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Einleitung

1 Einleitung

Eine Zelle stellt die kleinste lebende FEinheit dar, die sich stdndig an neue
Umweltbedingungen  anpassen  muss. Mit der Hilfe von  verschiedenen
Signaltransduktionsmechanismen wird auf extrazelluldre Stimuli reagiert und diese in der
Zelle verarbeitet. Die Signaliibermittlung erlaubt einerseits Reaktionen auf duflere Einfliisse,
wie es bei Einzellern ausschlieBlich der Fall ist, andererseits kann in hoheren Organismen
zusdtzlich mit Hilfe von Zellkommunikation auf innere Verdnderungen reagiert werden.
Hierbei wird die Kommunikation zwischen Zellen vorwiegend durch extrazelluldre
Signalmolekiile vermittelt. Die Zielzellen erkennen die Signale wie Hormone,
Neurotransmitter oder Zytokine hdufig mit Hilfe von spezifischen Transmembranrezeptoren.
Membranstindige Rezeptoren konnen z.B. Ionenkanal-, G-Protein- oder Enzym-gekoppelte
Rezeptoren sein. Diese Rezeptoren verfiigen iiber eine spezifische extrazelluldre
Ligandenbindungsdomine, die z.B. die Bindung von EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) an
den  EGF-Rezeptor ermdglicht. Diese Bindung fithrt —meistens zu  einer
Konformationsidnderung bzw. im genannten Beispiel zu einer Dimerisierung des Rezeptors.
Der auf diese Weise aktivierte Rezeptor bewirkt die Einleitung einer intrazellulidren
Signaltransduktionskaskade. Hierbei kann die Signaliibertragung durch posttranslationale
Modifikation von Proteinen oder mittels Protein-Protein-Interaktionen erfolgen. Die Aktivitit
der Proteine kann dabei z.B. durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung, welche von
Proteinkinasen bzw. Proteinphosphatasen durchgefiihrt werden, gesteigert oder gehemmt
werden. Bei der intrazelluldren Signalweiterleitung sind hiufig verschiedene Proteinkinasen
hintereinander zu einer Signalkaskade angeordnet. Dies erlaubt zum einen eine
Signalverstirkung oder -verminderung, zum anderen trigt dies zu einer Signaldiversitét bei.
Hierbei konnen sich die verschiedenen Signalkaskaden durch Wechselwirkungen zwischen
ihren Proteinkinasen auch gegenseitig in ihrer Signalantwort beeinflussen. Auf diese Weise
wird ein Signalnetzwerk zwischen unterschiedlichen Signalwegen gebildet.

Ein Signalnetzwerk ermoglicht beispielsweise dem Wachstumsfaktor EGF (epidermal growth
factor) durch die Bindung an seinen Rezeptor eine Vielzahl intrazelluldrer Signalantworten zu
induzieren, wie Hemmung der Apoptose, Steigerung des Zellwachstums oder
der -proliferation. In diesem und in anderen Signalnetzwerken spielt die Glykogen Synthase
Kinase 3 (GSK3) eine =zentrale Rolle zwischen extrazelluldirer und intrazelluldrer
Signaliibermittlung. Abhédngig von intrazelluldrer Lokalisation, Aktivitdtszustand und Protein-

Protein-Interaktionen fordert oder inhibiert sie die unterschiedlichsten
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Signaltransduktionswege. So ist sie unter anderem auch in die Glykogensynthese,
Proteinsynthese oder Modulation der Genexpression involviert (Abb. 1.1). Eine Fehlsteuerung
der GSK3-Aktivitdt kann zu den verschiedensten Erkrankungen wie Alzheimer, Diabetes Typ

2, kardiale Hypertrophie oder Krebs beitragen.

neuronale Morphologie

Genexpression T Apoptose

Glykogensynthese «——

< |

Fettsduresynthese

— Proteinsynthese

Zellpoliferation Embryogenese

Abb. 1.1: Beispiele von zelluléiren Prozessen, in denen GSK3 involviert ist.

1.1 Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3)

Die GSK3 ist eine multifunktionale Serin/Threonin Proteinkinase, die erstmals als Regulator
des Glykogenmetabolismus identifiziert und beschrieben wurde (Embi et al., 1980). Sie
wurde von der Entdeckerarbeitsgruppe als GSK3 bezeichnet, da zu diesem Zeitpunkt bereits
bekannt war, dass die Glykogen Synthase durch die cAMP-abhingige Proteinkinase (PKA)
und die Phosphorylase Kinase phosphoryliert werden kann. Spiter wurden noch zwei weitere
Glykogen Synthase Kinasen, die GSK4 und die GSKS (auch als Casein Kinase 2 bezeichnet),
entdeckt (Cohen et al., 1982).

Die GSK3 wird zur Superfamilie der CMGC Kinasen (verwandt mit CDK, MAPK, GSK und
CLK) gezihlt, die durch eine hohe Homologie in der katalytischen Kinasedomine, einen
verwandten Aktivierungsmechanismus und eine &@hnliche Substratspezifitit charakterisiert
sind (Hanks and Hunter, 1995). GSK3-Homologe sind in fast allen Eukaryonten vorzufinden,
und konnten ebenfalls in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (vier Homologe: regulator of
IME? protein 11 (RIM11), meiosis and centromere regulatory kinase (MCK1), Mds1p related
kinase (MRK1) und Yeast GSK3 (YGK3)) und in der Fliege Drosophila melanogaster
(shaggy) identifiziert werden. In Saugern sind zwei Isoformen, GSK3a und GSK3p, bekannt,
die ubiquitdr exprimiert werden. Die cDNAs der beiden Isoformen wurden erstmals aus
Rattengehirnen isoliert und von Woodgett 1990 beschrieben. GSK3a wird auf dem humanen
Chromosom 19q13.2 (Maus: 7A3) und GSK3p auf 3q13.3 (16B4) kodiert. Fiir GSK3f konnte

auBlerdem eine Splice-Variante GSK3p2 beschrieben werden, die zu einer Einlagerung von
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13 Aminosduren in die Kinase-Domine fithrt (Mukai et al., 2002). Die Sequenzidentitit
zwischen den Isoformen liegt bei 85 %, wobel sie in ihren Kinasedoménen eine 93 %-ige
Homologie besitzen (Ali et al., 2001). Die beiden Isoformen haben unterschiedliche
Molekulargewichte. GSK3a (51 kDa) besitzt im Vergleich zu GSK3B (47 kDa) am
N-terminalen Ende eine zusitzliche glyzinreiche Doméne (siehe Abb. 1.2). Jede der beiden
Kinasen hat zwei Phosphorylierungsstellen, eine an einem Serin (GSK3a: S21, GSK3p: S9)
am N-terminalen Ende und eine an einem Tyrosin (GSK3a: T279, GSK3f: T216) in der
Kinase-Domine. Uber die Phosphorylierungsstellen kann die Aktivitit von GSK3 gesteuert

werden.

glyzinreiche
Domaéne

) o I

e G SK 3t (51 kDa)
A A

Kinase-Domaéne

s21 T279
A—GSKSB (47 kDa)
S9 T216

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der GSK3a- und GSK3p-Isoformen. Die Serin- (S)
Phosphorylierungsstelle ist rot und die Tyrosin- (T) Phosphorylierungsstelle ist grau markiert (modifiziert nach
Doble and Woodgett, 2003).

Trotz der hohen Homologie der Isoformen sind diese funktionell nicht identisch. In
Drosophila melanogaster konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die beiden Isoformen in

vivo keine Redundanz besitzen. Eine Genmutation (sggb12

) im GSK3-Homolog shaggy, die
normalerweise im Larvenstadium letal ist, konnte durch das Einbringen von Sduger-GSK3p,
nicht aber durch -GSK3a, kompensiert werden (Ruel et al., 1993). Diese Beobachtung konnte
ebenfalls in Miusen bestétigt werden, denn der embryonal letale Phinotyp der GSK3B-Null-
Mutante konnte durch GSK3a nicht aufgehoben werden. Urséchlich fiir den Phénotyp ist die
verstirkte Apoptoserate in Hepatozyten, die einen todlichen Leberschaden zur Folge hat
(Hoeflich et al., 2000). Dagegen zeigen GSK3a Knock-out Miuse eher einen milden
Phénotyp mit einer reduzierten Fettmasse, erhohter Insulinsensitivitit und Glukosetoleranz
(MacAulay et al., 2007).

GSK3p ist vornehmlich im Gehirn und Herzen exprimiert. Dagegen wird GSK3a noch
zusitzlich stark in den Hoden gebildet (Yao et al., 2002). Im Gehirn wird beispielsweise das
Tau-Protein, welches in Alzheimererkrankungen involviert ist, iiberwiegend von GSK3p
phosphoryliert (Soutar et al., 2010). So zeigte eine murine GSK3p-Uberexpression in den
Neuronen des Vorderhirns eine Alzheimer Neuropathologie mit einer Tau-

Hyperphosphorylierung, Apoptose der Neuronen, Astrozytose und rdumlichen Lerndefiziten
3
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(Engel et al., 2006). In der Herzentwicklung und in der Proliferation von Kardiomyozyten
wird GSK3p ebenfalls eine hohere Bedeutung beigemessen, denn eine murine GSK3(-
Deletion fiihrt zu einer gesteigerten Kardiomyozyten-Proliferation sowohl wihrend der
Herzentwicklung als auch im adulten Herz (Kerkela et al., 2008; Woulfe et al., 2010). Diese
Anti-Proliferationswirkung von GSK3f zeigt sich besonders in der kardialen Hypertrophie.
Eine konstitutiv aktive GSK3p, nicht aber eine GSK3a, schiitzt in Méusen vor einer kardialen

Hypertrophie (Matsuda et al., 2008).

1.2 Regulation von GSK3p

Da GSK3 ein zentrales Schliisselprotein in den verschiedensten Signaltransduktionwegen ist,
setzt dies eine spezifische Regulation der Proteinkinase voraus. Diese wird iiber eine
Kombination von GSK3B-Phosphorylierung (Serin 9 und Tyrosin 216), -Lokalisation,
-Komplexbildung und Substrat-Priphosphorylierung erméglicht (siehe Abb. 1.3; Jope and
Johnson, 2004).

e ey 3‘% aaﬁ@"““ m{{{E'E?**ﬁffgﬁgﬁmﬂﬂﬂ
Zytoplasma
- Fyn

inaktiv aktiv noch aktiver
 Zelker™ /

/-—\

Substrat-
Praphosphoryherung

m@

inaktiv

N\
~

—

_~ Mltochondnum

Abb. 1.3: Ubersicht iiber GSK3p-Regulationsmechanismen. GSK3B kann iiber die Serin 9- (S9)
Phosphorylierung inhibiert oder iiber die Tyrosin 216- (T216) Phosphorylierung noch stérker aktiviert werden.
Abhingig von der zelluldren Lokalisation (Zytoplasma, Zellkern oder Mitochondrium) oder Komplexbildung
mit anderen Proteinen iibt GSK3p unterschiedliche Funktionen aus bzw. kann auch ihre Aktivitdt reguliert
werden. Eine Substrat-Priaphosphorylierung ist fiir viele Substrate notwendig, damit GSK3p diese iiberhaupt
phosphorylieren kann. Weitere detaillierte Erkldrungen zu jedem Regulationsmechanismus folgen in den
nichsten Abschnitten. AKT: Proteinkinase B, PP-1: Protein Phosphatase-1, APC: Adenomatous polyposis coli,
GBP: GSK3p-bindendes Protein, GS: Glykogen Synthase, CK1: Casein Kinase-1; CK2: Casein Kinase-2.
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Die konstitutiv aktive GSK3B wird durch Phosphorylierung am N-terminalen Ende an der
Aminosdure Serin 9 (Ser9) inaktiviert. Die Analyse der GSK3B-Kristallstruktur zeigte, dass
der phosphorylierte N-Terminus ein Pseudosubstrat darstellt und somit eine Autoinhibition
bewirkt. Hierbei bindet das N-terminale phosphorylierte Ende an die positiv geladene Tasche
des katalytischen Zentrums und verhindert somit die Bindung von Substraten an das
katalytische Zentrum (Dajani et al., 2001).

In Folge einer erhohten Insulinausschiittung wird beispielsweise die Glykogensynthese durch
GSK3pB-Inaktivierung gefordert. Die Nahrungsaufnahme fiihrt durch den ansteigenden
Blutzuckerspiegel zu einer vermehrten Insulin-Ausschiittung. Das Insulin bindet an den
Insulin-Rezeptor und initiiert den Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) /AKT (Proteinkinase B) -
Signalweg (siche Abb. 1.4). Hierbei phosphoryliert der aktivierte Insulin-Rezeptor PI3K,
welche wiederum AKT durch Phosphorylierung aktiviert. Die aktive AKT kann nun GSK3p3
am Ser9 phosphorylieren, wodurch diese nicht mehr in der Lage ist ihr Substrat, die
Glykogensynthase, durch Phosphorylierung zu inhibieren. Die aktive Glykogensynthase
synthetisiert aus UDP (Uridindiphosphat) -Glukose Glykogen, das eine Speicherform der
Glukose darstellt (Cross et al., 1995, Frame and Cohen, 2001).

Eine erhohte intrazellulire cAMP-Konzentration kann ebenfalls zu einer GSK3-Inhibierung
fiihren (siehe Abb. 1.4). Hierbei kann z.B. die membranstindige Adenylylcyclase durch die
Bindung von Adrenalin an den B-Rezeptor aktiviert werden. Diese wiederum synthetisiert
dann aus ATP cAMP. Die gesteigerte cAMP-Konzentration aktiviert die cAMP-abhiéngige
Proteinkinase (PKA), die dann die GSK3p phosphoryliert und so inhibiert. Hierbei wird eine
direkte Verbindung zwischen cAMP und GSK3p in der Regulation der Zellproliferation und
Apoptose gesehen, denn es konnte gezeigt werden, dass sowohl eine gesteigerte cAMP-
Konzentration als auch eine GSK3p-Inhibition die Zellproliferation férdern und vor Apoptose
schiitzen. Moglicherweise wird die Zellproliferation und die Apoptose direkt iiber cAMP,
PKA und GSK3p gesteuert (Fang et al., 2000).

GSK3p kann aber noch durch weitere Proteinkinasen wie z.B. Proteinkinase C (Fang et al.,
2002), MAPK- (Mitogen-aktivierende Proteinkinase) aktivierende Proteinkinase-1
(MAPKAP-K1, Saito et al., 1994) und ribosomale 70 kDa-Protein S6-Kinase-1 (p70S6K,
Armstrong et al., 2001), iiber die Ser9-Phosphorylierung inaktiviert werden (Abb. 1.4). Mit
Hilfe der Protein Phosphatase 1 (PP-1, Zhang et al., 2003) und der Protein Phosphatase 2A
(PP-2A, Sutherland et al., 1993) kann GSK3p hingegen wieder dephosphoryliert und somit
aktiviert werden. Untersuchungen von PP-1 und GSK3p konnten zeigen, dass GSK3 selbst
thre Aktivitét tiber eine PP-1-Phosphorylierung steuern kann. Wahrscheinlich ermoglicht die
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Autoregulation iiber PP-1, dass GSK3p in ihrem aktiven Zustand in der Zelle verbleibt
(Zhang et al., 2003).
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Abb. 1.4: Signalwege, die zur GSK3g-Inhibition iiber Serin 9-Phosphorylierung fithren. AS: Aminosiure,
mTOR: mammalian target of rapamycin, p70S6K: 70 kDa-Ribosomalprotein S6-Kinase-1, IGF: Insulin-
dhnlicher Wachstumsfaktor, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinasen, EGF: Epidermal growth factor, PDGF: Plateled-

derived growth factor, MAPKAP-K1: MAPK- (Mitogen-aktivierende Proteinkinase) aktivierende Proteinkinase-
1, LPA: Phospholipid, PLC: Phospholipase C, PP: Protein Phosphatasen, P: Phosphat.

Im Gegensatz zur Ser9-Phosphorylierung steigert eine Phosphorylierung in der katalytischen
Doméne an Tyrosin 216 (Tyr216) die GSK3B-Aktivitit (Hughes et al., 1993) und/oder fiihrt
zu einer GSK3p Zellkerntranslokalisation. Die Tyr216-Phosphorylierung kann durch
verschiedene Tyrosinkinasen wie ZAK1 (Dictyostelium discoideum, Schleimpilz; Kim et al.,
1999), Fyn (Lesort et al., 1999), mitogen-activated protein kinase kinase (MEK; Takahashi-
Yanaga et al., 2004) oder mittels GSK3p-Autophosphorylierung erfolgen (Wang et al., 1994).
Die Bedeutung der Try216-Phosphorylierung wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die
Analyse der Kristallstruktur zeigte, dass GSK3p trotz einer Tyr216-Dephosphorylierung eine
aktive Konformation des katalytischen Zentrums, die eine Substrat-Bindung erméglichen
wiirde, erreicht. Es wird vermutet, dass die Tyr216-Phosphorylierung lediglich diese

Konformation stabilisiert (Dajani et al., 2001).
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Ein weiterer Regulationsmechanismus von GSK3 stellt ihre intrazelluldre Lokalisation da.
Die hauptsichliche Lokalisation von GSK3p ist das Zytoplasma, jedoch ist sie ebenfalls im
Zellkern und in den Mitochondrien vorzufinden (siehe Abb. 1.3). So bewirken z.B. Apoptose-
induzierte Stimuli wie ein Hitzeschock oder eine Staurosporin-Behandlung eine GSK3-
Akkumulation im Nukleus (Bijur and Jope, 2001). Die Analyse des Aktivititszustands zeigte,
dass die GSK3p in Zellkernen und Mitochondrien eine sehr viel hohere Aktivitit (niedrigere
Ser9-Phosphorylierung) als zytoplasmatische GSK3 besitzt (Bijur and Jope, 2003).

Der mitochondrialen GSK3fB wird eine kardioprotektive Wirkung zugesprochen. Hierbei
spielt die Ser9-Phosphorylierung von GSK3p (Inaktivierung), die durch Erythropoietin (EPO)
und den PI3K/AKT -Signalweg induziert wird, eine wichtige Rolle. Wird der EPO-Rezeptor,
z.B. infolge einer Hypoxie (Sauerstoffarmut), stimuliert, hat dieses eine schiitzende Wirkung
vor oxidativ-induzierter Apoptose (H,0O,) in Kardiomyozyten. Dies wird durch Inaktivierung
von GSK3B ermoglicht, was den Schwellenwert fiir die Offnung der mitochondrial
permeability transition pore (mPTP) erhoht. Eine geoffnete mPTP wiirde zu einer
mitochondrialen Translokation von zahlreichen Apoptose-induzierten Proteine wie z.B. B-cell
lymphoma 2 (Bcl-2), mitochondrial translocation of Bcl-2-associated X protein (BAX) oder
Bcl-2-bindendes Protein (BIS) fithren. Der genaue Mechanismus der mPTP-Regulation durch
GSK3p ist noch unklar (Juhaszova et al., 2004; Ohori et al., 2008).

Uber Proteininteraktionen mit anderen Proteinen kann GSK3p ebenfalls gesteuert werden.
Hierbei wird GSK3p iiber die Bildung eines Komplexes eine rdumliche und zeitliche
begrenzte Interaktion mit ihren Regulatoren und Substraten erlaubt.

Der wohl am besten erforschte Proteinkomplex von GSK3f ist der Komplex mit Axin, -
Catenin, Casein Kinase-1 (CK1) und APC (adenomatous polyposis coli protein) im
kanonischen Wnt-Signalweg (siche Abb. 1.5). Dieser Signalweg spielt eine wichtige Rolle in
der Steuerung der Embryonalentwicklung und der Homdostase von Geweben. Im Wnt-
Signalweg bilden Axin, B-Catenin, CK1, APC und GSK3p in unstimulierten Zellen einen
Multiproteinkomplex, der iiber die Geriistproteine Axin und APC vermittelt wird. Hierbei soll
dieser Komplex tiiber die Phosphorylierung von Axin und APC durch GSK3f stabilisiert
werden (Rubinfeld et al., 1996; Yamamoto et al., 1999). Auf diese Weise ist GSK3p in
rdumlicher Nédhe zu ihrem Substrat B-Catenin, welches sie nach einer vorangegangenen
Praphosphorylierung (im nidchsten Abschnitt erldutert), die von CKI1 durchgefiihrt wird,
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fiihrt zu einer Ubiquitinierung mit einer

anschlieBenden Degradation von B-Catenin. Bei Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch
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Bindung des Wnt-Proteins an den Frizzled- (Fz) und LRP- (LDL (low density lipoproteine) -
Rezeptor-verwandtes Protein) Rezeptor wird der Multiproteinkomplex von Axin, APC, CKl,
GSK3p und B-Catenin aufgelost. Hierbei wird vermutet, dass die Bindung des Wnt-Proteins
zu einer Konformationsverdnderung des Fz-Rezeptors fiihrt und dieser dadurch Dishevelled
(Dsh) bindet. Andererseits bewirkt die Wnt-Bindung auch eine Phosphorylierung von LRP.
Dieser Vorgang der LRP-Phosphorylierung (in Abb. 1.5 nicht eingezeichnet) ist bisher kaum
verstanden und kann von zwei Proteinkinasen, GSK3 (Membran assoziierte Form; Zeng et al.,
2005) und/oder CK1y (Davidson et al., 2005), durchgefiihrt werden. Hierbei hat die LRP-
Phosphorylierung eine Rekrutierung von Axin an LRP zur Folge. Somit kénnen Axin und
Dsh direkt miteinander interagieren. Diese Interaktion soll fiir die Auflosung des
Multiproteinkomplexes verantwortlich sein. Dadurch wird die Degradation von B-Catenin
inhibiert, dessen zytosolische Konzentration steigt an und es wandert in den Zellkern.
Zusammen mit den Transkriptionsfaktoren LEF (lymphoid enhancer factor) und TCF (T-
Zellenfaktor) wird die Genexpression der Zellzyklusregulatoren c-Myc und Cyclin D1

aktiviert, welche fiir Zellproliferation und -wachstum verantwortlich sind (Doble and

Woodgett, 2003; Logan and Nusse, 2004).
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Abb. 1.5: GSK3p Funktion im Wnt-Signalweg. Bei einer unstimulierten Zelle bildet GSK3p mit Axin, APC
(Adenomatous polyposis coli protein), CK1 (Casein Kinase-1) und pB-Catenin einen Komplex (links). Durch die
Komplexbildung kann GSK3f, nach vorangegangener B-Catenin-Priphosporylierung durch CK1, B-Catenin
phosphorylieren. Diese Phosphorylierung hat eine Degradation von B-Catenin zur Folge. In einer stimulierten
Zelle bindet das Wnt-Protein an den Frizzled- und LRP-Rezeptor, dieses fiihrt zur Dissoziation des Komplexes
(rechts). Dadurch kann B-Catenin akkumulieren und in den Zellkern translozieren. Dort aktiviert es mit den
Transkriptionsfaktoren LEF (lymphoid enhancer factor) und TCF (T-Zellenfaktor) die Genexpression von
Zellzyklusregulatoren, die fiir eine Zellproliferation und -wachstum wichtig sind. LRP: LDL (low density
lipoprotein) verwandter Rezeptor, Dsh: Dishevelled.
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GSK3p besitzt eine ungewohnliche Priferenz fiir Substrate, die bereits praphosphoryliert sind.
Die Phosphorylierungskonsensus-Sequenz fiir GSK3p ist Ser/Thr-x-x-x-Ser/Thr-P (x =
beliebige AS). Hierbei phosphoryliert GSK3p das erste Serin/Threonin selbst, wihrend das
zweite Serin/Threonin die Priphosphorylierungsstelle ist, die von anderen Proteinkinasen
modifiziert wird. Wenn das Substrat bereits praphosphoryliert ist, steigert es die
Phosphorylierung durch GSK3p um das 100- bis 1000-fache (Thomas et al., 1999). Ein
Beispiel hierfiir ist das GSK3B-Substrat Glykogen Synthase (GS). Nur nach vorangegangener
Phosphorylierung durch Casein Kinase-2 (CK2) wird GS durch GSK3p phosphoryliert (Fiol
et al., 1987). Die Priaphosphorylierung ist indessen nicht immer zwingend notwendig. So kann
GSK3p einige Substrate wie z.B. Presenilin 1 (Twomey and McCarthy, 2006) oder tau (Cho
and Johnson, 2003) ebenfalls direkt phosphorylieren. Wahrscheinlich imitieren GSK38-
Substrate, die keine Priaphosphorylierung benotigen, diese durch negative Reste an oder in der

Nihe der Priaphosphorylierungstelle (Doble and Woodgett, 2003).

1.3 Substrate von GSK3p

Mittlerweile wurden zahlreiche Substrate fiir GSK3p identifiziert. In Tabelle 1.1 sind die
bekannten Substrate von GSK3f im Sidugetier aufgelistet. Es lassen sich vier funktionelle
Kategorien bilden: Metabolismus, Signaltransduktion, Zytoskelett und Transkription (Grimes

and Jope, 2001).

Tabelle 1.1: Bekannte Substrate von GSK3p im Sidugetier (modifiziert nach Grimes and Jope, 2001).

Metabolismus Signaltransduktion Zytoskelett Transkription
- Acetyl CoA Carboxylase - Amyloid-Vorlauferprotein - Dynamin-like protein - Aktivierendes Protein-1
- ATP-Zitrat-Synthase - Adenomatous polyposis coli | - Mikrotubuli-assoziiertes - B-Catenin
- Glykogen Synthase protein Protein-1B - CCAAT/enhancer-binding
- Insulin Rezeptorsubstrat-1 - Axin - Mikrotubuli-assoziiertes protein
- Pyruvat Dehydrogenase - cAMP-abhéngige Protein-2 - cCAMP response-binding
Proteinkinase (Typ II) - Neuronales protein
- Cyclin D1 Zelladhasionsprotein - Hitzeschockprotein-1
- Eukaryotischer - Neurofilamente - Myc
Initiierungsfaktor 2B - Ninein - Nuklearfaktor von
- Myelin Hauptprotein -Tau aktivierten T-Zellen
- Nerven-Wachstumsfaktor - Nuclear factor kappa-light-
Rezeptor chain-enhancer of activated
- Protein Phosphatase 1 B-cells
- Protein Phosphatase
Inhibitor-2
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Eine GSK3p-vermittelte Phosphorylierung kann verschiedene Auswirkungen auf das Substrat
haben. So kann diese eine Degradation des Substrates verursachen, zu einer Veridnderung
seiner subzelluldren Lokalisation fiihren oder seine Aktivitit @ndern (sieche Abb. 1.6; Kerkeld
et al., 2007).

Die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors c-Myc durch GSK3p fiihrt beispielsweise zu
einer Degradation. Auf diese Weise nimmt GSK3p auf die Zellproliferation Einfluss (Sears et
al., 2000). GSK3p steuert ferner durch Phosphorylierung direkt den Zellkernexport des
Transkriptionsfaktors NFAT (Nuklearfaktor von aktivierten T-Zellen), so dass die durch
dephosphoryliertes NFAT gesteuerte Transkription von Zytokingenen wie Interleukinen
gehemmt wird (Neal and Clipstone, 2001).

Eine besondere Stellung nimmt GSK3p in der Entwicklung des Nervensystems und der
Differenzierung von Neuronen ein. Hierbei miissen das Axonwachstum, die zielgerichtete
Verschaltung von Nervenzellen und die Synaptogenese prédzise koordiniert werden. Der
Umbau wird durch die Dynamik der Mikrotubuli und/oder die Reorganisation des
Aktinzytoskeletts ermoglicht. GSK3pB ist besonders an Mikrotubuli-Aufbau und
-Stabilisierung beteiligt, da sie zahlreiche Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAP) wie Tau,
MAP-2 oder MAP-1B phosphoryliert. MAP-1B reguliert das Axonwachstum dadurch, dass es
direkt die Mikrotubuli durch Bindung an sie stabilisiert. Eine Phosphorylierung durch GSK3p3
fiihrt zu einer gesteigerten MAP-1B-Bindung an die Mikrotubuli. Dabei nimmt die MAP-1B-

Phosphorylierung wihrend der Axonverldngerung im Wachstumkegel besonders zu (Trivedi

et al., 2005).
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Abb. 1.6: Auswirkungen der Substrat-Phosphorylierung durch GSK3p. Die GSK3B-Substrat-
Phosphorylierung kann zu einer Degradation, einer Verdnderung der zelluldren Lokalisation oder einer
Aktivititsinderung des Substrates fithren. NFAT: Nuklearfaktor von aktivierten T-Zellen, eIF2B: eukaryotischer
Initiierungsfaktor 2B; MAP-1B: Mikrotubuli-assoziierte Proteine-1B (modifiziert nach Kerkel et al., 2007).
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1.4 Kardiale Hypertrophie und GSK3p

GSK3p spielt im Herzen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Hypertrophie, d.h.
einer Zunahme der Ventrikelmasse in Antwort auf externe Stimuli. Es lassen sich drei
verschiedene Formen der kardialen Hypertrophie unterscheiden: die
Entwicklungshypertrophie, die physiologische (adaptive) und pathologische (maladaptive)
Hypertrophie.

Die Entwicklungshypertrophie bezeichnet das normale postnatale Herzwachstum. Die
physiologische Hypertrophie tritt bei einer Schwangerschaft oder bei Ausdauersport ein. Bei
diesen genannten Hypertrohpie-Formen findet ein koordiniertes Wachstum des Septums, der
Ventrikelwand und der Kammerdimension statt. Ursache fiir diese Volumenvergroferung ist
eine Hypertrophie der Kardiomyozyten, die wiederum eine verbesserte Herzkontraktilitit zur
Folge hat (Heineke and Molkentin, 2006). Die pathologische Hypertrophie wird durch eine
chronische Druck- oder Volumeniiberlastung des Herzens hervorgerufen. Dabei wird
zunichst die erhohte Wandspannung durch eine Herzwandverdickung kompensiert. Chronisch
fihrt eine Drucksteigerung zur Dilatation der Ventrikel. Die Auswirkungen dieser
pathologischen Hypertrophie sind eine kontraktile Dysfunktion, Fibrose, Herzinsuffizienz,
Kardiomyozytennekrose und -apoptose. Ursachen fiir diese Verdnderungen konnen
Erkrankungen wie Bluthochdruck, Mpyokardinfarkt, Herzklappenerkrankungen, Diabetes
mellitus oder erblich bedingte Fehlfunktionen sein (Bernardo et al., 2010).

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass GSK3 sowohl in der physiologisch- als auch
in der pathologisch-induzierten Hypertrophie ein negativer Regulator ist. Mit Hilfe einer
Kardiomyozyten-spezifischen GSK3B-Uberexpression in der Maus konnte bestitigt werden,
dass GSK3p eine wichtige Rolle im normalen Herzwachstum spielt, da die Uberexpression in
den untersuchten Méusen zu einem verkleinerten Herzen fithrte (Michael et al., 2004). Ebenso
konnte bewiesen werden, dass in der Maus eine konstitutiv aktive GSK3f (Ser9-Mutante,
Kardiomyozyten-spezifische Expression oder Knock-In) vor einer Isoproterenol-induzierten
pathologischen Hypertrophie schiitzt (Antos et al., 2002; Webb et al., 2010). Hierbei wird
vermutet, dass GSK3p iiber die Inhibition von Transkriptionsfaktoren, wie B-Catenin (Haq et
al., 2003), c-Myc (Xiao et al., 2001), GATA4 (Pikkarainen et al., 2004), NFATc3 (Molkentin
et al., 1998) oder des Signalproteins elF2B (eukaryotischer Initiierungsfaktor 2B; Hardt et al.,
2004), anti-hypertroph wirkt.

Die kardiale Regulation von GSK3p erfolgt ebenfalls iiber die bekannten Signalwege
PIBK/AKT, p-Rezeptor/PKA und PLC/PKCP. Es konnte gezeigt werden, dass die
physiologische Hypertrophie ausschlielich iiber den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK; z.B.
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IGF-1-Rezeptor) /PI3Ka (Klasse I) / AKT-Signalweg initiiert wird (McMullen et al., 2003).
Im Gegensatz dazu verlduft die pathologische Hypertrophie iiber die Signalwege der G-
(Gag/11) Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR; z.B. Angiotensin II Rezeptor; Devereux,
2000; Wettschureck et al., 2001). Bei allen genannten Signalwegen wird angenommen, dass
die Einleitung der kardialen Hypertrophie iiber eine GSK3pB-Inaktivierung gesteuert wird
(siche Abb. 1.7). Somit stellt GSK3p eine wichtige Schaltstelle bei der Entwicklung der
beiden Hypertrophie-Typen dar, da sie sowohl die physiologischen als auch die
pathologischen Stimuli verarbeitet. Auf welche Weise GSK3p das entsprechende Signal
vermittelt ist momentan noch ungekldrt. Es konnte sein, dass dieses durch eine GSK3j-
Komplexbildung mit den Regulatoren und den prohypertrophen Faktoren gewihrleistet wird.

Physiologische
Hy ; ertrg bhie Pathologische Hypertrophie

WF, Sport Biomechanischer B-adrenerge
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Abb. 1.7: GSK3p dient als zentraler Schalter in der kardialen Hypertrophie. Uber Sport oder
Wachstumsfaktoren (WF, z.B. IGF-1) wird die physiologische Hypertrophie iiber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTK) wie z.B. IGF-1-Rezeptor und iiber den PI3Ka/AKT-Signalweg eingeleitet. Hingegen wird die
pathologische Hypertrophie z.B. durch biomechanischer Stress (Bsp. Aortenligatur) und iiber G- (Gag/11)
Protein-gekoppelte (GPCR, z.B. Angiotensin II Rezeptor) Rezeptoren und deren Signalwege vermittelt. PI3K:
Phosphoinositid-3-Kinasen, PLC: Phospholipase C, NFAT: Nuklearfaktor von aktivierten T-Zellen, elF2B:
eukaryotischer Initiierungsfaktor 2B.
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1.5 Ziel der Arbeit

Wie vorangehend ausgefiihrt, stellt die Interaktion von Proteinen bzw. deren Organisation in
Komplexen ein regulatorisches Prinzip dar, das durch Biindelung funktionell verbundener
Proteine eine effiziente Signaliibertragung gewdhrleistet. Ferner ergibt sich damit die
Moglichkeit zur Kompartimentierung, d.h. dass entsprechende Signale oder Modulationen
von Proteinfunktionen nur in rdumlich eng umgrenzten Bereichen einer Zelle ablaufen. Da
GSK3p eine wichtige Schaltstelle ist, die eine Vielzahl unterschiedlicher biologischer
Prozesse reguliert, ist die Identifizierung GSK3-assoziierter Proteine ein wichtiges Element
zum Verstindnis der GSK3B-Funktionen. Ziel dieser Arbeit war es daher, mit Hilfe der
Tandem-Affinititsaufreinigung (TAP), GSK3p-assoziierte Proteine unter nativen
Bedingungen zu isolieren, mittels Massenspektrometrie zu identifizieren und einen Einblick

in die Regulation der identifizierten Komplexe zu gewinnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgeriite

Tabelle 2.1: Verwendete Laborgerite und ihre Hersteller.

Laborgeriit Hersteller
Analysewaage, EMB 200-2 Kern & Sohn GmbH
Autoklav Webeco
Brutschrank (Bakterienkulturen) Haraeus Instruments
Eismaschine Ziegra

Feinwaage, BP121S Sartorius
Fluoreszenzkamera, F-View UT-TVO0, 5xC-3 Olympus
Fluoreszenzmikroskop (BZ-9000 E) Keyence
Fluoreszenzmikroskop, Olympus BX50 Olympus
Gefrierschrank (-80°C), Ultimall REVCO
Gelfiltrationsanlage (Chromatographie-Séule) Biorad

Heizblock, Thermomixer comfort Eppendorf
Hellfeldkamera vom Fluoreszenzmikroskop Olympus Sony
Infrarot-Bildgebungs-System, Odyssey LI-COR Biosciences
Kiihl- und Gerierschrank (4°C und -20°C) Privileg
Magnetriithrer, MR2002-MR3001 Heidolph
Massenspektrometer, LTQ Orbitrap XL Thermo Scientific
Mikrowelle, Micromat AEG
Mini-Zentrifuge Roth

PCR Thermocycler, Mastercycler gradient Eppendorf
pH-Meter, MP 220 Mettler

Pipetten (10, 20, 200, 1000, 5000 ul) Gilson
Plattenphotometer, SpectraCount Packard

Realtime PCR System, StepOne Plus Applied Biosystems
Rotator, Roto-Shake-Genie Scientific Industries
Schiittler Edmund Biihler
Schiittler fiir Bakterienschiittelkulturen Infors AG

SDS-PAGE vertikale Laufkammer, SE600-SE400

Hoefer Instrument

Sorvall Superspeed Zentrifuge, RC-5B

Du Pont Instruments

Spektralphotometer, NanoDrop ND-1000 Peqlab

Sterilbank, Antair BSK Kendro
Stromquelle 500 Volt power supply Buchler Instruments
Temperierbad (16°C), Julabo U3 Julabo
Temperierbad (37°C), GFL 1083 GFL
Tischzentrifuge, Centrifuge 5417R, 5810R Eppendorf
Transferkammer, Fastblot B33-B43 Biometra

UV-Transilluminator, Mighty Bright

Hoefer Instrument

UV-Transilluminator, Universal Hood

Bio-Rad

Vakuumzentrifuge Eppendorf
Vortexer, Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Wasserreinigungsanlage, MilliQ Millipore

Zellkulturschrank, Function Line

Haraeus Instruments
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2.2 Laborchemikalien

Tabelle 2.2: Eingesetzte Laborchemikalien und ihre Hersteller. Laborchemikalien, die nicht aufgefiihrt sind,
wurden von den Firmen Merck, Roth und Sigma bezogen.

