulated kinase 1/2 (kurz ERK-1/2, Swiss-
Prot-Eintrage P27361 und P28482) phosphoryliert (Howe et al., 1992). Ein Einfluss der
intrazellularen FKBP12-Konzentration auf den Phosphorylierungsgrad von ERK-1/2
konnte durch Western-Blot-Analyse nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Die Ursache daflr liegt wahrscheinlich im kaskadenartigen Verlauf der intrazellularen
Signaltbertragung (Lemmon und Schlessinger, 2010).

Durch den experimentellen Ansatz der kurzen Inkubation (2 - 5 Minuten) der Zellen in
Gegenwart von EGF wurde zwar die Inhibition der EGFR-Autophosphorylierung durch
FKBP12 gezeigt, der Phosphorylierungsgrad von ERK-1/2 anderte sich aber nicht.
Deshalb wurde der langfristige Einfluss (2 -3 Tage) der intrazellularen FKBP12-
Konzentration auf vom EGFR regulierte zellulare Prozesse wie das Durchlaufen des
Zellzyklus und die Zellmotilitat untersucht. Der Nachteil dieser Herangehensweise liegt
darin, dass die beobachteten Effekte nicht zwingend auf die Inhibition der EGFR-
Kinaseaktivitat durch FKBP12 zurtckzufuhren sind. FKBP12 moduliert auch die Aktivitat
anderer Signaltransduktionsproteine. So steuert FKBP12 zum Beispiel die
Depalmitoylierung von H-Ras (Swiss-Prot-Eintrag P01112, Ahearn etal., 2011).
Deshalb sind die im Folgenden diskutierten Ergebnisse nicht als Beweise fur, sondern
als Hinweise auf eine zellphysiologische Bedeutung der Inhibition der EGFR-
Kinaseaktivitat durch FKBP12 zu verstehen.

Der EGFR ist an der Regulation des Zellzyklus beteiligt (Mebratu und Tesfaigzi, 2009).
Fir den Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus ist aktivierter EGFR
vonndten (Santiskulvong et al., 2001). Die Uberexpression des EGFR in CV-1-Zellen
(ATCC-Nummer CCL-70) beschleunigt den Eintritt der Zellen in die S-Phase (Bill et al.,
2004), wahrend die Inkubation von Lungenkrebszellen in Gegenwart von Erlotinib,
einem Inhibitor der EGFR-Kinaseaktivitat (Kim und Murren, 2002), G1-Arrest bewirkt
(Ling et al., 2007). Sowohl die Inhibition der PPlase-Aktivitat von FKBP12 durch FK506
als auch die reduzierte Expression von FKBP12 durch RNAI beeinflussen die Verteilung
exponentiell wachsender HelLa-Zellen auf die Phasen des Zellzyklus (Abbildung 12).
Die Anzahl der Zellen, die sich in der G1-Phase des Zellzyklus befinden, wird deutlich
verringert. Dieses Ergebnis kann durch die Modulation der EGFR-Kinaseaktivitat durch
FKBP12 erklart werden. Die reduzierte FKBP12-Aktivitdt bewirkt erhohte EGFR-
Kinaseaktivitat (Abbildung 10a). Die erhohte EGFR-Kinaseaktivitat beschleunigt den
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Ubergang der HelLa-Zellen von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus (Bill et al., 2004)
und verringert dadurch die Anzahl der Zellen in der G1-Phase. Der verfrihte Eintritt in
die S-Phase fuhrt dazu, dass der Anteil von Zellen mit einem DNA-Gehalt < G1 und
> G2/M steigt (Cheng et al., 2003). Eine Funktion von FKBP12 bei der Regulation des
Zellzyklus wurde bereits von der Arbeitsgruppe Snyder vorgeschlagen (Aghdasi et al.,
2001). Aus FKBP12-defizienten Mausen gewonnene Fibroblasten wachsen langsamer
als WT-Fibroblasten. Im Unterschied zu den unter Verwendung von Hela-Zellen
gewonnenen Ergebnissen erhoht die Depletion von FKBP12 den Anteil der primaren
Fibroblasten in der G1-Phase des Zellzyklus (Aghdasi et al., 2001). Die primaren
Fibroblasten unterscheiden sich im Expressionsmuster der den Zellzyklus regulierenden
Proteine und in der Regulation des Zellzyklus von HelLa-Zellen (http://biogps.gnf.org/).
Deshalb kann die Verringerung der FKBP12-Konzentration in den Fibroblasten einen
anderen Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus haben als in den HeLa-Zellen.

Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung von FKBP12 an der Regulation der EGFR-
Kinaseaktivitat wurde durch den scratch migration-Assay gewonnen (Dioufa et al.,
2010). Dabei wird eine Spalte in eine Monoschicht adharenter Zellen geritzt. Die
Monoschicht reagiert auf die Unterbrechung der Zell-Zell-Kontakte mit dem Schliel3en
der Spalte (Yarrow et al., 2004). Die Ansatze werden in Serum-freiem Medium inkubiert,
um die Zellteilung zu verhindern. Deshalb ist das SchlieRen der Spalte auf die Motilitat
der Zellen zuruckzufuhren. Die Anwesenheit von EGF im Medium erhdht die Motilitat
von HelLa-Zellen (Abbildung 13, Barrandon und Green, 1987). Die erhohte Motilitat ist
durch das Zusammenspiel mehrerer vom EGFR ausgehender Signaltransduktionswege
zu erklaren (Feigin und Muthuswamy, 2008). Zum Beispiel fuhrt der PLCy1-Weg zur
Freisetzung von PIP2-gebundenem Gelsolin. Dadurch wird die Zelle in die Lage
versetzt, Filopodien und Lamellipodien auszubilden (Chen et al., 1996). Der Ras/MAPK-
Weg flhrt zur Disassemblierung von fokalen Adhasionen und damit zu einer
schwéacheren Anheftung der Zellen an die Wachstumsflache (Xie et al., 1998). Uber den
Cdc42/Rac-Weg wird die Verzweigung von Aktinfilamenten in den Lamellipodien
reguliert (EI-Sibai et al., 2007). Die genannten Signaltransduktionswege beeinflussen
sich gegenseitig (Oda et al., 2005). Die FKBP12-Inhibitoren FK506 und Rapamycin
verhindern die Anregung der HelLa-Zellmotilitat durch EGF (Abbildung 13). Da die
Inhibition von FKBP12 zu hoéherer EGFR-Kinaseaktivitat fuhrt (Abbildung 5), war

erwartet worden, dass die Anwesenheit der Inhibitoren im Medium die Anregung der
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HelLa-Zellmotilitat durch EGF noch verstarkt. Die Erhohung der EGFR-Kinaseaktivitat
fuhrt aber nicht zwangslaufig zur Verstarkung einer zellularen Antwort. Zum Beispiel
regen 3 pM EGF im Medium A-431-Zellen zur Zellteilung an, wahrend 3 nM EGF die
Zellteilung inhibieren (Kawamoto et al., 1983), und die Anregung von PC-12-Zellen
(ATCC-Nummer CRL-1721) mit ein und derselben Konzentration an EGF fuhrt in
Abhangigkeit vom EGFR-Expressionsniveau entweder zur Zellteilung oder zur
Differenzierung in Nervenzellen (Marshall, 1995). Diese gegensatzlichen Antworten auf
ein Signal gleicher Art, aber unterschiedlicher Intensitat werden durch ein differentielles
Wirken von negativen und positiven Ruckkopplungs-Mechanismen erklart (Lemmon und
Schlessinger, 2010). Wenn sich kein EGF im Medium befindet, bewirken weder FK506
noch Rapamycin eine Anderung der Hela-Zellmotilitdt. Da beide Substanzen
gleichermallen die Erhéhung der HelLa-Zellmotilitat durch EGF verhindern, beruht ihr
Einfluss wahrscheinlich nicht auf der Inhibition von Calcineurin oder mTOR, sondern auf
der Inhibition von FKBP12 und der damit einhergehenden Erhohung der EGFR-

