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Abstract: Krebs ist eine der Haupttodesursachen weltweit. Die
funktionelle Inaktivierung von Tumorsuppressoren, haupt-
sdchlich durch Mutationen in den entsprechenden Genen, ist
ein Schliisselereignis in der Krebsentstehung. Das ,,fragile
histidine triade protein“ (Fhit) ist ein Tumorsuppressor, der in
verschiedenen Krebsarten verdndert ist. Fhit hat Diadenosin-
triphosphat-Hydrolase-Aktivitit, aber obwohl die Reduktion
dieser enzymatischen Aktivitat wichtig fiir seine Tumorsup-
pressor-Aktivitit zu sein scheint, ist deren Regulation unzu-
reichend verstanden. In dieser Arbeit stellen wir eine neuartige
fluorogene Sonde vor, die geeignet ist, die enzymatische Akti-
vitit von Fhit in Extrakten humaner Zelllinien zu untersuchen.
Diese neue Methode wird es ermdoglichen, tiefgreifende Ein-
blicke in die Mechanismen, die an der Regulation von Fhit
beteiligt sind, zu erhalten und somit seine Rolle in der Krebs-
entstehung besser zu verstehen.

Krebs ist in der heutigen Zeit eine der héufigsten Todesur-
sachen weltweit.!! Wihrend der Entstehung von Krebs
(,,Karzinogenese*) akkumulieren Mutationen in regulatori-
schen Genen, die Zellen vereinfacht gesehen mit karzinoge-
nen FEigenschaften, wie Unsterblichkeit, unkontrollierter
Zellteilung und Gewebsinvasivitit ausstatten.’! Die Inakti-
vierung so genannter Tumorsuppressoren, die normalerweise
das Zellwachstum begrenzen, ist ein Schliisselprozess wih-
rend dieses Vorgangs."”! Das ,,fragile histidine triade protein“
(Fhit), kodiert im fragilen FRA3B-Locus, ist einer dieser
Tumorsuppressoren® und ist oft in den frithen Stadien der
Entwicklung verschiedener Krebsarten dereguliert;® nichts-
destotrotz ist nicht bekannt, wie diese Deregulierung zur
Krebsentwicklung beitrégt.

Fhit bildet Homodimere und hat Diadenosintriphosphat-
Hydrolase-Aktivitit (Aps;Aase), mit der es Diadenosintri-
phosphat (Ap;A) zu Adenosinmonophosphat (AMP) und
Adenosindiphosphat (ADP) spaltet (Abbildung 1a).””’ Ex-
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a) NH,

Abbildung 1. a) Enzymatische Aktivitit von Fhit, das Ap;A zu ADP und
AMP spaltet. b) Nahansicht der Kristallstruktur von Fhit (PDB 1FHI,
Connolly-Oberfliche) mit einem gebundenen, nichthydrolysierbaren
Ap;A-Analog . Die roten Pfeile zeigen die beiden N6-Positionen an,
die in dieser Arbeit modifiziert wurden.

perimentelle Daten zeigen, dass diese hydrolytische Aktivitét
von Fhit nicht fiir seine Funktion als Tumorsuppressor be-
notigt wird,”! wohingegen die Bindung an Ap;A essentiell
ist.®] Als Antwort auf Zellstress steigt der Ap;A-Spiegel,
wodurch die Tumorsuppressor-Aktivitiat von Fhit durch Bin-
dung an Ap;A induziert wird.®) Durch die intrinsische
Aps;Aase-Aktivitat von Fhit hétte dieser tumorsuppressive
Komplex allerdings eine sehr kurze Lebensdauer. Daher wird
angenommen, dass die hydrolytische Aktivitdt als Reaktion
auf Zellstress zusitzlich reduziert wird.”! Tatséchlich konnte
in Uberexpressionsexperimenten sowie mit rekombinantem
Fhit gezeigt werden, dass die Ap;Aase-Aktivitit teilweise
durch Phosphorylierung durch die Src-Kinase reguliert sein
konnte. ' Nichtsdestotrotz ist das tatsichliche Regulati-
onsnetzwerk von Fhit unbekannt. Da der Ap;A-Spiegel in
humanen Zellen ein direktes Maf fiir die An- oder Abwe-
senheit von Fhit ist[" wiren fluorogene Ap;A-Analoga
wertvolle Werkzeuge, um die enzymatische Aktivitit von Fhit
in komplexen biologischen Systemen, zum Beispiel in Zell-
extrakten, zu untersuchen.

