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Abstract

The ongoing COVID19 pandemic(coronavirus disease 2019) show the urgency for the
development of newantiviral drugs. In this context, an antiviral compoundwith broad-
spectrum activity could help to combat newly emerging viral infections. For such an
approach an appropriate target, as well as specifarugs that efficiently inhibit the target
and thereby viral replication are required. Snce RNAviruses are able to adapt to new
environmental conditions within a very short time through mutations in their genome
they might develop resistance to thedrugs. A suitable target could therefoe be a host
factor, such as the eukaryotic initiation factor 4AelF4A),which is used by a large number

of viruses for their protein synthesis in infected host cells In cancer research, elF4A is
already a well characterized target, but its validation aan antiviral target is still rather
incomplete. A focus of this thesis was therefore the validation of the RNA helicase elF4A
as an antiviral target.
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MRNA to enable potein synthesis. Since many viral mMRNAs have highly structured
v -OTRs, viral protein synthesis often depends on this helicase activity. Inhibition of elF4A
would consequently inhibit the synthesis of viral proteins and thus stop the viral

replication in infected cells

Previous cell culture experiments have already shown that thaeatural elF4A inhibitor
Silvestrol has an antiviral activity at low nanomolar concentrations against several
pathogenic RNA viruses.Therefore, it was another focus of this work to identify new
specific elF4A inhibitors and characterize their antiviral activity. For this purpose, the
cytotoxicity of potential synthetic elF4A inhibitors was determined in a human cancer cell
line. Then a reporter assay (dual luciferae assay, DLA) was carried out to validate the
elF4A specificity of the compounds.In addition, the binding of the ligands to
recombinantly purified human elF4A was characterized using a thermal shift assay (TSA)
established in this work. With this approad the synthetic rocaglate CR81-B (-) could be
identified as apotent elF4A inhibitor with comparable antiviral activity to Silvestrol. In
addition, the rocaglate HGWB showed an activityat medium nanomolar concentrations
in the DLA.



Abstract

In order to predict a possible elF4A dependency of viral protein synthesis based on the
MRNA composition, various RNA structure and sequence elements were analyzed in the
$,18 )1 AAAEWURS, Variafivhs obvitaD Hairpin stdctures or unstructured
RNA motifs with specific sequence patterns were also investigateMoreover, the natural
rocaglateSilvestrol was comparedo the syntheticrocaglateCR31-B (-) in the DLA. It was
found that for CR31-B (-) a polypurine stretch within the investigated RNA substrate is
required, while with Silvestrol also RNA substrates without polypurine sequencebut
with RNA hairpin structures can mediate elF4A dependencyhis suggests differences in

the molecular interaction mechanism.

To understand the mode of action of rocaglatesin more detail, the interaction sites of
elF4A with the substrate RNA and the elF4A inhibitors Silvestrol and €R-B (-) were
investigated using hydrogen-deuterium exchange mass spectrometryHDXMS). Here,
the interaction site that waspostulated for RocA with elF4A and the polypurine RNA could
be confirmed. Nevertheless no differences were found between Silvestrol and
CR31-B (-). Usinga microscale thermophoresis assay (MST), a dissociation constant for

the binding of the two ligandsto elF4Acould be determined.

Finally, based on a published crystal structure of elF4A (PDB: 5ZC9), docking experiments
could be performed and the binding mode andthe binding affinity of potential elF4A
inhibitors could be predicted. Apossible binding pocket consisting of arginine residues
could be identified through which an additional interaction with Silvestrol might be
formed. This would explain differences in the mode of action between Silvestrol and
CR31-B(-). Furthermore, the virtual mutation of elF4A enabled the prediction of
presumably rocaglate-sensitive and -resistant elF4A variants, which can be found in

various human pathogenc organisms.



Zusammenfassung

Die COVID19-Pandemie(coronavirus diseas®019) zeigt momentan sehr eimringlich,
wie wichtig die Entwicklung neuer antiviraler Medikamente ist. Insbesondere ein
Virostatikum mit Breitbandwirkung konnte dazu beitragen, auchneu auftretenden
bisher unbekannten Virusinfektionen entgegenzuwirken.Um einen solchen Ansatz zu
verfolgen, bedarf esgeeignete Zielstrukturen , sogenannterTargets, sowie spezifische
Wirkstoffe, die das Target und somit die Virusvermehrung effizient hemmen. Da viele
RNAViren in der Lagesind, sichdurch Mutationen in ihrem Genominnerhalb kirzester
Zeit an neue Umweltbedingungen anzupassen, muss bei der Adressierung virus
spezifische Faktoren mit der Entwicklung von Resistenzen gerechnet werden. Ein
geeignetes Zielmolekil kénnte daher @i kérpereigener Faktor, wie der eukaryontische
Initiationsfaktor 4A (elF4A) sein, der vonvielen Viren fur die Vermehrungin infizierten
Wirtszellen genutzt wird. In der Krebsforschung stellt elF4A bereits ein vielfach
charakterisiertes und adressiertes Zglmolekul dar, hingegen ist die Validierung der
Helikase als Target einer antiviralen Therapie noch unvollstandidtin Fokus dieser Arbeit

lag daher auf der Validierung der RNAHelikase elF4A als antivirales Zielmolekal.
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Proteinbiosynthese initiiert werden kann. Da \iele virale mRNAsuber hochstrukturierte
v -OTRsverfiigen, sind Viren beihrer Proteinsynthese haufig auf dieseHelikase-Aktivitat
angewiesen Eine Inhibition von elF4A wirde demnach die Synthese&on Virusproteinen

hemmen und infolgedessenlie Vermehrungvon Viren in infizierten Zellenstoppen.

In vorherigen Zellkultur -Experimentenkonnte bereits gezeigt werden, dass deratrlich
vorkommende elF4A-Inhibitor  Silvestrol eine antivirale Aktivitat im niedrigen
nanomolaren Konzentrationsbereich gegentiberverschiedenen pathogenen RNAViren
aufweist. Es war daher ein weiterer Fokus dieser Arbeit, neben Silvestrol weitere
spezifische elF4Alnhibitoren zu identifizieren und deren antivirale Aktivitat zu
charakterisieren. Hierfur wurde zunéchst die Zytotoxizitatder potentiellen synthetischen
elF4A-Inhibitoren in einer humanen Krebszellliniebestimmt und mit einem Reporter-
Assay QualLuciferase-Assay DLA) fortgefahren, um die elF4ASpezifitdt der
Verbindungen zu validieren. Zusétzlich wurde die Bindung der Liganden askombinant

aufgereinigteshumanes elF4A mithilfe eines in dieser Arbeit etabliertehermal-Shift-



Zusammenfassung

Assays (TSA) darakterisiert. Dabei konnte das synthetische RocaglamiDerivat
CR31-B(-) als hochwirksamer elF4AcInhibitor mit einer vergleichbaren antiviralen
Aktivitat wie Silvestrol identifiziert werden. Aul3erdem zeigte dasRocaglamidDerivat

HGW:3 im DLA eineWirksamkeit im mittleren nanomolaren Bereich.

Um zukinftig anhand der mRNABeschaffenheit Vorhersage Giber eine mogliche elF4A
Abhangigkeit der viralen Proteinsynthesemachenzu kénnen, wurdenmithilfe des DLAs
verschiedene RNAStruktur- und -Sequenzelementeuntersucht. . AAAT ORJORsl AT v

C

wurden auchVariationen viraler HaarnadelStrukturen oder unstrukturierte RNA-Motive
mit bestimmten Sequenzmusternuntersucht. Zudem wurde der Naturstoff Silvestrol mit
dem synthetischen CR31-B (-) im DLA verglichen.Es konnte gezeigtwerden, dass fur
CR31-B(-) hinsichtlich der eingesetzten RNASubstrate eine Purin-rAbhangigkeit zu
bestehen scheint, wahrend mit Silvestrol auch RNS&ubstrate mit stabilen Haarnadet
strukturen ohne Polypurin-Sequenzeneine elF4A-Abhé&ngigkeit vermittelten. Dies lasst

auf Unterschiede immolekularen Interaktionsmechanismusschlie3en.

Zur Aufklarung des Wirkmechanismus von Rocaglami®erivaten wurde daher mithilfe
der Wasserstoff Deuterium-AustauschMassenspektrometrie HDX-MS) die Interaktions-
flache von elF4A mit der SubstraRNA und Silvestrolbzw. CR31-B (-) auf Proteinebene
analysiert. Hier konnte die bereits fur RocA postulierte Interaktionsflache mit elF4A und
der Polypurin-RNA besttigt, jedoch keine Unterschiede zwischen Silggol und
CR31-B(-) festgestellt werden. Mit einem Microscale Thermophoresis-Assay (MST)

konnte eine Dissoziationskonstante fir die Bindungen beideLigandenbestimmt werden.

Zuletzt konnten, ausgehend voneiner publizierten Kristallstruktur von elF4A (PDB:
5ZC9) Docking-Experimente durchgefiihrt und so Vorhersagen tibeaten Bindungsmodus
und die Bindungsaffinitat potentieller Inhibitoren an elF4A gemacht werden. Dabei
konnte eine mogliche Bindetasche bestehend aus ArginikResten identifiziert werden,
Uber die eine zusatzliche Interaktion mit Silvestrol ausgebildet werden kdnnteDiese
konnte Unterschiede in der Wirkweise zwischen Silvestrol und CR31-B (-) erklaren.
Weiterhin ermoéglichte die virtuelle Mutation von elF4A die Vorhersage vonermutlich
Rocaglamidsensitiven und -resistenten elF4A-Varianten, die inverschiedenen human

pathogenenOrganismen zu finden sind

v



ryVissenschaft: Es ist nicht ihr Ziel, der unendlichen Weisheit eine Tur zu 6ffnen,

sondern eine Grenze zu setzen dem unendlichen Irrébm.

BERTOLTBRECHT(1898 7 1956)
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1  Einleitung

1.1 Translationsinitiation und die Rolle der RNA -Helikase elF4A

Einen flr alle Lebewesen essentiellefProzess stellt die Proteinbiosyntheseadar, bei der
die in der DNAenthaltenen genetischen Informatiorenin eine Aminosauresequenz eines
definierten Proteins lUbersetzt werden (Berg et al, 2013). Wird dieser Prozess inhibiert,
hat dies Einfluss auf das Proteom, wodurch die Homdostase der Zelle gestort wird und
Zellproliferation, Zellwachstum und Zellentwicklung zum Erliegen kommen kénnen
(Hershey et aJ.2012). Dies wiederum resutiert in Krankheiten wie Krebs, in Stérungen
des Metabolismus und verursacht Alterungsprozesse in unseren Zellédin et al, 2013).
Geichzeitig kann eine gezielte Inhibition aber auch als therapeutischer Ansatz zur
Behandlung von Virusinfektionen oder bakteriellen Infektionen genutzt werden
(McCormick& Khapeskyy, 2017). Aus diesem Grundist das Verstandnis derProtein-
biosynthesesowie die Identifikation geeigneterZielstrukturen ( Targets) und spezifischer
Inhibitoren in der medizinischen und pharmazeutischen Forschung vongrof3er
Bedeutungund gewinnt zunehmend an Interesse(Novac et al. 2004).

Im Rahmen der eukaryontischen Genexpression erfolgt zunachst diganskription, ein
hochkomplexer Vorgang zur Erstellung von RNAbschriften von der im Zellkern
befindlichen DNA. Zu diesen RNAs gehdren unter anderem die fir Proteicodierenden
pra-mRNAs (precursor messenger ribonucleic agiddie im Zellkern weiter zu mMRNAs
prozessiert werden Dazu werden die nicht-codierenden Introns aus der pramRNA
AT O £A O1 -ONethkgubndsinkkappej vn®GCap A1  A-Er@eangdfiigt und das
o-Bnde mit einer Poly(A)Sequenz modifiziert.Die so gereiften mRNAs verfiigen tiber
AET ATOT x @-Antraosiitierten Bereich j wsSOt 2 FUFR), der de fir das Protein
codierende Region (ORF, open reading fram¢ umschlie3t. Die gereife mRNA wird
anschlielBenduber die Kernporen ins Zytosol transportiert, wo die Translation mithilfe
der Ribosomen stattfindet (Campbell& Reece 2006). Wéahrend der eukaryontischen
Translation wird die Basensequenz der mRN am Ribosom in die entsprechenel
Aminosauresequenz eines Proteins Ubersetzt. Dieser Vorgarkgnn in drei Schritte
unterteilt werden: Die Initiation, die Elongation unddie Termination. Abh&ngig von der
zu translatierenden mRNA kann fernezwischen Capabhéngige und Capunabhéngige
Initiation unterschiedenwerden (Kappé& Lorsch 2004), wobei der Fokusn dieser Arbeit

aufdie Capabhangigelnitiation gelegt wird, dawahrscheinlich nur ein geringer Anteilan
1



1 Einleitung

zellularen mMRNAsCapunabhangig bzw. IRE&ermittelt ( Internal Ribosomal Entry Site
translatiert wird .

Wahrend der Capabhangigen Translationsinitiation wird die mRNA zunadchst zum
eukaryontischen Initiationsfaktor 4F, kurz elF4F, rekrutiert. Dieser Komplex setzt sich
aus dem Capbindenden Protein elF4E,der DEADBox RNAHelikase elF4Aund dem
Gerustprotein (scaffold protein) elF4Gzusammen. Dieses kanneben der Bindung an
elF4E und @F4A auch an das Poly(A)bindende Protein (PABP)der mRNAsowie elF3
binden (Pestova et a).2001). Abgesehen von deinteraktion von elF4G mit dem Poly(A)
bindenden Protein wird die Rekrutierung der mRNA auRerdemdurch die Bindung von
elF4E andie v -’G-Capder mRNA bewerkstelligt was eine Zyklisierung der mRNA zur
Folge hat(Jackson et al.2010). Im Anschlusserfolgt die Bindung der 40Sribosomalen
Untereinheit an die mRNA. Da die mRNRBindestelle der 40Sribosomalen Untereinheit
nur einzelstrangige RNA binden kann(Lawson et al, 1986), miussen strukturierte
"AOAEAEA EIT 1-BTRREsAvieA mRAAbIGdendeProteine zunachst entfernt
werden. An dieser Stelle zeigt sich die Relevanmn elF4A Die Helikase entwindet
unstrukturierte Region und somit eine stabile Bindung der 408ibosomalen Untereinheit
zu gewabhrleisten (Rogers et al. 2002; Villa & Fraser, 2014). Diese HelikaseAktivitét
erfolgt unter ATP-Hydrolyse und kann sowohl durch die Assoziation mielF4G und elF4E
im elF4FKomplex als auch durch die Initiationsfaktoren elF4B undu einem geringeren
Anteil auchdurch elF4H stimuliert werden (v U A h , 2011). Diel R@krutierung der40S
ribosomalen Untereinheit zur mRNA erfolgt nach Ausbildung des 43%rainitiations-
komplexes(43S-PIC). Dieser setzt sich aus der 408bosomalen Untereinheit, dem elF2
Ternaren-Komplex (elF2TC), bestehend aus der mit Methionin beladenen Inétor-tRNA
und einem Guanosintriphosphat (GTR)sowie den Translationsinitiationsfaktoren elF1,
elF1A, elF3 und elFZzusammen(Villa & Fraser, 2014). Der 43S-PICinteragiert Gber elF3
mit elF4G und bildet dabei den 48%nitiationskomplex aus (Eliseev et al, 2018). Dieser
kann dann entlang deri 2 . !  Rlo-Biehfung scannen, bis das Startcodon durch
Basenpaarung mit dem Anticodon der InitiatostRNA erreicht wird (vgl. Abbildung 1)
(Brina et al, 2011; Cigan et al. 1988). An dieser Stelle wird das GTP des elR2rnaren
Komplexes hydrolysiert,was die Dissaiation von elF2GDP vom 48SKomplex bewirkt.
Durch Bindung von elF5B an den 488omplex wird die Anlagerung der 60Sibosomalen

Untereinheit katalysiert und die Initiationsfaktoren elF1, elF3, elF4F und elF5 kdnnen
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1 Einleitung

freigesetzt werden, sodass sich derelongationskompetente 80SInitiationskomplex
ausbilden kann (Eliseev et a). 2018; Jackson et al.2010). Die zum nachsten Codon
komplementare AminoacytTransfer-RNA (tRNA) kann dann an die AStelle des 80S
Ribosoms binden undso die Elongation der Polypeptidkette beginnen. Sobald ein
Stopcodon erreicht wird, wird die Termination der Translation initiert und die

Polypeptidkette sowie das 80SRibosomwerden freigesetzt (Kisselev et al.2003).

mRNA-Aktivierung
, AUG e—UGA

AUG m— U GA AAAAA

QQQDQ

elFAE elFAG  elF4A | elF4B PABP

| . ATP
Entwind
elF4F-Komplex HhVIREHng CADP +P;

Rekrutierung
des 43S-PIC @ "
EBED « AE" 5] AUG e GA ————EBARD
} Qv

7

48S-Initiationskomplex

ATP
ADP +P,

Scannen (5'—3")

43S-PIC

o UGA ——— @BARD —— 80S Assemblierung,
—* Elongation & Termination

Erkennung des Startcodons

Abbildung 1: Schematische Darstellung der eukaryontischen Translationsinitiation. Bindung des
elF4F+ 1 1 D1 A@A O -Cadder MRMA fithi® zur Aktivierung der mRNA. Durch Entwindung der
v Proximalen Region der mRNA mithilfe der HelikaseAktivitat von elF4A, die durch den elF4FKomplex
und elF4B stimuliert wird, kann der 43SPrainitiationskomplex zur mRNA rekrutiert werden. Es folgt ein
Scanvorgang des &SInitiationskomplexes AT 01 AT ¢ A A O° d-@ichtung, tbis das Startcodon
erkannt wird. Dann kann die Assemblierung des 80S Ribosoms erfolgen und mit der Elongation uhet
Termination fortgefahren werden. Die Abbildung wurde in Anlehnung an(Jackson et al.2010) erstellt.
Nicht dargestellt ist die Zyklisierung der mRNA, die durch Bindung voA) &t % ACapuAd=Bindungd
von elF4G an das Poly(Apindende Protein (PABP) zustande kommt.

Die Rolle von elF4Avahrend der Translationsinitiation kann also in der Entwindung von

OOOOEOOOEAOQOAI " A OAE-ATRA tur Relrdtighudds Alds A43PUHCA O
zusammengefasst werdenHier ist jedoch anzumerken, daslF4A hauptsachlich frei

vorliegt, da elF4A deutlich hotere Syntheseraten als andere Initiationsfaktoren aufweist
3
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1 Einleitung

(~2,4Kopien pro Ribosom in HeLaZellen) (Kulak et al, 2014). Der Anteil an elF4A, der
im elF4A Komplex komplexiert ist, belauft sich demnach lediglich auf etwa% der
Gesamtpopulation an elF4ADie von elF4A ausgeulbtélelikase-Aktivitat wird durch eine
Konformationsanderung bewerkstelligt, die charakteristisch fur Helikasen der DEAD
Box-Familie ist (Harms et al, 2014). DEADBox-Helikasen deren Namensgebung auf die
konservierte Aminosauresequenz EE-A-D (Aspartat-GlutamatAlanin-Aspartat) zurick-
zufihren ist, besitzen zwei RecAdhnliche Domanen, die Uber einerilexiblen Linker-
bereich verbunden sind. Innerhalb dieser RecAdhnlichen Doméanen befindé sich der
Kern der HelikaseAktivitat, der sich durch neun konservierte Motive, die in die Bindung
von RNA oder Nukleotiden, aber auch in die ATRydrolyse sowie die Entwindung von
RNA-Duplexbereichen involviert sind, auszeichnet (vgl. Abbildung 2) (Andreou &
Klostemeier, 2013).

Doméne 1 Domaéne 2
N-Term.—{Q I la b I ml [ v VI—C-Term.
GaccPohlQ AXTGoGKT PTRELA TPGRv DEAD SAT IvFhxT+cx TDVuARGID HRIGRTGR

Abbildung 2: Aufbau der k onservierte n Motive von DEAD-Box-Proteinen . Die DEADBox-Helikase
elF4A wird aus zwei RecAhnlichen Doméanen, die Uber eineflexiblen Linker verbunden sind, aufgebaut.
Die namensgebade Aminosauresequenz EE-A-D ist in Motiv Il zu finden.Motive, die in die Bindung und
Hydrolyse von ATP involviert sind, sind inBlau dargestellt, RNAbindende Bereiche sind rot markiert und
Motive, die fur die ATRHydrolyse unddie Entwindung bendtigt werden, sind violett eingefarbt. Legende
der Aminosauresequenz (ASSequenz) a: AromatischeAS(F, W, Y)c: saure oder basischdS(D, E, H, K, R);
h: hydrophobe AS(A, F, G, I, L, M, P, V, W): AS mit Hydroxygruppe (S, T, Y); u: Raobasen (A, G)
v: verzweigtkettige AS (I, L, V)x: beliebige AS; +: positiv geladene AS (H, K, Rje Abbildung wurde in
Anlehnung an(Cordin et al, 2006) und (Andreou& Klostermeier, 2013) erstellt.

In Abwesenheit von RNA oder ATP sind die beiden Re&hnlichen Domanen durch einen
Spalt voneinander getrennt. Diswird als offene Konformation bezeichnetln Gegenwart
von elF4G wird die halboffene Konformation bevorzugt, bei der der Abstand zwischen
den beiden Doméanen verringert wird.Durch kooperative Bindung von RNA und ATP
nahern sich die durchdie Linkerregion verbunden Domé&nen einandean, sodass der Spalt
zwischen den Domanen geschlossen wirdh dieser geschlossenerKonformation bilden
die konservierten Motive der beiden Domanen eine Interaktionsflache fir ATP und RNA
aus, sodass durch den Wechsel zwischen baffener und geschlossener Konformation
die ATRaseAktivitdt und die Helikase-Aktivitdt zustande kommen konnen. Das
Gleichgewicht zwischen den drei Konformationetkann durch die Anwesenheit von elF4B

zusétzlich in Richtung der geschlossenen Konformation v&hoben werden(Andreou&
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Klostermeier 2014). Fur den Konformationszyklusvon elF4Ahat die Arbeitsgruppe um
PROF. DR. DAGMARKLOSTERMEIERINeEN Mechanismugostuliert, der im folgendenAbschnitt
beschrieben wird (vgl. Abbildung 3).

offene halboffene
Konformation Konformation

geschlossene

Abbildung 3: Konformationszyklus von elF4A. Die RNAHelikase elF4A kann drei Konformationen
einnehmen In Abwesenheit von Liganden liegt elF4A in der offenen Konformation vor. In Gegenwart von
elF4G wird diehalboffene Konformation bevorzugt, von der aus elF4A durch Bindung von RNA und ATP in
Gegenwart von elF4B in die geschlossene Konformation Ubergehen karfagl. Schritt 1). In der
geschlossenen Konformation findet die ATRbhangige Entwindung des doppelstrdgigen RNASubstrats
statt (vgl. Schritt 2). Nach Freisetzung des entwunden RNEinzelstrangs(3) und ATRHydrolyse (4) kann
auch der zweite Einzelstrang (5) sowie das BP vom Komplex dissoderen, sodass elF4A wieder in die
halboffene Konformation Ubergelen kann (6). Der Konformationszyklus kann dann erneut beginnemie
Abbildung wurde in Anlehnung an(Harms et al, 2014) erstellt.

In der halboffenen Konformation mit elF4G wechselt elF4A durch kooperative Bindung
von RNA und ATP in Gegenwart von elF4B in die geschlossene Konformation (vgl.
Abbildung 3, Schritt 1). In diesem Zustand kann die Entwindung des doppelstrangigen
RNA-Substrats unter ATRHydrolyse stattfinden (vgl. Abbildung 3, Schritte 2- 4), sodass

der entwundene Einzelstrang vom Komplex dissoziieren kann. Die Freisetzung des
5



1 Einleitung

Phosphats des hydrolysierten ATPs fiihrt zu einer Offnunged Spalts zwischen den beiden
Doménen, sodass auch das zurtickgebliebene einzelstrangige R8ubstrat entlassen
werden kann. Nach Dissoziation des resultierenden ADPs kann ein neuer Zyklus durch
Bindung von RNA und ATP beginnefHarms et al, 2014).

In Saugetieren existieren drei Isoformen der Helikse: elF4A (DDX2A), elF4A (DDX2B)
und elF4All (DDX48), wobei erstere die anmbestenuntersuchte ist. Wahrend die ersten
beiden Isoformenim Menscheneine Sequenzidentitat von 9@ 95 % aufweisen, zeigt
elF4Alll nur eine Sequenzidentitat von ~60% gegeniler den anderen Isoformen. Auch
funktionell unterscheidet sich elF4All von elF4Al und elF4Al und ist in den
Zusammenbau desExon Junction Comple¢eJC) involviert der das Spleil3en der pra
MRNA koordiniert (Andreou & Klostermeier 2013). Fur Isoform 1 und 2 konnten
in vitro kaum Unterschiede hinsichtlichihrer biochemischen Aktivitat festgestellt werden
dennochunterscheiden sich die beiden Isoformen in Funktion und Genexpressiaom vivo
deutlich voneinander. Isoform 1 wird hauptséachich wahrend des aktiven Zellwachstums
in nahezu allen Geweben hergestellt, Isoform 2 dagegemolitenteils in Organen mit
geringen Proliferationsraten (Williams-Hill et al., 1997). Zudem steigen bei Suppression
von elF4Al dieelF4All-Level an, jedoch kann der Verlust von elF4Al nicht durch elF4All
kompensiert werden, da elF4Al im Gegensatz zu elF4All essentiell fiir das Uberlalsker
Zelle ist(GaliciaVazquez eal., 2012;GaliciaVazquez et a).2015).

1.2 Humanes elF4A als antivirales Target

Nachdem im vorangegangenen Kapitel auf dimechanistischen Funktionenvon elF4A
wahrend der Translationsinitiation eingegangen wurde, soll dieses Kapitel den
ZusammenhangzwischenelF4A und Virusinfektionenherstellen. Aus diesem Grunadwird
zundchst die Vermehrungsstrategie von Viren betrachtet, um anhand dessen
demonstrieren zu kdnnen, warum elF4A sich als potentielles Zielmolekul in der
Virustherapie eignet.

Viren sind parasitare Partikel in Form vonreplikationsfahigen Nukleoproteinkomplexen,
die anhand des Virusgenoms(RNA- oder DNAViren) klassifiziert werden konnen (Grof}
2009). Da Vren keinen eigenen Stoffwechsel habesjnd sie bei der Vermehrung auf die
ProteinsyntheseMaschinerie des Wirts angewiesen.Die Vermehrung auch viraler
Replikationszyklus genannt,erfolgt demnach lber die Zusammesetzung von viralen

Proteinen, Nukleinsduren und gegebenenfalls einer Lipidhille wobei die einzelnen
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Komponenten grof3tenteils in der Wirtszelle hergestellt werden. Der virale
Replikationszyklus kann grundsatzlich in Adsorption, Penetration, Uncoating
Replikation, Zusammenbau und Freisetzung unterteilt werden. Die Adsorption beschreibt
die Bindung des Virusan die Wirtszelle, was meist Uber spezielle Rezeptoren auf der
Oberflache der Wirtszellen geschieht. Je nach Virustyp findet dann durch direkten
Transmembrantransport, Endozytose oder Fusion der Virushille mit der Plasma
membran der Wirtszelle die Penetration statt. BeimUncoating werden die viralen
Nukleinséduren in Form von DNA oder RNA idie Wirtszelle freigesetzt und schlie3lich
wahrend der Replkation vermehrt. Die Synthese der viralen Proteine wird Uber die
wirtseigene Translationsmaschinerie bewerkstelligt und mit dem Zusammenbau
(Assemblyder Viruskomponenten finalisiert. Virusabhangig konnen die fertigen Virione
durch Wirtszelllyse oder Exozytose im Falle vorunbehllten Viren oder durch Knospung
(Budding) im Falle von Virenmit Hille freigesetzt werden(Grof3 2009).

Fur die Vermehrung entscheidend ist der Ablauf derReplikation des Virusgenoms der

abhangig von der Art der Nukleinsaurast (vgl. Abbildung 4, Baltimore-Schema.

Virale Replikationsstrategien (Baltimore-Schema)

DNA-Viren RNA-Viren DNA-Viren
I I 11 | I11 1\ \% VI | VII !
+ e———
tommmmr 0der o 4 ' =
RT RT
im JEEEE——— JEEEE——————
T I
mRNA
Protein

Abbildung 4: Virale Replikationsstrategien nach dem Baltimore -Schema. Legende: RT: Reverg
Transkriptase, Blau: DNA, Rot: RNA Wahrend das Genom von doppelstrangigen Nukleinsauren oder
einzelstrangiger MinusstrangRNA als Matrizezur Bildung von mRNAverwendet werden kann, missen
einzelstrangigeNukleinsduren anderer Polaritdt zunachst urgeschriebenwerden. Die Abbildung wurde in
Anlehnung an(Schartl et al, 2009) und (Pellett et al, 2014) erstellt.
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Es kann zwischen DNA und RNAinzel- oder doppelstrangig, Plusoder Minusstrang und
segmentiertem oder nichtsegmentiertem Genom unterschieden werden. Wahrend das
Genom von PlusstrangRNAViren beispielsweise mit der mRNA Ubereinstimmt, dient das
Genom von MinusstrangRNAViren als Mdrize zur Bildung von mRNA und ist somit
komplementar zur mRNA(Schartl et al, 2009). Retroviren hingegen nutzen die virale
Reverse Transkriptase (RT), um ihr Genorim DNA umzuschreibenDie Transkription der
Provirus-DNAerfolgt mithilfe der zellularen RNAPolymerase ll(Pellett et al, 2014).
Sobald dievirale mRNA vorliegt,wird die Proteinsyntheseeingeleitet. Da die Translation
viraler Proteine in direkter Konkurrenz zur Translation zellularer Proteine steht, haben
Viren verschiedene Mechanismen entwickeltdamit die Syntheseder viralen Proteine
bevorzugt wird (Montero et al, 2015; Smith & Gray, 2010). Unter anderem werden
Translationsinitiationsfaktoren, darunter auch der elF4FKomplex, die oftmals in die
Translation viraler Proteine involviert sind, als Folgeder Infektion vom Virus reguliert
(Walsh 2010). Somitstellt auch die RNAHelikase elF4A als Teil des elF4komplexes ein
potentielles Target fir die antivirale Therapie dar (Montero et al, 2019). Die bereits
erorterte Funktion von elF4A, strukturierte mRNABereiche zu entwinden, ist nicht na
bei der Capabhangigen Translationim elF4FRKomplex von Bedeutung, sondern kann
auch bei derCapunabhéangigen IRESvermittelten Translation viraler mMRNAs eine Rolle
die Vermutung nahe, dassvahrend der Translation die Entwindungsaktivitat von elF4A
bendtigt wird (Madhugiri et al, 2016; Schlereth et al.2016). Die Adressierung von elF4A
als antivirales Targetstellt demnach eine vielversprechende Strategie zur Kontrollgon
Virusinfektion en dar (Montero et al, 2015). Was die Auswirkungen einer solchen elF4A
Inhibition angeht, konnte in Studien gezeigt werden, dass lediglich etwa 300 zellulare
MRNASs, darunterzahlreiche Protoonkogene, auf elF4A angewiesen sindies lasstdie
Strategieder Inhibition von elF4Aaussichtsvoll erscheinen dadementsprechendwenige
Nebenwirkungenzu erwarten sind (Chan et al.2019;Rubio et al. 2014). Zudem weist die
Adressierung von wirtseigenen Faktoren einen grof3en Vorteil gegentber der direkten
Adressierung des Virus auf, denur in geringerem MalRe mit der Entwicklung von
Resistenzen zu rechnen ist.

Aktuell verfuigbare Virostatika adressieren Enzyme dr viralen Replikation, wie z.B. die
virale Polymerase oder die viraleReverse Transkriptase ¢.B. Nukleosidanaloga wie

Aciclovir gegen Herpesviren oder Lamivudin gegen HIV), virale Proteasen (z.B.
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Proteinanaloga wie Saquinavir oder Indinavir gegen HIV) oder inhibieren den
Viruseintritt (z.B. Amantadin oder Rimantadin gegen InfluenzaViren) bzw. die
Virusfreisetzung (z. B.NeuraminidaseInhibitoren wie Zanamivir oder Oseltamivir gegen
Influenza-Viren). Die Schwierigkeit in der Entwicklung von Viostatika liegt hierbei im
fehlenden Stoffwechsel der Viren. So kdnnen nur wenige virusspezifische Stoffwechsel
schritte attackiert werden, um die Vermehrung des Virus zu hemmen und gleichzeitig den
Stoffwechsel infizierter und gesunder Zellen des Wirtiicht stark zu beeintrachtigen
(Lallmann et al, 2010). Ein Problem, das hierbei jedoch haufig auftritt, ist die Entwicklung
von Resistenzen. Da Viren eine hohe Replikationsrate habeBefstgrofie (Anzahl der
Virionen pro infizierter Zelle) von HIV: 1.000z g 8 1t 1t 70 Milligrden Virionen pro Tag
(Milo & Phillips, 2016)), kénnen sie sichdurch Mutation in ihrem Genomschnell an
selektive Umweltbedingungen anpassen und aeWirk mechanismusdes Virostatikums
umgehen.Aus diesem Grundkann die Adressierung eineswirtsspezifischen Enzyms, wie
beispielsweise der Helikase elF4Asich als vorteilhaft erweisen da das Virus dem
Wirkstoff nicht direkt ausgesetzt ist und sich nur durch Anderung seiner Translations
strategie der Wirkung entziehen kann Auf3erdem konnten durch gezielte Inhibition von
elF4A gleich mehrere Viustypen angesprochen werden darunter auch bislang
unbekannte oder neuauftretende Viren, wie das erstmalig im November 2019 in Wuhan
ausgebrochene SevereAcute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARSCo\2), was
weltweit dramatische gesundheitliche und wirtschaftliche Auswirkungen hat undbisher
zahlreiche Todesopfer(Stand September 2020: knapp eine Million bestétigte Todesfélle)
fordert (WHQ 2020b). Die potentielle Breitbandwirkung eines wirtsspezifischen
Inhibitors ist ein wichtiges Argument fur die Entwicklung eines solchen Wirkstoffes, da
sogenannteFirst-Line-Medikamente zur Bek&dmpfung neuartiger Viren dringend bendtigt
werden, um zukinftige Pandemien wirkungsvoll verhindern zu koénnen.Fir den
antiviralen Wirksto ff Remdesivir, der zu den Nukleosidanaloga zahlt und die virale RNA
Polymerase inhibiert, konnte im Zuge der Behandlung von COVI® (coronavirus disease
2019) bereits ein breites Wirtsspektrum festgestellt werden. Urspringlich wurde der
Wirkstoff zur Behandlung der EbolaViruskrankheit entwickelt, zwischenzeitlich konnte
jedoch auch eine Wirksamkeit gegen Coronaviren wie SARK®V2 und MERSCoV
(Middle East Respiratory Syndrome Coronavijusnd das RespiratorischesSynzytial
Virus (RSV)nachgewiesen werden(Agostini et al, 2018; Lo et al, 2019; Warren et al,

2016). Neben Remdesivirstellt auch Ribavirin eines derwenigen Virostatika mit einer
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Breitbandwirkung dar (Lullmann et al, 2010). Es handelt sich ebenfalls um ein
Nukleosidanalogon, das gegeRespiratorische SynzytialViren, HepatitisGViren (HCV)
oder Arenaviren, darunter z.B. das LassaVirus (LASV) eingesetzt werden kann
(Ldllmann et al, 2010). Dessen ungeachtetdressieren alle genannten Virostatika mit
Breitbandwirkung virusspezifische Faktoren. Der Bedarfan einem Breitband-Virostati-
kum, das ein wirtsspezifisches Enzym ansprichtst alsoweiterhin grol3, wasdie Relevanz
der Charakterisierung von elF4A als potentielles antivirales Targetnterstreicht.

In jingster Vergangenheitverdeutlichten sowohl die Ebolafieber-Epidemie, die 2014 in
Westafrika ausbrach(WHQ 2020a)als auch der Ausbruch der COVHD9-Krankheit, die
im Marz 2020 zu einer weltweiten Pandemie erklart wurde(WHQ 2020b), welche
Bedrohungen durch Ausbriiche von Infektionskrankeiten ausgehenkdnnen. Aufgrund
dieser aktuellen Prasenzverden daher in dieser Arbeit sowohl das Ebolavirus (EBOV) als
auch humanpathogene Coronaviren wie das Humane Coronavirus 229E (HGZROE),
MERSCoV oder SARE0V 2 als Modellsysteme zur Validierungder humanen Helikase
elF4A als antivirales Zielmolekii verwendet. Im nachstehenden Abschnitt wird folglich
aufdie Organisation und den Aufbau der Genome der beiden Vertreter humanpathogener
Viren eingegangen.

Das Ebolavirus zahlt zusammen mit dem Marburg-Virus (MARV) zur Familie der
Filoviridae und verursacht hamorrhagisches FieberDie hdchste Mortalitatsrate weist das
Zaire-Ebolavirus auf, dessen Verlauf meistodlich ausgeht (Modrow et al, 2010). Es
handelt sich um ein einzelstrangiges nichsegmentiertes MinusstrangRNA:Virus, dessen
Genom etwa 1Kilobasen lang ist(Sanchez et al.1993). Insgesamt codiert es filrsieben
Gene,deren mRNAsjeweils | EO A Hh8)Tap®©® x EA  AEdy@)Schwabz
modifiziert sind und Uber strukturierte nicht-AT AEAOAT AA " AOAWMAEA
o-Bnden verfiigen (vgl. Abbildung 5) (Shabman et a). 2013). Eine Besonderheit der
V6420 OE ftefminAléh Maam@lelstrukturen (Hairpins, kurz: HP) die alle sieben

Gene enthalterund die zur elF4AAbhangigkeit bei derTranslation beitragen.

3"-leader{ NG 1T I gy [ I T P |- (ciler-5'
vp35 M VP24

VP30

Abbildung 5: Genomorganisation des Ebolavirus am Beispiel des Zaire-Ebolavirus. Legende:
$O01 EAI OI 6d / ££AT A0 , AsRA20 AEUUAR.Dag Gefod @és Ebolavin@ dhestehOaus
einer einzelstrangigen nichtsegmentierten RNA mit negativer Orientierung. Die Enden werden durch eine
o4eader O x E A -thalfel -RegionGlarkiert. Insgesamt codiert das Genom fiir sieben Gene, die jeweils
i ARO 0000H AVEDRGe®IOA | EO-CHEDAOEDOO O PolEA-SdhlanA i
modifiziert sind. Die Abbildung wurde basierend aufler NCBISequenz desZaire-Ebolavirus (Accession
Number. NC_002549)n Anlehnung an(Modrow et al, 2010) erstellt.
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Das RNAGenom ist helikal angeordnet und bildet durch Interktion mit den viralen
Proteinen VP35 und VP30, dem Nukleoprotein NP und der RNolymerase L das
Nukleokapsid aus. Dieses iston einer Membranhille umgeben und wird durch die
Matrixproteine VP24 und VP40, die sich an der Membraninnenseite befinden, gebwerd
In die Membran ist das Glykoprotein GP als Trimer eingelagenvelchesals einziges der
sieben Proteine an deNirusoberflache exponiertist (Modrow et al, 2010).

Im Gegensatz zum Ebolavirus verursacht ein Grof3teil ddrumanpathogenenCorona
viren, die zur Familie derCoronaviridaeinnerhalb der Ordnung Nidovirales gehoren,
meist harmlose Erkaltungssymptome oder Infektionen im oberen Respirationstrakt
(Corman et al.2019). Eine Ausnahme stellerdie zoonotischen Coronaviren, darunter das
SARSCoV, das MER&oVsowie das SARE0V-2 dar, die neben schweren Atemwegs
erkrankungen aucheine deutlich hohere Letalitatsrateals die endemischen humanen
Coronaviren aufweisen(RKI, 2020). Das RNAGenomder Coronavirenist einzelstrangig
mit Plusstrangorientierung und zahlt mit einer Lange von 27bis 32 Kilobasen zu den
groBten Genomenunter den RNAViren. Esist | EO A Hh’&)Capsdlie einem
o ©oly(A)-Schwanz modifiziertund nicht-segmentiert (vgl. Abbildung 6) (Pellett et al,
2014).

5'-Cap—5'-UTR| ORF 1a | } R | EtU'atg]—\AiqA-a'
oy I
[ s | 3 JIE M]e][7alb—[8] N [10]

Abbildung 6: Genomorganisation der Coronaviren am Beispiel von SARS-CoV-2. Das Genom der
Coronaviren besteht aus einer einzelstrangigen nichkéegmentierten RNA mit positiver Orientierung. Die
Uberlappenden offenen Leserahmen (ORF 1a und ORF 1b) codieren fir die Néthikturpolyproteine la
und 1b. Das PlusstrangRNAGenom wird mithilfe der RNAabhangigen RNAPolymerase in einen
Negativstrang transkribiert, der u.a. als Matrize fur die Synthese von subgenomischen mRMN#jezies, die
i EO A EKhpstirktur Sowie einem o -Boly(A)-Schwanz modifiziert sind dient. Die subgenomischen
mRNAs codieren fir verschiedene virale StrukturproteineDie Abbildung wurde basierend auf der NCBI
Sequenz desSevere acute respiratory syndrome coronavirus (BARSCoM2) (Accession Number
NC_045512)in Anlehnung an(Modrow et al, 2010) erstellt.

Wie auch das Genom des Ebolavirus ist es helikal gewunden und von einer Membranhille
umgeben. Komplexiert mit den NProteinen bildet es das Nukleokapsid aus, das sich im
Innern der Coronaviruspartikel befindet. Uber Interaktion mit dem MatrixProtein
(M-Protein) ist das Nukleokapsid mit der Membran assoziiert. Neben dem-Hrotein sind
auRerdem das SProtein (SpikeProtein) und das EProtein (envelope proteih in die

Membran eingelagert. Einige Vertreter der Coronaviren verfligen zuséatzlich tber das HE
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Protein (HaAmagglutinin-Esterase), das ebenfalls mit der Membran assoziiert iModrow
etal, 201008 $AO0 . Al A n#l cobraKareGAld AjOIQA OAE OADO OE

charakteristischen kronenférmigen Anordnung der SProteine um das Viruspartikel ab.

1.3 Niedermolekulare elF4A-Inhibitoren

Fur die im vorherigen Abschnitt verdeutlichte Relevanz derValidierung von elF4A als
antivirales Target bedarf es gleichermal3en eines geeignetespezifischen Wirkstoffs.
DiesesUnterkapitel soll daher einen Einblick in den aktuellen Stand der Forschungu
bekannten niedermolekularen elF4AcInhibitoren geben. Urspringlich wurden diese
hinsichtlich ihrer Aktivitat als potentielle Antitumor-Therapeutika durch Inhibition von
elF4A als Zielmolekil in der Onkologi@dentifiziert und detailliert untersucht (Bordeleau
et al, 2008; Cencic et aJ.2012). Da elF4A nicht nur tGber eine ATHBindetasche sondern
auch eine Nukleinsdure-Bindestelle verfigt und zudem die Aktivitat durch
Konformationsanderungen, bei denen intermolekulare Doménen in Bewegung treten,
zustande kommt, gibt es eine Vielzahl mdglicmdnteraktionsflachen, an denensowohl
spezifische als auch potentdnhibitoren, in Form von niedermolekularen Molekilen
binden kénnen(Kwong et al, 2005). Die ersten elF4Alnhibitoren wurden innerhalb eines
HochdurchsatzScreenings zur Identifikation von Inhibitoren der eukaryontischen
Translation in der Forschungsgruppe umPRrROF DR. ERRYPELLETIER(McGill Universtat,
Montréal, Kanadd entdeckt (Bordeleau et al. 2005; Bordeleau, Cencic, et al2006;
Bordeleau, Mori, et al. 2006). Es handelt sich um die Naturstoffe Hippuristanb
PateaminA (PatA) und Silvestrol, die sich stark in ihrer chemischen Struktur
unterscheiden (vgl. Abbildung 7). Nachfolgend werden deren Eigenschaftesowie deren

Interaktion mit elF4A genauer beleuchtet.

o
\
|
Hippuristanol Pateamin A Silvestrol
Abbildung 7: Strukturformeln der elF4A -Inhibitoren Hippuristanol, Pateamin A und Silvestrol. In

Rot: Cyclopentdb]benzofuran-Grundgerist der RocaglamidDerivate. A, B und C kennzeichnen die
aromatischenRingsystemein Silvestrol.
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Hippuristanol ist ein Polyhydroxysteroid, welchesin der Koralle Isis hippurisvorkommt.
Esinteragiert mit der Gterminalen Doménevon elF4Auber die Motive V und VI und
verhindert so die Bindung von RNA(Lindqvist et al, 2008). Durch diese allosterische
Inhibition wird elF4A in der geschlossenen Konformation festgehalten und kann keine
Helikase-Aktivitdt ausiben (Cencic& Pelletier, 2016). Da die Motive V und VIder
Gterminalen Doméaneinnerhalb der DEADBox-Helikasen eine hoheSequenzwariation
aufweisen, kann Hippuristanol als ein sehr selektiver Inhibitor von elF4A angesehen
werden. Im Gegensatz zur RNindung kann de Bindung von ATP inGegenwart des
Inhibitors stattfinden, weil die N-terminale Doméane von elF4A nicht durch die Bindung
von Hippuristanol beeinflusstwird (Lindgvist et al, 2008).