Kinaseaktivitat.
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4.2 Die Etablierung eines Zellkultur-basierten Assays

zur Untersuchung von CypA-Inhibitoren

4.2.1 Die Inhibition von CypA durch CsA hat keinen Einfluss
auf die RA-induzierte P19-Zell-Differenzierung

P19-Zellen lassen sich durch Inkubation in Gegenwart von all-trans-Retinsaure (kurz
RA) zur Differenzierung in Neuron-artige Zellen anregen (Abbildung 15, Jones-
Villeneuve etal., 1982). Es ist aber nicht mdglich, diese Differenzierung durch die
Inhibition der PPlase CypA zu verhindern (Abbildung 17). Dieser Befund ist in Kenntnis
der Ergebnisse der Arbeitsgruppe Chiu (Song et al., 2004) nicht erwartet worden. Die
Arbeitsgruppe Chiu hat gezeigt, dass P19-Zellen mit einem um 80 % verminderten
CypA-Expressionsniveau nicht durch RA zur neuronalen Differenzierung angeregt
werden. Warum hat die Inhibition von CypA durch CsA nicht den gleichen Effekt wie die
durch RNAIi verminderte Expression von CypA?

Eine Erklarungsmdglichkeit besteht darin, dass CypA seine Aufgabe bei der P19-Zell-
Differenzierung auch erfillen kann, wenn es als CypA/CsA-Komplex vorliegt. CsA
bindet die Oberflachenregion von CypA, in der auch die PPlase-Aktivitat lokalisiert ist
(Mikol et al., 1993). Fast alle bisher beschriebenen Funktionen von CypA werden uber
diese Oberflachenregion vermittelt und sind deshalb durch CsA inhibierbar (Fischer
etal.,, 1989, Luban etal., 1993, Gwinn et al., 2006, Yang et al., 2008, Satoh et al.,
2009). Eine Ausnahme bildet hier das Protein apoptosis-inducing factor (kurz AlF,
Swiss-Prot-Eintrag 095831). Im Komplex mit CypA verflugt AIF Uber DNase-Aktivitat,
und diese Aktivitat ist durch einen Uberschuss an CsA nicht inhibierbar. Folgerichtig
wird eine sekundare Bindestelle am CypA vorgeschlagen (Candé et al., 2004). Diese
Ergebnisse mussen allerdings vorsichtig interpretiert werden, da Praparationen von
rekombinantem CypA aus E. coli wiederholt mit Endonuklease | kontaminiert waren
(Manteca und Sanchez, 2004). Die Bindung von CsA an das aktive Zentrum von CypA
hat quasi keinen Einfluss auf die Tertiarstruktur von CypA (Mikol et al., 1993). In
Anbetracht einer sekundaren Bindestelle konnte der CypA/CsA-Komplex die gleiche
Aufgabe bei der P19-Zell-Differenzierung erflllen wie CypA allein.

Eine andere Erklarungsmoglichkeit ware, dass unter den gewahlten Versuchs-

bedingungen die Konzentration an nicht CsA-gebundenem CypA zu hoch ist. Im
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Folgenden wird versucht, diese Konzentration abzuschatzen. Die zur Differenzierung
bestimmten P19-Zellen wurden in Medium kultiviert, das 2 uM CsA enthielt. Das
Volumen des Mediums in einem Well einer 6-Well-Platte (rund 2 ml) war bedeutend
groRer als das Volumen der darin wachsenden Zellen (rund 20 pl). CsA diffundiert
nahezu ungehindert durch die Zellmembran (Fabre et al., 1986). Wenn ein etwaiger
aktiver Transport des CsA aus der Zelle vernachlassigt wird (Tsuiji et al., 1993), liegt die
Konzentration an intrazellularem, freiem CsA bei mindestens 1 uM. Die
Gesamtkonzentration an CsA ist jedoch héher. Die hochaffine Bindung des Inhibitors an
intrazellulare Cyclophiline verhindert die freie Diffusion, dadurch akkumulieren die
Zellen CsA (Fabre etal., 1986). Wird das folgende intrazellulare Gleichgewicht