Fluorogene Substrate fiir Fhit, iiber die bisher berichtet
wurde, waren zum einen eine Ap;A-basierte Sonde mit
fluoreszierenden Adenin-Analoga, die bei kurzen Wellen-
langen fluoreszieren, was fir viele Anwendungen unvorteil-
haft ist.'”! Des Weiteren wurde ein GTP-Analog verwen-
det;™ es ist jedoch fraglich, ob GTP-Analoga generell ge-
eignet sind, Ap;Aase-Aktivitit selektiv zu detektieren. Keine
der berichteten Methoden ermoglicht es, die enzymatische
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Aktivitdt von endogenem Fhit z.B. in Extrakten von Zellen
oder Zelllinien zu untersuchen.

Daher wollten wir ein Ap;A-Analog als fluorogenes
Substrat fiir Fhit entwickeln, das mit zwei synthetischen
Farbstoffen modifiziert ist, die in der Lage sind, einen Forster-
Resonanz-Energietransfer (FRET) einzugehen. Dieses
Analog sollte mit hoher Effizienz ausschlieBlich von Fhit
gespalten werden und wihrend der Spaltung eine grofie
Verdnderung seiner Fluoreszenzeigenschaften zeigen. Wei-
terhin sollte diese Messung bei langen Wellenlédngen moglich
sein, die geeignet sind, um Fhit in komplexen biologischen
Systemen zu untersuchen. Durch Betrachtung der Kristall-
struktur von Fhit mit einem gebundenen, nicht hydrolysier-
baren Ap;A-Analog (Abbildung 1b)® haben wir festgestellt,
dass beide N6-Positionen von Ap;A zugénglich sind und
daher modifizierbar sein sollten, ohne die Akzeptanz durch
Fhit signifikant zu storen. Wir haben daher Sonde
1 (Schema 1) als fluorogenes Substrat entworfen, um die en-
zymatische Aktivitdt von Fhit zu untersuchen. Als Farbstoffe
haben wir Sulfo-Cy3 und Sulfo-Cy5 verwendet, da diese be-
reits erfolgreich angewendet wurden, um Nukleotidspaltung
zu untersuchen.!'

Die Synthese von Sonde 1 begann mit 6-Chlor-9-(3-D-
ribofuranosyl)purin™! 2 (Schema 1), das mit 6-Azidohexyl-
amin"! behandelt wurde, um Verbindung 3 in 53 % Ausbeute
zu erhalten. Umsatz mit Phosphoroxychlorid und anschlie-
Bende Behandlung mit Bis(tributylammonium)phosphat
ergab Verbindung 4 in 23 % Ausbeute. Fiir die Synthese des
orthogonal geschiitzten zweiten N6-modifizierten Nukleotids
wurde Verbindung 57 an der OS5'-Position phosphoryliert,
um 6 in 62% Ausbeute zu erhalten. Die beiden Nukleotide
wurden analog zu einer publizierten Vorschrift gekoppelt,'*!
um das Ap;A-Analog 7 in 22% Ausbeute zu erhalten. Der
erste Farbstoff wurde angebracht, indem das Trifluoracetamid

mit Natriumhydroxid entschiitzt wurde und das entstandene
freie Amin mit dem Sulfo-Cy3-N-Hydroxysuccinimid(NHS)-
Ester gekoppelt wurde, um Verbindung 8 in 71 % Ausbeute zu
erhalten. Das Azid wurde iiber eine Staudinger-Reaktion
reduziert, und Verbindung 9 wurde in 84 % Ausbeute erhal-
ten. Die Synthese wurde durch Kupplung des Sulfo-Cy5-
NHS-Esters abgeschlossen, wodurch Sonde 1 in 32% Aus-
beute erhalten wurde.