Laborchemikalie Hersteller
Acrylamid/Bis Rotiphorese Gel 40 (29:1) Roth
Agar Roth
Agarose electrophoresis grade Invitrogen

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich

Biotin Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Serva

BSA Fluka

Complete, Mini Protease Inhibitor Cocktail Tabletten | Roche
Ethidiumbromid ICN Biomedicals
Lipofectamin Invitrogen
NP-40 Sigma-Aldrich
Nukleotidmix 25mM Invitrogen
Odyssey Blocking Puffer Licor
PhosSTOP, Phosphatase Inhibitor Cocktail Tabletten | Roche

2.3 Enzyme
Tabelle 2.3: Verwendete Enzyme und ihre Hersteller.

Enzym Hersteller
Alkalische Phosphatase Roche

Benzonase Novagen

EcoRI Invitrogen

Fspl New England Biolabs
HindIII New England Biolabs
Klenow (exo-) New England Biolabs
Nhel New England Biolabs
Notl New England Biolabs
Platinum Pfx DNA Polymerase Invitrogen

Sacl New England Biolabs
Sbfl New England Biolabs
Spel New England Biolabs
Swal New England Biolabs
T4 DNA Ligase New England Biolabs
Taq Polymerase Invitrogen

Thrombin Amersham Biosciences
Xhol Life Technologies
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2.4 Antikorper

Tabelle 2.4: Verwendete primire Antikorper mit den eingesetzten Verdiinnungen fiir die Western Blot

(WB) -Analysen.

Antikorper Herkunft Verdiinnung | Hersteller Produktnr.
a-Acetyl Coenzyme A Carboxylase Kaninchen 1:1000 abcam ab45174
o-Filamin A (clone PM6/317) Maus 1:1000 Millipore MAB1678
o-Flag Kaninchen 1:5000 Sigma-Aldrich | F7425
o-Flag M2 Maus 1:1000 Sigma-Aldrich | F1804
a-GSK-3p Maus 1:10000 BD Bioscience | 610201
a-GSK-38 (27C10) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling | 9315

o-HA Kaninchen 1:1000 Sigma-Aldrich | H6908
o-HA-Tag (6E2) Maus 1:1000 Cell Signaling | 2367
a-Phospho-Glycogen Synthase (Ser641) | Kaninchen 1:1000 Cell Signaling | 3891
a-Phospho-GSK-38 (Ser9) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling | 9336
o-PKA-RIa Maus 1:500 BD Bioscience | 610610
o-PKAa-cat Kaninchen 1:1250 Santa Cruz sc-903
o-PRMT5/Skb1Hs Methyltransferase Kaninchen 1:1000 Cell Signaling | 2252
o-VASP (human) Kaninchen 1:2000 Alexis 210725-R100

Tabelle 2.5: Verwendete sekundiire Antikorper mit den eingesetzten Verdiinnungen fiir die WB-Analysen.

Antikorper Herkunft gekoppelt mit: Verdiinnung | Hersteller Produktnr.
o-Kaninchen Ziege IRDye800CW 1:10000 Licor 926-32211
o-Maus Ziege IRDye800CW 1:10000 Licor 926-32210
a-Kaninchen Ziege IRDye650CW 1:10000 Licor 926-32221
a-Maus Ziege IRDye650CW 1:10000 Licor 926-32220

2.5 Grundvektor pGJ3-CSCGW

Die gesamten Klonierungen in dieser Arbeit basieren auf dem lentiviralen Vektor pGJ3-
CSCGW (siehe Abb. 2.1, Leurs et al., 2003), der ein freundliches Geschenk von Prof. Dr.
Hanenberg war. In diesem Vektor steht das EGFP (enhanced green fluorecence Protein) unter
der Kontrolle des SFFV (spleen focus-forming virus) -Promotors. Fiir die Selektion besitzt der
Vektor bakterielle (Ampicillin (AMP)) und eukaryotische (Zeozin (Zeo)) Antibiotika-
Resistenzgene. Diese Resistenzgene stehen wiederum unter der Kontrolle des B-Lactamase
Promotors (bla) bzw. des EM7-Promotors. Der bakterielle Replikationsursprung pUC ori
sorgt fiir die Herstellung von doppelstringigen Plasmidkopien in Escherichia coli (E.coli) und
der F1 ori fiir einzelstringige Plasmidkopien. Des Weiteren steuert der Cytomegalovirus-
Promotor (CMV) mit Hilfe des SV40 (Simian Virus) -Enhancers (SV40, SV40 poly-A-
Schwanz) die Transkription der viralen RNA, die in Viruspartikel verpackt werden soll. Dabei
werden folgende Gene wie gag (Polyprotein), env (envelope, Hiillprotein) und RRE (REV

(regulator of virion expression)-responsive-element) durch den CMV-Promotor gesteuert.
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pGJ3-CSCGW ‘—env Gene fiir die Virusverpackung

8,01 F4 bp ! Antibiotikaresistenz
Replikationsursprung

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des lentiviralen Grundvektors pGJ3-CSCGW. Die Beschriftung und
Farbkodierung ist fiir alle Vektorabbildungen in dieser Arbeit giiltig. BGH pA: Polyadenylierungssignal des
bovine growth hormone. Die weiteren Abkiirzungen sind im Text dieses Kapitels definiert.

2.6 Prokaryotische Zellen

2.6.1 Escherichia coli (E.coli) XL-1 Blue

Der XL-1 Blue Bakterienstamm stammt von dem E.coli K12 Bakterienstamm (Stratagene) ab.
LB-Medium: 10 g/l Bactotryptone, 5 g/l Bacto-Hefe-Extrakt, 10 g/l Natriumchlorid,
50 pg/ml Ampicillin, pH 7,5

LB-Agarplatten: 15 g Agar/ 11 LB-Medium

2.7 Eukaryotische-Zellen

2.7.1 HEK293T Zellen

HEK293T (HEK, human embryonic kidney) Zellen sind humane, embryonale Nierenzellen,
die in HEK-Medium kultiviert wurden.

HEK-Medium: Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO), 10% Fetal Bovine
Serum (FBS), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen), 1x non-essential amino acids (Invitrogen), 100
U/ml Penizillin/Streptomycin (Invitrogen)

HEK-Hungermedium: entspricht HEK-Medium ohne FCS

HEK-Einfriermedium: DMEM, 20% FBS, 10% DMSO (Dimethylsulfoxid)
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2.7.2 HL-1 Zellen

Die murine, kardiale Muskel-Zelllinie HL-1 (heart-like) war ein freundliches Geschenk von
Dr. W. C. Claycomb (Lousiana State University Medical Center, New Orleans, USA). Die
Kultivierung der Zellen erfolgte nach den Angaben von W. C. Claycomb (Claycomb et al.,
1998) in HL-1 Medium.

HL-1-Medium: Claycomb-Medium (Sigma-Aldrich), 10% Fetal Bovine Serum (FBS),
100 U/ml Penizillin/Streptomyzin, 2 mM Glutamin, 0,1 mM Norepinephrin (Invitrogen)
HL-1-Zellkulturschalen-Beschichtung: 25 pg Fibronektin in 2 ml 0,2 % Gelatine
HL-1-Einfriermedium: 95% FBS, 5% DMSO

2.8 Bearbeitung von Nukleinsiuren

Die im Folgenden aufgefiihrten Methoden wurden, wenn nicht anders aufgefiihrt, nach den

Standardprotokollen von Sambrook und Russell durchgefiihrt (Sambrook and Russell, 2001).
28.1 DNA

2.8.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde die Polymerase-Kettenreaktion angewandkt.
Die Pfx-DNA-Polymerase weist eine geringe Fehlerrate auf und wurde fiir eine sehr genaue
Amplifikation der DNA-Sequenz fiir Klonierungen nach Herstellerangaben eingesetzt. Die
Tag-DNA-Polymerase wurde zur diagnostischen Uberpriifung von DNA-Konstrukten oder

des Genoms nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.8.1.1.1 PCR zur Generierung der GSK3p-Serin 9 (Ser9) Mutante
Fiir die Erzeugung der GSK3B-Serin 9 Mutante mittels PCR wurden die Oligonukleotide so

gewdhlt, dass das vorwirts gerichtete Oligonukleotid den gewiinschten Nukleotidaustausch
beinhaltete (siehe Tabelle 2.6, Klonierungsstrategie siehe Kapitel 3.2.3). Fiir diese PCR
erwies sich die Kombination der Pfx-DNA-Polymerase mit dem 10 x Tag-DNA-Polymerase

Puffer als zielfiihrend.

Tabelle 2.6: Oligonukleotide fiir die Herstellung der GSK3p-Ser9-Mutante. Der Nukleotidaustausch fiir die
Ser9-Mutante ist Fett mit Unterstrich markiert.

Name Oligonukleotidsequenz
Ser9A vorwirts GTTATGTCGGGGCGACCGAGAACCACCGCCTTTGC
Ser9A riickwirts CCACCAACTGATCCACACCACTGTCCCCA
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2.8.1.2 In-Fusion PCR Klonierungssystem

Fiir die Generierung der GSK3B-Kinase-Inaktiven (KI) -Mutante wurde das In-Fusion PCR
Klonierungssystem (Clontech) eingesetzt. Dieses ermoglicht iiber eine homologe
Rekombination das Klonieren eines PCR-Fragments in einen zuvor linearisierten Vektor.
Hierbei werden die Oligonukleotide des zu amplifizierenden PCR-Fragments so gewihlt, dass
sie homolog zu den Enden des linearisierten Zielvektors sind. Mit Hilfe des In-Fusion-
Enzyms (DNA Polymerase mit 3’-5’ Exonukleaseaktivitit aus dem Vaccina Virus) werden
das PCR-Fragment und der Vektor homolog rekombiniert (Klonierungsstrategie siche
Kapitel 3.2.3). Die Generierung der Oligonukleotide (Tabelle 2.7) und die In-Fusion Reaktion

wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Tabelle 2.7: Oligonukleotide fiir die In-Fusion-Klonierung zur Generierung des Vektors pGJ3-C-KI-TAP.
Der Nukleotidaustausch fiir die KI-Mutante ist Fett mit Unterstrich markiert.

Name Oligonukleotidsequenz
K85,86A Vektor 5'>3' CCACCGGTACCATTTAAATCGTTATGTCGG
K85,86A 3'<5' Vektor GAGGGAATTTGAATTCTGTATAATTTGGGTTCATTTCTCT

K85,86A Mutation 5'>3' GCCATCGCGGCAGTTCTACAGGACAAGCGATT
K85,86A 3'<5' Mutation AGAACTGCCGCGATGGCAACCAGTTCTCCA

2.8.1.3 Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Fir eine analytische und prédparative Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der DNA-Proben wurden diese mit
DNA-Ladepuffer versetzt. AnschlieBend wurden die Nukleinsduren in einem
Ethidiumbromid-haltigen (0,006% (v/v)), 1-1,5%-igen Agarosegel in 0,5x TAE-Puffer
aufgetrennt. Die Auftrennung wurde bei 5-10 V/cm durchgefiihrt. Fiir Fragmentlidngen iiber
500 bp wurde der Lambda/EcoRI/HindIIl- und fiir die Fragmentlingen unter 700 bp der
pBluescript/Hpall-Lingenstandard verwendet. Die Auswertung der Gele erfolgte unter UV-
Licht. Mit Hilfe des Geldokumentationsgeridtes (UV-Transilluminator) wurden die Gele
photographiert und mit der Computersoftware QuantityOne 4.5.2 (BioRad) analysiert.
DNA-Ladepuffer: 30% (v/v) Glycerol, 0,25% (w/v) Bromphenolblau

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, ]l mM EDTA

DNA-Lingenstandards:

Lambda DNA (Invitrogen) geschnitten mit EcoRI/HindIII (560, 831, 947, 1375, 1584,

1900, 2027, 4970, 5150, 21000 bp),

pBluescript DNA (Stratagene) geschnitten mit Hpall (710, 489, 404, 325, 242, 190, 157,
147, 110, 67, 57, 34, 26 bp)
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2.8.1.4 DNA-Agarosegelextraktion

Das gewiinschte DNA-Fragment (PCR-Produkt oder Restriktionsfragment) wurde aus dem
Agarosegel mit einem Skalpell unter UV-Licht herausgeschnitten. Die anschlieBende
Aufreinigung des DNA-Fragments erfolgte mit dem QIAquick Gel Extractions Kit (Qiagen).
Hierbei wird das Gelmaterial zunichst entfernt und anschlieBend die DNA {iiber eine

Anionenaustauscher-Minisdule aufgereinigt.

2.8.1.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Nukleinsdurekonzentration wurde durch Absorption bei 260 nm (Aje) mit dem
Spektralphotometer (Nanodrop) bestimmt. Zur Reinheitsiiberpriifung der Nukleinsdure wurde
der Quotient Ass0/Azg0 berechnet. Lag dieser fiir DNA bei 1,8 und fiir RNA bei 2, galt die
Probe als rein. Mit der zum Nanodrop gehorigen Software ND-1000 3.2.1 wurde die

Konzentration und der Reinheitsgrad der Nukleinsdure ermittelt.

2.8.1.6 DNA-Restriktionsendonuklease-Reaktion

Fir die sequenzspezifische Spaltung von DNA wurden DNA-Restriktionsendonukleasen
verwendet (siche Tabelle 2.3). DNA-Restriktionsendonuklease-Reaktionen wurden nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Mit Hilfe einer Agarosegelelektrophorese (2.8.1.3)
wurde die Restriktion der DNA {iiberpriift. Wenn erforderlich, wurden die restringierten DNA-

Fragmente aus dem Agarosegel extrahiert (2.8.1.4).

2.8.1.7 DNA-Ligation

Fiir die DNA-Ligation wurde die T4-DNA-Ligase (New England Biolabs) eingesetzt. Hierbei
wurde die Fragment-DNA zur Vektor-DNA (100-150 ng) im dreifachen molaren Uberschuss
hinzugegeben. Die Ligation erfolgte nach Angaben des Herstellers und wurde entweder fiir

4 h bei RT oder iiber Nacht (UN) bei 16°C durchgefiihrt.

2.8.1.8 Weitere Modifikationen von DNA-Fragmenten

Fiir manche Klonierungsstrategien wurden weitere DNA-Modifikationen vorgenommen. Zur
Verhinderung der Religation einer Vektor-DNA wurde alkalische Phosphatase eingesetzt.

Hierbei dephosphoryliert das Enzym die 5’-Phosphat-Enden des Vektors. Fiir manche
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Klonierungen mussten die iiberhingenden 5'-Enden des DNA-Fragmentes entfernt werden.
Fir die Glattung des 5'-Endes wurde die Klenow-Polymerase verwendet. Die genannten

Enzyme wurden nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.

2.8.1.9 Transformation kompetenter Escheria coli (E.coli) Bakterien

Die kompetenten XL-1-Blue E. coli Bakterien (Lagerung -80°C) wurden nach dem langsamen
Auftauen auf Eis mit dem Ligationsansatz fiir 30°min bei 4°C inkubiert. Anschlieend
erfolgte der Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42°C. Nach 1h Inkubation bei 37°C mit LB-
Medium wurden die Zellen auf Ampicillin-haltige LB-Agarplatten ausgestrichen und UN bei
37°C inkubiert. Fir Minikulturen wurden Glasrohrchen, die 2 ml Ampicillin-haltiges LB-
Medium enthielten, mit den entstandenen Kolonien angeimpft. Anschlieend wurden diese

UN bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

2.8.1.10 Kultivierung transformierter E.coli Bakterien

Fiir die E. coli Kultivierung wurden 100 ml LB-Medium (mit 50 pg/ml Ampicillin) mit einer
Minikultur oder direkt mit einer gepickten Kolonie von einer Agarplatte angeimpft.

AnschlieBend erfolgte eine UN Inkubation der Kultur bei 37°C unter Schiitteln.

2.8.1.11 Priparation von Plasmid-DNA aus E.coli Bakterien

Die Plasmidpridparation wurde mit dem NucleoBond PC 100 Midi DNA Kit (Macherey
Nagel), basierend auf dem Prinzip der alkalischen Lyse, nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.8.2 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde vom biologisch-medizinische Forschungszentrum (BMFZ)
der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf durchgefiihrt. Die Sequenzanalyse erfolgte mit
dem Programm Chromas Lite und der Sequenzvergleich mit ClustalW2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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2.9 Transfektion von Sidugerzellen

2.9.1 Transiente Transfektion von HEK293T Zellen

Fiir die transiente Transfektion wurde die Lipofektion verwendet. Hierbei erzeugt das
genetische Material mit den kationischen Lipiden Komplexe, die von der Zelle aufgenommen
werden (Felgner et al., 1987). 60-80 % konfluente HEK293T Zellen wurden auf einer 10cm-
Zellkulturschale mit Lipofectamin 2000 (Invitrogen) und 18 pg Plasmid-DNA nach

Herstellerangaben transfiziert.

2.9.2 Stabile Infektion von HEK293T und HL-1 Zellen

Die stabile Integration von Transgenen in Zellen erfolgte iiber eine Virusinfektion. Hierbei
wird die virale RNA durch die sogenannte Absorption in die Wirtszelle aufgenommen. Mit
Hilfe der reversen Transkriptase wird die einzelstringige RNA in doppelstringige DNA
umgeschrieben. Nach Eintritt der DNA in den Nukleus wird diese mit der Integrase in das
Wirtsgenom stabil integriert.

Fiir die Virusherstellung wurden zundchst HEK293T transient mit drei Plasmiden ko-
transfiziert (Lipofectamin Transfektion; siehe 2.9.1). Aus Sicherheitsgriinden befinden sich
die Gene fiir die Erzeugung der infektiosen Viruspartikeln auf drei verschiedenen Plasmiden:
Helferplasmid, Verpackungsplasmid und das Plasmid, welches das zu verpackende Konstrukt
beinhaltet (GSK3B-Plasmid, siehe auch Grundvektor Abb. 2.1). Auf dem Helferplasmid
befinden sich die Gene fiir die Kapsidproteine (gag), die Expressionsregulatoren (rev, tat) und
die Virion-assoziierten Enzyme (pol). Das pol-Gen kodiert fiir die reverse Transkriptase,
Protease und Integrase (Mochizuki et al., 1998). Das Verpackungsplasmid pCZ-VSV-G
kodiert fiir das Hiillprotein Glykoprotein G (env-Gen) des vesikuldren-Stomatitisvirus (VSV-
G). Dieses erlaubt den viralen Eintritt in die Wirtszelle und die Knospung der Viren
(Pietschmann et al., 1999). Das GSK3B-Plasmid beinhaltet, neben dem Selektionsmarker fiir
Puromyzin, Signale fiir die Verpackung, fiir die normale und fiir die reverse Transkription, fiir
die Rekombination (LTRs, long terminal repeats) und die Integration (Mochizuki et al.,
1998).

Bei der Ko-Transfektion der HEK293T Zellen wurde von jedem der drei Plasmide 5 ug
Plasmid-DNA eingesetzt. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel mit IMDM (Iscove’s
modified Dulbecco’s Medium, Invitrogen) und nach weiteren 24 h wurde der virusenthaltende
Uberstand abgenommen. Zur Infektion wurde der Virusiiberstand zunichst mit 0,45 um
Sterilfiltern filtriert. AnschlieBend wurde der Virusiiberstand direkt auf die zu infizierenden

HEK293T bzw. HL-1 Zellen gegeben. Hierbei wurde 1 ml Virusiiberstand pro 6-Lochplatte
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eingesetzt. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und mit der Puromyzinselektion
(O ug/ml fir HEK293T Zellen und 3 pg/ml fir HL-1 Zellen) begonnen. Als
Selektionskontrolle dienten nicht infizierte Zellen. Die Selektion erfolgte so lange, bis die
Kontrollzellen gestorben waren (ca. 3-5 Tage). Die Expression des GSK3pB-Proteins wurde
anschliefend im Western-Blot untersucht.

IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s Medium) -Medium: 10% Fetal Calf Serum (FCS,
Biochrom), 2 mM L-Glutamin (Invitrogen), 1x non-essential amino acids (Invitrogen),

100 U/ml Penicillin/Streptomycin (Invitrogen)

2.10 Proteinanalyse

2.10.1 Aufschluss von Proteinextrakten

Fiir die Gewinnung von Proteinextrakten wurden die Zellen zunichst mit kaltem 1x PBS
gewaschen und dann in 200 pl (fiir 6-Well-Platten), 1 ml (fiir 10cm-Schale) oder 1,5 ml (fiir
15cm-Schale) Lysispuffer aufgenommen. AnschlieBend wurde das Zelllysat mit einem
Zellschaber von der Platte gelost und dabei lysiert (bei 4°C). Nachdem das Zelllysat 15 min
bei 4°C abzentrifugiert wurde, befand sich im Sediment die Zellkernfraktion und im
Uberstand die zytoplasmatische Fraktion, die fiir die weiteren Analysen genutzt wurde.

PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,4): 2,7 mM KCIl, 2 mM KH,PO4, 137 mM NaCl,
10 mM Na,HPO,

Lysispuffer (pH 7,5): 10 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1% IGPAL CA-630 (Octyl-
phenoxy-poly-ethoxy-ethanol), 1x Complete (Proteinaseinhibitor, Roche), 1x PhosSTOP
(Phosphataseinhibitoren, Roche)

2.10.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen (BCA-Assay)

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurde nach dem Protokoll von Smith et al.,
1985 durchgefiihrt. Hierzu wurde das BCA Protein Assay Kit (Pierce) verwendet. Eine
Konzentrationsreihe (25-1000 pg/ml) mit BSA (Bovine serum albumin) diente zur Eichung.
Unter Verwendung einer 96-Mikrotiterplatte wurde eine Absorptionsmessung der Proben im

ELISA-Reader (Spectra-Count) bei 562 nm durchgefiihrt.
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2.10.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine diskontinuierliche Elektrophorese in einer Hoefer-
Elektrophoresekammer eingesetzt (Tulchin et al., 1976). Hierbei wurde zur Konzentrierung
der Proteine ein 2,5 %-iges Sammelgel verwendet. Die eigentliche Auftrennung der Proteine
nach ihrer GroBe erfolgte im 7,5%- (bei Proteingroflen von iiber 150 kDa) oder 10 %-igem
(bei Proteingroflen von 30-150 kDa) Trenngel bei 50-200 V. Zur Probenvorbereitung wurden
die Proteine vor dem Gelauftrag in 4x Limmli-Puffer bei 95°C denaturiert.

Die 1im Gel aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend entweder auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (siehe 2.10.4 und 2.10.5) oder direkt im Gel gefirbt
(Silberfirbung siehe 2.11.2).

Lammli-Puffer: 0,25 M Tris (pH 6,8), 8 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Glycerol, 100 mM DTT,
0,1 g/l Bromphenolblau

Sammelgel 2,5 %-ig: 2,5 ml 40 % Acrylamid, 2,5 ml 1 M Tris (pH 6,8), 200 ul 10 % SDS,
30 ul TEMED, 60 pl 10 % APS, 14,9 ml ddH,O

Trenngel 10 %-ig: 10 ml Acrylamid, 10 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 400 ul 10 % SDS, 80 pl
TEMED, 100 pl 10 % APS, 20 ml ddH,O

SDS-PAGE-Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin (pH 8,3), 0,1 % (w/v) SDS
ProteingroBenstandard: PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas, 170, 130, 100,
70, 55, 43, 34, 15, 10 kDa)

2.10.4 Halb-Trocken-Transfermethode und Nass-Transfermethode

Mit dem Halb-Trocken-Transfer (semi-dry blotting) wurden Proteine bis zu einer Gro3e von
150 kDa auf Nitrozellulose transferiert. Der Transfer erfolgte im Halb-Trocken-Blotpuffer bei
einer Spannung von 300 mA (2,5 mA/cm” Membranfliche) fiir 1,5 h.

Ab einer Proteingrée von iiber 150 kDa wurde der Nass-Transfer fiir den Proteintransfer auf
Nitrozellulose genutzt. Hierbei wurde der Transfer bei einer Spannung von 300 mA im Nass-
Blotpuffer fiir 16 h durchgefiihrt.

Halb-Trocken-Blotpuffer: 190 mM Glycin, 25 mM Tris (pH 8,5), 0,1 % (w/v) SDS,
20 % (v/v) Methanol

Nass-Blotpuffer: 190 mM Glycin, 25 mM Tris (pH 8,5)
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2.10.5 Immundetektion von Proteinen im Western Blot (WB)

Fir die Immundetektion wurde die Nitrozellulosemembran zundchst mit PBS/Licor-
Blockierlosung (1:1) fiir 1-2 h inkubiert, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu
vermeiden. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem priméren Antikorper
UN oder 2 h bei RT mit der entsprechenden Antikorperkonzentration (siehe Tabelle 2.4) in
5 % BSA/TBST. Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Membran mit dem
sekundiren Antikorper (siehe Tabelle 2.5) in PBST/Licor-Blockierlosung (1:1) fiir 45 min bei
RT inkubiert. Dann wurde wieder mehrmals mit TBST und zur Entfernung des Tweens vor
der Detektion einmal mit TBS gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe von
Sekundirantikorpern, die an einen Fluoreszenzfarbstoff (IRDye800CW oder IRDye650CW;
siche 2.4) gekoppelt sind. Hierbei detektiert der Odyssey Scanner (Licor Biosciences) im
Infrarot-Bereich bei zwei unterschiedlichen Wellenldngen (700 nm und 800 nm). Dies
ermoglicht eine Unterscheidung von zwei Proteinen sogar bei gleichem Molekulargewicht auf
einer Membran. Des Weiteren wurden die Proteinbanden quantitativ ausgewertet. Bei der
Quantifizierung der Proteinbanden wurden relative Signalintensititen mittels der Odyssey
Software ermittelt.

PBS (pH 7,4): 2,7 mM KCI, 2 mM KH;POj, 137 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,

PBST (pH 7,4): PBS, 0,1 % Tween-20

TBS (Tris bufferd saline, pH 7,4): 150 mM NacCl, 25 mM Tris

TBST (pH 7,4): TBS, 0,1 % Tween-20

2.11 Methoden zur Aufreinigung und Identifizierung von GSK3-

Interaktionspartnern

2.11.1 Tandem-Affinititsaufreinigung (TAP)

Erstmals wurde die Tandem-Affinititsaufreinigung von Rigaut et al., 1999 beschrieben. Sie
erlaubt Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen unter nativen Bedingungen.
Hierbei wird das zu untersuchende Protein mit einer kurzen Aminosaurensequenz (Tag)
fusioniert. Der Tandem-Affinitdtsaufreinigungs-Tag (TAP-Tag) ermdoglicht eine Isolierung
von Proteinkomplexen nach zwei aufeinander folgenden Affinitéitsreinigungen. Durch die
zweifache Aufreinigung wird die Anzahl der falsch positiven Interaktionspartner reduziert.
Diese Methode erlaubt die direkte Identifizierung der koeluierten Proteine mittels

massenspektrometrischer Analyse.
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Fir die Analyse von GSK3p-Interaktionspartnern wurde das modifizierte TAP-
Aufreinigungsprotokoll nach Naguib, 2009 verwendet. Hierbei wurde das GSK3p-Protein C-
terminal mit einem HA/Strepll/Flag-Tag (kurz: TAP-Tag) fusioniert (sieche 2.11.1.1). Nach
transienter (siehe 2.9.2) oder stabiler Expression (siehe 2.9.1) des GSK3[ Fusionsproteins in
HEK293T bzw. HL-1 Zellen erfolgte die TAP.

Fiir die TAP wurden von den transient transfizierten 10 konfluent bewachsene 10 cm- und
von den stabil exprimirenden Zellen 10 konfluent bewachsene 15 cm-Zellkulturschalen
eingesetzt. Der Zellaufschluss der Proteinextrakte erfolgte wie im Kapitel 2.10.1 beschrieben.
Zur Kontrolle wurden untransfizierte Zellen mit der gleichen Proteinmenge (siehe 2.10.2) wie
die modifizierten Zellen fiir die Analyse verwendet.

Fir die Aufreinigung wurde zunidchst pro Ansatz 200 ul M2-Anti-Flag-Agarose mit
Lysispuffer (ohne Protease- und Phosphataseinhibitoren) im 50 ml-Falconréhrchen
gewaschen und &quilibriert. Dann wurde der Zellextrakt (10-15 ml) fiir 1 h mit Anti-Flag-
Agarose bei 4°C unter stindiger Bewegung (500 rpm) inkubiert. Nach der Sedimentation der
Anti-Flag-Agarose wurde der Uberstand bis auf ca. 2 ml abgenommen und die restliche
Suspension in EconoColumns (Bio-Rad) gefiillt. Nachdem der Durchlauf aufgefangen worden
war, wurde die Sdule mit 2 ml TBS (2x 1 ml-Schritte) gewaschen. Die Elution erfolgte mit
I ml 100 pg/ml 3x Flagpeptid in TBS in fiinf 200 pl Schritten. Die Anti-Flag-Agarose wurde
fir die spidtere WB-Analyse in 1ml TBS aufgenommen. Das Eluat des ersten
Aufreinigungsschritts wurde dann auf eine Strep-Tactin (Strep) -Sédule (200 ul Bettvolumen)
in fiinf 200 pl Schritten gegeben. AnschlieBend wurde die Sdule mit 2 ml Strepwaschpuffer
gewaschen und die Proteine mit 1 ml 2,5 mM Biotin in Strepwaschpuffer eluiert. Die
StrepTactin-Sepharose wurde fiir die spidtere WB-Analyse in 1 ml Strepwaschpuffer
aufgenommen. Von jedem der durchgefiihrten TAP-Aufreinigungsschritte (Ausgangsextrakt,
Flag-Uberstand, Flag-Wasch, Flag-Kiigelchen, Flag-Eluat, Strep-Uberstand, Strep-Wasch,
Strep-Eluat, Strep-Kiigelchen) wurde ein Teil der Probe fiir eine WB-Analyse vorbereitet. Die
aufgereinigten Proteine des Strep-Eluats wurden entweder mit Ionenaustauscher (StrataClean-
Beads, Stratagene) unter Rotation UN bei 4°C oder mittels Centrifugal Filter Units (10K
Membrane, Millipore) nach Angaben des Herstellers konzentriert. Das konzentrierte Eluat
wurde iiber eine SDS-PAGE (siehe 2.10.3) aufgetrennt und mit einer Silberfarbung (siehe
2.11.2) dargestellt.
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Lysispuffer (pH 7,5): 10 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,1 % IGPAL CA-630,
1x Complete (Proteinaseinhibitor, Roche), 1x PhosSTOP (Phosphataseinhibitoren, Roche)
TBS (pH 7.4): 150 mM NaCl, 25 mM Tris

Strepwaschpuffer: 100 mM Tris, 150 mM NaCl, I mM EDTA (pH 8,0)

2.11.1.1 Tandem-Affinititssequenz (TAP-Tag)

Fiir die TAP-Analyse von GSK3B-Interaktionspartnern wurde der TAP-Tag nach Naguib,
2009 verwendet. In Abb. 2.2 sind die Nukleotid- und Aminosdurensequenzen mit den
eingezeichneten Tag-Bereichen und den Proteinase-Schnittstellen des TAP-Tags dargestellt.
Fiir die TAP-Aufreinigung sind der Strepll-Tag (Strep) und der MonoFlag-Tag (Flag)
essentiell, da sie eine Aufreinigung des rekombinanten GSK3p-TAP-Proteins iiber die Flag-
und anschliefend im zweiten Schritt iiber die StrepTactin-Séule ermoglichen. Mit der TEV-
bzw. der Thrombin-Protease konnen alternativ zur Elution mit Flag-Peptid bzw. Biotin die
Fusionsproteine und die angereicherten Interaktionspartner mittels proteolytischer Spaltung
von der Sidule eluiert werden. In diesem Fall erlaubt der HA-Tag eine Detektion des

Fusionsproteins im WB.

HA-Tag Thrombin-Schnittstelle
1 TACCCATACG ACGTGCCCGA CTATGCCGCT AGCCTGGTGC CCAGAGGCTC

Y P Y D v P D Y A A S L VvV P R G S

Strepll-Tag TEV-
51 AGGATGGTCA CACCCACAGT TCGAGAAAGG CTCTAGCGGA GAGAACCTGT

G W S H P Q F E K G S S G E N L Y

Schnittstelle Flag-Tag
101 ACTTCCAGGG AGGTGACTAT AAAGACGATG ACGATAAGGG GTAA

F Q G G D Y K D D D D K G *

Abb. 2.2: Nukleotid- und die dazugehdrige Aminosiure-Sequenz des verwendeten TAP-Tags mit den
eingezeichneten Tag-Bereichen und den Proteinase-Schnittstellen.

2.11.2 Silbergelfirbung

Fiir die Detektierung der Proteine, die mit der TAP-Analyse aufgereinigt und anschlieend
mit einer SDS-PAGE aufgetrennt worden waren, wurde eine Firbung mit Silbernitrat
eingesetzt.

Fir die Silbergelfirbung wurde ein Massenspektrometrie-kompatibles Protokoll nach
Shevchenko et al., 1996 verwendet. Zunichst wurde das Gel mit ddH,O gewaschen um

storendes SDS zu entfernen. Anschliefend erfolgte eine Fixierung in Fixierer 1 fiir 20 min
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und dann eine zweimalige Inkubation in Fixierer 2 fiir 10 min. Nach einer 10 miniitigen
Waschung mit ddH,O wurde das Gel fiir 1 min mit Thiosulfatreagenz behandelt. Nach dem
Waschen mit ddH,O (3x 20 sec) wurde das Gel fiir 20 min mit Silbernitratreagenz inkubiert.
Dann erfolgte wieder ein dreimaliges Waschen fiir 20 sec mit ddH,O und eine 5-10 miniitige
Behandlung mit Entwickler. Nach erneutem Waschen mit ddH,O (3x 20 sec) wurde die
Reaktion mit Stop-Reagenz beendet und das Gel mit Lager-Reagenz inkubiert.

Fixierer 1: 5 % (v/v) Essigsdure, 50 % (v/v) Methanol

Fixierer 2: 50 % (v/v) Methanol

Thiosulfatreagenz: 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat

Silbernitratreagenz: 12 M Silbernitrat, 0,007 % (v/v) Formaldehyd

Entwickler: 30 g/l Natriumcarbonat, 0,019 % (v/v) Formaldehyd, 0,0005 % (w/v)
Natriumthiosulfat

Stop-Reagenz: 5 % (v/v) Essigsdure

Lager-Reagenz: 2 % (v/v) Essigsdure

2.11.3 Isolation der Proteine aus Silbergelen zur massenspektrometrischen

Analyse

Die Aufarbeitung der Proteine aus den Silbergelen fiir die spitere massenspektrometrische
Messung wurde nach dem Protokoll von Gharahdaghi et al., 1999 durchgefiihrt. Fiir dieses
Protokoll wurden nur silikonisierte Eppendorf-Gefde, sogenannte LowBinding Tubes,
verwendet.

Fir die Aufarbeitung wurden die gefirbten Proteinbanden mit einem Skalpell aus dem
Silbergel herausgeschnitten, in ca. 1 mm’ groBe Stiicke zerkleinert und in Eppendorf-Gefife
gegeben. AnschlieBend wurden die Proben in der Vakuumzentrifuge fiir 45 min bei 55°C
getrocknet. Fiir die Entfirbung wurden die Gelstiicke mit 40 ul eines 30 mM
Kaliumhexacyanoferrat/ 100 mM Natriumthiosulfat 1:1-Gemisches inkubiert und dreimal mit
80 ul 100 mM Ammoniumbicarbonat jeweils fiir 15 min bei Raumtemperatur (RT)
gewaschen. Dann erfolgte eine weitere Dehydrierung der Proben in der Vakuumzentrifuge.
Fir die Reduktion der Disulfidbriicken wurden die Gelstiicke mit 40 ul einer 10 mM
DTT/100 mM Ammoniumbicarbonat-Losung fiir 15 min bei 55°C inkubiert. Danach wurden
die Cysteinreste der Proben mit 40 ul 55 mM Iodacetamid/ 100 mM Ammoniumbicarbonat
alkyliert.  AnschlieBend erfolgte eine Dehydrierung der Proben mit einem

Acetonitril/Ammoniumbicarbonat 1:1-Gemisch. Im Anschluss wurde eine weitere Trocknung

28



Material und Methoden

der Proben in der Vakuumzentrifuge durchgefiihrt. Fiir die Trypsinspaltung wurden die
Gelstiicke zunédchst mit einer Trypsin-Losung fiir 45 min auf Eis rehydratisiert. Dann erfolgte
die Trypsinspaltung fiir 16 h bei 37°C mit 5 mM CaCl, und 50 mM Ammoniumbicarbonat.
AnschlieBend wurde der Uberstand mit den extrahierten Peptiden in einem neuem Eppendort-
Gefill gesammelt. Fiir die weitere Peptidextraktion erfolgte eine Behandlung der Proben mit
20 ul 25 mM Ammoniumbicarbonatlosung fiir 10 min unter kriftigem Schiitteln und eine
anschlieende 5 miniitige Inkubation im Ultraschallbad. Dann wurden die Proben mit 20 pl
Acetonitril versetzt, fiir 10 min kriftig geschiittelt und fiir 5 min im Ultraschallbad inkubiert.
Die Peptide im Uberstand wurden mit dem ersten gesammelten Uberstand vereinigt. Es
folgten zwel weitere Peptidextraktionsschritte, die aber anstelle der
Ammoniumbicarbonatlosung mit 20pul 5% Ameisensdure, wie oben beschrieben,
durchgefithrt wurden. Auch diese Uberstinde wurden mit den vorangegangenen
Peptidiiberstinden vereinigt und anschlieBend in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Im
Anschluss wurden die getrockneten Proben massenspektrometrisch untersucht.

Trypsin-Losung: 12,5 ng/ul Trypsin, 5 mM CaCl,, 50 mM Ammoniumbicarbonat

2.11.4 Massenspektrometrische-Messung der isolierten Proteine

Die massenspektrometrische (MS)-Messung zur Identifizierung der isolierten Proteine wurde
von Dr. Michael Reinartz (Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie) durchgefiihrt.