angenommen:
CypA + CsA —— CypA/CsA

[CsA] > 1 uM Konzentration an intrazellularem, freien CsA
[CypA] + [CypA/CsA] <25 uM Gesamtkonzentration an intrazellularem CypA (Ryffel et al., 1991)
Kb = 3 nM Dissoziationskonstante (Fischer et al., 1989)

ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz, dass in den P19-Zell-Differenzierungs-
ansatzen mindestens 99,7 % des intrazellularen CypA den Inhibitor CsA gebunden
haben. Die CypA-knockdown-Zellen der Arbeitsgruppe Chiu wiesen eine residuale
CypA-Konzentration von 20 % auf (Song et al., 2004). Eine unvollstandige Inhibition des
intrazellularen CypA durch CsA ist also wahrscheinlich nicht die Ursache daflr, dass die
P19-Zellen bei Inkubation in Gegenwart von RA unverandert in Neuron-artige Zellen
differenzieren.

CsA bindet nicht nur CypA, sondern auch zahlreiche weitere Cyclophiline (Davis et al.,
2010). AuBerdem inhibiert der CypA/CsA-Komplex die Phosphatase Calcineurin (Liu
etal.,, 1991). Eine dieser Eigenschaften bewirkt sicherlich die Zytotoxizitat von CsA
(Abbildung 16), und unter Umstanden ermdglicht eine dieser Eigenschaften die
RA-induzierte Differenzierung auch dann, wenn kein aktives CypA in den P19-Zellen
vorhanden ist.

Obwohl CypA in allen Geweben hoch exprimiert wird (Ryffel et al., 1991), ist es in
Mausen kein essentielles Protein. CypA-defiziente Mause verfugen Uber ein normal
entwickeltes Nervensystem (Colgan et al., 2004). Eine wichtige physiologische Funktion

wahrend der neuronalen Differenzierung hat CypA deshalb vermutlich nicht. Mit
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Zellkultur-Experimenten wurde aber gezeigt, dass eine reduzierte CypA-Expression die
RA-induzierte neuronale Differenzierung verhindert (Song et al., 2004). Durch die
Inhibition von CypA mit CsA lalkt sich die RA-induzierte neuronale Differenzierung nicht
verhindern. Erklarungen dafur konnen eine sekundare Bindestelle am CypA, eine
unvollstandige Inhibition des CypA oder durch die Verwendung des Inhibitors CsA

hervorgerufene Nebenwirkungen sein.

4.2.2 CypA ist kein Chemoattraktor fiir Leukozyten
Das Chemokin SDF-1a regte Jurkat-Zellen zur Chemotaxis an (Abbildung 18), und das

formylierte Tripeptid FMLP regte mehrere Arten von Leukozyten zur Chemotaxis an
(Abbildungen 20, 22 und 23). Die dabei ermittelten Cl-Werte decken sich mit bereits
publizierten Werten oder sind hoéher (Xu et al., 1992, Hesselgesser et al., 1998, Fischer
etal., 2004). Deshalb ist davon auszugehen, dass die Chemotaxis-Experimente
technisch einwandfrei durchgefihrt wurden. Das untersuchte CypA war im Coomassie-
Gel bandenrein, und es verfugte auch unter den im Chemotaxis-Assay herrschenden
Pufferbedingungen Uber die erwartete PPlase-Aktivitat (Abbildung 19, Liu et al., 1990).
Eventuell kontaminierende Lipopolysaccharide (kurz LPS) waren in einem gesonderten
Reinigungsschritt entfernt worden. Die untersuchten Leukozyten wurden entweder
direkt von der Stammsammlung ATCC (Manassas) bezogen oder kurz vor dem
Chemotaxis-Assay aus biologischem Material prapariert.