Pateamin A (PatA) zahlt zu den Makrodioliden, einer Klasseakrozyklischer Naturstoffe,
die sich durch zahlreiche biologische Aktivitaten auszeichet (Grabley& Thiericke, 1999).
Der Naturstoff wird aus dem SchwammMycale hentschelisoliert und induziert eine
irreversible Sequestrierung von elF4A an die RNABordeleau, Cencic, et al2006;
Northcote et al, 1991). Dies hat zurolge, dass weniger elF4A fir die Bildung des elF4F
Komplexes zur Verfligung steht, was wiederum die Assemblierung des 4B8_wahrend
der Translationsinitiation verhindert. Pateamin A wirkt somit als chemischer Indukor
einer Dimerisierung zwischen elF4Aund der RNA (Bordeleau, Cencic, et al2006). Im
Unterschied zu Hippuristanol kann PatA nur freies elF4A binden. Bs lasst vermuten,
dass die Bindestelle fur Pateamin A im elF4Romplex nicht zuganglich istund die
Interaktion mit elF4A an der Schnittstelle deN- und Gterminalen Doméane zu findenist
(Cencic et a).2012).

Silvestrol ist ein RocaglamidDerivat, das aus asiatischen Mahagoniggéchsen der
GattungAglaiaisoliert wird (S. Kim et aJ.2007). RocaglamidDerivate zahlen zur Klasse
der Flavagline undzeichnen sich durch ein Cyclopentdibenzofuran-Grundgertst aus
(vgl. Abbildung 7, in Rot dargestellter Bereich)(Schulz et al. 2020). Eine Besonderheit
von Silvestrol ist die 1,4Dioxan-Gruppe, die mit dem Phenylrest des Rings A verknipft ist
und eine Seltenheit unter denRocaglamidDerivaten darstellt (Shen& Pelletier, 2020).
Das erste RocaglamiDerivat, genannt Rocaglamid A (RocA), wurde 1982 isoliert und
dessenchemische Struktur mittels Rontgenstrukturanalyse geklart (King et al, 1982).
Seitdem konnten tUber 100 RocaglamidDerivate identifiziert und isoliert werden,
darunter 2004 das Silvestrol und sein Diastereomerdas Episilvestrol (Hwang et al,

2004). In 1990 gelang erstmalig die chemische Synthese von RqcAie insgesamt
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18 Schritte umfasstund die absolute Stereochemie der Molekiilklasse aufdeck{@rost et
al., 1990). Zwischenzeitlich konnte die Syntheseoptimiert und um eine Vielzahl an
modifizierten RocaglamidDerivaten erweitert werden (Zhang et al. 2019). Ein Beispiel
eines solchen nicht natirlich vorkommenden Rocaglami®erivats ist das CR31-B. Bei
der Synthesevon CR31-B wird ein racemisches Gemisch zweier Enantiomere erhalten,

von denen lediglich das {)-Enantiomer biologischaktiv ist (vgl. Abbildung 8).

Episilvestrol RocA CR-31-B (-) CR-31-B (+)

Abbildung 8: Natirliche und chemisch synthetisierte Rocaglamid -Derivate. Episilvestrol, das
Diastereomer zu Silvestrol, unterscheidet sich von Silvestrol in der Chiralitat der in Rot gekennzeichneten
Hydroxygruppe. Bei Episilvestrol und RocA handelt es sich um Naturstoffe, wéhrend -GR-B (+) und
CR31-B(-) chemisch synthetisierte RocaglamieDerivate sind. CR31-B(+) und (-) sind Enantiomere,
wobei nur das ()-Enantiomer eine biologische Aktivitéat zeigt(vgl. Muller, Obermann et a].2020).

Ursprunglich wurden die RocaglamidDerivate hinsichtlich ihrer Antitumor-Wirkung in
der Krebsforschung untersuchtund zeigten hier bereits im niedrigen nanomolaren
Bereichzytotoxische Effekte in Krebszeller{Hwang et al, 2004). Eine antivirale Aktivitat
wurde allerdings erst 2008 bei einem neu entdeckten Flavaglingegen das Herpes
simplex-Virus-1 (HS\*1) festgestellt und daraufhin die Forschungsarbeitn hinsichtlich
desPotentials als antivirale Therapeutika ausgedehntJoycharat et al.2008). Inzwischen
konnten antivirale Wirkungen von RocaglamidDerivaten wie Silvestrol gegen das
Ebolavirus (EBOV), Caynaviren, darunter das HCoM229E oderdas MERSCoV, das Zika
Virus (ZIKV), das ChikungunyaVirus (CHIKV), das Lass&irus, das KrimKongo-
HamorrhagischesFieber-Virus (CCHF)und das HepatitisE-Virus (HEV) im niedrigen
nanomolaren Bereich in Zellkulturexperimentenbeobachtet werden(Biedenk®f et al,
2017; Elgner et al, 2018;Glitscher et al.2018;Henss et a).2018;Mdiller et al, 2018,Mdller,
Obermann et al2020). Interessanterweise ist die Zytotoxizitat von Silvestrol in primaren
Zellen in den genannten Studien relativ gering, wadch die therapeutische Relevanz der
RocaglamidDerivate als antivirale Breitbandwirkstoffe zusatzlich unterstrichen wird.
Abgesehen vonihrer antiviralen Aktivitat zeigen RocaglamieDerivate auferdemauch

gegeniber anderen Pathogenen e@vielversprechende Wirksamkeit. So konntez. B.eine
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antiplasmodiale Aktivitat von CR31-B (-) in Plasmodiuminfizierten Mausen beobachtet
werden (Langlais et al, 2018). Weiterhin wurde in einem HochdurchsatzScreening zur
Identifikation von Antimykotika gegen das PilzpathogenCandida auriseine fungizide
Wirkung von RocaglamidDerivaten entdeckt (lyer et al, 2020). Diese Erkenntnisse
verdeutlichen dasbreite Spektrum anpotentiellen Einsatzmdglichkeitendieser Substanz
klasse.

Im Hinblick auf den Wirkmechanismusder Rocadamid-Derivate wird ein Festklemmen
der RNA an elF4ARNA clamping vermutet, welchesim Gegensatz zu Pateamin A jedoch
reversibel zu sein scheint(Bordeleau et al. 2008). In diesem Kontext konnte2019 eine
Publikation von SHINTARO IwAsAkl und Kollegen einen wesentlichen Beitrag zur
Aufklarung des Wirkmechanismus von Rocaglamierivaten leisten (lwasaki et al,
2019). Die Kristallstruktur einer trunkierten Version von humanem elF4A im Komplex
mit einer Polypurin-RNA und RocAsowie dem nichthydrolysierbaren ATP-Analogon
AMP-PNP bestétige die Interaktionen des Rocaglamids mit der Helikase und dem RNA
Substrat auf molekularer Ebene (PDB: 5ZC®gl. Abbildung 9).

[ Metran BIRNA BROCA

Abbildung 9: Kristallstruktur des elF4A1-AMP-PNPRocA-Polypurin -RNA-Komplexes. Die Abbildung
wurde mithilfe der Software UCSF ChimeraRBV) angefertigt. Die Farbgebung der Oberflache von elF4A
resultiert aus dem elektrostatischen Potential (Blau: positives Potential, Rot: negatives Potential). Die
Polypurin-RNA (AG3 ist in Orangedargestellt, das RocA in VioletDie schwarzgestrichelten Linien deuten
die A-A-Interaktionen des Rocaglamids mit der RNA und der Helikase adie hellgraugestrichelten Linien
zeigen mogliche Wasserstoffbriickenbindungenra (PDB: 5ZC9 (Iwasaki et al, 2019).

Demnach bindet RocA an der direkten Schnittstelle déy-terminalen Domé&nevon elF4A
i EO AAO 2.1 01 A -ABNechdetvitkBeh @iDden FudnBasen des RNA

Substrats (AG3 und dem Phenylalanin von elF4A an Position 163. Zudem kodnnen
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Wasserstoffbriickenbindungen mit dem GlutamirRest an Position 195, dem Aspartat an
Postion 198 sowie dem Stickstoff N7 der Guaninbase der RNA die Bindung des
RocaglamidDerivats verstarken (lwasaki et al, 2019). DieserEinblick in den potentiellen
Interaktionsmechanismus auf molekularer Ebeneermdglicht seitdem eine gezielte
Entwicklung neuer potentieller elF4Alnhibitoren. Beispielsweise kann durch
molekulares Docking die Bindumg potentieller elF4AInhibitoren in silico vorhergesagt
und fur Sruktur -basiertes Wirkstoffdesign genutzt werden.

Neben den drei bekanntesten elF4Anhibitor klassengibt es weitere niedermolekulare
Verbindungen, cenenin Studien eineHemmungder Helikasenachgesagt wird Darunter
Allolaurinterol, Elisabatin A, BAminocholestanol (6AC), Sanguinarine (SAN), Elatol oder
das Prostaglandin 15dPGJZAbdelkrim et al, 2018;Jiang et al.2019;W. J. Kim et g312007;
Peters et al. 2018; Tillotson et al, 2017). Jedochkonnten die Spezifitat und Selektivitat
einiger dieser potentiellen Inhibitoren in einer kirzlich veroffentlichten Studie nicht

bestétigt werden (Naineni et al, 2020).

1.4 Zielsetzung

Um vorhersagen zu kdnnen, welch&igenschaften einer mRNA eine elF4Abhangige

Translation bedingen, sollen verschiedene RN#&Sequenz und -Strukturelemente

untersucht werden. Dies kann beispielsweise mithilfe einedDual-Luciferase-Assays

(DLA) durch Messung derTranslationseffizienzen der Reporter-mRNAs bei selektiver

Inhibition von elF4A mit Silvestrol bestimmt werden. Aul3erdem soll Gberpruft werden,

A AOOAE %ET & CAT O1 1 -WERN @A Gandn] dererATratshtion ET At
urspringlich nicht elF4A-abhangig ist, eine kinstliche dt4A-Abhangigkeit induziert

werden kann. Solche Sequenzelemente sirzdB. Polypurin-Sequenzen, die eine Bindung

von RocaglamidDerivaten an den elF4AARNAKomplex fordern.

Um ein besseresVerstandnis fur den Wirkmechanismus von Rocaglamierivaten zu
entwickeln, sollen die Protein-Ligand-Interaktionen zwischen elF4A und Silvestrol
genauer untersucht werden. Dafur soll elF4A rekombinant produziert, isoliert und
aufgereinigt werden. Mithilfe eines geeigneten Proteinassayssollen dann Struktur-

Wirkungsbeziehungen zwischen elF4A und Silvestra@bgeleitetwerden.
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In einer Kooperation mit PROF DR. HANSGUIDOWENDEL(Memorial Soan Kettering Cancer
Centre, New York USA sollen auBerdemdie Spezifitat und Wirksamkeit von Rocaglamie
Derivaten wie CR31-B mit der Aktivitat von Silvestrol verglichen werden.Die in der
Arbeitsgruppe WENDELSsynthetisierten Derivate, die untersucht werden sollen, verfiigen
nicht Uber die fur Silvestrol charakteiistische 1,4-Dioxan-Einheit, daher kénnten sie sich

in ihrer Wirkungsweise von Silvestrol unterscheiden.

Da die Synthese von RocaglamiDerivaten sehr komplex und zeitaufwendig istsollenin
einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von PROF DR. MARTIN SCHLITZER (I nstitut fur
Pharmazeutische ChemigPhilipps-Universitat Marburg) weniger komplizierte Molekiile,
denen ein Ligandenbasiertes oder Struktur -basiertes Design ausgehend von Silvestrol
zugrunde liegt, hinsichtlich ihrer Aktivitat als potentielle elF4AInhibitoren getestet
werden. Ein Vorteil dieser Strategie kdnnte die einfachere chemische Synthese solcher
neuer elF4Alnhibitoren sein, was generd fir die Wirkstoffentwicklung von grof3er

Bedeutung ist.

Ausgehend von demublizierten Kristallstruktur von elF4A im Komplex mit einer RNA,
RocA und AMPPNP (PDB: 5ZC9), soll der Bindungsmodus neuer Wirkstoffkandidaten
anhand von molekularem Docking vonergesagt werden. Zudem soll durch Mutation
gezielter Positionen in elF4A abgeschatzt werden, welche Mutationen einen Verlust der
RocaglamidSensitivitat hervorrufen kénnten. Eine solche RocaglamidResistenz istz. B.

in Pflanzen der GattungAglaia zu finden, aus denen Silvestrol isoliert werden kann.
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2 Material ien

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders gekezeichnet, von den
Herstellern Carl Rott®, GERBUBIotechnik GmbH, SigmaAldrich oder Thermo Fisher
Scientificmit dem Reinheitsgradpro analysi(p.a.) oder tber die Chemikalienausgabe des

Instituts fur Pharmazeutische Chemie der PhilippsJniversitat Marburg erworben.

2.2 Verbrauchsmaterialien

Die nachfolgendeTabelle 1 zeigt die Verbrauchsmaterialien mit Angabe der Modeli
bezeichnung und zugehdrigem Hersteller. Ein Grof3teil der Verbrauchsmaterialien wurde

uber die Chemikalienausgabe des Instituts fir Pharmazeutische Chemie bezogen.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Angabe der Modellbezeichnung

und zugehoérigem Hersteller .

Verbrauchsmaterial

Modellbezeichnung (Hersteller)

96-Well-Platten

Deckgla®r
Dialyseschlauche
Einmalklvetten
Einmaltransferpipetten
Einmalpipettenspitzen
Einmalpipettenspitzen mit Filter
Einmalspritzen
Flaschenaufsatzfilter
Glasperlen

Kanilen

Kapillaren
Konzentratoren
Kryoréhrchen

PCRMikroreaktionsgefalRe
Petrischalen

Polypropylen-Reagierréhren
S&ulen zur Proteinaufreinigung

Superloop

Reagjiergefalle

Cellstar® 96-Well Microplate, flat bottom black
polystyrene wells, sterile(Greiner BiocOng

Cellstar® 96-Well Microplate, flat bottom clear
polystyrene wells, sterile (Greiner BicOne

Starke 1, 22x 22 mm (Carl Roth)

ZelluTrans, MWCO: 12 14 kDa (Carl Roth)

(Sarsted)

(Sarsted)

(Sarsted)

Biosphere® (Sarsted)

Inkjet® (B. Braun

Filtopur BT50, 500mL, 021 | Sgrsted)

(Biospeg

Stericar® (B. Braun)

Premium Capillaries NanoTemper Technologigs

Amicon®, MWCO: 1&Da (Merck Millipore Ltd)

2 mL (Sarsted)

CryoTube™ Vials, 1,8mL (Thermo Fisher Scientific

Multiply ®-1 Strip Pro, 02 mL (Sarsted)

92 x 16 mm (Sarsted)

15 mL; 50 mL (Greiner BieOn¢g

HisTrap™ HP 1mL; 5mL (GE Healthcarg

HisTrap™ FF 5mL (GE Healthcarg

HiTrap™ Heparin HP 1mL; 5mL (GE Healthcarg

Mono @M 5/50 GL, 1mL (GE Healthcarg

50 mL Superloop GE Healthcarg

10 mL Superloop GE Healthcarg

15mL; 2,0 mL (Sarsted)
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Reagiergefale mit Schraubdeckel

0,2mL (Biozym)
5,0 mL (Eppendor

Schraubréhrchen 15mL; 50mL (Sarsted)

Serologische Pipetten 5mL; 10mL; 25mL; 50mL (Sarsted)

Skalpell Cutfix stainless Einmalskalpell #21 B. Braur)

Spritzenvorsatzfilter Filtopur S, 0,2t | Sarsted)

Zahlkammer Neubauer improved brightline, 0,2mm, 0,0025mm?
(Marienfeld-Superion

Zellkulturflaschen 25 cmz; 75 cmz2 (Greiner BieOng

Zellschaber (Sarsted)

2.3 Puffer, Kulturmedien und Stammlésungen

Sofern nicht anders angegeben, wurden die PuffeKulturmedien oder Stammédsungen

mit entmineralisiertem Wasser oder doppeltdestilliertem Wasser (ddH20) hergestellt

und bei Bedarf sterilfiltriert oder autoklaviert . Die Zusammensetzung kanitabelle 2,

Tabelle3 und Tabelle4 entnommen werden.

Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten Puffer.

Puffer

Zusammensetzung (ggf. Hersteller)

CoomassieFarbelosung

10x FastDigestPuffer
Heparin-Elutionspuffer

HEPESPuffer AO

4x Lammli-Probenpuffer

0,2% (w/v) Coomassie-Brilliant -Blau G250
10 % (v/v) Essigsaure

50 % (v/v) Methanol

siehe Herstellerangaben Thermo Scientifi§
20 mM HEPES

1 M KCI

0,1mM EDTA

2mM Cadl

10 % (v/v) Glycerin

O PBr(5; sterilfiltrier t

50 mM HEPES

100 mM NacCl

O br@; sterilfiltrier t

Zugabe von 0,086 Tween20

100 mM Tris-HCI

8 % (w/v) SDS

8 % (v/v) 3 -Mercaptoethanol

0,04 % (w/v) Bromphenolblau

30 % (v/v) Glycerin

° B( o¢huy

Ni-NTA-Resuspensionsund Waschpuffer 20 mM HEPES

(lwasaki et al, 2019)

300 mM KClI

20 mM Imidazol

0,1mM EDTA

5 mM -Mercaptoethanol

10 % (v/v) Glycerin

© Pp( xhunNtOOAOEI £EI OO
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Ni-NTA-Elutionspuffer 20 mM HEPES
(Iwasaki et al, 2019) 300 mM KClI
200 mM Imidazol
0,1mM EDTA

5 mM 3-Mercaptoethanol
10 % (v/v) Glycerin
o Pp( xhuntOOAOEI £EI O

10x PNK-Puffer B (exchange) siehe Herstellerangaben Fermentag
Protease Inhibitor Cockail siehe Herstellerangaben $igmg
Rotiphorese® 10x SDSPAGELaufpuffer siehe Herstellerangaben Carl Roth
StoragePuffer 20 mM HEPES
(Iwasaki et al, 2019) 100 mM KCI

5 mM MgC}

0,1mM EDTA

1mMDTT

10 % (v/v) Glycerin

© Pp( xhuntOOAOEI £EI O
5x TBE-Puffer 89 mM Tris

89 mM Borséaure 99,8 %ig

2 mM EDTADisodium

o Pg3
Thrombin-CleavagePuffer 20 mM HEPES

150 mM KCI

0,1mM EDTA

2mM Cadl

10 % (v/v) Glycerin

O Py(5; sterilfiltrier t

Tabelle 3: Zusammensetzung der Kulturmedien.

Kulturmedien Zusammensetzung (ggf. Hersteller)
Fetal Bovine Serum (FBS) Superior _siehe Herstellerangaben $igma Aldrich)
) OAT OA8 0O -1 AEZAE A AMDMVD siehe Herstellerangaben Gibcg
Lysogeny-Broth-Medium 10 g/L NaCl

(LB-Medium) 5 g/L Hefeextrakt

10 g/L Pepton
O Pbr(5; autoklaviert

LysogenyBroth-Agarplatten 10 g/L NaCl
(LB-Agarplatten) 5 g/L Hefeextrakt
10 g/L Pepton
°  Pr5
15 g/L Agar Agar

© AOOT EI AGEAO
- vor GebrauchZugabedes Antibiotikum s

Opti-MEM™ Reduced Serum Media siehe Herstellerangaben Gibcg
Phosphatebuffered saline (PBS) siehe Herstellerangaben Gibcg
Trypsin/ EDTA (L0x) 0,5%/0,2 % in PBS sieheHerstellerangaben Biochrom)
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Tabelle 4: Konzentrationen der verwendeten Stammldsungen. Sofern nicht anders angegeben, wurden
die Stammldsungen in ddHO angesetzt und ggf. sterilfiltriert.

Stammldsung

Konzentration (ggf. Hersteller)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Ampicillin (AmpZ100)

Adenosintriphosphat (ATP)

Adenylyl-Imidodiphosphat (AMP-PNP)

*CR31-B (+)

*CR31-B (-)
*CR31-B (rac)

Isopropyl-R3-D-thiogalactopyranosid

(IPTG)
Kanamycin (Kan50)
Silvestrol

*HGWO0
*HGW-8
*HGW9
*HGWA4
*HGW3

100 mg/mL Ampicillin

10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

10 mM Adenosintriphosphat(Carl Roth)

100 mM Adenosintriphosphat(Carl Roth)

100 mM Adenylykimidodiphosphat (Roché

10 mM CR31-B (+) in DMSO
1 mM CR31-B (+) in DMSO
10 mM CR31-B (-) in DMSO
10 mM CR31-B (rac) in DMSO

50 mg/mL Kanamycin

6 mM Silvestrol in DMSO

1 M Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid

7,48 mM Silvestrol in DMSO
2,59 mM Silvestrol in DMSO

10 MM HGW-0 in DMSO
10 MM HGW-8 in DMSO
10 MM HGW-9 in DMSO
10 MM HGW4 in DMSO
10 MM HGW-3 in DMSO

* Die gekennzeichneten Substanzen wurden zur Testurter antiviralen Aktivitat und Spezifitét als elF4A
Inhibitoren von PROF DR. HANS GUIDOWENDEL(MSKCC, New York) zuNerfligung gestellt.

2.4 Kits, GroRenstandards und Farbstoffe

Eine Auflistung aller verwendeten Kits, Grof3enstandards und Farbstoffe ist ifabelle 5,

Tabelle6 und Tabelle7 zu finden.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Kits .

Verwendung Kit -Bezeichnung Hersteller
Dual-LuciferaseAssay  Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega
MST-Assay Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED NanoTemper
NHS TechnologiessmbH
Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED NanoTemper

Plasmidpraparation/
DNA-Aufreinigung

PCRAufreinigung/
Gelextraktion

SDSPAGE

WST-1-Assay

NHS 2nd Generation

GeneJE™ Plasmid Miniprep Kit

Plasmid DNA purification NuéeoBond®
Xtra

Wizard® SV Gel and PCR Cle&ip System

Ul T AT AAT A " AT .1

Monarch® DNA Gel Extraction Kit

TGX Stain Fre® Fast Castv Acrylamide
Kit, 10 %

Cell Proliferation Reagent WSTL

Technologies GmbH
Thermo Scientific
MachereyNagel

Promega
Zymo Research
New England Biolabs

Bio-Rad

Roche
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Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Grofl3enstandards.

Verwendung GroRenstandard -Bezeichnung Hersteller
Agarosegelelektro 100 bp DNA Ladder (0,1 pg/uL) Cytogen
phorese 1 kb DNA Ladder (0,1 pg/pL) Cytogen
SDSPAGE Precision Plus Protein Unstained Standards Bio-Rad
PageRulef™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific
(10 z 250 kDa)

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Farbstoffe.

Verwendung Farbstoff -Bezeichnung Hersteller
Agarosegelelektro GelRe® Nucleic Acid Stain 10.000x Biotium
phorese Ethidiumbromid I6sung, 1%ige Losung CarlRoth
HDgreer™ DNA-Dye iINTAS
6x DNA Loading Dye New England Biolabs
Thermal-Shift-Assay SYPR® Orange Protein Gel Stain SigmaAldrich

2.5 Enzyme und Reagenzien

Tabelle 8 und Tabelle 9 zeigen eine Ubersicht Uber die verwendeten Enzyme und

Reagenzien.

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Enzyme und Mastermixe .

Verwendung Enzym/Mastermix Hersteller
Dpnl-Verdau Dpnl FastDigest Thermo Scientific
His-TagEntfernung  Thrombin (1 U/pL) in PBS GE Healthcare
Ligation 2x Gibson Assembl§ Master Mix New England Biolabs
T4 DNA Ligase (3J/uL) Thermo Scientific
Kolonie-PCR 5x HOT CYTOPol Blend Master Mix Cytogen
(10 mM MgCh)
Phosphorylierung T4 Polynucleotide Kinase (PNK) Thermo Scientific
(20 U/pL)
PCR 2x Phusion HighFidelity PCR Master Mix Thermo Scientific
Zellaufschluss Ambion™ DNase | Roche
cOmplete™ Mini EDTAfree Protease Roche
Inhibitor Cocktail
Lysozym (100 mg/mL) unbekannt
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Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Reagenzien.

Verwendung Reagenz Hersteller

Transfektion Lipofectamine® 2000-Transfektionsreagenz Invitrogen™
Lipofectamine® 3000-Transfektionsreagenz Invitrogen™

SDSPAGE Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) CarlRoth
Ammoniumperoxodisulfat (APS) GERBU
. h . h@etratnethylethylendiamin CarlRoth
(TEMED)

2.6 Plasmide

Nachfolgend werden die irdieser Arbeitverwendeten Plasmidegenauer skizziert.Fir die
Darstellung der Plasmidkarten sowie Klonierungsplanungen unddas Primer-Design
wurde die Software Snafene® (GSL Biotech LD@ingesetzt.

2.6.1 pFR_HCV_xb

Das Plasmid pFR_HCV_xb wurde kommerziell véaldgene(Addgene plasmid #11510)
erworben und entstammt urspringlich der Arbeitsgruppe umP.A.SHARP(Massachusetts
Institute of Technology, Cambridge, USAPetersen et a).2006). In dieser Arbeit wurde
es fur de DuatLuciferase-Assaysin Kombination mit dem DualLuciferase® Reporter
Assay System Rromegg zur Untersuchung der elF4AAbhangigkeit verschiedener
mRNAsverwendet. Da der Vektorinnerhalb einer mRNA fur zweilLuciferasen codiert
darunter eine Firefly-Luciferase und eine RenilleLuciferase eignet sich dieser besonders
gut fir die Untersuchung von TranslationseffektenDer schematische Aufbau des Vektors
ist in Abbildung 10 gezeigt.Die Transkription von pFR_HCV_xb wird durch einen HS\K-
Promotor (Herpes simplex virus thymidine kinase promojereguliert. Nachfolgend
wurden vor den Open Reading Fram@RF) der krefly -Luciferase die zu untersuchenden
v-OTRs kloniert. Die entsprechenden Sequenzen sindabelle A5 des Anhangs zu
entnehmen. Die Translationseffizznz der unterschiedlichen mRNAs wird durch die
Aktivitat der Firefly -Luciferase reflektiert. Als Transfektionskontrolle dient die Renilla
Luciferase, deren Translationder Regulation einer HCMRES(Hepatitis C virus internal
ribosome entry sit¢ unterliegt. Fir die Termination der Transkription ist die SV40
Poly(A)-Sequenz zustandig Aul3erdem dient eine Ampicillin-Resistenz als Selektions

marker (siehe auchKapitel 3.4.6 Dual-Luciferase-Assay).
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pFR_HCV_xb

6081 bp

Abbildung 10: Schematische Plasmidkarte von pFR_HCV_xb(Addgene Plasmid #11510) (Petersen et
al., 2006). Die Transkription des Plasmids pFR_HCV_xb wird durch einen HSWK-Promotor (weil3)

reguliert. Die furr die DuatLuciferase-Reporter-! OOAUO AET CA £ CO#Rs (ghad) Sidueho@Al AAT v
Translationseffizienz einer Firefly-Luciferase (orange). Als Transfektionskontrolle dient eine Renilla

Luciferase (turkis), deren Translation Uber eine HCARES (rot) elF4Aunabhéngig reguiert wird. Die

Selektion erfolgt Uber eine AmpicillinResistenz (hellgrin). Die Illustration wurde mit der Software

SnapGene® GSL Biotech LLCerstellt. Die zugehorige Plasmidsequenkann Abbildung Al des Anhangs

entnommen werden.

2.6.2 pET-28a(+) elF4Al

Das Plasmid pET28a(+) elF4A1 wurde kommerziell von GenScripterworben. Nach
cDNASynthesedes flr elF4A1 codierenden Genabschnitts und Codonoptimierung fir die
Uberexpression inE. coliwurde der fiir elF4A1 codierendeGenabschnitt iber die Restrik-
tionsschnittstellen Ndd und Xhd in das Plasmid pE¥28a(+) kloniert. Dieser Vektor
eignet sich besonders gut fiir die bakterielle Uberexpression von Genen, da er tber einen
T7 Promotor verfugt, der von der bakteriellen TFRNA-Polymerase fir die Transkription
genutzt werden kann (Studier & Moffatt, 1986). Durch Zugabe von Isopropy3-p-
thiogalactopyranosid (IPTG) kann die Expression des T7-RNAPolymeraseGens
induziert werden und so die Transkription des gewinschten Genauf dem Plasmid

realisiert werden (siehe auchkKapitel 3.3.1Rekombinante Uberexpressionund Zellernte)
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(Novagen 1999). Zudem codiert das Plasmid fur eineiN- oder Gterminalen Polyhistidin-
Tag (Hiss-Tag), der fur die Proteinaufreinigung genutzt werden kannln dieser Arbeit
wurde lediglich vom N-terminalen Hiss-Tag Gebrauch gemacht, defiber die auf dem
Plasmid hinterlegte Sequenz fir eine ThrombifrSchnittstelle durch einen Thrombin-
Verdauentfernt werden kann. Als Selektionsmarker dient eine KanamyciResistenz.

Da das mithilfe des Expressionsvektorgproduzierte Volllangen-Protein elF4Al Uber
einen sehr flexiblen N-Terminus verflgt, der bei einigen Assays hinderlich sein kann,
wurde nach erstenUntersuchungen eine Deletion der Aminosauren Ser2Glul8 (vgl.
Iwasaki et al, 2019) mithilfe der ortsspezifischen Mutagenesalurchgefuhrt. Das daraus
resultierende Plasmid pETF28a(+) elF4A1(19-406), mit einer Lange von 6463p, wurde

fur alle weiteren Untersuchungen verwendefvgl. Abbildung 11).

thrombin site

pET-28a(+)_elF4A1(19-406)
T7 promoter 6463 bp

Abbildung 11: Schematische Plasmidkarte von pET -28a(+) _elF4A1(19-406). Neben dem fir
elF4A1(19-406) codierenden Genabschnitt weist pER8a(+) einen T7-Promotor auf, der die Transkription

von elF4A1(19406) mithilfe der bakteriellen T7-RNAPolymerase erméglicht(Studier & Moffatt, 1986).

Zudem codiert der Vektor fur einen N-terminalen Hiss-Tag und eine Thrombin-Schnittstelle, die es
ermdglicht, den Hig-Tag nach Proteinproduktion und -isolierung abzuspaltenDie Selektion erfolgt Uber
eine KanamycinResistenz (hellgrin). Die Illustrationwurde mit der Software SnapGen®(GSL Biotech L)C
erstellt. Die zugehdrige Plasmidsequenkann Abbildung B.1 desAnhangs entnommen werden.
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2.7 Oligonukleotide

Alle zur Sequenzierung und Klonierung verwendeteNA-Oligonukleotide, nachfolgend
Primer genannt, wurden von ®metabion international AGbezogen. Das Design der
Primer sowie die Klonierungsplanung erfolgte mithilfe der Sdivare Snapzene®
(GSLBiotechLLQ. Die Primer wurden lyophilisiert geliefert und mit ddH20 auf eine
Konzentration von 100uM eingestellt. Sowohl die Stammldsungen als auch die

Verdinnungenwurden bei -20 °C gelagert.

2.7.1 DNA-Oligonukleotide

Die Sequenzen der Oligonukleotide, die fur die Sequenzierungen oder Klonierungen via
Gibson Assembl§ oder ortsspezifischer Mutageneseeingesetzt wurden, sind inTabelle
10, Tabelle11 und Tabelle 12 aufgefihrt.

Tabelle 10: Auflistung der fur die Sequenzierungen verwendeten Primer inklusive Sequenz.

Primer -Bezeichnung 3ANOAT U @

pFR seqfwd CAT ATT AAG GTG ACG CGT GTG
pFR_ universal rev CCA GGG CGT ATC TCT TCA TAG
FF_Lucl_seqfwd CGG CGC CAT TCT ATCCGC TG
FFLuc2_seqfwd GGA GCC TTC AGG ATT ACA AG
HCVIRES_seqgfwd GGC CAA GAA GGG CGG AAA G
HSVTK-Promotor_seqfwd CAG CAACGC GGCCTTTTT ACG
RenLuc_seqfwd GTC GGC CAT GAT TGG GGT GC
T7 seq TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
T7 term seq TGC TAG TTATTG CTC AGC GG

Tabelle 11: Auflistung der fir die Klonierungen via Gibson Assembly ® verwendeten Primerpaare
inklusive Konstruktbezeichnung und Nukleotidsequenz.

Konstrukt Primer -Bezeichnung 3 ANOAT U juo 00(Q
pFR+NP_Ffwd CCC TGC AGC GACCCG CTT AAG AGG AAG
ATT AAT AAT TTT CCT CTC ATT GAA ATT
TAT ATC GG
FR+NP_Frev ATGTTT TTG GCG TCT TCC ATACTC GGA
PFR_HCV b P - ATT TTG TGA TTC CGA G
i pFR+NP_Viwd GGA ATC ACAAAATTC CGA GTATGG AAG
B ACG CCA AAA ACATAA AGA AAG G
pFR+NP_Vrev GAAAAT TATTAATCT TCCTCT TAAGCG
GGT CGC TGC AGG
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PFR+VP35_Ffwd

pFR+VP35_Frev

CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG ATG AAG
ATT AAACCT TCATCATCC TTACGT
ATGTTTTTG GCG TCT TCCATCTTG TTA

PFR_HCV_xb GAC CAG CTT TTC TTT TAC ATT GA
+VP35 DFR+VP35_Viwd AGA AAA GCT GGT CTA ACA AGA TGG AAG
ACG CCA AAA ACAT AAA GAA AG
PFR+VP35_Vrev TGA AGG TTT TAA TCT TCA TCT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG
PFR+VP40_Ffwd CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG ATG AAG
ATT AAG AAA AAC CTA CCT CGG C
PFR+VP40_Frev ATG TTT TTG GCG TCT TCC ATA TTT TTA
JFR_HOV xb ACA ATT TTG CTC AAC GTT TAC AAG ATG
_HCV__ A
*VP40 PFR+VP40_Vfwd TGA GCA AAA TTG TTA AAA ATA TGG AAG
ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG G
PFR+VP40_Vrev GGT TTT TCT TAA TCT TCA TCT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG
PFR+GP_Ffwd CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG ATG AAG
ATT AAG CCG ACA GTG AGC
PFR+GP_Frev ATG TTT TTG GCG TCT TCC ATT GTG TTG
PFR_HCV_xb TTG CCC ACA
iGP PFR+GP_Vfwd TAT TGT GGG GCA ACA ACA CAA TGG AAG
ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG G
PFR+GP_Vrev CTG TCG GCT TAA TCT TCA TCT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG
PFR+VP30_Ffwd CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG ATG AAG
ATT AAG AAA AAG GTA ATC TTT CGA TTA
TCT TTA ATC TTC
R Hoy op  PFRFVP30_Frev ATG TTT TTG GCG TCT TCC ATT TAA AAG
PFR_HCV_ TTG TCT CCA CTC ACT GTT TAA ATT TCT
*VP30 PFR+VP30_Vfwd TGA GTG GAG ACA ACT TTT AAA TGG AAG
B ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG
PFR+VP30_Vrev CCT TTT TCT TAA TCT TCA TCT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG
PFR+VP24_Ffwd CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG ATG AAG
ATT AAT GCG GAG GTC TGA TAA GA
PFR+VP24_Frev ATG TTT TTG GCG TCT TCC ATG GTT TTT
PFR_HCV_xb TCT CAG GTC TTG CT
+VP24 PFR+VP24_Vfwd GCA AGA CCT GAG AAA AAA CCA TGG AAG

PFR+VP24_Vrev

ACG CCA AAA ACA
CCT CCG CAT TAATCT TCATCT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG

pFR_HCV_xb+L

pFR+L_Ffwd
pFR+L_Frev
pFR+L_Vfwd

pFR+L_Vrev

CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG AGG AAG
ATT AAG AAAAACTGC TTATTG GGT
ATGTTT TTG GCG TCT TCC ATT TAA TAT
CAA GAG GAAGAATTT CAACTG CT

ATT CTT CCT CTT GAT ATT AAATGG AAG
ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG

AGT TTT TCT TAATCT TCC TCT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG
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pFR+Pim1_Ffwd

CCC TGC AGC GACCCGCTT AACCCTTTA

CTCCT
pFR+Pim1_Frev ATGTTT TTG GCG TCT TCC ATC GCC GCG
pFR_HCV_xb GGG CA
+PIM1 pFR+Pim1_Viwd TAG CCT CCT GCC CCG CGG CGA TGG AAG
ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG
pFR+Pim1_Vrev CCG CAG CCA GGA GTA AAG GGT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG
pFR+[&Actin_Ffwd CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAACCG CCG
AGA CC
pFR+[ZActin_Frev ATGTTT TTG GCG TCT TCC ATG GTG AGC
pFR_HCV_xb TGG CGG CG
+R3-Actin pFR+[&Actin_Viwd ACA CCC GCC GCC AGC TCACCATGG AAG
ACG CCA AAA ACA
pFR+[ZActin_Vrev GCG GAC GCG GTC TCG GCG GTT TAA GCG
GGT CGC TGC AGG G
pFR+GP/VP24 HP_  TGG CCT CGA ACA CCG AGC GAC CCT GCA
Ffwd GCG AC
pFR+GP_HPVP24 _ AAA ACA AAT AAT CTA AGA GAG ATG AAG
pFR_HCV_xb Frev AAT GCC TC TTG GGG
+GP+VP24HP pFR+GP_HPVP24 CCC AAG AGG CATTCT TCATCTCTCTTA
Viwd GAT TATTTG TTT TCC AGA GTA GGG
pFR+GP/VP24 HP_  TTA AGC GGG TCG CTG CAG GGT CGC TCG
Vrev GTGTT
pFR+GP/VP24 HP_  TGG CCT CGA ACA CCG AGC GAC CCT GCA
Ffwd GCG AC
pFR+VP24 HPGP_ ATA GTA CTT TGC TAA AAG GAG ATG AAG
pFR_HCV_xb Frev ATT ACG CTC ACT GTC G
+VP244GRHP pFR+VP24 HPGP_ CAG TGAGCG TAATCTTCATCTCCT TTT
Viwd AGC AAAGTACTATTT CAG G
pFR+GP/VP24 HP_  TTA AGC GGG TCG CTG CAG GGT CGC TCG
Vrev GTGTT
pFR+CHIKV_Vfwd CTA AAC ACT AAT CAG CTA CAATGG AAG
ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG GCC C
pFR+CHIKV_Vrev GTG CGT ACC TAT TTA GGA CCT TAA GCG
pFR_HCV_xb GGT CGC TGC AGG
+CHIKV pFR+CHIKV_Ffwd CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG GTC CTA
AAT AGG TAC GCA CTA CAGC
pFR+CHIKV_Frev ATG TTT TTG GCG TCT TCC ATT GTA GCT
GAT TAG TGT TTA GAT ACT TGC TGT
pPFR+SARS&C0M2_ CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAATTA AAG
Ffwd GTT TAT ACC TTC CCA GGT AAC AAACC
PFR+SARSC0MV2_ ATGTTTTTG GCG TCT TCC ATC TTA CCT
pFR_HCV_xb Frev TTC GGT CACACCC
+SARSCoV2 pFR+SARSC0MV2_ GGG TGT GAC CGA AAG GTA AGA TGG AAG
Viwd ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG
pFR+SARSC0OV2 GGA AGG TAT AAACCT TTA ATT TAA GCG

Vrev

GGT CGC TGC AGG GTC GC
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Tabelle 12: Auflistung der fir Klonierungen via

ortsspezifischer Mutagenese verwendeten

Primerpaare inklusive Konstruktbezeichnung und Nukleotidsequenz.