Die aus dem Silbergel aufgearbeiteten Proben (siehe 2.11.3) wurden mit Hilfe einer Fused-
Silica Vorsdule (100 pm x 2 cm), die zuvor mit C18-Umkehrphasenmaterial (Reprosil-Pur
C18 AQ, 3 um, Dr. Maisch) gefiillt worden war, entsalzt. Danach wurde die Peptidprobe
zundchst iiber eine 15-18 cm lange Fused-Silica Trennsdule (Innendurchmesser 75 pum)
aufgetrennt und anschlieBend mit einer Elektrosprayionisation iiber einen SilicaTip Emitter
(New Objectiv, Woburn, USA) im Massenspektrometer detektiert. Hierbei hatte die
Kapillarspitze eine Spannung von 2kV und eine Temperatur von 140°C. Fir die
Peptiddetektion wurde ein linearer Losungsmittelgradient mit einer Flussrate von 230 nl/min
verwendet. Der Gradient wurde mit 4-60 % Puffer Bl (84 % Acetonitril, 0,1 %
Ameisensdure) fiir mehr als 60 min durchgefiihrt. Im Anschluf} erfolgte die Reinigung mit
99 % Puffer B1 fiir 5 min und die Aquilibrierung der Siule mit Puffer A (4 % Acetronil,
0,1 % Ameisenséure).

Die dynamic-exclusion-Funktion der Xcalibur-Software erlaubte eine automatisierte
datenabhiingige =~ MS-Analyse. Hierbei erfolgte nach jedem Ubersichtsspektrum

(Masse/Ladungsverhiltnis m/z 300-2000, Ionenfiillwert 1000000 Ionen, Auflosung r = 60000
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bei m/z = 400) ein Fragmentierungsspektrum (MS/MS) der 10 intensivsten Ionen mit einer
CID (Kollisionsinduzierte Dissoziation) von 35 U, mit einer einmalige Wiederholung in 20 s.
Dabei war eine maximale Massenabweichung von 10 ppm erlaubt.

Die Analyse der Fragmentierungsspektren von den identifizierten Proteinen erfolgte mit der
Uniprot human Taxonomie 9609-Datenbank (83695 Eintriage) iiber den SEQUEST-
Algorithmus mit der Bioworks-Software (Thermo-Fisher Scientific). Die dafiir verwendeten

Einstellungen sind in Tabelle 2.8 gezeigt.

Tabelle 2.8: Verwendete Einstellungen fiir die Analyse der Fragmentierungsspektren

Enzym Trypsinspaltung
Massengenauigkeit der Vorlduferionen 10 ppm
Modifikationen Cystein-Oxidation, Carboxyaminomethylierung,

Phosphorylierung von Serin, Threonin, Tyrosin, bei SILAC-
Experimenten: Lysin/Arginin

Delta CN 0,1

Cross-correlation-Score vs. Charge state | 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 fiir einfach, zweifach, dreifach und vierfach
geladene Ionen

Peptidwahrscheinlichkeit 0,05

Nummer der Haupttreffer 1

2.12 Kinaseaktivitit der GSK3p-Mutanten

Die Untersuchung der spezifischen Kinaseaktivitit der einzelnen GSK3p-Protein-Mutanten
wurde an aufgereinigten Proteinen aus den stabil exprimierenden HEK293T Zellen
durchgefiihrt. Die Messung der Kinaseaktivitidt wurde anhand des Einbaus von radioaktivem
Phosphat aus [y-33P] ATP in ein Substratpeptid gemessen. Das Peptid umfasste dabei die
GSK3B-Phosphorylierungsstelle der Glykogensynthase (GS). Des Weiteren war es notig, den
TAP-Tag der rekombinanten Proteine abzuspalten, da das verwendete Phospho-
Glykogensynthase Peptid biotinyliert (Millipore) ist und ebenfalls fiir die Analyse iiber
StrepTactin-Sepharose aufgereinigt wurde (siehe Kapitel 3.2.5).

Fiir die Messung wurden je 10 cm-Schalen der stabil exprimierenden HEK293T Zellen
eingesetzt. Als Kontrolle wurden wildtypische Zellen verwendet. Nach dem Aufschluss der
Zellen (siehe 2.10.1) wurden die GSK3pB-Fusionsproteine iiber den Flag-Tag aufgereinigt.
Hierzu wurden zunichst pro Ansatz 50 ul M2-Anti-Flag-Agarose mit 1 ml Lysispuffer ohne
Inhibitoren gewaschen. AnschlieBend wurden von allen Zellextrakten die gleichen
Proteinmengen (siehe 2.10.2) auf M2-Anti-Flag-Agarose gegeben und fiir 1 h bei 4°C unter
Bewegung (500 rpm) inkubiert. Nach der Bindung wurden die Flag-Kiigelchen 3x mit 1 ml
Lysispuffer und 2x mit 1 ml Thrombin-Puffer gewaschen. In einem Endvolumen von 100 ul

wurden die Flag-Kiigelchen mit 5 Units Thrombin fiir 16 h bei 20°C, 500 rpm inkubiert. Um
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die GSK3pB-Aufreinigung zu iiberpriifen, wurde jeweils 5 ul der Proben fiir eine WB-Analyse
vorbereitet (siche 2.10.3) und die restliche Probe (48 ul) wurde fiir die
Kinaseaktivitdtsanalyse eingesetzt.

Die Kinaseaktivititsanalyse wurde auf Grundlage der Herstellerangaben des Phospho-
Glykogensynthase Peptides durchgefiihrt. Dabei wurde das Protokoll leicht verdndert und
folgendes Pipettierschema pro Messzeitpunkt (3 Messzeiten pro Probe) verwendet:

16 pl aufgereinigte und gespaltene GSK3

10 ul (120 uM) Phospho-Glykogensynthase Peptide

10 ul [y-’P] ATP-Losung

Die Reaktion wurde nach 0 min, 10 min und 20 min durch Zugabe von 50 ul gewaschener
StrepTactin-Sepharose gestoppt. Die Inkubation erfolgte fiir 15 min bei 30°C. Die Proben
wurden 3x mit 400 ul Lysispuffer (mit Phosphatasesinhibitoren) gewaschen und in 400 ul
PBS aufgenommen. Im Anschluss wurden die Proben mit Szintillationscocktail versetzt und
im Szintillationszihler gemessen.

[y-P] ATP-Losung: 10pl [y-PP] ATP (Stock: 1mCi/100 ul, spezifische Aktivitit:
3000Ci/mmol), 90 pl (500 uM kaltes ATP und 75 mM Magnesiumchlorid in 20 mM MOPS
(pH 7.2), 5 mM EGTA, 1 mM DTT (Dithiothreitol))

2.13 Gelfiltrationschromatographie

Die  Gelfiltrationschromatographie =~ oder  Ausschlusschromatographie  ist  eine
Sédulenchromatographie. Die S#ulenmatrix besteht aus Sepharose mit einer definierten
Porengrofle, in die nur kleine Proteine bzw. Proteinkomplexe diffundieren konnen. Grofle
Proteine bzw. Proteinkomplexe hingegen konnen nicht in die Matrix eindringen und werden
deswegen ausgeschlossen. Auf diese Weise erfolgt eine Trennung der untersuchten
Proteinkomplexe nach ihrer Gréf3e und unter nativen Bedingungen.

Fiir die Gelfiltration wurden Proteinextrakte (siehe 2.10.1) der rekombinanten HEK293T-
Zellen eingesetzt. Dabei wurden die Zellprizipitate in Fraktionen von hoch- bis
niedermolekularen Proteinkomplexen aufgetrennt. Hierzu wurde die Superdex200 10/30-
Gelfiltrationssdule (GE Healthcare) mit einem Ausschlusslimit von 1,3x 10° Da und einem
Auftrennungsbereich von 10.000-600.000 Da groBen Proteinkomplexen verwendet. Die
Auftrennung erfolgte mit Hilfe der AKTAexplorer Chromatographie-Anlage (Amersham
Pharmacia Biosciences). Hierbei wurde fiir die mobile Phase Lysispuffer ohne NP40,

Protease- und Phosphataseinhibitoren eingesetzt. Es wurden 0,75 ml-Fraktionen unter einem
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konstanten Fluss von 0,5 ml/min gesammelt. Hierbei wurde der Druck der Gelfiltrationssidule
unter 1,5 MPa gehalten.

Fiir die Kalibrierung der Gelfiltrationssdule wurden das High molecular weight und Low
molecular weight gel filtration calibration Kit (Amersham Pharmacia Biotech) herangezogen.
Diese enthielten zusammen 9 Kalibranten: Blue-Dextran2000 (2000 kDa), Thyroglobulin
(669 kDa), Ferritin (440 kDa), Catalase (232 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa),
Ovalbumin (45 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuklease A (13,7 kDa). Die
GroBenstandards wurden in verschiedenen Kombinationen auf die Sédule gegeben und ihre
Elution mittels UV-Detektion registriert. Aus den gemessenen Elutionsvolumina, in denen die
einzelnen Standards von der Sdule eluierten, wurde eine spezifische Eichkurve fiir die Séaule
bestimmt. Diese Eichkurve ermoglichte eine ungefidhre Abschédtzung der ProteingréBen fiir
jede einzelne Fraktion. Die Lagerung der Séule erfolgte in 20 % Ethanol.

Die gesammelten Fraktionen der Gelfiltrationsldufe wurden in Lammli-Puffer aufgekocht und

eine WB-Analyse durchgefiihrt.

2.14 Stimulation oder Inhibition von HEK293T Zellen

Fiir Phosphorylierungsstudien von GSK3p und Analysen des GSK3B- PKAla-Komplexes
wurden die Zellen mit Insulin, IGF-1, LY294002, 8 Brom-cAMP oder H89 behandelt. Die
Zellen wurden auf Sechs-Loch-Zellkulturplatten fiir die Phosphorylierungs- bzw. fiir GSK3p-
PKA-Analysen auf zwei 15 cm Schalen ausplattiert und UN oder fiir 4 h in Hungermedium
(unter Serumentzug) gehalten. AnschlieBend erfolgte die Stimulation oder Inhibition mit:

- 60 mU Insulin (Actrapid, Novo Nordisk) fiir 10 min

- 130 nM IFG-1 (Bulk IGF-1, GIBCO) fiir 10 min

- 100 uM LY294002 (Hydrochlorid, PI3-Kinase Inhibitor, Sigma) fiir 1 h

-2 mM 8 Brom cAMP (8-Br-cAMP, Biaffin) fiir 30 min

-10 yM H89 (Dihydrochlorid, PKA-Inhibitor, Biaffin) fiir 30 min

Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen nur in Hungermedium (Serumentzugskontrolle)
gehalten.

Nach dem Waschen mit eiskaltem PBS erfolgte der Aufschluss der Zellen mit Lysispuffer
(siehe 2.10.1). Fiir die Proteinmengenbestimmung (sieche 2.10.2) wurde ein BCA-Assay
durchgefiihrt. Die Proteinextrakte wurden entweder direkt mittels Western Blot (siehe 2.10.3)
analysiert oder es erfolgte erst eine Aufreinigung der rekombinanten GSK3B-Tag Proteine

mittels StrepTactin-Prézipitation (SP; siehe 2.16).
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2.15 GSK3p Hemmung mit Lithiumchlorid

Fir die Untersuchung der GSK3p-Komplexe wurden HEK293T und HL-1 Zellen mit
Lithiumchlorid behandelt. Lithiumchlorid (LiCl) ist ein GSK3B-Inhibitor, der tiber mehrere
Wege GSK3B inaktivieren kann. Zum einen besitzt es eine kompetitive Wirkung auf
Magnesiumionen (Mg”*), welche fiir eine Substratphosphorylierung wichtig sind, da GSK3p
die Phosphorylierung von vielen Substraten in Abhingigkeit von Mg2+—ATP katalysiert. Des
Weiteren inhibiert LiCl Phosphatasen, die fiir eine Dephosphorylierung von GSK3f3
verantwortlich wiren (Jope, 2003). LiCl aktiviert aber auch GSK3B-phosphorylierende
Kinasen (PKCa, Akt), die dann GSK3p verstdrkt phosphorylieren und somit inaktivieren
(Kirshenboim et al., 2004; O’Brien et al., 2011).

Die Zellen wurden, nach Zugabe von LiCl zum Medium mit einer Endkonzentration von
10 mM bzw. 20 mM, inkubiert. Die Kontrollzellen wurden dementsprechend mit 10 mM bzw.
20 mM Natriumchlorid behandelt. AnschlieBend wurde eine StrepTactin-Prizipitation (SP;
siehe 2.16) oder ein Proximity Ligation Assay (PLA; siehe 2.18) durchgefiihrt.

2.16 StrepTactin-Prizipitation (SP)

Fiir Untersuchungen des GSK3B-TAP/PKAla-Komplexes wurden zwei 15 cm Schalen der
transfizierten rekombinanten HEK293T Zellen verwendet. Hierzu wurden die Zellen
entweder stimuliert/inhibiert (siehe 2.14) oder mit Lithiumchlorid (siehe 2.15) behandelt und
im Anschluss lysiert (siehe 2.10.1). Als Kontrolle wurden unbehandelte Zellen verwendet.
Nachdem die Proteinkonzentration bestimmt worden war, wurden von jeder Probe gleiche
Proteinmengen fiir die StrepTactin-Prézipitation (SP) eingesetzt. Hierbei wurde pro Probe
50 ul gewaschene StrepTactin (Strep) -Sepharose verwendet und diese UN oder fiir 4 h bei
4°C rotierend inkubiert. Nachdem die StrepTactin-Matrix 3x mit Lysispuffer (mit Inhibitoren)
gewaschen worden waren, wurden diese in Lammli-Puffer aufgekocht, und es erfolgte eine

WB-Analyse.

2.17 PKA-Hemmung und -Aktivierung am isolierten GSK3p-TAP/PKAlo-
Komplex

Um den GSK3B-TAP/PKAla-Komplex in Abhingigkeit der PKAla-Aktivitdt zu untersuchen,
wurden zwei 15 cm Schalen der transfizierten rekombinanten HEK293T Zellen eingesetzt.

Diese Zellen wurden zunéchst fiir 4 h in Hungermedium (unter Serumentzug) gehalten.
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Anschliefend wurden die GSK3B-TAP/PKAla-Komplexe wie unter 2.16 beschrieben {iiber
eine StrepTactin-Préazipitation 1isoliert. Nachdem die StrepTactin-Sepharose 3x mit
Lysispuffer (mit Inhibitoren) gewaschen worden war, wurde diese mit 2 mM 8-Br-cAMP
(Biaffin) oder mit 10 uM H89 (PKA-Inhibitor, Biaffin) fiir je 30 min bei 4°C rotierend
inkubiert. Die Kontrollproben wurden entsprechend nur mit Lysispuffer behandelt.
AnschlieBend wurde die StrepTactin-Sepharose 1x mit Lysispuffer (mit Inhibitoren)
gewaschen, in Limmli-Puffer aufgekocht und eine WB-Analyse durchgefiihrt.

2.18 Proximity Ligation Assay (PLA)

Der Proximity Ligation Assay (PLA) wurde erstmals von Soderberg et al., 2006 beschrieben
und ermoglicht eine direkte Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen in situ. Hierbei
werden die zu untersuchenden Proteine iiber spezifische Antikorperreaktionen detektiert und
die Komplexbildungen fiir das Mikroskop sichtbar gemacht. Die Methode kann auf adhérent
wachsenden Zellen angewendet werden.

Fir die Durchfilhrung des Protokolls werden die zu untersuchenden moglichen
Interaktionspartner zunichst mit spezifischen primédren AntikOrpern detektiert. Hierbei
miissen die Antikorper aus verschiedenen Spezies stammen. AnschlieBend binden an die
primédren Antikorper Spezies-spezifische sekundidre Antikorper (als PLA Proben bezeichnet),
an die kurze Oligonukleotide (DNA-Sequenz) gekoppelt sind. Wenn die zu untersuchenden
Proteine sich in unmittelbarer Nédhe (< 40 nm, Herstellerangabe) zueinander befinden, wie es
bei einer Komplexbildung der Fall ist, kann in einem weiteren Schritt eine Bindung von zwei
spezifischen Oligonukleotiden an die DNA-Sequenzen der sekundédren Antikorper erfolgen.
Die Oligonukleotide konnen dann mittels Ligation verbunden werden. Der auf diese Weise
gebildete Nukleotidring dient im nédchsten Schritt der DNA-Polymerase als Matrize. Nach der
Amplifikation  (rolling  circle  amplification)  hybridisieren  fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide mit dem Amplifikat und erlauben auf diese Weise eine Sichtbarmachung des
Proteinkomplexes unter dem Mikroskop.

Die PLA-Methode wurde mit dem Duolink® I Fluorescence-System (Olink Bioscience) nach
Herstellerangaben an HEK293T und HL-1 Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden je Ansatz
1,5)(104 Zellen auf eine 0,25 cm’ groe Kreisfliche, die zuvor mit einem Fettstift
(Flussigkeitsstopper, Liquid Blocker, Sigma) gezeichnet worden waren, auf dem Objekttriger
ausplattiert. Fiir eine bessere Haftung der HEK293T Zellen wurde der Kreisbereich zuvor mit

0,1% Gelatine und fiir die HL-1 Zellen mit Fibronektin (siche 2.7.2) beschichtet. Nachdem
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den Zellen 4 h die Moglichkeit zur Adhédsion gegeben wurde, wurden diese mit PBS
gewaschen. Anschlieend erfolgte die Fixierung der Zellen mit 4% Paraformaldehyd in PBS
fir 10 min bei RT. Dann wurde noch einmal fiir 10 min mit PBS gewaschen. Die fixierten
Zellen wurden fiir 10 min durch eine Inkubation mit 0,2% Saponin in PBS permeabilisiert.
Die Fortsetzung des Protokolls erfolgte nach Herstellerangaben, wobei die verwendeten
primédren Antikorper mit dem Antibody Diluent des Duolink-Systems 1:100 verdiinnt (auBer
a-PKA-RI a 1:50) und UN bei 4°C inkubiert wurden.

PLA Proben: Duolink IT PLA Probe a-Kanninchen PLUS

Duolink IT PLA Probe a-Maus MINUS

Detektionsreagent: Duolink II Detektionsreagenz Rot (Aexc 594 nm, Aem 624 nm)

2.19 Kinaseaktivititsassay von GSK3p und PKAIa

Zur Untersuchung des GSK3B-PKAla-Komplexes wurden Kinaseaktivititsassays
durchgefiihrt. Hierbei wurde einerseits analysiert, welchen Einfluss die GSK3p (Millipore)
auf die PKAIo-Aktivitiat besitzt (GSK3B->PKAla->Kemptide) und andererseits, ob die
PKAIo (Biaffin) die GSK3B-Akitivit beeinflusst (PKAIa->GSK3B->GS). Die PKAlo-
Aktivitiat wurde durch die Phosphorylierung von Substratpeptiden (Kemptide, PKA Substrat)
und die GSK3B-Aktivitit anhand des Phosphorylierungsgrades eines Glykogen Synthase
Peptides (GS, GSK3B-Substrat) ermittelt. Die Messung der Phosphorylierung wurde durch
den Einbau von [7—33P] ATP ermoglicht.
Fiir die Versuche wurden folgende Mengen und Konzentrationen eingesetzt:
10 ul GSK3p (0,2 Units verdiinnt in 50 mM Tris pH7.5, 0,1 mM EGTA, 15 mM DTT)
und/oder
10 pl PKAIa (2 Units verdiinnt in 200 pM ATP, 10 mM MgCl,)
10 pl [y-*P] ATP-Gemisch

(50 nCi ([y-"P] ATP (spezifische Aktivitit: 3000Ci/mmol) in 1 mM ATP)
10 pl GS (200 uM) oder 10 ul Kemptide (1 mM)
10 pl Reaktionspuffer (100 mM MgCl,, 500 mM MOPS, 2,5mg/ml BSA)
und die Reaktion mit ddH»0 auf 90 pl (Endvolumen) aufgefiillt
Der Assay wurde durch Zugabe der Enzyme gestartet. Zu verschiedenen Zeitpunkten
(Messzeiten im Ergebnisteil angegeben) wurden 9 pul Proben entnommen und direkt auf ein
P81-Filter (Whatman) gegeben, der alle Proteine binden kann. Anschlieend erfolgten vier
Waschschritte des Filters mit 75 mM Phosphorsdure, wobei das iiberschiissige [y—33P] ATP

35



Material und Methoden

entfernt wurde. Nach dem Trocknen der P81-Filter wurden diese mit Szintillationscocktail
versetzt und im Szintillationszéhler gemessen. PKAIo wurde 15 min nach Reaktionsstart
durch Zugabe von 10 pl cAMP (10 uM) aktiviert und im Anschluss direkt eine 9 ul Probe

entnommen. Als Kontrolle wurde die entsprechende Menge ddH,0 eingesetzt.

2.20 Statistik

Fiir die statistische Auswertung wurde die dazugehorige Standardabweichung ermittelt, und
die Signifikanz wurde mittels t-Test oder 2-Wege-ANOVA (Analysis of Variants) -Test

bestimmt. Die Signifikanz wurde bei einem Wert p < 0,05 angenommen.

2.21 Verwendete Computerprogramme

Microsoft Excel, Microsoft Word, Microsoft Powerpoint, Adope Photoshop, Odyssey 3.0
(Licor Biosciences, Lincoln, USA), Plate Reader Vision 3.0 (Packard Bioscience/Perkin
Elmer, Waltham. USA), Geneious, GraphPad Prism4 (2-Wege-ANOV A-Test). Alle weiteren

Computerprogramme werden im direkten Kontext des Experiments aufgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Strategien zur Analyse von GSK3p-assoziierten
Proteinkomplexen mittels der Tandem-Affinititsaufreinigung (TAP)

Fiir die Analyse einer GSK3B-abhédngigen Signaltransduktion wurden systematisch GSK3[3-
assoziierte Proteinkomplexe mit Hilfe der Tandem-Affinititsaufreinigung (TAP) und der
Massenspektrometrie (MS) untersucht. Hierzu wurde die GSK3B-cDNA am C-Terminus (3’-
Ende) mit einem 8 kDa grolen HA/StrepIl/Flag-Tag (TAP-Tag) fusioniert (siche Abb. 3.1 A,
Sequenz im Kapitel 2.11.1.1 dargestellt) und durch lentivirale Transfektion in humane
Nierenepithel-Zellen (HEK293T) sowie murine Kardiomyozyten (HL-1: heart-like)
eingebracht. Hierbei ermoglichte das Strepll/Flag-Tag eine zweistufige Aufreinigung des
rekombinanten GSK3B-TAP-Proteins und dessen moglichen Interaktionspartner unter nativen
Bedingungen. Der isolierte Zellextrakt wurde iiber eine o-Flag- und eine StrepTactin-
Sepharose-Sdule aufgereinigt. Hierbei wird die Anzahl der falsch positiven
Interaktionspartner durch die zweifache Aufreinigung reduziert. Die Auftrennung des Strep-
Eluates erfolgte durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschlie3ender
Silberfarbung der Proteine. Nach der Exzision und Aufreinigung der gefirbten Proteinbanden
wurden die koeluierten Proteine mittels einer massenspektrometrischen Analyse (TAP/MS)

und Datenbankrecherche identifiziert (siche Abb. 3.1 B).

A < 47kDa > < 8kDa —>
B Zellen Flag Strep Silbergel MS-Analyse
[ [ kD T
|| 170 \
130
Gl 95 L. =
HEK293T/HL-1 x| 72 2
— — | = — |5
wn " (0]
N = - =
| | 43 ==
v 34 m/z
L L -

Abb. 3.1: A) C-terminal getaggtes GSK3p (GSK3p-TAP). Der 8 kDa grofle TAP-Tag besteht aus einem HA-,
Strepll- und Flag-Tag. Hierbei ermoglichen der Strepll- und Flag-Tag die TAP-Methode B) Schematisches
TAP-Aufreinigungsprotokoll. Das rekombinante GSK3B-TAP, welches die HEK293T und HL-1 Zellen bilden,
wird im ersten Aufreinigungsschritt auf die Flag-Séule geladen und mit Flagpeptid eluiert. Im zweiten Schritt
erfolgt die Bindung des Flag-Eluats an die StrepTactin- (Strep) Sdule. Anschlieend wird mit Biotin eluiert. Das
Strep-Eluat wird auf einem Acrylamidgel aufgetrennt und die koeluierten Proteine mit Silber gefarbt. Die
gefirbten Proteinbanden werden aus dem Gel isoliert und nach massenspektrometrischer (MS) Analyse mittels
Datenbankrecherche identifiziert. m/z: Masse/Ladung.
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3.1.1 GSK3B-TAP Konstrukt

Fiir die Analyse von GSK3p-assoziierten Proteinkomplexen mit der TAP-Methode wurde das
GSK3p-Protein mit einem kurzen Tag (HA/Strepll/Flag-Tag; Naguib, 2009) C-terminal
fusioniert. Dieses Tag umfasst je ein HA- und ein Flag-Tag, welche von spezifischen a-HA
und o-Flag Antikorpern erkannt werden. Somit erlauben diese Tags die Detektion der
Fusionsproteine im Western Blot (WB). Zusitzlich enthilt das Tag das Strepll-Tag (Abk.
Strep), welches eine Bindung an ein modifiziertes Streptavidin (StrepTactin) ermoglicht.
Prinzipiell konnen alle drei Tags zur Affinitdtsaufreinigung unter nativen Bedingungen
genutzt werden. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgt durch einen Uberschuss
kompetetierender Peptide (HA/Flag) bzw. mit Biotin (StrepTactin). Hier wurden zur

Aufreinigung das Flag- und Strepll-Tag genutzt.

3.1.2 TAP/MS-Analyse in transient transfizierten HEK293T Zellen

3.1.2.1 pGJ3-S-GSK3p-TAP

Die Fusion des TAP-Tags erfolgte an das C-terminale Ende von GSK3p, weil sich im N-
terminalen Bereich die wichtige Phosphorylierungsstelle (Ser9) befindet und diese
moglicherweise durch einen N-terminal gelegenen Tag beeinflusst wird bzw. fiir andere

Interaktionspartner nicht mehr zugiingig sein konnte.
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pGJ3-CARP-C-TAPw __ | [ PoESCoRIRAR B
®S5V40 pA SYA0 ER Yy
\Zeo Zeoﬁ\
Swal (2,740)
SV40
v\ Flor TAP T?/ \/‘s
SV40 San ¢
._.._._-4-" F1or — me— GSK3beta
Sbfl (3,755) BGH pA TAP-Tag

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Plasmide pGJ3-CARP-C-TAPw (A) und pGJ3-S-GSK3p-TAP
(B). Die CARP-Sequenz des Ausgangsplasmids pGJ3-CARP-C-TAPw (A) wurde iber die
Restriktionsschnittstellen Sbfl und Swal ausgeschnitten und gegen die murine GSK3B-cDNA ausgetauscht (B).
Die Abkiirzungen und Farbkodierungen sind in Abb. 2.1 erlédutert.

Fiir die Konstruktion wurde die GSK3B-cDNA aus der Maus mittels PCR amplifiziert. Da

eine Fusion der GSK3p Sequenz mit dem C-terminalen Tag erreicht werden sollte, enthielt
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das 3’-Oligonukleotid nicht das Stop-Codon der GSK3p. Das amplifizierte Fragment wurde in
das Plasmid pGJ3-CARP-C-TAPw (Abb. 3.2 A; Naguib, 2009) anstelle der CARP-cDNA
tiber die Restriktionsschnittstellen Sbfl und Swal eingesetzt und unter die Kontrolle des
SFFV- (spleen focus-forming virus) Promotors gestellt. Das entstandene Plasmid wurde
pGJ3-S-GSK3B-TAP (S: SFFV-Promotor; siehe Abb. 3.2 B) genannt und war eine
freundliche Gabe von Susanne Kiisters, Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie.

In Abb. 3.2 ist das Ausgangsplasmid pGJ3-CARP-C-TAPw (A) und das GSK3B-TAP
exprimierende Plasmid pGJ3-S-GSK3B-TAP (B) schematisch dargestellt.

3.1.2.2 Charakterisierung des GSK3B-TAP-Proteins
Zur Uberpriifung der Expression des Plasmides pGJ3-S-GSK3B-TAP wurde dieses in

HEK?293T Zellen transfiziert. Zusétzlich sollte untersucht werden, ob das Fusionsprotein wie
die endogene GSK3P durch Phosphorylierung reguliert wird. Die Expression und die
Phosphorylierbarkeit des rekombinanten Proteins wurden mittels WB-Analyse untersucht.
Abb. 3.3 A zeigt das Ergebnis der WB-Analyse, die mit Antikdrpern gegen GSK3p (rot) und
die Ser9 phosphorylierte GSK3p (Abk. PGSK3p, griin) durchgefiihrt wurde. Mit dem in
dieser Arbeit verwendeten GSK3p-Antikorper werden alle GSK3B-Proteine (in
phosphorylierter bzw. dephosphorylierter Form) erfasst. In Abb. 3.3 B ist die WB-Analyse
mit dem Antikorper gegen den HA-Tag (griin) dargestellt.

In der WB-Analyse in Abb. 3.3 A ist im roten Kanal (a-GSK3p) fiir die WT-Zellen ein Signal
fiir das endogene GSK3p-Protein zu sehen. Nur in den transfizierten Zellen erscheint ein
weiteres Signal fiir das rekombinante GSK3B-TAP-Protein, welches aufgrund des
zusitzlichen Tags groBer ist. Im griinen Kanal wurden fiir die phosphorylierte GSK3f der
WT-Zellen ein Signal und fiir die transfizierten Zellen zwei Signale detektiert. Das
Fusionsbild (gelb) gewihrleistet die korrekte Zuordnung der GSK3B-Proteinvarianten. Die
Quantifizierung der Signalintensititen (B) ermoglichte die Abschitzung des
Phosphorylierungsgrades beider Proteine. Hierbei wurde das Verhéltnis der phosphorylierten
GSK3pB-Proteinmenge  zur  entsprechenden  Gesamt-GSK3B-Poteinmenge  ermittelt
(PGSK3B/GSK3p). Fiir die endogene GSK3p der WT-Zellen ergab sich ein Wert von 0,24.
Dieses Verhiltnis wurde auch fiir transfizierte Zellen berechnet. So ergab sich fiir das
endogene GSK3 ein Wert von 0,24 und fiir das Fusionsprotein ein Wert von 0,38 (PGSK3-
TAP/GSK3B-TAP). Mit a-HA-Antikorpern (C) ldsst sich wie erwartet nur in den
transfizierten Zellen eine Bande fiir das GSK3B-TAP-Protein detektieren. Dies ldsst die

Schlussfolgerung zu, dass das GSK3B-TAP-Protein in den HEK293T Zellen gebildet wird
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und seine Phosphorylierbarkeit durch das TAP-Tag nicht eingeschrinkt ist. Auerdem hat die
Expression des Fusionsproteins keine Auswirkungen auf die Bildung und Phosphorylierung

der endogenen GSK3p.

A
M WT  GSK B WT [ GSK
GSK3B-TAP /| 31,0{GSK3B-TAP
12,4| 9,6|GSK3B
GSK3p /| 11,9|PGSK3B-TAP

3,0 2,3|PGSK3p
/| 0,38 PGSK3p-TAP/GSK3B-TAP
0,24| 0,24 PGSK3B/GSK3p

Abb. 3.3: WB-Analysen von transient transfizierten HEK293T-Zellen mit dem pGJ3-S-GSK3p-TAP. In A
ist die WB-Analyse mit den Antikdrpern gegen GSK3p (rot), GSK3B-Ser9-Phosphorylierung (PGSK3p, griin)
und das Fusionbild (gelb) dargestellt. Fiir diesen WB ist die Quantifizierung der Signalintensititen mit der
Berechnung des Phosphorylierungsgrades (PGSK3p-TAP/GSK3p-TAP und PGSK3p/GSK3p) in B aufgefiihrt.
C zeigt den WB mit dem Antikorper gegen HA (griin). M: Proteingroenstandard, WT: Wildtyp, GSK: GSK3[3-
TAP.

3.1.2.3 Uberpriifung der GSK3p-Komplexbildung mit der TAP/MS-Methode in
transient transfizierten HEK293T Zellen

In weiteren Experimenten wurde iiberpriift, ob das Fusionsprotein effizient mit dem TAP-
Protokoll (1. Aufreinigung: a-Flag-Sdule; 2. Aufreinigung: StrepTactin-Sédule) aufgereinigt
werden kann. Dazu wurde das Plasmid pGJ3-S-GSK3B-TAP zunichst transient in HEK293T
Zellen transfiziert. Aus diesen Zellen wurde das GSK3B-TAP-Protein mit der TAP-Methode
isoliert. In den einzelnen Fraktionen und Waschlosungen sowie im verbliebenen
Séaulenmaterial wurde der Gehalt an GSK3B-TAP mittels WB-Analyse untersucht. Hierbei
wurde der WB mit einem Antikorper gegen GSK3p (griin) durchgefiihrt.

Abb. 3.4 zeigt exemplarisch die WB-Analyse einer TAP-Aufreinigung. Hierbei wurden
gleiche Anteile jeder TAP-Fraktion aufgetragen, um eine Vergleichbarkeit der Signale zu
gewihrleisten. Nur vom Gesamtproteinextrakt und vom a-Flag-Uberstand wurde jeweils 1/3
des anteiligen Volumens fiir den WB eingesetzt. In Abb. 3.4 ist zu sehen, dass das

Fusionsprotein nahezu vollstindig an die a-Flag-Sdule gebunden wurde, denn im Flag-
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Uberstand (U) ist nach der Bindung des Proteins im Vergleich zum Gesamtproteinextrakt (P)
fiir GSK3B-TAP-Protein nur ein sehr schwaches Signal zu sehen. In der Waschfraktion (W)
wurde kein Signal detektiert, so dass hierbei kein Protein-Verlust stattgefunden hat. Hingegen
weisen die Flag-Sepharosekiigelchen (F), die nach Elution von GSK33-TAP mit Flagpeptid in
Lammli Puffer aufgekocht wurden, ein Signal auf. Dieses weist darauf hin, dass nicht die
gesamte GSK3B-TAP-Proteinmenge durch Kompetition mit dem Flag-Peptid eluiert werden
konnte. Trotzdem zeigt sich im Flag-Eluat (E) ein sehr starkes Signal fiir GSK3B-TAP. Im
zweiten Aufreinigungsschritt iiber die StrepTactin-Siule sind keine Signale im Uberstand (U)
nach Bindung des Protein und in der anschlieBenden Waschfraktion (W) zu sehen. Hier hat
eine vollstindige GSK3B-Bindung an die StrepTactin-Sepharose stattgefunden. Ebenso findet
sich kein Protein nach der Elution mit Biotin an der StrepTactin-Sepharose (S). Das Signal im
Strep-Eluat zeigt, dass eine hohe GSK3B-TAP Anreicherung stattgefunden hat. Mit einer
Quantifizierung der Signalintensititen (unter dem WB angegeben) wurde die Effizienz der
TAP-Aufreinigung bestimmt. Ausgehend vom Gesamtproteinextrakt (1/3 der anteiligen
Proteinmenge aufgetragen) wurden im 1. Aufreinigungsschritt mit a-Flag 60 % und im 2.
Aufreinigungsschritt mit StrepTactin 12 % des GSK33-TAP-Proteins aufgereinigt.

a-Flag-Séule StrepTactin-Séaule

P M U w E F U w E S

GSK3B-TAP
GSK3B

3,1 0,5 56 1,8 1,1 GSK3B-TAP

33 5 60| 19 12 GSK3B-TAP-Menge [%]

Abb. 3.4: WB-Analyse von einer GSK3p-TAP-Aufreinigung von HEK293T Zellen. Von allen Fraktionen
wurden gleiche Anteile, auBer vom Gesamtproteinextrakt und vom Flag-Uberstand nur 1/3 des Volumens, fiir
den WB eingesetzt. Unterhalb des WB sind die Signalintensititen und die GSK3B-TAP-Menge in % angegeben.
P: Proteinextrakt, U: Uberstand, W: Waschfraktion, E: Eluat, F: Flag-Sepharose, S: StrepTactin-Sepharose, M:
Proteingroenstandard

Nachdem gezeigt worden war, dass sich das GSK3B-TAP-Protein mit guter Ausbeute durch
die TAP reinigen ldsst, wurden priparative TAPs von transient transfizierten HEK293T-
Zellen durchgefiihrt. Parallel zum Aufschluss der transfizierten Zellen erfolgte eine Isolierung
von Proteinen der gleichen Menge aus untransfizierten Zellen (WT). Die Proteine der Strep-
Eluate wurden zunichst durch eine SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit Silber
angefirbt. Eine exemplarische Silberfiarbung eines Gels ist in Abb. 3.5 dargestellt.
Untransfizierte HEK293T Kontrollzellen (WT) zeigen keinen Hintergrund unspezifisch
gereinigter Proteine, was die Spezifitat der TAP unterstreicht. Hingegen ist bei den GSK3-

TAP transfizierten Zellen (GSK) zu sehen, dass eine Vielzahl von Proteinen mittels TAP
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isoliert wurde. Die massenspektrometrische Analyse ergab, dass GSK3B-TAP wie erwartet
die intensivste Bande bei ca. 55 kDa darstellte. Die koeluierten Proteine, die mogliche
Bindungspartner darstellen, wurden ebenfalls analysiert und identifiziert. So wurden z.B. die
Acetyl-CoA Carboxylase 1 und die ATP-Zitrat-Synthase, die als GSK33-Substrate bekannt
sind, in dieser TAP/MS-Analyse gefunden (Hughes et al., 1992). Des Weiteren wurden auch
Proteine wie Endoplasmin oder Filamin A identifiziert, die bisher nicht als GSK3p-

Interaktionspartner bekannt waren.
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Abb. 3.5: Beispiel einer Silbergel-Analyse eines TAP-Strep-Eluats von transient transfizierten HEK293T
Zellen und die Darstellung der koeluierten Proteine. # als GSK3p-Bindungspartner und * als GSK33-Substrat
bekannt. WT: Wildtyp-Eluat, GSK: GSK3B-TAP-Eluat, CAD: Carbamylphosphatase Aspartattranscarbamylase
Dihydroorotase, M: Proteingroflenstandard.