Als niéchstes haben wir getestet, ob Sonde 1 als fluoro-
genes Substrat von Fhit akzeptiert wird. Wihrend Sonde 1 in
Abwesenheit des Enzyms stabil ist, wurde per RP-HPLC
quantitative Spaltung von Sonde 1 durch rekombinantes Fhit
detektiert (siche Abbildung S1 in den Hintergrundinforma-
tionen). Die Fluoreszenzspektren der gespaltenen und
nichtgespaltenen Sonde 1 (Abbildung S2) zeigen einen 86-
fachen Unterschied im Verhiltnis der Fluoreszenzintensitét
des Donors und des Akzeptors. Nach quantitativer Spaltung
ist nur minimale Fluoreszenz des Akzeptors Sulfo-CyS de-
tektierbar, die von direkter Anregung dieses Farbstoffs her-
rithrt. AnschlieBend haben wir den Zeitverlauf der enzyma-
tischen Reaktion von Fhit mit Sonde 1 untersucht (Abbil-
dung 2a). Die Fluoreszenzspektren von Sonde 1 in Anwe-
senheit von Fhit zeigen einen Abfall der Akzeptorfluoreszenz
und einen Anstieg der Donorfluoreszenz mit der Zeit. Dies
wurde in der Abwesenheit von Fhit nicht beobachtet (Ab-
bildung S3). Durch Verwendung der Donorfluoreszenzin-
tensitét als MaB fiir die Spaltung von Sonde 1 kann die Um-
satzrate von Sonde 1 durch Fhit berechnet werden (Abbil-
dung 2b und Abbildung S4). Diese Rate ist tiber mindestens
zwei GroBenordnungen linear von der Konzentration vom
Fhit-Wildtyp abhéngig und enzymatische Aktivitidt konnte
auch bei sub-nanomolaren Konzentrationen von Fhit detek-
tiert werden. Fiir die katalytisch inaktive H96N-Mutante von
Fhit” konnte iiber den kompletten Konzentrationsbereich
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Schema 1. Synthese von Sonde 1. Bedingungen: a) 6-Azidohexylamin, Ethanol, 3 h, Riickfluss; b) 1.

~ nk\\\\C
OOH

POCl;, Trimethylphosphat, 1 h, 0°C;

2. (Bu;NH"),HPO,™, BusN, DMF, 30 min, RT; 3. 0.1 M TEAB, 30 min, RT; ¢) 1. POCl,, Trimethylphosphat, 1 h, 0°C; 2. 0.1m TEAB, 30 min, RT;
d) 1. 6, Et;N, TFAA, AcCN, 10 min, RT; 2. N-Methylimidazol, Et;N, 10 min, 0°C; 3. 4, 4-A-Molekularsieb, DMF, 2 h, RT; 4. 0.1m TEAB, 30 min,
RT; e) 1. 0.1 M NaOH, 3 h, RT; 2. Sulfo-Cy3-NHS-Ester, 0.1 M NaHCO,, DMF, 12 h, RT; f) TCEP-HCI, Wasser, Methanol, Et;N, 12 h, RT; g) Sulfo-

Cy5-NHS-Ester, 0.1 M NaHCO;, DMF, 12 h, RT.
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Abbildung 2. a) Verinderung der Fluoreszenzspektren von Sonde 1,
angeregt bei 490 nm, in der Anwesenheit von Fhit mit der Zeit. Fl:
Fluoreszenzintensitit; r.E.: relative Einheiten. b) Abhéngigkeit der Um-
satzrate (v) von Sonde 1 durch rekombinanten Fhit-Wildtyp (Fhit WT)
oder die H96N-Mutante von Fhit. Daten zeigen Mittelwert + Standard-
fehler von Triplikaten. Experimentelle Details finden sich in den Hinter-
grundinformationen.

