Olaf Jahn (Autor)
Das Bindungsprotein des Corticotropin-Releasing
Factors: Pharmakologie, Ligandenbindungsstelle und
Untereinheitenstruktur

Olaf Jahn

Das Bindungsprotein des
Corticotropin-Releasing Factors:
Pharmakologie, Ligandenbindungsstelle
und Untereinheitenstruktur

W Cuvillier Verlag Géttingen

https://cuvillier.de/de/shop/publications/3577

Copyright:

Cuvillier Verlag, Inhaberin Annette Jentzsch-Cuvillier, Nonnenstieg 8, 37075 Goéttingen,
Germany

Telefon: +49 (0)551 54724-0, E-Mail: info@cuvillier.de, Website: https://cuvillier.de



Inhaltsverzeichnis

1. EiDIEITUN c.cvvnenrrrriiiiiiiiinnnneiiccisssssnnseiessssssssansssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssassnnsess 1
1.1 Vom Stress zum Corticotropin-Releasing Factor ...........cccceeveviiiniiieniiieiiiieciee e 1
1.1.1 Stress: Historie und Definition.........cccceiriririiniiiinieieieeeceseeeee et 1
1.1.2 Physiologie der StreSS=ANTWOIT .......cc.ecieeieriieieniieierieeteteeetestesteeae e esesseessesseessessessaessessseseeses 2
1.2 Das Corticotropin-Releasing Factor-SyStem ...........cccveeeviiiieriiieniiiie e 4
1.2.1 Corticotropin-Releasing Factor: Peptidfamilie und Rezeptoren...........cccccveevveierieniienieniennne. 4
1.2.2 Corticotropin-Releasing Factor-Bindungsprotein .............ceccuervvecienieniieieneeieneeie e eeeee e 7
1.2.3 Pathophysiologie und therapeutische Strategien............cccevievierierieeiienieieceee e 11
1.3 PhotoaffinitatsSmarki@rung ..........cccoviiiiieiiiiiiiee e e e e e e 13
1.4 Massenspektrometrie von Peptiden und Proteinen ...........c.coccveeeviiieniieenieeenieeen. 16
1.5 Zielsetzung der ATDEIt .........iiiiiiiiiieiiiie ettt ettt e e e eeraeeen 22
2. EXZEDIMISSE aueeriiiiiiiinnneriiiiiississnnniiecssssssssnsenssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 23
2.1 Produktion von rCRFBP .......cccciiiiiiiii e 23
2.1.1 Transfektion und serumfreie Kultivierung von HEK 293-Zellen............ccccoevveviecieniennnen. 23
2.1.2 Immunologische Detektion von rCRFBP im Zellkulturmedium..........ccccccevevenineninicncnnns 25
2.1.3 Aufreinigung von rCRFBP durch Nickel-Chelatchromatografie ............ccceoeverinenincncnnns 27
2.2 Massenspektrometrische und proteinchemische Charakterisierung von rCRFBP ....... 28
2.2.1 Bestimmung der Molekularmasse von rCRFBP mittels NanoESMS .............cccceoininininnns 28
2.2.2 Massenspektrometrisches Peptide-Mapping von tTCRFBP............ccoovviiieiicieeee 31
2.2.2.1 Charakterisierung der Primér- und Disulfidbriickenstruktur ..........ccccooveierinieneninieieecceee 31
2.2.2.2 Charakterisierung der Glykosylierungsstruktur.............cccvecveriiririeienieneeieieiesie e 35

2.3 Pharmakologische Charakterisierung von rCRFBP ............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiccee, 39
2.3.1 Bindungsprofil von rCREBP...........cccoiiiiiieeeeeecee e 39
2.3.1.1 Bestimmung der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante von [*H-Leu’JrUcn...........ccccoouurnnnen.. 39
2.3.1.2 Pharmakologisches Bindungsprofil von rCRFBP ..........c.ccccooiiiiiiiiniiieeeeccceee e 41

2.3.3 Struktur-Affinitiat-Beziehung zwischen CRF-dhnlichen Peptiden und rCRFBP ................... 42

2.3.3.1 Scintillation PrOXIMILY ASSAY......ccuervertertiririeierteriesteettetetestestesseeseeseeseensessessessesseensensessensensensensens 42