Konstrukt Primer -Bezeichnung 3 ANOAT U j uo 0o(Q
. TCA CTA GCA ACC TCA AAC AGA CAC CAT
DFR_HCV xb  PFRiR-Gobin_fwd GGA AGA CGC CAA AAA C
Globi _ ACA CAG TTG TGT CAG AAG CAA ATG TTT
+R3-Globin DFR4R-Globin_rev AXG (C::G% GTGC (SC CAG AAG C G
GAA GCA GGT GTG AGA GGG TCC AGC AGA
OFR+Prohibitin fwd ~ AGG AAA CAT GGA AGA CGC CAA AAA CAT
PFR_HCV_xb AAA GAA AGG
+Prohibitin CAC TCT GAC CTC CAC ATG AAT TCC CCA
oFR+Prohibitin_rev  ACC ACA CAT ACT GCT TAA GCG GGT CGC
TGC AGG
TCATTG AAA TTT ATA TCG GAA TTT AAA
PFR_HCV_xb  pFR+NRHPdelfwd TTG AAA TTG TTA CTG TAA TCA C
AR pFR+NRHPdelrev TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
CCC TGC AGC GAC CCG CTT AAG AGG AAG
ATT AAT TAA GCT AGC CTC ATT GAA ATT
DFR+NPNhel_Mutfiwd TAT ATC GG CCG ATA TAA ATT TCA ATG
PFR_HCV_xb AGG CTA GCT TAA TTA TCT TCC TCT TAA
+NP-Nhe GCG GGT CGC TGC AGG G
CCG ATA TAA ATT TCA ATG AGG CTA GCT
oFR+NPNhel_Mutrev  TAA TTA TCT TCC TCT TAA GCG GGT CGC
TGC AGG G
—_ ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG AAA
DFR_HCV xb PFR+NRA A LH® dwd GG
+NP-3g 1P DER+NPA A 1P fev %A_I AT;(C; EEL TAT6T AAC TAT TTC CAA TGT
OFR HCV xb+  PFRFEGlobin CAA AAT TCC GAG TAT GGA AGA CGC CAA
i 3'-HP-NP_fwd AAA CAT AAA GAA AGG
e PFR+RGlobin- TGA TTC CGA GCG GTG TCT GTT TGA GGT
3-HP-NP_rev TGC TAG TG
e —— PFR+EGlobin- AAA CCT TCATCA CATTTG CTTCTG ACA
iyt 0 $IP-VP35_fud CAACTGTGTT
HauPas PFR+RGlobin- TAA TCT TCA TCT TAA GCG GGT CGC TGC
v v BIP-VP35 rev AGG
ER HOV xb PFR+BGlobin AAA ACC TTC ATC ATG GAA GAC GCC AAA
P B_—Globﬁx o $IP-VP35_fwd AAC ATA AAG AAA GG
Haupas PFR+RGlobir- AAT CTT CAT CGG TGT CTG TTT GAG GTT
© o BIP-VP35_rev GCT AGT G
PFR+BGlobin CAA CCT CAA ACA GAG ACC ATG GAA GAC
pFR_HCV xb Purin_fwd GCC
+R-Globin-Purin  pFR+EGlobin- CTA GTG AAC ACA GTT GTG TCA GAA GCT
Purin rev TCT CTT TAA GCG GGT CGC

pFR+VP35stabHP_fwd

AAA CCT TCATCC TTC ATC ATC CTT ACG

PFR_HCV xb TCA ATT GAA TTC TCT AGC ACT
+VP35stabHP TAA TCT TCA TCC TTC ATC TTA AGC GGG
pFR+VP35stabHP_rev TCG CTG CAG G
B IE—— ﬁg gTT ACG TCA ATT GAA TTC TCT AGC
*VP353 ( 0 TTA AGC GGG TCG CTG CAG G

pFR+VP35delHP_rev
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pFR+NRA A FH® Gwd

ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG AAA

pFR_HCV_xb GG
SVPSBNUHP o\ pscrip rey  OAT GAA GGT TTT AAT CTT CAT CTT AAG
Ceclene
GCG GCC GGC GGOATC CTT ACG TCA ATT
DFR_HCV xb  PFR¥VP3SGCHP_WA  gan 17C TCT AGC ACT C
+VP35GCHP CGC TTT TAA TCG GCG GCC GGC GGC TTA
PFR+VP35GCHP_rev  zGc GGG TCG CTG CAG
ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA
DFR_HCV xb  PPR¥VPSSPOIYAC_fwd cac ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
tGCHRACKs NSl GGG GGG GGG GGC TTT TAA TC
PolyAC rev
PFR_HCV_xb pigg;/iig—Po'yAC CAC ACA TGG AAG ACG CCA AAA AC
:VAPS"SHP OFR+VP35P0olyAG ~ TGT GTG ATG AAG GTT TTA ATC TTC ATC
(ACk 10bp_rev TTAAGC G
PFR_HCV_xb p;?gg’?\iipo'ym CAC ACA CAC ATG GAA GAC GCC
:VAPg’SHP OFR+VP35POlyAG ~ TGT GTG TGT GTG ATG AAG GTT TTA ATC
(ACho 20bp _rev TTC ATC
ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA
pE\R/Egy(fxEXb PFR+VP35POlyAC_fwd cAc ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
GAT GAA GGT TTT AAT CTT CAT CTT AAG
+(AC)s PFR+VP35nurHP_rev  ~55 g1
ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA
PFR_HCV_xb ng‘g VF;\?EPO'VAG CAC ACA CAC ACA CAT GGA AGA CGC CAA
+VP35HP P_ AAA CAT AAA G
+(ACko GAT GAA GGT TTT AAT CTT CAT CTT AAG
pFR+VP35nurHP_rev CGG GTC
ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA
PFR_HCV_xb pFRI;’ VF;\%PO'VAG CAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA TGG
+VP35HP 50bp_ AAG ACG CCA AAA ACA TAA AG
+HAC GAT GAA GGT TTT AAT CTT CAT CTT AAG
(ACks PFR+VP35nurHP_rev  ~5; gTC
JFR HOV xb  PPRFVPSSPONAG  GAG AGA TGG AAG ACG CCA AAA ACA TAA
eV 10bp_fwd AG
iVAPé’E’HP OFR+VP35P0lyAG ~ TCT CTG ATG AAG GTT TTA ATC TTC ATC
(AGK 10bp_rev TTA AGC GG
PFR_HCV xb p;s;g’iiipo'%@ GAG AGA GAG ATG GAA GAC GCC
iVAPé’E’HP OFR+VP35P0lyAG ~ TCT CTC TCT CTG ATG AAG GTT TTA ATC
(AGho 20bp_rev TTC ATC
m HGy o  PFRYVP35_POYAG  GAG AGA GAG AGA GAG ATG GAA GAC GCC
p+vE> 35HEX _fwdneu AAA AAC ATA AAG AAA GG
e OFR+VP35_PolyAG ~ TCT CTC TCT CTC TCT GAT GAA GGT TTT
(AGs revneu AAT CTT CAT CTT AAG CGG GTC
DFR_HCV xb _ pFR+VP35POlyAG __ CCT TCA TCA CAC ACA CAC ACA GAG AGA
+VP35HP midAG_fwd CAC ACA CAC ACA TGG AAG AC
+PolyAG OFR+VP35POlyAG ~ GTC TTC CAT GTG TGT GTG TGT CTC TCT
mid(AG)s midAG_rev GTG TGT GTG TGT GAT GAA GG
DFR_HCV xb  pFR+VP35PolyAG __ CCT TCA TCA CAG AGA CAC ACA CAC ACA
+VP35HP termAG_fwd CAC ACA GAG ACA TGG AAG AC
+POlyAG OFR+VP35POlyAG ~ GTC TTC CAT GTC TCT GTG TGT GTG TGT
L 0 AP termAG_rev GTG TGT CTC TGT GAT GAA GG
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ACA CAC ACA CAC ACACAC ACACACACA

pE?A_g)EV_Xb PFR+PolyAC_fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
DER+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
AGA GAG AGA GAG AGA GAG AGA GAG AGA
PFR_HCV xb  pFR+POlyAG._ fwd GAG ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
+(AG)s AAA GG
DFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIyAC AGA GAC ACA CAC ACA CAC ACA CAC ACA
+POlyAG 5'-5AG. fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
0 -G OFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIYAG AGA GAG AGA GAC ACA CAC ACA CAC ACA
+POIYAG 5'-10AG_fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
v -GAG)s OFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIyAC AGA GAG AGA GAG AGA CAC ACA CAC ACA
+POlyAG 5"-15AG._ fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
V-G s pFR+VP35delHP rev TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIyAC AGA GAG AGA GAG AGA GAG AGA CAC ACA
+POIYAG -5-20AG._fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
0 -PAGo OFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIYAC ACA CAC ACA CAG AGA GAC ACA CAC ACA
+POIyAG mid-5AG_ fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
mid(AG).s DFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIyAC ACA CAC ACA GAG AGA GAG ACA CAC ACA
+POlyAG mid-10AG_fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
mid(AG)s OFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIyAC ACA CAC AGA GAG AGA GAG AGA CAC ACA
+POlyAG mid-15AG_fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
mid(AG)rs DFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+POIyAC ACA CAG AGA GAG AGA GAG AGA GAG ACA
+POlyAG mid-20AG_fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG
mid(AG)o OFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
AGA GAG AGA GAC ACA CAC ACA CAC ACA
DFR HCV xb  pFR+10AG20AC fwd CAC ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA AAG

+(AG)-(ACho

pFR+VP35delHP rev

AAA GG
TTA AGC GGG TCG CTG CAG G

pFR_HCV xb
+(AG)-(AChzs

PFR+10AG25AC_fwd

pFR+VP35delHP_rev

AGA GAG AGA GAC ACA CAC ACA CAC ACA
CAC ACA CAATGG AAG ACG CCA AAA ACA
TAA AGA AAG G

TTA AGC GGG TCG CTG CAG G

AGA GAG AGA GAC ACA CAC ACACAC ACA

PFR_HCV_xb PFR+10AG30AC_fwd CAC ACA CAC ACA CAT GGA AGA CGC CAA
+(AG)-(ACks AAA CAT AAA GAA AGG
PFR+VP35delHP_rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
AGA GAG AGA GAC ACA CAC ACA CAC ACA
pFR_HCV_xb PFR+10AG35AC_fwd CAC ACA CAC ACA CAC ACA ATG GAA GAC

+(AG):-(ACh7s

pFR+VP35delHP_rev

GCC AAA AAC ATA AAG AAA GG
TTA AGC GGG TCG CTG CAG G

GAG GAAGAT TAATAATTT TCCTCATGG

pFR_HCV_xb PFR+NPnurHP_fwd  AaG ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG G
*+NP-nurHP PFR+VP35delHP rev TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
GAG TAA GAT TAA TAA TTT TCC TCA TGG
pEEEHH%VC_;ZE’J PFR+NPHPGAU_fwd  AaG ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG G

pFR+VP35delHP_rev

TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
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GAG GAA GAT TAATAATTT TAC TCATGG

PFR_HCV xb — pFR+NPHPC20A_fwd  AAG ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG G
*NPHPC20A  rp \p3sdelHp rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR+NPHP CTC CTT CTA ATT ATT AAA AGG AGA TGG
PFR_HCV_xb genom_fwd AAG ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAG G
*NPHPgenom.  rp1vP3sdelHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+NP CTC CTT CTA ATT ATT AAA ATG AGA TGG
+NPHP- genom-Mut_fwd AAG ACG CCA AAA ACA TAA AGA AAGG
genom-G20U  pFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+VP35 GAT GAA GAT TAA AAC CTT CAT CAT CCT
+VP35 delProm_fwd TAC GTC AAT TG
3Promotor pFRdelProm_rev TCG AGG CCA CAC GCG TCAC
PFR_HCV xb  pFR+VP40 GAT GAA GAT TAA GAA AAA CCT ACC TCG
+VP40 delProm_fwd GCT GAG AG
3Promotor pFR-delProm_rev TCG AGG CCA CAC GCG TCAC
PFR_HCVxb  pFRICHIKV_CLoA fwe 001 CCT AAA TAG GTA CGAACT ACA GCT
*CHIKVCIBA ER+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
GCA GAC CAC GTA TGT GGT CGA TGC CAT
PFR_HCV xb  pFR+HEVQE3C_fwd GG AGACGC CAA AAA CAT AAA GAA AGG
HrlEvtise OFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR+HEVgt3e GCA CAC CAC GTA TGT GGT CGA TGC CAT
PFR_HCV_xb G4C_fwd GGA AGA CGC CAA AAA CAT AAA GAA AGG
tHEVOEBEGAC  rR+vP3sdelHP_rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR_HCV xb  pFR+HEVgt3e GCA CAA CAC GTA TGT GGT CGA TGC CAT
+HEVgt3e G4CCBA_fwd GGA AGA CGC CAA AAA CAT AAA GAA AGG
G4CCBA DFR+VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PFR+HEVPuTin- GGA GAG GAC GTA TGT GGT CGA TGC CAT
PFR_HCV Xb 7 fwd GGA AGA CGC CAA AAA CAT AAA GAA AGG
tHEVgePUNn e 1 VP35delHP rev  TTA AGC GGG TCG CTG CAG G
PET-28a(+)_ elFAA1(19-406) fwd  CCG GAA GGT GTT ATT GAA AGC AAC TGG

elF4A1(19-406)

elF4A1(19-406) rev

CAT ATG GCT GCC GCG CG

2.7.2 RNA-Oligonukleotide

Die Sequenzen der kommerziell erworbenesynthetischenRNAOligonukleotide sind in

Tabelle 13 mit Angabe des Molekulargewichtsder Langeund des Herstdlers zusammen

getragen.

Tabelle 13: Auflistung der synthetisch hergestellten RNA-Oligonukleotide .

: oo g A = Lange MW
RNA-Bezeichnung 3 ANOAT-Uo o) Hersteller
g @ bpl [gmol
Polypurin-RNA AGA GAG AGA G 10 3310 biomers.net
A GA A A .
HEVgt3c ggu (CBZG%\ EJG%((;:U UGy 25 8013 biomers.net
HEVgt3cPurin ggﬁ géﬁ Ség SUA UGy 25 8132 biomers.net
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2.8 Bakterienstamme

Eine Ubersicht tber die in dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstimme findet sich in

Tabelle 14.

Tabelle 14: Ubersicht (iber d ie verwendeten Bakterienstamme.

Bakterienstamm Organismus Verwendung
$(vy Escherichia coli Klonierung
BL21(DE3) Escherichia coli Uberexpression
2.9 Gerate

Die Modellbezeichnungen dewverwendeten Geratesind in Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15: Ubersicht tiber die eingesetzten Gerate inklusive Modellbezeichnung und Hersteller.

Geréat

Modellbezeichnung ( Hersteller)

AgaroseGelelektrophorese
Dokumentationssystem
Dunkelhaube
Transilluminator
Elektrophoresekammer
Spannungsquelle
AKTAexplorer™
Fraktionator

pH- und Leitfahigkeitsmonitor
Pumpen
UV-Monitor
AKTApurifier™
Fraktionator
pH- und Leitfahigkeitsmonitor
Pumpen
UV-Monitor
Autoklav
Bi-Destillierapparat
Brutschrank
Bakterien
Zellkultur
Heizblocke

Heiz- und Magnetruhrer

HPLC
Microplate Reader
Mikrowelle

Gerix 1000 piostep

DH-50 (biostep

UST_30MBE (iostep

Perfect BluéeM Mini S und L PEQLAB
Standard Power Pack P25Biometra)

Frac-950 Fraction Collector @Amersham
Biosciences)

Monitor pH/C-900 (Amersham Biosciencgs
P-900 (Amersham Biosciencgs

UPG900 (Amersham Biosience$

Frac-950 (Amersham Biosciencgs
pH/C-900 (Amersham Biosciencgs
P-900 (Amersham Biosciencgs
UPG900 (Amersham Biosciencgs
V-95 (Systeg

Destamat Bi 18 E fleraeu3

BE 400 (Memmer)

NuAire NU-5510E (ibs tecnomara
AccuBlockM (Labnet International Inc)
Dri-Block® DB-3D (Techng

TB1; TB2 Biometra)

Rotilabo® MH15 (Carl Roth)

RET-G (KA)

Primaide™ (Hitachi)

Safire 1l (Tecan

8020E (Pivileg)
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Mikroskop

PCRCycler

Peristaltikpumpe
pH-Meter
Pipetten

Schittelinkubator

SDSPAGE
Dokumentationssystem
Elektrophoresekammer
Spannungsquelle

Sicherheitswerkbank

Spektralphotometer
ODysoo-Bestimmung
Konzentrationsbestimmung

Thermoschuttler

Ultraschall-Homogenisierer

Vortexer

Waagen

Wasserbad

Wasserbadschuttler
Zentrifugen

Inverted Laboratory Microscope DM IL LEC
(Leica

LifeECOM (BIOER

TOne 96G Biometra)

T1 Thermocycler Biometra)

QuantStudio3™ RealTime PCR Systen
(Applied Biosysten)s

CTP300 Fisher Scientifi®

pH Level 1 {hoLab)

PIPETMAN Classic Starter Kit Gilsor)
Pipettierhelfer accujet® pro (Brand)

3033 (GFD

ChemiDoéM MP Imaging System Bio-Rad
Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad
PowerPac™ 3000 (Bio-Rad)

Herasafe® (ThermoElectron Corporation

7305 (Jenway

UV5Nano Mettler Toledd
Thermomixer 5436 (Eppendorj
Sonifier 250 (Branson

Vortex Mixer 7-2020 (neoLah
L 2200 S Gartorius)

TP-3002 (Denver Instrumeny
W200 (Memmer)
Thermostatic Water Bath WBSr{eoLah
Aquatron (INFORS Hyr
Biofuge® pico (Heraeus

5810 R (Eppendori

5415D (Eppendorj

MiniSpin® (Eppendorj

Mini Star D-6020 (neoLab
Universal 320 (Hettich)
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2.10 Software

Eine Ubersicht Uber die Software, die fir Auswertungen, molekulares Docking,

lllustrationen oder andere Zweckegenutzt wurde, befindet sich inTabelle 16.

Tabelle 16: Ubersicht iber die verwendete Software inklusive Herstellerangabe.

Software Hersteller

ACD/ChemSketch 2019.2.0 Advanced Chemistry Development, Inc.
The Scripps Research Institute

AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010)
ChemDraw Professional 18.0.0.231 PerkinElmer Informatics, Inc.
GraphPad Prism 8 GraphPad Software, Inc.

GNU General Public License,
Free Software Foundation, Inc.
MGLTools (Molecular Graphics Laboratory)  The Scripps Research Institute
AutoDockTools Version 1.5.7
Python Molecular Viewer 1.5.7

Inkscape 0.92

Vision 1.5.7
Microsoft Office Professional Plus 2016 Microsoft Corporation
MO.Affinity Analysis v2.3 NanoTemper Technologies GmbH
NT Analysis 1.5.37 NanoTemper Technologies GmbH
Protein Thermal Shiff¥ Software v1.4 Applied Biosystents
SnapGené 4.1.9 GSL Biotech LLC
The PyMOL Molecular Graphics System 2.3.Z Schrédinger, LLC.
UCSF Chimera Version 1.13.1 The Regents of the University of California
Unicorn Analysis Module 5.3 GE Healthcare Life Sciences
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3.1 Sterilisation von Materialien und Losungen

Hitzebestandige Feststoffe wie Glas oddPlastikmaterialien sowie Flissigmedien oder
bidestilliertes demineralisiertes Wasser (ddHO) wurden durch 20-minitiges
Autoklavieren bei 121 °C sterilisiert. Nicht hitzebestandige Puffer wurden mitden
Spritzenvorsatzfiltern Filtopur (0,2 um oder 0,45um Porenweite, Sarsted) oder den
Flaschenaufsatzfiltern Filtopur BT50 (500mL, 0,2um, Sarsted) entsprechend des

gewilnschten Sterilitatsgrades sterilfiltriert.

3.2 Nukleinsaure -Methoden

Die NukleinsdureMethoden behandeln die in dieser Arbeit angewendeten
gentednischen Methodender Klonierung, darunter u.a. die Amplifikation, Mutation,

Quantifizierung, Isolierung und Analyse von Nukleinsauren.

3.2.1 Polymerase -Kettenreaktion (PCR)

Die 1984 von KaRY MuLLis entwickelte PolymeraseKettenreaktion dient der
Amplifikation eines spezifischerDNA-Fragments (Saiki et al, 1985).

Fir die in dieser Arbeit durchgefihrten PCHReaktionenwurde der 2x Phusion™ High-
Fidelity PCR Mastermix Thermo Scientifit verwendet, der bereits die PhusioADNA-
Polymerase, dNTPs sowidlagnesiumchlorid MgCkh) beinhaltet. Dieser wurde zu einem
Ansatz bestehend aus denmPrimerpaar und dem DNATemplat hinzugegeben. Zur
Steigerurg der Effizienz wurde zusatzlich Magnesiumchlorid hinzugefiigt Der PCR
Ansatzwurde auf Eis pipettiert und die PCRReaktion im Thermocycler TOne 96@der
T1 Thermocycler Biometra) gestartet (vgl. Tabelle 17 und Tabelle 18). Die Annealing
Temperatur der Primer wurde mit Snapcene® (GSL Biotech LDCkalkuliert, wobei der
Algorithmus auf dem Prinzip basiert, dasSaNTALUCIAUNd Hicks2004 publiziert haben
(SantaLucia& Hicks 2004). Nach vollendeter PCHReaktion wurde die Amplifikation
mittels Agarose Gelelektrophorese Uberprift. Bei erfolgreicher Amplifikation wurde der
PCRAnNsatz aus demAgarosegel extrahiert (vgl.Kapitel 3.2.2 Agarose Gelelektrophorese

und Gelextraktion).

37



3 Methoden

Tabelle 17: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes der Polymerase -Kettenreaktion.

Komponente Volumen finale

P ¥t , Y Konzentration
2x Phusion™ High-Fidelity PCR Mastermix Thermo Scientific) 10 1x
DNA-Templat (10 ng/pL) 1 10 ng
Forward-Primer (10 uM) 1 0,5uM
ReversePrimer (10 uM) 1 0,5uM
MgCL (5 mM) 2 500 uM
ddH20 5 -

B 20

Tabelle 18: PCRReaktionszyklen mit Angabe der Temperaturen und Inkubationszeiten fir die
Programmierung des Thermocyclers.

Zyklusphase Temperatur [° C] Zeit Anzahl der Zyklen
Initialisierung 98 °C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s
Annealing 60°Cz72°C 30s 30
Elongation 72°C 30 s/kb
Termination 72°C 10 min 1

4°C H

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Zur Kontrolle der Amplifikation eines DNAFragments mittels PCRvurde eine Agarose
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Diese ermdglicht diAuftrennung von Nukleinsaure
fragmentenanhand ihrer Gré3e und erlaubt saunter anderemdie gezielte Isolierung und
Aufreinigung von PCRProdukten (Berg et al, 2018).

Je nach GroRe degu erwartenden PCRProdukts wurden 0,7%ige z 1 %ige (w/v)
Agarosegele gegosselfvgl. Tabelle 19). Hierfir wurde die entsprechende Mengean
Agarose in TBEPuffer aufgekocht, das Gemisch auf etwa SC abgekidlt und
anschlielRend mit0,00004 % (v/v) GelRe® Nucleic Acid Stain Biotium), Ethidiumbromid
(Carl Roth) oder HDgreerm™ DNA-Dye (NTAS versetzt. Diese Losung wurden eine
AgaroseGelelektrophoresekammer Perfect BluBY Mini S oder L PEQLABgegosserund
fur etwa 30 Minuten auspolymeiisiert. Sodann wurden die Taschen mit den zu
untersuchendenDNA-Proben oder PCRProdukten beladenund die Elektrophorese durch
Anlegen einer elektrischen Stromstarke von 110nA gestartet. Je nach gewinschtem
Auftrennungsgrad wurde die Elektrophorese fur 3Mis 50 Minuten ausgefiihrt und bei
Bedarf mit einer Gelextraktion mit dem Monarcl’ DNA Gel Extraction Kit New England
Biolabg oder dem Wizard® SV Gel and PCR Cledip System Promeggd gemal

Herstellerangabenfortgefahren.
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Tabelle 19: Ubersicht der Agarosekonzentration im Gel in [%] (w/v) zur Auftrennung von
linearisierten DNA -Fragmenten verschiedener Gréf3en in [bp].

Agarosekonzentration im Gel [%] (w/v) Lange des linearisierten DNA -Fragments [bp]

0,5 1000 - 30.000
0,7 800 - 12.000
1,0 500 - 7.000
1,2 400 - 6.000
15 200 - 3.000
2,0 100 - 2.000

3.2.3 Gibson Assembly®

EineKlonierungsstrategie, die in dieser Arbeit Anwendung gefunden hat, stellt di€ibson
Assembly?-Reaktion dar. Diese bietet - neben dem mehrschrittigen, klassischen
Restriktionsverdau - die Mdoglichkeit, mehrere DNAFragmente in nur einem Schritt
zusammenzufiigen. Hierbei wirdvon den! E OE O E O R GExdnukikdsé, Ai@DNAD
Polymerase und einer DNALigase Gebrauch gemacht(Gibson etal., 2009). Als
Ausgangsprodukt werdenlinearisierte DNA-Fragmente mit Sequenzuberlappungen, die
mithilfe einer PCRReaktion generiert werden kdnnen, eingesetzivgl. Abbildung 12). Im
Anschluss an die Gibson AssemiflyReaktion wird das ehaltene rekombinante Plasmid
Uber eine Transformation (sieheKapitel 3.2.8 Transformation) in Bakterienzellen (hier
E.coli$ ( v ge@racht und amplifiziert.

Die Primer fir die Gibson Assembl§-Reaktion wurden mithilfe der Klonierungssoftware
SnapGené (GSL Biotech LDCdesignt. Der Reaktionsansatz fur die PGReaktion zur
Generierung der benétigten Uberhange kann Kapitd.2.1 entnommen werden. Fiir die
Gibson Assembl§-Reaktion wurden linearisierter Vektor und Fragment im Verhaltnis
1:3 zusammen mit dem Gibson AssembBlMaster Mix (NEB gemafd Herstellerangaben
auf Eis pipettiert (vgl. Tabelle 20). Dann erfolgte eine Inkubation im Thermocycler bei

50 °C fur 20Minuten, ehe die Transformation inE.coli$ ( v-4ellen durchgefihrt wurde.

Tabelle 20: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die Gibson Assembly ®-Reaktion.

Komponente Menge
linearisierter Vektor 100 ng
Fragment 300 ng
Gibson Assembl§ Master Mix (New England Biolabs 10 L
ddH.O auf 20pL
B 20 pL
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Sequenziiberlappung

3 3
5| 3’
3! 5'
l 5'-Exonuklease
5'
3" 3
5|
l Hybridisierung
5' 3'
3' 5'
DNA-Polymerase
DNA-Ligase
5 3"
3 5'

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Gibson Assembly ®-Reaktion. Zuerst werden mithilfe
einer PCRReaktion Sequenziberlappungegeneriert und die Ausgangsfragmentdinearisiert.. Im nachsten

Schritt werden diev @1 AAT A O &fokukldagedyekirdd, wodurch eine Hybridisierung der Fragmente
mdoglich wird. Die Elongation der Fragmente wird mithilfe der DNAPolymerase bewerkstelligt. Im letzten
Schritt werden die Einzelstrénge mihilfe der DNALigase ligiert. Die Abbildung wurde in Anlehnung an
(IGEM WHLWChing 2013) erstellt.

3.2.4 Ortsspezifische Mutagenese

Mit der ortsspezifischen Mutageneseduch ortsgerichteteoder gezielteMutagenese engl.
site-directed MutagenesisSDN) kénnen definierte Mutationen - im Speziellen Substitu
tionen, Deletionen oder Insertionen an einem beliebigen Plasmid vorgenommen werden
(Kunkel 1985). Dieses Verfahren wurde neben de Gibson Assembl§-Reaktion
angewendet, umdie fur den DuatLuciferase-Assay verwendeten Konstrukte auf Basis des
Vektors pFR_HCV_xb zu generieren. AuRerdem wurde das flie Aufreinigung von
trunkiertem, rekombinantem elF4A1(19406) bendétigte Konstrukt pET-28a(+)_
elF4A1(19-406) mittels ortsspezifischer Mutagenesekloniert. Durch speziell designte
Primer konnen die entsprechenden Mutationen Uber eine PCReaktion an der
gewtunschten Position eines DNAragments oder Plasmids eingefiigt werden.

Die Primer wurden mit der Software SnapGen@ (GSL Biotech LLCkonstruiert. Fur
Substitutionen wurde die zu mutierende Position im Forward-Primer durch die
gewunschten Nukleotide ersetzt Der ReversePrimer wurde, komplementar zum DNA
Templat, fortlaufend zum Forward-Primer (back-to-back) konstruiert. Bei einer Deletion
wurde das Primempaar so designt, dass die zu entfernende Sequenz nvaden
v -Bnden der beiden Primer flankiert wurde.Fiir eine Insertion wurd e die einzufiigende
3ANOGAT U Ahde deARdrwasd®rimers angehangt, derReversePrimer wurde
abermals fortlaufend zumForward-Primer (back-to-back) konstruiert (vgl. Abbildung 13)
(NEB 0.J.) Fur alle Primer wurde eine Schmelztemperatur voretwa 60 °C gewahlt.
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Substitution Deletion Insertion

Abbildung 13: Strategien der ortsspezifischen Mutagenese . Die Substitution wird durch Einfigen der
gewinschten Nukleotide inden Forward-Primer erzielt. Der ReversePrimer wird fortlaufend konstruiert
(backto-back), sodass die entstehenden Enden nach Phosphorylierung ligiert werden kénnen. Bei der
Deletion wird die zu deletierende Position von den Primern ausgespartEine Insertion kann durch
'TERT CAT AAO CAxi 1 OAE ¢EAdedes FotvardAriDetslerkieltivierdeA. A2 bei der
Substitution muss derReversePrimer fortlaufend konstruiert werden, sodass eineLigation der Enden nach
Phosphorylierung mdglich ist.Die Abbildung wurde in Anlehnung an{NEB o.J.)erstellt.

Im Anschluss an die PGIReakion erfolgte eine Phosphorylierung A A GHydréxygruppe,
gefolgt von einer Ligation mit Dpnl-Verdau. Zur Isolierung de Konstrukte
wurde eine Transformation in kompetente E.coli $ ( uv-4ellen durchgefiihrt (vgl.
Kapitel 3.2.57 3.2.8).

3.2.5 Phosphorylierung

Die Phosphorylierung dient der Ubertragung von Phosphatgrupperdes DonorMolekiils
ATPA O £ Mgdfoxygrppe vonNukleinsdure& OA CI AT O A T-Bndes von PORA
Produkten oder synthetisch hergestellten Oligonukleotidemicht phosphoryliert sind, ist
bei der molekularen Klonierung eine KinaseBehandlung mit der Polynukleotidkinase
notwendig, um eine Ligation mit der TADNArLigase zu ermdglicher(Richardson 1965).
Fur den Reaktionsansatz der Phosphorylierung wurden die entsprechenden
Komponenten zusammengegeben und fir 30 bis 4Blinuten bei 37°C im Brutschrank
inkubiert (vgl. Tabelle 21). Zur Inaktivierung der Polynukleotidkinase wurde der Ansatz
flr 20 Minuten bei 80 °C im Heizblock erhitzt. AnschlieRend wurde mit denDpnl-Verdau

fortgefahren.

Tabelle 21: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir die Phosphorylierung von PCR
Produkten.

Komponente Volumen [uL]
ddH.O 7,5
aufgereinigtes PCRProdukt 8
ATP (10mM) 2
10x PNK-ReaktionspufferB (Thermo Scientifig 2
T4 Polynukleotidkinase (10U/pL) (Thermo Scientifi¢ 0,5

B ¢m
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3.2.6 Dpnl-Verdau

Um die in der PCRReaktion eingesetzte PlasmieDNA zu entfernen, kann eibpnl-Verdau
hinzugezogen werden. BeiDpnl handelt es sich um eine methylierungssensitive
Restriktionsendonuklease, die von der ir.coli vorhandenen DesoxyadenosifMethylase
(Dam-Methylase) methylierte Plasmid$ . ! ODPAUEZAEOAE EIT 1 AOEAIT A A
schneidet(Li & Mullins, 2002). Da die Amplifikateeiner PCRReaktionkeine Methylierung
an den Adeninbasen innerhalb der GATSequenz aufweisen, werden diese von der
Restriktionsendonuklease nicht verdaut.

Fur denDpnl-Verdau wurde das aus dem Gel aufgereinigtghosphorylierte PCRProdukt
mit FastDigest™ Dpnl (Thermo Scientifiy und 10x FastDigestM Puffer (Thermo Scientifig
versetzt und fr 30Minuten bei 37 °C inkubiert (vgl. Tabelle22). Im Anschluss wurde das
Dpnl-verdaute PCRFragment mit der T4DNArLigase ligiert (vgl. Kapitel3.2.7).

Tabelle 22: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiur den Dpnl-Verdau.

Komponente 61101 AT ¥1,Y
aufgereinigtes, phosphoryliertes PCHProdukt 20
10x FastDigesiM Puffer 2
FastDigestV Dpnl 0,5
B 22,5
3.2.7 Ligation

Die T4DNALigase katalysiert die ATP-abhangige Synthese von Phosphodiester
AET AOT CAT  Ux E OA E A-Phosphry AuAdE AGyar&diigtuppan Gloppek
strangiger DNA. Somit wird die Ligation zweier DNADoppelstrdnge ermdglicht
(Lehnman 1974).

Die Ligation wurde im Anschluss an de®pnl-Verdau durchgefuhrt. Herfir wurde das
phosphorylierte und Dpnl-verdaute PCRProdukt mit der T4-DNA-Ligase ({Thermo

Scientifig (Reaktionsansatz siehélabelle 23) Gber Nacht be Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 23: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur die Ligation von PCR -Produkten.

Komponente Volumen [ulL]
phosphoryliertes, Dpnl-verdautes PCRProdukt 5
10x T4-DNA-LigasePuffer (Thermo Scientifig 1
T4-DNAcLigase (5U/uL) (Thermo Scientifig 0,5
ddH.O auf 10

B 10
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Nach erfolgter Ligation wurde eine Transformation des Ligationsansatzes E.coli$ ( v-4

Zellen angeschlossen.

3.2.8 Transformation

Das Einbringenvon fremder PlasmidDNA in kompetente Bakterienzellen wird als
Transformation bezeichnet. Diese¥erfahren dient vor allem dem Vermehrungsprozess
von PlasmidDNA (Schartl et al, 2009). Die gangigste Methode wr Generierung
kompetenter Bakterienzellen ist die CalciumchloridcMethode, aber auch mit
Elektroporation ist die Erzeugung von Kompetenz raglich (Mulhardt, 2009).

In dieser Arbeit wurde die CalciumchloridMethode zur Herstellung chemisch
kompetenter E. coli $ ( u-4ellen angewandt (Mulhardt, 2009). Die chemisch
kompetenten Zellen wurden in 180puL Aliquots bei -80°C aufbewahrt. Die
Transformation wurde mit 60 uL der kompetenten Zellen durchgefiihrt. Daflr wurden
diese zunachst kurz auf Eis aufgetaubann wurden 2 UL des Ligationsansatzes oder 409
Plasmd-DNA hinzugegeben und es folgte eine Inkubation auf Eis fir ROnuten. Zur
Aufnahme der PlasmidDNA wurde ein Hitzeschock bei 42C fur 90Sekunden
durchgefuhrt. Um die Bakterien zu schonen, wurden die Zellen anschliel3end erneut fir
5 Minuten auf Eis irkubiert. Nach Zugabe von 90QiL LB-Medium wurde der Ansatz fur
1 Stunde im Heizschuittler bei 37C geschittelt. Vor dem Ausplattieren auf eine
vorgewarmte LB-Agarplatte mit Zusatz desentsprechenden Antibiotik ums wurden die
Zellen fur 2Minuten bei 5.000rpm pelletiert und das Pellet in 100uL LB-Medium
resuspendiert. Die LBAgarplatte wurde dann fir 16Stunden im Brutschrank bei 37°C
inkubiert und am nachsten Tag auf ds Wachstum von Kolonien inspiziert. Die
Uberprifung der Kolonien erfolgte durch Ansetzen einer KolonieePCRReaktion (vgl.
Kapitel 3.2.9), ehe eine Sequenzierung der aufgereinigten Plasmi@NA in Auftrag

gegebenwurde.

3.2.9 Kolonie -PCR

Mit der Kolonie-PCR kdnnen bei der Transformation erhaltene Kolonien afufnahme
des korrekten Inserts bzw. Plasmids uberpruft werden. Hierfir werden die
Bakterienkolonien kurz erhitzt, um die Zellen aufzuschliel3en und so die darin enthaltene

DNA fur diePCRReaktionzuganglich zu machen
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Die in der Kolonie-PCR zu testenden Kolonien wurden mit einer Pipettenspitze gepickt
und zum Animpfen mehrmals in 50 pyL ddHO getaucht. Fur die spatere Verwendung
wurde mit der gleichen Pipettenspitze ein Ausstrich auf einer Lgarplatte gemacht, der
fur das Animpfen von Flissigkulturen verwendet warde. Das mit der Kolonie angeimpfte
ddH20 wurde fir 5 Minuten bei 95°C im Heizblock erhitzt. AnschlieRend wurde LL in
einem PCRMikroreaktionsgefald (Sarsted) vorgelegt, zu dem 1L des KoloniePCR
Mastermixes, bestehend aus den ifabelle 24 aufgelisteten Komponenten, hinzu

pipettiert wurden.

Tabelle 24: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fir die Kolonie -PCR.

Komponente Volumen [uL]
Kolonie (in 50 pL ddH:0) 1
Forward-Primer (10 uM) pFR_seq._fwd 1
ReversePrimer (10 uM) pFR_univ._rev 1
5x HOT CYTOP@IBlend Master Mix (10mM MgC}) (Cytogen 4
ddH.O auf 20

B 20

Die KoloniePCR wurde gemalR der iMabelle 25 angegebenen Parameter durchgefihrt

und der Erfolg auf einem Agarosegel Uberprift.

Tabelle 25: Einstellungen des Thermocyclers bei der Kolonie -PCR.

Zyklusphase Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 15 min 1
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 57°C 20s 30
Elongation 72°C 20s
Termination 72°C 1 min 1

16 °C H

3.2.10 Plasmidpraparation

Die Plasmidpraparation dient der Isolierung und Aufreinigung vonPlasmid-DNA aus
Bakterienzellen. Das Prinzip beruht auf der selektiven alkalischen Denaturierung von
chromosomaler DNA, wohingegen die zu isolierende zirkulare Plasmid-DNA
doppelstrangig blebt. Durch anschlieBende Neutralisation mit saurem Natriumacetat
fallt die chromosomale DNA als unldsliches Aggregat aus und kann so von der sich in
Losung befindlichen PlasmidDNA abgetrennt werden. Zudem sorgt die Zugabe des

sauren Natriumacetats dafur, das Proteine und andere Zellbestandteile prazipitieren.
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Durch Zentrifugation kann die PlasmidDNA schlief3lich isoliert werden und der

Reinheitsgrad durch Waschen mit Ethanol erhéht werde(Birnboim & Doly, 1979).

Die Minipreps wurden unter Zuhilfenahme des GeneJEM Plasmid-Miniprep-Kits

(Thermo Scientifi¢ geman Herstellerangaben durchgefihrt, fir Maxipreps wurde das
Plasmid DNA purification NucleoBon® Xtra Kit (MachereyNage) genutzt. Die Elution
erfolgte mit den beiliegenden Elutionspuffern in 50uL (Miniprep) bzw. 250 pL

(Maxiprep) Elutionsvolumen. Vor der Verwendung und Lagerungder isolierten Plasmid

DNA bei -20 °C wurde de DNAKonzentration und -Reinheit am Spektralphotometer

UV5Nano (Mettler Toledg bestimmt.

3.2.11 Sequenzierung

Die Sequenzierung nachFREDERICKSANGER (auch als Sanger oder Didesoxymethode

bezeichnet) ermdglicht die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines DNAragments

(Sanger& Coulson 1975).

Die Sequenzierungen wurden vorMicrosynth SeqlalfGottingen) durchgefthrt. Hierfur

wurden 480z 1.200ng PlasmidDNA in einem Volumen von 12iIL mit 3puL des

entsprechenden Primers Crrimer: 2 UM) versetzt und die Sequenzierung beauftragt. Die
Sequenzierungsergebnisse wurden mit der Softwaré&SnapGen& (GSL Biotech LLC

Uberprift und ausgewertet.

3.2.12 Kryokonservierung von Bakterienzellen

Zur langfristigen Aufbewahrung von Béterienkulturen wurden Glycerin-Stocks

angefertigt. Die Zugabe vorGlycerin verhindert, dass die Zellerbeim Einfrieren durch die

Bildung von Eiskristallen beschadigt werdenBefinden sich die Zellen zum Zeitpunkt des
Wegfrierens in der exponentiellen Wachstumsphaseist auf3erdem ein schnelles
Anwachsen beierneuter Inokulation gewahrleistet (Mulhardt, 2009).

Fur die Herstellung von GlycerinrStocks wuden 2 mL LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum in einem Reagenzglas mit der zu konservierenden Bakterienkolonie
inokuliert. Nach einer Inkubation fir 5z 6 Stunden bei 37°C und 220rpm im

Schittelinkubator (3303, GFL wurden 500 pL der Kultur in ein Kryoréhrchen

(CryoTube™ Vials, 1,8mL (Thermo Fisher Scientifi¢ mit 500 pL autoklaviertem Glycerin

Uberfhrt. Nach kurzem Vortexen wurde das Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bet80 °C gelagert.
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3.3 Protein -Methoden

Die Synthese rekombinanter Proteine in einengeeignetenExpressionssystem wiek.coli
sowie die Mdglichkeit, diese in groRem Mal3stab zu isolieren und aufzureinigeast fur die
biochemische Charakterisierung von Proteinen und die Entwicklungproteinbasierter
Assaysessentiell (Rosamm & Ceccarellj 2014). Im Folgenden werden die Grundlagen
ebenso wie die Durchfiihrungder Genexpression bis hin zum gereinigten Proteisowie
die in dieser Arbeit genutzten Proteinassaygur biochemischen Charakterisierung von
elF4Alerlautert.

3.3.1 Rekombin ante Uberexpression und Zellernte

Als Uberexpression wird die erhohte Exprimierung eines Gens bezeichnet, die
schlussendlich in einer erhéhten Proteinproduktion resultiert. Hierflr werden spezielle
Expressionsvektoren bengétigt, in die das zu exprimierende Gen kloniert wird. Die
Expression dieser Vektoren wirddann in einem geeigneten Wirtsorganismus induziert,
wodurch die Transkription und Translation des gewlnschten Gens geregt wird. Das
Resultat ist eine Anreicherung des rekombinanten Proteins in der Wirtszelle, das nach
Isolation und Aufreinigung fur Proteinfunktionsanalysen oder andere wissenschaftliche
oder industrielle Zwecke genutzt werden kannSpektrumAkademister-Verlag, 1999).

Fir die Uberexpression vorelF4Alwurde der Expressionsvektor pET28a(+) verwendet.

ORI Affinitits-Tag Terminator
- pMB1 (15 - 60 Kopien) | - Peptid-Tag (Poly-Hise-Tag) -T7/lac
Er -
Promotor

Tag-Schnittstelle Selektionsmarker
-T7/lac - Thrombin-Erkennungssequenz - Kanamycin-Resistenz

Abbildung 14: Schematischer Aufbau des verwendeten Expressionsvektors pET -28a(+). Der
Expressionsvektor verfligt Gber énen pMB1-Replikationsursprung (ORI). Das Expressionssystem basiert
auf dem T7/lac-System. Als AffinitatsTag dient ein Poly-Histidine-Tag, der Uber eine Thrombin
Schnittstelle abgespalten werden kann. Die Selektion erfolgt iber eine KanamydResistenzDie Abbildung
wurde in Anlehnung an(Rosano& Ceccarellj 2014) erstellt.

Hierbei handelt es sich um ein Plasmid mit einer mittleren Kopienzahl mit einem pMB1

Repikationsursprung (origin of replication, OR). Zudem verfugt der Vektor Uber das T+
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Expressionssystem, das heif3t, dass Promotor und Terminator auf die -RNA
Polymerase abgestimmt sind(Rosano& Ceccarellj 2014). Die fur die Transkription
bendtigte T7-RNAPolymerase wird dber den Wirt, den E. coliStamm BL21(DE3),
geliefert. Dieser Stamm verfiigt Uber den} $ %vophagen, der fur die T7/RNA
Polymerase unter der Kontrolle einedacUV5-Promotors codiert, was die Synthese der
T7-Polymerase durch Induktion mit IPTG (Isopropyi3-D-thiogalactopyranosid)
ermoglicht (Daegelen et a).2009), (Noll et al, 2013). Als AffinitdtsTag wurde ein N-
terminaler Poly-Histidine-Tag an elF4A angefugt, der Uber einem Vektor vorhandene
Thrombin-Erkennungssequenz abgespalten werden kann. Ein Kanamydresistenzgen
diente der Selektion (sieheAbbildung 14).

Die Uberexpression vonelF4Alwurde in Anlehnung andie Publikation vonS.IwAsAKiund
Kollegen durchgefuhrt(lwasaki et al, 2019). Gestartet wurdemit der Kultivierung einer
Ubernachtkultur. Hierfur wurden 50mL LB-Medium, versetzt mit Antibiotikum
(50 mg/mL Kanamycin), mit E.coli BL21(DE3)Zellen, die das Plasmid pET
28a(+)_elF4Al, spater pERBa(+) elF4A1(19406), tragen, inokuliert. Die
Ubernachtkultur wurde fiir 16 Stunden bei 37°C und 200rpm inkubiert und am néchsten
Tag jeweils 5mL der Ubernachtkultur in Schikanekolben mit 500 mL LB-Medium
(+Kan50) uberfuhrt. Die Kultivierung der 1:100-Verdinnung wurde bei gleichen
Bedingungen (200 rpm, 37°C) fortgesetzt. Wahrenddessen wurde das Bakterien
wachstum durch photometrische Bestimmung der Odonm kontrolliert. Bei Erreichen
einer ODsoonm von 0,5 wurden die Bakterienkulturen in einen Wasserschiittletiberfuhrt,
der auf 15°Cvortemperiert war. Gleichzeitig wurde zu diesem Zeitpunktdurch Zugabe
von 0,5mM IPTG die Uberexpression induziert. Diese wurde bei P& und 200rpm fiir
18 7 20 Stunden durchgefiihrt. Zum Ernten der Zellen wurden die Kulturen far
20 Minuten bei 4 °C und4.000 x g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in wenig LB
Medium resuspendiert, in ein 50mL Falconm™M-Réhrchen dberfihrt und erneut fir
10 Minuten bei 4°C und maximal 6.000x g zentrifugiert. Nach Dekantieren des
Uberstandes wurde das Pellet in flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zum
Zellaufschluss (vglKapitel 3.3.2) bei -80 °C gelagertZur Kontrolle der Uberexpression
wurden 1 mL-Proben der Bakterienkultur vor Induktion sowie nach Induktion auf einem
SDSGel analysiert(vgl. Abbildung B2 im Anhang). Fur einen besseren Vergleich wurden
die Proben entsprechend ihrer ODverdiinnt (ODsoonm =0,5 entspricht einer Resus

pension des Pellets in 5QuL ddH20, Msoo nm = 2 entspricht einer Resuspension in 20QuL).
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3.3.2 Zellaufschluss

Um das gewiinschte Protein nach der Uberexpression zu isolieren, missen die
Bakterienzellen zuerst aufgeschlossen werden. Dies kann sowohl mechanisch durch
Homogenisierung oder mit einer Gasperlenmihle als auch enzymatisch mit Lysozym
oder chemisch durch Zugabe von EDTA oder TolugéschehenRehmé& Letzel 2016).

Der Zellaufschluss deE.coli BL21(DE3)-Zellen wurde durch Sonifikation bewerkstelligt.
Die Bakterienpellets wurden auf Eis aufgetaut und proPellet einer 500 mL-Kultur in

10 mL Ni-NTA-Resuspensionspuffefvgl. Tabelle2) geldst.Zu dem resuspendierten Pellet
wurde Lysozym (finale Lysozymkonzentration: 0,5mg/mL), eine Spatelspitze DNasel
(Roche sowie eine Tablette des c@plete™ Mini EDTAfree Protease Inhibitor Cocktails
(Rocheg hinzugegeben und die Suspensionfir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Am
Ultraschall-Homogenisierer Sonifier 250 Branson wurde der Zellaufschluss mit jeweils
60 Impulsen mit einem Tastgrad von 50% und einem Output von 5insgesamt dreibis
vier Mal wiederholt. Damit die Zellsuspension nicht erhitzt, wurde dieser Vorgang in
einem Eisbad durchgefuhrt Zudem wurde nach jedem der dreiZyklen fur zwei Minuten
pausiert. Zur Abtrennung der Zellbestandteile wurde die Suspension fir 2dinuten bei
4°C und 10.000xg zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand durch einen
Spritzenvorsatzfilter mit einer Porengréf3e von 0,2um (Sarsted) filtri ert, ehe mit der
Nickel-Affinitatschromatographie fortgefahren wurde. Zur Uberpriifung der Effizienz des
Zellaufschlusses wurd@a eine Probe des Lysats sowie des Pellets nach Zellaufschluss auf
ein SDSGel aufgetragen und der Anteil an elF4A1 bzw. elF4A1(4D6) in der l6slichen
Fraktion untersucht (vgl. Abbildung B4 im Anhang).

3.3.3 Nickel -Affinitats chromatographie

Mit der Affinitatschromatographie lassen sich Proteine aufgrund ihrer Affinitat zu
bestimmten chemischen Gruppen aufreinigenDie NickelAffinitatschromatographie
zahlt zu der Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC), bei der
bestimmte Aminosauregruppen kovalent an Metallionen binden. Im speziellen Fall der
Nickel-Affinitatschromatographie fungiert eine an das Protein fusionierte Polyhistidin -
sequenz als Anker, der an auf einer Saulenmatrix immobilisierte Nickel(Hpnen bindet.
So wird das aufzureinigende Protein an der Saule festgehalten, wahreaddere Proteine

oder Zellbestandteile die Saule passieren. Nach einigen Waschsclantikann das tiber den
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Hiss-Taggebundene Proteindurch Zugabe von Imidazol, das das Histidin aus dem mit den
Nickel(Il) -lonen gebildeten Chelatkomplex verdrangtyon der Sauleeluiert werden.