keine enzymatische Aktivitdt detektiert werden. Durchfiih-
rung des Experiments mit dem Fhit-Wildtyp bei verschiede-
nen Konzentrationen von Sonde 1 (Abbildung S5) ergab K,
= (2.39£0.08) um. Dieser ist in derselben GroBenordnung
wie der K,-Wert fiir das natiirliche Substrat,'”! was die gute
Akzeptanz der Sonde 1 durch Fhit zeigt. Um die Anwend-
barkeit von Sonde 1 zur Untersuchung der enzymatischen
Aktivitdt von Fhit weitergehend zu priifen, haben wir zwei
bekannte Inhibitoren von Fhit getestet (Abbildung S6).1%
Suramin und Zinkchlorid inhibieren Fhit mit ICs,-Werten von
(1.10+0.17) um bzw. (43.7+9.2) um.'”! Dies ist in guter
Ubereinstimmung mit den berichteten ICs-Werten im
nichtmodifizierten System. Weiterhin wird Sonde 1 nicht
durch die Lewis-Sdure Zinkchlorid alleine gespalten.

Als néchstes haben wir untersucht, ob die enzymatische
Aktivitdt von Fhit auch in Lysaten von humanen Zellen de-
tektiert werden kann. Zu diesem Zweck haben wir zunéchst
die H1299-Lungenkrebszelllinie verwendet, von der bereits
gezeigt wurde, dass sie kein Fhit exprimiert (Abbildung 3a,b
und Abbildung S7).!"! Wir haben diese Zellen mit Expressi-
onskonstrukten fiir den Fhit-Wildtyp, die katalytisch inaktive
H96N-Mutante von Fhit oder einem Vektor ohne insertiertes
Fhit-Gen (leerer Vektor) als Kontrolle transfiziert. 24 Stun-
den nach der Transfektion wurden Extrakte der Zellen an-
gefertigt und die Fhit-Aktivitit gemessen. Die Entstehung
eines Fluoreszenzsignals konnte ausschlieBlich detektiert
werden, wenn 1 in der Gegenwart von Zellextrakt, der den
Fhit-Wildtyp enthélt, inkubiert wurde. In allen anderen
Fillen konnte kein signifikantes Signal beobachtet werden.
Dies zeigt, dass Sonde 1 ein selektives Substrat fiir Fhit ist und
dass sie in Zellextrakten stabil ist (d.h. sie erzeugt kein
Hintergrundsignal).

Um die Funktionen von Fhit in einem biologisch rele-
vanten System zu untersuchen, wire es wichtig endogenes
Fhit untersuchen zu kénnen. Daher haben wir als nichstes die
embryonale, humane Nierenzelllinie HEK 293T verwendet,
die endogenes Fhit exprimiert (Abbildung 3c,d und Abbil-
dung S8).%"! Wir beobachteten, dass Sonde 1 in HEK 293T-
Extrakten umgesetzt wird, wihrend sie in H1299-Lysaten, die
kein Fhit enthalten, stabil ist. Dies zeigt, dass Ap;A tatséch-
lich in humanen Zellen vorwiegend von Fhit umgesetzt
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Abbildung 3. a) Spezifische Aktivitit (SA) des Umsatzes von Sonde

1 in Zelllysaten von Fhit-negativen H1299-Zellen,' die mit Expressi-
onskonstrukten fiir den Fhit-Wildtyp (Fhit WT), die katalytisch inaktive
H96N-Mutante von Fhit oder einem leeren Vektor transfiziert wurden.
Die Fhit-Varianten wurden als HA-markierte Konstrukte exprimiert.

b) Western-Blot von den Zelllysaten, die in a) verwendet wurden unter
Verwendung von Tubulin als Ladekontrolle und a-HA-Antikérpern zur
Detektion der HA-Fhit-Varianten. c) Spezifische Aktivitat (SA) des Um-
satzes von Sonde 1 in Lysaten von Fhit-positiven HEK-293T-Zellen
behandelt mit siRNA gegen Fhit, Kontroll-siRNA (ctrl) oder ohne
Transfektion, im Vergleich zu Fhit-negativen H1299-Zellen. d) Western-
Blot der Zelllysate, die in c) angewendet wurden unter Verwendung
von Tubulin als Ladekontrolle und o-Fhit-Antikérpern zur Detektion
von endogenem Fhit. e) Spezifische Aktivitit (SA) des Umsatzes von
Sonde 1 in Mischungen von Zelllysaten von Fhit-positiven HEK-293T-
Zellen und Fhit-negativen H1299-Zellen bei einer konstanten Gesamt-
proteinkonzentration. f) Konzentrationsabhingige Inhibition der enzy-
matischen Aktivitit von Fhit durch zwei bekannte Inhibitoren. Daten
zeigen Mittelwert & Standardfehler von Triplikaten. Experimentelle De-
tails finden sich in den Hintergrundinformationen.