2.3.3.2 Bindungsaffinitdt modifizierter Svg-Analoga zu TCRFBP .........cccccooiiiiiiiiiiiieeceeee 44

2.3.3.3 Bindungsaffinitdt peptidischer CRF-Antagonisten zu tCRFBP .........cccoocovviiiiiieiiriiiecee 46

2.4 Photoaffinitdtsmarkierung von rCRFBP ........cccccoooiiiiiiiiiiiiiie e 49
2.4.1 Entwicklung photoreaktiver CRF-ANAlOZa.........cccooieierieieiieieceeeeee e 49
2.4.2 Optimierung der MarkierungsbedingUNnZen ...........cccoecveriieiieniieiienieieneee e 51
2.4.3 Detektion und Reinigung der Photoaddukte............ccevvieiiriiecienieieiieeceecee e 53
2.4.4 Lokalisation der Markierungsstellen in den Photoaddukten............ccccoeevevveviiniinienieeiennnn. 56
2.4.4.1 Massenspektrometrische Charakterisierung des Photoaddukts von [Bp'JrUcn.........cc.cccoueveec... 56
2.4.4.2 Massenspektrometrische Charakterisierung des Photoaddukts von [Bp'Jh/rCRF ........................ 66

2.5 Charakterisierung der Ligandenbindungsstelle von tCRFBP............cccccovviiiiniinnnn. 69
2.5.1 Entwicklung verkiirzter photoreaktiver CRF-Analoga ...........cccovveviiiieniieiienieiecieeceie e 69
2.5.2 Detektion und Reinigung der Photoaddukte............cccevviieniieienieienieeceeeee e 71
2.5.3 Lokalisation der Markierungsstellen in den Photoaddukten der h/rCRF®**-Analoga........... 74
2.6 Untereinheitenstruktur von TCRFBP ..........oooiiiiiiiii e 84
3. DISKUSSION ccunneiiiiiniiiiiiiitiiiiiiniicisnneiccsietescsssseessssseesssssssesssssssesssssssssssssssesssssssssssssssans 88
3.1 Struktur-Affinitit-Beziehung zwischen CRF-dhnlichen Peptiden und rCRFBP.......... 88
3.2 Charakterisierung der Ligandenbindungsstelle von rCRFBP...........cc.cccooiiiiniinnne 92
3.3 Untereinheitenstruktur von CRFBP und Stochiometrie des Bindungskomplexes........ 97
3.4 Photochemische Eigenschaften der photoreaktiven CRF-Analoga ...........c..ccccveeneen. 98
3.5 Anwendungen von Multiple lon Chromatograms in der LCMS-Analytik ................ 101
4. Material und Methoden .........cueiiiiniiiiiieeiiisnniicnneiicnnnneicinneesseessseesssessessssees 104
O B 01153 14 111 <)o OSSPSR 104
4.2 ZRIIKUILUL ..ottt ettt et e e e e 105
4.2.1 AlLZEIMEINES ....c.veveeeieieeiieiieie ettt ettt et et e e te e s e besseestesbeeseessesseessessensesseesseseeseensensensenns 105

4.2.1.1 SEETIIES ATDEITEI ..ottt ettt e e et e e e e e eaeeenaeeeaeeeteeeaeeeaeeenseeenneens 105



4.2.1.2 Zentrifugation VON ZelleN.........ccciiiiiiiiiiiiiciicieeeete sttt st ne 105

4.2.1.3 MIKTOSKOPIC ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt st et ebeeseene e st entensens e b entensensensensenseneenes 105
4.2.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl.............cccooiiiiiiiiiiniieeieeeeceee e 105

4.2.2 Kultivierung der HEK 293-Z@lleN ........c.ooieieriiiieieeiieieeeeesie ettt eenens 106
4.2.3 Einfrieren der HEK 293-Zellen ........cccoieiiiiiiiiiiieeseeeeee e 106
4.2.4 Auftauen der HEK 293-Z@llen.......cccooiiiririiniiiiieiieiceseseseeeeeeeee e 107
4.2.5 Passagieren der HEK 293-Z€l1eN........c.ccooieiiiriiieiieieseeee ettt 107
4.2.6 Kultivierung der HEK 293-Zellen unter serumfreien Bedingungen ............c.ccccoevvevvveiennnn. 108
4.2.7 Passagieren der HEK 293-Zellen unter serumfreien Bedingungen.............cccoeevevienieiennnnn. 108
4.2.8 Transfektion von HEK 293-Zellen .........ccecuviiiiinininineeeeee e 109
4.2.9 Produktion von rCRFBP in HEK 293-Zellen..........cccccoiiiiiniiineiieeeeeeeeeeeeieeea 109
4.3 Bindungsstudien mit TCRFBP...........cccociiiiiiiiiiiiec e 110
4.3.1 AQSOTPLIONSEESE ...ueeuvieieeieiieiieieeteeetetesteetestesteestesteeseessesseeseessasseessessesseassensesseessensesseassensensenns 110
4.3.2 Scintillation Proximity ASSAY (SPA) ...c.iicieoiiiieiieiee ettt 111
4.4 Proteinchemische EXPerimente...........cooviiiiiiiiieiiiiiieiiiie e 111
4.4.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE).......ccccccoecvevivennn. 111
4.4.2 Detektion von Proteinen mittels Silberfarbung...........ccoocvevvveieniiiinieiieeceeee 113
4.4.3 Proteintransfer aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen (Western Blot)................ 114
4.4.4 Immunologische Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen .............ccccccoeeveviieiennnne 115
4.4.5 Proteinreinigung mittels Nickel-Chelatchromatografie...........ccocveveeieniiecienieieieeieieeens 117
4.4.6 Reduktion und Derivatisierung von rCRFBP...........cccccoiiiiiiiiiiiiceeceeeeee e 118
4.4.7 Enzymatische Spaltung von rCREFBP ..........ccccooiiiiiiieieceee e 119
4.4.7.1 ENAOPTOtEASE TIYPSIM..eeviivieuieiienieiestesteeteetteeestestetestestesseeseeseeseensensensessessessesseensensensensensensensensenes 119
4.4.77.2 ENAOPTOLEASE ASPN ...euiiuieniiietietiettetieitet et et esteetesteeteeseeseeseentesessesbesseeseeseeseensensensessesaensensensensenes 120
4.4.7.3 Kombinationsverdau mit ASPN Und TTYPSIN.....cceeierieriiieienieniieieeieieie ettt eeeens 121