Mit der Nickel-Affinitatschromatographie von elF4A1 bzw. elF4A1(2-406) wurde direkt
nach dem Zellaufschluss begonnen. Grundsatzlich wurden samtliche Puffer vor Nutzung
der AKTAexploref™ bzw. der AKTApurifier™ (Amersham Biosciencgssterilfilt riert.
Zuerst wurde die HisTragM HP-Saule (1mL oder 5mL, GE Healthcarggemal Hersteller
angaben angeschlossen und mit Saulenvolumen ¢olumn volumesCV ddH20 gespililt.
Dann wurde sie mit 5-10 CV Ni-NTA-Waschpuffer (lwasaki et al, 2019) bei einer
Flussrate von 1ImL/min (1 mL S&ule) bzw. Z 5 mL/min (5 mL S&ule) aquilibriert. Die
Beladung der Saule mit dem filtrierten Lgat nach Zellaufschluss erfolgte bei 0SL/min
bzw. 1mL/min mit Ni-NTA-Waschpuffer Gber einen zuvor mit der Probe beladenen
50 mL Superloop (GE Healthcarg oder sukzessive durch Injektion der Probe in einen
2 mL Sample loop (GE Healthcar® Um Zellbestardteile und unspezifisch gebundene
Proteine zu entfernen, wurde mit mindestens 10CVNi-NTA-Waschpuffer gespult, bis eine
stabile Basislirie erreicht wurde. Sowohl der Durchflussvdhrend desBeladers der Séule
als auch die Waschfraktionen wurden aufgefangen und auf einem SB8I analysiert(vgl.
Abbildung B4 im Anhang). Die Elutionvon elF4A1(19-406) erfolgte durch Anlegen eines
linearen Imidazolgradienten Uber 157 20 CV bei einer Flussrate von ImL/min bzw.
275 mL/min mit Ni -NTA-Elutionspuffer (lwasaki et al, 2019). Die Elutionsfraktionen
wurden in 2z 5 mL-Fraktionen aufgefangen und auf einem SBSel analysiert (vgl.
Abbildung B3 und Abbildung B4 im Anhang). Zur Regeneration der HisTrap¥ HP-S&aule
wurde diese entsprechend der Herstellerangaben gespult und in 28iger Ethanolldsung
bei Raumtemperatur gelagert.Die identifizierten Proteinfraktionen wurden wie in

Kapitel 3.3.4beschrieben dialysiert, um das Imidazol zu entfernen.

3.3.4 Dialyse

Zum Wechseln eines Pufferooder zur Entfernung von Salzen oder anderen Puffer
bestandteilen wurden die entsprechenden Proteinfraktionen dialysiert. Das Prinzip der
Dialyse beruht auf semipermeablen Membranen, die Salze und niedermolekulare Stoffe
entsprechend des Ausschlussvolumen(cut-off) hindurch diffundieren lassen, wéahrend
gréRere Molekule wie Roteine die Membran nicht passiererkonnen (Berg et al, 2018).

Das Volumen des Dialysepuffers sollteetwa dem 200-fachen Volumen der zu
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dialysierenden Proteinprobe entsprechen, auRerdem verbessert mehrfacha&/echseln
desPuffers den Dialyseerfolg(Hemschemeie& Maelicke 0.J.)

Die Dialyse von elF4Al1 bzw. elF4A1(3806) fand nach der NickelAffinitats-
chromatographie zur Entfernung des Imidazols sowidiir sdmtliche Pufferwechsel oder
Entsalzungen Awendung. Begonnen wurde mit dem Aktivieren des Dialyseschlauches
(ZelluTrans, MWCO: 12 14 kDa, Carl Roth), das durchzweiminitiges Aufkochen des
Schlauchesin ddH20 geschah.Dann wurde der Dialyseschlauch in 1 Dialysepuffer
aquilibriert. Damit der Dialyseschlauch maximal zu 2/3 beflllt istwurden nicht mehr als
5mL der zu dialysierenden Proteinfraktionen in den &aquibrierten Dialyseschlauch
gegeben Die Proteinfraktionen wurden so fir 16 z 20 Stunden bei 4°C unter leichtem
Ruhrendialysiert. Der Puffer wurdewahrenddessenmindestens zweimal gewechselt, um

den Entsalzungseffekt zu maximieren.

3.3.5 Entfernung des Hiss-Tags

Zur Entfernung des His-Tagswurde elF4A1(19-406) mit Thrombin verdaut. Thrombin
gehort zu den Serinproteasen und spaltet die Peptidbindung zwischen Arginin und Glycin
innerhalb der Peptidsequenz Letval-Pro-Arg-8-Gly-Ser (Waugh, 2011). Ein Vorteil von
Thrombin gegenuber anderen Proteasen ist die geringe unspezifische Spaltungsrate
sowie der Einsatz in katalytischen Mengen (Verhaltnis 122000 Thrombin : Protein). Da
Reduktionsmittel die Aktivitat von Thrombin inhibieren, sollten diesevor dem Verdau
durch Dialyse entfernt werden(Novagen 1998).

Die Thrombin-Spaltung des His-Tagsvon elF4A1(19406) wurde im Anschluss an die
Nickel-Affinitatschromatographie durchgefuhrt. Hierfir wurde elF4A1(19-406), wie in
Kapitel 3.3.4 beschrieben, von NiNTA-Waschpuffer gegen ThrombirCleavagePuffer
dialysiert. Nach Bestimmung des Proteingehalts mit derdV5Nano Photometer Klettler
Toledg wurde pro Miligramm Protein eine Einheit Thrombin (GE Healthcarg
(1 Unit/mg) eingesetzt. Die mit Thronbin versetzten Proteinfraktionen wurden fur
24 Stunden bei 4°C im Kudhlrauminkubiert. Dann wurde die Reaktionentweder durch
Zugabe von ImM PMSF gestoppbder eine Affinitatschromatographie zur Entfernung des
Thrombins angeschlossenZur Kontrolle des Spmltungserfolgs wurde ein Aliquot des
dialysierten Proteins vor und nachThrombinzugabe entnommenund auf einem SDSGel
untersucht (vgl. Abbildung B5 im Anhang). Zur Abtrennung des Thrombins und des

abgespaltenen His-Tagswurde mit der Heparin-Affinitditschromatographie fortgefahren.
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3.3.6 Heparin -Affinitatschromatographie

Die Grundlage der Heparn-Affinitdtschromatographie bilden die hohen anionischen
Ladungen der Sulfatgruppen des Heparins, weshalb sie neben der Affinitats
chromatographie auch zur Kationenaustausche€hromatographie gezahlt werden kann
(Bolten et al, 2018). Das lineare Polysaccharidimitiert wegen der zahlreichen an
Stickstoff- oder Sauerstoffatome gebundenennegativ geladenen Sulfatgruppen das
Phosphodiesteriickgrat einer Nukleinsaure und erméglicht somit die Interaktion mit
Nukleinsédure-bindenden Proteinen.Die Elution erfolgt Gber einen Salzgradienten, wobei
die individuelle Kombination aus Affinitat und lonenaustausch eines jeden Proteins
gewabhrleistet, dass auchProteine mit kleinsten Unterschieden voneinandergetrennt
werden kdnnen (GEHealthcare 2007).

Die Heparin-Affinitatschromatographie wurde im Anschluss an den ThrombirvVerdau
vollzogen, um den His-Tagund das Thrombin von den Proteinfraktionen mit elF4A1(19
406) abzutrennen. Nach Aquilibrierung de HiTrap™ Heparin HRSauk (1 mL oder 5mL,
GE Healthcarg mit mindestens 10CV Thrombin-CleavagePuffer (Salzgehalt: 150nM
KCI) wurde die Saule mit derProteinprobe mit einer Flussrate von 0,5mL/min (1 mL
Saule) bzw. 1z 2 mL/min (5 mL Saule)gemal Herstellerangaben beladenGewaschen
wurde mit Thrombin-CleavagePuffer, bis eine stabile Basislinie erreicht wurde,
mindestens jedoch Uber 10CV. Sowohl derDurchfluss beim Beladen der Saule als auch
die Waschfraktionen wurden aufgefangen und auf einem SHXel analysiert (vgl.
Abbildung B7 im Anhang). Zur Elution von elF4A1(19406) wurde ein linearer
Kaliumchlorid-Gradient angelegt, der bei einer Flussrate vonrhL/min (1 mL Saule) bzw.
2z5mbL/min (5 mL Saule) dber 10CV von 150mM KCI bis 1M KCI mit Heparin-
Elutionspuffer aufgebaut wurde und fir weitere 10 CV aufrecht erhalten wurde. Die
Elutionsfraktionen wurden in 2 mL- bzw. 5mL-Fraktionen gesammeltund ebenfalls auf
einem SDSGel analysiert(vgl. Abbildung B6 und Abbildung B7 im Anhang). Danach
wurde die HiTrap™ Heparin HRSéaule gemafder Herstellerangaben gespult und in
20 %iger Ethanollésung bei Raumtemperatur gelagertZum Entsalzender identifizierten
Proteinfraktionen wurde eine Dialyse gegen StoragPuffer (lwasaki et al, 2019) im

Anschluss an dieHeparin-Affinitatschromatographie durchgefihrt.
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3.3.7 Protein -Massenspektrometrie

Als Qualitatskontrolle des Aufreinigungserfolges, zur Uberprifung der Affinitat3ag-
Spaltung oder zum Nachweis von posttranslationalen Modifikationen kann die
Proteinmasse unter denaturierenden Bedingungen bestimmt werden. Dabei wird das
Protein Uber eine RPHPLGSaule unter denaturierenden Bedingungen entsalzt und
mittels Electrospray-lonisation (ESI) ionisiert. Das ionisierte Protein kann dann mit
hochauflosender Massenspektrometrie vermessen werdenvobei die Massengenauigkeit
bei einem 100kDa-Protein i.d.R.eine maximale Abweichung von Da aufweist. Durch
Dekonvolution kann aus der erhaltenen Ladungserie (etwa lLadung pro 1kDa) die
Proteinmasse berechnet werden und mit dem zu erwartenden Molekulargewicht
abgeglichen werden(ServiceabteilungMassenspektrometriaind-Elementaranalytik 0.J.)
Die massenspektrometrische Analyse vorgereinigtem elF4A1(19406) wurde vom
Geratezentrum fur Massenspektrometrie und Elementaranalytik des Fachbereichs
Chemie der PhilippsUniversitat Marburg durchgefihrt. Es wurden 20uL einer 5uM
Proteinldsung von elF4A1(19406) (Pufferzusammensetzung:20 mM HEPES, pH,5,
500 mM NacCl, 0,;InM EDTA, 10% Glycerin) nach Thrombin-Verdau, HeparinAffinitats -
chromatographie und Dialyse zur Analyse abgegeben. Die Entsalzung erfolgte mit
1z 10 pL der Proteinprobe an einem ACQUITY -Blass HPLE&System Waters). Danach
wurde das entsalzte Protein mit einem Acetonitril/Methansaure-Gradienten (Puffer A:
Wasser/0,05% Methansaure, Puffer B: Acetonitril/0,045% Methansaure) bei einer
Saulentemperatur von 60°C und einer Flussrate von 0,inL/min in die ESFQuelle eines
Synapt G2Si Massenspektrometexr(Waters) eluiert. Die detektierten Spektren, in denen
Kationen in einem Bereich zwischen 50@ 5000 m/z erfasst werden kdnnen, wurden
nach einer Basislinienkorrektur gemittelt und dekonvolutiert (vgl. Abbildung B.9 im

Anhang) (ServiceabteilungMassenspektrometriaind-Elementaranalytik, 0.J.)

3.3.8 HPLC

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie HKigh performance liquid chromate
graphy, HPLC) bezeichnet ein chromatographisches Trennverfahren zur Reinheitsnd
Produktkontrolle von Protein- oder Substanzgemischen. Die Auftrennung beruht auf
verschiedenen Polaritdten der stationaren und mobilen PhaseDabei wird die zu
untersuchende Substanzmit einem Laufmittel durch eine Trennséule gepumpt und die

Retentionszeiten der einzelnen Komponenten bestimmt. Diese kénnen dann mithilfe
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eines geeigneten Detektors detektiert und durch Vergleich mit einem bekannten Standard
zugeordnet werden. So kann kspielsweise auch eine Konzentrationsbestimmung
erfolgen (Aced& Méckel, Hermann1992).

Zur Bestimmung derReinheit und Konzentration von neu angesetztenSilvestrol- und
CR31-B-Stammldsungen wurde eine HPLC durchgefuhrt. Dafur wurde eirlReferenz
probe der entsprechenden Verbindung hergestellt, die mit DMSO auf eine Konzentration
von 0,1mg/mL bei einem Volumen von 10QuL eingestellt wurde. Gleichermal3en wurde
mit der Probe unbekannter Konzentrationoder Reinheitverfahren. Die HPLC wurdem
Arbeitskreis von PROF DR. TORSTENSTEINMETZER mit dem HPLCSystem PrimaidéM
(Hitachi) durchgefuhrt. Nach chromatographischer Auftrennung der Referenzprobe
wurde direkt im Anschluss die zu untersuchende Probe analysiefurch einen Vergleich
der Retertionszeiten wurden die Konzentrationenberechnet und die Reinheit anhand des

erhaltenen Chromatogrammes tberpruft.

3.3.9 SDSPolyacrylamid -Gelelektrophorese

Die SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese Godium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis SDSPAGE) nachULRICHK. LAEMMLI stellt eine Methode zur Auftrennung
von Proteinenanhandihres Molekulargewichts dar(Laemmli, 1970). Durch Zugabe von
Natriumdodecylsulfat (SDS werden die Proteine komplexiert und erhalten eine
konstante negative Ladungsverteilung, wodurch sie sich im elektrischen Feld
proportional zu ihrem Molekulargewicht zur Anode orientieren.Das SDS5el setzt sich
aus einem Sammelund einem Trenngel zusammen, wobei das Sammelgel wegen seiner
grobporigeren Beschaffenheit, des niedrigeren pHVerts sowie der geringeren
Leitfahigkeit eine Konzentrierung de Proteine ermdglicht. Bei Erreichen desTrenngels
werden die Proteinkomplexe dann entsprechend ihrer Masse aufgetrenriSpektrum
AkademischetVerlag, 1999). Die Detektion der Poteine kann durch Anfarben des SDS
Gels mit CoomasskBrillant -Blau G250 erfolgen. Neuee Techniken nutzen Trihalogen
verbindungen, die die Fluoreszenz von Tryptophanen bei Anregung durch t\tcht
stimulieren (Bio-Rad 0.J.)

Zur Kontrolle der Expression, des Zellaufschlugs oder der Aufreinigung von elF4A1l
bzw. elF4A1(19406) wurden 10 %ige TGX StairFree™ FastCasiM-Gele (Bio-Rad der
Grolke 0,75mm verwendet. Die TGGele (Tris-Glycine eXtended wurden nach

Herstellerangaben gegossen und bis zu Wochen in einem feuchten Milieu bei 4C
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gelagert. Die zu analysierenden Proben wurden mit-dLaemmli-Puffer versetztund fur
5 Minuten bei 95°C denaturiert. Pro Tasche eines 1%/ell-Kkamms wurden 5uL Probe
aufgetragen Das gleiche Volumen wurde ebenfalls fur den Proteinstandard Precision Plus
Protein™ Unstained Protein Standard Bio-Rad eingesetzt. Nach Beladung des Gels
wurde die Elektrophorese bei 280V fur etwa 25Minuten durchgefihrt. As Laufpuffer
wurde Rotiphorese® 1x SDSPAGELaufpuffer (Carl Roth) verwendet. Die Detektion
erfolgte mit dem ChemiDo&V¥ Imaging System Bio-Rad bei 5-minitiger Photo-

aktivierung.

3.3.10 Thermal -Shift-Assay (TSA)

Fur die thermodynamische Untersuchung von Bindungsaffinitaterwurden Thermal-
Shift-Assays(TSA, auch ThermofluorAssay oderDifferential-ScanningFluorimetry, DSE
genannt) durchgefihrt. Diese konnen sowohl Aufschluss Uber ProteinLigand-
Interaktionen als auch ProteirNukleinsaure- oder Protein-Protein-Wechselwirkungen
geben. AuRerdem kénnen verschiedene Puffersysteme oder Additive getestet werden
und so die Stabilitdt eines Proteins beeinflusst werdeiiGrgftehauge et al.2015). Ein
grof3er Vorteil des ThermaltShift-Assays liegt in dem geringen Materiginsatz und der
schnellen Durchfiihrbarkeit, was ein HochdurchsatScreening erméglicht. Das Prinzip
beruht auf der Messung eineiSchmelzemperaturverschiebungdes Proteins, die durch
einen fluoresaerenden Farbstoff reflektiert wird (Huynh & Partch, 2016). Der Farbstoff
weist hierbei ein geringes Fluoreszenzsignal in polarer Umgebung uvdhrend das
Fluoreszenzsignal mit zunehmender Hydrophobie der Proteinlésung steigPantoliano et
al., 2001). Durch Erhitzen der Proteinlésung kommt & zur Entfaltung und schlief3lich zur
Denaturierung des Proteins, wodurch hydrophobe Seitenketten exponiert werden. Mit
diesen hydrophoben Seitenketten kann der Farbstoff interagieren, sodass eine
Schmelzkurve des denaturierenden Proteins Uber das steigendduoreszenzsignal @s
Farbstoffs gemessen werden kann. Der Zustand, bei dem die Halfte des Proteins entfaltet
vorliegt, entspricht dem SchmelzpunkfTm des Proteins(Grgftehauge et al.2015). Durch
Auftragung der ersten Ableitung der Schmelzkurve kann der Schmelzpunkin des
Proteins am Minimum des Peaksabgelesen werden(abhangig von der Auftragung der
ersten Ableitung kann der SchmelzpunkiTm auch als Maximum dargestellt werden)
(Huynh& Partch, 2016). Veranschaulicht ist dieses Prinzip ilfAbbildung 15.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Thermal -Shift-Assays. Oben: Auftragung der
FluoreszenzintensitatF [RFU] gegen die Temperaitr T [° C] zur Darstellung der Schmelzkurve. (ANatives
Protein, Farbstoff kann nicht interkalieren (B):Teils denaturiertes Protein, Farbstoff interkaliert mit
hydrophoben Seitenketten (C)Vollstandig denaturiertes Protein, maximale Fluoreszenzintensit
(D): Proteinaggregation und Farbstoffdissoziation. Unten: Auftragung der ersten Ableitung der
Fluoreszenzintensitat dF)/dT [RFU] gegen die TemperatufT [° C] zur Darstellung der Ableitungskurve.
Das Maximum der Ableitungskurve gibt den SchmelzpunKim des Proteins an. Fir die Berechnung der
ersten Ableitung wurde die Protein Thermal ShiftM Software v1.4 @pplied Biosystems® genutzt. Die
Abbildung wurde basierend auf eigenen Messwerten in Anlehnung gBiotium, 2018) erstellt.

Fur die ThermalShift-Assays wurde der Farbstoff SYPROOrange (SigmaAldrich)
verwendet. In einem ersten Experiment wurde das optimale Verhaltnis zwischen
Farbstoff und Protein itriert . Diese Parameter wurden fur alle weéeren Expeaimente
beibehalten. In Tabelle 26 ist ein Beispiel der Zusammensetzung eines typischen
Reaktionsansatzes aufgelistet. Die einzelnen Komponenten wurden bei Raumtemperatur
zusammengegeben, wobei der Farbstoff SYPR@Mrange stets zuletzt hinzugegeben
wurde, um zu vermeiden, dass sich beim chen hydrophobe Aggregate ausbilderkir

jede Bedingung wurden jeweils drei technische Replikate vermessen.
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Tabelle 26: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fur den Thermal -Shift-Assay.

Komponente Volumen [uL] finale Konzentration
elF4A1(19-406) (100 uM) 1 5uM
RNA (AG3 (1 mM Stock) 1 50 uM
AMP-PNP (100mM Stock) 0,2 1mM
Inhibitor/Ligand (10 mM Stock) 0,2 100 pM
SYPRO® Orange Protein Gel Stain 0,3 -
StoragePuffer nach(lwasaki et al, 2019) auf 20 -

B 20

Die Messung wurde im QuantStudio® RealTime PCR SystemApplied Biosystenjsin
einer 96-Well Platte durchgefihrt. Die zugehérigenMessparameter konnen inTabelle27

eingesehen werden der Aufbau der Schmelzkurve ist inrabelle 28 dargestellt.

Tabelle 27: Einstellungen am QuantStudio3 ™ Real-Time PCR System @pplied Biosystems) zur
Messung des Thermal -Shift-Assays.

Messparameter Einstellung

Block-Typ 96-Well Block (0,1mL)
Experiment-Typ Schmelzkurve
Reagenz Andere
Rampengeschwindigkeit Schnell
Reaktionsvolumen 20 uL

Modus Standard
Filtereinstellungen x4(580+10) - m4(623+14)
Passive Referenz keine

Reporter Rox

Quencher Keiner
Rampenmodus Kontinuierlich

Tabelle 28: Aufbau der Schmelzkurve zur Messung des Thermal -Shift-Assays am QuantStudio3™
Real-Time PCR System @pplied Biosystems).

Phase Temperatur Rampenrate Zeit
1 10°C 1,6°Cls 120 s
2: Dissoziation 95°C 0,05°C/s 60s
3 10°C 1,6°C/s 60 s

Die Auswertung erfolgte mit der Protein Thermal ShiftM Software v1.4 @Applied

Biosystemy

3.3.11 Microscale -Thermophoresis -Assay (MST)
Mit dem Microscale Thermophoresis-Assay Microscale Thermophorese, MS)Tkénnen
quantitative Affinitatsbestimmungen zwischen verschiedensten Biomolekilen,z.B.

Protein-Ligand-Interaktionen, gemessen werdenSeidel et al.2013). Das Prinzip beruht
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auf der Thermophorese z auch Thermodiffusion oder LudwigSoret-Effekt genanntz bei
der mithilfe eines Infrarot-Lasers (IR-Laser) mit einer Wellenlange von 1.480m ein
definierter Temperaturgradient innerhalb einer Glaskapillare induziert wird (Seidel et al.
2013). Die zunachst gleichmafiig in der Glaskapillare verteilten Moleklle bewegen sich
durch den angelegtenTemperaturgradienten innerhalb von kirzester Zeitvon hdéheren
Temperaturen hin zu niedrigeren Temperaturen bis sich erneut ein Gleichgewicht
einstellt. Sobald der IRLaser wieder ausgeschaltet wird, erfolgt eine Ruckdiffusio,
angetrieben durch die Massendiffusion der Biomolekile (vgl.Abbildung 16). Die
Detektion erfolgt beim MSTFAssay tUber die Fluoreszenz eines Biomolek&# welches
entweder eine Autofluoreszenz aufweist odereiner Fluoreszenzmarkieung unterzogen
wurde (JerabekWillemsen et al.2014).

- = ¥
-
-
. -
>

MST-Kurve
1,00 - y<€— [R-Laser an
? -
=, 0,90
E -
St
g -
% .
0,80 =
- : r
- : ' : <—I]R-Laser aus
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Zeitt [s]

Abbildung 16: Prinzip des Microscale -Thermophoresis -Assays. Zu Beginn der Messung sind die
Molekule gleichméaRig in der Kapillare verteilt und die Fluoreszenz ist konstant §0). Mit Einschalten des
IR-Lasersi 1 d pn® wid gin Temperaturgradient erzeugt, der einen sogenanntei-Jump(Temperatur-
Sprung) verursacht. Hierbei ist ein rapider Abfall der Fluoreszenz, ausgeldst durch die Temperatur
anderung, zu beobachten (8>t <5s). Diefluoreszerzmarkierten Molekile bewegen sich weg von dem
erhitzten Bereich hin zu kiihleren Bereichen innerhalb der Kapillare, bis sich erneut ein konstantes
Fluoreszenzsignal einstellt (20s>t <30 s). Sobald der IR_aser ausgeschaltet wird, kann einnverser F
Junp detektiert werden, der mit einer Rickdiffusion der fluoreszenzmarkierten Molekile einhergeht
(t1 30s). Die Abbildung wurde in Anlehnung ar(JerabekWillemsen et al. 2014) basierend auf eigenen
Messwertenerstellt.
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Um Bindungsaffinitaten zwischen Protein und Ligand zu bestimmerkann die MST-
Messung mit verschiedenen Konzentrationendes Liganden bei gleichbleibender
Proteinkonzentration wiederholt werden. Bei geringen Ligandnkonzentrationen
entspricht das ThermophoreseProfil dem des ungebundenen Proteins, wahrend héhere
Ligandenkonzentrationen das Profil des ProteipLigand-Komplexes reflektieren. Aus
diesen Profilunterschieden kann durch Auftragung des Fluoreszenzsignals gegen die
Liganden-konzentration direkt eine Bindungskurve abgeleitet werden, aus der die
Gleichgewichtsdissoziationskonsiante Ko ermittelt werden kann (vgl. Abbildung 17)
(Wienken et al.2010).

Die Messungen wurden mit dem Monolith NT.115NanoTemper Technologies GmpH
durchgefuhrt. Fir die Fluoreszenzmarkierung wurde zunachst das Monolith NV Protein
Labeling Kit REDNHS (anoTemper Technologies @) verwendet. Spéatere
Fluoreszenzmarkierungen erfolgten mit dem Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED
NHS 2nd Generation NlanoTemper Technologies GmpHDie Fluoreszenzmarkierung
wurde gemald der Herstellerangaben durchgefiihrt. Anschlieend wurde eine
Verdunnungsreihe des fluoreszenzmarkierten Proteins in HEPEBuffer A0 (50mM
HEPES, pH,4; 100mM NaCl, 0,086 Tween20) angesetzt und ein KapillarScan in
Premium-Kapillaren (Monolith NT.115 Premium Capillaries NanoTemper Technologies
GmbH) zur Bestimmung der optimalen Konzentration am Monolith NT.115 vermessen.
Gemald Herstellerangaben wurde eine Konzentration mit einer Fluoreszenzintensitét
zwischen 300 und 1.000 Fluoreszenzeinheiten gewahlt. Die finale Proteinkonzentration
betrug zwischen 400nM und 500nM. Sobald die optimale Konzentration bestimmt
wurde, wurde die Bindungsaffinitat von Silvestrol und CR81-B (-) zu elF4A1(19406) in
Gegenwart von PolypurirRNA (AG3 und AMRPNP vermessen. Daflr wurde zuerst die
Verdinnungsreihe der Liganden in HEPEBuffer A0 angesetzt und anschlie3end zu
jedem Ansatz ein Mastermix, bestehend aus fluoreszenzmarkiertem elF4A1(496)
(Giinal: 400 - 500 nM), RNA €finai: 15 M) und AMRPNP €inai: 1 mMM) dazugegeben, sodass
ein Gesamtvolumen von 4QL erhalten wurde. RNAInd AMRPNP wurden im Uberschuss
hinzugefiigt, um eine Sattigung zu gewahrleisten und ausschliel3lich die Bindungsaffinitat
der elF4AlInhibitoren bestimmen zu kodnnen. Um einen moglichst breiten
Konzentrationsbereich abdecken zu kénnen, wurde eine :12-Verdinnung ausgehend
von einer Startkonzentration von 100uM gewahlt. Die Anzahl der Proben war hierbei auf

16 beschrankt, da maximal l&apillaren im Schlitten des Monolith NT.115 platziert
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werden kénnen. Nachdem samtliche Proben fir Blinuten zentrifugiert wu rden, erfolgte
die Messung im Monolith NT.115. Bei einer LEBower von 30% und einer MSFPower
von 80 % konnten die besten Ergebnisse erzielt werden. Die Auswertung wurde mit dem

Programm NTAnalysis (NanoTemper Technologies GmpHurchgefihrt.
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Abbildung 17: MST-Kurven bei verschiedenen Ligand enkonzentrationen (oben) und daraus
resultierende Bindungskurve (unten).  Durch Interaktion desfluoreszenzmarkierten Proteins mit einem
Liganden &ndert sichdie Thermophorese des Komplexes, was sich in einer Verschiebung der M&Irven
bei verschiedenen Liganénkonzentrationen &uf3ert (oben). Wird die normalisierte Fluoreszenzanderung
i Bnom), die sich aus dem Quotienten der gemittelten Fluoreszenz in den Béexieen (DRwarm/ DFkar) ergibt,
gegen die Liganénkonzentration aufgetragen, kann eine Bindungskurve erhalten werden. Die daraus
resultierende  Gleichgewichtsdissoziationskonstante Ko erlaubt eine Affinitatsbestimmung des
verwendeten Liganden. Die Abbildung wrde in Anlehnung an(JerabekWillemsen et al.2014) erstellt.
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3.3.12 HDX-Massenspektrometrie (HDX -MS)

Die  WasserstoftDeuterium-AustauschMassenspektrometrie  (hydrogendeuterium
exchange mass spectrometrHDXMS) erlaubt die Untersuchung der Dynamik von
Proteinen undkann Auskunfte Uberdie Struktur oder Konformation einesProteinsgeben
oder Ligandenbindungstaschen bzw. ProteisLigand-Interaktionsflachen identifizieren
(Steinchen et a). 2017). Dabei nutzt die HDXMS die Eigenschaft von Proteinen,
Amidprotonen mit den Protonendes umgebenden Losungsmittelauszutauschen Durch
Inkubation des Proteins in einem deuterierten Losungsmittel (RO) kdnnen
Wasserstoffatome durch Deuterium ersetzt werden. Das Habsetzen des pHWerts
sowie das Senken der Temperatur quencht diese Reaktion, sodass nach einem
Proteaseverdau des deuterierten Proteins Peptidfragmente mittels HPLC getrennt und
anschlieBendderen Deuteriumgehalt massenspektrometrisclanalysiert und visualisiert
werden kann (vgl. Abbildung 18) (Steinchen et a).2017).

LC-MS m/z

m/z

Abbildung 18: Prinzip der HDX -MS zur Identifikation von Protein -Ligand-Interaktionsflachen. Das

Protein (blau) wird in An- und Abwesenheit des Liganden (rot) in einem deuterierten Puffer inkubiert.
Nachdem diese Reaktion gestoppt wurdeyerden die deuterierten Ansétze z. B.durch Pepsin verdaut und
die erhaltenen Peptidfragmente nach Auftrennung miels HPLC massenspektrometrisch untersuchDie

Abbildung wurde nach(UnderbakkeLab, 0.J.)veréndert.

Beim Vergleich des Ligandgebundenen Zustandanit dem ungebundenen Apozustand
des Proteins kdnnenUnterschiede in den H/DAustauschmustern die Interaktionsflache
zwischen Protein und Ligand widerspiegeln(Steinchen et aJ.2017). Die experimentelle

Durchfihrung sowie die Auswertung der HDXMassenspektrometrie wurde von
DR. WIELANDSTEINCHEN (Geréatezentrum Massenspektrometrie und Elementaranalytik,
Fachbereich Chemie der Philipp&niversitat Marburg) durchgefthrt. Es wurden drei
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verschiedene Ansatze mit jeweils 20QL einer 50uM Proteinlésung von elF4A1(19406)
zur Analysein Auftrag gegeben Die Zusammensetzung der Ansatze iStabelle 29 zu
entnehmen, wobeidie Unterschiedelediglich in der Zugabe von RNA und Ligarzl finden

sind.

Tabelle 29: Zusammensetzung der mittels HDX -MS untersuchten Ansétze von elF4A1(19 -406).

elF4A1(19 -406) RNA (AG} Ligand Puffer
Ansatz 1 50 uM - DMSO StoragePuffer
Ansatz 2 50 uM 150 uM 150 uM Silvestrol StoragePuffer
Ansatz 3 50 uM 150 uM 150 uM CR31-B (-) StoragePuffer

Als Apozustand wurde elF4A1(19406) in StoragePuffer (nach lwasak et al, 2019)
gewahlt. Anstelle des Liganden wurde die gleiche Menge an DMSO zum Ansatz
hinzugegeben. Verglichen wurde dieser Zustand mit den Ligargebundenen Ansétzen
von elF4A1(19-406) mit einer Polypurin-RNA (AG3 und Silvestrolbzw. CR31-B (-). Der
H/D -Austausch wurde indeuteriertem StoragePuffer (20 mM HEPESK pH 7,5, 5mM
MgCk, 1mM DTT, 0,2dmM ETDA, 2,3 (v/v) DMSO) bei 25°C durchgefuhrt Da die
Ansatze wahrend des H/D-Austausches prazipitiert sind, konnten zur Auswertung
lediglich die Zeitpunkte nach 10s, 30s und 95s Inkubation analysiert werden. Das
Quenching erfolgte mit 400mM Kaliumphosphat und 2M Guanidinhydrochlorid bei
einem pHWert von 2,2 urd einer Temperatur von 1°C. Der Pepsinverdau wurde bei
12 °C ausgefuhrt.

3.3.13 Molekulares Docking

Mit molekularem Docking kann die Bindung von Liganden an ein Zielprotein oder
Bindungsmodi von Proteininteraktionspartnern bioinformatisch vorhergesagt werden
(Juhl& Pleiss 2007). Idealerweise konnen dabei auch Aussagen Uber die Bindungsenergie
der Interaktionspartner getroffen werden. So kénnen nicht nur neue Wirkstoffkandidaten
gescreent und identifiziert werden, sondern auch Mutationsvorhersagen gemacht
werden (Roy et al. 2015). Beim einfachsten Ansatz wird das Bindungsverhalten von
starren Molekulen untersucht. Dem gegenuber stelteispielsweise das.igandendocking,
bei demmindestens ein Interaktionspartner, haufig der Ligandflexibel modelliert wird.
Berechnet wird dann der Zustand, in dem Protein und Ligand so orientiert sind, dass eine

gro3tmaogliche Bindungsenergie erhalten wird(WalRmer& Maelicke 0.J.)
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Fur dasmolekulare Docking wurde mit AutoDock Ving Trott & Olson 2010), was Teil der
Software MGLTools flolecular Graphics Laboratory, The Scripps Resealmstitute) ist,
gearbeitet.Zunachstwurde die 3D-optimierte Struktur des Liganden in ACD/ChemSketch
(Advanced Chemistry Developménerstellt und in das PDBFormat konvertiert. Als
Rezeptor wurde die Kristallstruktur von elF4A1(19-406) im Komplex mit der Substrat-
RNA (AG) und RocA (PDB: 5ZQ9verwendet (lwasaki et al, 2019). In der Docking
Software AutoDock v4.2 (The Scripps Research Instityt¢Morris et al, 2009) wurde der
Rezeptor zuerst mit samtlichen Wasserstdfatomen gesattigt, wobei unpolare
Wasserstoffatome zusammengefihrt wurden. Dann wurden de Ladungen gemalf3 der
GasteigerMethode berechnet Nachdem die Torsionswinkel fir den Liganden fixiert
wurden, wurde die Gitterbox @rid box) mit einer GréRe von60 x 60 x 60 und 3,75v O
das aktive Zentrum (Interaktionsflache von RocA mit der RNA und elF4A1(3406)) des
Rezeptors gesetzt Dann wurden mit Autdarid (The Scripps Research Institytedie
Wechselwirkungsenergien zwischen verschiedenen Atomtypenz(B. aliphatische oder
aromatische Kohlenstoffe, wasserstoffbindende Sauerstoffatome, etc.) miten
Makromolekilen (Protein und RNA) vorberechnet. Dies8erechnungen wurden fir die
Docking-Berechnungen mit AutoDock The Scripps Research Instityteerwendet, um die
gesamte Wechselwirkungsenergie des Liganden mit dem Protein zu bestimmésm die
beste DockingKonformation zu erhalten, wurde der Lamarckian GenetieAlgorithmus
(Morris et al, 1998) verwendet. Insgesamt wurden jeweils zwei Dockinginsatze
durchgefuhrt und die mittlere Bindungsenergie berechnet. Das Dockirgrgebnis mit der
hdchsten Bindungsaffinitat wurde mithilfe der Software USCF Chimerdlie Regents of

the University of Californiqvisualisiert.

3.4 Zellkultur -Methoden

In dieser Arbeit wurde Uberwiegend mit HepG2Zellen gearbeitet.Bei den HepGZZellen
handelt es sich um eine immortalisierte Zelllinie ausilem hepatozellularen Karzinom
eines 15jahrigen kaukasischen JungeifAden et al. 1979). HepG2Zellen sind adharent
und wachsen in epithelartigen Einzelschichten. Wegen ihrer hohen Proliferationsrate
eignet sich dieZelllinie besondersgut zur Untersuchung der Zytotoxizitat von Wirkstoffen

(HepG2 (Liver Hepatocellular Carcinoma) Cell LjreeJ.)
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3.4.1 Kultivierung von HepG2 -Zellen

Die HepG2: AT 1 AT xOOAAT ET ) OAT OAGO0 -1 AGhb&k AA
supplementiert mit 10 % fetalem Kalberserum (FBS, Fetal Bovine Serun8§igma Aldrich,
in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit einem %6igen CQ-Anteil bei 37 °Cin
T75-Zellkulturflaschen kultiviert. Sobald eineKonfluenz von 70z 80 % erreicht wurde,
wurden die Zellen passagiert. Hierfur wurden siemit PBS Gibcg gewaschen und fir
577 Minuten mit 5mL einer 0,1%igen Trypsin-EDTALGsung @iochrom) im
Brutschrank inkubiert. Nach Abstoppen der Trypsinaktivitat durch Zugabe des gleichen
Volumenanteils an Kulturmedium wurden die Zellen fir 5Minuten bei 2.500rpm
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in frischem Kulturmedium resuspendiert und
die Zellen in einer Zahlkammer (Neubauerimproved bright-line, Marienfeld-Superion
ausgezahlt. Fur die weitere Kultivierung wurde eine 15-Verdinnung der Zellen in 25mL
IMDM, supplementiert mit 10% FBS,angesetzt undin eine neue T75Zellkulturflasche
auggesat Diese wurde im Brutschrank bei37 °C und 5% CQ inkubiert. Sobald eine

Passage von 25 erreicht wurde, wurden die Zellen verworfen und neue Zellen aufgetaut.

3.4.2 Kryokonservierung und Auftauen der HepG2 -Zellen

Zur Kryokonservierung der HepG2Zellen wurden ¢ Jp 1t Zellen einer mdglichst friihen
Passage in InL Kulturmedium, supplementiert mit 10 % DMSO, resuspendiert und in ein
Kryoréhrchen (Sarsted) Uberfihrt. Dieses wurde fir 12 bis 16Stunden in einem auf £C
vorgekuhlten IsopropanolBad bei-80 °C gelagert, um ein schonendes, gleichmaliges
Einfrieren der Suspension zu gewabhrleisten. Die auf diese Weise eingefrorenen Zellen
konnten im Anschluss in einem Stikstofftank bei etwa -200°C zur langfristigen
Verwahrung gelagert werden.

Das Auftauen der HepGZellen erfolgte im Wasserbad. Hierfur wurde ein aus dem
Stickstofftank entnommenes Kryorohrchen kurz im Wasserbad bei 37C erwarmt Nach
Uberflhren der Zellsispension inein mit 9 mL Kulturmedium befllltes Schraubréhrchen
wurden die Zellen fur 5 Minuten bei 2.500rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 1L Kulturmedium resuspendiert und komplett in eine
T25-Zellkulturflasche augyesat. So wurden die Zellen fir 24 Stunden unter den zuvor
bereits genannten Bedingungen kultiviert und am nachsten Tagach einem Waschschritt
mit PBS durch Trypsin-Behandlung (siehe Kapitel 3.4.1) abgelost und gemal? oben

aufgefiihrter Passagierung unverdinntn eine T75Zellkulturflasche Gberfuhrt.
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3.4.3 Transfektion

Die Transfektiondient dem Einbringen von FremdDNA in eukaryontische Zellen. Dabei
wird zwi schen transienter und stabiler Transfektion unterschieder{Mulhardt, 2009). Da
in dieser Arbeit lediglich die transiente Transfektion Anwendung gefunden hat, wird auf
die stabile Transfektion nicht weiter eingegangen. Nebephysikalischen Verfahren wie
beispielsweise der Elektroporation gibt es auch chemischen Verfahremvie die Calcium
PhosphatPrazipitation, die an die Transformation einer Bakterienzelle erinnert. In dieser
Arbeit wurde die zu den chemischen Verfahren zdénde Methode der Lipofektion
angewandt Kationische Lipide wechselwirken mit dem negativ geladenen
Phosphodiesterriickgrat der DNA und bilden Lipidvesikel, die von den eukaryontischen
Zellen Uber Endozytose aufgenommen und exprimiert werden konnefMilhardt, 2009).
Als Transfektionsreagenz wurde zunachst Lipofectamid& 2000 (Invitrogen™)
verwendet, spater wurde zu Lipofectamine 3000 lavitrogen™) gewechselt wobei sich
das Transfektionsprotokoll bei letzterem lediglich durch die Zugabe von P3000 zum
Transfektionsansatz unterscheidet Das Protokoll wurde gemalf3 Herstellerangaben (vgl.
Lipofectamine 3000 ReagentUser Guide2016) durchgefuhrt.

Am Tag vor der Transfektion wurdeng Jp 1t Zellen in 200 pL Kulturmedium pro Well
einer 96-Well Mikrotiterplatte ausgesat und fir 24Stunden kultiviert. Vor Beginn der
Transfektion wurde das Kulturmedium abgesaugt und durch 10QL OptrMEM™
Reduced Serum Media Gibcg ersetzt. Fur die Herstellung des DNAipidkomplexes
wurde zunachsteine 1: 25-Verdinnung derbendtigten Menge an Lipofectaminé& 2000
oder 3000 in OpttMEM™ angesetzt Pro Well wurden insgesamt 0,2.L Lipofectamine™
eingesetzt. Dieeinzubringende PlasmidDNAwurde ebenfalls in OpttMEM™ verdinnt,
wobei pro Well 100ng benétigt wurden, die in 5uL Opt-MEM™ verdinnt wurden. Im
Falle des Lipofectaminé&¥ 3000 wurden zur DNAVerdinnung zusétzlich 2uL P3000M
Reagenz Invitrogen) pro pg DNA hinzugegeben. Sodann wurden gleiche Anteile an
Lipofectamine™-Verdinnung und DNAVerdinnung vereint und fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden jeweils 1QUL des DNA
Lipidkomplexes zu den vorgelegten 10QuL OpttMEM in jedes Well der 96Well Platte
pipettiert. Dies entspricht den vorher genannten 10ng PlasmidDNA und 0,2uL
Lipofectamine™ pro Well. Die Zellen wurden fir 5 6 Stunden mit dem DNA
Lipidkomplex bei 37°C und 5% CQ inkubiert, ehe das Medium abgesaugt und durch

frisches Kulturmedium ersetzt wurde. In einigen Fallen wurde an dieser $tle das
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Kulturmedium mit in DMSOgeldsten Substanzen wie Silvestrol versetztvgl. Kapitel
3.4.4), um beispielsweise Effekte auf die Translationseffizienz in eine@ual-Luciferase

Reporter-Assay abzuleiten (vglKapitel 3.4.6).

3.4.4 Behandlung von HepG2-Zellen

Die Behandlung bezeichnet in diesem Kontext die Inkubation der Hep&zllen mit
verschiedenen Substanzen, zur Untersuchung der Zytotoxizitat im Rahmen eines WIST
Assays (vgl.Kapitel 3.4.5 oder des Effektes auf die Translationseffizienz im Dual
Luciferase-Reporter-Assay (vgl.Kapitel 3.4.6).

Die Behandlung der Zellen erfolgte 4&tunden vor Messung des jeweiligen Assays.
Hierfir wurde zunachst eine Arbeitslosung der Stammlésungen angesetzt Als
Stammloésung wird die Lésung der jeweiligen Substanz in DMSO bezeichnet, die in
Konzentrationen zwischen 1 mM bis 20 mM vorlagen. Zur Herstellung der Arbeitslésung
wurde im ersten Schritt eine 1:500Verdinnung der Stammlésungin Kulturmedium
vorgenommen. Diese Arbeitslosung wurde als Ausgangslosung fir alle weiteren
Verdinnungen verwendet und konnte Ubereinen langeren Zeitraum bei20 °C gelagert
werden. Aus der Arbeitslosung wurden im nachsten Schritt die entsprechenden zu
testenden Konzentrationen durch erneutes Verdinnen mit Kulturmedium hergestellt. Die
so erstellten Verdinnungenwurden in einem Volumen von 200uL zu den Zellen, die am
Tag zuvor in 96Well Platten ausgesat wurden (vglKapitel 3.4.3 Transfektion), gegeben.
Im Falle des Dual_uciferase-Reporter-Assays wurden die Zellen zuvor transfiziert, beim
WST-1-Assay wurde die Behandlung direkt ohne vorangestellte Transfektion
durchgefuhrt. Wie bereits oben erwahnt, wurden die Zellen fur 4&tunden mit dem mit
Substanzen supplementierten Kulturmedium bei 37C und 5% CQ im Brutschrank
inkubiert, ehe der Assay durchgefihrt wurde. Als Kontrolle wurde eine mit der

entsprechenden Menge an DMSO ngetzte Probe vermessen.