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden vier TAP/MS-Analysen von transient
transfizierten HEK293T Zellen durchgefiihrt. Tabelle 3.1 fasst die Ergebnisse der vier
TAP/MS-Analysen zusammen. Es wurden nur die Proteine aufgelistet, die in mindestens zwei
verschiedenen TAP/MS-Analysen und mit einer Peptidhdufigkeit (P) von wenigstens drei
verschiedenen Peptiden massenspektrometisch detektiert wurden. Proteine, die in mindestens

drei unterschiedlichen TAP/MS-Analysen identifiziert wurden, sind grau unterlegt.
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Tabelle 3.1: Zusammenfassung der TAP/MS-Ergebnisse aller vier transienten Transfektionen der
HEK?293T Zellen. Es wurden nur die Proteine aufgelistet, die in mindestens zwei TAP-Analysen und mit einer
Peptidhéufigkeit von drei und mehr Peptiden massenspektrometrisch detektiert wurden. Zu jedem Protein sind
die Identifizierungsnummer (ID-Nr.), das Molekulargewicht (MW) und die Peptidhdufigkeit (P) aufgefiihrt.
Zusitzlich ist die prozentuale Sequenzabdeckung (%) mit der das Protein identifiziert wurde dargestellt. Die
grauunterlegten Proteine wurden drei Mal oder hiufiger gefunden. CAD: Carbamylphosphatase
Aspartattranscarbamylase Dihydroorotase, PKA: cAMP-abhingige Proteinkinase, UE: Untereinheit, VPS13D:
Vacuolar protein sorting-associated protein 13D. # als GSK3B-Bindungspartner und * als GSK3p-Substrat
bekannt.

Identifiziertes Protein ID-Nr. MW |TAP1 |TAP2 |TAP3 |TAP4
P %| P %|P %|P %
Acetyl-CoA Carboxylase 1 (ACC1)* Q13085 | 265]| 37 18|137 42| /  / | 37 26
Adenomatous polyposis coli protein (APC)# P25054 | 312y / /| 20 8|/ / 6 6
A-Kinase-Anker-Protein 11 (AKAP11)# QOUKA4|210) / 1 /| 50 23]/ /]14 10
Alanyl-tRNA Synthetase, zytoplasmatisch P49588 | 107125 25| 1716} / /| [/ [/
Annexin A2 PO7355 | 39|21 .46 / /| 5 13]/ [/
ATP-Zitrat-Synthase* P53396 | 121|129 28] 20:i22) / i/ |/ |/
Axin-1# 015169 | 96] 12 17] 36:28| 8 11| / /
CAD Protein P27708 |243|14 7| 37 17| / /] 13! 11
Catenin beta-1# P35222 85|/ /| 16123/  / 5i 8
Catenin gamma (Junction Plakoglobin) P14923 | 82| 3. 51 / /|11 20]/ /
DNA-abhédngige Proteinkinase katalytische UE | P78527 | 469 / [/ 5: 21/ [/ 7. 2
E3 Ubiqutin-Protein Ligase UBR5 095071 |309] / / |296 46| /  / |45 21
Elongationsfaktor 1-alpha 1 P68104 50136 19] 4 10|/ /|14 20
Elongationsfaktor 2 P13639 95146 51| 22:25|/ /| / [/
Endoplasmin (GRP94) P14625 | 92|36 38| 47 37|/ /| / [/
Exportin-1 014980 |123|24 28) 7 8|/ /| / [/
Filamin A P21333 |281 |37 18] 38:i16] / : /| / [/
Glukose-reguliertes Protein 78 (GRP78) P11021 72|46 15| 83:58| 21 37|45 46
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase | P16858 36|16 .49 / /| 4 16| / |/
Hitzeschockprotein 60, mitochondrial P10809 | 61|24 36] 65:60) / : / | / [/
Hitzeschockprotein 70 (HSP70) 1 P08107 70] 41 44| 48:42|10 16) / [/
Hitzeschockprotein 70 (HSP70) 1L P34931 70125 18| 39:24|/ /| [/ [/
Hitzeschockprotein 90 (HSP90) alpha P07900 85|34 33| 44:27110 12| / [/
Hitzeschockprotein 90 (HSP90) beta P08238 83|22 22| 23:20) 7 15| / /
Hitzeschockprotein 90 Ko-Chaperon Cdc37 Q61081 451 4. 12y / 1|/ i/ 6i15
Hitzeschock-verwandtes 70 kDa Protein-2 P54652 70 7 10y 13: 9y / /) /[ [
Hitzeschock-verwandtes 71 kDa Protein P11142 71130 42] 57 45|21 28] / |/
PKA katalytische UE alpha P17612 470/ /| /1|17 42|38 41
PKA regulatorische UE Typ | alpha P10644 43V / /| /1|29 40|54 45
Protein Arginin N-Methyltransferase 5 014744 | 73] 4 5] 1117|16.30| / /
Putatives Hitzeschockprotein 90-alpha A5 Q58FGO| 39|26 12) 8 10y / [/ |/ i/
Putatives Hitzeschockprotein 90-beta-3 Q58FF1 | 68| 21,12 35 12y / | /| /
Stress-70 Protein, mitochondrial P38646 | 74|11 21| 21 25| 5 10| / /
Tubulin alpha-1A Kette Q71U36 | 50|29 52| 32 42|19 35|19 39
Tubulin beta Kette P07437 501 / |/ 6161 / | / 7111
Tubulin beta-2A Kette Q13885 | 50| 11 27| 20:33|16 25| 31 26
VPS13D Q5THJ4 |492) / /| 4412 / | / |51 22

In den TAP-Analysen wurden insgesamt 37 mogliche GSK3B-Bindungspartner identifiziert,
von denen vier Proteine bereits als GSK3p-Interaktionspartner bekannt sind. Dazu zidhlen

Axin-1, Adenomatous polyposis coli protein (APC), Catenin beta-1 und A-Kinase-Anker-
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Protein 11 (AKAPI11). Die Identifikation dieser Proteine stellt somit eine Positivkontrolle fiir
die angewendete TAP-Methode dar. Im Wnt-Signalweg bilden GSK3p, Axin-1, APC und
Catenin beta-1 einen Komplex (Logan and Nusse, 2004). Uber AKAP11 kann PKA (Typ II)
mit GSK3p inaktivieren (Tanji et al., 2002; Li et al., 2000). Des Weiteren wurde auch ein
bereits bekanntes GSK3B-Substrat, die Acetyl-CoA Carboxylase 1 (ACCI1), hier als
moglicher GSK3f-Interaktionspartner in drei verschiedenen TAPs identifiziert. In vitro
inaktiviert die GSK3B durch Phosphorylierung die ACC1 (Hughes et al., 1992).
Interessanterweise wurden aber auch zahlreiche neue Proteine identifiziert, die bis heute nicht
als Interaktionspartner von GSK3p bekannt waren. Dazu zédhlen z.B. der Elongationsfaktor 1-
alpha 1, Filamin A, Glukose-reguliertes Protein 78, die Protein-Arginin N-
Methyltransferase 5 und die beiden Untereinheiten der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A I o
(PKAIa: regulatorische Untereinheit Typ I alpha und katalytische Untereinheit alpha).

3.2 TAP/MS-Analyse stabil exprimierender GSK3p-TAP HEK293T und
GSK3p-TAP HL-1 Zellen

3.2.1 Austausch des SFFV Promotors gegen den CAG Promotor zur stabilen
GSK3p-TAP-Expression in HEK293T und HL-1 Zellen

Da bei der transienten Transfektion in der Regel eine groe Zahl von Plasmiden in die Zelle
gelangt, kommt es hiufig zu einer starken Uberexpression des rekombinanten Proteins.
Dadurch konnte es zu Proteinbindungen kommen, die unter physiologischen Bedingungen
nicht auftreten wiirden. Aus diesem Grund wurden fiir die weiteren Untersuchungen stabil
transfizierte Zelllinien erzeugt, die das GSK3B-TAP-Protein nach Integration des Transgens
in das Genom exprimierten. Neben den HEK293T Zellen wurde ein zweiter Zelltyp, die
Kardiomyozyten Zelllinie HL-1, mit in die Untersuchungen einbezogen, da GSK3p auch eine
wichtige Rolle im Herzen spielt. An den HL-1 Zellen sollte analysiert werden, ob sich hier
vergleichbare Interaktionspartner von GSK3f wie in den HEK293T Zellen identifizieren
lassen. Diese Zielsetzung erforderte folgende MaBnahmen: 1) Die transiente Transfektion
wurde auf eine stabile lentivirale Infektion umgestellt, da sich in die Kardiomyozyten die
Plasmid-DNA nicht wie in die HEK293T Zellen problemlos mittels transienter Transfektion
einbringen lésst. 2) Da der bisher verwendete SFFV (spleen focus-forming virus) -Promotor in
Kardiomyozyten fast nicht aktiv ist, wurde dieser gegen den CAG-Promoter (CAGGS, besteht
aus Cytomegalovirus-Enhancer, dem Hiihner B-Aktin Promotor und dem Kaninchen B-Globin

poly-A Signal; Niwa et al., 1991) ausgetauscht. Die Verwendung des etwas stirkeren CAG-
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Promotors war auch notwendig, da die GSK3B-TAP-Expression bei einer stabilen im
Vergleich zu einer transienten Transfektion aufgrund der sehr geringen Plasmid-DNA-
Kopienzahl vermutlich weit unter den physiologische Bedingungen liegen wiirde. 3) Zur
Selektion einer stabilen Integration wurde das Puromyzin-Resistenzgen als Selektionsmarker
eingefiigt.

Fir die Klonierung des CAG-Promotors und des Puromyzin-Resistenzgens wurde als
Ausgangsvektor pGJ3-CARP-C-Puro (Naguib, 2009; Abb. 3.6 A) und als Zielvektor pGJ3-S-
GSK3B-TAP (Abb. 3.6 B) verwendet. Im ersten Klonierungsschritt wurde der CAG-Promotor
tiber die Restriktionsschnittstellen Notl und Swal aus dem pGJ3-CARP-C-Puro
ausgeschnitten und iiber die gleichen Schnittstellen in den pGJ3-S-GSK3B-TAP eingefiigt.
Der auf diese Weise entstandene Vektor wurde als pGJ3-U-GSK3B-TAP bezeichnet (U fiir
Ubergangsplasmid; Abb. 3.6 C). Im zweiten Klonierungsschritt erfolgte die Exzision des
Puromyzin-Resistenz-Gens mit dem Phosphoglyceratkinase (PGK) -Promotor aus dem
Plasmid pGJ3-CARP-C-Puro iiber die Restrikionsschnittstellen Fspl und Nhel. Zur
Integration dieses Fragments in den pGJ3-U-GSK3B-TAP wurden die gleichen Schnittstellen
verwendet (jetzt: pGJ3-C-GSK3B-TAP, C fiir CAG-Promotor; Abb. 3.6 D). In der Abb. 3.6 E
ist die diagnostische Restriktionsanalyse der Ausgangsvektoren pGJ3-CARP-C-Puro, pGJ3-S-
GSK3pB-TAP, des Ubergangsplasmids pGJ3-U-GSK3B-TAP und des Endprodukts pGJ3-C-
GSK3B-TAP mit dem Restriktionsenzym Spel dargestellt. Die korrekte Nukleotidsequenz der
fusionierten kodierenden Region des pGJ3-C-GSK3B-TAP wurde mittels Sequenzierung
tiberpriift (nicht gezeigt).

Bevor das neu entstandene Plasmid pGJ3-C-GSK3B-TAP stabil in die HEK293T und HL-1
Zellen eingebracht wurde, erfolgte erst eine Untersuchung der Expression und
Phosphorylierbarkeit des rekombinanten Proteins mittels einer transienten Transfektion.
Hierbei sollte das GSK3B-TAP, unter der Kontrolle des stirkeren CAG-Promotors unter
transienten Bedingungen, eine gesteigerte Expression zeigen. Diese Steigerung ist bei der
spéteren stabilen Transfektion, aufgrund von niedrigerer Kopienzahl, nicht mehr zu erwarten.
Fiir diese Analyse wurden HEK293T Zellen mit dem neuen Plasmid (C-GSK) und als
Kontrolle mit dem Ausgangsvektor pGJ3-S-GSK3B-TAP (S-GSK) transient transfiziert. Mit
einem WB wurde die Expression mit einem Antikorper gegen GSK3p (rot) und die
Phosphorylierbarkeit mit einem Antikorper gegen die GSK3B-Ser9-Phosphorylierung
(PGSK3p, griin) tiberpriift (siche Abb. 3.7).
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Abb. 3.6: Klonierung des pGJ3-C-GSK3p-TAP und dessen diagnostische Restriktionsanalyse. Im ersten
Klonierungsschritt wurde der CAG-Promotor (CAGGS) iiber Notl und Swal aus dem pGJ3-CARP-C-Puro
(Naguib, 2009; A) ausgeschnitten und tiber diese Schnittstellen in den pGJ3-S-GSK3B-TAP (B) eingebracht
(jetzt: pGJ3-U-GSK3B-TAP; C). Im zweiten Schritt wurde das Puromyzin-Gen mit dem dazugehdrigen
Phosphoglycerat (PGK)-Promotor iiber Nhel und Fspl aus dem pGJ3-CARP-C-Puro (A) herausgeschnitten und
ebenfalls iiber diese Schnittstellen in den pGJ3-U-GSK3B-TAP eingesetzt (jetzt: pGJ3-C-GSK3B-TAP, C fiir
CAG-Promotor). D) Struktur des pGJ3-C-GSK3B-TAP Plasmids, das fiir die Produktion von lentiviralen
Partikeln genutzt wurde. Die Abkiirzungen und Farbkodierungen der Plasmide sind in Abb. 2.1 erldutert. E)
Diagnostische Restiktionsanalyse mit Spel von den Ausgangsvektoren pGJ3-CARP-C-Puro (A; erwartete
FragmentgroBen: 5686 bp, 3208 bp, 2285 bp) und pGJ3-S-GSK3B-TAP (B; erwartete Bande: 8798 bp), dem
Ubergangsplasmid pGJ3-U-GSK3B-TAP (C; erwartete FragmentgroBen: 7834 bp, 2285bp und dem
entstandenen pGJ3-C-GSK3B-TAP (D; erwartete Banden: 5686 bp, 3508 bp, 2285 bp). Rechts ist der
GroBenstandard A-EcoRI/HindIII zu sehen.
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In WT-Zellen, wie auch in S-GSK und C-GSK transfizierten Zellen, ist im roten Kanal ein
Signal fiir die endogene GSK3p zu sehen. Fiir S-GSK zeigt sich das Zusatzsignal fiir GSK38-
TAP und fiir C-GSK ist ebenfalls ein etwas stidrkeres Signal auf derselben Hohe zu erkennen.
AuBer dem Signal fiir das endogene und das rekombinante GSK3p-Protein sind fiir C-GSK
noch zwei weitere Signale (zwischen GSK3B-TAP/GSK3B und unterhalb von GSK3p)
sichtbar. Im griinen Kanal (PGSK3p) sind fiir die WT-Zellen ein Signal, fiir die S-GSK
transfizierten zwei und fiir die C-GSK transfizierten Zellen vier Signale zu sehen. Somit
zeigen die zuvor detektierten GSK3B-, GSK3B-TAP-Signale und auch die Zusatzbanden eine
Ser9-Phosphorylierung. Folglich bestitigt die WB-Analyse, dass durch den Promotorwechsel
(SFFV zu CAG) die GSK3B-TAP-Expression gesteigert wurde und die bestehende
Phosphorylierbarkeit nicht beeinflusst wurde. Jedoch lassen die Zusatzsignale fiir C-GSK auf
eine C-terminale Degradation des rekombinanten GSK3pB-Proteins schlieen, da sie vom
Antikorper gegen die Ser9-Phosphorylierung erkannt wurden. Vermutlich ist die starke
GSK3pB-TAP-Uberexpression (vgl. endogenes und rekombinantes GSK3B-Signal), die durch
die transiente Transfektion und den CAG-Promotor verursacht wurde, fiir die Instabilitéit

verantwortlich.

M WT S-GSK C-GSK

GSK3B-TAP

GSK3p

Abb. 3.7: WB-Analyse der transienten Transfektion von pGJ3-S-GSK3B-TAP (S-GSK) und pGJ3-C-
GSK3B-TAP (C-GSK). Die Analyse erfolgte mit den Antikdrpern gegen GSK3p (rot) und gegen GSK3f3-Ser9-
Phosphorylierung (PGSK3p, griin). M: Proteingrofenstandard, WT: Wildtyp.

In weiteren Analysen wurde die Expression der GSK3B-TAP-Proteine nach Integration der
lentiviralen Vektoren (pGJ3-C-GSK3B-TAP) in die genomische DNA in HEK293T und
murinen Kardiomyozyten (HL-1) untersucht.

Die WB-Analyse ergab, dass nach lentiviraler Transfektion das GSK3p-TAP-Protein sowohl
in HEK293T (Abb. 3.8, linker WB) als auch in HL-1 Kardiomyozyten (Abb. 3.8, rechter WB)
exprimiert werden. Dabei entspricht das Expressionsniveau in etwa dem der endogenen

GSK3p (vgl. GSK3B-TAP- mit GSK3p-Signale im roten Kanal). Die Untersuchung der Ser9-
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Phosphorylierung (griiner Kanal) zeigt, dass ebenso wie bei den transienten Transfektionen,

die getaggte GSK3[ phosphoryliert wird (vgl. Abb. 3.7).

_HEK293T ___HL1
M WT GSK GSK M “WT GSK GSK

Abb. 3.8: WB-Analyse der stabil transfizierten HEK293T und HL-1 Zellen mit pGJ3-C-GSK3p-TAP nach
erfolgreicher Puromyzinselektion. Die WBs wurden mit den Antikorpern gegen GSK3f (rot) und gegen
GSK3pB-Ser9-Phosphorylierung (PGSK3p, griin) umgesetzt. M: Proteingrofenstandard, WT: Wildtyp, GSK:
GSK3B-TAP.

GSK3B-TAP
GSK3pB

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch den Promotorwechsel und die stabile

Transfektion das gewiinschte physiologische Expressionsniveau erreicht wurde.

3.2.2 Regulation des GSK3-TAP-Proteins
Fiir eine spitere TAP/MS-Analyse der GSK3B-Bindungspartner in Abhéngigkeit der GSK3p-

Aktivitdt wurde untersucht, ob das rekombinante wie das endogene GSK3p-Protein iiber den
PI3K/AKT-Signalweg reguliert werden kann. Um diese Fragestellung zu beantworten,
wurden die stabilen HEK293T-GSK3B-TAP Zellen entweder mit LY294002 (PI3-Kinase
Inhibitor) oder mit Insulin bzw. IGF-1 behandelt. LY294002 sollte durch Hemmung des
PI3K/AKT-Signalwegs zu einer weniger stark phosphorylierten und somit aktiveren GSK3f3
fiihren. Im Gegensatz dazu induziert Insulin bzw. IGF-1 {iiber ihre Rezeptoren den
PI3K/AKT-Signalweg. Dadurch sollte GSK3p verstiarkt durch AKT phosphoryliert und somit
inaktiviert werden (siehe Einleitung Abb. 1.4).

Die Zellen wurden mit LY294002 fiir 1 h (25 uM, 50 puM, 100 pM), mit Insulin (72 nM,
216 nM, 432 nM) oder IGF-1 (25 nM, 50nM, 100 nM) fiir 10 min unter Serumentzug
inkubiert. Anschliefend wurden die Proteinextrakte der Zellen im WB mit den Antikérpern
gegen GSK3p (rot) und gegen die Ser9-Phosphorylierung (PGSK3p; griin) analysiert (Abb.
3.9). Zur Quantifizierung der Effekte wurde der Phosphorylierungsgrad (Signalintensitit
PGSK3p / Signalintensitit GSK3p) bestimmt. Die Quotienten wurden auf die Werte der
Ausgangszellen (Serumentzug, SE) normiert.

Abb. 3.9 zeigt die Expression der GSK3pB-Proteine (rot), sowie das dazugehorige
Phosphorylierungssignal (griin) nach Behandlung der Zellen. Im Vergleich zur parallel
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behandelten Kontrollkultur, die nur durch Serumentzug (SE) vorbereitet wurde, fiihrt die
LY294002-Behandlung bei allen eingesetzten Konzentrationen zu einer Reduktion des
Phosphorylierungssignals sowohl fiir das endogene als auch fiir das rekombinante GSK38-
Protein (ca. 20 % Restintensitit). Hingegen sind bei der Insulin- bzw. IGF-Behandlung die
PGSK3p-Signale bei allen verwendeten Konzentrationen nur schwach verstirkt. Mit dem
Einsatz von 432 nM Insulin bzw. 25 nM IGF-1 wurde PGSK3p auf 130 % bzw. auf 139 %
gesteigert. Fir das rekombinante GSK3p-Protein zeigte sich ein &dhnlicher
Phosphorylierungsanstieg auf 134 % fiir Insulin und 142 % fiir IGF-1. Mit diesem Ergebnis
wurde gezeigt, dass das rekombinante wie das endogene GSK3f-Protein iiber die Initiierung
des PI3K/AKT-Signalweg durch Phophorylierung gesteuert werden kann. Fiir beide Kinasen
wurde jedoch keine vollstindige GSK3B-Dephosphorylierung erreicht. Die Phosphorylierung
der GSK3p konnte durch Insulin bzw. IGF-1 nur méBig gesteigert werden.

Es ist also nicht moglich, die Ser9-Phosphorylierung von GSK3p bzw. GSK3B-TAP
vollstindig durch die Modulation des PI3K/AKT-Signalweges zu regulieren. Dies liegt
vermutlich daran, dass die GSK3pB-Aktivitit auch iiber die anderen Signalwege wie
beispielsweise den MAPK/MAPKAP-K1 oder PLC/PKC Signalweg gesteuert wird (siehe
Einleitung Abb. 1.4).

Ly Insulin IGF-1
25 50 100uM 72 216 432nM 25 50 100nM M SE K

GSK3B-TAP

GSK3p

21| 23 23| 116] 130] 134 142| 137 138 100 132(rel. PGSK3-
TAP-Menge [%]
18| 16 18| 113] 122] 130 139| 132| 104 100 108|rel. PGSK3pB-
Menge [%]

Abb. 3.9: WB-Analyse der stabilen GSK33-TAP HEK293T-Zellen nach Stimulation mit 1.Y294002 (1 h)
und Inhibition mit Insulin oder IGF-1 (10 min). Die Zellen wurden mit jeweils drei verschiedenen
Konzentrationen behandelt und die Zelllysate mit einem WB analysiert (a-GSK3p (rot) und a-PGSK3p (Ser9-
Phosphorylierung; griin)). Fiir die Bestimmung des GSK3f-Phosphorylierungsgrades (relative PGSK3p-Menge)
wurden die PGSK3p- durch die GSK3p-Signale dividiert. Das Verhiltnis der Serumentzugskontrolle (SE) wurde
auf 100 % gesetzt und alle anderen Werte auf diesen bezogen. Die gleiche Berechung wurde fiir die relative
PGSK3B-TAP-Menge durchgefiihrt. Ly: L Y294002, K: Kontrollzellen, rel.: relative, M: Proteingro3enstandard.

3.2.3 Generierung einer konstitutiv aktiven und einer inaktiven GSK3p-Mutante

Da sich die GSK3B-Aktivierung bzw. -Inaktivierung mit LY294002 bzw. Insulin/IGF-1 nicht
als effizient erwies, wurden konstitutiv aktive und inaktive GSK3B-Mutanten generiert. Diese
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Mutanten sollten es erlauben, die Bildung von GSK3[-assoziierten Proteinkomplexen in

Abhingigkeit von der GSK3B-Aktivitit zu untersuchen.

Swal Ser9 Xhol

X __| %

GSK3B-Sequenz

Oligonukleotide

PCR-Fragment

Zielvektor: //L-lzgi8 I o /4
pGJ3-C-GSK3B-TAP

Abb. 3.10: Klonierungsschema zur Herstellung des pGJ3-C-Ser9-TAP. Es wurden Oligonukleotide
verwendet, bei denen das vorwirts Oligonukleotid den Basenaustausch fiir die Ser9-Mutation und das riickwérts
Oligonukleotid die Xhol Restriktionsschnittstelle trugen. Das mit Xhol geschnittene Ala 9-PCR-Fragment wurde
in den mit Swal und Xhol geoéffneten pGJ3-C-GSK3B-TAP eingebracht und gegen die entsprechende Ser9-
Sequenz ausgetauscht. Die grauen Balken symbolisieren das GSK3 Gen (A-D).

Die Aktivitit der GSK3p wird iiber die Phosphorylierung von Ser9 gehemmt. Durch einen
Aminosduren- (AS) Austausch von Ser9 zu Ala9 (Alanin 9), kann die GSK3p nicht mehr
phosphoryliert werden und wiirde somit konstitutiv in der aktiven Form vorliegen (Eldar-

Finkelman et al., 1996).

A B
/ AMP ea\&E/)ﬂ / env//‘z
\pUC ori env” ) 7™ pUC ori RF‘;EV/
£—SV40 pA 4 SV40 pA
ﬁ——Zeo PGJ3-C-GSK3B-TAP i_ 760 PGJ3-C-Ser9-TAP
11,479 bp 11,474 bp
s Tsvio
KF'] ori /F1 ori
BGH pA K\ BGH pA
"{ GSK3beta, 4 swal (4,057) ?{ ™ Gskabeta-Serd
\ /PUI’O T/-\P|—Tag 4 \ /Puro TAP-Tag/\»"\,
Xhol (4,416) |
\ o \ o Xhol (4,411)
C
AS—-Position: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GSK3 DNA-Sequenz: ATG/TCG/GGG/CGA/CCG/AGA/ACC/ACC/TCC/TTT
GSK3 AS-Sequenz: M S G R P R T T S F
Ser9 DNA-Sequenz: ATG/TCG/GGG/CGA/CCG/AGA/ACC/ACC/GCC/TTT
Ser9 AS-Sequenz: M S G R P R T T A F

Abb. 3.11: Schematische Darstellung des pGJ3-C-GSK3p-TAP (A), des pGJ3-C-Ser9-TAP (B) und der
Ser9-Sequenz (C). Die Abkiirzungen und Farbkodierungen der Plasmide sind in Abb. 2.1 erldutert. In C ist
DNA- und AS-Ausgangssequenz von GSK3p und die mutierte DNA- und AS-Zielsequenz von Ser9 (griin)
abgebildet. AS: Aminosdure.
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Fiir die Ser9-Mutation erfolgte der Basenaustausch von TCC (Ser9) zu GCC (Ala9) mit einer
PCR am pGJ3-C-GSK3B-TAP. Diese PCR wurde mit einem vorwirts gerichteten
Oligonukleotid durchgefiihrt, das den Basenaustausch trug und zu der Restriktionsschnittstelle
Swal des pGJ3-C-GSK3B-TAP benachbart war. Das riickwirts gerichtete Oligonukleotid trug
eine Restriktionsschnittstelle fiir Xhol (siehe Klonierungsschema Abb. 3.10). Nach
Amplifikation wurde das Fragment mit der Ala9-Mutation mit der Restriktionsschnittstelle
Xhol geschnitten und mit dem zuvor iiber Swal und Xhol gedffneten pGJ3-C-GSK3B-TAP
fusioniert. Der resultierende Vektor wurde pGJ3-C-Ser9-TAP genannt.

In Abb. 3.11 sind der Ausgangsvektor pGJ3-C-GSK3B-TAP (A) und das entstandene Plasmid
pGJ3-C-Ser9-TAP (B) schematisch dargestellt. Der Nukleotidaustausch fiir die Ser9-Mutation
und die fusionierten kodierenden Regionen wurden mittels Sequenzanalyse bestitigt. In C ist
der wichtige DNA- und AS-Sequenzausschnitt der GSK3B-Ausgangssequenz und der
korrekten Ser9-Mutation dargestellt.

Um eine defekte GSK3B-Mutante (Kinase inaktiv: KI) zu erzeugen, wurden beide Lysine (K)
85 und 86 der ATP-bindenden Domine durch Alanine ausgetauscht (K85,86 = A85,86). Die
Konsensussequenz von Proteinkinasen enthilt in der ATP-Bindungstelle das Motiv: GxGxxG
-16 x- K (x: beliebe Aminosiure). Dabei stellt Lysin (K) einen essentiellen Bestandteil einer
funktionstiichtigen Kinase dar, denn diese Aminosdure ist direkt an der
Phosphattransferreaktion beteiligt (siche Hanks et al., 1995). Bei der GSK3p befindet sich im
Konsensusbereich an Position 85 und 86 ein Lysin (K85,86).

K85,86

GSK3B-Sequenz /
Oliconukleotid A85,86[l ~_PCR2 [
gonuidectice B PCRI A85,86

Vv PCR

A85.86 (NN

PCR-Fragmente X
= A85,86 X

Zielvektor: #_% H]]Iﬂ]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]‘f/

pGJ3-C-GSK3B-TAP

Abb. 3.12: Klonierungsschema zur Herstellung des pGJ3-C-KI-TAP. Es wurden Oligonukleotide verwendet,
die einerseits in ihren homologen Bereichen die KI-Mutation (A85,86) beinhalteten und andererseits eine
Homologie zur Vektorsequenz trugen. Die amplifizierten PCR-Fragmente wurden durch das In-Fusion Enzym
iiber homologe Rekombination in den gedffneten Zielvektor integriert. Die gestreiften Balken symbolisieren die
homologen Sequenzbereiche des Vektors und die grauen Balken (A-D) stellen das GSK3B-Gen dar.
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Fiir die Erzeugung der KI-Mutante wurde das In-Fusion PCR Klonierungssystem (Clontech)
verwendet (sieche Kapitel 2.8.1.2). Als Ausgangs- und Zielvektor diente der Vektor pGJ3-C-
GSK3B-TAP. Fiir die KI-Mutation wurden zwei PCR-Fragmente amplifiziert, die im Bereich
der gewiinschten Mutation iiberlappen. Hierbei tragen die Oligonukleotide die entsprechenden
Basenaustausche (sieche Abb. 3.12). Die flankierenden Oligonukleotide waren so gewdhlt,
dass sie ihrerseits um 13 Basen mit den Enden des mit Swal und EcoRI gedffneten Plasmids
pGJ3-C-GSK3B-TAP iiberlappen. Die amplifizierten PCR-Fragmente wurden iiber eine 3-
Fragment-Homologe Rekombination mit Hilfe des In-Fusion Enzyms in den zuvor mit Swal
und EcoRI geoffneten Zielvektor eingebracht. Dieser neu entstandene Vektor wurde pGJ3-C-

KI-TAP genannt.
A w B
A P

%pUC ori gaanE/?\ %puc ori gagnv 7)
/ A RRE )‘

g—-swo bA E—SV40 pA
i_Zeo PGJ3-C-GSK3R-TAP i'—on PGJ3-C-KI-TAP
11,479 bp 11,479 bp
i Sva0 g V40
\\g 1 ofi \ ~F1 ori
g BCH pA OSKsbetangl o alwosr) R BCHPA CEKIbetaKI g Swal (4,07)

\ /Puro TAP-Talg/' \ Puro TAP-Tag
\ ‘|_; | !/\ ¢|; T

EcoRlI (4,933) EcoRI (4,933)
C
AS-Position: 81 82 83 84| 85 86| 87 88 89 90
GSK3p DNA-Sequenz: CTG/GTT/GCC/ATCYAAG/AAA/GTT/CTA/CAG/GAC
GSK3f AS-Sequenz: L \Y A I K K \Y L 0 D
KI DNA-Sequenz: CTG/GTT/GCC/ATC)YGCG/GCA/GTT/CTA/CAG/GAC
KI AS-Sequenz: L \% A I A A v L 0 D

Abb. 3.13: Schematische Darstellung des pGJ3-C-GSK3B-TAP (A), des pGJ3-C-KI-TAP (B) und der
Kinase-Inaktiv (KI) -Sequenz (C). Die Abkiirzungen und Farbkodierungen der Plasmide sind in Abb. 2.1
aufgefiihrt. Die DNA- und AS-Ausgangssequenz von GSK3p und die mutierte DNA- und AS-Zielsequenz der
KI-Mutante (rot) ist in C dargestellt.

Der Ausgangsvektor pGJ3-C-GSK3B-TAP (A) und der entstandene pGJ3-C-KI-TAP (B) sind
in Abb. 3.13 schematisch zu sehen. Fiir die Uberpriifung des Nukleotidaustausches wurde
eine Sequenzanalyse der mutierten Region und den rekombinierten kodierenden Sequenzen
durchgefiihrt. Der essentielle DNA- und AS-Sequenzausschnitt der GSK33-Ausgangssequenz
und der KI-Mutation ist in C abgebildet.
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3.2.4 Vergleichende Charakterisierung der GSK3f-Mutanten in transgenen
HEK293T und HL-1 Zellen

Durch lentivirale Transfektion wurden HEK293T und HL-1 Zelllinie erzeugt, die die GSK38-

TAP-Mutanten (GSK3B-Ser9-TAP (Ser9) und GSK3B-KI-TAP (KI)) und GSK3B-TAP (nicht

mutiert) stabil exprimieren.

HEK293T HL-1
M GSK Ser9 KI ~ WT WT GSK Ser9 KI M

GSK3B-TAP

GSK3B

17,2 56| 25,1 / / 15,2 6,5 5,3|GSK3B-TAP
14,7 11,8 8,2 13,9 15,11 7,4 4,0 14,2|GSK3pB
14,1 / 92 / / 1,8] / 0,4|PGSK3B-TAP

9,1 6,3] 4,1 8.8 1,3 0,7] 03] 2,3|PGSK3

1,2 0,5 3,1 / / 2,00 1,6/ 0,4|GSK3B-TAP/GSK3pB

0,8 / 04 / / 0,1 / 0,1|PGSK3g-TAP/GSK3B-TAP
0,6 05 05 0,6 0,1 0,1 0,1 0,2|PGSK3B/GSK3

Abb. 3.14: WB-Analyse der stabil exprimierenden GSK33-TAP HEK293T und HL-1 Zellen. Diese wurde
mit den Antikorpern gegen GSK3B (rot) und gegen GSK3B-Ser9-Phosphorylierung (PGSK3p, griin)
durchgefiihrt. In gelb ist das Fusionsbild dargestellt. Unter der WB-Analyse sind die jeweiligen Intensititen der
Signale, das relative Expressionsniveau der rekombinanten GSK3B-TAP im Verhiltnis zum endogenen GSK3f3
(GSK3B-TAP/GSK3p), sowie die Berechnung des Phosphorylierungsgrades (PGSK3p/GSK3p bzw. PGSK3p-
TAP/GSK3B-TAP) aufgefiihrt. M: Proteingrofenstandard, WT: Wildtyp, GSK: GSK33-TAP, Ser9: GSK34-
Ser9-TAP, KI: GSK3p-KI-TAP.

Der WB in Abb. 3.14 zeigt das Ergebnis der Expressionsanalyse (roter Kanal). Sowohl die
Ser9- als auch die KI-Mutante wurde in den HEK293T bzw. HL-1 Zellen exprimiert,
allerdings zeigten sich quantitative Unterschiede (vgl. unter dem WB angegebene
Signalintensititen). Normierung auf die endogene GSK3p ergab (GSK33-TAP/GSK3[3), dass
in den HEK293T Zellen das GSK3B-TAP-Protein fast im Verhéltnis 1:1 gebildet wird.
Hingegen betrigt das Expressionsniveau des Ser9-Proteins 50 % und des KI-Proteins 300 %
des endogenen GSK3B-Proteins. In HL-1 Zellen ist das Proteinniveau des GSK3B-TAP-
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Proteins 200 %, des Ser9-Proteins 160 % und des KI-Proteins 50 % im Vergleich zum
endogenen GSK3p-Protein.

Die Analyse der Ser9-Phosphorylierung (griiner Kanal) zeigte, dass die Ser9-Mutante wie
erwartet nicht mehr phosphoryliert werden kann. Sowohl in den HEK293T als auch in den
HL-1 Zellen wurde kein Phosphorylierungssignal des GSK3B-Ser9-TAP Proteins
nachgewiesen (vgl. auch Fusionsbild (gelb). Dagegen wurden fiir alle anderen rekombinanten
Proteine Phosphorylierungssignale detektiert. Der Phosphorylierungsgrad (PGSK38-
TAP/GSK3p) der rekombinanten Proteine (nur GSK3B-TAP und KI-Mutante) entsprach
dabei in etwa dem der endogenen GSK3p, so dass die getaggten Proteine dhnlich wie die

endogene GSK3p einer Regulation durch Phosphorylierung unterworfen zu sein scheinen.

3.2.5 Analyse der Kinaseaktivitit der aktiven (Ser9) und der inaktiven GSK3-
TAP-Mutante (KI)

In weiteren Untersuchungen wurde die Kinaseaktivitit der exprimierten GSK3B-TAP-

Varianten analysiert. Hierzu wurde mit den stabil exprimierenden Ser9- und KI-HEK293T

Zellen ein Kinaseaktivitits-Assay durchgefiihrt. Die GSK3B-TAP-HEK293T Zellen, die das

nicht mutierte GSK3p-Fusionsprotein bilden, sowie untransfizierte Wildtypzellen wurden als

Kontrollen eingesetzt.