4.4.8 Enzymatische Deglykosylierung mit Peptid-N-Glykosidase F ...........ccccoeoveviiviiiieniecnnnns 121
4.4.9 Chemische VernetZungseXPerimMeNLe. ......c.ccveverreeuerreeirerreeresseseesseseesseessessessasssessesssessesssens 122
4.4.10 Proteinsequenzierung durch automatisierten Edman-Abbau............cccceevvevveviniieiienieennnne 122
4.5 Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) ................ 122
4.5.1 Praparative Kapillar-RP-HPLC (Saulenformat 1,0 X 150 mm)......c.ccceeeveeververieeieniieieeenene 122
4.5.2 Analytische Kapillar-RP-HPLC (Sédulenformat 0,3 X 150 mm)........cccooveveieeerienieienrennenn 123
4.6 MasSENSPEKITOMEIIIC ... .uuvviieeeeiiiiiieeeeeeiiiit et e e e ettt e e e e et eeeeeeesneabeeeeeeeennnaaeeeeeannns 125
4.6.1 Beschreibung des verwendeten Massenspektrometers VG AutoSpec-T .......ccovevvveeiieienn. 125
4.6.2 Aufnahme der MassenSpeKtIen.........ccerieierieierieeieie ettt aeseeeneens 125

4.6.2.1 Betriebsarten des MasSenSPEeKITOMELETS ..........c.eeverierrirrieieienieeeeeteeesiesseereeneeseessessesseeneensesseesenes 125



4.6.2.2 Aufnahme von Massenspektren mit MassenspekKtrometer L............oceverieierieneeienieneeienienens 127

4.6.2.3 Aufnahme von Hochenergie-CID-SPeKtren ...........ccecuerieriiieienieniieeeeeieesieee e e 129

4.7 PePtidSYNTNESE. ..cccuiiiiiiiiiieeiiee ettt e e e e ennaeas 130
4.7.1 Synthese der Peptide am Tragerharz ...........coceeieriieiienieieiececee e 130
4.7.2 Abspaltung der Peptide vom Tragerharz............ccccueviecieriieiiiiieiiciee e 132
4.7.3 Reinigung und Charakterisierung der Peptide..........cccccvevveriiecienieiiinieiecieie e 132
4731 RP-HPLC ottt ettt ettt 132
4.7.3.2 Kopplung von RP-HPLC mit Massenspektrometrie (LCMS) .......ccccceeviniiienienieieienceieieeiens 133
4.7.3.3 AMINOSAUICANALYSE. ......eeuieuieieiertiitiettetieiete et eteete e sttt eseestestensessestesbeebeeseestensensensensensensensensenes 133

4.8 PhotoaffinitatsSmarki@rung ..........ccceeeiiiiieiiiiiieiiiiee e e 134
4.8.1 Synthese der PhotOPEPLIAE .........ecvevieiieieiieiesie ettt sneenaeseens 134
4.8.2 BestrahlungSeXPEriMENtE ........cc.eeuverierieeiieieeiiesiesteeiesteeeetesteessesteessessessaessesseessesesssessesseaseans 134

5. LiteratUlVEIZEICHIIS ceeeueereereeeeereereeeerereneecererscsrasssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansssssane 136