3.4.5 WST-1-Assay

Zur Bestimmung der Toxizitat einer Verbindung wurde WST-1-Assays(water soluble
tetrazolium assay durchgefuihrt. Das Prinzip des WST-Assays beruht autier Reduktion
von Tetrazoliumsalzenzu farbigen Formazanen (vgl. Abbildung 19). Diese Reaktion wird
durch mitochondriale Dehydrogenasen katalysiert und kann daher nur von lebensféahigen

Zellen umgesetz werden. Durch eine spektralphotometrische Messung kann der Anteil
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an gebildetem Formazan quantifiziert werden und so die relative Anzahl der noch

lebenden Zellenim Vergleich zu einer Kontrollebestimmt werden (SigmaAldrich, 0.J.)

| =0 I
|\©\ /©/N\o
!\F'N\ Reduktion durch nl H'}l
N__N zelluldre Dehydrogenasen N __N
- 0] n
- \ O
%5 Rat ’S” Na*
\ \!
O:?:O O:?:O
+
-Na O_Na+
WST-1 Formazan
(hellrot) (dunkelrot)

Abbildung 19: Reaktionsprinzip des WST -1-Assays.Die Reduktion desTetrazoliumsalzes WSTL (4-[3-
(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl) -2H-5-tetrazolio] -1,3-benzene sulfonat¢ zu Formazan, die durch
mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen katalysiert wird, ist photometrisch durch einen
Farbumschlag von hellrot nach dunkebt messbar. Die Abbildung wurde in Anlehnung afSigmaAldrich,
0.J.)erstellt.

Fir die WSTF1-Assays wurde das Cell ProliferatiorReagent WST1 (Roché@ verwendet.
Da dieses Reagenz sehr lichtsensitiv ist, wurden alle Arbeiten damit im Dunkeln
durchgefuhrt. Es wurden ¢ Jp 1t HepG2Zellen pro Well einer transparenten 96-Well
Platte (Cellstar® 96-Well Microplate, flat bottom ckar polystyrene wells, sterile,Greiner
Bio-Ong ausgesat und diesgwie in Kapitel3.4.4 beschrieben, mit den zu testenden
Verbindungen behandelt Nach einer 48stindigen Inkubation der Zellen mit den
Verbindungen wurde die relative Anzahl der noch lebenden Zellenan einem
Mikrotit erplatten-Reader (SAFIREIl, Tecar) in Relation zu einer DMS&Kontrolle
bestimmt. Dafir wurde zunéchst das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen.Anschliel3end wurde die bendtigte Menge an WSI-Reagenzl : 11 in PBS
verdunnt und jeweils 110pL der Verdinnung in jedes Well dr 96-Well Platte pipettiert.
Pro Well wurden somit 10uL WSTF1-Reagenz und 10QuL PBS eingesetztNach einer
zweistindigen Inkubation der Zellen bei 37C und 5% CQ wurde die photometrische
Messung am Mikrotiterplatten-Reader durchgeftihrt. Dieentsprechenden Messparameter

sind in Tabelle 30 aufgefihrt.
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Tabelle 30: Einstellungen am Mikrotiterplatten -Reader SAFIRE Il (Tecan) zur Messung des WST-1-
Assays.

Messparameter Einstellung
Modus Absarption
Wellenlange 450 nm
Referenzwellenlange 600 nm
Anzahl der Reads 10
Plattenbezeichnung GRE96ft.pdf
Schutteldauer (kreisformig, medium) 10s
Einschwingzeit 1ls
Temperatur 37°C

Fir die Auswertung wurde eine Normalisierung auf eine mitgefiihrte DMS®ontrolle
durchgefuhrt. Die Toxizitat ist dargestellt als Mittelwert mehrerer biologischer Replikate
(n 2 3), die proBedingungjeweils mehrere technische Replikate (# 3) enthalten. Werte
Uber 1,0 entsprechen keiner Zytotoxizitdtbezogen auf die DMS®ontrolle, Werte unter
1,0 bedeuten, dass eine Toxizitat im Vergleich zur DMSKbntrolle vorliegt. Die

Fehlerbalkenreprasentieren die Standardabweichung des Mittelwerts (SEM

3.4.6 Dual-Luciferas e-Assay

Der DualLuciferase-Assay (DLA) ermdglicht die sequenzielle Messung der
Biolumineszenz-Aktivitdt zweier Luciferaseninnerhalb einer Probe. In dieser Arbeit
wurde er sowohl zum Screening potentieller elF4Anhibitoren verwendet als auch zur
Untersuchung verschiedener mRNAStrukturen und zSequenzen hinsichtlich ihrer
Translationseffizienz kei gleichzeitiger Inhibition von elF4A. Dader Assayim 96-Well
Format durchgefihrt werden kann, eignet er sich besonders gut zumdochdurchsatz
Screening (High-troughput screening HTS) von potentiellen Inhibitoren. Zugleich
gewabhrleistet er eine hochsensiive Detektion der Luciferase-Aktivitaten (Bioscience
2016). Der DLA wurde in HepG2Zellen durchgefuhrt, die mit dem Dualuciferase-
Plasmid pFR_HCV_xb transfiziert wurden (vgKapitel 2.6.1 pFR_HCV_Xb das fiur eine
Firefly- und eine RenillaLuciferase codiert Durch Zugabe der Luciferasé&ubstrate zu
den lysierten Zellen kann die Lumineszenz bestimmt werden. Da dieiden Luciferasen
unterschiedliche Reaktionen katalysieren(siehe Abbildung 20), kann die Lumineszenz
der einzelnen Luciferasen nacheinandeund unabhangig voneinanderbestimmt werden
(Thorne et al, 2010). Eine Gegenuberstellung der Eigenschaften der Fireflund der

Renilla-Luciferase ist inTabelle 31 zusammengefasst.
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Tabelle 31: Gegenuberstellung der Eigenschaften der Firefly -Luciferase und der Renilla -Luciferase
hinsichtlich ihres Anwendungsbereichs. Die Tabelle wurde verandert nach(Thorne et al, 2010).

Luciferase Spezies MW Emission ATP'. Substrat Halbwertszeit
abhangig i
Firefly Photinus D-Luciferin/
(FLuc) pyralis 62kDa 550-570 nm Ja ATP 3 Std.
Renilla Rer_ulla 36 kDa 480 nm Nein Coelenterazin 4,5 Std.
(RLuc) reniformas
0 Firefly-Luciferase + Mg?*
HO N OH 0 s, N O
,>_</ +ATP + 0, —< j + PP, + AMP + CO,
S N S
D-Luciferin Oxyluciferin
O
0
Renilla-Luciferase N_ _NH
| g
SN +CO,
HO
Coelenterazin Coelenteramid
Abbildung 20: Reaktionsprinzip der Biolumineszenzreaktionen der Firefly - und der Renilla-

Luciferase. Oben: Die Firefly-Luciferase katalysiert die ATPabhangige Umsetzung von f.uciferin zu

Oxyluciferin unter Erzeugung von LumineszenzUnten: Die Rerilla-Luciferase katalysiert die Umsetzung
von Coelenterazin zuCoelenteramid unter Bildung von LichtWahrend die Reaktion der Fiefly-Luciferase
ATP-abhéangig ablauft bendtigt die RenillaLuciferase kein ATP zur Erzeugung deBiolumineszenz.Die

Abbildung wurde in Anlehnung an Bioscience2016) erstellt.

Das Prinzip des Vektors pFR_HCV_xb ist bereits in Kapi@6.1 beschrieben die
entsprechende bicistronische mRNA isschematischin Abbildung 21 dargestellt. Die
Firefly-Luciferase wird elF4Aabhéngig translatiert und kann als Reporter der
Translationseffizienz verschiedener mRNAs, die durch entsprechend variierende
v-OTRs reprasentiert werden, genutzt werden. Die Translation der Renilauciferase
hingegen wrd durch eine HCVIRES reguliert und verlauft demnach elF4Ainabhéangig.
Daher kann die Reporteraktivitat der RenillaLuciferase als Transfektionskontrolle zur

Normalisierung der Translationseffizienz eingesetzt werden.
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5 -ﬂ—— FLuc RLuc ——AAAAA 3'

[ I I I I I
5'-UTR Firefly-Luciferase HCV-IRES Renilla-Luciferase Poly-(A)-Signal

! ! } !

elF4A-abhangig Translations- elF4A-unabhingig  Transfektions-
effizienz kontrolle

Abbildung 21: Schematische Darstellung de r bicistronischen mRNA de s Dual-Luciferas e-Reporter -
Plasmids pFR_HCV_xbDie Capabhéngige Translation der FireflyLuciferase ist elF4Aabhangigund wird
zur Messung der Translationseffizienz unterschiedlicher mRNAs, refisentiert durch variierende
v -OTRs, genutzt. Die durch die HCMIRES regulierte Capunabhéngige Translation der RenillaLuciferase
geschiehtelF4A-unabhéngig und kann daher als Transfektionskontrollderangezogernwerden.

Die Dual-Luciferase-Reporter-Assays wurden unter Zuhilfenahme des Dudluciferase®
Reporter Assay SystemsRromegg durchgefihrt. Zunachst wurden¢ p mtHepG2Zellen
pro Well einer schwarzen 96Well Platte (Cellstar® 96-Well Microplate, flat bottom black
polystyrene wells, sterile, Greiner BieaOne ausgesat. Diese wurden nach 2dtindiger
Inkubation bei 37 °C und 5% CQ mit dem entsprechenden Konstrukt des DLAPlasmids
pFR_HCV_xb gemal Kapitgl4.3transfiziert. Flnf bis sechs Stunden nach Transfektion
wurde eine Behandlung der Zellermit einem elF4AInhibitor oder einem zu testenden
potentiellen elF4AInhibitor entsprechend der in Kapitel 3.4.4 erlauterten Angaben
angeschlossen. Der DLA wurde 48tunden nach Behandlung gestartet. Hidif wurden
die Zelleneines jeden Wells mit 2QuL 1x Lysepuffer durch 20-minttiges Schitteln bei
37 °Clysiert. AnschlieRend wurden50 pL des LARI-Reagenzes, welches das Substrat fur
die Firefly-Luciferase enthaltmit einer 8-Kanal-Pipette zunactst in eine Richtungin jedes
Well pipettiert. Dieser Pipettiervorgang wurde in umgekehrter Richtung wiederholt, um
zu verhindern, dass einhergehende Pipettierverzogerungen die Reporteraktivitat
verfalschen. Dann wurde die Lumineszenz der Firefliyuciferase am SKIRE Il (Tecan
vermessen. Sobald die Messung beendet war, wurde da®B& Go®-Reagenz nach
gleichem Prinzip mit einer 8KanalPipette zu den lysierten Zellen gegebemnd die
Renilla-Aktivitat vermessen. Neben dem Substrat fur die Renilld.uciferase enthélt das

Stop & Gla®-Reagenz aul3erdem eien Quencher, der die Reaktion der FirefjLuciferase
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abstopptund so die ausschliel3the Messung der RenillaAktivitat ermdglicht . Die fir den

DLA verwendetenMessparameter konnen inTabelle 32 eingesehen werden.

Tabelle 32: Einstellungen am Mikrotiterplatten -Reader SAFIRE Il (Tecan) zur Messung des Dual-
Luciferas e-Assays.

Messparameter Einstellung
Modus Lumineszenz
Integrationszeit 1000 ms
Plattenbezeichnung GRE96fb.pdf
Schitteldauer (kreisférmig, medium) 5s
Einschwingzeit 2s
Temperatur 37°C

Fur die Auswertung der Reporteraktivitaten wurde sowohleine Normaliserung auf die
Transfektionskontrolle (FLuc-Aktivitat/RLuc -Aktivitat) als auch auf eine mitgefihrte
DMSQOKaontrolle vorgenommen.Die Translationseffizienzensind jeweils als Mittelwerte
mehrerer biologischer Replikate (n2 3), die wiederum pro Versuchstag mehrere
technische Replikate(n 2 4) enthalten, dargestellt. Eine Translationseffizienz tber eins
entspricht demnach einer erhéhten Translation gegentber der DMSKontrolle, wahrend
eine Translationseffizienz unter eins eine Verminderundezogen auf die DMS®ontrolle

bedeutet. Die Fehlerbalkenreprasentieren die Standardabweichung des Mittelwerts

(SEM).
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Untersuchung von RNA-Sequenz- und -Strukturelementen zur

Vorhersage der elF4A -Abhangigkeit

Anknupfend an die Ergebnisse vorheriger Studier{Obermann 2017; Schulte 2019)
sollten mithilfe des DualLuciferase-Assays (DLA) weitere RNAequenz und Struktur-
elemente unterswcht werden. Dazu wurde der selektive elF4Anhibitor Silvestrol
eingesetzt, um eine Aussage uber eine mogliche elFMdhangigkeit der viralen
Proteinsynthese treffen zu kbnnenAus den vorangegangenen Studien war bekanrtass
die v OTRs einigerEbolaviruss-mRNAseine elF4Aabhangige Translation bedingenim
DLA auRerte sich dies in einer Reduktion der Translationseffizienz(TE) um
durchschnittlich etwa 25 % bei Behandlungder Zellenmit Silvestrol (Muller et al, 2018).
Weiterhin wurde bereits untersucht, welchen Einfluss @r Austausch, die Deletion, die
Insertion oder die gezielte Modifikation von Haarnadelstrukturen auf die Translations
effizienz haben Dabei wurde festgestellt, dasseine Deletion A A O -termi@alen
Haarnadelstruktur den durch Silvestrol hervorgerufenen E#kt der Reduktion der
Translationseffizienz abschwéacht(VP35-3- ( 0 \Wedin die Gesamtlange und Komplexitat
A A QUTR @n Verhaltnis zur Haarnadelstrukturdeutlich iberwiegen,scheintder Einfluss
des Hairpins auf die Translationseffizienz vernachlassigbarzu sein(NP- ( 0 8 $ OOAE
eine Reduktion der Translationseffizienz mit Silvestroinduziert werden. Dieser Effekt

zeichnete sth deutlicher ab, wenn derHairpin AT A AefninaleDEnde statt an das

cOAOI ET Al A %UTR Aposifodiedt wurde (3 1 T A BPI56ID versus
B-' 1 1T ABMPIEEE). Eine Modifikation der Haarnadelstruktur wurde durch
Stabilisierung der Stammregion E 1 A AUDR wor© VP35 bewerkstelligt. Diese

Modifikation resultierte in einer verstarkten Reduktion der Translationseffizienz
gegeniber den unveranderten Konstrukt (VP35-stab.HP).
Aufbauend auf diese Erkenntnissesollten mithilfe des DualLuciferase-Assays (DLA)
weitere Veranderungen der v €@rminalen Haarnadelstruktur der VP35mRNA des
Ebolavirus hinsichtlich der Translationseffizienz untersucht werden. Den Messungn
vorangestellt waren die Klonierungen der entsprechenden Dualuciferase-Reporter-
Konstrukte, die PCRbasiert erstellt wurden (detaillierte Beschreibung siehe KapiteR.6.1
und Kapitel 3.4.6). Dieim DLA gemessenenTranslationseffizienzenwurden sowohl auf
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die Aktivitat der Renilla-Luciferase als Transfektionskontrolle als auch awgine mit DMSO
behandelte Kontrolle normiert. In den folgenden Abbildungen sind jeweils die
Translationseffizienzen der unterschiedlichen Konstruktedargestellt, die 48 Stunden
nach Behandlung mit Silvestrolgemessen undauf die entsprechenden DMS®ontrollen
der jeweiligen Konstrukte normalisiert wurden. Eine Translationseffizienz von eins
deutet demnachauf eine elF4A-unabhangige Translationhin, da die durch Silvestrol
induzierte Inhibition von elF4A keine Auswirkungen auf die Translationseffizienz
verglichen mit der DMSQKontrolle hat. Liegt die Translationseffizienz untereins,ist die
Translation der entsprechenden Reporter-mRNA durch die Inkubation der Zellen mit
Silvestrol gegeniber der DMS®ontrolle vermindert, was eine elF4AAbhangigkeit
vermuten lasst Samtliche Mittelwerte der gemessenen Translationseffizienzen sowie
eine Ubersicht Gber die RNASekundarstrukturvorhersagen der im DLA getesteten
v -OTRs inklwsive einiger sequenzspezifischer Eigenschaften sifchbelle Al und Tabelle

A5 desAnhangs zu entnehmen.

Da sich in den vorangegangen Arbeiten abgezeichnet hat, dass mit zunehmender
Gesamtlange sowie Komplexitat deuntersuchten v -OTRs weniger Aussagen Uberden
Einfluss einzelnerRNA-Struktur - oder -Sequenzelementegetroffen werden kénnen (vgl.
NP-3 ( 0 h-Nhd @der NP3 ( @& oHP), wurde der Fokus auf dieverhaltnismaRig kurze

v -OTR von VP35 der EbolavirusnRNA gelegt, die eine Gesamtlange von Bp aufweist,
darunter die 22 bp lange Haarnadelstruktur mit einem Stamm bestehend aus einembp
langen Duplexbereich. Anknipfend an die Erkenntnisse hinsichtlich der Deletion sowie
der Stabilisierung des VP35Hairpins, war zu erwarten, dassur eine elF4Aabhangige
Translation der Hairpin alleine vermutlich bereits ausreicht, sodass die ReportemRNA-
Spiegel durch Silvestrol in Gegenwart des VP33airpins reduziert werden. Das wirde
erklaren, warum die Deletion desHairpins eine erhdhte Translationseffizienz gegentuber
der nativen VP35u -OTRzeigt, wahrend dieStabilisierung eine geringere Translations
effizienz aufweist(vgl. Abbildung 22) (Obermann 2017;Schulte 2019). Aus diesem Grund
wurde in einem weiteren ReporterKonstrukt die 22 bp lange Haarnadelstruktur im DLA
vermessen (VP35nurHP). AuRerdem wurde der Stammbereich des VP3Blairpinsdurch
einen GCStretch mit einem Duplexbereich von 1bp ersetzt (VP35GCHP) um den
Einfluss stabilee GCBasenpaare auf die Entwindungsaktivitdt von elF4A ableiten zu

koénnen. Damit aulRerdem potentiell strukturierte Bereiche innerhalb der restlichen
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4 Ergebnisse und Diskussion

v-OTR von VP35, die derHairpin flankieren, vernachléssigt werden kénnenwurde
zudem ein alternierender Purin-Pyrimidin -Stretch mit einer L&dnge von 3®p (AC)s an
A A O-EndeDdes erwdhnten VP385GHairpins angehéngt. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind in Abbildung 22 dargestellt.

=3 5nM Slvestrol
B 10 nM Slvestrol

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)

—{keine Firefly-Aktivitat messbar

0,24
0,0 T T T T
& FE S
8 & N
o0 K7 g5 P
& T ¥ s

Abbildung 22: DLA in HepG2-Zellen zur Untersuchung des Einflusses von Modifikationen der VP35-
Haarnadelstruktur des Ebolavirus . Dargestellt ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und
10 nM Silvestrol, normalisiert auf die entsprechenden DMS®ontrollen (n 1 3).

Wie zu erwarten wird die Translationseffizienz von VP3gurHP durch Silvestrot
behandlung herunterreguliert. Das lasst darauf schlie3en, dass die Haarnadelstruktur
eine elF4Aabhéngige Translation bedingt.Die Substitution des Stammbereichs des
VP35 Hairpins durch einen stabilisierenden GGStretch verursacht eine Abschwachung
des durch Silvestrol hervorgerufenen EffektesDies kénnte mit der erhéhten Gibbs
Energie (freie Enthalpie), die durch die stabilen GBasenmarungenhervorgerufen wird,
zu begriinden sein(v U A h , 2001). Bid eBhohte Stabilitat derHaarnadelstruktur tragt
dazu bejdasseine Entwindung durch elFA sehr energieaufwandigst. In diesem Kontext
konnten O %und Kollegen feststellendassmit Erhohung desGGGehals innerhalb des
Duplexbereiches die Entwindungsrate von elF4Aim Komplex mit elF4G und elF4B
reduziert wird (v UA h , 2001). obadd dieser GGHairpin von einem dternierenden
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4 Ergebnisse und Diskussion

Purin-Pyrimidin -Stretch mit einer Gesamtlange von 30p (GCHP+(AG)) flankiert wird,
ist weder mit den mit Silvestrolbehandelten Proben noch mit den DMS®ontrollen eine
Firefly-Reporteraktivitat zu messen. Das deutet darauf hin, dass delG®Duplexbereich in
Kombination mit dem unstrukturierten Purin -Pyrimidin -Stretch (AC)s nicht mehr durch
elF4A entwunden werden kann oder anderweitig eine Rekrutierung des 43S
Prainitiationskomplexes verhindert wird, wodurch die Translation des Firefly
Luciferase-Gensvollstandig unterbunden wird. Die Grinde hierfir sind unklar, da diese
vollstandige Inhibition der Translation ungewéhnlichist.

Um abseits des GHairpins den Einfluss des PurirPyrimidin-Stretches zu
charakterisieren, wurden an die native VP35Haarnadelstruktur alternierende Purin-
Pyrimidin -Sequenzen unterschiedlicher LaAnge angehéngt (VP38 +(AC)). Die kirzeste
Sequenz, bestehend aus dealternierenden Anordnung der Purinbase Adenin und der
Pyrimidinbase Cytosin, wies dabegine Lange von 1(bp auf((AC)s), die langste erstreckte
sich Uber 50bp ((AC)2s). Da aus einigen Studien hervorgeht, dass Rocaglanirivate
die Bindung von elF4A an PolypurifSequenzen fixieren, wurden auf3erdem Polypurin
Stretches, bestehend aus Adenimind Guaninbasen, mit einer Lange von 1i6p, 20bp und
30 bp (VP35HP+(AG)) an die Haarnadelstruktur angehangt (vglAbbildung 23) (lwasaki
et al, 2016).

o T
T e

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Konstrukte VP35 -HP+(AC)n und VP35-HP+(AG)n. In
Schwarz: Alternierende PurinPyrimidin -Sequenzen (AGy) in Rot: PolypurinSequenzen (AG)

Generell kann festgehalten werden, dass mit zunehmender Lange des PuRyrimidin -
Stretches die Translationseffizienz durch Silvestrol weniger beeinflusst wird (vgl.
Abbildung 24). Demnach scheint die elF4Abhangigkeit mit zunehmender Lange der

unstrukturierten Purin-Pyrimidin -Sequenz vermindert zu werden.
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Abbildung 24: DLA in HepG2Zellen zur Unter suchung des Einflusses von alternierenden Purin -
Pyrimidin -Sequenzen (AC) oder Polypurin -Sequenzen (AGh in Kombination mit der VP35-
Haarnadelstruktur der Ebolavirus -mRNA. Dargestellt ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit
5 und 10nM Silvestrol, normalisiert auf die entsprechenden DMS®ontrollen (n 1 3).

Ein Minimum ist bei einer Lange von 3®p erreicht (vgl. VP35HP+(AC)s). Hier ist die
Translationseffizienz bei Behandlung mit ;M Silvestrol nicht von der DMS&Kontrolle
zu unterscheiden (TE:1,00 £ 0,05), was darauf hindeutet, dass die Translati®ginitiation
ohne elF4A ablauft. Mdglicherweise stellt der unstrukturierte PurirPyrimidin -Stretch
AET A n, AT AAPI A O®IEIdD, IscdlasgrlieCEntdiddliingsaktvaat von elF4A
nicht bendtigt wird, wie es in einer Publikation vonHINNEBUSCHIber den Scanvorgang des
43SPIC und die Erkennung des Startcodons zusammengefasst witdinnebusch 2011).
Im Gegensatz zu den unstrukturierten PurirPyrimidin-Sequenzen, ist in Anwesenheit
der Polypurin-Sequenzein gegenteiliger Effektzu beobachten: Mit zunehmender Lange
des Polypurin-Stretches wird auch die Translationseffizienz zunehmend durch Silvestrol
reduziert. Dies steht im Einklang mit bereits publizérten Daten, die zeigen, dass
RocaglamidDerivate die Affinitat von elF4A zu Puriareichen RNAs erhghen, die Bindung
von elF4A an die PolypuriRRNA fixieren und so den Scanvorgang des 483C verhindern
(Chu et al. 2020; Iwasaki et al, 2016). Dieser Effekt soll jedoch starker bei Rocaglamid

Derivaten ohne DioxanRest ausgepragt sein, wohingegen Silvestrol vor allem die
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4 Ergebnisse und Diskussion

Translation von strukturierten Sequenzen mit GQuadruplexen und RNAs mit geringem
GCGehalt inhibieren sdl (Rubio et al. 2014; Wolfe et al, 2014). Nichtsdestotrotz zeigen
die Ergebnisse des DLAs, dass die Translationseffizienz nsteigender Lange der
Polypurin-Sequenzunehmenddurch Silvestrol reduziert wird. Das lasst vermuten, dass
auch Silvestrol die Bindung von elF4A an Polypuri$equenzen festidmmt und so den
Scanvorgang des 43%®ICs verhindert Dies wiederum auf3erst sich ireiner verminderten
Expression des Reportergens.

Wahrend mit Silvestroldemnachgegeniber alternierenden PurinPyrimidin -Sequenzen
keine elF4AAbhéangigkeit zu beobachten ist(vgl. VP35HP+(AC)15), wirkt sich die
Inhibition von elF4A mit Silvestrol in Gegenwart von PolypurirRSequenzen in einer
verminderten Translationseffizienzaus. Um diese beiden Effekte zu vereinemurde die
30 bp lange Purin-Pyrimidin -Sequenz(AC)s durch einen 5bp langen PolypurinStretch
(AG)s unterbrochen. Hier wurde zwischen einer mittigen Positionierung der Polypurin
Sequenz(VP35-HP+PolyAGMIid(AG)) und AET AO OAOI ET AT AT -QrndOEOQET 1
v-Bnde des PurinPyrimidin -Stretches (VP35-HP+PolyAGterm(AG)2;5) unterschieden
(vgl. Abbildung 25). Die Gesamtlange von 306p wurde dabei beibehalten.

R I L

VP35-HP+(AC) 5 VP35-HP+PolyAC-term(AG), s VP35-HP+PolyAC-mid(AG)s - (AG)n

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Konstrukte VP35 -HP+(AC)is, VP35-HP+PolyAC-
mid(AG) s und VP35-HP+PolyACterm(AG) 25. In Schwarz: Alternierende PurinPyrimidin-Sequenzen
(ACh, in Rot: PolypurinSequenzen (AG)

Wie zu erwarten, wird die Translationseffizienz durch Einfligen der PolypurisSequenz
im Vergleich mit dem reinen PurinPyrimidin-Stretch mit Silvestrol heruntemreguliert
(vgl. Abbildung 26). Die Positionierung der PurinSequenz spielt dabei eine
untergeordnete Rolle, da die Translationseffizienzerder Konstrukte mit terminaler
Positionierung sowie mittiger Positionierung des PolypurinStretchesin einem &hnlichen
Bereich liegenund sich nicht signifikant voneinander unterscheider{vgl. auchTabelle Al

im Anhang).
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= 5nM Slvestrol

l = 10 nM Sivestrol
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Translationseffizienz
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Abbildung 26: DLA in HepG2-Zellen zur Untersuchung des Einflusses der Positionierung von
unstrukturierten, einzelstrangigen Bereichen, die die VP35 -Haarnadelstruktur des Ebolavirus
flankieren. Dargestellt ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und 18M Silvestrol,
normalisiert auf die entsprechenden DMS&ontrollen (n'| 3).

Eine Eigenschaft, die alléisher getesteten Konstrukte zur Untersuchung des Einflusses
von Purin- oder Purin-Pyrimidin-3 ANOAT UAT CAIT AET -Erkidafel h
Haarnadelstruktur von VP35. Um die unstrukturierten Sequenzabfolgen separat
betrachten zu konnen, wurde in einem n&chsten Ansatz der VP33airpin deletiert.
Neben einer 30bp langen PolypurinSequenz ((AGy) und einer alternierenden Purin
Pyrimidin-Sequenz ((AC)) gleicher Lange wurde die PurirPyrimidin-Sequenz
AOn AOAAIT -@imidl oyACUWQMG)) als auch mittig(PolyAGmid(AG)n) durch
eine Polypurin-Sequenz mit zunehmender Lange ersetzf{vgl. Abbildung 27). Die

Gesamtlange von 3@p wurde abermalsnicht verandert.
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-_ ;— —_ (AC)H

Abbildung 27: Schematische Darstellung der Konstrukte ( AC)s und PolyAC-u QAG). (links) sowie
PolyAC-mid(AG) n und (AG)1s (rechts). In Schwarz: Alternierende PurinPyrimidin-Sequenzen (AG) in
Rot: Polypurin-Sequenzen (AGy)

Wie sich auch schon in den vorherigen Untersuchungen abgezeichnet hat, wird der
Einfluss von Silvestrol auf dieTranslationseffizienz mit Zunahme des PolypuripAnteils
starker (vgl. Abbildung 28). Grundlegend kann der Trend beobachtet werden, dass mit
steigendem Pdypurin -Gehalt auch die Translationseffizienz starker herunterreguliert
wird. Dieses Phanomen scheint fur die zentrale Positionierung der PolypurBequenz
(PolyAGmid(AG)n) etwas starker ausgepragt zu sein als fur die Positionierung am
v -Derminus (PolyAGterm(AG)n).
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Abbildung 28: DLA in HepG2-Zellen zur Untersuchung des Einflusses der Positionierung von
Polypurin -Sequenzen zunehmender L&ange innerhalb einer alternierenden Purin  -Pyrimidin -
Sequenz (PolyAC). Dargestellt ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und 10M Silvestrol,
normalisiert auf die entsprechenden DMS&ontrollen (n1 3). Innerhalb einer alternierenden Purin
Pyrimidin-3 ANOAT U x O O A Aetmina hls &uéhl mittig ®olypurin-Sequenzen unterschiedlicher
Lange eingefiigt, wobei eine Gesamtlange von B beibehalten wurde.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die starkste Reduktion der Translationseffizienz ist mitdem ausschlie3lich aus
Purinbasen bestehenden Konstrukt (AG} zu erkennen. Die Translationseffizienz der
alternierenden Purin-Pyrimidin -Sequenz (AG} wird im Gegensatz dazu gegeniber der
DMSQOKaontrolle hochreguliert. Der Effekt, der bei den PolypurinSequenzen zu

AAT AAAEOAT EOOh EETTOA AOT AOO 1 EO AAI AAROAE(
Polypurin-Regionen durch Silvestrol zu erklaren seir{lwasaki et al, 2016, 2019) Die
Hochregulation des PurirPyrimidin-Stretches (AC)s konnte dadurch verursacht

werden, dass elBA-abhangige mRNAs durch die Silvestrahduzierte Inhibition der

Helikase vermindert translatiert werden. Das wiederum kénnte zur Folge haben, dass

mehr 43SPICs fir die Translation elF4Aunabhangiger mRNAs zur Verfligung stehen,

was in einer Erhohung der Translationseffizienz gegeniber der DMS®ontrolle
resultieren wirde. Ein &hnlicher Effekt ist auch bei der in den vorherigen Arbeiten
OAOx AT AAOAT . ACAOE ORBITR OM@®IGIobinku bEdbackdn. Gluch hieh O v O
wirkt sich die Behandlung mit Silvestrol in einer Zunahme der Translationseffizienz aus
(Obermann 2017;Schulte 2019).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.2 Vergleich der Wirkungsweise des Naturstoffs Silvestrol mit dem

synthetischen Rocaglamid -Derivat CR-31-B (-)

In vorangegangen Studien wurde die elF4Abhangigkeit durch Messung der
Translationseffizienzverschiedener ReportermRNAsnachInhibition von elF4A mit dem
Naturstoff Silvestrol untersucht (Obermann 2017; Schulte 2019). In der Arbeitsgruppe
um PROF DR. HANSGUIDO WENDEL (MSKCC New York) ist neben Silvestrol auch das
synthetische RocaglamieDerivat CR31-B (-) als elF4AlInhibitor in der Krebstherapie
etabliert (Wolfe et al, 2014). Um zu Uberprifen, ob ein synthetisches, weniger komplex
strukturiertes RocaglamidDerivat einen a@hnlichen Effekt auf die Translationseffizienz
hat, wie der Naturstoff Silvestrol,sollte daher das synthetischeCR31-B (-) im DLA neben
Silvestrol getestetwerden. Da der DLA in der Krebszelllinie HepG2 durchgefiihrt wird,
war es notwendig, zuerst die zytotoxischen Eigenschaften von €R-B in dieser Zelllnie
zu analysieren Weil Rocaglamid-Derivate fir ihre antitumorale Wirkung bekannt sind,ist
mit einer Hemmung der Zellproliferation bei geringen Konzentrationen zu rechnen
(Hwang et al, 2004). Aus diesem Grundwurden mithilfe eines WSTF1-Assays dieCGo-
Werte (cytotoxic concentration of haHnaximal reduction of cell viability der beiden
Enantiomere sowie des racemischen Gemischs von -GR-B bestimmt, um im Dual-
Luciferase-Assay eine Konzentration, bei der die zytotoxischen Eigenschaften noch
unbedenklichen sind, einsetzen zu kdénnen(vgl. Abbildung 29). Das inaktive (+}Enan
tiomer von CR31-B zeigt wie zu erwarten kaum zytotoxisché&igenschaften im getesteten
Konzentrationsbereich von 0,5nM bis 1 uM. Bei CR31-B (-) hingegen sind bereits bei
19,34nM 50% der HepG2Zellen abgetdtet.Das racemische Gemisch CRL-B (rac) ist
erwartungsgemal etwas weniger toxisch als daseine (-)-Enarntiomer, liegt mit einem
CGo-Wert von 46,30nM jedoch auch noch imniedrigen nanomolaren Bereich. Fir
Silvestrol wurde in vorherigen Experimenten ein Cé&-Wert von 19,22nM in HepG2
Zellen bestimmt, daher war damit zu rechnen, dassich der CGo-Wert des Rocaglamid
Derivats CR31-B (-) in einem ahnlichen Konzentrationsbereich wiederfindet(Schulte
2019). Auch stehen die erhaltenen Ergebnisse irkinklang mit bereits publizierten
Studienaus der Krebsforschungbei denen CR31-B (-) bereits im niedrigen nanomolaren

Bereich (~25 nM) eine antitumorale Wirkung zeige (Wolfe et al, 2014).
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Abbildung 29: WST-1-Assay von CR31-B (+), CR31-B(-) und CR-31-B (rac) in HepG2-Zellen zur
Bestimmung de r CGo-Wert e. Die Proliferation der HepG2Zellen wurde 48 Stunden nach Behandlung der
HepG2Zellen mit dem jeweiligen RocaglamieDerivat mithilfe eines WSTF1-Assays bestimmt.Der CGo-
Wert entspricht der Konzentration, bei der 50% der Zellen abgetdtet sindWahrend das (+}Enantiomer
im getesteten Konzentrationsbereich nahezu keine Zytotoxizitdt aufweist, liegt der eSNert des
(-)-Enantiomers bei 19,34 nM Das racemische Gemisch GRL-B (rac) ist mit einem CGo-Wert von
46,30 nM etwas weniger toxisch.

Da der C&-Wert von CR31-B(-) im gleichen Konzentrationsbereich wie der von
Silvestrol liegt, wurden fur den DLA die bereits fur Silvestrol bewahrten Konzentrationen
von 5nM und 10nM gewahlt. Um im nachsten Schritt die elF4S&pezifitat von
CR31-B(-) zu duberprufen, wurde zunachst die Translationseffizienz der bereits
etablierten Positiv- und Negativkontrollen im DLA vermessenAls Positivkontrolle diente
A E AUTR @es ProtoonkogensdIM1, fir das bereits eine durch Silvestrol induzierte
Inhibition von elF4A beshrieben werden konnte (Schatz et al. 2011). Als
Negativkontrolle wurde A E AUTR @nR-Globineingesetzt Hierbei handelt es sich um
ein Haushaltsgen das konstitutiv exprimiert wird und dessen Translationsinititation
elF4A-unabhangig ablauft(Thellin et al, 1999). Um auch die antivirale Aktivitdt von
Silvestrol und CR31-B (-) im DLA vergleichen zu kénnenwurde A E AUTR @n VP35 der
EbolavirussmRNA als Modellsystem gewahlt, da diese verhaltnismallig kurz ist und auch
in den vorherigen Studien zur Testung vorVariationen der Haarnadelstruktur im DLA
eine moderate Herunterregulation der Translationseffizienz beinhibition von elF4A mit

Silvestrol gezeigt hatDie gemessenerTranslationseffizienzenE1 ' ACAT xW@d AAO
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von 3-Globin, PIM1 und VP35zum Vergleich der Aktivitaten von Silvestrol und CR31-B

sind in Abbildung 30 dargestellt. Die Mittelwerte der gemessenen Translationseffizienzen

sowie eine Ubersicht iiber die RNB AE OT AROOOOOEOOOOT OEAURA CAT
inklusive einiger sequenzspezifischerEigenschaftensind in Tabelle A1 und Tabelle A2

desAnhangs zu finden.
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Abbildung 30: DLA in HepG2-Zellen mit A A1 -UTRS von R-Globin, PIM1 und VP35 zum Vergleich
der Aktivititen des Naturstoffs Silvestrol (grau) mit dem synthetischen Rocaglamid -Derivat
CR31-B(-) (rot) und dessen inaktivem Enantiomer CR -31-B(+) (blau) . Dargestellt ist die
Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und 1@M Silvestrol, CR31-B(-) oder CR31-B(+),
normalisiert auf die entsprechenden DMS&ontrollen (n | 3).

Zunachst ist zu erkennen, dass CRL-B (+) keinen Effekt auf die Translationseffizienz
ausubt. Sowohl mit der Negativkontrolle RGlobin als auch derPositivkontrolle PIM1
O xEA A A OUTE R A/P3A bind kaDm Unterschied in der Translationseffizienz
verglichen mit der DMSGKontrolle zu detektieren. Die Werte der Translationseffizienzen
liegen fur alle Konstrukte im Bereich von eins. Daraus ist ahbleiten, dass CR31-B (+)
keine Inhibition von elF4A induziert. Andernfalls ware eine Herunterregulation der
Negativkontrollen, wie sie mit Silvestrol zu beobachten ist, zu erwarte Das

(-)-Enantiomer hingegen zeigt eine Hochregulation der Translation$gzienz im Kontext
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der B-Globin-u -OTR gleichzeitig wird die Translationseffizienz der Positivkontrolle PIM1
um etwa 50% herunterreguliert. Das deutet darauf hin, dass aucER31-B (-) in diesem
Assay eine elF4Anhibierende Wirkung zeigt, da die elF4Aabhangige Translation von
PIM1 in Gegenwart von CR1-B(-) vermindert ist. Ein Unterschied zwischen dem
natirlichen und dem synthetischen elF4A 1 EEAEOT O EOO E{UTRvaAd | A AA
VP35 zu beobachten. Wéahrend mit Silvestrol eine moderate Reduktialer Translations
effizienz um 25730% gemessen werden kann, wirddie durch die VP35uv-OTR
vermittelte Translationseffizienz in Gegenwart von CR1-B (-) kaum beeinflusst. Dies
lasst vermuten, dass die beidenRocaglamidDerivate sich in ihrer Wirkweise
unterscheiden und ggf. unterschiedliche RN&Substratefir eine effiziente Inhibition von
elF4A bevorzugen. Um diesem Phanomen weiter nachzugehen, wurdsinige derzuvor
bereits mit Silvestrol untersuchten Varianten des VP35Hairpins, flankiert mit einer
Polypurin-Sequenz oder einer alternierenden PurirPyrimidin -Sequenz gleichermal3en
im DLA in Gegenwart vorCR-31-B (-) vermessen (vglAbbildung 31).
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10 nM CR-31-B (-)
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Abbildung 31:DLA in HepG2-Zellen mit Variationen der VP35-Haarnadelstruktur zum Vergleich  der
Aktivitat en von CR-31-B (-) und Silvestrol. Dargestellt ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit
5 und 10nM Silvestroloder CR31-B (-), normalisiert auf die entsprechenden DMS&ontrollen (n | 3).
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Hier ist zu erkennen, dass weder die Translationseffiziendurch die Haarnadelstruktur
alleine (VP35nurHP) nochdurch die Haarnadelstruktur in Kombination mit einer 10 bp
langen PolypurinSequenz (VP38HP+(AG)) von CR31-B(-) herunterreguliert wird.
Jedoch ist in Gegenwart des Polypuristretches kein Anstieg der Translationseffizienz
gegenuber der DMS&Kontrolle zu vermerken, wie es fur VP3surHP der Fall ist.
Dennoch ist es verwunderlich, dassnit CR31-B (-) trotz des Polypurin-Stretcheskeine
Verminderung der Translationseffizienz beobachtet werden kann. Eine Begriindung
hierfir konnte die fehlende DioxanrGruppe sein, die nur bei Silvestrol zu finderst, nicht
aber bei CR31-B.Mdoglicherweise kann CR31-B (-) in Gegenwart der Haarnadelstruktur
wegen des fehlenden DioxatRings keine stabile Fixierung der Bindung von elF4A an die
RNA ermoglichen. Silvestrol hingegen kénntemit der Dioxan-Gruppe eine zsatzliche
Interaktion ausbilden und so auch RN#Strukturen direkt an elF4A fixieren (Mdller,
Obermann, Schulte, et aR020). Um diese Hypohese zu bekraftigen, bedarf es allerdings
weiterer Untersuchungen, weshalb diese Annahmm einem spateren Kapitel nochmals
ausfuhrlicher und anschaulicher diskutiertwird (vgl. Kapitel 4.7). Da mit dem Arhdngen
alternierender Purin-Pyrimidin-Sequenzen an den VP3Bairpin in Gegenwart von
Silvestrol bereits eine Neutralisation der Translationseffizienz hin zur DMS®ontrolle
registriert wurde, war nicht zu erwarten, dass mit CR81-B (-) eine Herunterregulation zu
erkennen ist. Dies spiegeln auch die gemessenen Translationseffizienzerermittelt
durch VP35HP+(AC)o und VP35HP+(AC)s, wider. Hier zeigt sich erneut eine
Hochregulation der Translationsdfizienz, die vermutlich darauf zuriickzufthren ist, dass
andere durch CR31-B (-) inhibierte, elF4A-abhangige mRNAs nicht mehr translatiert
werden kdnnen, was sich in einer Zunahme der Translationseffizienz der untersuchten
Konstrukte &uf3ert, deren Transldion nicht auf elF4A angewiesen istDamit auch mit
CR31-B(-) eine isolierte Aussage uberden Einfluss von PolypurinSequenzen bzw.
alternierenden Purin-Pyrimidin -Sequenzen getroffen werden kann, wurden die 3bp
langen Sequenzen (AGy und (AChs in Gegenwart des synthetischen Rocaglamid
Derivats im DLA vermessen. Da zuvor beobachtet werden konnte, dass mit dem Anhangen
eines PurinPyrimidin -Stretches die vorhergesagte elF4Abhangigkeit verloren geht,
wurde diesmal eine alternierende Purin-Pyrimidin-Sequenz mit zunehmender Langan
eine 10bp lange PolypurinSequenz angefigt ((AG3+(AC)) (vgl. Abbildung 32).
Erwartungsgemal sollte hierbei eine Normalisierung der Translationseffizienz in

Richtung der DMS&Kontrolle erfolgen. Ahnlich wie mit Silvestrol ist in Gegenwart der
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Polypurin-Sequenz (AGk eine deutliche Reduktion der Translationseffizienz um tber
80 % auf einen Wert von 0,18+ 0,01) mit 10 nM CR31-B (-) zu erkennen. Die Sequenz
bestehend aus den alternierenden Purinund Pyrimidinbasen Adenin und Cytosin (AG},

zeigt ebenfalls den erwarteten Effekt der Hochraglation der Translationseffizienz.
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Abbildung 32: DLA in HepG2-Zellen mit Polypurin - und alternierenden Purin -Pyrimidin -Sequenzen
zum Vergleich der Aktivitat von CR -31-B (-) und Silvestrol. Dargestellt ist die Translationseffizienz nach
Behandlung mit 5 und 10nM Silvestrol oder CR31-B (-), normalisiert auf die entsprechenden DMSO
Kontrollen (n | 3).