Trotzdem regte CypA weder differenzierte HL-60-Zellen, noch THP-1-Zellen, noch
humane Neutrophile, noch PMNL aus dem Peritoneum der Maus zur Chemotaxis an.
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefluhrten Experimente deuten darauf hin,
dass CypA kein Chemoattraktor fur Leukozyten ist, obwohl genau das mehrfach
vorgeschlagen wurde (Tabelle 4). Im Folgenden wird versucht, Ursachen fur die
publizierten, wahrscheinlich falsch-positiven Ergebnisse zu finden.

CypA wurde erstmals im Jahr 1992 als Chemoattraktor beschrieben (Sherry et al.,
1992). In der Arbeitsgruppe Cerami wurden aus Mausen praparierte Makrophagen in
Gegenwart von LPS Kkultiviert und dadurch zur Sekretion eines Proteins mit dem
Molekulargewicht 18 kDa angeregt. Dieses Protein wurde mittels lonenaustausch-
chromatografie angereichert und als CypA identifiziert. Die so gewonnene
Proteinlosung regte humane Neutrophile zur Chemotaxis an. Zwei Punkte seien hier
kritisch angemerkt. Zum einen verfugte die Proteinlosung nur tber knapp 3 % der fur
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CypA zu erwartenden PPlase-Aktivitat (Liu et al., 1990, Sherry et al., 1992). Dies lasst
Zweifel an der Identitat oder dem nativen Faltungszustand des angereicherten Proteins
aufkommen. Zum anderen war die Proteinlésung aus Medium gewonnen worden, das
eine hohe Konzentration an LPS enthielt. Die gewahlte Reinigungsstrategie war nicht
geeignet, die LPS aus der Losung zu entfernen (Anspach und Hilbeck, 1995, Sherry
etal., 1992). LPS als Membranbestandteile gramnegativer Bakterien stellen potente
Chemoattraktoren dar (Hofstad und Sveen, 1979). Deshalb induziert eine
Kontamination der Chemoattraktor-Lésung mit LPS im Chemotaxis-Assay falsch-
positive Ergebnisse.

Ebenfalls im Jahr 1992 wurde von der Arbeitsgruppe Lyttle gezeigt, dass CypA in
Neutrophile differenzierte HL-60-Zellen zur Chemotaxis anregt (Xu etfal, 1992).
Auffallig waren hier die angegebenen CypA-Konzentrationen. Bei einer CypA-
Konzentration von 1:10"2 M wurde ein Cl von 4,0 + 0,4 bestimmt. Dieser Befund ist
unwahrscheinlich, da selbst Chemokine wie zum Beispiel RANTES oder MIP-1a bei
Konzentrationen < 1-10""M im Boyden-Kammer-Assay keine Chemotaxis mehr
auslosen (Proudfoot et al., 2001). Die Arbeitsgruppe Lyttle hat auch postuliert, dass es
sich bei FKBP12, der anderen prototypischen PPlase, um einen Chemoattraktor
handelt (Leiva und Lyttle, 1992).

Den umfassendsten Beitrag zum Verstandnis der CypA-induzierten Chemotaxis haben
die Arbeitsgruppen Bukrinsky und Constant geleistet. Von diesen Arbeitsgruppen wurde
vorgeschlagen, dass CypA fur folgende Zellarten als Chemoattraktor dient: CHO-Zellen,
die den putativen CypA-Rezeptor Cd147 rekombinant exprimieren (Yurchenko et al.,
2002), PMNL aus dem Peritoneum der Maus (Arora et al., 2005) und Milzzellen, die mit
Concanavalin A behandelt worden waren, so dass sie in CD4"-T-Zellen differenzierten
(Damsker etal.,, 2007). Laut den Methodenteilen der Publikationen wurde
ausschlieBRlich das von Calbiochem (Darmstadt) vertriebene CypA verwendet. Die
Arbeitsgruppe Tanner hat mehrere kommerziell erhaltliche CypA-Praparationen in
Bezug auf Reinheit und PPlase-Aktivitat miteinander verglichen (Payeli et al., 2008).
Das CypA von Calbiochem war stark mit nicht proteinogenen Substanzen kontaminiert
und verfugte Uber keine messbare PPlase-Aktivitat (Payeli et al., 2008). Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die aufgezahlten Zellarten nicht durch in der nativen