(P)
+ (B) + |[V-SPIATP | (B)

Abb. 3.15: Schematische Darstellung der GSK3p-Kinaseaktivititsanalyse. GSK3B steht fiir die
verschiedenen GSK3p-Fusionsproteine. GS: Glykogensynthasepeptid, B: Biotin, P: Phosphat

Fiir die Kinaseaktivitdtsanalyse wurden die GSK3p-Fusionsproteine zunidchst mit o-Flag-
Sepharose aus dem Proteinextrakt der rekombinanten Zellen isoliert. Anschlieend erfolgte
die Elution der gebundenen Proteine durch proteolytische Spaltung an den
Thrombinschnittstellen des TAP-Tags mit Thrombin (vgl. Abb. 2.2). Diese erlaubte unter
anderem den TAP-Tag, der sonst die spitere StrepTactin-Aufreinigung des GSK3B-Substrats
storen wiirde, zu entfernen. Um die Effizienz der GSK3B-TAP-Aufreinigung zu ermitteln,
wurde mit einem Teil der Probe (1/10) eine WB-Analyse mit einem Antikorper gegen GSK3f
(griin) durchgefiihrt. Die restliche Probe des isolierten GSK3B-TAP-Proteins wurde
zusammen mit einem GSK3B-Substratpeptid und mit radioaktivem ATP ([y—33P] ATP) fiir O,

10 und 20 min inkubiert (siehe Abb. 3.15). Hierbei wurde die GSK3B-Kinaseaktivitidt anhand
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des Einbaus von radioaktivem Phosphat in das Substratpeptid gemessen. Fiir diesen Assay
wurden biotinylierte Glykogensynthasepeptide (GS) als GSK3p-Substratpeptid eingesetzt.
Uber das gekoppelte Biotin wurden die Peptide an StrepTactin-Sepharose gebunden, das
iberschiissige radioaktive ATP durch Waschen entfernt und die eingebaute Radioaktivitit
gemessen. Die Normierung der Messergebnisse erfolgte iiber die Mengenbestimmung des

jeweiligen aufgereinigten GSK3B-TAP-Proteins mittels WB-Quantifizierung (Abb. 3.16 A).

A B
— 600 -
£

WT GSK Ser9 KI M g 9007

3 400 -
9 WT
g 300 —=—GSK
< 200 -

7 [15] 1.2 ] 27 ] Y Ser9
2 100 - ——K]|
o

0 v ; ® °

0 15 30
Messzeit [min]

Abb. 3.16: A) WB-Analyse der aufgereinigten GSK3p-Proteine. Diese wurde mit dem Antikorper gegen
GSK3p (griin) durchgefiihrt. Unter der WB-Analyse sind die jeweiligen Intensititen der Signale aufgefiihrt. M:
GroBenstandard B) Messung der Kkatalytischen Kinaseaktivitit der Ser9- und KI-Mutante. Die
Messergebnisse wurden auf die aufgereinigte Ser9-Proteinmenge der WB-Analyse normiert. In pmol ist die
eingebaute Phosphatmenge und in min sind die Messzeitpunkte angegeben. WT: Wildtyp, GSK: GSK: GSK38-
TAP, Ser9: GSK3B-Ser9-TAP, KI: GSK38-KI-TAP.

Die WB-Analyse der aufgereinigten GSK3p-Fusionsproteine und die dazugehorige
Quantifizierung ist in Abb. 3.16 A dargestellt. Es ist zu sehen, dass nur die rekombinanten
Zellen im Vergleich zu den untransfizierten Kontrollzellen (WT) ein Signal fiir das GSK3p-
Fusionsprotein zeigen. Die Aufreinigungen waren frei von kontaminierender endogener
GSK3B, da kein weiteres Signal fiir die endogene GSK3p detektiert wurde. Die
Quantifizierung der Signalintensititen (unterhalb des WBs angegeben) zeigte, dass
unterschiedliche Mengen der drei GSK3p-Fusionsproteine aufgereinigt wurden. Im
Diagramm in Abb. 3.16 B ist der zeitliche Verlauf des Phosphateinbaus der untersuchten
GSK3B-TAP-Varianten zu sehen. Da unterschiedliche Proteinmengen der Fusionsproteine
isoliert worden waren (WB-Quantifizierung: GSK 1,5; Ser9 1,2; KI 2.,7), erfolgte eine
Normierung der Messergebnisse. Hierbei wurden die GSK3B-TAP- und KI-Werte durch 1,25
bzw. 2,25 geteilt, um die Mengenverhiltnisse zu der niedrigeren Ser9-Proteinmenge
anzugleichen. Die Ser9-Mutante zeigte den hochsten Phosphateinbau, der nach 15 min und
auch nach 30 min iiber dem des GSK3B-TAP-Proteins lag. Das GSK3B-TAP-Protein, das
sowohl in der phosphorylierten (inaktiven) als auch in der dephosphorylierten (aktiven) Form

vorliegen kann, besall daher vermutlich eine etwas niedrigere Kinaseaktivitit als die Ser9-
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Mutante. Bei der KI-Mutante, wie auch bei der Kontrolle (WT, keine GSK3 isoliert), wurde
kein Phosphateinbau und folglich keine Kinaseaktivitit gemessen.
Als Teilergebnis ldsst sich zusammenfassen, dass die Mutagenese der GSK3p zu einer hoch

aktiven Ser9-Mutante und zu einer inaktiven KI-Mutante gefiihrt hat.

3.2.6 Komplexbildung der GSK3p-TAP-Mutanten

Um nun die Frage zu kldren, ob die GSK3p-Formen im aktiven bzw. inaktiven Zustand
Proteinkomplexe ausbilden, wurden Gelfiltrationsanalysen durchgefiihrt. Hierzu wurden
Zelllysate der Ser9-TAP und KI-TAP HEK293T Zellen iiber eine Superdex200-Sidule
aufgetrennt und die einzelnen Fraktionen auf den GSK3B-Gehalt analysiert. Durch Eichung
der Sdule mit Proteinen mit definierten Molekulargewichten (Abb. 3.17) konnte die Masse der

Proteinkomplexe abgeschitzt werden.

800 -
700 -
600 -
500 -
400 +
300 - 232
200 + 67 43
100 - 25 13,7

0 T T T T T T T T T T = ﬁ\ 1

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Fraktionsnummer

669

440

Molekulargewicht [kDa]

9,75 105 11,25 12 12,75 13,5 14,25 15 15,75 16,5 1725 18 18,75 19,5
Austrittsvolumen [ml]

Abb. 3.17: Eichkurve der Gelfiltrationssidule. Es sind die Molekulargewichte der sieben Kalibranten
(Thyroglobulin (669 kDa), Ferritin (440 kDa), Catalase (232 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa), Ovalbumin
(45 kDa), Chymotrypsinogen A (25kDa), Ribonuklease A (13,7kDa)) in kDa entsprechend der
Fraktionsnummer bzw. des Austrittsvolumens in ml aufgetragen.

Die Fraktionen (13-26) der Gelfiltrationsldufe und die jeweiligen Ausgangsextrakte wurden
mit einem Antikorper gegen GSK3p (griin) im WB analysiert (Abb. 3.18). Fiir jede GSK3f3-
TAP-Mutante wurde jeweils derselbe WB mit einer normalen (1) und einer verstirkten
Signalintensitédt (2) dargestellt. Die WB-Analyse in Abb. 3.18 A zeigt die Verteilung von
GSK3B-Ser9-TAP und endogener GSK3B. Beide Proteine sind vor allem im
niedermolekularen Bereich zu finden (Ser9: Fraktion 21-23; endogene GSK3f: Fraktion 22-
24). Diese Signale reprisentieren vermutlich die monomere Form der Ser9-Mutante bzw. der
endogenen GSK3. Es zeigte sich aber, insbesondere nach Verstiarkung der Signale (A2), dass
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ein Teil der endogenen GSK3B wie auch der Ser9-Mutante in den hochmolekularen
Fraktionen zu sehen ist (Ser9: bis Fraktion 15 2 bis 550 kDa; endogene GSK3p: bis Fraktion
14 2 bis 669 kDa). Dies spricht dafiir, dass ein Teil der Ser9-Mutante @hnlich wie die
endogene GSK3p in Proteinkomplexen organisiert zu sein scheint. Der WB der KI-Zellen in
Abb. 3.18 B zeigt eine dhnliche Verteilung der Signale fiir die endogene GSK3f wie fiir die
endogene GSK3p der Ser9-Zellen (B2; endogene GSK3p: Fraktion 14-26 2 669-13,7 kDa).
Hier ist die vermutete Monomerform der endogenen GSK3f ebenfalls von Fraktion 22-24 zu
finden. Jedoch ist das KI-Protein mit relativ gleich starken Signalintensititen in den
Fraktionen 14-23 (2 669-23 kDa) zu sehen (B1). Hier zeigen sich neben der besonders hohen

Anreicherung in Fraktion 22, in der wahrscheinlich die monomere Form der KI-Mutante zu

finden ist, noch weitere in den hochmolekularen Fraktionen 16-18 (2 440-300 kDa).
A

669< 669 550 440 380 300 200 150 55 40 35 30 13,7 13,7> MW [kDa]
PM 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 Fraktionsnr.

GSK3B-Ser9-TAP
GSK3B
Bl GSK3B-Ser9-TAP

GSK3p

669< 669 550 440 380 300200 150 55 40 35 30 13,7 13,7>MW [kDa]
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 Fraktionsnr.

GSK3B-KI-TAP

GSK3p

ll GSK3B-KI-TAP
GSK3B

Abb. 3.18: WB-Analyse der Gelfiltrationsliufe von den rekombinanten GSK3p-Ser9-TAP- und GSK3-
Ser9-TAP-HEK?293T Zellen. Es wurden die Fraktionen 13-26 von Ser9- (A) und KI-HEK293T Zellen (B) zu
gleichen Mengen aufgetragen. Die WB-Analyse wurde mit dem GSK3p-Antikorper (griin) durchgefiihrt. Hierbei
wurde jeweils derselbe WB in einer normalen (1) und einer verstirkten Signalintensitét (2) dargestellt. Oberhalb
der Fraktionsnummer (schwarz) ist das entsprechende Molekulargewicht (MW, in grau) in kDa angegeben.
P: Ausgangsextrakt, M: Proteingréenstandard.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl die endogene GSK3p als auch die Ser9-
Mutante in den niedermolekularen und in den hochmolekularen Fraktionen der
Gelfiltrationsanalyse detektiert wurden. Somit verhielt sich das rekombinante Protein dhnlich

wie das endogene Protein und bildete mit anderen Proteinen hochmolekulare Komplexe.
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Hingegen scheinen die Komplexe der KI-Mutante im Vergleich zur Ser9-Mutante viel stirker

ausgepragt zu sein, was Unterschiede in der Komplexbildung vermuten lésst.

3.2.7 TAP/MS-Analyse der aktiven GSK3B-Ser9- und der inaktiven GSK3p-KI-
Mutante in HEK293T Zellen

Um der Fragestellung nachzugehen, ob die GSK3B-Komplexbildung von deren

Kinaseaktivitdt abhédngig ist, wurden die Zelllysate der stabil infizierten HEK293T Zellen, die

das aktive GSK3B-Ser9-TAP und das inaktive GSK3B-KI-TAP Protein bilden, mit TAP/MS-

Analysen untersucht. Als Kontrolle wurden die GSK3B-TAP-HEK293T Zellen, die das nicht

mutierte GSK3B-Fusionsprotein stabil exprimieren, und untransfizierte WT-Zellen eingesetzt.
GSK Ser9 Kl

* _APCH# '

AKAP11 # — CAD Protein —

. Axin-1 #/Catenin -1 # —

— HSP90 a und B HSP9O a —| HSP90 aund B —
— GRP78 — . — GRP78 —
— HSP70 kDa Protein 1 / PRMT5 — =+ — HSP70 kDa Protein 1 / PRMT5 —
i GSK3p — . — GSK3B -
Tubulin a-1A Kette —
; HSP90 Ko-Chaperon Cdc37
a— — PKA regulatorische —  — .
UntereigHeit lep la Elongationsfaktor 1-alpha 1 7
— PKA katalytische Untereinheit a P
Annexin A2

Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase =

Abb. 3.19: Beispiel einer Silbergel-Analyse der TAP-Eluate von stabil transfizierten HEK293T Zellen der
drei GSK3p-TAP-Varianten und die Darstellung der koeluierten Proteine. GSK: GSK3B3-TAP-Eluat, Ser9:
GSK3pB-Ser9-Eluat, KI: GSK3B-KI-Eluat, AKAP11: A Kinase Anker Protein 11, HSP90: Hitzeschockprotein,
HSP: Hitzeschockprotein, GRP78: Glukose-reguliertes Protein 78, PRMTS: Protein Arginin N-
Methyltransferase 5, PKA: Proteinkinase A, CAD: Carbamylphosphatase Aspartattranscarbamylase
Dihydroorotase, # als GSK33-Bindungspartner bekannt.

In Abb. 3.9 ist exemplarisch ein Silbergel von einem TAP-Durchgang (ein Durchgang mit je
GSK3B-TAP-, GSK3B-Ser9-TAP- und GSK3B-KI-TAP-Zelllysate) dargestellt. Die WT-
Kontrolle (untransfizierte HEK293T-Zellen) ist nicht abgebildet, da die Kontrolle wie die der
vorangegangenen TAP-Analysen der HEK293T-Zellen keine unspezifische Anreicherung von
Proteinen zeigte (vgl. Abb. 3.5). In der Silbergelabbildung sind die identifizierten Proteine der
TAP/MS-Analyse aufgefiihrt. Ein Vergleich der Elutionsmuster ergab, dass mit der GSK3[3-
TAP (GSK) und der GSK3B-Ser9-TAP (Ser9) #hnliche Proteine koeluiert wurden. Im
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Gegensatz dazu steht das Bandenmuster der KI-Mutante, welches deutliche Unterschiede
aufwies. Auffillig ist, dass die Bandenintensititen stirker als in den TAPs der aktiven
GSK3p-Formen war. Es zeigten sich aber auch qualitative Unterschiede: So sind z.B. kurz
unterhalb der GSK3B-Bande zwei Banden zu sehen, die bei GSK3B-TAP und GSK3p-Ser9-
TAP nicht zu finden sind. Umgekehrt treten bei GSK3B-TAP und GSK3p-Ser9-TAP im
niedermolekularen Bereich zwei Banden auf, die nicht bei der GSK3B-KI-TAP erscheinen.
Die MS-Analyse der Banden erlaubte die Identifizierung der moglichen Interaktionspartner.
Hier zeigte sich, dass die aktive (Ser9) und die inaktive (KI) Mutante ein unterschiedliches
Bindungsverhalten besitzen. In dem hier gezeigten Experiment koeluierten Axin-1,
Catenin B-1, die regulatorische Untereinheit Typ I a und die katalytische Untereinheit o der
Proteinkinase A nur mit GSK3B-TAP und der Ser9-Mutante. Indessen wurden das
Hitzeschockprotein (HSP) 90 Ko-Chaperon Cdc37 und der Elongationsfaktor 1-alpha 1 nur in
der GSK3[-KI-TAP, aber nicht bei der GSK3B-TAP und GSK3p3-Ser9-TAP gefunden. Bei
den TAP-Analysen aller drei GSK3B-TAP-Varianten wurden z.B. die HSP90 o und B,
Glukose-reguliertes Protein 78 (GRP78) und die Protein Arginin N-Methyltransferase 5
(PRMTY)) detektiert.

Die gesamten TAP/MS-Ergebnisse der stabil exprimierenden HEK293T Zellen von fiinf
seperaten TAP-Durchgiingen sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Hierbei wurden die ersten
beiden TAP-Analysen (TAP 1 und 2) ohne die KI-Mutante durchgefiihrt. In der Tabelle sind
die Proteine aufgefiihrt, die bereits in den TAP-Analysen der transient exprimierenden
HEK293T-Zellen oder in wenigstens drei verschiedenen TAP-Durchgingen mit einer
Peptidhdufigkeit von mindestens drei verschiedenen Peptiden massenspektrometrisch
detektiert wurden (siehe auch beispielhafte MS-Analyse im Anhang 9.1).

Die Tabelle 3.2 zeigt deutlich, dass viele der bereits identifizierten Proteine aus den transient
transfizierten HEK293T-Zellen (vgl. Tabelle 3.1) wiederum in den stabilen Zellen als
GSK3pB-Interaktionspartner gefunden wurden. So wurden von den zuvor ermittelten 37
Proteinen insgesamt 24 erneut detektiert. Besonders hdufig (in mindestens vier verschiedenen
TAPs, grau unterlegt) wurden z.B. AKAPI11, Axin-1, GRP78, Glycerinaldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase, HSP70-Isoformen, HSP90-Isoformen, PRMTS, Tubulin alpha-1 Kette und
beide PKAla-Untereinheiten (regulatorische UE Typ I a und katalytische UE «) identifiziert.
Zusitzlich wurde eine neue Hitzeschock-Isoform, putatives HSP90-beta-2, gefunden (fett

gedruckt).
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Fiir einige Proteine lassen sich deutliche Unterschiede hinsichtlich ihrer Bindung zu den
GSK3p-Mutanten nachweisen. So zeigte sich, dass der Elongationsfaktor 1-alpha 1 nur an die
inaktive KI-Mutante bindet. Andererseits wurde Axin-1 nicht als Interaktionspartner in der
KI-Mutante, sondern nur in der GSK3B-TAP und in der Ser9-Mutante gefunden. Dieser
Befund ist interessant, da bereits gezeigt wurde, dass Axin nur mit der aktiven GSK3f
interagiert (Ikeda et al., 1998). Das gleiche Bild zeigte sich fiir die Proteinkinase A I o mit
thren zwei Untereinheiten (regulatorische UE Typ I o (Rla) und katalytische UE a). Sie
wurden ausschlieBlich bei der GSK3B-TAP und der Ser9-Mutante, nicht aber bei der
inaktiven KI-Mutante als Bindungspartner identifiziert. Fiir die regulatorische PKA-Isoform
Typ II a (RIlo) wurde bereits eine Interaktion mit GSK3p gezeigt, die iiber AKAP11
vermittelt wird (Tanji et al., 2002). In dieser Arbeit wurde aber nun eindeutig die Rla
massenspektrometrisch identifiziert (siche Anhang 9.1). Zusitzlich konnten die drei anderen
bekannten, humanen Isoformen (RIB, RIla, RIIB) durch einen Aminosdurensequenzvergleich
ausgeschlossen werden (Anhang 9.1 Abb. 9.5).

Es wurden indessen auch Proteine gefunden, die mit allen GSK3p-Fusionsproteinen einen
festen Komplex bilden, wie z.B. GRP78, Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase,
HSP70-Isoformen, HSP90-Isoformen, PRMTS5 oder Tubulin alpha-1A Kette. Diese
Bindungspartner scheinen somit eine von der GSK3f-Kinaseaktivitiit unabhiingige Interaktion

mit GSK3p einzugehen.

3.2.8 TAP-MS-Analyse der aktiven GSK3B-Ser9- und der inaktiven GSK3p-KI-
Mutante in HL-1 Zellen

In weiteren Analysen wurde untersucht, ob GSK3p in einem anderen Zelltyp ein dhnliches
Interaktionsmuster zeigt und ob Zelltyp-spezifische Interaktionspartner von GSK3p3
identifiziert werden konnen. Hierzu wurden die Zelllysate der murinen HL-1 Kardiomyozyten
mit TAP/MS-Analysen analysiert. Die HL-1 Kardiomyozyten exprimieren wie die HEK293T
Zelllinien die getaggte WT-GSK3p, die konstitutiv aktive GSK33-Ser9-Mutante und die
inaktive GSK3B-KI-Mutante exprimieren.

Abb. 3.20 zeigt exemplarisch ein Silbergel eines TAP-Durchganges der verschiedenen
GSK3B-TAP Zelllysaten (WT-, GSK3B-TAP-, Ser9-, KI-Zelllysat) mit den entsprechenden
identifizierten Proteinen. Die als Kontrolle analysierten untransfizierten HL-1-WT-Zellen
zeigten wie bei den HEK293T Zellen kein entsprechendes Bandenmuster. Somit haben auch

in diesem Zelltyp keine Proteine unspezifisch an die Flag- bzw. StrepTactin-Sédule gebunden.
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Der Vergleich zwischen dem TAP-Elutionsmuster der GSK3B-TAP- und der Ser9-Probe
zeigte eine hohe Ahnlichkeit. Im Gegensatz dazu steht die inaktive KI-Mutante, bei der sich
das Elutionsmuster durch einige Banden von dem der aktiven Formen unterschied. Mit Hilfe
der MS-Analyse wurden die Banden der moglichen GSK3p-Interaktionspartner identifiziert.
In diesem Experiment wurde z.B. Axin-1 nur bei GSK3B-TAP und der Ser9-Mutante
gefunden. Hingegen wurde das Hitzeschockprotein 90 Ko-Chaperon Cdc37 ausschlieflich bei
der KI-Mutante detektiert. Es wurden aber auch Proteine in allen TAP-Analysen gefunden
wie z.B. die Hitzeschockproteine 90 o und [, Glukose-reguliertes Protein 78 oder
Methylcrotonyl-CoA Carboxylase Untereinheit alpha (mitochondrial), die also eine

aktivitidtsunabhingige Interaktion mit GSK3p eingehen.

WT GSK Ser9

— ACC1~*

—_ Axin-1 # —
—_ HSP90 a und B —_ — HSP90 a und B —

—GRP78/MCC / Stress-70— GRP78 / MCC / Stress-70 —
— HSP71 / PRMT5 - HSP71 i

GSK3p - - GSK3p
Tubulin a-1A Kette Tubulin a-1A Kette
. a-Aktin-2 —
— 0-Aktin-2 HSP90 Ko-Chaperon Cdc37 —

Abb. 3.20: Beispiel einer Silbergel-Analyse der TAP -Eluate von stabil transfizierten HL-1 Zellen der drei
GSK3p-TAP-Varianten und die Darstellung der koeluierten Proteine. WT: Wildtyp-Eluat, GSK: GSK38-
TAP-Eluat, Ser9: GSK3B-Ser9-Eluat, KI: GSK3p-KI-Eluat, ACC1: Acetyl-CoA Carboxylase 1, HSP:
Hitzeschockprotein, GRP78: Glukose-reguliertes Protein 78, MCC: Methylcrotonyl CoA Carboxylase, PRMTS5:
Protein Arginin N-Methyltransferase 5, PKA: cAMP-abhingige Proteinkinase. # als GSK3B-Interaktionspartner
und * als GSK3pB-Substrat bekannt.

In Tabelle 3.3 sind alle TAP/MS-Ergebnisse der HL-1 Zellen von vier unabhéngigen TAP-
Durchgingen zusammengefasst. Es wurden nur die Proteine in die Tabelle aufgenommen, die
in wenigstens drei verschiedenen HL-1-TAPs und mit einer Peptidhdufigkeit von mindestens
drei verschiedenen Peptiden massenspektrometrisch identifiziert wurden. Auflerdem wurden
Kandidaten aufgenommen, die bereits in den vorangegangenen TAP-Analysen der HEK293T-

Zellen identifiziert wurden.
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Die TAP/MS-Ergebnisse in Tabelle 3.3 zeigen sehr deutlich, dass viele der zuvor detektierten
Proteine aus den HEK293T-TAPs auch in den HL-1 Zellen gefunden wurden. So wurden 16
Proteine abermals und fiinf Proteine zusitzlich detektiert. Zu den neu identifizierten Proteinen
zidhlen a-Aktin-2, Histon H4, Hitzeschock 70 kDa Protein-1A und zwei Methylcrotonyl CoA
Carboxylase-Isoformen (Fettdruck).

Wie bei den HEK293T Zellen, lassen sich auch fiir die GSK3B-assoziierten Proteine drei
Gruppen unterscheiden. Die 1. Gruppe bindet ausschlielich an die aktiven, die 2. Gruppe an
die inaktive GSK3B-TAP-Form und die 3. Gruppe interagiert unabhingig von der Aktivitit
mit GSK3f. So wurde Axin-1 und regulatorische PKA UE Typ I o, wie in den HEK293T
Zellen, nur in GSK3B-TAP und der Ser9-Mutante, aber nicht in der KI-Mutante identifiziert.
Indessen koeluierte das Hitzeschockprotein 90 Ko-Chaperon Cdc37 lediglich mit der KI-
Mutante. Es wurden auch viele Proteine gefunden, die von der GSK3B-Aktivitit unabhédngig
sind, wie beispielsweise die Hitzeschockprotein-Isoformen 70 und 90, Methylcrotonyl-CoA

Carboxylase UE alpha (mitochondrial) oder Tubulin alpha-1A Kette.

3.3 Verifizierung der Interaktion von vier ausgewidhlten GSK3p-
Bindungspartnern mit dem Proximity Ligation Assay (PLA)

Um die Interaktion von GSK3pB mit den identifizierten Bindungspartnern zu verifizieren,
sollte eine Methode eingesetzt werden, die sich von dem Aufreinigungsprinzip der TAP
unterscheidet. Zu diesem Zweck wurde der Proximity Ligation Assay (PLA) eingesetzt. Der
PLA erlaubt einen Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen in situ. Hierbei wird eine
Komplexbildung zwischen zwei Proteinen iiber spezifische Antikorperreaktionen in adhérent
wachsenden Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht (Prinzip siehe Abb.
3.21).

Fir die Verifizierung mit dem PLA wurden aus dem Spektrum der GSK3f-bindenden
Proteine vier Proteine ausgewahlt:

Filamin A (FLNA), wurde ausschlieBlich in den transienten TAP/MS-Analysen von
HEK293T Zellen identifiziert.

Acetyl-CoA-Carboxylase 1 (ACC1), wurde sowohl in HEK293T als auch in HL-1 Zellen
unabhingig von der GSK3p-Kinaseaktivitdt in insgesamt 8 TAP/MS-Analysen detektiert.
Protein Arginin-Methyltransferase 5 (PRMTS5) wurde ebenfalls unabhingig von der
GSK3p-Kinaseaktivitit aus beiden Zelltypen 12 mal koeluiert.
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Proteinkinase A Typ I a (PKAlIa) wurde nur im Komplex mit GSK3 in HEK293T und HL-
1 Zellen gefunden, wenn GSK3p in der aktiven Form vorlag. Somit scheint interessanterweise

der GSK3p/PKAla-Komplex durch die GSK3B-Kinaseaktivitit reguliert zu sein.

Interaktionspartner Protein B

Priméare Antikdrper aus Maus (orange)
und Kaninchen (griin)

Sekundare Spezies-spezifische Antikérper
mit Oligonukleotiden (schwarz)

Zwei einzelstrangige DNA-Fragmente
(blau) hybridisieren teilweise mit den
Oligonukleotiden

Ligase @ verbindet die Oligonukleotide
zu einem Nukleotidring

Amplifikation des Nukleotidringes,
Hybridisierung von fluoreszenz-markierten
Oligonukleotiden ®

Abb. 3.21: Proximity Ligation Assay (PLA). Zunichst werden die zu untersuchenden Interaktionspartner
(Protein A und B) mit spezifischen Antikorpern detektiert. Hierbei miissen die Antikorper aus verschiedenen
Spezies (orange: Maus, griin: Kaninchen) stammen. Die primédren Antikorper werden dann von modifizierten
sekunddren Antikorpern, die an spezifische Oligonukleotide (schwarz) gekoppelt sind, gebunden. An diese
Oligonukleotide werden zwei einzelstringige DNA-Fragmente (blau) hybridisiert, die teilweise komplementéir
zu den beiden Oligonukleotiden sind. Durch eine anschlieBende Ligation werden die DNA-Fragmente zu einem
Nukleotidring geschlossen. Durch den Einsatz der DNA-Polymerase kann nun nach dem rolling circle
Mechanismus eine vielfdltige Kopie der zirkuldren DNA hergestellt werden. An dieses Amplifikat hybridisieren
Fluoreszenzfarbstoff-markierte Oligonukleotide (rote Punkte). Dies fiihrt zu einer massiven Signalverstirkung,
so dass einzelne Protein-Protein-Interaktionen mit der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden konnen. Zur
einfacheren Darstellung wurden die primdren und sekundidren AntikOrper nur oben gezeigt. Alle genannten
Schritte finden lokal an den Antikdrpern gebunden statt.

Fir die PLA-Versuche wurde jeweils ein primirer Antikorper aus Maus bzw. Kaninchen
eingesetzt. Hierbei gaben PLAs mit nur einem Antikdrper Aufschluss iiber die jeweilige
unspezifische Antikdrperbindung und wurden als Kontrollexperimente fiir alle PLAs in dieser
Arbeit durchgefiihrt. Fiir die quantitative Auswertung wurden pro PLA-Ansatz je fiinf
unterschiedliche Mikroskopaufnahmen in 60-facher VergroBBerung mit ca. 20-70 Zellkernen
(DAPI-Férbung) fotografiert und die dazugehorigen roten Signale ausgezihlt. Daraus lief3 sich
der durchschnittliche Mittelwert der PLA-Signale pro Zellkern (ZK) berechnen. Dieser Wert

wurde in den folgenden PLA-Ergebnissen angegeben. Die exemplarischen
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Mikroskopaufnahmen, die jeweils abgebildet wurden, zeigen von einer Mikroskopaufnahme

11 % der ausgewerteten Flache.

3.3.1 Verifizierung des GSK3p/Filamin A-Komplexes

Mit Hilfe der TAP/MS-Analyse wurde eine Interaktion von Filamin A und GSK3B-TAP in
HEK293T Zellen nachgewiesen. Mittels PLA sollte nun iiberpriift werden, ob sich dieses
Ergebnis bestitigen ldsst und dieser Komplex moglicherweise durch die unterschiedlichen
GSK3p-Aktivitdten der getaggten GSK3B-Mutanten in der Zelle beeinflusst wird. Zu diesem
Zweck wurden die rekombinanten HEK293T Zellen (GSK3B-TAP, GSK3p-Ser9-TAP,
GSK3B-KI-TAP Zellen) mit PLAs untersucht. Es wurden auch die rekombinanten HL-1
Zellen analysiert, da dieser Komplex moglicherweise in diesem Zelltyp schwach ausgeprigt
ist und deswegen nicht mit der TAP/MS-Methode detektiert werden konnte. Die PLAs
wurden mit Antikorpern gegen den TAP-Tag (a-HA, Kaninchen) und gegen Filamin A
(FLNA, Maus) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der HEK293T- sind in Abb. 3.22 und die der
HL-1 Zellen sind in Abb. 3.23 dargestellt. In A-C sind exemplarisch Mikroskopaufnahmen
der PLAs (Al, B1, CI1: primidre Antikorper: o-HA und o-Filamin A) sowie der
Kontrollreaktionen (A2, B2, C3: nur a-HA; A3, B3, C3: nur a-Filamin A) gezeigt.

Die PLA-Probe von den GSK33-TAP HEK293T Zellen in Abb. 3.22 A1 zeigt sehr viele rote
Signale, die eine enge Nachbarschaft von GSK3B-TAP und Filamin A nachweisen. In den
dazu gehorigen Kontrollen HA (A2) und FLNA (A3) sind nur wenige schwache Signale zu
sehen. Dieses spiegelt sich auch in der beispielhaft fiir die Ser9-Mutante dargestellten
Auszidhlung wider (D). In beiden Kontrollen wurden weniger als 5 Signale pro ZK im
Gegensatz zu der PLA-Probe mit fast 50 Signalen ausgezihlt. Somit zeigen die Kontrollen
wenige unspezifische Bindungen. Die Bilder der Ser9-Mutante sind der von GSK3B-TAP sehr
dhnlich. Auch hier sind viele Signale in der PLA-Probe (B1) und einige wenige Signale in den
Kontrollen (B2 und B3) zu erkennen. Im Gegensatz dazu steht die KI-Muante, die beim PLA
(C1) und den Kontrollen (C2 und C3) fast keine Signale zeigt. Diese Beobachtung wird durch
die quantitative Auswertung von zwei PLA-Experimenten bestitigt (sieche Abb. 3.22 E). Fiir
die Auswertung wurden jeweils die PLA-Ergebnisse der GSK3p-TAP-Zellen auf 100 %
gesetzt und die Werte der anderen Ser9- und KI-Mutante darauf normiert. Diese Art der PLA-
Quantifizierung wurde fiir die gesamte Arbeit durchgefiihrt. So zeigen die GSK33-TAP und
Ser9-Mutante ein relatives Signal von 100 % bzw. 80 % im Vergleich zur KI-Mutante, bei der
das relative Signal bei nur 10 % liegt. Folglich scheinen die aktiven GSK3B-TAP-Formen

eine starke Interaktion mit Filamin A zu haben, dagegen ist diese mit der inaktiven KI-
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Mutante sehr gering ausgepriagt. Mit diesem Experiment wurde somit der vorherige Befund
der TAP/MS-Analysen, dass GSK3B-TAP mit Filamin A interagiert, mit einer unabhingigen
Methode bestitigt. Hierbei scheint die Interaktion von der GSK3B-Aktivitit abhdngig zu sein.

A1 PLAHA/Filamin A A2 Kontrolle HA A3

Kontrolle Filamin A

50 um
D " Ser9-Mutante E 32100 - T
S a ey
o | S 60 -
o ks,
o 20 - ﬁ 40
S 10 - = 20
k=) © |
. — — ® 0 o
PLA K-HA K-FLNA GSK Ser9 Kl

HA/FLNA

Abb. 3.22: PLA-HA/Filamin A-Ergebnisse von den rekombinanten HEK293T Zellen. Exemplarische
Mikroskopaufnahmen der PLAs der GSK3B-TAP (A), Ser9- (B) und KI-HEK293T Zellen (C) sind aufgefiihrt.
In 1 ist jeweils die PLA-Probe mit den beiden priméren Antikorpern a-HA/a-Filamin A, in 2 die Kontrolle a-HA
und in 3 die Kontrolle a-Filamin A zu sehen. D zeigt eine beispielhafte Signal-Auszidhlung der PLAs fiir die
Ser9-Mutante und E eine Zusammenfassung der quantitativen Auswertung von zwei unabhéngig durchgefiihrten

PLAs. Die Signalstirke aus GSK3B-TAP transfizierten Zellen wurde auf 100 % gesetzt. ZK: Zellkern, FLNA:
Filamin A, K: Kontrolle (n = 2).

In Abb. 3.23 sind nur die Mikroskopaufnahmen der PLAs der rekombinanten HL-1 Zelllinien

aufgefiihrt. Diese zeigen fiir alle getaggten GSK3B-Formen keine Signale. Daraus lésst sich
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schlussfolgern, dass die GSK3B-TAP in den HL-1 Zellen nicht mit Filamin A interagiert oder
die gewihlten Antikorper in diesem Zelltyp moglicherweise nicht gut binden. Alternativ

konnte aber auch die Expression von Filamin A in den HL-1 Kardiomyozyten geringer als in

den HEK293T Zellen sein.

A PLA HA/Filamin A B PLA HA/Filamin A C PLA HA/Filamin A

Abb. 3.23: PLA-HA/Filamin A-Ergebnisse von den rekombinanten HL-1 Zellen. Es ist jeweils exemplarisch
eine Mikroskopaufnahme der durchgefiihrten PLAs mit beiden primdren Antikdrpern o-HA und a-Filamin A
von GSK3B-TAP- (A), Ser9- (B) und KI-HL-1 Zellen (C) dargestellt.

Um dies zu untersuchen, wurde die Filamin A-Expression in wildtypischen HEK293T und
HL-1 Zellen im WB verglichen. Abb. 3.24 zeigt, dass im Gegensatz zu den HEK293T Zellen
in den HL-1 Kardiomyozyten keine Expression des Filamin A (roter Kanal) nachweisbar war,
was die fehlenden PLA-Signale in diesem Zelltyp erklért. Die GSK3p-Proteinniveaus (griiner
Kanal) waren in beiden Zelltypen gleich stark.

M HEK HL-1

Abb. 3.24: WB-Analyse der Mengenverhiltnisse von GSK3p zu Filamin A in WT-HEK293T und HL-1
Zellen. Der WB wurde mit den Antikorpern gegen GSK3B (griin) und Filamin A (rot) durchgefiihrt. HEK:
HEK293T, M: ProteingréB3enstandard.

Um zu iiberpriifen, ob der GSK3pB-Filamin A-Interaktion auch fiir die endogene GSK3f3
unabhiingig von dem TAP-Tag nachweisbar ist, wurden wildtypische HEK293T Zellen
untersucht. Fiir die Analyse wurden Antikorper gegen GSK3B (Kaninchen) und Filamin A
(FLNA, Maus) verwendet. In Abb. 3.25 sind die GSK3p/Filamin A-PLA-Ergebnisse der
HEK?293T Zellen (A1-A4) dargestellt. Es sind exemplarisch Mikroskopaufnahmen der PLAs

(Al: primidre Antikorper a-GSK3p und o-FLNA) und der Kontrollexperimente (a-GSK3:
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A2; o-FLNA: A3) gezeigt. In A4 ist die entsprechende Quantifizierung fiir den PLA-Versuch
aufgefiihrt.

Die Abb. 3.25 A1 zeigt viele Signale im Vergleich zu den Kontrollen A2 und A3, in denen
nur wenige Signale zu erkennen sind. Dieses zeigt sich auch in der quantitativen Auszédhlung,
wo fiir die PLA-Probe 22, fiir die Kontrolle-GSK3p 1 und fiir die Kontrolle-FLNA 3 Signale
pro ZK ausgezihlt (A4). Da der PLA-Wert deutlich tiber dem Hintergrund liegt, belegt dieses
Experiment eine Interaktion zwischen der WT-GSK3f und Filamin A in HEK293T Zellen.

A1 PLA GSK3p/Filamin A A2 Kontrolle GSK3B A3 Kontrolle Filamin A

-
[52]
N
AN
X
L
I

N

o

o 15 4

‘ié 10 -

2 94

w 0 —

PLA K-GSK3pB K-FLNA
GSK3B/FLNA

Abb. 3.25: PLA-GSK3p/Filamin A Ergebnisse von den HEK293T Zellen. A1-A3 zeigen beispielhaft
Mikroskopaufnahmen. In A4 ist die Auswertung des durchgefiihrten PLAs dargestellt. ZK: Zellkern,
K: Kontrolle, FLNA: Filamin A.