Fur die 10bp lange PolypurinSequenz, die von einem AStretch zunehmender Lange
flankiert wird, sind keine signifikanten Unterschiede festzustellen. Zwar wird die
Translationseffizienz fur den 25bp langen AGStretch (AG}+(AChzs sowohl mit
Silvestrol als auch mit CR81-B(-) am wenigsten durch die RocaglamiDerivate
beeinflusst, jedoch lasst sich kein eindeutiger Trend fur eine Zunahme oder Abnahme der

Lange des PurirPyrimidin-Stretches abzeichnen. Im Gegensatz zu denzuvor

z A~ o~ N oA Z A . AN oA

Effekte von CR31-B(-) und Silvestrol in dieser Serie nur marginal. Auch ist mit

CR31-B(-) diesmal eine Herunterregulation der Translationseffiziez trotz Anhangen
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des ACGStretches zu sehen, was die Hypothese bekraftigt, dass die Unterschiede zwischen
Silvestrol und CR31-B(-) in der Affinitait gegenuber RNASubstraten mit Duplex
Bereichen zu finden sein konnten. In diesem Kontext wurde eine weitere
Haarnadelstruktur des EbolavirusGenoms der NRHairpin, als Modellsystem gewéhlt. Da
in den vorherigen Arbeiteni E O AUTR von NP, die eine Gesamtlange von 4ig
aufweist, wenig Rilckschlisse in Bezug auf einzelne Sequenz bzw. Struktur-
veranderungengezogen werden konnten, wurde in diesem Falle die Haarnadelstruktur
isoliert von der restlichen NRu -OTR betrachtet(Obermann 2017; Schulte 2019). Da in
der Arbeitsgruppe HARTMANN auch die Transkription und Replikation des Ebolavirus
erforscht wird, wurde zudem nicht nur die NRHaarnadelstruktur auf mMRNAEbene(NP-
nurHP) inspiziert, sondern zusétzlich auch die geomischeSequenz des NPHairpins (NP-
HP-genomisch), die zwar komplementar zur mRNA ist, aber eine andere Sekundéar
struktur ausbildet, im DLA vermessen. Hinzu kommen die Mutationen an Position 4
(NP-HP-G4U) und an Position 20 (NRHP-C20A bzw. NPHP-genom-G20U), die eine
Destabilisierung bzw. vollstandige Auflosung der Haarnadelstruktur bewirken (vgl.
Tabelle A5 im Anhang).Wie in Abbildung 33 zu erkennen ist, sil abermals Unterschiede
zwischen Silvestrol und CR31-B (-) zu beobachten. Wahrend mit Silvestrol in Gegenwart
aller Variationen des NRHairpins eine verminderte Translationseffizienz gegentber der
DMSQKaontrolle erfasst werden kannhat CR31-B (-) entweder nahezu keinenEffekt auf
die Translationseffizienz oder verursacht eine Zunahmelieser. Interessanterweise tbt
Silvestrol in Gegenwart der unstrukturierten Modifikation NRHP-genom-G20U ein@é
starkeren Effekt auf die Translationseffizienz aus als in Gegenwart der nativen
genomischen Haarnadelstruktur (NPHP-genomisch).Diese Reduktion der Translations
effizienz, die durch Silvestrol verursachtwird, kann demnachnicht ausschlief3lichauf die
Sekundarstruktur zurtckzufuhren sein, sondern muss aul3erdemdurch sequenz
spezifische Parameterhervorgerufen werden. Beziiglich der Mutationen an Position 4
und an Position 20 des NFHairpins auf mMRNAEbene ist eine leichte Abschwéchung der
durch Silvestrol induzierten Herunterregulation der Translationseffizienz zu erkennen.
Da die Haarnadelstruktur bei beiden Modifikationen bestehen bleibt undlediglich der
Stammbereich an wenigen Positionen durckineninternal loop unterbrochen wird, sollte
die durch Silvestrol verursachte Redukbn der Translationseffizienz auch fur die
Mutationen in einem ahnlichen Ausmal bestehen bleiben. Angesichts dieser Vermutung,
entsprechen die Ergebnisse der MutationerNP-HP-G4U und NPHP-C20A also den
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Erwartungen. Was CR31-B(-) angeht, sind Aussagen hsichtlich der Affinitdt zu
unterschiedlichen Sequenzoder Strukturelementen, die innerhalb der NPKonstrukte zu
finden sind, nur begrenzt abzuleiten. Zwar kann mit ®M CR31-B(-) fur die NP-
Haarnadelstrukturen auf mRNAEbene eine minimale Reduktion derTranslations-
effizienz um maximal 10% festgestellt werden, jedoch sind keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelneiWariationen auszumachen

5 nM Slvestrol
10 nM Silvestrol

5nM CR-31-B (-)
10 nM CR-31-B (-)

10 10

1,0_ E

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)
o
©
]

Abbildung 33:DLA in HepG2-Zellen mit Variationen desNP-Hairpins zum Vergleich der Aktivitat von
CR31-B (-) und Silvestrol gegeniiber Sekundarstrukturen.  Dargestellt ist die Translationseffizienz
nach Behandlung mit 5 und 1M Silvestrol oder CR31-B (-), normalisiert auf die entsprechenderDMSQ
Kontrollen (n 1 3).

Aus diesem Grundwurde mit einem neuen Ansatz fortgefahren, der sich mit einer
kinstlich herbeigefuhrten elF4AAbhangigkeit beschéftigen sollte. Hier sollte Gberprift
werden, obdurch das Einfligen einer PolypurinSequenz in eina -OTR, die weder durch
Silvestrol noch durch CR31-B(-) beeinflusst wird, eine elF4AAbhangigkeit induziert
werden kann. Als Modellsystem wurde auf das HaushaltsgdiGlobin zurtickgegriffen.

Um die Sequenz und die damit einhergehenden Eigenschaften wiealdlitdt oder Lange
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xAREOAOOCAEAT A AAEUOAAEAI OAT h x EQdk Adwie éinkAECI E /
01 OEOE %1 AN AskBoruRGlobin mutiert. Daausergibt sich ein 7 bp langer

Polypurin-3 O O A O A4Endd dowiewelh Bop langer AGStretch d 66O AA AARO v O
(B-Globin-Purin). Die Gesamtlange von 50p bleibt bestehen und auch die minimale freie

Energie (minimum free energyMFE)verandert sich von urspringlich-10,10 kcal/mol auf
-10,30kcal/mol kaum. Ein Unterschied in der Translationsdizienz sollte somit haupt-

sachlich auf die Sequenzénderung zurtickzufihren sein.

5 nM Silvestrol
10 nM Silvestrol

5nM CR-31-B (-)
10 nM CR-31-B (-)

?m“.’
[
Bi b

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)
o
[e0]
L.
e

Abbildung 34: DLA in HepG2-Zellen zur Untersuchung des Einflusses von Polypurin -Sequenzen
innerhalb elF4A -unabhéngiger RNA-Strukturen. Dargestellt ist die Translationseffizienz nach
Behandlung mit 5 und 10nM Silvestrol oder CR31-B (-), normalisiert auf die entsprectenden DMS®
Kontrollen (n | 3).

ErwartungsgemaR kann fir die Polypurirangereicherte Variante von RGlobin eine
signifikante Herunterregulation der Translationseffizienz mit beiden Rocaglamid
Derivaten beobachtet werden (vgl.Abbildung 34). Das lasst erneut Grund zu der
Annahme, dass die RocaglamiDerivate mit erhohter Affinitat die Bindung von elF4A an

Polypurin-Sequenzerfixieren, wie es auch in einer Publikationvon PELLETIERUnd PORCO
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beschriebenwurde (Chu et al. 2019). Dieser Effekt soll jedoch ausgepragter fir Derivate

wie CR31-B (-) sein, die nicht Uber den DioxafRest verfiigen.

Abseits von der Inhibition von elF4A und den daraus abgeleiteten Affinitdten zu
bestimmten RNASequenz oder -Strukturelementen wird den RocaglamidDerivaten
auch eine Bindung an Prohibitine (PHB) nachgesagtDiese resultiertin einer Inhibition
des RafMEK-ERKSignalwegs,welcher wiederum mit der Entstehung von Krebs in
Verbindung gebracht wird(Polier et al, 2012). Hier stellte sich die Frage, ob die Inhibition
von Prohibitin tatsachlichdirekt Gber die Bindung des RocaglamieDerivats an Pohibitin
stattfindet oder ob es sich ggf. um eine indirekte Inhibition handelt, éi auf eine elF4A
abhangige Translation derProhibitin-mRNA zurtickzufihren istWenn Prohibitin elF4A
abhangig translatiert werden wirde, konnte eine Rocaglamidinduzierte Inhibition von
elF4Adie Translation hemmen und somit @ Prohibitin -Level in der Zele senken.Daher
x OOA A -UTR ¥on Bréhibitin im DLA mit Silvestrol und CR1-B (-) untersucht. Sollte
eine Herunterregulation der Translationseffizienz zu beobachten sein, ware dies ein
Grund zu der Annahme, dass die postulierte Inhibition von Prohibit durch die
RocaglamidDerivate indirekt tber eine Inhibition von elF4A herbeigefiihrt wird.
Entgegen der Vermutung kann weder mit Silvestrol noch mit GBL-B(-) eine
Verminderung der Translationseffizienz von Prohibitin detektiert werden (vgl. Abbildung
35). Die Translationseffizienzen unterscheiden sich nur minimal von den DMSO
Kontrollen und lassen daher keine elF4AAbhangigkeit von Prohibitin vermuten. Die
postulierte Bindung der RocaglamidDerivate an Prohibitin kdnnte demnach tatsachlich
auf Protein-Ebene stattfinden. Eine andere mdgliche Erklarung kénnte eine indirekte
Senkung der ProhibitinSpiegel durch elF4Asensiive mMRNAs bzw. Proteine sein. Eine
Behandlung mit RocaglamieDerivaten wirde demnach eine verminderte Translation
elF4A-sensitiver mRNAs zur Folge haben. Diese elF&&nsitiven mRNAskonnten fir
Proteine codieren, die wiederum in die Regulationbestimmter Stoffwechselwege oder
Funktionskaskadenvon Prohibitinen involviert sind und kénnten somit eine Hemmung
von Prohibitin hervorrufen. Es kann demnach nicht ausgeschlossen werden, dass es sich
um einen indirekten Effekt handelt, jedoch scheint dieser nicht in einer elF4Abhéngigen

Translation von Prohibitin begriindet zu sein.
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5 nM Silvestrol
10 nM Silvestrol

5nM CR-31-B (-)
10 nM CR-31-B (-)

1,0 E ]

10 B

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)

Abbildung 35: DLA in HepG2-Zellen zur Untersuchung der Translationseffizienz v ermittelt durch
A E AUTR &on Prohibitin in Gegenwart der elF4A -Inhibitoren Silvestrol und CR -31-B (-). Dargestellt
ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und 1@M Silvestrol oder CR31-B (-), normalisiert auf
die entsprechenden DMS&ontrollen (n | 3).

Davon abgesehen &k E O O -UXE von Rrdbibitin interessanterweise einen sehr hohen
Purin-Gehalt von 69% auf. Darunter ist unter anderem auch ein 9p langer Polypurin-
300A0A®T AR HBRruiin@en. Aufgrund der zuvor gewonnenen Erkenntnisse
Uber durch Polypurin-Sequenzen induzierte Bindungen von RocaglamiDerivaten an
elF4A wére auch in dieser Hinsichmit einer elF4A-Abhangigkeit von Prohibitin zu
rechnen gewesen. Damit scheint es sich bei der Identifikation von RNgequenz und
-StrukturelementenE T AWT®& vam Brohibitinim Kontext der Inhibition von elF4A mit
RocaglamidDerivaten doch eher um ein komplexeres Zusammenspiel bestimmter RNA
Beschaffenheiten zu handeln, als dass die beobachteten Effekiediesem Falleauf eine

definierte Sequenz oder Struktur zurtickgefihrt verden konnen.
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4.3 elF4A als antivirale Zielstruktur

Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits gezeigt werden konnte, lassen sich mithilfe
des DuatLuciferaseAssays relativ zuverlassig Aussagen Uber eine potentielle elF4A
Abhangigkeit der untersuchten RNA-Strukturen oder -Sequenzen treffen. Aus diesem
Grund sollte dieser Assay genutzt werden, um eine elF4®bhangigkeit verschiedener
RNAViren vorherzusagen. Anstelle der sonst grof3tenteils artifiziellen Konstrukte soll
daher in diesem Abschnitt das SpektrumO E O A FUKR>s emwéitert werden, um so
potentiell elF4A-abhéngigeVirus-Spezies zu identifizieren, fur die eine Validierung von
Silvestrol oder CR31-B (-) als antiviraler Wirkstoff in Frage kommen kénnte. Wahrend
zuvor bereitsi A A QTRSBquenzen ausem Ebolavirus' AT T 1 OT x EAUTRAA O
von HCoVV229E und MERSCoV eine Herunterregulation der Translationseffizienz im DLA
mit Silvestrol beobachtet werden konnte, sollten diese Vertreter gleichermal3en
hinsichtlich einer potentiellen CR31-B (-)-Sensiivitat getestet werden. Hinzukommt das
neuartige SARSCoV:2, das einige Ahnlichkeiten zum MERSoV aufweist und daher
ebenfalls potentiell elF4Aabhangig translatiert werden konnte. Weiterhin konnte
beobachtet werden dass Silvestrol eine antivirale Aktiitat gegerniber Hepatitis-E-Viren
ausuibt Diese aullert sich u.a. in einer Inhibition der Freisetzung von infektiosen
Viruspartikeln, weshalb der in dieser Studie verwendete Genotyp 3c dellepatitis-E-
Virus (HEVgt3c) im Reporter-Assay mit Silvestrol und CF81-B(-) analysiert werden
sollte (Glitscher et al. 2018). Was die v -OTRs der humanpathogenen Coronaviren
HCoV229E, MERSCoV und SARE&0V2 angeht, kann sowohl mit Silvestrol als auch
mit CR31-B(-) eine Reduktion der Translationseffizienz registriert werden (vgl.
Abbildung 36). Gro3tenteils ist hier die Herunterregulation der Translationseffizienz mit
Silvestrol ausgepragter als mit CR1-B (-). Fir A E AUTR @®@nMERSCoV fluktuert die
Translationseffizienz trotz mehrerer biologischer Replikate mit 5nM CR31-B (-) sehr
stark, was sich in den hohen Fehlerbalken ausdrickt (TE: 0,940,14), weshalb hier keine
eindeutige Aussage getroffen werden kann. Interessant ist, dass audlA -UT& von
SARSCo\t2 sensitiv gegenuber der Behandlung mit den Rocaglamiderivaten reagiert,
was die weitere Testung der antiviralen Aktivitdt der RocaglamieDerivate gegen SARS
Co\£2 vielversprechend aussehen lasst. Tatsachlich konnten diese Vermutwmgin einer
Kooperation mit DR. CHRISTINMULLER (AG ZIEBUHR Institut fur Medizinische Virologie,
JustusLiebig-Universitat Giel3en) bestatigt werden. In SARS0\ 2-infizierten Vero E6-
Zellen konnte mit CR31-B (-) die Virusreplikation mit einem EGo-Wert (half maximal
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effective concentratiof von 1,8nM inhibiert werden (Muller, Obermann, Karl, et al2020
unter Begutachtung. AuRerdem konnte der Virustiter in einemex vivolnfektionsmodell
mit humanen Atemwegsepithelzellen mit CRB1-B (-) auf nahezu nicht detektierbare

Level herabgesetzt werden.

=3 5nM Silvestrol =3 5nM CR-31-B ()
B 10nM Slvestrol BN 10nMCR-31-B(-)

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)

0,4
0,24
0,0 T T T T T T T
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Abbildung 36: DLA in HepG2-Zellen zur Abschéatzung der antiviralen Aktivi tat von Silvestrol und
CR31-B (-) gegenluber RNA-Viren. Dargestellt ist die Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und
10 nM Silvestrol oder CR31-B (-), normalisiert auf die entsprechenden DMS®&ontrollen (n | 3).

Wie bereits zuvor festgestellt wude, kann fir A E AUTR @@n VP35 des Ebolavirus
Genomsmit CR31-B (-) im Gegensatz zu Silvestrol keine signifikante Verminderung der
Translationseffizienz im DLA observiert werden. Dem entgegen zeigéh E AUTBROvon
VP30 und VP40 des Ebolavirussenomsmit CR31-B (-) eine Reduktion der Translations
effizienz um 12% z 34 % (vgl. Tabelle Al im Anhang).BeziiglichA A QUTR @onHEVgt3c
ist ein divergenter Effekt zu registrieren. Wahrend die Translationseffienz durch die
v-OTR vonHEVgt3c in Gegenwart von Silvestrol moderat herabgesenkt wirdiat die
Behandlung mit CR31-B(-) fast keine Auswirkungen auf die Translationseffizienz
verglichen mit der DMSGKontrolle8 $ A -UKRE vbn HE®gt3c mit 2%p relativ kurz ist

und eine Haarnadelstruktur ausbildet, konnte diesem Ergebnis ein &hnlicher Effekt
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zugrunde liegen, wie er auch beim NPlairpin oder dem VP35Hairpin beobachtet wurde.
Die Unterschiede zwischen Silvestrol und GBR1-B (-) machen sichsomit vor allem in
Gegenwart kurzer, strukturierter Haarnadelstrukturen bemerkbar, die gegenuber
Silvestrol sensitiv, aber gegeniber CR31-B (-) resistent zu reagieren scheinen. Dies
bekraftigt abermals, dass die Inhibition von elF4A mit Silvestrol auch in Gegenwart vo
Duplexstrukturen moglich sein konnte Mit CR31-B (-) dagegen scheineruberwiegend
einzelstrangige RNAStrukturen, bevorzugt mit Polypurin-Sequenzen, an elF4A
festgeklemmt zu werden, wie es in der Kristallstruktur von elF4A im Komplex mit der
Polypurin-RNA (AG}, dem ATRAnalog AMRPNP und dem RocaglamidDerivat RocA
gezeigtist (vgl. PDB: 5ZC9jlwasaki et al, 2019; Muller, Obermann, Schulte, et aR020).
Auch die Haarnadelstruktur von HEVgt3c kann mit wenigen Mutationen destabilisiert
werden (vgl. Abbildung 37). So flulnt die Substitution des Guanins an Position 4 durch ein
Cytosin (HEVgt3cG4C)beispielsweise zu einer Abnahme der MFE voiil,10kcal/mol
auf -8,30kcal/mol. Wird zuséatzlich das Cytosin an Position 6 durch ein Adenin ersetzt
(HEVgt3cG4CC6Apetragt die MAE nur noch-3,30 kcal/mol und der Duplexbereich der
Haarnadelstruktur wird durch einen grof3en internal loop unterbrochen. Sofern der
Duplexbereich fur die mit Silvestrd beobachtete Herunterregulation der Translations
effizienz also von Bedeutung ist, sdkt mit den Destabilisierungen des Stammbereichs
eine Abnahme des Silvestroleffektes zu beobachten sein. Um die erhéhte Affinitat von
CR31-B (-) zu Polypurin-Sequenzen zu bestéatigen, wurdeabermals Mutationen an drei
Positioneneingefiihrt, die in einem 8bp langen Polypurin3 O OA OA®I AR ARO v o
von HEVgt3c resultieren (HEVgt3dPurin). Die Gesamtlange von 2bp wurde
beibehalten, die MFE liegt mit-3,80 kcal/mol in einem ahnlichen Bereich wie die von
HEVQgt3cG4CCGBA (vglTabelle A5 im Anhang).

- Polypurin-
Sequenz

HEVgt3c HEVgt3c-G4C HEVgt3c-G4CCHA HEVgt3c-Purin

Abbildung 37: Schematische Darstellung der Variationen der HEVgt3c-Konstrukte. In Rot: Polypurin-
Sequenz.
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Wie zu erwarten normalisiert sich die durch Silvestrol verursachte Reduktion der
Translationseffizienz mit zunehmender Destabilisierung der Haarnadelstruktur in
Richtung der DMS&Kontrolle (vgl. Abbildung 38).

2,0
15 ;

1,4+

1,24

1’°‘_ G

5 nM Silvestrol
10 nM Silvestrol

5nM CR-31-B (-)
10 nM CR-31-B (-)

1E 10

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)
o
[}
|

Abbildung 38: DLA in HepG2-Zellen mit Modifikationen der v @TR von HEVgt3c zum Vergleich der
Aktivitat von CR -31-B(-) und Silvestrol gegeniber Sekundarstrukturen. Dargestellt ist die
Translationseffizienz nach Behandlung mit 5 und 1@M Silvestrol oder CR31-B (-), normalisiert auf die
entsprechenden DMS&ontrollen (n | 3).

Mit CR31-B (-) ist wie zu erwarten kein Effekt auf die Translationseffizienz von HEVgt3c
G4C oder HEVQgt36G4CC6A zu detektieren, abgesehen von einer Hochregulation der
Translationseffizienz von HEVgt3eG4CC6A mit 1M CR31-B(-). Die Translations
effizienz von HEVgt3ePurin wird sowohl mit Silvestrol als auch mit CR31-B (-) inhibiert,
was sich in einer Reduktion um bis zu 3% gegeniber der DMS&ontrolle aul3ert. Dies
bekraftigt die Vermutung, dass CR1-B (-) eine Polypurin-Sequenzinnerhalb der RNA
zur Inhibition von elF4A bendotigt. Silvestrol dagegen kann wahrscheinlich auch in
Gegenwart von Haarnadelstrukturen an elF4A bindeWerden diese Sekundarstrukturen

destabilisiert, scheint die Bindung von Silvestrol an elF4A abgeschwacht zu werden.
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4.4 Biochemische  Charakterisierung  der Interaktion von

Rocaglamid-Derivaten mit elF4A

Fur die Entwicklung neuer potentieller elF4Alnhibitoren ist es von Vorteil, den
Wirkmechanismus bekannter elF4Alnhibitoren zu kennen. So kdnnen beispielsweise
gezielt Aminocsauren adressiert werden, die an der Interaktion beteiligt sind.
Dementsprechend spielt sowohl die biochemische Charakterisierung der RNAelikase
als auchdie Aufklarung desMechanismus der Interaktion mit dem Inhibitor eine wichtige
Rolle bei der Entwickung neuer elF4Alnhibitoren. Aus diesem Grund sollte mit
verschiedenen biochemischen Methodeg darunter ein Thermal-Shift-Assay (TSA), ein
Microscale Thermophoresis-Assay (MST) sowie die WasserstoefDeuterium-Austausch
Massenspektrometrie (HDXMS) z die Bindung von Silvestrol und CR31-B (-) an elF4A
untersucht und charakterisiert werden. Fur die Durchfiihrung der erwahnten Assays
sollte aufgereinigtes humanes elF4&ingesetzt werden Wegen des flexiblemN-Terminus,
der die Stabilitat des Proteins beeintréhtigt, wurde statt des VolllangenProteins eine
trunkierte Version (elF4A1(19-406)) rekombinant in E.coli BL21(DE3)-Zellenproduziert
und aufgereinigt (vgl. Kapitel3.3.17 3.3.7). Der Aufreinigungserfolg ist im AnhangB
zusammengefasstAlle Assays wurdenmit gereinigtem elF4A1(19-406) ohne His-Tag
durchgefihrt (nachfolgend nur noch elF4A genanntfvgl. Abbildung B8 und Abbildung
B.9 im Anhang).

4.4.1 Untersuchung der Proteinstabilitat mithilfe des Thermal -Shift-Assays
Mithilfe des ThermalShift-Assays kannu. a. analysiert werden, welche Faktoren einen
Einfluss auf die Stabiliat eines zu untersuchenden Proteins haberBasierend auf der
publizierten Kristallstruktur von elF4A (vgl. PDB: 5ZC9)die elF4A in der geschlossenen
Konformation zeigt, sowie dem fir elF4Aprognostizierten Konformationszyklus, war
anzunehmen, dass ein RASubstrat fur die Bindungvon RocaglamidDerivaten an elF4A
bendtigt wirde (Andreou& Klostermeier, 2012;Iwasaki et al, 2019). Um diese Theorie zu
bestatigen, wurde der Einfluss eines PolypurtRNA-Substrats (AG3 auf die Bindung von
Silvestrol und CR31-B(-) an elF4A in einem ThermalShift-Assays untersucht (v
Abbildung 39). Eine tabellarische Ubersicht tiber die Schmelztemperaturen sowie die
einzelnen Schmelztemperaturverschiebungen sindTabelle Cl des Anhangs zu

entnehmen.
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Tm elF4A + Ligand

: ® ohne Ligand ® ohne RNA
® DMSO B mit RNA (AG)s
® Sivestrol
® CR-31-B ()
® CR31-B (+)
M ohne Ligand
¥ DMSO
: W Sivestrol
B CR-31-B(-)
B CR-31-B(+)
46 A7 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Temperatur T[°C]

Abbildung 39: Auswirkungen einer RNA-Zugabe auf die Schmelztemperatur Tm von elF4A in
Gegenwart verschiedener Liganden bzw. dem Lésungsmittel DMSO. Vergleich der Schmelkz
temperaturen Tm von elF4A ohne RNA (schwarz) und mit RNA (rot). Eine tabellarische Auflistung der

SchmelztemperaturenTnOT x EA AAO 21 AAOOT ¢ A A@egdnliderd dédr DNISBXbtrBIld OA OO O
mit Angabe des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) firin3 ist dem Anhang zu entnehmen (vglabelle
C1lim Anhang.

Eine signifikante Schmelztemperaturverschiebung von etwa 13C verglichen mit der
DMSQOKaontrolle ist nur durch Zugabe der Polypurin-RNA (AG3 mit den Liganden
Silvestrol und CR31-B (-) zu beobachten. Mit dem inaktiven CR1-B (+) ist durch Zugabe
von RNA kein nennenswerter Stabilitaitsgewinn im Vergleich zur DMSKontrolle zu
vermerken. Generell scheint die Stabilitat von elF4A durch DMSO begifichtigt zu
werden, da der Schmelzpunkt in Gegenwart von DMSO etwa 1(7 unter dem von elF4A
ohne Ligand oder DMSO liegt. Die Zugabe von RN@rursacht in Abwesenheit von
Liganden keinen zusatzlichen Stabilitatsgewinn. Daraus lasst sich schlieRen, dass d
elF4AInhibitoren Silvestrol und CR31-B(-) nur in Anwesenheit von RNA an elF4A
binden kénnen. Die Bindung scheint sehr stabil und energetisch glnstig zu sein, da eine
Erhdhung der Schmelztemperatur um tber 13C zu beobachten ist. Fur das inaktive
(+)-Enantiomer von CR31-B ist in Anwesenheit von RNA lediglicleine Verschiebung um
0,8°C zu registrieren, die angesichts der Verschiebung um 1@ mit einem elF4A
Inhibitor zu vernachléssigen ist. Die erhaltenen Ergebnisse stehen somit mit den bisher

erlangten Erkenntnissen aus den DualuciferaseAssays mit Silvestrol, CR1-B (-) und
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CR31-B(+) im Einklang. AulRerdem sind sie mit dem firelF4A prognostizierten
Konformationszyklus vereinbar, da die geschlossene Konformation lediglich in
Anwesenheit einesRNASubstrats eingenommen werden kann und nur dann die Bindung
der RocaglamidDerivate an elF4A stattfingt. Ein Aspekt, der in dieser Untersuchung
nicht einbezogen wurde, ist das fir die Helikas@ktivitat bendtigte ATP, was auch in der
Kristallstruktur in Form des nicht hydrolysierbaren AMPPNPs auftritt. Um die
Bedeutung von ATP innerhalb dieseKomplexes herauszuarbeiten, wurderneut ein TSA
durchgefuhrt und diesmal das ATPAnalog AMRPNP zum Ansatz hinzugegeben (vgl.
Abbildung 40).

T, elFAA + AMP-PNP + Ligand

: ® ohne Ligand ® ohne RNA
® DMSO B mit RNA (AG)s
: @ Slvestrol
. @ OR-31-B (-)
‘8 CR-31-B (+)
: B ohne Ligand
¥ DMSO
: W Sivestrol
: B CR-31-B(-)
M OR-31-B (+)
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Temperatur T[°C]

Abbildung 40: Auswirkungen einer AMP-PNP-Zugabe auf die Schmelztemperaturen Tmvon elF4A in

Gegenwart verschiedener Liganden bzw. dem Ldsungsmittel DMSO . Vergleich der Schmekz
temperaturen Tm von elF4Aohne RNA (schwarz) und mit RNA (rot) bei Zugabe des A¥Ahalogs AMPPNP.
Eine tabellarische Auflistung der Schmelztemperaturem sowie der Anderung der Schmelztemperatur
3 Tm gegentiber der DMS&ontrolle mit Angabe des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) fur In3 ist
dem Anhang zu entnehmen (vgiTabelle C2 im Anhang).

Die Zugabe des ATHAnalogs AMPPNP bewirkt keine zusatzliche Schmelztemperatur
erhéhung von elF4A. Auffallig ist, dass die Verschiebung der Schmelztemperatur mit
Silvestrol und CR31-B (-) gegentuber der DMS&ontrolle in Gegenwart des ATFAnalogs

und der RNA nur noch & 9 °C betragtWie zuvor ist bei allen anderen Bedingungen keine
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signifikante Temperaturverschiebung zu beobachten. Das inaktive €3.-B (+) zeigt auch
unter diesen Bedingungen keineAnderung der Schmelztemperatu. Somit scheint das
AMP-PNP fir die Bindung der Rocaglamiierivate an elF4A und damit die Ausbildung
des Kamplexes bestehend aus elF4A, der RNA und dem RocaglaiDierivat auf
Grundlage dieser Daten nicht essentiell zu sein. Wie in der vdwAsAkiund Kollegen
publizierten Kristallstruktur zu sehen ist, befindet sich die ATPBindetasche auf der
gegenuberliegenda Seite der RNABindestelle und somit auch der Rocaglamid
Interaktionsflache (Ilwasaki et al, 2019). Dies kdnnte eine mdgliche Erklarung fir den
registrierten Sachverhalt sein. Andererseits ist nicht auszuschlie3en, dass bei der
Aufreinigung von elF4A potentiell gebundene ATPMolekile mitgeschleust wurden,
welche im vorherigen TSA (vgl.Abbildung 39) den Konformationswechsel in die
geschlossene Konformation erméglicht haberkdnnten. Der tatsachliche Einfluss des
ATPs kann demnach nur Uberprift verden, wenn sichergestellt werden kann, dass
samtliche ATRMolekule aus dem Ansatz entfernt wurdenUm daraus resultierende
Schwankungen zu vermeiden, die durch unterschiedliche Mengen an gebundenem ATP
verursacht werden kdnnen, wurden alle weiteren TSAs nter Zugabe des AMHPNPs
durchgefuhrt.

Abseits davon stellte sich die Frage, in welchem Verhéltnis die Bindung von elF4A an das
RNASubstrat erfolgt. Daher wurdedas Verhaltnis vonPolypurin-RNA (AG) zu elF4Ain
einem Titrationsexperiment variiert und die damit einhergehenden Auswirkungen auf
die Schmelzkurvebestimmt (vgl. Abbildung 41). Ohne RNA weist die Ableitungskurve
lediglich einen Peak mit einem Maximum bei etwa 50C auf. Durch Zugabe von RNA
lassen sich zwei Maxima, eines bei SIC und eines bei 60C erkennen. Bei 1, 5achem bis
2-fachem Uberschuss an Protein besteht ein Gleiahgicht zwischen denPeakhdhender
beiden Maxima. Dieses verschiebt sich mit zunehmender RNonzentration in Richtung
der héheren Temperatur. Bei einem 1@achen Uberschuss an RNA ist schlieRlich nur
noch ein Peak mit einemMaximum bei 60°C zu registrieren. Somit kann mit einem
10-fachen Uberschuss an RNA gewahrleistet werden, dass die gesamte Population an
elF4A in Gegenwart eines Liganden wie Silvestrol oder €R-B in die geschlossene
Konformation tibergehen kann Fur alle weiteren Untersuchungen wurdealaher stets ein

10-facher Uberschuss an RNA eingesetzt
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Ableitungskurven von elF4A + (AG)5 + AMP-PNP + Slvestrol
mit variierenden RNA : elF4A-Verhéaltnissen

30.000-
] ohne RNA

120

PO RRPRRRPRRRERR
N

d(F)/ dT [RFU]

Temperatur T[°(C

-10.000

Abbildung 41: Ableitungen der Schmelzkurven von elF4A in Gegenwart von Polypurin -RNA (AG),
AMP-PNP und Silvestrol bei variierenden RNA :elF4A-Verhaltnissen. Gestartet wurde mit einem
20-fachen Uberschuss an Protein (120), geendet wurde mit einem 16fachen Uberschuss an RNA (10L),
wobei sich die erste Ziffer der Verhéltnisangaben auf die RNA bezieht und die zweite auf elF4A.

Wie in den DLAs bereits festgestelliverden konnte, scheint es Unterschiede in der
Bindung von Silvestrol oder CR31-B(-) an elF4A zu geben, die mit dem von elF4A
gebundenen RNASubstrat zusammenhangen. Kurz zusammengefasst konnte mit
Silvestrol eine Redktion der Translationseffizienz sowohl in Gegenwart von
Haarnadelstrukturen mit Duplexbereichen (z.B. HEVgt39 wie auch in Gegenwart von
RNA-Sequenzen mit Purirreichen Regionen(z. B.HEVgt3cPurin) oder reinen Polypurin-
Sequenzerbeobachtet werden Mit CR31-B (-) dagegen konnte keine Affinitat gegentuber
kurzen strukturierten Hairpins wie HEVgt3c oder dem NMHairpin beobachtet werden.
Sobald eine gewisse Anzahl an aufeinanderfolgenden PolypwBasen innerhalb der
RNASequenz vorhanden war, konnte auch inCR-31-B (-) eine Herunterregulation der
Translationseffizienz im DLA nachgewiesen werden, die auf eine Bindung des
RocaglamidDerivats an elF4A schliel3en lasst. Um diese festgestellten Unterschiede im
TSA zu Uberprifen, wurden verschiedene RNAubstrate in Gegenwart von elF4A mit
Silvestrol und CR31-B(-) untersucht (vgl. Abbildung 42). Neben der bereits zuvor
verwendeten Polypurin-RNA (AG) wurde die RNASequenz von HEVgt3c als Vertreter
einer doppelstrangigen Haarnadelstruktur sowie die Sequenz von HEVgtRurin als
Beispiel fur einen kinstlich eingefihrten PolypurinStretch, bei ansonsten grof3tenteils
gleichbleibenden Eigenschaften der RNA ausgewdah(vgl. Tabelle A5 im Anhang).

Angesichts der Ergebnisse des DLAgar zu erwarten, dass mit Silvestrol eine Erhéhung
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der Temperatur sowohl mit HEVgt3c als auch mit HEVgt3eurin erkennbar ist. Mit
CR31-B(-) sollte nur in Gegenwart von HEVgt3cPurin eine Temperaturerhbhung
nachweisbarsein. Verglichen mit einer ausschlief3lic aus Purinbasen bestehenden RNA
(AGX sollten die Temperaturverschiebungergenerellgeringer ausfallen da auch im DLA
die Herunterregulation der Translationseffizienz in Gegenwartder Polypurin-Sequenz

(AGhs am starksten ausgepragt war

Tm elF4AA + AMP-PNP + Ligand + variierende RNA-Substrate

A DM3O:
: A Slvestrol ® (AGs
: A CR-31-B(-) B HEVgt3c
B ohne Liganfd A HEVgt3c-Purin
W DMSO :
m Sivesirol
mOR-31-B(-)
: ®ohneLigand
® DMSO
: ® Slvestrol
: ® CR-31-B (-)
46 47 43 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Temperatur T[°C]

Abbildung 42: Effekt verschiedener RNA -Substrate auf die Schmelztemperatur Tm von elF4A in

Gegenwart verschiedener Liganden bzw. dem Ldsungsmittel DMSO unter AMP -PNP-Zugabe. Eine

tabellarische Auflistung der Schmelemperaturen Tn OT x EA AAO 21 AAOOT ¢ AA® 3 AEI Al
gegentber der DMS&Xontrolle mit Angabe des Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) fur In5 ist dem

Anhang zu entnehmen (vglTabelle C3 im Anhang).

Die geringste Affinitat gegeniiberelF4Azeigt diev -OTRdes HepatitisE-Virus (HEVgt3c,
blau). Hier ist auch mit der DMSOKontrolle die geringste Schmelztemperatur zu
beobachten Verglichen mitder DMSOKontrolle in Gegenwartder Polypurin-Sequenz
(AG) liegt die Schmelztemperatur sogar um 3,8Cdarunter. Uberraschenderweise ist die
Schmelztemperatur mit CR31-B (-) in Gegenwart von HEVgt3c etwas hoher als mit
Silvestrol. Hierbei handelt es sich jedoch nur um 0,48C, weshalb nibt unbedingt von
einer hoheren Affinitdt von CR31-B(-) zum elF4AHEVgt3cKomplex ausgegangen

werden kann. Die erwartete Temperaturverschiebung mit Silvestrol bleibt aus.iBs kann
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aber auch in der experimentellen Umsetzung begrindet sein. Wahrend des BS#ird die
Temperatur sukzessive erhoht, um das Protein zu denaturieren und so den Schmelzpunkt
zu bestimmen. Durch die Temperaturerhohung kdnnten eventuell vorhandene RNA
Sekundarstrukturen, wie die Haarnadelstruktur von HEVgt3caufgeldst werden, sodass
die RNA einzelstrangig vorliegt. Somit sind die Gegebenheiten anders als im DLA, was die
ausbleibende Bindung von Silvestrol an elF4A in Gegenwart von HEVgt3c erklaren wirde.
Das Einfugender 8 bp lagen PolypurinSequenz in HEVgt3¢HEVgt3cPurin, schwarz).
zeigt vor allem fir CR31-B (-), aber auch fur Silvestrol eine Schmelzpunkterhéhung um
5,15°C bzw. 314 °C verglichen mit der DMS&Xontrolle in Gegenwart derPolypurin-RNA
(AG)X. Angesichts der Tatsache, dasdie Schmelztemperatur von elF4A mit HEVgt3c
Purin und DMSOnur bei 48,51 °C liegt, wird die Schmelztemperatur mit CR81-B (-) und
Silvestrol im direkten Vergleich mit der DMS&Kontrolle in Gegenwart von HEVQgt3c sogar
um 7,17°C und 5,16°C erhoht.Wie erwartet kann der fir die Polypurin-RNA((AG), rot)
erzielte Anstieg der Schmelztemperatur um etwa 8C nicht durch die anderen RNA
Substrate erreicht oder gar Ubertroffen werden. Zusammenfassend haben Polypurin
Sequenzen demnach einen grof3en Einfluss auf die Interaktion von Rocaglardrivaten
mit elF4A. Die im DLA beobachtete Inhibition von elF4A mit Silvestrol in Gegenwart von
kurzen strukturierten Haarnadelstrukturen wie HEVgt3c konnte im TSA nicht bestatigt
werden. Das kann aber durchaus an der erlauterten Umsetzung liegen, die die Ausbildung
von RNASekundarstrukturen erschwert. Um diese Beobachtung auch im TSA zu
Uberprufen, misste daher eine stabilisierte HEVgt3élaarnadelstruktur verwendet
werden, die auch bei hoheren Temperatureihre Sekundarstruktur beibehalt.

Unter einem letzten Aspekt sdte mithilfe des TSAs kontrolliert werden, ob die Bindung
von RocaglamidDerivaten wie Silvestrol an elF4A ausschlief3lich in Gegenwart von RNA
Substraten stattfindet oder ob auch einzelstrangige DNA als Substrat akzeptiert wird.
Zwar ist bekannt, dass elFA eine RNAHelikase ist und somit die Affinitdt zu RNA grol3er
sein sollte, jedoch ware, basierend auf der publizierten Kristallstruktur von
elF4A-RNA-AMFPNP-RocA, denkbar, dass die gezeigten Wechselwirkungen von RocA
auch mit Purinbasen eines einzelstrangen DNAMolekils ausgebildet werden
(lwasaki et al, 2019). Daher wurden anstelle derPolypurin-RNA im TSA sowohl eine
einzelstrangige PolypurinDNA (AG)s als auch eine einzelstrangige alternierende Purin
Pyrimidin-DNA (AC)s eingesetzt (vgl. Abbildung 43). Letztere soll das analoge DNA

Substrat zur im DLAverwendeten Negativkontrolle, der (AC)us-RNASequenzdarstellen.
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Wahrend mit der Polypurin-RNA (AG3 fur elF4A mit Silvestrol erneut eine Temperatur-
erhohung um fast 9°C beobachtet weden kann, zeigt die Zugabe einzelstrangiger DNA
(ssDNA) nur geringe Auswirkungen auf die Schmelztemperatur. Insgesamt ist mit der
Polypurin-Sequenz ssDNAAG)s eine Erhéhung um 1,65C zu sehen, die sSSDNAAC)s

bewirkt eine Temperaturerhdhung um 1,04°C.

Ty, elF4A + AMP-PNP + Slvestrol + RNA versus DNA

A ohne RNA/ DNA

® RNA: (AG)s

W ssDNA: (AG) ;5

¢ ssDNA: (AQ) 5

rmﬁnﬁmmﬂﬂmmﬂﬁmwmm
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Temperatur T[°C]

Abbildung 43: Einfluss von einzelstrangiger DNA (ssDNA) auf die Schmelztemperatur Tm von elF4A
in Gegenwart von AMP-PNP und Silvestrol. Eine tabellarische Auflistung der Schmelztemperaturem
Ol xEA AAO 21 AAOOIT ¢ AATD g=ydhiber AderUDdSdKéntkoleA BitOAhgatze des
Standardfehlers des Mittelwerts (SEM) fur i 3 ist dem Anhang zu entnehmen (vgTlabelle C4im Anhang).

Generell scheintsich die Anwesenheit von ssDNAsomit positiv auf die Stabilitat von
elF4A in Gegenwart von Silvestrol auszuwirken. Da der Temperaturunterschied im
Vergleich zur Referenzohne RNAbzw. DNAjedoch nur sehr gering ist, ist nicht davon
auszugehen, dass die Temperaturerhéhung durch Bindung von\&ktrol an den elF4A
DNA-Komplex zustande kommt. Vielmehr handelt es sich wahrscheinlich um die generell
leicht erh6hte Stabilitdt von elF4A in Gegenwart von Nukleinsduren, die auf die RNA&w.
Nukleinsédure-bindenden Eigenschaften der Helikase zurtickzufiien ist. Ein ahnlicher
Sachverhalt konnte auch bei der Untersuchung des Bindungsverhaltens von elF4A an
Nukleinséduren in Gegenwart des RocaglamiDerivats eFT226 festgestellt werder(Ernst

et al, 2020). Auch hier konnte keine Bindung von elF4A an DNA detektiert werden.
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4.4.2 Bestimmung von Bindungsaffinitaten mithilfe des MST -Assays

Zur Bestimmung derBindungsaffinitat von Silvestrol undCR31-B (-) an elF4A sollte ein
Microscale Thermophoresis-Assay(MST) durchgefiihrt werden. Nachdem zuvor mithilfe
des ThermatShift-Assays bereits die Bedingungen fir die Bindung der Rodagid-
Derivate an elF4A optimiert werden konnten, sollten diese Bedgungen genutzt werden,
um die DissoziationskonstanteKo fur die Interaktion der beiden Ligandenmit elF4A zu
bestimmen. Um sicherzustellen, dass ausreichend PolypurRNA (AG3 und AMRPNPfur
den zu bildenden Komplex zur Verfigung steht, wurde diese Komponenten in
deutlichem Uberschuss eingesetzDie erhaltenen Bindungskurven lassen erkennen, dass
beide RocaglamidDerivate eine &ahnliche Affinitat gegentber elF4A aufweisen (vgl.

Abbildung 44). Beide Kpo-Werte liegen imniedrigen mikromolaren Bereich.

1,25 = DMSO
%
i 3
— Slvestrol
1,004 Kp: (1,11 ° 0,10) uM
'\g‘ 0,75_ I 02'31'8 (')
= Kp: (2,68° 0,39) uM
= 4
g
8 050
0,25
0,00 L] III L] III L] III L] III L) III T II‘[ T III T III
\ \ N N N Q Q P N
Q Q Q o N S Q Q

Konzentration c[uM]

Abbildung 44: Mithilfe des MST-Assays erhaltene Bindungskurven zur Bestimmung der
Dissoziationskonstante Kp der Interaktion von Silvestrol und CR -31-B (-) mit elF4A. Dargestellt ist
die normalisierte Fluoreszen®3 T A A O BdmJ%] an Abhangigkeit der Konzentration von Silvestrol und
CR31-B(-) sowie DMSO Die Messung erfolgte bei einer LEPower von 30% und einer MSTFPower von
80%. Die Auswertung wurde mit NT Analysis NanoTemper Technologi¢s mit der Methode
Thermophoresis+ T-Jumpdurchgefiihrt.