Konformation vorliegendes CypA zur Chemotaxis angeregt worden sind. Die trotzdem
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beobachtete Chemotaxis wurde dann vermutlich durch die kontaminierenden
Substanzen hervorgerufen.

CypA ist nicht das einzige Protein, dessen Rolle als Cytokin umstritten ist (Galat und
Bua, 2010). Das Protein macrophage migration inhibitory factor (kurz MIF, Swiss-Prot-
Eintrag P14174) wurde als Cytokin beschrieben, das Leukozyten zur Sekretion von zum
Beispiel TNF-a, IL-1B und IL-6 anregt (Calandra et al., 1995). Unter Verwendung von
nachweislich LPS-freiem MIF konnten diese Ergebnisse nicht reproduziert werden
(Kudrin et al., 2006). Stattdessen wurde vorgeschlagen, dass MIF nicht als Cytokin,
sondern als extrazellulares Enzym fungiert (Kudrin und Ray, 2008). MIF verfugt Uber
Thiolprotein-Oxidoreduktase-Aktivitat (Kleemann et al., 1998). In Analogie dazu handelt
es sich bei CypA moglicherweise auch nicht um ein Cytokin im klassischen Sinne,
sondern um ein extrazellular vorkommendes Protein, das zum Beispiel durch seine
PPlase-Aktivitat die Wirkung eines Cytokins oder mehrerer Cytokine moduliert (Galat
und Bua, 2010).
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4.3 Zusammenfassung

Die Modulation der EGFR-Kinaseaktivitat durch FKBP12

FKBP12 inhibiert die Kinaseaktivitat des EGFR. Der Einfluss von FKBP12 ist spezifisch
und wird durch FK506 unterdrickt. Moglicherweise wird die Inhibition der EGFR-
Kinaseaktivitat durch die Katalyse einer native state-lsomerisierung des EGFR
vermittelt. FKBP12 und EGFR konnen intrazellular Kontakt haben. Die EGF-induzierte
EGFR-Kinaseaktivitat ist von der intrazellularen FKBP12-Konzentration abhangig.
Aulerdem beeinflusst FKBP12 vom EGFR gesteuerte zellphysiologische Prozesse wie

das Durchlaufen des Zellzyklus und die Zellmotilitat.

Inhibitoren der zellphysiologischen CypA-Funktion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte kein Zellkultur-basierter Assay zur
Untersuchung von CypA-Inhibitoren etabliert werden. Das Bemuhen darum scheiterte
am Ausfindig-Machen einer zellularen Funktion von CypA, deren Inhibition einen
nachweisbaren Effekt hervorruft. Die Inhibition von CypA durch CsA hat keinen Einfluss
auf die RA-induzierte P19-Zell-Differenzierung. CypA ist kein Chemoattraktor fur
Leukozyten.
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Massenspektrometrische Analyse von EGFRgg.1210 (Siehe 3.1.1.3). Die Coomassie-gefarbte Bande

wurde aus dem SDS-Gel geschnitten und tryptisch verdaut. Die Analyse wurde von Angelika Schierhorn

am Nano-LC MS vorgenommen (Agilent Technologies, Santa Clara).
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Massenspektrometrische Analyse von Phospho-EGFRgg.1210 (Siehe 3.1.1.3). Die Coomassie-gefarbte

Bande wurde aus dem SDS-Gel geschnitten und tryptisch verdaut. Die Analyse wurde von Angelika

Schierhorn am Nano-LC MS vorgenommen (Agilent Technologies, Santa Clara).
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