3.3.2 Verifizierung des GSK3p/ACC1-Komplexes

Die TAP/MS-Analysen zeigten einen Komplex zwischen ACC1 und GSK3B-TAP, der
unabhingig von der GSK3B-TAP-Aktivitit sowohl in HEK293T als auch in HL-1 Zellen
identifiziert wurde. Dieser Komplex sollte mittels PLA in den rekombinanten HEK293T und
HL-1 Zelllinien (GSK3B-TAP-, GSK3p-Ser9-TAP-, GSK3B-KI-TAP-Zellen) verifiziert
werden. Fiir diesen Versuch wurden Antikorper gegen den TAP-Tag (a-HA, Maus) und gegen
ACCI (Kaninchen) eingesetzt. Die PLA-Ergebnisse von transfizierten HEK293T sind in Abb.
3.26 und von transfizierten HL-1 Zellen in Abb. 3.27 aufgefiihrt. Es wurden jeweils
exemplarische Mikroskopaufnahmen von der PLAs (A1, B1, C1: primire Antikorper: a-HA
und a-ACC1) und den Kontroll-PLAs (A2, B2, C3: a-HA; A3, B3, C3: a-ACC1) von jeder
getaggten GSK3B-Zelllinie abgebildet.
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Abb. 3.26: PLA-HA/ACC1-Ergebnisse von den rekombinanten HEK293T Zellen. Von den GSK3B-TAP
(A), Ser9- (B) und KI-HEK293T Zellen (C) sind jeweils exemplarisch Mikroskopaufnahmen der PLAs
dargestellt. In 1 ist jeweils die PLA-Probe mit den beiden primdren Antikorpern a-HA/0-ACCI, in 2 die
Kontrolle a-HA und in 3 die Kontrolle a-ACC1 zu sehen. In D ist eine beispielhafte Signal-Auszdhlung eines
Einzelexperiments fiir GSK3B-TAP Zellen abgebildet und in E ist die quantitative Zusammenfassung von zwei
unabhingig durchgefiihrten PLA-Experimenten aufgefiihrt. ZK: Zellkern, K: Kontrolle (n = 2).

In der PLA-Probe der GSK3B-TAP-HEK293T Zellen in Abb. 3.26 A1 sind viele Signale zu
sehen. Die entsprechende HA- (A2) wie auch die ACC1-Kontrolle (A3) weist sehr wenige
Signale auf, ndmlich weniger als 1 Signal pro ZK im Vergleich zur PLA-Probe die 7 Signale
pro ZK (D). Fiir die Kontrollversuche der Ser9- und KI-Mutante wurden dhnlich geringe
Signale beobachtet (vgl. B2, B3, C2, C3). In der PLA-Probe der Ser9-Mutante (B1) wurden
weniger Signale als in PLA-GSK3B-TAP (A1) festgestellt (E). Im Gegensatz zu den aktiven
GSK3B-TAP-Formen steht der PLA der inaktiven KI-Mutante (C1), denn hier wurden sehr
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viele Signale nachgewiesen. Dieser Befund wird durch die quantitative Auswertung von zwei
Experimenten belegt (E). Bei der Ser9-Mutante ist das relative Signal um 50 % im Vergleich
zu der wildtypischen GSK3p reduziert. Hingegen ist das Signal der KI-Muante um mehr als
120 % gestiegen. Somit scheint die Ser9-Mutante nur halb so stark und die KI-Mutante
doppelt so stark wie die getaggte WT-GSK3f mit der ACC1 zu interagieren.

PLA HA/ACCH A2 Kontrolle HA A3 Kontrolle ACC1

D

Ser9-Mutante — 125

80 = |
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Abb. 3.27: PLA-HA/ACC1-Ergebnisse von den rekombinanten HL-1 Zellen. Es sind von jedem PLA der
GSK3B-TAP (A), Ser9- (B) und KI-HL-1 Zellen (C) jeweils beispielhaft eine Mikroskopaufnahme abgebildet.
Die PLA-Probe mit den beiden primdren Antikorpern a-HA/a-ACCl ist jeweils in 1, die Kontrolle a-HA in 2
und die Kontrolle a-ACCI1 in 3 dargestellt. Eine beispielhafte Signal-Auszidhlung von den PLAs der Ser9-TAP
Zellen ist in D zu sehen. E zeigt die quantitative Auswertung von zwei unabhingig durchgefiihrten PLA-
Durchgingen aller rekombinanten Zelllinien. ZK: Zellkern, K: Kontrolle (n = 2).
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Die PLA-Mikroskopaufnahmen in Abb. 3.27 zeigen, dass sowohl das GSK3B-TAP (A1) als
auch die Ser9-Mutante (B1) bzw. die KI-Mutante (C1) in HL-1 Zellen mit der ACC1
interagieren. Wie die exemplarisch dargestellte, quantitative Auswertung fiir die Interaktion
der Ser9-Mutante mit ACC1 belegt (D), liegen die spezifischen Signale weit iiber dem
jeweiligen Hintergrund (vgl. A2, A3, B2, B3, C2, C3). Die relative Signalstirke fiir die
einzelnen GSK3B-TAP-Formen zeigt ein Verhiltnis von 1:1:0,5 fiir GSK3B-TAP: Ser9-
Mutante: KI-Mutante. Daraus liefle sich vermuten, dass die KI-Mutante in den HL-1 Zellen
weniger stark mit der ACC1 interagiert.

Um eine unspezifische Interaktion zwischen dem TAP-Tag und der ACCI1 auszuschlieBen,
sollte die Frage beantwortet werden, ob die ACC1 auch mit der endogenen GSK3p in den
HEK?293T und HL-1 Zellen einen Komplex bildet. Dazu wurden die wildtypischen HEK293T
und HL-1 Zellen mit den Antikorpern gegen GSK3p (Maus) und gegen ACC1 (Kaninchen)
im PLA untersucht. In Abb. 3.28 sind die Ergebnisse der HEK293T in A1-AS und der HL-1
Zellen in B1-BS aufgefiihrt. Von den PLA-Proben (A1, B1: primére Antikorper o-GSK3 und
a-ACC1) und den Kontrollen (a-GSK3p: A2, B2; a-ACCIl: A3, B3) sind jeweils
exemplarisch Mikroskopaufnahmen gezeigt. Die Auszdhlungen von zwei PLA-Durchgingen
sind zu jedem Zelltyp in 4 und 5 dargestellt.

Die PLA-Mikrospkopaufnahme der HEK293T Zellen in Al zeigt im Vergleich zu der
GSK3B- (A2) und der ACCl1-Kontrolle (A3) deutlich mehr Signale. Diese Beobachtung
spiegelt sich auch in der Auszidhlung von zwei PLA-Experimenten (A4 und AS) wider. Fiir
die PLAs wurden 6 und 2,5 Signale pro ZK und fiir die Kontroll-PLAs weniger als 1 Signal
pro ZK ermittelt. Somit ist die unspezifische Bindung der Antikorper sehr gering und es
wurde erneut eine Interaktion zwischen GSK3f und ACC1 nachgewiesen.

Bei den PLA-Mikroskopaufnahmen der HL-1 Zellen (B1) sind mehr Signale als in den
HEK293T Zellen zu sehen. Die beiden Kontrollen (B2 und B3) zeigen ebenfalls, wie die der
HEK293T Zellen, kaum Hintergrund. Die Quantifizierung von zwei PLAs (B4 und BS)
bestitigt den vorherigen Befund, denn fiir die PLAs wurden 30 und 12 Signale pro ZK und fiir
die Kontrollen weniger als 1 Signal pro ZK ausgezidhlt. So wurde der GSK3B/ACCI-
Komplex ebenfalls in den HL-1 verifiziert. Da die PLAs der HL-1 sehr viel hohere
Signalzahlen als die der HEK293T Zellen zeigen, ist anzunehmen, dass der Komplex in den
Kardiomyozyten stirker gebildet wird.

Die stirkere Komplexbildung zwischen GSK3p und ACC1 in HL-1 Zellen konnte darauf
zuriickzufithren sein, dass das Expressionsverhiltnis von ACC1 zu GSK3fB in den

Kardiomyozyten zugunsten einer erhohten Komplexbildung vorliegt. Um dies zu untersuchen,
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wurde eine WB-Analyse der Proteinextrakte der HEK293T und HL-1 Zellen mit Antikdrpern
gegen GSK3P (griin) und gegen ACC1 (griin) durchgefiihrt (sieche Abb. 3.29).
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Abb. 3.28: PLA-GSK3p/ACC1 Ergebnisse von den HEK293T (A1-AS5) und HL-1 Zellen (B1-B5). In A1-A3

und B1-B3 sind exemplarisch Mikroskopaufnahmen abgebildet. Die Quantifizierung von zwei PLAs ist jeweils
in 4 und 5 zu sehen. ZK: Zellkern, K: Kontrolle.

Wihrend die ACC1 in den HEK293T und in den HL-1 Zellen etwa gleich stark exprimiert
wurde, ist in den HL-1 Zellen eine etwas stirkere Expression der GSK3p zu sehen. Dies zeigt
die Quantifizierung der Signalintensitidten unter dem WB in Abb. 3.29. Diese etwas hohere

GSK3pB-Proteinmenge konnte die verstirkte Komplexbildung in den HL-1 Zellen
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unterstiitzen. Es konnen jedoch auch unterschiedliche Stoffwechselbedingungen fiir die

verstiarkte Interaktion in HL-1 Zellen verantwortlich sein.

HEK HL-1 M

2,3 2 |ACC1
40,2 | 54,6 |GSK3B

Abb. 3.29: Bestimmung des Mengenverhéltnisses von GSK3p zu ACC1 in WT-HEK293T und HL-1 Zellen
mittels WB-Analyse. Die WB-Analyse erfolgte mit den Antikorpern gegen GSK3p (griin) und ACC1 (griin).
Unterhalb des WBs sind die Quantifizierungen der ACC1- und GSK3p-Signalintensititen aufgefiihrt. HEK:
HEK?293T, M: ProteingroBenstandard.

3.3.3 Verifizierung des GSK3p/PRMTS5-Komplexes

Die Ergebnisse der TAP/MS-Analysen zeigten, dass die PRMTS mit der getaggten aktiven
und inaktiven GSK3p der HEK293T gleichermal3en koeluierte. Auch in HL-1 Zellen wurde
sie mit den aktiven GSK3B-Formen lokalisiert (vgl. Tabelle 3.2 und Tabelle 3.3). Der
GSK3B-PRMT5-Komplex sollte mit PLAs zunichst in den rekombinanten HEK293T und
HL-1 Zelllinien iiberpriift werden. Fiir diese Verifizierung wurden Antikorper gegen den
TAP-Tag (a-HA, Maus) und gegen PRMTS (Kaninchen) verwendet. In Abb. 3.30 sind von
den rekombinanten Zelllinien jeweils exemplarisch Mikroskopaufnahmen der PLAs mit
beiden priméren Antikorpern dargestellt.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen zu Filamin A und ACC1 zeigte sich bei keiner der
analysierten HEK293T (A1, A2, A3) und HL-1 Zelllinien (B1, B2, B3) ein positives Signal.
Vielmehr liel sich kein Unterschied zwischen den PLA-Proben und den Kontrollen (nicht
gezeigt) ausmachen.

Ein gleiches Ergebnis wurde fiir die Analyse der endogenen GSK3f mit a-GSK3p-Antikorper
und PRMTS5 in HEK293T und HL-1 Zellen erhalten. Auch hier wurden im PLA keine
positiven Signale ermittelt (Abb. 3.31).
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Abb. 3.30: PLA-HA/PRMTS5-Ergebnisse von den rekombinanten HEK293T (A) und HL-1 Zellen (B). Von
den untersuchten GSK3B-TAP (1), Ser9- (2) und KI-HEK293T Zellen (3) sind jeweils exemplarisch
Mikroskopaufnahmen der PLAs (0-HA (Maus) / a-PRMTS5 (Kaninchen)) dargestellt. Die PLA-Kontrollen mit
jeweils einem Antikorper sind nicht abgebildet.

Diese Ergebnisse zeigen, dass weder die Kombination von o-GSK3B- mit o-PRMTS-
Antikorper noch von a-HA- mit a-PRMT5-Antikoper positive Ergebnisse erbrachten. Eine
mogliche Erkldarung dafiir, dass die GSK3B-PRMTS5-Interaktion im PLA nicht verifiziert
werden konnte, konnte sein, dass die Bindungsstelle fir den PRMTS-Antikorper von der

Interaktion mit GSK3p blockiert wird.

A1 PLA GSK3B/PRMT5 A2 Kontrolle GSK3B A3 Kontrolle PRMT5

HEK293T

Abb. 3.31: PLA-GSK3p/PRMT5-Ergebnisse von den HEK293T (A1-A4) und HL-1 Zellen (B1-B4). A1-A3
und B1-B3 zeigen exemplarisch Mikroskopaufnahmen. In 1 ist jeweils die PLA-Probe, in 2 die Kontrolle HA
und in 3 die Kontrolle PRMTS5 zu sehen.
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3.3.4 Verifizierung des GSK3p/PKAla-Komplexes

Die Ergebnisse der TAP/MS-Analysen zeigten reproduzierbar eine Interaktion der aktiven
getaggten GSK3B-Formen (GSK3B-TAP und Ser9-Mutante) mit den beiden Untereinheiten
(regulatorische UE Typ I a (RIa) und katalytische UE a (cata)) der PKAIo in HEK293T
Zellen sowie der PKA Rla in HL-1 Kardiomyozyten. Die Bandenintensitéiten der koeluierten
PKAIla-Proteine war dabei im Vergleich zu den anderen Interaktionspartnern besonders stark

(vgl. Abb. 3.19), so dass die PKAIa-GSK3B-TAP-Interaktion ndher untersucht wurde.
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Abb. 3.32: PLA-HA/PKA Rlo-Ergebnisse von den transgenen HEK293T Zellen. Von den GSK33-TAP-
(A1-A3), Ser9- (B1-B3) und KI-HEK?293T Zellen (C1-C3) sind exemplarisch Mikroskopaufnahmen der PLAs
dargestellt. 1 zeigt jeweils die PLA-Probe mit beiden primdren Antikorpern o-HA und o-PKA Rla, 2 die
Kontrolle HA und 3 die Kontrolle PKA Rlo. In D ist eine exemplarische Signal-Auszédhlung von den PLAs der

GSK3B-TAP Zellen und in E die quantitative Auswertung aufgefiihrt. ZK: Zellkern, K: Kontrolle (n = 3, aufler
Ser9 n =2).
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Die Verifizierung der Komplexbildung erfolgte mittels PLA an den einzelnen rekombinanten
Zelllinien. Hierzu wurden die AntikOrper-Kombinationen a-HA (Kaninchen) / a-PKA Rla
(Maus) verwendet, um die Interaktion von GSK3B-TAP mit PKA Rla nachzuweisen. Eine
Analyse der Interaktion von GSK3B-TAP mit cata wurde hier nicht durchgefiihrt, da der a-
PKA cata-Antikorper in den GSK3B-TAP HEK293T Zellen bereits einen hohen Hintergrund
zeigte (nicht abgebildet).

A1l PLA HA/Rla A2 Kontrolle HA A3 Kontrolle Rla
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Abb. 3.33: PLA-HA/PKA Rlo-Ergebnisse von den transgenen HL-1 Zellen. A1-A3 zeigen beispielhaft
Mikroskopaufnahmen von den GSK3B-TAP-, B1-B3 von den Ser9- und C1-C3 von den KI-HL-1 Zellen. Dabei
ist in 1 jeweils die PLA-Probe HA/PKA Rla, in 2 die Kontrolle HA und in 3 die Kontrolle PKA Rla abgebildet.
Eine exemplarische Auszdhlung von den transgenen GSK3B-TAP Zellen ist in D zu sehen und in E ist die
quantitative Auswertung dargestellt. ZK: Zellkern, K: Kontrolle (n = 2).



Ergebnisse

Exemplarische PLA-Ergebnisse sind in Abb. 3.32 fiir HEK293T und in Abb. 3.33 fiir HL-1
Zellen aufgefiihrt. In A sind jeweils die Ergebnisse der getaggten WT-GSK3p, in B der Ser9-
Mutante und in C der KI-Mutante dargestellt (PLA-Reaktion a-HA/a-PKA Rla: A1, B1, C1;
Kontrollreaktion a-HA: A2, B2, C2; Kontrollreaktion a-PKA Rla: A3, B3, C3).

Wie in den mikroskopischen Aufnahmen in Abb. 3.32 klar zu sehen ist, fiihrte der PLA zum
Nachweis der Interaktion von den GSK3B-TAP-Varianten mit der PKA Rlo, da die Signale
(A1, B1, C1) weit iiber denen der Kontrollen (A2, A3, B2, B3, C2, C3) liegen. Dies bestitigt
auch die quantitative Auswertung der GSK3p-TAP HEK293T Zellen (D). Wenn die relativen
Signalstdarken verglichen werden (E), zeigt die inaktive KI-Mutante einen geringeren Wert fiir
die Interaktion als die aktiven Formen (GSK3B-TAP und Ser9-Mutante). Dieses Ergebnis
bestdtigt den Befund aus den TAP/MS-Experimenten, bei denen die PKAlIo nur mit den
aktiven GSK3B-TAP-Formen aufgereinigt wurde (vgl. Tabelle 3.2).

Gleiche Untersuchungen wurden fiir die verschiedenen HL-1 Zelllinien durchgefiihrt (Abb.
3.33). Auch hier lie sich eine Interaktion der GSK3B-TAP-Formen mit der PKA Rla
nachweisen (A1, B1, Cl1), da die Signale der PLA-Reaktionen weit {iber den
Hintergrundsignalen (A2, A3, B2, B3, C2, C3) lagen (vgl. auch exemplarische Signal-
Auszihlung in D). Die Auswertung von zwei PLA-Experimenten in HL-1 Zellen zeigt, dass
bei der KI- um 35 % und bei der Ser9-Mutante um 20 % weniger Signale detektiert wurden
als bei der GSK3B-TAP (E). Demzufolge lésst sich sagen, dass die getaggte WT-GSK3p am
stiarksten, die Ser9-Mutante geringer und die KI-Mutante am geringsten mit Rla interagierte.
Somit scheint die Interaktion von Rlo mit GSK3p etwas weniger stark ausgepridgt zu sein,
wenn GSK3p inaktiv ist.

In weiteren Untersuchungen wurde bestitigt, dass auch die endogene GSK3 mit der PKAIa
interagiert. Dieser Nachweis gelang sowohl fiir die PKA Rla als auch fiir die PKA cata in
HEK293T (PKA Rla: Abb. 3.34 A1-AS; PKA cata: Abb. 3.34 B1-BS) und in HL-1 Zellen
(PKA Rlao: Abb. 3.35 A1-AS; PKA cata: Abb. 3.35 B1-BS). Sowohl die mikroskopischen
Aufnahmen als auch die quantitativen Analysen zeigen, dass die Kontrollreaktionen einen
geringen Hintergrund aufweisen, da die Werte unter denen der PLA-Reaktionen liegen (Abb.

3.34 / Abb. 3.35 jeweils A4, AS, B4, BS).
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Abb. 3.34: PLA-GSK3p/PKA Rla (A1-AS) und PLA-GSK3p/PKA cata Ergebnisse (B1-B5) von HEK293T
Wildtypzellen. Die Analysen erfolgten mit den Antikdrper-Kombinationen a-GSK3p (Kaninchen) / a-PKA Rla
(Maus) und a-GSK3p (Maus) / a-PKA cato. (Kaninchen). In A1-A3 und B1-B3 sind jeweils exemplarisch
Mikroskopaufnahmen dargestellt, wobei 1 die PLA-Reaktionen zeigen und in 2 bzw. 3 die Kontrollreaktionen

abgebildet sind. A4-A5 und B4-B5 sind jeweils zwei unabhingig durchgefiihrte PLA-Auszéhlungen aufgefiihrt.
ZK: Zellkern, K: Kontrolle.

Die PLA-Ergebnisse belegen eine Komplexbildung von WT-GSK3p mit PKA Rla bzw. WT-
GSK3pB mit PKA cata in den HEK293T und HL-1 Zellen.
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Abb. 3.35: PLA-GSK3p/PKA Rla (A1-AS5) und PLA-GSK3p/PKA cata Ergebnisse (B1-B5) von HL-1
Wildtypzellen. Die Experimente erfolgten mit den Antikdrper-Kombinationen a-GSK3f (Kaninchen) / a-PKA
Rlo. (Maus) und a-GSK3p (Maus) / a-PKA cata (Kaninchen). A1-A3 und B1-B3 zeigen exemplarisch
Mikroskopaufnahmen. Hierbei sind in 1 die PLA-Reaktionen und in 2 bzw. 3 die entsprechenden

Kontrollreaktionen zu sehen. In A4-A5 und B4-BS5 sind die Auswertungen von zwei unabhingig durchgefiihrten
PLA-Analysen dargestellt. ZK: Zellkern, K: Kontrolle.

3.3.5 Auswahl eines potenziellen GSK3p-Interaktionspartner fiir funktionelle

Untersuchungen

Die PLA-Ergebnisse zeigten, dass drei von vier untersuchten moglichen GSK3f-
Interaktionspartnern, die zuvor mit der TAP/MS-Methode ermittelt worden waren, verifiziert

werden konnten (siche Zusammenfassung der TAP/MS- und PLA-Ergebnisse in Tabelle 3.4).
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Fiir Filamin A (FLNA) wurde die Interaktion in HEK293T Zellen bestitigt, wihrend in HL-1
Zellen keine Interaktion gezeigt werden konnte. Da FLNA in HL-1 Zellen nicht nachgewiesen
werden konnte, ist auch dieses Ergebnis nicht im Widerspruch zu den TAP/MS-Ergebnissen,
sondern belegt vielmehr die Spezifitit des PLAs. In den HEK293T Zellen schien die GSK3j3-
TAP/FLNA-Interaktion durch die GSK3p-TAP-Aktivitit reguliert zu werden, denn bei der
inaktiven KI-Mutante waren nur sehr wenige PLA-Signale detektierbar.

Die ACCI konnte mit den PLAs in beiden Zelltypen und auch unter endogenen Bedingungen
als GSK3p-Interaktionspartner verifiziert werden. Die ACCI interagierte in den HEK293T
Zellen am stirksten mit der inaktiven GSK3p und in den HL-1 mit den aktiven GSK3-
Formen. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den TAP/MS-Ergebnissen, wo die ACC1 in
HEK?293T Zellen nur mit der GSK3B-TAP und in den HL-1 Zellen mit allen GSK33-Formen
isoliert wurde. Somit ldsst sich hier keine eindeutige Tendenz der Komplexbildung in

Abhingigkeit der GSK3f3-Aktivitit bestimmen.

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der TAP/MS- und PLA-Ergebnisse. Fiir die TAP/MS-Ergebnisse wurde nur
aufgelistet, ob die moglichen GSK3p-Interaktionspartner detektiert (+) oder nicht gefunden (-) wurden. Bei den
PLA-Ergebnissen wurde die relativen Signalintensitidten (++ viele Signale, + wenig Signale, - keine Signale)
zwischen den Zelllinien berticksichtigt. trans.: transient exprimierende Zellen, GSK: GSK3B-TAP Zellen, Ser9:
GSK3p- Ser9-TAP Zellen, GSK3B-KI-TAP Zellen, n.d.: nicht durchgefiihrtes Experiment.

HEK293T Zellen HL-1 Zellen

trans. stabil stabil

GSK| GSK Ser9 Kl WT GSK Ser9 Kl WT

0 ] 0] 0 0 ] ]

= | = = = = = =

o o o o o o o

<l &2 2@ 2|2 F R R
FLNA + - ++ - ++ - + + - - - - - - n.d.
ACC1 + + + - + - ++ + + ++ + ++ + + +
PRMTS | + | + | - | + | - N
PKA Rla + + ++ + ++ - + + + + + + - + +
PKA cata| + + |nd.| + |nd.| - |nd | + - |nd.| - |nd - |nd | +

PRMTS wurde sowohl in den rekombinanten HEK293T als auch in den HL-1 Zellen nicht als
GSK3p-Interaktionspartner bestitigt. Die Komplexbildung der endogenen GSK3p mit der
PRMTS5 konnte ebenfalls in beiden Zelllinien nicht verifiziert werden.

Die beiden Untereinheiten der PKAIa konnten wiederum als GSK3p-Interaktionspartner in
wildtypischen HEK293T und HL-1 Zellen bestitigt werden. Des Weiteren untermauerten die
PLA-Ergebnisse, insbesondere in den HEK293T Zellen, die Beobachtung aus den TAP/MS-
Analysen, dass der Komplex aus PKAIa und GSK3B-TAP von der GSK33-Aktivitit abhingig
zu sein scheint. Dieser interessante Befund der Komplexbildung in Abhingigkeit der GSK3-

Aktivitét sollte in weiteren Experimenten untersucht werden.
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3.4 Funktionelle Analyse des GSK3p-PKAIa-Komplexes

3.4.1 TAP/MS-Analyse zur Identifizierung des GSK3p-interagierenden Proteins
(GSKIP)

In der Literatur wurde gezeigt, dass die Typ II Isoform der regulatorischen PKA Untereinheit

tiber ein kurzes Adapterprotein GSKIP (GSK3p interagierendes Protein) einen Komplex mit

der GSK3p ausbilden kann (Hundsrucker et al., 2010). Um zu priifen, ob GSKIP (17 kDa) mit

der GSK3B-TAP-Variante interagiert, wurde eine TAP/MS-Analyse von den stabil GSK3p-

TAP exprimierenden HEK293T Zellen durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden WT-HEK293T

Zellen eingesetzt.

M (kDa) ) WT _ GSK

S —GSK3p

~ —PKA regulatorische Untereinheit Typ | a
—PKA katalytische Untereinheit a

L:EESH

k

Abb. 3.36: Exemplarisches Silbergel einer TAP-Analyse zur Identifizierung des GSKIPs. Fiir das
StrepTactin-Eluat der GSK3B-TAP HEK293T Zellen wurden die bekannten Banden von GSK3p und den beiden
UE fir PKAIa beschriftet. Unterhalb des Silbergels ist ein Teilausschnitt auf der Hohe der 17 kDa-
GroBenstandard-Bande mit einem stdrkeren Kontrast dargestellt. M: Proteingré8enstandard, WT: Wildtyp-Eluat,

GSK: GSK3B-TAP-Eluat.

Fiir eine erfolgreiche Identifizierung des kleinen GSKIP wurden fiir diese Analyse jeweils die
doppelten Proteinmengen im Vergleich zum Standard TAP-Protokoll (20x 15-er
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Zellkulturplatten; ca. 200 mg Gesamtproteinextrakt) eingesetzt. Fiir eine gute Auftrennung im
niedermolekularen Bereich wurden die StrepTactin-Eluate auf einem hochprozentigen SDS-
Polyacrylamidgel (12,5 %) aufgetrennt und isolierte Proteine mittels Silberfarbung sichtbar
gemacht.

Die Abb. 3.36 zeigt das Ergebnis dieses Experiments. Trotz der verdoppelten Proteinmenge
sind bei den Kontrollzellen (WT) kaum Banden sichtbar, so dass es auch unter diesen
Bedingungen nicht zu einer Anreicherung von unspezifisch gebundenen Proteinen kam. Im
Gegensatz dazu wurden aus den GSK3B-TAP HEK293T Zellen wie erwartet eine Vielzahl
von Proteinen mit der TAP isoliert (GSK). Die bekannten Banden der angereicherten GSK3[3-
TAP und der beiden PKAIa UE (regulatorische UE Typ I a und katalytische UE o) wurden
auch hier gefunden. Im niedermolekularen Bereich auf der Hohe von 17 kDa, wo GSKIP
erwartet wiirde, wurde kein Signal detektiert, das in der Intensitdt zu den isolierten PKA-
Banden passen wiirde. Lediglich kurz unterhalb der 17 kDa Region wurde ein schwaches
Signal detektiert, das aber auch in der WT-Kontrolle sichtbar war. Obwohl weder Grée noch
Intensitdt noch die Prisenz in der WT-Kontrolle auf GSKIP hindeuten, wurden beide
Regionen aus dem Gel ausgeschnitten und massenspektrometrisch analysiert. Die hierbei
gefundenen Peptide enthielten keine GSKIP-Sequenzen und konnten keinem spezifischen
Protein zugeordnet werden. Daher ergaben die Analysen keinen Hinweis darauf, dass GSKIP

an der Ausbildung des GSK3B-TAP/PKAla-Komplexes beteiligt ist.

3.4.2 StrepTactin-Prizipitation (SP) des GSK33-TAP/PKAIa-Komplexes

In weiteren Analysen wurde genauer der Frage nachgegangen, inwieweit die Komplexbildung
von GSK3p und PKAIa durch die Aktivitit der jeweiligen Proteinkinase moduliert wird. Zu
diesem Zweck wurde zunichst die Beobachtung aus den TAP/MS-Analysen, wo sich die
Interaktion der GSK3p mit der PKAIa zwischen der aktiven GSK3B-TAP-Formen und der
inaktiven KI-Mutante unterschied, ndher untersucht. Um diesen Befund quantitativ genauer
zu erfassen, wurden die drei getaggten GSK3B-TAP-Formen der HEK293T Zellen durch
Bindung an die StrepTactin-Sepharose (SP) prézipitiert und im WB analysiert. Fiir die WB-
Analysen wurden spezifische Antikorper gegen den TAP-Tag (a-HA, griin), die PKA Rla
(griin) Untereinheit und die PKA cata (rot) Untereinheit eingesetzt.

In Abb. 3.37 ist die WB-Analyse der Prizipitate aus allen rekombinanten HEK293T Zellen
und den wildtypischen Kontrollzellen (WT) dargestellt. Um die Effizienz der Aufreinigung zu

kontrollieren, wurden jeweils vom Proteinextrakt (P), vom Prizipitatiiberstand (U) und von
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der Waschfraktion (W) vergleichbare Teilmengen und die gesamte Menge des StrepTactin-

Prizipitates (SP) aufgetragen.

WT GSK Ser9 Kl
P SP M SP W U P SP W U P SP W U P

HA

Abb. 3.37: StrepTactin-Priizipitation der rekombinanten GSK3p-TAP-HEK293T Zellen zur Analyse des
GSK3p-PKAIvo-Komplexes. Von den Proteinextrakten (P), Prizipitatiiberstanden (U) und Waschfraktionen (W)
wurden vergleichbare Mengen und von dem StrepTactin-Prizipitat (SP) die gesamte Probe fiir die WB-Analyse
aufgetragen. Die WB-Analyse wurde mit dem Antikorper gegen den TAP-Tag (a-HA, griin), die PKA Rla
(griin) und die PKA cata (rot) durchgefiihrt. M: ProteingroBenstandard, WT: Wildtypzellen, GSK: GSK3B-TAP.

Der WB zeigt im griinen Kanal (a-HA) wie erwartet kein Signal fiir die WT-Kontrolle. Im
Gegensatz dazu ist in den GSK3B-TAP Zellen (GSK) im Proteinextrakt (P) ein starkes und im
Uberstand (U) ein schwicheres Signal zu sehen. Somit erfolgte fast eine vollstindige Bindung
des Fusionsproteins an die StrepTactin-Sepharose. Da in der Waschfraktion (W) kein Signal
erkennbar ist, kann von einem minimalen Proteinverlust ausgegangen werden. Das sehr starke
Signal im Prézipitat (SP) zeigt, dass eine sehr groe Menge des GSK3p-TAP-Proteins
aufgereinigt wurde. Die Ser9- und die KI-Mutante verhielten sich bei der StrepTactin-
Prizipitationen wie die nicht mutierte GSK3B-TAP. Folglich wurden diese Fusionsproteine
ebenfalls ohne grofen Verlust bei der Aufreinigung aus dem Zellextrakt isoliert. Der
Vergleich zwischen den SP-Signalen zeigt, dass unterschiedliche absolute Mengen der
Fusionproteine isoliert wurden. Von dem KI-Protein wurde die groBte, von dem GSK3p-
TAP-Protein etwas weniger und von dem Ser9-Protein die geringste Menge prazipitiert (KI-
Mutante > GSK3p-TAP > Ser9-Mutante).

Es wurde nun untersucht, in welchem Ausmafl die Untereinheiten der PKAIo mit den
prazipitierten GSK3B-TAP-Proteinen koprizipitiert wurden. Bei der WT-Kontrolle ist im
griimen Kanal (a-PKA Rla) und im roten Kanal (a-PKA cata) jeweils ein Signal im
Ausgangsextrakt (P), aber kein Signal im SP zu finden. Demzufolge wurden die beiden
Untereinheiten der PKA nicht durch unspezifische Bindung an das Sdulenmaterial isoliert. Im
Gegensatz dazu wurden in den Prézipitaten der GSK3B-TAP und der Ser9-Mutante sowohl
die PKA RI als auch die PKA cata detektiert (vgl. GSK-SP; Ser9-SP). Werden die

Signalintensititen jedoch mit den Signalen im Uberstand nach der Prizipitation (U)
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verglichen, so wird deutlich, dass nur ein geringer Anteil der gesamten PKAla an die GSK3-
TAP- und die Ser9-Proteine gebunden war. Fiir die KI-Mutante ergibt sich jedoch ein anderes
Bild. Hier ist fiir die PKA RI kein Signal nachweisbar, wihrend fiir die PKA cato ein
schwaches, aber deutliches Signal detektiert wurde (vgl. KI-SP).

Dieser beschriebene Befund wurde bei einer Wiederholung dieser Analyse noch einmal
bestitigt. Somit bestitigen diese Experimente die Vermutung, dass der GSK3B-TAP/PKAlo-
Komplex stirker ausgeprigt ist, sobald GSK3p in der aktiven Form (GSK3B-TAP und Ser9-

Mutante) vorliegt.

3.4.3 Analyse des GSK3p-TAP/PKAla-Komplexes nach GSK3p
Stimulation/Inhibition

Bei den Untersuchungen der KI-Mutante (TAP/MS- und PLA-Analysen, StrepTactin-
Prizipitation) konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die abgeschwéchte Interaktion mit
der PKAIa durch eine strukturelle Verdnderung der GSK3 infolge der eingefiihrten Mutation
ausgelost wurde. Daher sollte in weiteren Experimenten die Aktivitit der GSK3B-TAP
moduliert werden. In vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass L'Y294002
(PI3-Kinase Inhibitor) zu einer verminderten (ca. 80 %-Reduktion) und Insulin zu einer
gesteigerten GSK3B-Phosphorylierung am Ser9 (ca. 35 %-Zunahme) fiihrt (vgl. Kapitel
3.2.2). Moglicherweise konnten diese Unterschiede in der GSK3p-Phosphorylierung
ausreichen, um den Komplex mit PKAla zu beeinflussen. Um dieses zu untersuchen wurden
die GSK3B-TAP-HEK293T Zellen mit LY294002 (100 uM fiir 1 h) bzw. Insulin (432 nM fiir
10 min) inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Prizipitation der GSK3p-Fusionsproteine durch
Bindung an StrepTactin-Sepharose (SP). Die SP-Proben wurden mit Antikdrpern gegen den
TAP-Tag (a-HA, rot), die PKA Rla UE (griin) und gegen die PKA cata UE (rot) im WB
analysiert (Abb. 3.38).

Die WB-Analyse in Abb. 3.38 A steht exemplarisch fiir insgesamt drei unabhingige
Experimente, die mit LY294002 bzw. Insulin behandelten GSK3B-TAP Zellen durchgefiihrt
wurden. Der WB zeigt, dass in etwa gleiche Mengen der rekombinanten GSK3B-Proteine
unter den verschiedenen Bedingungen isoliert wurden (vgl. HA-Signale, rot). Bei den
LY294002 behandelten Zellen wurden im Vergleich zu den mit Insulin behandelten Zellen
verstidrkte Signale fiir beide PKAIa-Untereinheiten detektiert. Dieses spiegelt sich auch in der
quantitativen Auswertung aller Versuche wider (Abb. 3.38 B). Somit zeigte sich bei den

LY294002 behandelten Zellen eine Signalsteigerung um ca. 40 % fiir RIo. und um 75 % fiir
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cata. Bei den Insulin behandelten Zellen wurde eine Signalreduktion um ca. 50 % fiir RIo. und
25 % fiir cata. gemessen. Dieses Ergebnis ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die weniger
phosphorylierte und somit aktivere GSK3B-TAP (LY294002) verstirkt bzw. die stidrker
phosphorylierte und inaktivere GSK3B-TAP (Insulin) weniger stark mit PKAla interagiert.
Dieses Experiment unterstiitzt wiederum die These, dass der GSK3B-TAP/PKAla-Komplex
von der GSK3B-TAP-Aktivitit abhingig ist, denn GSK3B-TAP-Inaktivierung fiihrt zu einer
Auflosung und GSK3B-TAP-Aktivierung zu einer Verstirkung des GSK3B-TAP/PKAla-

Komplexes.
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Abb. 3.38: WB-Analyse des GSK3p-TAP/PKAla-Komplexes nach GSK3p Stimulation mit 1.Y294002 (Ly)
und Inhibition mit Insulin (Ins). A) Exemplarische WB-Analyse der GSK3B-TAP-HEK293T Zellen nach
GSK3p-Stimulation/Inhibition. Hierfiir wurden die rekombinanten GSK3B-TAP-Proteine zunichst mit einer
StrepTactin-Prizipitation isoliert und anschliefend mit einem WB mit Antikérpern gegen HA (rot), PKA Rla
(griin) und PKA cata (rot) analysiert. B) Quantitative Auswertung von drei unabhingigen Versuchen. Hierzu
wurde sowohl die regulatorische (RIa) als auch die katalytische (cata) UE auf die isolierte GSK3B-TAP-
Proteinmenge bezogen (RIo/HA, cata/HA). Die jeweiligen Werte der Kontrollzellen wurden auf 100 % gesetzt
und dienten dann als Bezugswert fiir die Normierung der LY294002- und Insulin-Werte. K:
Serumentzugskontrolle, Ly: mit LY294002 (100 uM fiir 1 h) behandelte Zellen, Ins: mit Insulin (432 nM fiir
10 min) behandelte Zellen (n = 3, p < 0,05).