Mit Silvestrol konnte ein Kpo-Wert von 1,11uM ermittelt werden, CR31-B (-) weist einen
Ko-Wert von 2,68uM fir die Bindung an elF4An Gegenwart von (AGy auf. Da in den
anderen Assays, wie dem DLA oder dem WdTAssay, bereits Effekte imniedrigen

nanomolaren Konzentrationsbereich beobachtet werden konnten, erscheinedie im
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MST-Assay erhaltenen Bindungskonstanten relativ hoch. Jedoch ist anzumerken, dass
sich bei denerwdhnten Assays umin vitro-Assays in Zekultur handelt, die sich deutlich
vom Protein-basierten MSTFAssay, bei dem deutlich héhere Proteinkonzentrationen in
aguimolaren Mengeneingesetzt werden unterscheiden. Nach aktuellem Stand scheias
keine vergleichbaren Untersuchungen zur Bestimmungler Dissoziationskonstante von
RocaglamidDerivaten an elF4A zu geben. Das Team ulbsTINT. ERNSThat mit einer
ahnlichen Strategie die Bindung von RN&ubstraten an elF4A in Gegenwart des
synthetischen RocaglamidDerivats eFT226 mittels Oberflachenplasmonresonanz
Spektroskopie Surface Plasmon Resonan&PR) analysier{ Ernst etal., 2020). In dieser
Studiewurden 18 bp lange RNAOIligonukleotide, darunter auch eine PolypuriRSequenz
(AG), auf einem SPFSensorChip immobilisiert. Anschliel3end wurde der Chip mit elF4A,
eFT226 und ATP inkubiert, sodass sich ein Komplex bestehemais elF4A, der RNA,
eFT226 und ATP ausbilderkonnte. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante wurde
der Chip mit Puffer gewaschen, sodass elF4A, ATP und eFT226 sukzessive vom Chip
heruntergespilt wurden. Daraus ergab sich in Gegenwart der PolypurtRNA éne
DissoziationskonstanteKo von 21 nM. In Abwesenheit des elF4Anhibitors eFT226 lag
der Ko-Wert bei ansonsten gleichem Vorgehenm mikromolaren Bereich bei 8uM.
Gleichermal3en wurde auch delKp-Wert der Interaktion zwischen elF4A und (AG) in
Gegenwart von RocA und ATP bestimmt. Dieser lag bei 1881 (Ernst et al, 2020). Es fallt
demnach auf, dass dianithilfe der SPRSpektroskopie ermittelten Ko-Werte fir die
Bindung von elF4A an das RNS&ubstrat deutlich niedriger sind, als die mithilfe des MST
Assays besimmten Kp-Werte fir die Bindung von Silvestrol und CR31-B (-) an elF4A. Das
mag zum einen daran liegen, dass die Bindungon elF4A an die RNA nicht mit der
Bindung der RocaglamidDerivate an elF4A gleichzusetzen ist. Auf3erdem wurden
unterschiedliche Methalen angewandt, denen verschiedene Prinzipien zugrunde liegen.
Im direkten Vergleich der SPRSpektroskopie mit dem MSTAssayscheintder MST-Assay
vermutlich weniger verlasslich zu sein. Eine ineffiziente Fluoreszenzmarkierung des
Proteins kann beispielswese dazu fuhren, dasgleutlich hdhere Dissoziationskonstanten
ermittelt werden, da lediglich die Bindung an das fluoreszenzmarkierte Proteimicht
aber annicht-markierte Protein-Fraktionen registriert w ird . Ein weiteres Problem stellen
die geringen einzusetzenden Mengen im Bereich von wenigen Mikrolitern dar, die zwar
Ressourcen einsparen, gleichzeitig aber deutlich fehleranfalliger sind, da sich

Pipettierungenauigkeiten wesentlich starker auf den Kurvenverlaf auswirken. Somit
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sind die im MSTAssay ermittelten Dissoziationskonstanten fir Silvestrol und
CR31-B (-) kritisch anzusehen, wenn sie aufgrund von fehlenden Vergleichsstudien auch
nicht ganzlich zu verwerfen sind und zumindest einen Anhaltspunkt fur i@ Affinitat zu
elF4A darstellen.

4.4.3 Identifikation der Interaktionsflache von Rocaglamid -Derivaten an
elF4A mittels HDX -MS

Ein weiterer Beitrag zur Aufklarung des Wirkmechanismus von Rocaglamierivaten
sollte mithilfe der Wasserstoff Deuterium-AustauschMassenspektrometrie Hydrogen
deuterium exchange mass spectrometry, HDI§ geliefert werden. Unter den zuvor
bestimmten Bedingungen solie die Interaktionsflache von elF4A mit der SubstraRNA
(AG) und den elF4AInhibitoren Silvestrol und CR31-B (-) auf Proteinebene analysiert
werden. Die experimentelle Umsetzungund Auswertung der HDXMS-Untersuchungen
wurde zu grol3en Teilen von DR. WIELAND STEINCHEN (Geratezentrum Massen
spektrometrie und Elementaranalytik, Fachbereich Chemie der Philipp¥niversitat
Marburg) durchgefuhrt. Der Vergleich der HDXRaten des ungebundenen Apozustands
(DMSGQGKontrolle) und der Ligand-gebundenen Zustéande mit Silvestrol und GR1-B (-)
lasst erkennen, dass die beiden Rocaglamlderivate das gleiche H/BDAustauschmuster
aufweisen (vgl. Abbildung D3 z Abbildung D5 im Anhang). Eine Ubertragung des H/P
Austauschmusters auf die 3EKristallstruktur von elF4A im Komplex mit der RNA (AGs,
dem AMRPNP und RocAezeigt, welche Bereichedes Komplexes von der Bidung der
RocaglamidDerivate beeinflusst werden (vgl. Abbildung 45). Blaue Bereiche deuten
dabei aufunzuganglichere Regionen hin, da an diesen Aminoséaen in Gegenwart der
RocaglamidDerivate weniger Wasserstoff durch Deuterium ausgetauscht wird als in der
DMSGQKontrolle ohne Inhibitor. Rot gekennzeichnete Bereiche signalisieren eine hhere
Flexibilitdt in Anwesenheit der Liganden, die durch einen vermehien Austausch von
Wasserstoff gegen Deuterium repréasentiert werden. Es fallt auf, dass die Interdoméne,
die in der Kristallstruktur die Interaktionsflache von elF4A mit der RNA und RocA
darstellt, verminderte H/D-Austauschraten aufweist. [es bestatigt die in der Kristall-
struktur abgebildete Bindestelle firRocaglamidDerivate. Durch Bindungvon RNA und
Silvestrol oder CR31-B (-) an elF4A sind diese Regionen fur das Deuterium nicht mehr
zuganglich. Daher findet an diesen Aminosauren kein Austausch des Wasserstoffs statt.

Diese Beobachtung steht aul3erdem im Einklang mit der Ausbildung der gescédenen
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Konformation in Gegenwart der RNA und des Inhibitors. Die geschlossene Konformation
bewirkt eine Assoziation dedN-Terminus mit dem GTerminus, wodurch die Interdoméane
von der Oberflache abgeschirmt wird, was abermals die reduzierten HHAustauschraen

in diesem Bereich erklart.

Silvestrol CR-31-B (-)

Abbildung 45: Unterschiede im H/D -Austausch zwischen der DMSO-Kontrolle und Silvestrol (links)

und der DMSO-Kontrolle und CR -31-B (-) (rechts). Blau: Bereiche mit geringerem H/DAustausch in
Anwesenheit des Liganden, Rot: Bereiche mit hdherem H/Bustausch in Anwesenheit des Liganden.
Silvestrol und CR31-B (-) vermitteIn das gleiche H/DAustauschmuster.(PDB: 5ZC9).

Dem gegeniber weisen drei-Helices nahe desN-Terminus deutlich erhéhte H/D-
Austauschraten auf. Interessanterweise befinden sich diese unmittelbarer Nahe des im
Komplex gebundenen AMHPNPs(vgl. Abbildung 46). Die erhdhte Flexibilitat in diesem
Bereich kénnte demnach auf eine Ausdehnung derHelices zuriickzufiihren sein. Diese
konnte mit der ATRKoordination oder -Hydrolyse in Zusammenhang stehen. Bei
genauerer Betrachtung der Interaktionen der dreij-Helices mit dem AMRPNP auf
molekularer Ebene scheinen besonders das Phenylalanin an Position 52 sowie das
Glutamat an Position 59 fiir die Koordination des AMIPNPs von Bedeutung zu sein (vgl.

Abbildung 46 C). Interessanterweise wurden fir die Untersuchungen der Interaktions
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flache von Silvestrol oder CR31-B (-) mit elF4A mittels HDXMS weder ATP noch das
nicht-hydrolysierbare Analogon eingesetzt. Die beobachteterhthte Motilitat in diesem
Bereich konnte also durch die Hydrolyse oder Freisetzung eines bereits wahrend der
Praparation von elF4A gebundenen ATRIolekiils zustande gekommen seinDemnach
hatte die Bindung von Silvestrol oder CR81-B (-) an elF4A einenEinfluss auf die ATP

Bindetasche. Dieses Phanomen kénnte mit dem fir elF4dstulierten Konformations-

zyklus begrindet werden (vgl. Konformationszyklus inAbbildung 3 in der Einleitung).

Abbildung 46: Unterschiede im H/D -Austausch im Bereich der ATP -Koordination. A und C:Blau:
Bereiche mit geringerem H/D-Austausch in Anwesenheit der Liganden, Rot: Bereiche mit hdherem H/D
Austausch in Anwesenheit der LiganderB: Einfarbung der Oberflache der trihelikalen Struktur gemafn dem
elektrostatischen Potential Blau: positiv, Rot: negativ). (PDB: 5ZC9).

Unter der Annahme, dass in der Praparation von elF4&uch ATP vorhanden war, sollte
elF4A durch kooperative Bindung von ATP und dem RN8ubstrat von einer halboffenen
in die geschlossene Konformation wechsel(vgl. Abbildung 3, Schritt 1). Diese Annahme

konnte angesichts der reduzierten H/DAustauschraten in der Interdomane, die durch
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Assoziation desN-Terminus mit dem GTerminus von der Oberflache abgeschirmt wird,
bestatigt werden. In diesem Zustand sollte die Bindung von Silvestrol oder €R-B (-) an
den Komplex stattgefunden haben. Auch dies ist durch die geringere Deuterium
aufnahme die in der Kristallstruktur im Bereich der hteraktionsflache von RocA mit
elF4A und der RNAwiederzufinden ist, in den Ergebnissen der HDXMS zu beobachten
(vgl. Abbildung 45). In Gegenwart eines doppelstrangigen RNSubstrats wiirde der
Zyklus mit der Entwindung der DuplexRNA und der Dissoziation des ersten Stranges
fortgesetzt werden. Da in dieser Untersuchung eia einzelstrangige PolypurinRNA als
Substrat eingesetzt wurde, kéinen diese Schritte nicht stattfindenUnter der Annahme,
dass die Entwindung und Dissoziation des ersten Stranges Ubersprungen werden,
wirden im nachsten Schritt die ATPHydrolyse und Freisetzung des abgespaltenen
Phosphats folgen (vglAbbildung 3, Schritt 4 und 5).Dieser Zustand wirde die erh6hte
Deuteriumaufnahme im Bereich der drei ATFkoordinierenden Helices nahe des
N-Terminus erklaren. Wegen derBindung der Inhibitoren an den elF4AARNAATP-
Komplex sollte die im nachsten Schritt folgende Dissoziation des RPBAIbstrats
unterbunden werden. Demnach misste auch der Ubergang von der geschlossenen
Konformation in die halboffene Konformation blockiert sein, sodassder Komplex in
diesem Zustand fixiertwére. Zusammengefasst sollte die einzig mdgliche Aktivitat in
diesem Zustand die Hydrolyse des ATPund ggf. die Freisetzung des Phosphatsein.
Diese Hypothese kann mit den HDXaten bekraftigt werden, in denen lediglich im
Bereich der ATRBindestelle eine erhohte Aktivitat zu beobachten ist (vglAbbildung 46).
Final kann somit festgehalten werden, dass die in den HEMS beobachteten Einflisse
der Bindung von Silvestrol und CR81-B(-) an den elF4AARNAKomplex mit dem fir
elF4A vorgeschlagenen Konformationszyklus zu vereinbaren sind. Die Rocaglamid
Derivate fixieren elF4A in der geschlossenen Konformation und unterbinden somit
vermutlich die HelikaseAktivitat. Die ATPaseAktivitdt dagegen scheint von der Bindung

der RocaglamidDerivate stimuliert zu werden.
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4.5 Validierung der elF4A-Spezifitat weiterer Rocaglamid-Derivate

Im Rahmen einer bestehenden Kooperation mit PrROrF DR. HANSGUIDO WENDEL
(MSKCC New York) wurden neben CR31-B(-) weitere chemische Verbindungen
mit einem Cyclopentap]benzofuran-Grundgerist hinsichtlich ihrer elF4ASpezifitat
charakterisiert. Bei diesen Verbindungen handelt es sich zum Teil um Nebenprodukte, die
bei der Synthese von CR1-B (-) anfallen und sich in den Seitengruppen der Phenylreste
der Ringe A und B oder in der Amidgruppe vom GRL-B-Grundgerusts unterscheiden. Da
sowohl die physikochemischen Eigenschaftenals auch die vom Tri-Institutional
Therapeutics Discovery Institutenit PROF DR. HANSGUIDO WENDEL als Hauptinvestor
erhobenen Daten zur Validierung dieser RocaglamieDerivate bisher unveroffentlicht
sind, wird in dieser Arbeit nicht genauer auf dieDerivate eingegangen, sondern lediglich
die Ergebnisse derin dieser Arbeit erhobenen Daten dargestellt. Insgesamt handelt es
sich um funf Verbindungen HGW0, HGW-8, HGW-9, HGW-4 und HGW 3, die hinsichtlich
ihrer elF4A-spezifischen Inhibition untersucht werden sollten. Wie bereits zuvor mit
CR31-B, wurden auch hier zunachst die Ge&Werte in HepG2Zellen mithilfe eines
WST-1-Assays bestimmt(vgl. Abbildung 47).

1,47 —~— DMSO
3 1,2 i — HGW-0
3 lr CCs: 5,63 UM
g 10 t HGW-8
T = CCso: 7,24 UM
75 08 HGW-9
g5 7 ! T Gy > 100 pM
S 2 06-
- . Hew-4
% 0,4- CCsp: 7,14 UM
= i HGW-3
g 0,2 CGp: 77,45 nM
O,C L] L] II L] 1 II 1] 1 II 1 L] II 1 L] II L] L] II
0,1 1 10 100 1000 10000 100000

Konzentration c[nM]

Abbildung 47: WST-1-Assay von Rocaglamid-Derivaten in HepG2 -Zellen zur Bestimmung der CC so-
Werte. Die Proliferation der HepG2Zellen wurde 48 Stunden nach Behandlung der HepG2ellen mit dem
jeweiligen RocaglamidDerivat mithilfe eines WSTF1-Assays bestimmt. Der G&-Wert entspricht der
Konzentration, bei der 50% der Zellen abgetétet sind.
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Mit HGW9 ist keine Zytotoxizitat innerhalb des gemasenen Konzentrationsbereiches
von 0,5nM z 100 puM in der Krebszelllinie wahrzunehmen. Dies deutet darauf hin, dass es
sich hierbei vermutlich nicht um einen elF4Alnhibitor handelt, da andernfalls eine
antitumorale Wirkung, die sichz.B.in einer Inhibition der Proliferation der HepG2Zellen
gedulRert hatte, zu erwarten ware HGW8 und HGW4 verhalten sich im WST1-Assay
relativ ahnlich. Hierfur lassen sich Cé-Werte im Bereich von 7uM errechnen. Auch mit
HGWO kann mit 5,63uM ein CGo-Wert im niedrigen mikromolaren Bereich erfasst
werden. Einzig das Rocaglamiderivat HGW-3 zeigt eine deutliche Hemmung der
Proliferation im nanomolaren Bereich. Der C&-Wert liegt hier bei 77,45nM. Verglichen
mit Silvestrol und CR31-B (-) liegen alle Cé-Werte der HGW-Verbindungen tber denen
der Dbereits etablierten elF4Alnhibitoren, deren halbmaximale zytotoxische
Konzentration in HepG2Zellen bei etwa 20nM zu finden ist.Demnach ist wahrscheinlich
erst bei hoheren Konzentrationen mit einer elF4Anhibition zu rechnen. Fir den Dual
Luciferase-Assay werden daher zusatzlich zu den sonst verwendeten Konzentrationen
von 5nM und 10nM auch die Konzentrationen 5hM und 100nM gewahlt. Zur
Abschatzung der elF4AAbhéngigkeit wurdealsNegaE OE T T O O LUTR vbn BGEbIN v O
verwendet, alsPostivkontrolle dient e die 30 bp lange PolypurinSequenz (AG), die mit
Silvestrol und CR31-B(-) die starkste Herunterregulation der Translationseffizienz
hervorgerufen hat. Ein potentieller elF4Anhibitor sollte keinen Effekt auf die
Translationseffizienz von [3Globin ausuben, bzw. allenfalls eine Hochregulation
verursachen, wahrend die Translationseffizienz der PolypurifSequenz nach Behandlung
gegenuber der DMS&ontrolle reduziert werden sollte (vgl. hierfiir auch Abbildung 30
und Abbildung 32 als Beispiek fir den zu erwartenden Effektmit einem elF4A-Inhibitor).
Der DLA derHGW-Verbindungen lasst erkennen, dassiGW-8, HGW9 und HGW4 zwar
keinen Effekt auf die Tanslationseffizienz von R-Globin ausiiben, gleichermalRen kann
aber auch kein Effekt auf die PolypurirSequenz registrert werden (vgl. Abbildung 48).
Diese Ergebnisse waren abzusehen, da die Toxizitat im W$JAssay erst imniedrigen
mikromolaren Bereich auftritt bzw. fur HGW9 gar keine Toxizitdt zu sehenist,
wohingegen im DLA eine maximale Konzentration von 100M eingesetzt wurde.
Dementsprechend i$ im DLA im nanomolaren Bereich nicht mit einem fir einen elF%
Inhibitor spezifischen Effekt zu rechnen, allenfalls wére dieser Effekt bei hoheren
Konzentrationen zu erwarten. Gleiches gilt somit auch fiHGW-0 mit einem CGo-Wert

von 5,63uM. Dennochzeichnet sich hier ein anderes Bild ab. Zwar ist die gewlnschte
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Inhibition der Translation der Polypurin-Sequenz erkennbar, der gleiche Effekt istber
auch mit der Negativkontrolle (3Globin zu beobachtenHGW0 scheint also eine elF4A
unspezifische Wirkung aif die Translation auszuliben, die anhand dieses Reporté&ssays

nicht weiter charakterisiert werden kann.

Negativkontrolle: 3-Gobin Positivkontrolle: (AG) 15
18 =1 5nM EE 50nM 3 5nM EE 50nM
1.41 == 10nM EE 100nM == 10nM = 100nM | =
14 T

S ﬁ%ﬁ*%r i aanin . |

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)

0.0 T T T T T
HGW-0 HGW-8 HGW-9 HGW-4 HGW-3

Abbildung 48: DLA in HepG2Zellen mit den HGW-Verbindungen zur Identifikation neuer
potentiel ler elF4A-Inhibitoren. In Blau: Effekt mit unterschiedlichen Konzentrationen der HGW
6 AOAET AOT CAT-UTRA @ofE RAIdBIA alsu Kegativkontrolle, in Rot: Effekt unterschiedlicher
Konzentrationen derHGWVerbindungen auf diePolypurin-Sequenz (AG} als Positivkontrolle. Dargestellt
ist die Translationseffizienz 48 Stunden nach Behandlung mit 5, 10, 50 und 16 der HGWVerbindungen,
normalisiert auf die entsprechenden DMS&ontrollen (n | 3).

Basierend auf den Ergebnissen ek WSTl-Assays erscheint HGW-3 als der
vielversprechendste Kandidat fur einen potentiellen elF4Anhibitor. Diese Erwartungen
kénnen im Hinblick auf die im DLA erhaltenen Ergebnisse erfillt werden. Wie es flr einen
elF4AInhibitor charakteristisch ist, wird die Translationseffizienz von (AGjs deutlich
gemindert, gleichzeitig wird die Translationseffizienzvon 3-Globin nicht beeinflusst oder
hochreguliert. Wie bereits zuvor erlautertkbnnte die Inhibition der Translation elF4A
abhangiger mRNAsu. a.dazu fihren, dass mehr freie 43S°1Cs fir die Translation elF4A
unabhangiger mRNAs zur Verfigung steherwas in einer Erhéhung der Translations

effizienz resultieren wirde. Zwar liegt die firHGW3 hochste getestete Konzentration
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von 100nM bereits tber dem kriischen CGo-Wert, jedoch kann bereits mit 50nM der
gleiche Effekt beobachtet werdenAulRerdem ist der Trend in abgeschwachter Form auch
mit 5 und 10nM zu erkennen, weshalb ein unspezifischer Effekt, der auf eine toxische
Wirkung zurtickzufihren ist, eherunwahrscheinlich ist.

In einem letzten Experiment zu Validierung des Potentialsder HGW-Verbindungen als
elF4AInhibitoren wurde die Bindung der Liganden an den elF4RNAAMP-PNR
Komplex untersucht. Dies wurde mithilfe des in dieser Arbeit etablierten Thenal-Shift-

Assays bewerkstelligt(vgl. Abbildung 49).

T, elF4A + AMP-PNP + (AG)5

® DMSO
; ® Slvestrol
® CR-31-B ()
® CR-31-B (rac)
HGW-0
HGW-8
HGW-9
® HGW-4
® HGW-3
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66
Temperatur T [°C]

Abbildung 49: Thermal -Shift-Assay zur Validierung der HGW-Verbindungen als potentielle elF4A-
Inhibitoren. Dargestellt istdie Schmeltemperatur Tm von elF4Ain Gegenwarteiner Polypurin-RNA (AG3
und AMRPNPsowie der Liganden.Eine tabellarische Auflistung der Schmelztemperatureim sowie der

Mittelwerts (SEM) fur nl 3 ist dem Anhang zu entnehmen (vgllabelle C5im Anhang).

In Gegenwart eines elF4/&indenden Liganden sollte demnach eine Erh6hung der
SchmelztemperaturTm des elF4A(AGk-AMP-PNRKomplexes zu messen sein, wahrend
ein nicht bindender Ligand keinen Einfluss auf die Schmelztemperatur haben sollte. Als
Kontrollen wurden DMSO sowie Silvestrol, CRL-B (-) und CR31-B (rac) eingesetzt. Die
Mittelwerte der Schmelztemperaturen inklusive der Standardabweichungen kénnen

Tabelle C5 des Anhangs entnommen werden. Mit Silvestrol und CRL-B ist eine
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Verschiebung der Schmelztemperatufm gegeniiber der DMS&Xontrolle um fast 9°C zu
beobachten. Wie sich auch schon in den voghigen Experimenten abgezeichnet hat, hat
HGW9 keinen Einfluss auf die Schmelztemperatur von elF4A (vgRbbildung 49).
HGW9 kann somit als potentieler elF4AInhibitor ausgeschlossen werden, da in keinem
der drei voneinander unabhangigen Experimente ein fir einen elF4/khibitor
charakteristischer Effekt beobachtet werden konnte. Anders sieht dies fir HGQ/
HGW-8 und HGW4 aus. Alle Verbindungen wiesn im WSTF1-Assay einen C&-Wert im
niedrigen mikromolaren Bereich auf. Im ThermalShift-Assay ist eine Erhdéhung der
Schmelztemperatur um 2,27% 2,69°C zu vermerken. Das konnte bedeuten, dass eine
Bindung an elF4A stattfindet, durch die die Stabilitat d& elFAARNAAMP-PNR
Komplexes erhoht wird, was sich in der gestiegenen Schmelztemperatur auf3ert.
Demnach sind die drei HGWV/erbindungen, trotz der fehlenden Wirkung im DLA nicht
ganzlich zu verwerfen. Moglicherweise hatte im DLA eine hohere Konzentration
eingesetzt werden mussen, die ndher am G&Wert liegt, damit eine Inhibition von elF4A
bewirkt worden ware. Zwar ist dann in einer weiteren Validierung der Verbindungen
nicht mit einer Wirksamkeit im niedrigen nanomolaren Bereich wie bei Silvestrol oder
CR31-B (-) zu rechnen, jedoch konnte sich diese Einbul3e mit einer deutlich geringeren
Zytotoxizitat auszahlen. Im Gegensatz dazu hat HG3Mm DLA bereits im nanomolaren
Bereich eine vielversprechende Wirkung auf die Translationseffizienz verursacht. Dieses
Ergebnis spiegelt sich auch im TSA wider. Mit einer Verschiebung der Schmelztemperatur
um 6,64(+ 0,12) °C scheint die Bindung an elF4A zwar nicht ganz so stark wie mit
Silvestrol oder CR31-B (-) zu sein, dieses Resultat steht jedoch im Einklang mit deaovor
gewonnen Erkenntnissen des WST-Assays sowie des DLA&Im abseits der Kontrollen
zu Uberprifen, oo HGwWwo A OAE AET AT % /&AAAE QUTEs austbd @ukde x AOO
ein weiterer DLA mit HGW3 und denu OTRs vonMERSCoV und SARE0V:2 sowieder
zusatzlichen Positivkontrolle PIM1 durchgefiihrt (vgl. Abbildung 50). In einem getesteten
Konzentrationsbereich zwischen 5 und 50M ist fur PIM1 und MERS0V eine schwache
Herunterregulation der Translationseffizienzen unabhangig von der eingesetzten
Konzentration zu beobachten. Fir SARG0\ 2 ist mit der geringsten Konzentration von
5nM die hochste Reduktion der Translationseffizienz zu vermerken. Zwar gindie
Effekte nicht so stark ausgepréagt wie mit Silvestrol, dennoclscheint HGW3 einen
Einfluss auf die Translationseffizienzen der ReportemRNAs in Gegenwart der viralen
v -OTRs zu haben.
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Abbildung 50: DLA in HepG2Zellen zum Vergleich der inhibitorischen Effekte von Silvestrol und
HGW-3 auf die Reporteraktivitit in Gegenwart der PIM1-u -OTR sowie der OE O A i -BTRs word
MERSCoV und SARSCoV-2. Dargestellt ist die Translatonseffizienz 48 Stunden nach Behandlung mit
5 und 10nM Silvestrol bzw.5, 10, 25 und 50nM HGW3, normalisiert auf die entsprechenden DMSO
Kontrollen (n 1 3).

5 nM Silvestrol
10 nM Silvestrol

I

5nM HGW-3

10 nM HGW-3
25 nM HGW-3
50 nM HGW-3

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMSO)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Kombinatiams demWST-1-Assay, dem
Dual-Luciferase-Assay und dem ThermalShift-Assay eine sehr zuverlassige Vorhersage
Uber das Potential einer Verbindung als elF4Anhibitor liefert. Die unabhangig
voneinander erhobenen Daten stellen ein schlissiges Gesamtbild dar, das HG\als
potentiellen elF4AcInhibitor mit einer Wirksamkeit im mittleren nanomolaren Bereich im
DLA identifizieren konnte. In einer Kooperation mitDR. CHRISTINMULLER (AG ZIEBUHR
Institut fur Medizinische Virologie, JustusLiebig-Universitat Gief3en) konnte in einem
ex vivo Atemwegsinfektionsmodell eine Reduktion der SARE0o\ 2-Titer mit 500 nM
HGW3 beobachtet werden. Dies ist ein erstes Indiz flr eine antivirale Aktivitat des
RocaglamidDerivats. Fur die weitere Validierung von HGW), HGWS8 und HGW4
mussten im DLA die Konzentrabn in den niedrigen mikromolaren Bereich angehoben
werden. Mdoglicherweise kann sich dann die im TSA beobachtete Schmelztemperatur
erhéhung von elF4A, die vermutlich auf eine Bindung der Liganden an die Helikase
zurtckzufthren ist, auch im DLA bestéatigen.nl Bezug auf HGW® sind alle erhobenen
Daten eindeutig und schliel3en eine Inhibition von elF4A aus. Eine Validierungpn
HGW9 als potentielles antivirales Breitbandmedikament mit elF4A als Target ist

demnach vermutlich nicht aussichtsreich.
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Neben Silvestol ist auch Episilvestrol ein Vertreter der nattrlich vorkommenden
RocaglamidDerivate, fur das eine antitumorale Wirkung festgestellt werden konnte, die
auf die Inhibition von elF4A zurtickzufuhren ist(Hwang et al, 2004). Um diese elF4A
Inhibition zu bestatigen, sollte Episilvestrol im DLA vermessen werdeZuerstwurde der
CGo-Wert in HepG2Zellen mithilfe einesWST-1-Assays bestimmt (vglAbbildung 51).
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Abbildung 51: WST-1-Assay von Episilvestrol in HepG2 -Zellen zur Bestimmung des CCso-Werts. Die
Proliferation der HepG2Zellen wurde 48Stunden nach Behandlung er HepG2Zellen mit Episilvestrol
mithilfe eines WST1-Assays bestimmt. Der Gig-Wert entspricht der Konzentration, bei der 50% der Zellen
abgetdtet sind.

Wie in Abbildung 51 erkennbar ist, wird mit der geringsten getesteten Konzentration von
0,5nM noch kein Plateau im Bereich um 1 erreicht, bei dem die Proliferation der Zellen
nicht durch Episilvestrol gehemmt wrd. Fir eine exakte Kalkulation des Gi-Werts
musste demnach der Konzentrationsbereich um niedrigere Konzentrationen erweitert
werden. Dennoch kann der C&-Wert von Episilvestrol angenahert werden Zudem ist
bereits zu erkennen, dass dieseniedriger als der von Silvestrol oder CR81-B (-) sein
muss. Der mithilfe eine logarithmischen Fitfunktion berechnete C&-Wert fir
Episilvestrol in der Leberkarzinom-Zelllinie liegt bei 5,32nM. Damit ist dieser etwa um
das 4Fache niedriger als fur Silestrol (CGo: 19,22nM). Fir die im DLA verwendeten
Konzentrationen werden somit 1nM, 2,5nM und 5nM gewahlt, um unterhalb des
CGo-Wertes zu bleiben. Zur Validierung der elF4/Spezifitdt von Episilvestrol im DLA
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werden als Negativkontrolle (Globin undals Positivkontrolle PIM1 verwendet. Mit allen
drei Konzentrationen des Episilvestrols istwie zu erwarten kein signifikanter Effekt auf

die Translationseffizienzvon [3-Globinim DLA zu registrieren (vgl.Abbildung 52).

. =3 5nM Slvestrol
B 10 nM Slvestrol

1 nM Episilvestrol
2,5 nM Episilvestrol
5 nM Episilvestrol

10

Translationseffizienz
(nach Behandlung, normalisiert auf DMS0)
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Abbildung 52: DLA in HepG2-Zellen zum Vergleich der inhibitorischen Effekte von Silvestrol und

Episilvestrol auf die Reporteraktiv itat der Positiv - und Negativkontrollen mit de n v -©OTRs von
3-Globin und PIM1 . Dargestellt ist die Translationseffizienz 48 Stunden nach Behandlung mit 5 und 1H®/
Silvestrol bzw. 1, 2,5 oder :1IM Episilvestrol, normalisiert auf dieentsprechenden DMS&Kontrollen (n | 3).

Die Translation von PIM1 wird dagegen mit zunehmender Konzentratioan Episilvestrol
starker inhibiert. Mit 5 nM Episilvestrol ist eine Reduktion der Translationseffizienz um
uber 50% zu detektieren, mit 2,5nM um 43 %. Die fur einen elF4Anhibitor
charakteristische Wirkung ist mit Episilvestrol somit bereits in einem geringeren
Konzentrationsbereich zu beobachten. Gleichermal3en ist die Zytotoxizitdt aber auch
hoher, was den Einsatz hoherer Konzentrationereinschrénkt. Basierend auf den
Ergebnissen des WST-Assays und des DLAs scheint das Episilvestrol also in einem
niedrigeren Konzentrationsbereich als Silvestrol wirksam zu sein. Einen weiteren
Hinweis bezuglich des Potentials als elF4fhibitor kdnnte ein Thermal-Shift-Assay mit
elF4Aliefern. Sollte auch hier einestarkere Erhéhung des Schmelzpunktes im Vergleich
zu Silvestrol zu messen sein, wirde dies die Annahme bekréftigen, dass Episilvestrol

bereits bei niedrigeren Konzentrationen eine elF4Ainhibitorische Wirkung zeigt.
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4.6 Screening neuer potentieller elF4A -Inhibitoren

Mit Silvestrol als Naturstoff und CR31-B (-) als synthetisches Analogorsind in dieser
Arbeit bereits zwei potente elF4Alnhibitoren mit einer antiviralen Wirksamkeit im
niedrigen nanomolaren Bereich charakterisiert worden. Eine Schwierigkeit stellen die
limitierte Isolierung von Silvestrol aus Pflanzen der Gattungglaia sowie die komplexe
Synthese von CR31-B(-) oder anderen RocaglamieDerivaten dar, was den Einsatz
dieser Molekilklasse furein breites Patienterspektrum erschwert. Aus diesem Grund
sollte in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe vonPROF DR. MARTIN SCHLITZER(Institut
fur Pharmazeutische Chemie, Philipp&niversitat Marburg) nach neuen einfacheren
Molekllen gesucht werden, die eine Inhibition von elF4A bewirken. Zunachst wurde mit
einem Ligandenbasierten Design der Molekule begonnen. Als Leitstruktur hierfudiente
das Silvestrol, dessen elektronische Eigenschaften und 3tusrichtung alsAnhaltspunkt
fur die Synthese neuer potentieller elF4Anhibitoren genutzt wurden. Eine aus diesen
Uberlegungen resultierende Molekiilklasse stellen didinearen Sulfonamide dar (vgl.
Abbildung 53). Nachdemdie Kristallstruktur von elF4A im Komplex mit der Polypurin
RNA, RocA und AMIPNP veroffentlicht wurde (lwasaki et al, 2019), wurde zu einem
Sruktur -basierten Design der neuen Moleklle gewechselt. Dabei wurdergucht, die
Interaktionen von RocA mit den beiden Purinbasen der RNA sowie die Wechselwirkung
mit dem Phenylalanin an Position 163 zu imitieren und mit den neuen Molekilen zu
adressieren. Durch molekulares Docking wurdelann tberprift, ob eine Bindung der
designten Molekule an den elF4AARNAKomplex stattfindet. Aus diesem Ansatz
resultierten im Wesentlichen Derivate der Propeller-ahnlichen Sulfonamide sowie der

Carbonséureamide (vglAbbildung 53).

X=CH, N
Lineare Sulfonamide Propeller-adhnliche Sulfonamide Carbonsdureamide

IZO

Abbildung 53: Ubersicht der Leitstrukturen des Liganden-basierten sowie des Struktur -basierten
Designs zur Identifikation neuer einfacher zu synthetisierender elF4A-Inhibitoren. A, B und C
kennzeichnen jeweils dieim Docking vorhergesagten Bindetaschen, wobei A einer Interaktion mit A7 der
Purin-RNA, B einer Interaktion mit G8 der PurirRNAund C einer Interaktion mit Phe163 entspricht.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Das Design sowie die Synthese der potentiellen elF4Ahibitoren wurde von THI LAN
PHUONGPHAM, Doktorandin der Arbeitsgruppe SCHLITZER durchgefiihrt. Die Testung der
Verbindungen hinsichtlich ihrer elF4Ainhibitorischen Eigenschaften erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit. Ahnlich zum Vorgehenmit CR31-B(-) oder den HGWVerbindungen,
wurde zunachst mithilfe eines WSTL-Assays die Zytotoxizitdt der Verbindungen in
HepG2Zellen untersucht. Da es sich um insgesarbtt9 Verbindungen handelt, konnte im
Rahmen dieser Arbeit nicht fur jede Verbindung der G&Wert bestimmt werden. Es
wurde daher bei der Testung der Zytotoxizitat mit zwei Konzentrationen, 10@tM und
10 uM begonnen. Bei bestehender Zytotoxizitdbei 10 uM wurde der WSTF1-Assay mit
geringerenKonzentrationenbei 1 uM und ggf. 200nhM wiederholt, bis eine Konzentration
gefunden wurde, diezu keiner Zytotoxizitat in den HepG2Zellen fuhrte (vgl. Tabelle
E.1z Tabelle E8 im Anhang). Mit der hdchsten nichttoxischen Konzentration wurde
anschlielend einDual-Luciferase-Assay mit [Globin als Negativkontrolle und PIM1 oder
der Polypurin-Sequenz (AG) als Positivkontrolle durchgefiihrt. Ein elF4Aspezifischer
Inhibitor sollte wie bereits erwahnt keinen Effekt auf die Translationseffizienz von (>
Globin haben, wahrend die Translationseffizienz von PIM1 oder (AGg herunterreguliert
werden sollte.Mit Molektilen, die diese Kriterien erflllten,wurde ein ThermalShift-Assay
angeschlossen, underen Bindung an den elF4ARNAKomplex zu validieren.Da dasauf
diese = Weise durchgefihrte Screening potentieller elF4Alnhibitoren  in
Zellkulturexperimenten sehr arbeits- und zeitaufwéandig ist, wurdefir die Messung der
letzten Testreihe mit einem Thermal-Shift-Assay begonnen um Substanzen, die keine
Affinitat gegenltber elF4A aufweisen bereits vorakaussortieren zu kénnen Samtliche
Messwerte der einzelnen Assays sowie die Strukturformelnaller getesteten

Verbindungensind im Anhang E zu finden.

Innerhalb der ersten Testreihen wurden Modifikationen der linearen 8lfonamide, die
mithilfe des Ligandenbasierten Designs entwickelt wurden, hinsichtlich ihrer elF4A
inhibitorischen Eigenschaften untersucht. Unter anderem wurde die Linkerlange variiert,
die funktionellen Gruppen modifiziert, unterschiedliche elektronenzehende oder
elektronenschiebende Gruppen eingefiigt oder verschiedene Substituenten eingebracht
(vgl. Abbildung 54).
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Modifikationen der linearen Sulfonamide

Modifikation der

Linkerldnge Modifikation der

| }nktione]len Gruppe
O\\S,/O
Einfligen N~ 0
verschiedener H
EWG/EDG N X Einfiigen
H | X verschiedener
=
Substituenten
Einfligen X = CH. N

verschiedener
Substituenten

Abbildung 54: Untersuchte M odifikation en der linearen Sulfonamide zur ldentifikation neuer
potentielle r elF4A-Inhibitor en. EWG: Elektronenziehende Gruppe (ectron withdrawing group),
EDG: Elektronenschiebende Gruppeelectron donating group Das Design sowie die Synthese der
Verbindungenwurde von THI LAN PHUONGPHAM, Doktorandin der AGSCHLITZERdurchgefihrt.

Insgesamt wurden 42 modifizierte lineare Sulfonamide getestefvgl. Tabelle E1 im
Anhang). Zwei dieser Verbindungen, PR1-135 und PR01-127, zeigen auch bei einer
Konzentration von 10nM noch zytotoxische Effekte, weshalb diese beiden Substanzen
nicht im DLA untersucht wurden. Einige Verbindungen sind in ho6heren
Konzentrationsbereichen unldslich In diesen Fallen wurde fir den DLA die héchste nicht
toxische Konzentration, bei der die Verbindung vollstandig gel6st war, eingeset#in
Groliteil der linearen Sulfonamidezeigtim DLA eine unspezifische Herunterregulation
der Translationseffizienz, die swohl in Gegenwart defPIM1-v -OTRbzw. (AG)s-Sequenz
alsauch in Gegenwart deR-Globin-u -OTRauftritt . Mit 15 Verbindungenist nahezu kein
Effekt bzw. allenfalls eine Hochregulation der Translationseffiziender Kontroll-u OTRs
im DLA zu beobachten. Fir 5 Substanzenkann mit der hdchsten nicht toxischen
Konzentration ein fur einen elF4Alnhibitor spezifischer Effekt im DLA registriert werden
(vgl. Abbildung 55). Hier ist jedoch anzumerken, dass die Translationseffizienzen von
PP-03-135 und PR04-019 sehr starke Fluktuationen aufweisen, weshalb kein
signifikanter Unterschied zwischen der Negativund der Positivkontrolle ausgemacht
und somit auch nicht von einem fir einen elF4AInhibitor spezifischen Effekt
ausgegangen werden kann.Die Ubrigen drei Verbindungen zeigen eine maximale
Herunterregulation der Translationseffizienz der Positivkontrolle um 25%. Verglichen
mit den Effekten, die mit RocaglamieDerivaten erzielt werden konnten, ist die Wirkung

der linearen Sulfonamide auf d@ Translationseffizienz eher gering.
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Lineare Sulfonamide
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Abbildung 55: DLA zur Untersuchung des Effekts der modifizierten linearen Sulfonamide auf die

Translationseffizienzen h AEA A O QAHRS voA B-Slobin @blau) un d PIM1 bzw. (AG)1s (rot)
vermittelt werden, zur Charakterisierung der elF4A -Spezifitat. Dargestellt ist die Translationseffizienz
48 Stunden nach Behandlung mit 10 oder tM der linearen Sulfonamide, normalisiert auf die
entsprechenden DMS&ontrollen (n | 1).

Da im WST1-Assay keine C&-Werte der Verbindungen bestimmt wurden,ist es
denkbar, dass die Verbindungen bei einer hdheren Konzentration einen starkeren Effekt
auf die Translationseffizienz ausibenkoénnten. Um die funf linearen Sulfonamide
hinsichtlich ihrer elF4A-bindenden Eigenschaften zu validieren, wurdedaher ein
Thermal-Shift-Assay mit dem elF4A(AGus-AMP-PNRKomplex durchgefuhrt (vgl.
Abbildung 56). Da einige der Verbindungen die Hintergrundfluoreszenz des Farbstoffs
SYPR® Orange drastisch erhdéhén und dadurch falsch positive Temperatur
verschiebungen hervorgerufen werden kénnten, wuré dasDetergensTween-20 zu dem
im TSA verwendeten Puffer hinzugegeben. So konnte die Hintergrundfluoreszenz

minimiert werden .
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T elFAA + AMP-PNP + (AG)5
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Abbildung 56: Thermal -Shift-Assay zur Validierung der elF4A -bindenden Eigenschaften der
linearen Sulfonamide. Dargestellt ist die SchmelztemperatuiTm von elF4A in Gegenwart einer Polypurin
RNA (AG3 und AMRPNP sowie der zu untersuchenden Liganden. Eine tabellarische Auflisturgr

Mittelwerts (SEM) fur nl 3 ist dem Anhang zu entnehmen (vgirabelle E1 im Anhang).

Interessanterweise kann mit allen Verbindungen eine Erh6hung der Schmelztemperatur
des elF4AARNAAMP-PNRKomplexes im Vergleich zur DMS®ontrolle detektiert
werden. Die geringsten Schmelztemperaturerhbbungen liegen knapp unter einem Grad
und betragen 0,85°C fur PR03-135 und 0,92°C fir PR03-069. Die Verbindungen
PP-04-019 und PR03-079 verschieben den Schmelzpunkt um 1,18C bzw. um 146 °C.
Die hochste Verschiebung der Schmelztemperatur ist mMRP-03-147 zu beobachten. Hier
liegt die Zunahme der Schmelztemperatur von elF4A in Gegenwart des linearen
Sulfonamids bei 2,87C. An dieser Stelle ist aber anzumerken, dass-BB-147 eine der
Verbindungen war, die bereits ohne Zugabe des Proteins eine Farbé&nderung des
Fluoreszenzfarbstoffs SYPROOrange hervorgerufen héen. Zwar ist diese durch die
Zugabe von Tweer20 minimiert worden, es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass
dennoch ein geringer Anteil der beobachteten Schmelztemperaturerhéhung auf den
Farbumschlag von SYPRO Orange und der damit einhergehenden steigenden
Hintergrundfluoreszenz zurtickzufthren ist. Auch wenn dieTemperaturverschiebungen
im Vergleich zu den zuvor untersucheén RocaglamidDerivaten noch relativ gering

erscheinen, kdnnen die identifizierten Strukturen als Anhaltspunkt fur die Synthese neuer
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elF4AInhibitoren verwendet werden. Es fallt z.B. auf, dassfast alle der funf viel
versprechendsten Verbindungen tber Aylreste an Ring B verfiigen. Diese Erkenntnis

kann fur das Design neuer zu testender Kandidaten in Betracht gezogen werden.

Neben den linearen Sulfonamiden wurden auf3erdem Propellgihnliche Sulfonamide
getestet. Diese Serie umfasst 17 verschieden modiézte Moleklle, von denen acht
mithilfe des WSTF1-Assays und anschlieRendem DLA untersucht wurden. Die Ubrigen

neun Substanzen wurden ausschlie3lich im Therm&bhift-Assay vermessen.

Modifikationen der Propeller-adhnlichen Sulfonamide
Ring C

5
Ring A \©\
\Q\ \©\ Ring B

0

O, @@
O T

Abbildung 57: Untersuchte Modifikationen der Propeller -ahnlichen Sulfonamide zur Identifikation
neuer potentieller elF4A -Inhibitoren. Das Design sowie die Synthese der Verbindungen wurde von
THI LAN PHUONGPHAM durchgefiihrt.

Unter den acht in ZellkulturExperimenten getesteten Propellerdhnlichen Sulfonamiden

ist Uberwiegend kein Effekt auf die Translationseffizienz zubeobachten Zwei
Verbindungenzeigeneine unspezifische Herunterregulation von BGlobin und PIM1 bzw.
(AGhs. Aus diesem Grund wird auf diese Verbindungen nicht naher eingegangen. Die
Ubrigen neun Molekile, die im TSA vermessen wurdergeigen einen maximalen
Temperaturanstieg von bis zu 1,56C (vgl.Abbildung 58). Eine anné&hernd ausgepragte
Erhéhung der Schmelztemperatur wie sie mit Silvestrol odeHGW-3 zu beobachtenist,

kann nicht erreicht werden.

122



4 Ergebnisse und Diskussion

T,, elFAA + AMP-PNP + (AG)s
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Abbildung 58: Thermal -Shift-Assay zur Validierung der elF4A -bindenden Eigenschaften der
Propeller -ahnlichen Sulfonamide. Dargestellt ist die Schmelztemperatum von elF4A in Gegenwartler
Polypurin-RNA (AG) und AMRPNP sowie der zu untersuchenden Liganden. Eine tabellarische Auflistung
AAO 21 AAOOT ¢ AAO 3rigederibetindroMBMRodtbl@ MiDAngabe des Standardfehlers
des Mittelwerts (SEM) fiir nl 3 ist dem Anhang zu entnehmen (vglrabelle E3 im Anhang).