wird™! und dass diese Spezifitit mit Sonde 1 erhalten bleibt.
Um weiterhin zu zeigen, dass diese Aktivitit von endogenem
Fhit herriihrt, haben wir ein siRNA-Experiment durchge-
fihrt. Das HEK-293T-Zelllysat, das mit siRNA gegen die
mRNA von Fhit behandelt wurde, zeigte eine etwa halb so
hohe enzymatische Aktivitdt von Fhit im Vergleich zu Zellen,
die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden oder die nicht
behandelt wurden. Da dies mit der reduzierten Konzentration
von Fhit korreliert (Abbildung 3d), kénnen wir schlieBen,
dass die Spaltung von Sonde 1 in HEK-293T-Zellextrakten
durch endogenes Fhit verursacht wird.

Um weiter zu zeigen, dass die Methode geeignet ist, um
Effektoren der enzymatischen Aktivitdt von endogenem Fhit
zu untersuchen, haben wir als nichstes die Linearitidt der
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Methode gegeniiber verschiedenen Konzentrationen an en-
dogenem Fhit untersucht (Abbildung 3e und Abbildung S9).
Zu diesem Zweck haben wir verschiedene Verhiltnisse von
Fhit-positivem HEK-293T-Zelllysat mit Fhit-negativem
H1299-Zelllysat gemischt, um eine konstante Gesamtprote-
inkonzentration wiahrend der Messung sicherzustellen. Tat-
sédchlich steigt die Menge von gespaltener Sonde 1 linear mit
dem Anteil an HEK-293T-Lysat, und die Ap;Aase-Aktivitét
héngt daher auch in Zelllysaten linear von der Fhit-Konzen-
tration ab.

Die bisher erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Sonde 1 geeignet ist, die Effekte von Fhit-Inhibitoren in
HEK-293T-Zellextrakten quantitativ zu bestimmen (Abbil-
dung 3 f und Abbildung S10). Suramin[*? inhibiert endogenes
Fhit in Zellextrakten mit einem ICs, von (0.84 £ 0.22) um, was
vergleichbar mit dem mit rekombinanten Enzym gemessenen
Wert ist. Auch Zinkchlorid"? inhibiert endogenes Fhit in
Zelllysaten; allerdings mit einem erhohten ICy, von (121 +
5) uM. Dies konnte durch die Anwesenheit von anderen Zink-
bindenden Komponenten in Zelllysaten erklart werden, die
die freie Konzentration von Zink-Ionen reduzieren.

Zusammenfassend prisentieren wir einen neuartigen
Ansatz, um die enzymatische Aktivitidt des Tumorsuppressors
Fhit zu messen. Zu diesem Zweck haben wir ein Ap;A-
Analog entwickelt, das mit zwei Fluorophoren modifiziert ist,
die FRET eingehen, und das vergleichbar gut wie das natiir-
liche Substrat von Fhit akzeptiert wird. Die grof3e Veridnde-
rung der Fluoreszenzeigenschaften bei der Spaltung dieses
Analogs ermoglicht es, die enzymatische Aktivitdat von Fhit
robust und selektiv zu detektieren. Die Messung der Fhit-
Aktivitdt mit dieser Methode ist sogar bei physiologisch re-
levanten Konzentrationen von Fhit, wie sie in Zellextrakten
von humanen Zelllinien auftreten, moglich. Die présentierte
Methode wird daher ein wichtiges Werkzeug sein, um die
Regulation von Fhit unter physiologischen Bedingungen zu
analysieren und so Einblicke in seine Rolle in den frithen
Stadien der Krebsentstehung zu erhalten. Weiterhin wird sie
anwendbar sein, um positive sowie negative Effektoren von
Fhit zu identifizieren und zu charakterisieren.

Eingegangen am 14. Mai 2014,
verdnderte Fassung am 25. Juni 2014
Online veroffentlicht am 5. August 2014
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