3.4.4 Einfluss von Lithiumchlorid (LiCl) inhibierter GSK3-TAP auf den
GSK3p-TAP/PKAIa-Komplex

In diesem Experiment sollte analysiert werden, inwieweit die PKAla-Bindung zu GSK38-
TAP durch einen weiteren GSK3p-Inhibitor gehemmt werden kann. Lithiumchlorid (LiCl)
gilt als starker GSK3B-Inhibitor. Verschiedene Mechanismen wurden fiir seine
Hemmwirkung diskutiert. So besitzt LiCl eine kompetetive Wirkung auf Magnesiumionen
(Mg2+), die essentiell fiir die Aktivitdit der GSK3f bei der Phosphorylierung vieler ihrer
Substrate sind. Durch eine Hemmung von Phosphatasen, die fiir eine Dephosphorylierung von
GSK3p wichtig sind, sorgt LiCl fiir eine vermehrte GSK33-Phosphorylierung. Auflerdem soll
tiber eine LiCl-vermittelte Aktivierung von GSK3B-phosphorylierender Kinasen (PKCa,
AKT) GSK3p verstirkt phosphoryliert und somit inaktiviert werden. Um den Einfluss von
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LiCl auf den Komplex von GSK3B-TAP und der PKAla zu untersuchen, wurden die GSK3[3-
TAP- und Ser9-HEK293T Zellen mit LiCl (20mM) UN inkubiert. Fiir die
Kontrollbedingungen wurde anstelle von LiCl NaCl (20 mM) dem Medium zugesetzt. Nach
einer StrepTactin-Prézipitation wurden WB-Analysen der aufgereinigten GSK3B-TAP- und
Ser9-Proteine durchgefiihrt. Diese Untersuchungen erfolgten mit Antikorpern gegen den

TAP-Tag (a-HA, griin), PKA Rla UE (griin) und PKA cata UE (rot; Abb. 3.39).
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Abb. 3.39: WB-Analyse des GSK-PKAIa-Komplexes nach GSK3f Inhibition mit LiCl. A) Exemplarische
WB-Analyse der StrepTactin-Prézipitate von LiCl- oder NaCl-behandelten (20mM) GSK3B-TAP- und Ser9-
HEK?293T Zellen. Der WB wurde mit Antikorpern gegen HA (griin), PKA Rla (griin) und PKA cata umgesetzt.
B) Quantitative Auswertung von drei unabhingigen WB-Analysen. Fiir die Berechnung der relativen PKA-
Proteinmenge wurde wie im Kapitel 3.4.3 Abb. 3.38 beschrieben verfahren. Hierbei wurden die LiCl-Werte auf
die entsprechende NaCl-Kontrolle normiert. K: unbehandelte Zellen, GSK: GSK3B-TAP (n = 3, p < 0,05).

In Abb. 3.39 A ist exemplarisch eine WB-Analyse des oben erkldrten Experiments dargestellt.
Im griinen Kanal fiir a-HA ist zu sehen, dass etwa gleiche Mengen der Fusionsproteine nach
den unterschiedlichen Behandlungen prizipitiert wurden. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
LiCl-behandelten Zellen (GSK und Ser9) kein Rlo-Signal (griin) und ein stark reduziertes
cata-Signal (rot) im Vergleich zur NaCl-Kontrolle zeigen. Dieses wurde durch die
quantitative Auswertung dreier unabhingiger Experimente bestitigt (Abb. 3.39 B). Die LiCl-
Behandlung fiihrte in beiden Zelltypen auch zu einer signifikanten Reduktion der PKAlo-

87



Ergebnisse

Bindung. So wurde das Rla-Signal in den GSK3B-TAP um 90 % und in den Ser9-Mutanten
um 75 % vermindert. Das cata-Signal wurde in den GSK3B-TAP um 80 % und in den Ser9-
Zellen um 60 % reduziert. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass durch die
LiCl-Inhibition der GSK3p die PKAIa-Komplexbildung zu GSK3p sehr stark eingeschrinkt
wurde.

Die inhibitorische Wirkung von LiCl sollte ebenfalls auf die Komplexbildung zwischen
PKAIo und der endogenen GSK3f in HEK293T Zellen und HL-1 Kardiomyozyten untersucht
werden. Zu diesem Zweck wurden die beiden Zelllinien mit LiCl (20 mM) und mit NaCl
(20 mM) behandelt und anschliefend die Interaktion mit PLA analysiert. Die PLAs wurden
mit den Antikorpern gegen GSK3f (Maus) und PKA cata (Kaninchen) durchgefiihrt.
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Abb. 3.40: PLA-GSK3p/PKA cato-Ergebnisse von HEK293T (A1-A3) und HL-1 Zellen (B1-B3) nach
LiCl-Behandlung. Die PLAs wurden mit Antikérpern gegen GSK3f (Maus) und PKA cata (Kaninchen)
durchgefiihrt. In 1-2 sind exemplarisch Mikroskopaufnahmen abgebildet, wovon 1 die NaCl (20 mM) -Kontrolle
und 2 die LiCl (20 mM) -inkubierten Zellen zeigt. In 3 sind die entsprechenden quantitativen Auswertungen von
jeweils zwei PLAs dargestellt (n = 2).

In Abb. 3.40 sind die Ergebnisse der PLAs von den HEK293T (A1-A3) und von den HL-1
Zellen (B1-B3) zu sehen. In den Mikroskopaufnahmen der LiCl-behandelten HEK293T
Zellen sind weniger Signale als in der NaCl-Kontrolle zu sehen (vgl. A2 vs. Al). Somit
reduziert LiCl im Vergleich zur NaCl-Kontrolle die Assoziation von GSK3p mit der PKA
cata in den HEK293T Zellen. Die quantitative Auswertung von zwei Versuchen zeigt eine
Reduktion der Interaktion um ca. 50 % (A3). Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir die HL-1
Zellen erhalten. Auch hier sind in exemplarischen Mikroskopaufnahmen der LiCl-
behandelten Zellen (B1) weniger Signale als in der NaCl-Kontrolle (B2) zu erkennen. Die

Quantifizierung von zwei PLA-Experimenten zeigt eine 30 %-ige-Reduktion der Interaktion.
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Der PLA =zeigt also ebenfalls eine reduzierte GSK3B/PKAla-Interaktion bei GSK3j-
Hemmung. Im Vergleich zu den biochemischen Analysen war der Effekt aber nicht so stark

ausgepragt.

3.4.5 Untersuchung des GSK3p-TAP/PKAlo-Komplexes nach PKAla
Stimulation/Inhibition

Da sich zeigte, dass die Ausbildung des GSK3B-TAP/PKAla-Komplexes mit der Aktivitit
der GSK3p variiert, stellte sich die Frage, ob dieser Komplex auch von der PKAlIa-Aktivitit
abhéngig ist. Zur Beantwortung dieser Frage wurden Zellen mit dem cAMP-Analogon 8-Br-
cAMP stimuliert. PKA liegt als Tetramer vor, dass aus zwei regulatorischen Untereinheiten
und zwei katalytischen Untereinheiten besteht. 8-Br-cAMP aktiviert die PKA, indem es an die
regulatorischen Untereinheiten bindet und deren Dissoziation von den zwei katalytischen
Untereinheiten aus dem Tetramer veranlasst. Dadurch sind die katalytischen Zentren nicht
mehr blockiert und PKA kann seine Substrate phosphorylieren. Die Hemmung der PKA
erfolgte mit H89, das an die ATP-bindende Doméne der katalytischen Untereinheit bindet.
Fiir diese Analyse wurden entweder isolierte GSK3p-TAP/PKAla-Komplexe direkt oder die
Zellen mit 8-Br-cAMP bzw. H89 behandelt. Nach der Behandlung der Zellen erfolgte auch
hier eine StrepTactin-Prézipitation (SP) um den Komplex aufzureinigen. Als Kontrolle
wurden unbehandelte Zellen verwendet. In Abb. 3.41 A sind die WB-Ergebnisse der
behandelten Komplexe und in B der behandelten Zellen dargestellt.

In Abb. 3.41 A ist exemplarisch eine WB-Analyse der stimulierten/inhibierten Komplexe
aufgefiihrt. Im roten Kanal (a-HA) ist zu sehen, dass jeweils etwa die gleichen Mengen des
GSK3B-TAP-Proteins, des Ser9-Proteins und des KI-Proteins unter den verschiedenen
Bedingungen isoliert wurden. Unter Kontrollbedingungen zeigt sich wie zuvor, dass fiir
GSK3B-TAP und Ser9 exprimierende Zellen sowohl die PKA Rla als auch die PKA cata
Untereinheit koprazipitiert wurde. Fiir die KI-Mutante wurden wieder sehr schwache Signale
fiir beide PKAla-Untereinheiten detektiert.

Bei GSK3B-TAP fiihrte die H89-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle zu einer leichten
Signalschwidchung beider PKAlo-Untereinheiten. Eine 8-Br-cAMP-Inkubation hingegen
bewirkte vor allem eine starke Reduktion der cata-Untereinheit. Bei der Ser9-Mutante ist eine
dhnliche Signalverteilung fiir beide PKAIloa-Untereinheiten nach PKA-Stimulation bzw.
-Inhibition zu sehen. So zeigen sich hier nach H89-Behandlung verminderte Signale fiir die

beiden PKAlo-UE und nach 8-Br-cAMP-Inkubation eine Signal-Schwichung von Rlo und
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kein Signal fiir cata. Bei der KI-Mutante fiihrte weder H89 noch 8-Br-cAMP zu einer
aussagekriftigen Verdnderung der Signale der PKAlo-Untereinheiten. Ausgehend von der
erheblich geringeren Signalintensitit fiir die Rlo und cato kommt es fiir beide Untereinheiten

zu einem volligen Verschwinden der Signale.

A Stimulation / Inhibition von isolierten Komplexen
GSK Ki Ser9

M K H89 8Br M K H89 8Br M K H89 8Br

B PKA Rla
l PKA cata

Stimulation / Inhibition der rekombinanten HEK293T Zellen
GSK Kl Ser9
K M H8 8Br M K H89 8Br M K H89 8Br

PKA cata

Abb. 3.41: GSK3p-TAP/PKAlu-Komplexbildung nach PKAIo Stimulation mit 8-Br-cAMP oder PKAIa
Inhibition mit H89. Exemplarische WB-Analysen von den behandelten isolierten Komplexen (A) oder den
inkubierten Zellen (B). Mit dem WB wurden die StrepTactin-Prézipitate mit Antikorpern gegen HA (rot),
PKA Rlo (griin) und PKA cata analysiert. M: Proteingroflenstandard, K: Serumentzugskontrolle, H89: mit H89
behandelte Probe, 8Br: mit 8-Br-cAMP behandelte Probe.

Bei der Behandlung der Zellen mit H89 bzw. 8-Br-cAMP und anschlieBender StrepTactin-
Prizipitation der Fusionsproteine mit den assoziierten Proteinen wurde ein entsprechendes
Ergebnis erhalten (siehe Abb. 3.41 B). Fiir jede Zelllinie wurden jeweils gleiche
Proteinmengen bei allen drei Bedingungen (Kontrolle, H89- und 8-Br-cAMP-Behandlung)
prazipitiert (vgl. HA-Signale (rot) der einzelnen Fusionsproteine). Fiir die KI-Mutante sind
unter allen Bedingungen aufgrund der schwachen Interaktion von PKAIo mit der inaktiven
Mutante nur schwache Signale fiir beide PKAlIa-UE zu sehen, obwohl im Vergleich zu
GSK3B-TAP édhnliche Proteinmengen isoliert wurden (vgl. HA-Signale). Bei GSK3B-TAP
sind keine wesentlichen Unterschiede der Rlo- und cata-Signale zwischen den H89
behandelten Zellen und der Kontrolle zu erkennen. Hingegen zeigten sich eine Rla- und eine
starke cata-Signal-Reduktion bei den 8-Br-cAMP-inkubierten Zellen. In der Ser9-Mutante
fiihrte eine PKA-Stimulation ebenfalls zu einer besonders ausgeprigten Reduktion des cata-

Signals.
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Beide Experimente konnten in unabhingigen Versuchsansitzen bestitigt werden. Somit lédsst
sich zusammenfassend sagen, dass sowohl am isolierten Komplex als auch in intakten Zellen
die Stimulation der PKA zu einer fast vollstdndigen Dissoziation der cata-Untereinheit fiihrte
wihrend die RlIo-Untereinheit teilweise mit der GSK3B-TAP bzw. Ser9-Mutante assoziiert
blieb. Bei der Hemmung der PKA verblieben beide PKAla-Untereinheiten weitgehend mit
der GSK3B-TAP bzw. Ser9-Mutante verbunden.

3.4.6 Analyse des GSK3p und GSK3B-TAP Phosphorylierungsniveaus nach
PKA-Stimulation/Inhibition

Da PKA einen stabilen Komplex mit GSK3[ bildet, stellte sich die Frage, ob sich das
GSK3p-Phosphorylierungsniveau und somit ihre Aktivitdit durch PKA-Stimulation bzw.
Inhibition beeinflussen ldsst. Deshalb wurden die Zellextrakte von GSK3p3-TAP HEK293T
Zellen nach Behandlung mit H89 bzw. 8-Br-cAMP im WB auf Ser9-Phosphorylierung der
GSK3B bzw. GSK3B-TAP analysiert. Hierzu wurden Antikorper gegen GSK3f (rot) und
gegen die Ser9-Phosphorylierung (PGSK3, griin) verwendet (Abb. 3.42).

A B_
& 420 -
M K H89 8Br 31007

GSK3B-TAP  Z g5 |

GSK3B ?) 60 - m GSK3p
S 40 - O GSK3B-TAP
é 20 -
i -

K H89 8Br

Abb. 3.42: Bestimmung des relativen PGSK3p- und PGSK3p-TAP-Niveaus nach PKA
Stimulation/Inhibition. A) Exemplarische WB-Analyse der GSK3B-TAP-HEK293T Zellen nach PKA
Stimulation mit 8-Br-cAMP (8Br) und nach Inhibition mit H89. Es wurden jeweils die Prézipitate aufgetragen
und der WB mit Antikérpern gegen GSK3p und PGSK3p umgesetzt. B) Quantitative Auswertung von zwei
unabhingigen WB-Analysen. Hierbei wurde das PGSK3B-Niveau durch den Quotienten von PGSK3p-/GSK38-
Intensitidt (PGSK3B-TAP-Niveau: PGSK3B-TAP/GSK3B-TAP) bestimmt und diese Werte wurden wiederum auf
die Kontrolle (K) normiert. M: Proteingroflenstandard, K: Serumentzugskontrolle (n = 2).

In Abb. 342 A ist exemplarisch eine WB-Analyse der untersuchten GSK3B-TAP-
Proteinextrakte nach PKA-Stimulation und -Inhibition dargestellt. Im roten Kanal ist jeweils
ein Signal fiir die rekombinante (GSK3B-TAP) und fiir die endogene GSK3p ersichtlich. Die
dhnlichen Signalintensititen zwischen den verschiedenen Bedingungen weisen auf etwa
gleiche analysierte Proteinmengen hin. Bei den H89- und 8-Br-cAMP-behandelten Zellen

zeigen sich im griinen Kanal des WBs keine starken Veridnderungen des PGSK3p und
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PGSK3B-TAP-Signals im Vergleich zur Kontrolle (K). Die quantitative Auswertung von zwei
unabhédngigen Experimenten (Abb. 3.42 B) bestitigt diese Beobachtung. H89 verringert die
Phosphorylierung von GSK3 und GSK3B-TAP um ~20% und 8-Br-cAMP steigert diese um
~10%. Die Verdanderungen sind allerdings nicht signifikant.

Die geringen Effekte auf die GSK3B-Phosphorylierung nach PKA Stimulation/Inhibition
konnten auf die hohe basale GSK3B-Phosphorylierung zuriickzufiihren sein. Deshalb sollte
zur besseren Beurteilung der PKA  Stimulation/Inhibition die basale GSK3p-
Phosphorylierung, die durch den PI3K/AKT-Signalweg vermittelt wird, durch eine
LY294002- (PI3-Kinase Inhibitor) Behandlung reduziert werden. Hierzu wurden die GSK3-
TAP HEK293T Zellen mit LY294002 und 8-Br-cAMP bzw. mit LY294002 und H89
inkubiert. Anschliefend erfolgte eine WB-Analyse der Proteinextrakte mit Antikdrpern gegen
GSK3p (rot) und gegen die Ser9-Phosphorylierung von GSK3p (griin; Abb. 3.43).
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Abb. 3.43: Bestimmung des relativen PGSK3p- und PGSK3B-TAP-Niveaus nach LY294002- (Ly)
Behandlung und PKA Stimulation/Inhibition. A) Exemplarische WB-Analyse der GSK3B3-TAP-HEK293T
Zellen nach LY294002-Behandlung und zusitzlicher PKA Stimulation mit 8-Br-cAMP (8Br) und Inhibition mit
HS89. Fiir die WB-Analyse wurden jeweils die Prézipitate mit Antikdrpern gegen GSK3B und PGSK3p
untersucht. B) Quantitative Auswertung von zwei biologischen Replikaten mit zwei und drei technischen
Replikaten. Hierbei wurde das PGSK3B-Niveau durch den Quotienten der PGSK3B-/GSK3B-Signalintensitét
(PGSK3B-TAP-Niveau: PGSK3B-TAP/GSK33-TAP) bestimmt und anschlieBend erfolgte eine Normierung von
LY294002 / 8-Br-cAMP und LY294002/H89 auf die LY294002-Kontrolle (Ly-K) normiert. M:
ProteingroBenstandard, SE: Serumentzugskontrolle, K: unbehandelte Zellen. (n =2, mit 2 und 3 technischen
Replikaten, p<0,05)

Abb. 3.43 A zeigt exemplarisch eine WB-Analyse der LY294002-, LY294002 / 8-Br-cAMP-,
LY294002 / H89-behandelten Zellen und der Kontrollzellen (SE: Serumentzugskontrolle, K:
unbehandelte Zellen). Der PI3-Kinase Inhibitor LY294002 reduzierte im Vergleich zu den
Kontrollen (SE, K) das Ausmal} der Ser9-Phosporylierung von GSK3B-TAP und GSK3p
(griiner Kanal). Im Vergleich zu Zellen, die nur mit LY294002 behandelt wurden, fiihrte die
Stimulation mit 8-Br-cAMP zu einem Anstieg des Signals fiir PGSK3p. Dieser Effekt wurde
sowohl fiir das endogene als auch fiir das getaggte GSK3p-Protein beobachtet. Hemmung der

PKA mit H89 hingegen fiihrte zu keiner Signalveridnderung.
92



Ergebnisse

Die Normierung der PGSK3B-Signale (griin) auf die eingesetzten GSK3B-Proteinmengen
(rot) ergab, dass 8-Br-cAMP den Phosphorylierungsgrad von GSK3p unter diesen
Bedingungen um 50 % steigerte (siche Abb. 3.43 B). Fiir GSK3B-TAP wurde ebenfalls eine
50 %-Steigerung der Phosphorylierung erreicht. Generell kann die PKA also GSK3p und
GSK3B-TAP phosphorylieren, doch scheint die Modulation iiber den PI3K/AKT-Signalweg
in HEK293T Zellen den groeren Effekt zu haben.

3.4.7 Aktivititsassays von PKAla und GSK3p

Es stellte sich nun die Frage, ob die Interaktion von GSK3p und PKAIla die Enzymaktivitit
der Kinasen beeinflusst. Da die PKA-Stimulationsexperimente mit 8-Br-cAMP zeigten, dass
die GSK3p-Phosphorylierung gesteigert wurde, ldsst sich vermuten, dass dadurch ihre
Aktivitdt vermindert wurde. Bei diesem Experiment wurden jedoch alle Isoformen der
Proteinkinase A in der Zelle aktiviert, es konnte daher nicht bestimmt werden, ob speziell die
PKAIo einen Einfluss auf die GSK3B-Phosphorylierung hat. Aus diesem Grund sollte die
GSK3B-Enzymaktivitit in Gegenwart der PKAla in vitro untersucht werden. Hierzu wurden
PKAIo und GSK3p mit einem Substratpeptid, welches die GSK3p-Phosphorylierungsstelle
der Glykogensynthase umfasst, unter Zugabe von [y->P] ATP inkubiert. Erst nach einer
15 miniitigen-Inkubation der Enzyme wurde die PKAIa durch cAMP-Zugabe aktiviert, damit
die Proteinkinasen geniigend Zeit fiir eine Ausbildung eines Komplexes haben. Als Kontrolle
wurde entsprechend H,O verwendet. Nach Inkubationszeiten von 0, 10, 15, 20, 25 und 30 min
wurde jeweils ein Teil der Probe entnommen und auf ein P81-Filter gegeben, der alle Proteine
bindet. Nachdem das iiberschiissige radioaktive ATP durch Waschen entfernt wurde, erfolgte
eine Messung des Einbaus an radioaktivem Phosphat. Fiir die Bestimmung der basalen
GSK3B-Enzymaktivitit wurde die GSK3p mit ihrem Substratpeptid (GS) ohne Zugabe von
PKAIa inkubiert. Um mogliche cAMP-Einfliisse auf die GSK3p-Aktivitdt auszuschlieBen,
erfolgte zusitzlich eine GSK3B-Aktivititsmessung unter cAMP-Zugabe. Somit ergaben sich

vier verschiedene Versuchsansitze, die in Tabelle 3.5 zusammengefasst sind.

Tabelle 3.5: Bedingungen fiir die Messung der GSK3p-Enzymaktivitit in Abhingigkeit von PKAIlo.
GS: Glykogensynthase-Substratpeptid.

GSK3p |PKAla| GS | cAMP | Messung von:
X - X - | 1) GSK3B-Aktivitat
X | 2) cAMP Einfluss auf die GSK3B-Aktivitat

X - X
X X X - 3) Einfluss von PKAla auf die GSK3B-Aktivitat
X X X 4) Einfluss stimulierter PKAla auf die GSK3B-Aktivitat
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Abb. 3.44: Messung der GSK3p-Enzymaktivitit in Abhiingigkeit von PKAla. Fiir diese Versuche wurden
die beiden Proteinkinasen mit dem Glykogensynthase-Peptid und mit [y-*>P] ATP inkubiert. Ein Teil der Probe
wurde nach Inkubationszeiten von 0, 10, 15, 20, 25 und 30 min im Szintilationszdhler gemessen. Aus der
umgesetzten radioaktiven Phosphatmenge liel3 sich der gesamte Phosphateinbau in der Probe in pmol berechnen.
Von jeweils sechs unabhingigen Messungen wurden die ermittelten Mittelwerte in pmol entsprechend den
Messzeiten aufgetragen. Nach 15 min wurde durch Zugabe von cAMP (Pfeil) die PKAla aktiviert (orange). Als
Kontrolle wurde entsprechend nach 15 min H,O zu den Proteinkinasen gegeben (rot). Fiir die Bestimmung der
basalen GSK3pB-Aktivitit, wurde diese ohne PKAlo aber entsprechend mit cAMP (hellblau) bzw. H,O
(dunkelblau) mit der Glykogensynthase inkubiert (n = 6).

In einem Vorversuch wurde eine PKAla-vermittelte Phosphorylierung der GS ausgeschlossen
(nicht gezeigt).

In Abb. 3.44 sind die Ergebnisse der verschiedenen Versuchsansitze dargestellt. Hierbei
wurde anhand der radioaktiven Messung die umgesetzte Phosphatmenge in pmol bestimmt
und der Mittelwert von sechs unabhingig durchgefiihrten Messungen gegen die Messzeit
aufgetragen. Der Kurvenverlauf fiir die basale GSK3B-Enzymaktivitdtsmessung (dunkelblau)
zeigt einen langsamen Anstieg von ca. 3 pmol (0 min) auf ca. 60 pmol umgesetzter
Phosphatmenge (30 min). Fiir die anderen Bedingungen 2) GSK33 + cAMP (hellblau), 3)
GSK3B + PKAIa (rot) und 4) GSK3p + PKAlo+ cAMP (orange) sind anndhernd gleiche
Kurvenverldufe zu sehen. Somit wurde in allen Versuchsansitzen zu jedem Messzeitpunkt die
gleiche Menge an Phosphat umgesetzt. Hier zeigte sich nur bei der 60 min Messung von
GSK3p + PKAIa + cAMP eine stirkere Aktivititszunahme auf 80 pmol (orange). Die
gleichen Kurvenverldaufe der basalen GSK3B-Enzymaktivitdtsmessung (dunkelblau) und der
GSK3p-Enzymaktivititsmessung unter Zugabe von cAMP (hellblau) weisen darauthin, dass
cAMP keinen Einfluss auf die basale GSK3B-Kinaseaktivitdt hat. Des Weiteren wird die

Kinaseaktivitdt auch nicht durch die Inkubation mit PKAla verdndert (vgl. dunkelblau vs.
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rot). Ausschlieflich bei der Zugabe von PKAIo und cAMP zu GSK3p ist eine leichte
Aktivititssteigerung nach 30 min zu sehen (vgl. dunkelblau vs. orange). Hier zeigte allerdings
die groBe Standardabweichung, dass zu diesem Messpunkt eine hohe Schwankung der
Messergebnisse fiir die GSK3p + PKAlIa + cAMP-Proben vorlag, so dass die Relevanz dieses
Anstieges fraglich bleibt. Dieser Versuch spricht insgesamt dafiir, dass die PKAla keinen
Einfluss auf die GSK3B-Enzymaktivitit hat.

Da GSK3p moglicherweise die PKAlo phosphoryliert und auf diese Weise ihre
Enzymaktivitidt verdndert, sollte im umgekehrten Ansatz der GSK3B-Einfluss auf die PKAIa-
Aktivitdt analysiert werden. Fiir diese Fragestellung wurden die beiden Proteinkinasen unter
[y—3 7P ATP-Zugabe miteinander inkubiert und die PKAlo-Enzymaktivitit gemessen. Als
PKA-Substrat wurde das Peptid Kemptid eingesetzt, welches eine PKA-
Phosphorylierungsstelle besitzt. Auch hier wurde die PKAla erst nach 15 min durch cAMP-
Zugabe aktiviert, als Kontrolle wurde entsprechend H,O zum Ansatz gegeben. Nach
Inkubationszeiten von 0, 15, 20, 30, 40, 60 min wurde ein Teil der Probe entnommen und der
Einbau des radioaktiven Phosphats ermittelt. Die Messung der basalen PKAla-Enzymaktivitit
wurde ohne die GSK3B-Inkubation aber mit cAMP- bzw. H,O-Zugabe durchgefiihrt. Folglich

wurden fiir diese Frage vier Versuchsansitze durchgefiihrt (siehe Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Bedingungen fiir die Messung der PKAIo-Enzymaktivitit in Abhingigkeit von GSK3p.
Kemp.: Kemptid.
PKAla | GSK3p | Kemp. | cAMP | Messung von:
- X - 1) PKAla-Aktivitat
- X X 2) cAMP Einfluss auf die PKAla-Aktivitat
X X - 3) Einfluss von GSK3p auf die PKAIla-Aktivitat
X X 4) Einfluss von GSK3p auf die stimulierte PKAla-Aktivitat

X |IX |X |X

Mittels eines Vorversuches wurde ausgeschlossen, dass die GSK3p die Kemptide
phosphoryliert (nicht gezeigt).

In Abb. 3.45 sind jeweils die Mittelwerte von sechs Messungen in Abhédngigkeit von der Zeit
fiir die einzelnen Versuchsansitze dargestellt. Die dunkelblaue Kurve fiir die basale PKAIa-
Enzymaktivitit steigt von 5 pmol (0 min) auf 50 pmol umgesetzter Phosphatmenge (15 min).
AnschlieBend findet ein langsamer Anstieg auf ca. 100 pmol Phosphateinbau statt (60 min).
Stimulation der PKAIa mit cAMP (hellblau) steigerte die umgesetzte Phosphatmenge auf ca.
180 pmol nach 60 min (hellblaue Kurve). Die Kombination von PKAIa, GSK3p und cAMP
(orange) zeigte die hochste PKAla-Aktivitdt von 225 pmol nach 60 min. Folglich fiihrte eine
GSK3p-Zugabe zu einem Anstieg um ca. 45 pmol (vgl. hellblaue vs. orange Kurve). Die
statistische Analyse (2-Weg-ANOVA-Test) ergab, dass die einzelnen Kurvenverldufe
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zueinander verschieden waren (p < 0,05). Mit den Ergebnissen wurde zweimal gezeigt, dass
durch die GSK3p-Zugabe der Phosphateinbau um 30 pmol (vgl. dunkelblaue vs. rote Kurve)
und um 45 pmol (vgl. hellblaue vs. orange Kurve) gesteigert wurde. Daraus lédsst sich

schlussfolgern, dass die GSK3p die PKAlIa-Aktivitit erhoht hat.
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Abb. 3.45: Messung der PKAlo-Enzymaktivitit in Abhéngigkeit von GSK3p. PKAlIa und GSK3p wurden
mit Kemptide und mit [y-33P] ATP inkubiert. Nach 0, 15, 20, 30, 40, 50 und 60 min wurde von einem Teil der
Probe die eingebaute Radioaktivitit ermittelt und die umgesetzte Phosphatmenge in pmol berechnet. Es sind die
Mittelwerte von jeweils sechs unabhingigen Messungen aufgetragen. Nach 15 min wurde durch die cAMP-
Zugabe (Pfeil) die PKAIla-Aktivitit induziert (orange). Als Kontrolle wurde nach 15 min H,O (rot)
hinzugegeben. Die basale PKAIa-Aktivitat wurde ohne die GSK3B-Anwesenheit, aber unter Zugabe von cAMP
(hellblau) bzw. H,O (dunkelblau) bestimmt (n = 6; 2-Weg-ANOVA-Test, p < 0,05).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die PKAIa-Aktivitdt durch GSK3p leicht gesteigert
wurde, aber die GSK3B-Aktivitit durch PKAIa nicht verdndert wurde.

3.4.8 Auswirkungen einer GSK3p-Hemmung auf das PKA-Substrat VASP

(Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein)

Gambaryan et al., 2010 hatten gezeigt, dass PKA auch cAMP-unabhiingig aktiviert werden
kann, indem die katalytische Untereinheit aus einem Komplex mit NFkB/IkB entlassen wird.
Da LiCl eine Dissoziation des GSK3B/PKAla-Komplexes bewirkt, wurde iiberpriift, ob der
GSK3-Inhibitor LiCl eine gesteigerte PKA-Aktivitit induzierte. Als Mal} fiir die PKA-
Aktivitdit wurde das PKA-Substrat VASP (Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein)
genutzt, denn wenn PKA aktiv ist, phosphoryliert sie VASP am Ser157. Um die
Auswirkungen der GSK3B-Hemmung auf die VASP-Phosphorylierung zu untersuchen,
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wurden die wildtypischen HEK293T und GSK3B-TAP HEK293T Zellen fiir 1, 2, 3 und 4 h
mit LiCl (20 mM) behandelt. Fiir LiCl wurde bereits gezeigt, dass die GSK3p-Hemmung zu
einer verringerten Komplexbildung zwischen GSK3p und PKAla fiihrt (siehe 3.4.4). Um die
entsprechenden Kontrollen zu erhalten, wurden Zellen mit der entsprechenden NaCl-
Konzentration fiir 1 oder 4 h inkubiert. Als positive Kontrolle dienten 8-Br-cAMP (8Br;
PKA-Aktivator, 30 min) behandelte WT-Zellen. Nach den jeweiligen Inkubationen wurden
die priparierten Zellextrakte mit einem Antikorper gegen VASP im WB analysiert (Abb.
3.46). VASP besitzt in der dephosphorylierten Form eine Grofe von 46 kDa, bei einer
Phosphorylierung liduft das phosphorylierte VASP bei 50 kDa.

WT GSK
NaCl LiCl NaCl LiCl

M 1h 4h ith  2h 4h 8Br M 1h 4h  1h  2h 3h 4h

Abb. 3.46: WB zur Untersuchung des Einflusses einer GSK3p-Inhibierung mit LiCl auf die PKA-
Aktivitit. Die PKA-Aktivitidt wurde hierbei anhand der Phosphorylierung des PKA Substrates VASP bestimmt.
Fiir die Dissoziation des GSK3p/PKAla-Komplexes wurden die Wildtyp (WT) und die GSK33-TAP HEK293T
Zellen (GSK) mit LiCl (20 mM) fiir unterschiedliche Zeiten (1-4 h) inkubiert. Als Kontrollexperiment wurden
die Zellen mit NaCl (20 mM, fiir 1 oder 4 h) behandelt. Zum Erhalt einer positiven Kontrolle wurden die WT-
Zellen mit 8-Br-cAMP (8Br) inkubiert. Die WB-Analyse wurde mit einem Antikorper gegen VASP
durchgefiihrt. Bei einer VASP-Phosphorylierung (PVASP) wird die ProteingréBe von 46 kDa auf 50 kDa
gesteigert. M: Proteingrofenstandard.

Im WB in Abb. 3.46 ist zu sehen, dass sowohl die NaCl als auch die LiCl behandelten Zellen
ein Signal fiir die dephosphorylierte VASP Form zeigen. Im Gegensatz dazu zeigte die
positive Kontrolle (8Br) zwei Signale, ein Signal fiir VASP und eines fiir das phosphorylierte
VASP (PVASP). Da bei diesem Experiment die positive Kontrolle durch ein Signal auf der
Hohe des PVASP eine Phosphorylierung von VASP anzeigte, lie sich eine PKA-Aktivierung
tiber eine 8-Br-cAMP-Behandlung tiber VASP-Phosphorylierung nachweisen. Eine GSK3-
Hemmung mit LiCl, welche zu einer Freisetzung von PKAla fiihrt, hatte wie die Inkubation
mit NaCl, keine Auswirkungen auf die VASP-Phosphorylierung. Diese Beobachtung deutet
darauf hin, dass die Dissoziation des GSK3B/PKAla-Komplexes nicht zu einer cAMP-
unabhéngigen Aktivierung der PKAla fiihrte.
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4 Diskussion

Das menschliche Genom enthilt nur ca. 30.000 Gene, die ihrerseits zur Bildung von etwa
500.000 verschiedenen Proteinen fiihren. Diese Steigerung der Komplexitit wird durch
alternatives Splicing, proteolytische Spaltung sowie posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, Nitrosierung, Hydroxylierung, Acetylierung, u.a. erreicht. Die Interaktion
von Proteinen und ihre Organisation in Proteinkomplexen stellt eine weitere Ebene dar, die
das Funktionsspektrum des Proteoms erheblich steigert. Es wird geschitzt, dass etwa 80 %
der Proteine in Proteinkomplexen agieren und nicht als Einzelproteine vorliegen (Berggard et
al., 2007). Somit trdgt die Erforschung von Proteinkomplexen dazu bei, die spezifische
subzellulidre Organisation und Funktion von Proteinen besser zu verstehen.

Die Glykogen Synthase Kinase 3 beta (GSK3p) ist an der Regulation einer Vielzahl zelluldrer
Funktionen wie Stoffwechsel, Wachstum und Differenzierung beteiligt. Thre Aktivitdat wird
durch Phosphorylierung an Ser9 gehemmt, Phosphorylierung an Tyr216 hingegen steigert ihre
Aktivitdt. Thre katalytische Aktivitit fiir spezifische Substrate wird durch eine Substrat-
Priphosphorylierung beeinflusst, die von anderen Kinasen (z.B. Casein Kinase 2) ausgefiihrt
wird. Eine weitere Ebene der Regulation erfolgt durch die Ausbildung spezifischer
Proteinkomplexe, wodurch GSK3f mit ihren Substraten assoziiert ist (z.B. im Wnt-Signalweg
oder bei der Axonsprossung). Die Bildung von Proteinkomplexen konnte GSK3p eine Zeit-
und Ortsspezifitit der Signaltransduktion ermdglichen und zu ihrer Signaldiversitit beitragen.
In der Literatur sind bisher nur wenige Beispiele fiir eine Einbindung der GSK3f in
Proteinkomplexe beschrieben, und es wurde bislang keine systematische Analyse der GSK3p-
assoziierten Interaktionspartner durchgefiihrt. Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels eines
Proteomics Ansatzes GSK3-assoziierte Proteine aus Sdugerzellen (HEK293T Zellen, HL-1
Kardiomyozyten) zu isolieren und zu identifizieren. Durch Kombination der Tandem-
Affinitédtsreinigung und massenspektrometrischer Analyse (TAP/MS) wurden so bekannte
und neue Interaktionspartner der GSK3p identifiziert, die neue Einblicke in die GSK3p

abhidngige Signaltransduktion und Regulation erméglichten.

Die wesentlichen Erkenntnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:
e Mit der TAP/MS-Methode konnten sowohl in transient transfizierten HEK293T
Zellen, als auch in stabil infizierten HEK293T und HL-1 Zellen, neue GSK3p-

Interaktionspartner identifiziert werden.
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e Drei der vier neuen Interaktionspartner (Filamin A, Acetyl-CoA Carboxylase-1
(ACCI1) und Proteinkinase A I o) konnten mit dem Proximity Ligation Assay (PLA)
als GSK3p-Interaktionspartner validiert werden. Die Interaktion wurde nicht nur fiir
das rekombinante, sondern ebenfalls fiir das endogen exprimierte GSK3B-Protein
nachgewiesen. Der GSK3p-Komplex mit Protein Arginin N-Methyltransferase 5
(PRMT5) hingegen konnte weder in den HEK293T Zellen noch in den HL-1
Kardiomyozyten mit dem PLA validiert werden.

e GSK3p bildet in beiden Zelllinien einen sehr prominenten Komplex mit der
Proteinkinase A Typ I a (PKAla: regulatorische Untereinheit (UE) Typ I a und
katalytische UE a). Hierbei scheint die PKAla bevorzugt mit der aktiven Form von zu
GSK3p interagieren. Das GSK3p interagierende Protein (GSKIP), das die Interaktion
der GSK3p mit der PKA Typ II vermittelt, konnte nicht im Komplex nachgewiesen
werden.