In einer anderen Testreihe wurden RhodaninDerivate untersucht.Insgesamt handelt es
sich um sechs Verbindungen, die sich in den Substgnten an Position 5 und an der

Aminogruppe des ThiazolidinGrundgeristsunterscheiden (vgl.Abbildung 59).

Rhodanin-Derivate

Einfligen verschiedener
Substituenten

Oy\jfs
/

Einfiigen verschiedener
Substituenten

Abbildung 59: Leitstruktur der Rhodanin -Derivate, deren Modifikationen  hinsichtlich ihrer

Aktivitat als elF4A -Inhibitoren analysiert wurden.  Das Design sowie i@ Synthese der Verbindungen
wurde von THI LAN PHUONGPHAM durchgefuhrt.
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Innerhalb dieser Testreihesind zwei Verbindungen bei einer Konzentration von 10QuM
nicht 16slich (vgl. Tabelle E2). Genereliist in einem Konzentrationsbereich zwischen UM
und 10 uM keine Zytotoxizitat in den HepGZZellen zu beobachten. Im DLAeigenvier der
sechs RhodanirDerivate keine Hemmung der Translationseffizienz von {&lobin oder
PIM1 bzw. (AG)s. Die Verbindungen PR1-147 und PR02-017 verursachen einen fur
einen elF4Alnhibitor spezifischen Effekt (vgl. Abbildung 60). Allerdings wird besonders
fur PP-02-017 die Translationseffizienz der Positivkontrolle nur in sehr geringem Mal3e
herunterreguliert (TE: 0,88+ 0,02).
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Abbildung 60: DLA zur Untersuchung des Effekts der Rhodanin -Derivate auf die Translations -

effizienzenh A EA A GUTR&on&RESfobin(@au) und PIM1 bzw. (AG) 1s (rot) vermittelt werden,
zur Charak terisierung der elF4A -Spezifitdt. Dargestellt ist die Translationseffizienz 48 Stunden nach
Behandlung mit 10 oder 1uM der RhodaninDerivate, rormalisiert auf die entsprechenden DMSO
Kontrollen (n 1 1).

Zur Validierung dieser beidenRhodanin-Derivate wurde ein ThermatShift-Assay mit
elF4A durchgefuhrt (vgl. Tabelle E2 im Anhang). Entgegen eines erwarteten
Temperaturanstiegs in Gegewart der Substanzen ist hier jedoch eine Verringerung der
Schmelztemperatur des elFAMRNAAMP-PNRKomplexes um 1,54€C (PR02-017) bzw.
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um 1,77°C (PR0O1-147) gegenuber der DMS&ontrolle zu vernehmen. Somit scheint
unter den RhodaninDerivaten kein vielversprechender potentieller elF4AInhibitor zu
sein und die im DLA beobachteten Effekte missen auf eine anderweitig hervorgerufene

Auswirkung der Substanzen auf die HepG2ellen ausgeldst worden sein.

Die nachste untersuchte Substanzklasse beinhaltet Deate der Dicarbonsaureamide.
Diese sind aus dem Struktwbasierten Design neuer elF4Anhibitoren hervorgegangen.
Zur besseren Unterscheidung werden die Derivatbasierend auf denAusgangssaura in

vier Unterkategorien klassifiziert: Benzoeséaure, Phenylesgysaure-, Phenylpropionsaure

und Zimtsaure-Derivate (vgl. Abbildung 61).

Benzoesdure- Phenylessigsaure- Phenylpropionsiure- Zimtsaure-
Derivate Derivate Derivate Derivate

Abbildung 61: Modifikation en der Dicarbonsaureamide: Benzoesaure-, Phenylessigsaure,
Phenylpropionsaure -und Zimtsaure -Derivate. Das Design sowie die Synthese der Verbindungen wurde
von THI LAN PHUONGPHAM durchgeflhrt.

Innerhalb dieser Unterkategoriensind verschiedenste Modifikationen anRingA, RingB
und RingC durchgefuhrt worden (vgl. Abbildung 62). Von den finf Benzoesaure
Derivaten wurden drei im WSTF1-Assay und im DLA getestet, digbrigen zwei Derivate
wurden mithilfe des ThermalShift-Assays untersucht. Im DLA zeigt keine der drei
Verbindungen eine spezifische Wirkung auf die Translationseffizienz (vglabelle E4 im
Anhang). Die im ThermalShift-Assay analysierten Verbindungen P®5-123 und
PP-05-125 verursachen eine Erhéhung der Schmelztemperatur um 1,3€ bzw. 1,12C.
Im Hinblick darauf, dass mit denRocaglamidDerivaten HGW0, HGW8 und HGW4,
deren CGo-Wert im niedrigen mikromolaren Bereich liegt, ein Temperaturanstieg von
2723 °C hervorgerufen wird, liegt bei diesen geringen Temperaturerhbhungen unter
1,5°C vermutlich keine starke Bindung der Sulstanz an den elFAARNAAMP-PNR

Komplexvor.
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Modifikationen der Dicarbonsiureamide
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Abbildung 62: Beispiele fur untersuchte Modifikation der Dicarbonsédureamide. Das Design sowie die
Synthese der Verbindungen wurde voriHI LAN PHUONGPHAM durchgefihrt.

Die insgesant 30 PhenylessigsaureDerivate, darunter vier ValinDerivate, zwei Leucin
Derivate und zwei IsoleucinDerivate, Uben keinen spezifischen Einfluss auf die
Translationseffizienz aus (vgl. Tabelle E5 im Anhang). Lediglich eine Verbindung,
PP-05-033, reduziert die Translationseffizienz von (AG)s um 11 %, wahrend (3Globin
nicht beeinflusstwird (vgl. Abbildung 61). Auch mit den imTSAuntersuchten Substanzen
der PhenylessigsaureDerivate ist ein maximaler Anstieg der Temperatur um 0,6C zu
registrieren. Basierend auf diesen Messdaten seinen de PhenylessigsaureDerivate
demnacheher nicht fir die Entwicklung neuer elF4Alnhibitoren in Frage zu kommen.
Die nachste Testreihe widmete sich derPhenylpropionsaure-Derivaten, darunter drei
Valin-, zwei Leucin und zwei IsoleucinDerivate. Innerhalb der insgesamt
18 Verbindungenist bei einer Vielzahlder Verbindungen keine Zytotoxizitat bei 100uM
im WST-1-Assay festzustellen(vgl. Tabelle E6 im Anhang). Dies ist ein erster Hinweis
darauf, dassdie Verbindungen keinelnhibition der RNA-Helikase hervorrufen. Diese
Vermutung bestétigt sich im DLA. Uberwiegend ist hier kein Effekt auf die
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Translationseffizienz zu vermerken.Nur ein Isoleucin-Derivat, PR05-113, zeigt eine
schwache Herunterregulation der Translationseffizienz der Positivkontrolle (vgl.
Abbildung 63). Fur die Negativkontrolle kann mit dieser Verbindung jedoch kein stabiler
Wert erhalten werden, was sich in denprominenten Fehlerbalken widerspiegelt. Im
Thermal-Shift-Assay verursacht lediglich ein Derivat, PB6-055, einen Temperatur
anstieg um 0,81°C. Alle anderen Verbindungen beeinflussen den Schmelzpunkt des
elFAARNAAMP-PNRKomplexes nahezu gar nichfvgl. Tabelle E6 im Anhang).

Die letzte Unterkategorie der Carbonsédureamide stellen di@imtsaure-Derivate dar.
Diese verfugenbei gleicher Kettenlangeim Gegensatz zu den Phenylpropionsaure
Derivaten Uber eine DoppelbindungVon den 22 Verbindungenbei denenes sich umdrei
Valin-, zwei Leucinrr und zwei IsoleucinDerivate handelt, wurden 17 Substanzen mithilfe
des WST1-Assays und des DLAs getestet. ifinf Ubrigen Verbindungen wurden
ausschlief3lich im TSA untersucht (vglTabelle E7 im Anhang). Im WST1-Assay sind mit
den ZimtsaureDerivaten generdl haufiger Loslichkeitsprobleme bei einer Konzentration
von 100 uM zu beobachtenGleichzeitigweist ein Grof3teil der ZimtsaureDerivate eine
hohere Zytotoxizitat in den HepG2Zellen auf. Dementsprechend wurden fir den DLA
meist Konzentrationen zwischen 1uM und 10pM eingesetzt.Im DLA haben neun
Verbindungen keine Auswirkungen auf di€Translationseffizienz.Fur drei Verbindungen
ist eine unspezifische Reduktion der Translationseffizienz zu vermerken. Insgesaifiif
Zimtsaure-Derivate, PR05-059, PR04-141, PR04-133, PR04-105 und PP-04-133 zeigen
einen flr einen elF4Alnhibitor spezifischen Effekt auf die Translationseffizienz der
beiden Kontrollen (vgl. Abbildung 63). Die starkste Verminderung der Translations
effizienz der Positivkontrolle (AG)s ist mit PP-04-113 zu vermerken (TE: 0,58+0,06).
Gleichermaf3en wird hier allerdings auch die Translationseffizienz von-&lobin um 18%
herunterreguliert. Das wiederum deutet eher auf einen unspezifischen Effekt hin. Anders
sieht dies bei PP04-133 aus. Her ist zwar keine Reduktion der Translationseffizienz von
[3-Globin zu beobachten, dafir fallt aber auch die Verminderung der Translationseffizienz
von (AG)s nur schwach aus. Zudem treten starke Fluktuationen auf, weshalb auch hier
keine eindeutige Aussagebeziglich einer elF4ASpezifitat getroffen werden kann.
Ahnliches ist mit PP-04-141 und PR04-105 zu beobachten Am vielversprechendsten
konnte der Effekt von PP05-059 beurteilt werden. Bei einer Reduktion der
Translationseffizienz von (AG)s um 26 % wird die Negativkontrolle 3Globin nahezu

nicht beeinflusst.
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Abbildung 63: DLA zur Untersuchung des Effekts der Dicarbonsaure amid-Derivate auf die
Translationseffizienzen von 3 -Globin (blau) und PIM1 bz w. (AG)1s (rot) zur Charakterisierung der
elF4A-Spezifitat. Dargestellt ist die Translationseffizienz 48 Stunden nach Behandlung mit 10 odenuM
der Dicarbonséureamid Derivate, normalisiert auf die entsprechenden DMS®ontrollen (n | 1).

Fur die weitere Validierung der vielversprechendsten ZimtsaureDerivate wurde
abermals mit einem TSA fortgefahren (vglAbbildung 64). Wie es auch schon im DLA
hinsichtlich der Translationseffizienzzu beobachten warhat PR04-113 auch im TSA den
groRten Einfluss auf die Schmelztemperatur von elF4A. Die Temperatur wird in
Gegenwart des ZimtsaureDerivats um 1,51°C erhoht.Die tbrigen Verbindungen eigen

im TSA keinen nennenswerten Einfluss auf die Schmelztemperatur. Dem entgegen wird

die Schmelztemperatur mit PP04-105 und PR04-141 sogar herabgesetzt.
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Abbildung 64: Thermal -Shift-Assay zur Validierung der elF4A -bindenden Eigenschaften der
Dicarbonsaureamid -Derivate. Dargestellt ist die SchmelztemperaturTm von elF4A in Gegenwart einer
Polypurin-RNA (AG) und AMRPNP sowie der zu untersuchenden Liganden. Eine tabellarische Auflistung

des Mittelwerts (SEM) fir nl 3 ist dem Anhang zu entnehmen (vglTabelle E7 im Anhang).

Zusammenfassend haben einige Substanzemwar einen starken Einfluss auf die
Translationseffizienz, dieser scheint aber oftmals nicht elF48pezifisch zu sein.
Diejenigen Kandidaten, die im DLA einen fiur einen elF4Anhibitor spezifischen Effekt
hervorgerufen haben, haben im TSA maximal eine Erh6hung der Schmelztemperaiumn
2,87°C bewirkt. Dies entspricht zwar noch nicht der angestrebten Wirkung, jedoch
konnen strukturelle Eigenstaften genutzt werden, um das Design neugpotentieller
elF4A-Inhibitoren anzupassen. Zudeneignet sich das bisher angeandte Verfahren zur
Validierung der elF4A-Spezifitat nicht besonders gut, wenn Substanzen in grof3em
Malstab gescreent werden sollen. Uneine verlassliche Aussage treffen zu kdnnen,
musste zunachst der C#-Wert einer jeden Verbindung bestimmt werden und
anschlieend der DLA in einem darauf angepassten Konzentrationsbereich durchgefihrt
werden. Besser geeignet ware somit ein Helikasgssay,bei dem potentielle Inhibitoren
im 96-Well Format getestet werden konnen. Hier kdnnten die Inhibitoren im Uberschuss
eingesetzt werden, ohne dass zuvor eine optimale Konzentration bestimmt werden
musste.Fur vielversprechende Kandidaten kdnnte dann der G&Wert bestimmt und mit

dem DLA fortgefahren werden.
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4.7 Molekulares Docking zur Abschatzung der Bindungseffizienz
neuer elF4A-Inhibitoren sowie zur Vorhersage von Rocaglamid -

sensitiven oder -resistenten elF4A -Varianten

Die Veroffentlichung der Kristallstruktur von elF4A im Komplex mit einer PolypurinRNA,
dem ATRAnalog AMRPNP sowie RocAat einen grof3en Beitrag zur Aufklarmg des
Wirkmechanismus von RocaglamieDerivaten geleistet. Seither ist es mdglich, mhilfe
von molekularem Docking den Bindungsmodus sowie die Bindungsenergievon
potentiellen oder bekannten elF4Acnhibitoren an den ProteirRNAKomplex
vorherzusagen Diese Vorhersagen basieren auf molekularen Dockimgjlgorithmen, die
atomare Vander-WaalsRadien und Ladungen, Flexibilitit oder Iteraktionen wie
Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen von Ligand und
Rezeptor berticksichtigen(Dias& de Azevedo Jr2008).

Da Silvestrol im Gegensatz zu den anderen Rocaglarieérivaten wie RocA oder
CR31-B Uber eine zusatzliche DioxarGruppe an Ring A verfigt, stellte sich die Frageie
sich diese auf die Interaktion mit elF4A und der gebundenen RNA auswirkt. Aus diesem
Grund wurden der Bindungsmodus und die Bindungsenergie der Interaktion von
Silvestrol mit dem elF4AARNAAMP-PNRKomplex mit molekularem Docking
vorhergesagt und mit cer publizierten Kristallstruktur, die die Interaktion von RocAmit
elF4A zeigt,verglichen (vgl. Abbildung 65). Wie bereits in der Einleitung beschriebe,
AAOOEO AEA "ETAOT ¢ O11T -mWelhselwikuhged b RIdhET EAE
Purinbasen der RNA sowie dem Phenylalanin an Position 163 (vglbbildung 9 in der
Einleitung). Das lasst vermuten, dass fir eine stabile Interaktion Purinbasezuf der Seite
des RNASubstrats benotigt werden. Angesichts der Dockinyorhersagen scheint
Silvestrol die gleichen Interaktionen mit den Purinbasenund dem Phenylalanin163
einzugehen wie RocA (vgl. Abbildung 65). Aufgrund des zuséatzlichen DioxaRings
konnten aulRerdem Wasserstoffbriickenbindungen mit Argininen auf der gegentber
liegenden Seite Uber die RNA hinweg ausgebildet werden. Diese zusétzliclre
Interaktionen konnten die beobachteten Unterschiede zwischen Silvestrol und
CR31-B(-) im DLA erklaren. Wahrend CR31-B (-) uberwiegend einen Einfluss auf die
Translationseffizienz von RNASubstraten mit Polypurin-Sequenzen gezeigt hat, war mit
Silvestrol auch eine Redktion der Translationseffizienz von RNAs mit doppelstrangigen
Haarnadelstrukturen zu detektieren. Moglicherweise lasskine zusétzliche Interaktion

von Silvestrol mit elF4A, die Uber den DioxaiiRing ausgebildet wird, das Festklemmen
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von RNASubstraten zu,die nicht zwingend aus Polypurinbasen bestehen. Fernest in
den DockingVorhersagen zu erkennen,dass Silvestrol im Gegensatz zu RocA die
Polypurin-RNAvollstéandig tberquert. Somit scheint die RNA in Gegenwart von Silvestrol

fest fixiert zu sein, wohingegen RocA die RNA nur von einer Seite kommend festklemmt.

Silvestrol

Glnl95@

le199

Abbildung 65: Vergleich der Bindung en von RocA an elF4A (oben, kristallografische Daten) mit der
Bindung von Silvestrol an elF4A (unten, Docking -Vorhersage). Die Abbildung wurdemit UCSF Chimera
(RBV) angefertigt. Die Farbgebung der Oberflache von elF4A resultiert aus dem elektrostatischen Potential
(Blau: positives Potential,Rot: negatives Potential).Legende: Beige: elF4A, OrangBolypurin-RNA (AG3,
Violett: RocA Cyan:Silvestrol, hwarz-gestrichelte Linien: A-A-Wechselwirkungen, hellgrau-gestrichelte
Linien: mogliche WasserstoffbriickenbindungenFur Silvestrol berechnete Bindungsaffinitat:9,4 kcal/mol .
(PDB: 5zZC9)Iwasaki et al, 2019).

Angesichts der Tatsache, dass Silvestrol und sein Diastereomer Episilvestrol sich lediglich
im Stereozentrum der Hydroxygruppe des DioxatRings unterscheiden, ist davon
auszugehen, dass der Bindungsmodus von Episilvestrol ahnlich aussieht. Tatdich
weicht der in den DockingUntersuchungen vorhergesagte Bindungsmodus im
Wesentlichen in der Ausrichtung der DioxarGruppevon Silvestrol ab(vgl. Abbildung 66).

Somit sind Anderungen in der Affinitat der beiden natirlichen Rocaglamierivate
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vermutlich auf die Interaktionen der Helikase mit dem DioxarRing zurlickzufuhren. Es
scheint, als ware die DioxarEinheit bei Episilvestrol fir mégliche Interaktionen mit
Argininen oder anderen Wasserstoffbrickenbildnern besser zuganglich. Ein Vergleich
der Ausrichtung der DioxanrGruppen zeigt, dass in der Dockinyyorhersage von Silvestrol
die DioxanGruppe eher vom Komplex weg orientiert ist, wahrend die DioxaEinheit von
Episilvestrol mehr zum Komplexhingeneigt ist. Inwieweit diese minimalen Anderungen
in den DockingVorhersagen jedoch auf den tatsachlichen Bindungsmodus und damit
einhergehende Unterschiede schlieRen lassen, istitisch zu hinterfragen und nur durch

Ermittlung der jeweiligen Kristallstrukturen eindeutig zu klaren.

meIFélA RNA HEpisilvestrol
Argl10

1le199/ =

Asp198

Abbildung 66: Vorhersage der Bindung von Episilvestrol an den elF4A -RNA-Komplex. Die Abbildung
wurde mit UCSF ChimeraRBV) angefertigt. Die Farbgebung der Oberflache von elF4A resultiert aus dem
elektrostatischen Potential Blau: positives Potential, Rot: negatives Potential). Legende: Beige: elF4A,
Orange: PolypurinRNA (AG3, Blau Episilvestrol, schwarzgestrichelte Linien: A-A-Wechselwirkungen,
hellgrau-gestrichelte Linien: mogliche Wasserstoffbrickenbindungen. Fur Episilvestrol berechnete
Bindungsaffinitat: -9,4 kcal/mol. (PDB: 5ZC9)lwasaki et al, 2019).

In einer nachsten DockingBerechnung sollte tberprift werden, wie die Bindung von
CR31-B, einem RocaglamieDerivat ohne DioxanRing, an den elF4AARNAKomplex
aussehen konnte.Da RocA und CR1-B(-) sich lediglich in der CarboxamidGruppe
O1 OAOOAEAEAAT h AE A-a-yeéchselvirkuAgennici@ doh BeldetitArig At
ist davon auszugehen, dass die Interaldn von CR31-B(-) mit elF4A &ahnlich wie die
Interaktion von RocAmit elF4A aussieht (vgl.Abbildung 8). Angesichts der beobachteten
Effekte iImWST-1-Assay und im DLA scheindas inaktive (+)}Enantiomer keine Inhibition
von elF4A auszuibenwas wiederum auf das Ausbleiben der Bindung an elF4A
zuriickzufiihren sein muss. Undies zu Uberprifen, wurde in einem DockingeExperiment

die Bindungbeider Enartiomere an elF4Avorhergesagt(vgl. Abbildung 67).
132



4 Ergebnisse und Diskussion

Ydleiran EIRNA lcr-31-B () wCR-Bl-B )

Abbildung 67: Vergleich der mithilfe von molekularem Docking vorhergesag ten Bindung von
CR31-B(-) und CR-31-B(+) an den elF4A-RNA-Komplex. Die Abbildung wurde mit UCSF Chimera
(RBV) angefertigt. Legende: Beige: elF4A, Orange: PolypurRNA (AG3, Grun: CR31-B(-), Grau:
CR31-B (+), schwarzgestrichelte Linien: A-A-Wechselwirkungen, hellgraugestrichelte Linien: mdgliche
Wasserstoffbriickenbindungen. Fir CR1-B(-) berechnete Bindungsaffinitat: -10,1kcal/mol; fir
CR31-B (+) berechnete Bindungsaffinitat:-9,3 kcal/mol. (PDB: 5ZC9)Iwasaki et al, 2019).

Wie erwartet sind dieInteraktionen von CR31-B (-) mit elF4A kaum von denen von RocA
mit der RNAHelikase zu unterscheiden. Im Gegensatz dazu fuhrt die umgekehrte
Stereochemie im Falle von CR1-Bj Cq A A U O ha-Weéh€evirklirigdn von Ring A
mit dem Adenin an Position 7 der PolypuriRRNA nicht ausgebildet werden kdonnen. Das
erklart, warum CR31-B(+) weder im DLA noch im TSA oder im WSI-Assay einen
elF4A-inhibitorischen Effekt gezeigt hat. Zudem deutet es darauf hin, dass alle drei
A-A-Wechselwirkungen essentiell flr eine stabile Bidung an elF4A zu sein scheinen.
Offensichtlich reicht es nicht aus, wenn lediglich zwei der drei méglichen-A-Wechset
wirkungen ausgebildet werden kénnen, wie es laut Dockingrgebnissen fir CR31-B (+)
vorhergesagt ist.

Mit Zotatifin, auch eFT226,wir d aktuell ein vielversprechendes RocaglamiDerivat des
Unternehmens eFFECTOR Therapeutidsereits in der klinischen Phase 1/2 gegen
fortgeschrittene bosartige Tumoren in der Krebsforschung geteste(Thompson et al.
2019). Weiterhin soll das Molekul parallel auch als potentielles antivirales Medikament
gegen SARE0V2 untersucht werden (Gordon et al. 2020). Der elF4Alnhibitor weist
statt der in RocA und CR31-B vorhandenenCarboxamid-Gruppe eineDimethylamino-
methyl-Gruppe auf AulRerdembefindet sich an Ring B statt eine$/lethoxyphenyl-Restes
eine Benzonitril-Gruppe (vgl.Abbildung 68). Welche Unterschiede diese Modifikationen

auf den Bindungsmodus haben, sollte in einem weiteren Dockirgxperiment analysiert
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werden. Hier ist zu eakennen, dass ik vorhergesagteBindung von Zotatifin an elF4A im
Wesentlichen auf denselben Interaktionerberuht, die bereits zuvor mit CR31-B (-) und
RocA beobachtetverden konnten (vgl. Abbildung 68).

BeIMA RNA E|Zotatifin

Zotatifin (eFT226)

Abbildung 68: Vorhersage der Bindung des Rocaglamid -Derivats Zotatifin (eFT226) an den elF4A-
RNA-Komplex . Die Abbildung wurdemit UCSF ChimeraRBV) angefertigt. Legende: Beige: elF4A, Orange:
Polypurin-RNA (AG3, Rosa: Zotatifin (eFT226), schwargestrichelte Linien: A-A-Wechselwirkungen. Fir
Zotatifin berechnete Bindungsaffinitat:-8,6 kcal/mol. (PDB: 5ZC9)Iwasaki et al, 2019).

Wegen des elektronenziehenden mesomeren Effekts der Nitrilgruppesolite die
resultierend sollten die elektronischen Wechselwirkungen zwischen demelektronen-
armen Aromaten des Benzonitrils mit der elektronenreichen Purinbase Guanin
verbessert werden, was durch die Grenzorbitalheorie (Frontier Molecular Orbital
Theory, FMQTheorie) erklart werden kann Die Affinitat von Zotatifin gegeniiber elF4A
kénnte somit, verglichen mit anderen RocaglamidDerivaten wie CR31-B (-), erhdht sein.
Zwar liegt die berechnete Bindungsaffinitat von Zotatifin mit8,6 kcal/mol unter der von
CR31-B(-) mit -10,1kcal/mol, jedoch werden mit dem den Berechnungen zugrunde
liegenden DockingAlgorithmus vermutlich keine dieser Molekulorbital -Theorien
berilicksichtigt. Somit ist es denkbar, dass Zotatifin verglichen mit C&RL-B (-) eine hdhere
Affinitdt gegentber dem elF4AARNAKomplex aufweist. Jedoch ist damit zu rechnen, dass
eine Polypurin-Abhéngigkeit fir die Ausbildung stabiler Interaktionen besteht, da
basierend auf den Bindungsvorhersagen keine zusatzlichen Interaktionen mit elF4A

ausgebildet werden die die PurinrAbhangigkeit abschwachen kénnten.
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Neben der Vorhersage von Bindungsaffinitdten fur Ligaden an humanes elF4A kdnnen
mithilfe von Docking-Analysen auch Vorhersagen Ubedie Bindung von Rocaglamie
Derivaten an nicht humane elF4AVarianten gemacht werden. Die Arbeitsgruppe um
DR. CHARLIE YEO (CEO,Sarawak Biodiversity CentreBorneg konnte in einer Sequenz
analyse von elF4Asoformen feststellen, dass insbesondere das Phenylalanin an
Position 163 eine hohe Variation innerhalb der untersuchten Organismen, darunter auch
einige humanpathogene Spezies, aufweist. Interessanterweise vegén die Pflanzen der
Gattung Aglaia, die Silvestrol synthetisieren, an genannter Position Uber ein Leucin
anstelle des Phenylalanins. DiesModifikation macht die Pflanzen resistent gegeniber
Silvestrol, wahrend Fressfeinde, die nicht Uber diese Modifikain verfigen, durch das
produzierte Silvestrol beeintrachtigt werden. Um vorhersagen zu koénnen welche
Variationen der Position 163 sensitiv bzw. resistent gegentiber Rocaghed-Derivaten
sind, wurde mithilfe der Software PyMol Gchrédinger, LLG.eine virtuelle Mutation des
entsprechenden Phenylalanins an Position 163 innerhalb der publizierten
Kristallstruktur des humanenelF4A-RNAKomplexesdurchgefihrt (lwasaki et al, 2019).
Anschlielend wurde die Bindung von Silvestrol an diese unterschiedlichen elF4A
Varianten mithilfe von molekularem Docking untersucht (vgl. Abbildung 69). Fur die
elF4A-Variante mit einem Tyrosin an Position 163lassen die DockingVorhersagen
vermuten, dassliber Ring C des Silvestrolgleichermal3en dien-A-Wechselwirkungen mit
dem Tyrosin ausgebildet werden kbnnenDasich Tyrosin lediglich durch die zusatzliche
Hydroxygruppe von Phenylalanin unterscheidet, erscheint es wahrscheinlich, dass é/i
Varianten mit einem Tyrosin an Position 163 Rocaglamidsensitiv sind. In der
Sequenzanalyse desSarawak Biodiversity Centre konnten unter den Protisten
beispielsweise Spezies der GattunBlasmodiummit einer solchen TyrosinModifikation
identifiziert we rden. Unter den Pilzen scheink.B. Candida tropicalisein Vertreter einer
solchen elF4AVariante zu sein. Tatséchlich konnte in einer Studie zWwntersuchung der
antiplasmodialen Aktivitdt von RocaglamidDerivaten beobachtet werden, dass
CR31-B(-) die Assoziation von Plasmodium falciparumelF4A an die RNA hemmt
(Langlais et al, 2018). AuRBerdem wurde in vivo eine antiplasmodiale Wirkung mit
CR31-B (-) in mit Plasmodiuminfizierten Mausen registriert. Bezugnehmend au€andida
tropicalis konnte in einem DosisWirkungsbeziehungs-Assay eine antifungale Aktivitat
gegeniberC. tropicalismit einem RocaglamidDerivat beobachtet werden(lyer et al,

2020). Hier ist anzumerken, dasglie Abnahme der Bioaktivitat vonC.tropicalis nicht in
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gleichem Malle ausgepragwar wie der antifungale Effekt des Rocaglamiderivats
gegenuberC auris, einemVertreter mit einem Phenylalanin an der relevanten Position.
Dennoch scheinen diese Erkenntnisse zu bestatigen, dass die Rocaglai®ehsitivitat mit

einer elF4AVariante mit einem Tyrosin statt eines Phenylalanins an besagter Posion

bestehen bleibt, wie es in den Dockinggntersuchungen vorhergesagt wurde.

‘%eIF4A-F163 ﬁelF4A-Y163 ﬁelF4A-Sl63 ﬁelF4A-V163 RNA Silvestrol
@iFwZ

Abbildung 69: Vorhersage des Bindungsmodus von Silvestrol an unterschiedliche elF4A-Varianten.
Die Abbildung wurde mit UCSF ChimeraRBV) angefertigt. Legende: Beige: elF4k163, Schiefergrau:
elF4AY163, Violett: elF4AS163 Schieferblau: elF4AV163,0range: PolypurinRNA (AG3, Cyan Silvestrol,
schwarz-gestrichelte Linien: n-a-Wechselwirkungen. Bindungsaffinitdten von Silvestrol an die elF4A
Varianten: elF4AF163: -9,4 kcal/mol, elF4AY163:-9,0kcal/mol, elF4A-S163:-6,9 kcal/mol, elF4A-V163:
-8,6 kcal/mol . (PDB: 5ZC9)Iwasaki et al, 2019).

Wird das Phenylalanin an Pogion 163 durch ein Serin ersetzt kannlaut Docking
Vorhersage keine Bindung von Silvestrol an die in der Kristallstruktur gezeigte
Bindestelle stattfinden (vgl. Abbildung 69). Wegen der fehlenden aromatischen

Ringstruktur konnen E A E T-A-Weashselwirkungen zwischen Serin und Silvestrol
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zustande kommen.Zudem verhindert die polare Hydroxygruppe die Ausbildung von
hydrophoben Wechselwirkungen mit Ring C. Eine elF4AVariante mit Serin an
Position 163 scheint demnach resistent gegentber Rocaglamiderivaten zu sein.Ein
Vertreter einer solchen Modifikation sind z. B. Protozoen der Gattung_eishmana. Da es
bisher noch keine Studien zur Behaalung von Leishmaniose mit Rocaglamiderivaten
gibt, konnte eine solche Untersuchung in Betracht gezogen werden, um die in der
Docking-Untersuchung vorhergesagte Rocaglami®Resistenz zu Uberprifen.Fir den
Austausch von Phenylalanin durch Valin lasst sidteine eindeutige Aussage beziglich der
Bindung von Silvestrol an elF4A/163 treffen. Ring C von Silvestrol kénnte Uber
hydrophobe Wechselwirkungen mit Valin1l63 interagieren. Es ist jedoch nicht klar, ob
AEAOA )1 OAOAEOEI T AT  O@VedsewinkudgenOisciRE wei O A
Aromaten ersetzen kdnnen. Eine Vielzahl an Spezies der Gattufiypanosomaverfugt
uber eine solche ValinModifikation. In einer Kooperation mit PROF DR. ANA RODRIGUEZ
(NYU Grossman School of MedigiNew York), deren Arbeitsgruppe Parasiten der Spezies
Trypanosomaund Plasmodiumerforscht, soll daher der Effekt von Silvestrol auf mit den
Parasiten infizierte Zellen untersucht werden.

Neben den beispielhaft gezeigten Bindungsvorhersagen von Silvestrah verschiedene
elF4A-Varianten wurde die DockingUntersuchungmit einigen weiteren elF4AVarianten
durchgefuhrt (vgl. Tabelle 33).

Tabelle 33: Anhand des computerbasierten Dockings von Silvestrol an elF4A -Varianten
vorhergesagte Rocaglamid -Sensitivitat bzw. Rocaglamid -Resistenz.

Docking -Vorhersage  elF4A-Variante (Aminosdure an Position 163)
Rocaglamidsensitiv Phenylalanin, Tyrosin, Histidin

Asparagin, Aspartat, Cystein, Glutam, Glycin, Isoleucinleucin,
Serin, Tryptophan

uneindeutig Valin

Rocaglamidresistent

Generell scheinen lediglich aromatische Aminoséuren sensitiv gegenuber Rocaglamid
Derivaten zu ®in. So konnte fir elF4A mit Tyrosin oder Histidin an Position 163 eine
stabile Bindung von Silvestrol in den Docking=xperimenten beobachtet werden.Die
Aminosaure Tryptophan scheint eine Ausnahme darzustellen. Hier konnte trotz der
aromatischen Eigenschéien in den DockingVorhersagenkeine Bindung von Silvestrol
zustande kommen, da Rin@ des Silvestrols von dem IndeRingsystem des Tryptophans
aus der Bindetasche verdrangt wd . Dies kdnnte daran liegen, dass das humane elF{A

die DockingVorhersagen nur an Position 163 virtuell mutiert wurde. Samtliche
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benachbarte Aminosauren des humanen elF4A sind fur die Dockiigerechnungen nicht
verandert worden. Es ware aberdenkbar, dass in einer elF4A/ariante mit Tryptophan
nicht nur die Position 163 verandet vorliegt, sondern auch weitere die Rocaglamid
Bindetasche umgebende Aminoséuren von der Aminosaurekomposition des humanem
elF4A abweichen. Diese veranderte Umgebung kdnnte die Bindetasche fir Rocaglamid
Derivate wieder zuganglich machen, sodass bei elF4AX163 nicht zwingend von einer
RocaglamidResistenz auszugehen ist. Polare Aminosauren ohne aromatische
Ringstruktur wie Serin, Asparagin, Glutamin, Glycin oder Cysteischeinen dagegersehr
wahrscheinlich Rocaglamidresistent zu sein. Gleiches gilt fur s&e oder basische
Aminosaurenohne Aromaten.Mit Leucin konnte bereits in einigen Studien nachgewiesen
werden, dass nicht nur in Pflanzen der Gattundglaia mit dieser elF4AVariante eine
RocaglamidResistenz  vermittelt wird, sondern auch durch Substitution des
Phenylalaninsan Position 163 durch ein Leucireine Resistenz gegenuber Rocaglamid
Derivaten in elF4A anderer Organismen eingefiihrt werden kanfChu et al. 2016;Iwasaki

et al, 2019). In diesem Zusammenhang konnte in den DockiRgorhersagen auch keine
Bindung von Silvestrol an elF4A mit einem Isoleucin an Position 163 registriert werden.
Gleichermalien ist auch in Gegenwart eineslakins mit einer RocaglamidResistenz zu
rechnen. Zwar wurden diesbeztiglich keine Dockingerechnungen durchgefihrt, jedoch
ist anzunehmen, dass die Hydrophobizitat der Methylgruppe des Alanins nicht ausreicht,
um eine stabile Interaktion mit Ring C des Rocaglamid-Derivats auszubilden.
Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass innerhalb der untersuchten
Aminosauren lediglich Tyrosin und Histidin die wie Phenylalanin Gber aromatische
Ringstrukturen verfligen, eine fnsitivitat gegentber RocaglamieDerivaten vermitteln
konnten. Eine Interaktion mit Tryptophan sollte nur stattfinden, wenn die Aminoséure
komposition in benachbarten Bereichen angepasst wirde, sodad?ing C nicht aus
sterischen Grunden aus deBindetascheverdrangt wird. Eine elF4AVariante mit Valin
konnte Uber die Methylgruppen hydrophobe Wechselwirkungen ausiben und so eine
RocaglamidSensitivitat vermitteln. Angesichts der ahnlichen Eigenschaften von Valin
und Leucin ist es jedoch auch denkbar, dass Valin genau wie Leucin eine Resigte
vermittelt. Valin unterscheidet sich von Leucin lediglich in der Kettenlangeum eine
Methylgruppe, somit ist eherdavon auszugehepdass auch mit Valin keine Inhibition von

elF4A mit RocaglamidDerivaten beobachtet werden kann.
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Neben dem Naturstoff Silvestrol konnte CR1-B (-) als synthetisches Rocaglamiderivat
mit einer hochwirksamen antivir alen Aktivitat identifiziert werden. Mithilfe des Dual-
Luciferase-Assays konnten auRerdem Unterschiede in der Wirkweise der beiden elF4A
Inhibitoren festgestellt werden. Durch die WasserstoffDeuterium-AustauschMassen
spektrometrie wurde die bereits fir RocA postulierte Interaktionsflache der Rocaglamie
Derivate mit elF4A und der PolypurinRNA bestatig. Zwar waren hier keine Unterschiede
zwischen dem Bindungsmodus von Silvestrol und CR31-B(-) an den elF4ARNA
Komplex zu vermerken, jedoch konnte basierend auf Docking-Vorhersagen eine
Bindetasche bestehend aus ArginifiResten identifiziert werden. Uber diese konnte eine
zusatzliche Interaktion mit der DioxanGruppe von Silvestrol ausgebildet werden, die
Unterschiede in der Wirkweise der beiden Rocaglamierivate erklaren wirde.
Wahrend mit CR31-B(-) im DLA uUberwiegend die Translationseffizienz Polypurin
haltiger RNASubstrate herunterreguliert wurde, zeigte Silvestrol auch einen Einfluss auf
kurze doppelstrangige Haarnadelstrukturen. Dies lasst vermuten,dass die fur
CR31-B(-q OI OE A O c\A@éhgvifklingen mit Ring A und Ring B essentiell zu
sein scheinen. Mit Silvestrol besteht diese PuriAbhangigkeit in Anbetracht der im DLA
beobachteten Effekte auf die Duplexstrukturen ohnd?olypurin-Sequenzenwomdglich

nicht.

Innerhalb verschiedener voneinander unabhangiger Experimente zur Validierung der
elF4A-Spezifitat konnte HGW-3 als neuer elF4Alnhibitor mit einer Wirksamkeit im
mittleren nanomolaren Bereich identifiziert werden. Erste Unterauichungen in einem
ex vivolnfektionsmodell mit SARSCo\t2-infizierten humanen Lungengithelzellen lassen

vermuten, dass das Rocaglami®erivat auch eine antivirale Aktivitat ausibt.

In einem n&chsten Schritt hinsichtlich der Weiterentwicklung der untersuchten
RocaglamidDerivate als potentielleMedikamente zur Behandlung von Virusinfektionen
misste die antivirale Aktivitat dieser Molektle in geeignetenin vivo Modellen untersucht
werden. Im Hinblick auf pharmakokinetische Eigenschaften wurden im Rahmened
Validierung vonCR31-B (-) im onkologischen Kontext vomTri-Institutional Therapeutics

Discovery Institute zusammen mit PROF DR. HANSGUIDO WENDEL bereits séamtliche
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Parameter zur Genotoxizitat, Adsorption, Distribution, Metabolisierung und Elimination
oder zur Bioverfugbarkeiterhoben. Da es sich bei CR1-B (-) jedochum ein sogenanntes
Public Domain Moleculeandelt, werden bei einer potentiellen Anwendung grundsétzlich
offentlich-private Partnerschaften bendétigt. Zudem ist die Handlungsfreiheiinit einem
solchen Molekuleingeschrankt.Daher ist die Identifikation neuer elF4Alnhibitoren mit
antiviraler Aktiv itat, wie sie mit HGW3 beobachtet werden konnte, noch immer von
Bedeutung.Die Tatsache, dass das Molekull Zotatifider Firma eFFECTOR Therapeutics
aktuell bereits in der klinischen Phase 1/2 im Krebskontext untersucht wird, lasstlie
weitere Entwicklung dieser Substanzklasse hin zu einem geeigneten Wirkstoff
hoffnungsvoll erscheinen. Wahrend bei der Anwendung der RocaglamiDerivate im
Krebskontext aufgrund der Behandlung Uber einen sehr langen Zeitraum mit Resistenzen
zu rechnen ist, sollte diese Problemtik im Kontext einer antiviralen Therapie

wahrscheinlich kein Problem darstellen.

Aufgrund der bestehenden Problematik der komplexenSynthese von Rocaglamid
Derivatenbzw. der Limitationen natirlich vorkommender Derivate besteht weiterhin das

Ziel, neue einfachere Molekile mit elF4Ainhibitorischen Effekten zu entwickeln.

Ausgehend von einem Ligandetbasierten und einem Strukturbasierten Design wurde in
diesem Kontextim Rahmen dieser Arbeiteine Vielzahl an Verbindungenhinsichtlich

einer potentiellen Inhibition von elF4A getestet. Zwar konnte unter diesen Molekilen
kein Kandidat identifiziert werden, der in allen drei Assays zur Validierung der elF4A
Spezifitat eine eindeutigg Inhibition von elF4A vermuten lie3, dennoch kdnnen
strukturelle Eigenschaften als Anhaltspunkt fir die Synthese weiterer Verbindungen
genutzt werden. Innerhalb der Carbonsdureamide konnten unter anderem mit den
Zimtsaure-Derivaten vielversprechendere Effekte erzielt werden als mit den
Benzoesaure, den Phenylessigsaureoder den Fhenylpropionsaure-Derivaten. Unter den
Sulfonamiden zeigten besonders mitAlkylgruppen derivatisierte Verbindungen einen
spezifischen Effekt im DLA. Auf diese Erkenntnisse konnte beiem Design neuer
potentieller elF4A-Inhibitoren aufgebaut werden.Zudem wirde die Etablierung eines
Helikase-Assaysdas Testverfahrenneuer elF4Alnhibitoren vereinfachen und auch ein
HochdurchsatzScreening in groRerem Mal3stab erlauben. Ein relativ einfach

umzusetzender Ansatz konnte beispielsweise ein fluoreszenzbasierter Hise-Assay

sein. In esten Untersuchungen mit einemsolchenHelikase-Assayszeichnetesich jedoch
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ab, dass das Losungsmittel DMSO die zu messende Fluoreszenz beeinflusst, weshalb

diesbeziglich vermutlich ein anderer Ansatz verfolgt werden muss.

Zuletzt konnten im Rahmen dieser Arbeit mithilfe von Dockingexperimenten potentiell
Rocaglamidsensitive und Rocaglamieresistente elF4ASpezies identifiziert werden. Um
diese Vorhersagen zu bestatigen, konntddntersuchungen in entsprechenden Vertretern
ebendieser elF4AVarianten angestellt werden. Wie bereits erwahnt, kbnnte in Spezies
der GattungTrypanosomader Effekt von RocaglamieDerivaten auf eine elF4AVariante
mit Valin Gberprift werden. In Plasmodiumkdnnte eine TyrosinVariante der Helikase
getestet werden. Neben der Untersuchung der Rocaglamiesistenz oderSensitivitat in
humanpathogenen Organismen kdnnte zudem eine Mutationsanalyse von rekombinant
aufgereinigten elF4AVarianten durchgefiihrt werden.Uber PCRbasierte ortsspezifische
Mutagenese konnte das Phenylalanin an Position 163 des humanen elF4A durch andere
Aminosduren ersetzt werden. Diese Varianten konnten ebenfalls rekombinant
aufgereinigt und unter anderem im TSA hinsichtlich einer Temperaturverschiebung mit

RocaglamidDerivaten untersucht werden.

Abschlie3end ist zu erwahnen, dasdie RNAHelikase elF4A in der Krebsforschungwar
ein vielfach charakterisiertes und adressiertes Zielmolekul datellt, jedoch ist die
Validierung der Helikase als Target einer antiviralen Therapie nockehr unvollstandig.
Neben der in dieser Arbeit bereits adressierten Frage des Wirkmechanismus der
RocaglamidDerivate, sollten daher die globalen Effekte einer elF4Ahibition in
infizierten Zellen untersucht werden.Dies kdnnte beispielsweise miRibosanal Profiling-
Experimenten angegangen werderuch die praklinische Validierung sowie die Einflisse
auf das Immunsystem sollten beleuchtet werdenZudem kénnte Uberpruft werden, ob
Virusresistenzen in Gegenwart von elF4Anhibitoren auftreten, um zu verifizieren, ob
elF4A ein geeignetes Zielmolekdl fur die Entwicklung eines Breitbanrdirostatikums

darstellt.
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Anhang A: Dual-Luciferase -Assay

Plasmidsequenz von pFR_HCV_xb 3-Globin

Abbildung A.1: Plasmidsequenz von pFR_HCV_xb am Beispiel von pFR_HCV_xb+&lobin. Das
Farbschema entspricht der inAbbildung 10 gezeigten schematischen lllustration vorpFR_HCV_xb.
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