¢ Die detaillierte Analyse des GSK3B/PKAla-Komplexes in HEK293T Zellen zeigte,
dass die Interaktion von GSK3f mit PKAla abhingig von der katalytischen Aktivitit
der GSK3p ist. So fiihrte eine Aktivierung der GSK3f durch Hemmung des
inhibitorischen PI3K/AKT-Weges (PI3K-Inhibitor LY294002) zu einer gesteigerten
Interaktion. Im Gegensatz dazu verminderte die Hemmung der GSK3f (iiber Insulin
- PI3K/AKT-Signalweg bzw. LiCl) die Komplexbildung. Ebenso zeigte eine inaktive
GSK3pB-Mutante fast keine Interaktion mit der PKAla.

e Die Interaktion von PKAIa und GSK3p wurde durch eine PKA-Hemmung (PKA-
Inhibitor H89) nicht wesentlich beeinflusst. Jedoch hatte eine PKA-Aktivierung (8-
Brom-cAMP) zur Folge, dass die katalytische Untereinheit fast vollstindig
dissoziierte, wihrend die regulatorische Untereinheit teilweise am GSK3B/PKAla-
Komplex assoziiert blieb.

e Eine PKA-Hemmung bzw. -Aktivierung fithrte zu einer Verminderung bzw.
Steigerung der GSK3B-Phosphorylierung.

e Im in vitro Experiment scheint PKAla nicht die GSK3B-Aktivitit zu beeintrichtigen,
jedoch bewirkt GSK3p eine PKAIa-Aktivititssteigerung.

4.1 Identifizierung von GSK3p-assoziierten Proteinen

Die Tandem-Affinitédtsreinigung und massenspektrometrische (TAP/MS) Identifizierung von

Proteinkomplexen hat insbesondere in der Hefe Saccharomyces cerevisiae wegweisende
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Erkenntnisse hinsichtlich der Organisation der Proteine in iibergeordneten Proteinkomplexen
gefithrt (Rigaut et al., 1999). Um eine systematische Analyse der GSK3p-assoziierten
Proteinkomplexe durchzufiihren, wurde die TAP/MS-Methode auf die Proteinkinase GSK3f3
tibertragen. Es zeigte sich, dass eine Fusion der GSK3p mit einem HA/Strepll/Flag-Tag
(TAP-Tag) zur Identifizierung einer Vielzahl assoziierter Proteine fiihrte. Als Bestitigung fiir
den gewihlten experimentellen Ansatz kann gewertet werden, dass mit Axin-1, f-Catenin und
Adenomatous polyposis coli protein (APC) bereits bekannte GSK3p-Interaktionspartner aus
dem Wnt-Signalweg identifiziert wurden. Es wurden dariiber hinaus zahlreiche neue GSK33-
Interaktionspartner wie z.B. Filamin A, ACC-1 oder PKAla detektiert.

Da die TAP die Expression eines getaggten Proteins erfordert, ist bei diesem Ansatz immer zu
bedenken, dass eine massive Uberexpression Einfluss auf die Art der Bindungspartner haben
kann und somit falsch positive Proteine identifiziert werden kénnen. Um dieses Risiko zu
minimieren, wurde daher die initial durchgefiihrte transiente Expression (Lipofektion) auf
stabil transfizierte Zellen mit einem niedrigeren Expressionsniveau umgestellt. Diese
Methode erlaubte dariiber hinaus die Kardiomyozyten-Zelllinie HL-1 mit in die
Untersuchungen einzubeziehen, da diese durch Lipofektion nahezu untransfizierbar ist. Dies
war von besonderem Interesse, da GSK3p im Herzen eine wichtige Rolle spielt. In der Tat
wurde durch den lentiviralen Ansatz erreicht, dass das Expressionsniveau der getaggen
GSK3p in derselben GroBenordnung lag wie das der endogen exprimierten GSK3f. Ferner
unterlag das GSK3B-TAP-Protein derselben Regulation durch Phosphorylierung wie die
endogen exprimierte GSK3p.

Damit stand ein System zur Verfiigung, das die erfolgreiche Reinigung von GSK3pB-
assoziierten Proteinen erlaubte. Die TAP/MS-Analyse fiihrte auch bei den stabil transfizierten
HEK293 und HL-1 Zellen zur Identifizierung interagierender Proteine. Neben den
Chaperonen Glukose-regulierendes Protein 78, Hitzeschockprotein 90 (alpha und beta) oder
Hitzeschock-verwandtes 71 kDa Protein, wurden wiederholt z.B. ACC1, Annexin A2, PKA
regulatorische UE Typ I a, PRMTS oder Tubulin alpha-1A gefunden. Da die TAP an einer
gleichen Proteinmenge nicht-transfizierter Kontrollzellen keine vergleichbaren Banden
aufwiesen, konnte davon ausgegangen werden, dass die identifizierten Proteine als
Interaktionspartner von GSK3p isoliert worden waren. Ein Vergleich der eluierten Proteine
aus HEK293T-Zellen und den HL-1 Zellen ergab eine weitreichende Ubereinstimmung der
identifizierten Proteine, was die Authentizitit der Interaktionspartner unterstreicht.

Die Signaltransduktion erfordert die regulierte Interaktion von Proteinen untereinander. Daher

stellte sich die Frage, ob die identifizierten Proteine konstitutiv mit der GSK3p interagierten,
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oder ob sich eine Variation der Komplexbildung in Abhingigkeit der GSK3B-Aktivitit
beobachten lieB. Die Untersuchungen zur GSK3p-abhingigen Komplexbildung wurden
zundchst nur an Zellen durchgefiihrt, die subkonfluent in DMEM-Medium mit 10 % FCS
gewachsen waren. Unter diesen Bedingungen liegt GSK3[ teilweise in inaktiver (Ser9
phosphoryliert) bzw. aktiver (Ser9 dephosphoryliert) Form vor. Damit lie sich nicht
entscheiden, mit welcher der GSK33-Formen die identifizierten Proteine interagierten. Um zu
untersuchen inwiefern GSK3p im aktiven Zustand andere Interaktionspartner bindet als in der
inaktiven Form, wurden Stimulations- und Inhibitionsanalysen durchgefiihrt. So fiihren
Insulin oder IGF-1 durch Stimulation des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/AKT-
Signalweges zur Inaktivierung der GSK3p (Cross et al., 1995; Park et al., 1999). Die so
ausgeloste Hemmung der GSK3f bewirkt eine Enthemmung der Glykogensynthase und fiihrt
somit zur vermehrten Synthese von Glykogen (siehe Einleitung Kapitel 1.2). Daher wurde
tiberpriift, inwieweit die Modulation des PI3K/AKT-Signalweges zur vollstindigen
Hemmung bzw. Enthemmung der GSK3p fiihrte. Jedoch zeigte sich in diesen Experimenten
mit Insulin oder IGF-1 als ,,GSK3p-Inhibitoren* nur eine schwache Steigerung der GSK3p-
Ser9-Phosphorylierung und mit LY294002 (PI3-Kinase Inhibitor) als ,,GSK3B-Stimulator*
keine vollstindige GSK3p-Ser9-Desphosphorylierung. Diese Ergebnisse belegten, dass unter
den  basalen Bedingungen @AKT nur zu einem  geringen Teil zum
Gesamtphosphorylierungsniveau der GSK3p beitrug. So wird die GSK3B-Ser9-
Phosphorylierung z.B. auch durch die MAPK/MAPKAP-1- oder PLC/PKC Signalwege
gesteigert (Saito et al., 1994; Fang et al., 2002; siehe auch Einleitung Kapitel 1.2 Abb. 1.4).

Um definitiv aktive bzw. inaktive GSK3B hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens zu
analysieren, wurde eine Ser9-Mutante (Ser9 - Ala9; konstitutiv aktiv) und eine inaktive
Mutante (KI) generiert. Weitreichende Analysen zur Struktur von Proteinkinasen haben
gezeigt, dass die ATP-Bindungsstelle hochkonservierte Sequenzmotive trigt (GxGxxG -16 x-
K (x: beliebe Aminosiure). Das konservierte Lysin (K) scheint dabei direkt an dem Transfer
des Phosphatrestes auf das Substrat beteiligt zu sein. Tatsidchlich wurde in verschiedenen
Analysen gezeigt, dass eine Mutation des konservierten Lysins in der ATP-Bindunsstelle zur
Inaktivierung der katalytischen Aktivitdt von Kinasen fiihrte (Hanks et al., 1988). Da die
GSK3pB an der entsprechenden Position zwei Lysine K(85)K(86) aufweist, wurden beide
Lysine durch Alanine ersetzt (K85, K86 > A85, A86) und auf diese Weise eine inaktive
GSK3pB-Mutante erzeugt (KI-Mutante). Die Analyse der erhaltenen Mutanten ergab, dass die

Ser9-Mutante nicht phosphorylierbar war und eine hohe katalytische Aktivitit in vitro besal,
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wihrend die KI-Mutante an Ser9 phosphoryliert wurde, in vitro aber, wie erwartet, keinerlei
katalytische Aktivitdt aufwies.

Die Analyse der Proteininteraktionen der GSK3p3-Mutanten in HEK293T und in HL-1 Zellen
ergab ein konsistentes Bild. Dabei lie} sich feststellen, dass die Muster der gebundenen
Proteine in den Zellen, die die GSK3B-TAP Variante bzw. die Ser9-Mutante exprimierten,
sehr dhnlich waren. Ein wesentlicher qualitativer Unterschied betraf vor allem die KI-

Mutante.

4.2 Interaktion von GSK3p mit Hitzeschockproteinen (HSP)

Mit groBer Reproduzierbarkeit wurden Hitzeschockproteine (z.B.: Hitzeschockprotein 90
(HSP90) alpha und beta, Hitzeschock-verwandtes 70 kDa Protein-2, Hitzeschock-verwandtes
71 kDa Protein, Glukose-regulierendes Protein 78) als Interaktionspartner von GSK3p-TAP
sowohl bei transienter als auch stabiler Expression koeluiert. Dieser Befund konnte darauf
hinweisen, dass das GSK3B-TAP-Protein zu einem groflen Teil fehlgefaltet vorliegen konnte.
Allerdings ist die Assoziation nicht nur bei der transienten Expression des GSK3B-TAP-
Proteins zu finden, die durch eine massive Uberexpression gekennzeichnet ist. Vielmehr lisst
sich die Interaktion auch in den auf niedrigem Niveau stabil exprimierenden Zelllinien
nachweisen. Die Interaktion von Proteinen mit HSP findet jedoch nicht nur bei einer
Fehlfaltung der Proteine statt. Es ist vielmehr bekannt, dass insbesondere die Proteine der
HSP90 Familie eine regulatorische Funktion aufweisen (Pratt, 1998; McClellan et al., 2007).
So fiihrt die Interaktion von HSP90 mit nukledren Hormonrezeptoren (z.B.
Progesteronrezeptor) zu ihrer zytoplasmatischen Sequestrierung, die nach Bindung des
Liganden aufgehoben wird und eine Kerntranslokation der Rezeptoren ermoglicht (Haverinen
et al., 2001; Tao and Zheng, 2011). Ebenso ist HSP90 an der Regulation der Aktivitit
beispielsweise der endothelialen NO Synthase (Pritchard et al., 2001) sowie der Proteinkinase
AKT beteiligt (Sato et al., 2000). Die Interaktion von GSK3 mit HSPs konnte daher auch im

Dienste ihrer Regulation bzw. Signalweiterleitung stehen.

4.3 Interaktion von GSK3p mit weiteren Proteinen

In den TAP/MS-Analysen der stabil exprimierenden HEK293T- und HL-1 Zellen wurden
weitere Proteine, die bereits bei den transienten Transfektionen gefunden worden waren,
wieder detektiert. Zu diesen Proteinen zihlten die ACC1 und PKAIo. Als ein weiterer neuer

und noch unbekannter GSK3-Interaktionspartner wurde die PRMTS5 sowohl in HL1 als auch
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in HEK293T Zellen nachgewiesen. Diese drei Proteine (PRMTS5, ACCI, PKAla) und
Filamin A, das in den transient transfizierten HEK293T Zellen identifiziert wurde, wurden fiir
eine Verifizierung der GSK3p-Interaktion ausgewdhlt. Dies erfolgte mittels Proximity
Ligation Assay (PLA). Diese Methode sollte einerseits als ergidnzendes Verfahren zur
Verifizierung der TAP Ergebnisse herangezogen werden, andererseits erlaubte der PLA zu
tiberpriifen, ob die fiir das getaggte Protein nachgewiesene Interaktion auch mit der endogen
exprimierten GSK3B (nicht getaggt) nachweisbar war. Die Erhebung dieser Daten war
besonders wichtig, um eine artifizielle Interaktion der potenziellen Bindungspartner mit dem

getaggten Protein auszuschlie3en.

4.3.1 GSK3p/Filamin A-Komplex

Fiir Filamin A wurde eine Interaktion mit der rekombinanten und der endogenen GSK3p in
HEK293T Zellen nachgewiesen. In HL-1 Kardiomyozyten wurde keine Komplexbildung
zwischen GSK3p und Filamin A gezeigt, da dieser Zelltyp entsprechend der Western Analyse
Filamin A nicht oder nur in sehr geringem Mafe bildet. Fiir die rekombinanten HEK293T
Zellen zeigte sich, dass Filamin A vornehmlich an die aktiven Formen von GSK3p (Ser9-
Mutante und GSK3B-TAP), nicht aber an die KI-Mutante bindet. Diese Interaktion scheint
somit durch die GSK3B-Aktivitit reguliert zu werden.

Filamin A ist ein groBes zytoplasmatisches Protein, welches aus zwei Untereinheiten von je
280 kDa besteht. Es gehort zu den Aktin-bindenden Proteinen und sorgt fiir eine
Quervernetzung der Aktinfilamente, wodurch das dreidimensionale Aktin-Netzwerk
stabilisiert wird. Filamin ist aber nicht nur als Aktin-bindendes Protein bekannt, sondern es
wurden mittlerweile iiber 90 weitere Filamin-Interaktionspartner identifiziert. Zu den
verschiedenen intrazelluldren Proteinen zdhlen Kanile, Rezeptoren, Signalmolekiile, sowie
Transkriptionsfaktoren (Nakamura et al., 2011). Filamin A interagiert sowohl mit F-Aktin als
auch mit Integrinen und stellt somit eine Verbindung zwischen Matrix und Zytoskelett her
(Kiema et al., 2006). Dieser Verbindung scheint bei der Signaliibermittlung mechanischer
Stimuli eine wesentliche Rolle zu spielen. Uber diese Verbindung ist Filamin A auch an der
Steuerung der Zelladhidsion und -migration beteiligt (Zhou et al., 2010).

In dieser Arbeit wurde nun erstmalig gezeigt, dass auch die GSK3P zu den Filamin A
bindenden Proteinen zdhlt. Die genaue Funktion dieser Interaktion wurde nicht weiter
untersucht. Ein Ansatzpunkt konnte jedoch in der Beobachtung liegen, dass sowohl Filamin A
als auch GSK3p die Dynamik der Filopodienbildung und somit im weiteren Verlauf die

Aussprossung von Axon und Dendriten modulieren (Letourneau and Shattuck, 1989; Lambert
103



Diskussion

de Rouvroit and Goffinet, 2001; Owen and Gordon-Weeks, 2003). Ferner zeigte sich, dass
Filamin A in Blutpléttchen die Interaktion zwischen dem Glykoprotein Ia und dem Aktin-
Zytoskelett herstellt und damit die Pldttchenadhésion vermittelt. Ein Defekt dieser Interaktion
fiihrt zu einer verringerten Plittchenadhision und damit zu vermehrten Blutungen.
Interessanterweise wirkt GSK3p als negativer Regulator der Plittchenaggregation (Li et al.,
2008).

Aufgrund der hier nachgewiesenen Interaktion von GSK3f und Filamin A eroffnet sich fiir
weitere Untersuchungen die interessante Frage, inwieweit GSK3p die Axonsprossung

und/oder die Pliattchenfunktion direkt durch Modulation des Filamins steuert.

4.3.2 GSK3p/PRMTS-Komplex

Die Arginin N-Methyltransferase PRMTS katalysiert die Methylierung von Arginin-
Seitenresten, so dass w-N-Monomethylarginin- oder symmetrisches Dimethylarginin gebildet
werden. Durch diese posttranslationale Modifikation reguliert PRMTS5 die Genexpression
(z.B. ribosomale RNA), indem sie beispielsweise Histone modifiziert (Majumder et al., 2010;
Tee et al., 2010). Daneben spielt die PRMTS5-vermittelte Methylierung z.B. auch eine
essentielle Rolle bei der zytoplasmatischen Assemblierung und Biogenese der
Kernribonukleoproteine (snRNPs, small nuclear ribonucleoprotein; Gonsalvez et al., 2007).

Der weitreichende Einfluss der PRMTS auf die Genexpression erdffnete die Moglichkeit, dass
die Interaktion der GSK3p mit der PRMTS ein wichtiges regulatorisches Prinzip darstellen
konnte. Daher wurde die Interaktion beider Proteine auch mittels PLA n#her untersucht.
Sowohl in HEK293T als auch in HL-1 Zellen wurden keine Signale im PLA detektiert, so
dass die mit den TAP/MS-Analysen ermittelte Interaktion aufgrund dieses Negativ-Befundes
nicht bestitigt werden konnte und es sich somit bei der PRMTS um ein falsch positives
Ergebnis handeln konnte. In der Literatur wurde PRMTS5 bereits als ein falsch-positiver
Interaktionskandidat beschrieben, der bei der Reinigung iiber Flag-Agarose unspezifisch an
die Matrix bindet (Nishioka and Reinberg, 2003; Chen and Gingras, 2007). Allerdings wurde
in dieser Arbeit im Gegensatz zur einfachen Reinigung die Tandem-Affinitdtsreinigung
durchgefiihrt. Eine unspezifische Kontamination der Eluate mit PRMTS5 wiirde eine zweifache
unspezifische Adhésion und daran anschlieBende Elution einmal mit dem Flag Peptid zum
anderen aber auch mit Biotin erfordern. Au8erdem wurde die PRMTS nicht in den Eluaten der
Kontrollzellen gefunden. Ebenso wurde die PRMTS5 nicht bei der TAP des kardialen Ankyrin
Proteins (CARP) in unserem Labor identifiziert (Naguib, 2009), so dass eine Kontamination

eher unwahrscheinlich ist. Ein Grund fiir das negative PLA Ergebnis fiir den GSK3B/PRMTS5-
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Komplex konnte bei den verwendeten Antikorpern liegen. Da der PLA nur bei einem
hinreichend kurzen Abstand (< 40 nm, Herstellerangabe) der beiden verwendeten Antikorper
ein Signal liefert, hingt der Ausgang dieses Experiments von der Anordnung der Epitope auf
den Proteinen ab. Ferner diirfen die Epitope nicht durch die Komplexbildung der Proteine
blockiert sein. Das bedeutet, dass auch bei negativen PLA-Ergebnissen eine Komplexbildung
von GSK3p und PRMTS in vivo durchaus méglich ist. In dieser Arbeit wurden jedoch keine
weiteren Untersuchungen zum GSK3p/PRMT5-Komplex durchgefiihrt.

4.3.3 GSK3p/ACC1-Komplex

Im Gegensatz zur PRMTS waren die Daten zur Interaktion von GSK3fB mit der ACCl1
eindeutig. Die PLA-Ergebnisse fiir den GSK3B/ACC-1-Komplex bestitigen eine direkte
Interaktion in HEK293T und in HL-1 Zellen. Die Interaktion von ACC1 und GSK3p wurde
auch in nicht transfizierten Zellen bestitigt, so dass eine unphysiologische Interaktion von
ACC1 und GSK3p durch die Expression der getaggten GSK3[ ausgeschlossen wurde.

Die Abhingigkeit der Interaktion von der GSK3B-Aktivitit war hierbei nicht eindeutig, da die
ACCI in den HEK293T verstirkt mit der inaktiven GSK3p und in den HL-1 Zellen vermehrt
mit den aktiven GSK3B-Formen interagierte. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den
TAP/MS-Ergebnissen, denn in den HEK293T Zellen wurde die ACC1 nur mit der GSK3p-
TAP und in den HL-1 Zellen mit allen GSK3B-Formen isoliert. Unterschiedliche Ergebnisse
zwischen der TAP/MS- und PLA-Analyse konnen damit erklidrt werden, dass bei der
TAP/MS-Untersuchung durch die Zwei-Schritt-Aufreinigung nur feste Komplexe isoliert und
detektiert werden. Schwache Interaktionen konnten hierbei jedoch destabilisiert werden. Bei
der PLA-Analyse werden hingegen auch schwache Interaktionen, durch die vorangegangene
Formaldehyd-Behandlung in der Zelle fixiert und anschlieBend mit dem PLA sichtbar
gemacht. Ob die ACC1 moglicherweise unterschiedlich in verschieden Zelltypen reguliert
wird, miisste mit weiteren Untersuchungen, wie sie fiir den GSK3B/PKAla-Komplex
durchgefiihrt wurden, analysiert werden.

Die ACC ist als GSK3B-Substrat bereits bekannt (Hughes et al., 1992). In der vorliegenden
Arbeit wurde erstmals eine direkte Komplexbildung der beiden Proteine gezeigt. Die ACC
spielt eine Schliisselrolle bei der Regulation der Fettsdurebiosynthese, wo sie die irreversible
biotinabhéingige Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA katalysiert. Bei
Energiemangel wird die AMP-abhingige Proteinkinase (AMPK) aktiviert, die die ACC durch
Phosphorylierung inaktiviert (Witters and Kemp, 1992). Die Folge ist eine verringerte

Fettsdure-Synthese, so dass das Acetyl-CoA eher der Energiegewinnung zugefiihrt werden
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kann. Im Gegensatz dazu hat ein erhohter Insulinspiegel eine ACC-Aktivierung zur Folge.
Hierbei wird angenommen, dass eine Insulin vermittelte AMPK-Inaktivierung stattfindet, die
zu einer ACC-Aktivierung fiihrt (Witters and Kemp, 1992). Aufbauend auf der hier
nachgewiesenen Interaktion von GSK3p und ACC konnte die Insulin-abhédngige Aktivierung
aber auch direkt iiber die gebunden GSK3f ablaufen, da Insulin durch Stimulation des PI3-
Kinase/AKT-Signalwegs GSK3B durch eine Ser9-Phosphorylierung hemmt. Auf diesem
Wege wiirde die ACC1 weniger durch GSK3p gehemmt und die Fettsdure-Synthese wiirde

verstirkt ablaufen.

4.3.4 GSK3p/PKAlo-Komplex

Von allen identifizierten Protein-Interaktionen mit Ausnahme der HSP war die Interaktion der
GSK3p mit der Proteinkinase A I a am stédrksten ausgepréigt. Sowohl die regulatorische Rla
als auch die katalytische cato Untereinheiten wiesen insbesondere bei den HEK293T Zellen in
der Silberfarbung starke Signale auf.

Die Komplexbildung von GSK3p und PKAIa wurde mit dem PLA in HEK293T und in HL-1
Zellen verifiziert. Dabei wurde eine Interaktion der PKAIa mit der endogen und rekombinant
exprimierten GSK3[ bestitigt. Fiir den Komplex aus GSK3B und PKAlo wurde eine
Abhingigkeit der Interaktion von der GSK3B-Aktivitit nachgewiesen. Die TAP/MS-
Ergebnisse beider Zelllinien zeigten fiir die GSK3B-Mutanten, dass eine Komplexbildung nur
dann eintrat, wenn die GSK3[ katalytische Aktivitit aufwies. Wihrend sowohl das GSK3p-
TAP-Protein als auch die konstitutiv aktive Mutante (Ser9-Mutante) zur Identifizierung der
PKAIo nach TAP fiihrten, war fiir die KI-Mutante keine Interaktion nachweisbar. Dieser
Zusammenhang wurde auch bei der Analyse der Komplexbildung mittels PLA nachgewiesen.
Hier zeigte sich, besonders in den HEK293T Zellen, eine reduzierte Interaktion der inaktiven
KI-Mutante mit der PKAla. Dieser interessante Befund wurde in weiteren Untersuchungen

niher analysiert.

4.4 Funktionelle Bedeutung des GSK3p/PKAlIu-Komplexes

Die Beobachtung, dass vornehmlich die katalytisch aktive GSK3 mit der PKAla interagiert,
beruhte auf der Analyse von mutierten GSK3B-Proteinen. Da nicht auszuschlieBen ist, dass
insbesondere die Einfithrung der Doppelmutation an Position 85,86 die Proteinstruktur der

GSK3p soweit modifiziert hatte, dass eine Interaktion mit der PKAla verhindert wurde, sollte
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in HEK293T Zellen erforscht werden, ob eine hormonell oder pharmakologisch vermittelte
Hemmung der GSK3p ebenfalls zu einem Zerfall der GSK3B/PKA-Interaktion fiithren wiirde.

Eine GSK3p-Inaktivierung, induziert durch die Stimulation des PI3-Kinase/AKT-
Signalweges mit Insulin, fiihrte zu einer Reduktion der Komplexbildung zwischen GSK3[
und PKAIa. Umgekehrt verstirkte sich die Interaktion zwischen beiden Proteinen, wenn der
PI3K/AKT-Signalweg mit LY294002 gehemmt wurde. Da diese Intervention eine Steigerung
der GSK3B Aktivitit durch verminderte AKT-abhédngige Phosphorylierung bewirkt, wurde
bestitigt, dass das Ausmall der Komplexbildung durch den Aktivitidtszustand der GSK3p

beeinflusst wird.

LiCl ist ein bekannter Inhibitor der GSK3p, welcher sogar therapeutisch zur Behandlung von
so genannten bipolaren affektiven Storungen (manisch-depressive Erkrankungen) eingesetzt
wird (Jope, 2011). Es wird davon ausgegangen, dass GSK3p eine wesentliche Rolle bei
diesem Krankheitsgeschehen spielt. So wiesen transgene Miuse mit Uberexpression einer
konstitutiv aktiven GSK3B-Mutante Hyperaktivitit und geringere Angst auf und waren
weniger anfdllig fiir Depressionen (Ackermann et al., 2010). Trotz des therapeutischen
Einsatzes besteht bisher Unklarheit, ob LiCl direkt und/oder indirekt die GSK3p-Aktivitit
inhibiert. Eine direkte GSK3B-Hemmung durch LiCl konnte im in vifro Ansatz an isolierter
GSK3p gezeigt werden (Klein and Melton, 1996). Hierbei soll LiCl kompetitiv die Bindung
von Mg**-Tonen an GSK3f hemmen, die fiir die Entfaltung der Kinaseaktivitiit essentiell sind.
Bei der indirekten Hemmung soll LiCl Phosphatasen hemmen, die GSK3[ dephosphorylieren
und folglich aktivieren (Jope, 2003). Andere Untersuchungen deuten darauf hin, dass LiCl die
PKCa aktiviert, welche wiederum die GSK3B phosphoryliert und somit inaktiviert
(Kirshenboim et al., 2004). Ebenfalls wurde eine indirekte Aktivierung der AKT durch LiCl
vermutet, die dann wiederum GSK3p inhibieren kann (O’Brien et al., 2011). Damit stellte
LiCl eine weitere Option dar, um die Komplexbildung von GSK3p und PKAlo zu
untersuchen.

Im Vergleich zur Modulation der GSK3B-Aktivitit iiber den Insulin-Signalweg, zeigte die
Hemmung mit LiCl einen sehr viel stirkeren Effekt auf den GSK3B/PKAla-Komplex. So
wurde die Interaktion von PKAIa mit GSK3f sowohl in den GSK3B-TAP als auch in den
GSK3B-Ser9-TAP transfizierten HEK293T Zellen fast komplett verhindert. Ein dhnliches
Ergebnis wurde fiir LiCl behandelte WT-HEK293T und -HL-1 Zellen im PLA gezeigt. Hier
fihrte die LiCl-Behandlung ebenfalls zu einer Reduktion der GSK3p/PKAla
Komplexbildung. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Aktivitdt der GSK3p eine wesentliche
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Determinante der Interaktion mit der PKAla ist, denn wie die genetische fiihrte auch die
pharmakologische Hemmung der GSK3B-Aktivitit zu einer Dissoziation des GSK33/PKAla-
Komplexes. Eine schematische Zusammenfassung der neu gewonnenen Erkenntnisse zum

GSK3p/PKAla-Komplex sind in Abb. 4.1 dargestellt.

Insulin

I =

inaktiv aktiv

LY294002

Ty (pra)
inaktive konstitutiv aktive
Kl-Mutante Ser9-Mutante

Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Regulation des GSK3p/PKAla-Komplexes. Die Inaktivierung des
PI3-Kinase/AKT-Signalweges (Insulin) bzw. die direkte AKT-Aktivierung (LiCl) oder GSK3p-Hemmung
(LiCl)) fithrt zu einer reduzierten Interaktion von PKAIo und GSK3p. Ein #hnliches Bild zeigt sich fiir die
inaktive KI-Mutante, die nur eine sehr geringe Affinitit zu PKAlo zeigt. Bei einer GSK3B-Stimulation, die
durch Hemmung des PI3-Kinase/AKT-Signalweges mit LY294002 hervorgerufen wird, wird der Komplex
zwischen den beiden Proteinkinasen verstédrkt. Eine starke Interaktion ist ebenfalls zwischen der aktiven Ser9-
Mutante und PKAla zu sehen.

Die hohe Effizienz von LiCl bei Storung der Interaktion der GSK3p mit der PKAlIa wirft die
Frage auf, wie die Aktivitit der GSK3p und die Komplexbildung mit der PKAIa verkniipft
sind. Da die LiCl-Behandlung an intakten Zellen durchgefiihrt wurde, ist nicht vollstindig
auszuschlieBen, dass die LiCl-Wirkung iiber die postulierten indirekten Mechanismen erfolgt
sein konnte. Allerdings sprechen folgende Befunde dafiir, dass zumindest zu einem grof3en
Teil eine direkte Hemmung der GSK3p fiir den beobachteten Effekt verantwortlich war:

- Eine LiCl-Inkubation der isolierten GSK3p aus HEK293T Zellen fiihrte zu einer GSK3p-
Hemmung (personliche Mitteilung von Martin Gerlach, ehemaliger Doktorand, Institut fiir
Herz- und Kreislaufphysiologie). Dies belegte eine direkte Hemmung der enzymatischen
Aktivitit, da unter diesen Bedingungen AKT oder PKC sowie die diskutierten Phosphatasen

nicht in dem Testansatz vorhanden waren.
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- Die Aktivierung der Insulinkaskade, die iiber AKT die GSK3p durch Phosphorylierung
hemmt, induzierte eine Reduktion der Komplexbildung von PKAIa und GSK3p.

- Auch die Interaktion der GSK3B-Ser9-Mutante mit der PKAla wurde durch LiCl gehemmt.
Da diese Mutante an Ser9 nicht mehr phosphorylierbar ist, ist eine indirekte Beeinflussung
der Komplexbildung durch LiCl iiber andere Kinasen bzw. Phosphatasen in diesem Falle

nicht moglich.

Es wurde weiter untersucht, welchen Einfluss die Aktivitit der PKA auf den GSK3p/PKAla-
Komplex hatte. Eine Aktivierung der tetrameren PKA, die aus zwei regulatorischen und zwei
katalytischen Untereinheiten besteht, erfolgt normalerweise durch die Bindung von insgesamt
vier cAMP-Molekiilen an die regulatorischen Untereinheiten. Dabei erfihrt PKA eine
Konformationsidnderung, wodurch die katalytischen Untereinheiten von den regulatorischen
Untereinheiten dissoziieren (Zhao et al., 1998). Das membrangéngige cAMP-Analogon 8-Br-
cAMP kann sowohl in isolierten Zellen als auch am gereinigten Enzym eine Aktivierung der
PKA auslosen. Fiir eine Hemmung der katalytischen Aktivitdt wurde H89 eingesetzt, welches
direkt an die ATP-Bindungsstelle des aktiven Zentrums der katalytischen Untereinheiten
bindet.

Eine Hemmung der PKA mit H89 fiihrte zu keiner wesentlichen Beeinflussung der
Komplexbildung. Dies galt fiir die Behandlung isolierter Komplexe wie fiir die Inkubation der
transfizierten GSK3B-TAP- und Ser9-HEK293T Zellen mit dem Inhibitor. Hingegen
induzierte eine PKA-Aktivierung mit 8-Br-cAMP eine Dissoziation des GSK3B/PKAla-
Komplexes. Sowohl bei Anwendung auf isolierte Komplexe als auch auf GSK3B-TAP- und
Ser9-HEK293T Zellen kam es zu einer Dissoziation der regulatorischen (RIa) und
katalytischen (cata) Untereinheiten. Auffillig war, dass die cAMP induzierte Dissoziation zu
einem stidrkeren Verlust der cata und nur in geringerem Malle der Rla fiihrte. Dies deutet
darauf hin, dass die Interaktion der GSK3p mit der PKAla iiber eine Interaktion von GSK3p
und der RIa Untereinheit der PKAla erfolgte.

Welche Riickschliisse lassen sich nun auf die Interaktion der GSK3p und der PKAla ziehen?
Mit Ausnahme der Ser9 Mutante liegt die GSK3[p intrazelluldr teilweise in der
phosphorylierten und teilweise in der dephosphorylierten Form vor. Da eine Interaktion der
PKA auch mit der Ser9 Mutante erfolgt, kann man davon ausgehen, dass die
Phosphorylierung nicht essentiell fiir die Interaktion von GSK3p und PKA ist. Dies wird auch
durch die K85,86 Mutante unterstiitzt: Obwohl diese inaktive GSK3[ effizient an Ser9
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phosphoryliert wird, kommt es zu keiner, bzw. einer stark abgeschwichten Bindung. Daher
scheint eher die Konformation der GSK3p eine Rolle zu spielen. Mit der Phosphorylierung an
Ser9 kommt es zu einer Autoinhibition der GSK3p, indem eine intramolekulare Reaktion zur
Einlagerung des N-terminalen Peptids in die Substrat-Bindungsstelle fiithrt (Dajani et al.,
2001). Wie in der Einleitung (siehe 1.2) ausgefiihrt, phosphoryliert GSK33 bevorzugt
Substrate, die in der Ndhe der GSK3p-Phosphorylierungsstelle bereits durch andere Kinasen
phosphoryliert (,,priming phosphate*) wurden. Daher wird vermutet, dass das Ser9
phosphorylierte N-terminale Ende als Pseudosubstrat dient und analog zu einem
praphosphorylierten Substrat die Funktion eines ,,priming phosphate* iibernimmt. Dabei soll
das phosphorylierte Ser9 mit der positiv geladenen Tasche, die sich aus Arg96, Argl80 und
Lys205 zusammensetzt, interagieren (Ter Haar et al., 2001; Doble and Woodgett, 2003).
Infolge dieser Umlagerung kommt es zumindest am N-terminalen Ende zu einer
Strukturdnderung der GSK3p, die eine Interaktion mit anderen Proteinen beeinflussen und im
Falle der Interaktion mit der PKAla die Bindung hemmen konnte. Interessanterweise zeigen
neuere Daten, dass Li" Ionen bei der Hemmung der GSK3p Mg2+ Ionen verdriangen konnen,
die fiir die Bindung von ATP und die Katalyse eine wesentliche Rolle spielen. Eine
Verdringung von Mg”>* Tonen, welche mit den p- und y-Phosphatgruppen des ATP interagiert,
fiihrt interessanterweise zu einer Konformationsinderung der GSK3P unter erheblicher
Verschiebung des Arg96 sowie benachbarter Schleifenstrukturen (Sun et al., 2011). Die
Mutagenese von K85,86 der ATP-Bindungsstelle zur Erzeugung der katalytisch inaktiven
Mutante (KI-Mutante) wird ebenfalls vermutlich direkte Auswirkungen auf die Struktur des
aktiven Zentrums der GSK3B haben. Aus diesen Uberlegungen lisst sich vermuten, dass der
gemeinsame Mechanismus der Inaktivierung der GSK3p durch Phosphorylierung, durch
Hemmung mit LiCl und durch Mutagenese eine damit verbundene Anderung der

Tertidrstruktur im Bereich der ATP-Bindungsstelle sein konnte.

In der Literatur ist beschrieben, dass Isoformen der Proteinkinase A vielfiltige Komplexe mit
anderen Proteinen bilden. Dadurch wird unter anderem eine spezifische rdumliche
Lokalisation der Kinasen in den Zellen erreicht. Es wurde gezeigt, dass die Interaktion der
PKA mit anderen Proteinen unter Beteiligung so genannter AKAPs (A-Kinase Anchor-
Proteins) erfolgte. Die AKAPs stellen dabei gewissermallen ein multivalentes Geriist dar, an
dessen Oberfliche die PKA und ihre Substrate zusammengebracht werden bzw. eine
spezifische subzellulidre Lokalisation der PKA erreicht wird (Edwards and Scott, 2000). Diese
Art der Interaktion mit AKAP wurde bisher vor allem fiir die PKAII (PKA mit regulatorischer
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Untereinheit Typ II (RII)) nachgewiesen, wobei die Interaktion iiber die regulatorischen
Untereinheiten (RII) vermittelt wird. Auch GSK3f wurde bereits in Komplexen mit der
PKAII gefunden, die durch zwei verschiedene AKAPs vermittelt wurden: AKAP11 (synonym
AKAP220; Tanji et al.,, 2002) und GSKIP, dass GSK3p-interagierende Protein, welches
ebenfalls mit der RIlo Untereinheit der PKAII interagiert (Hundsrucker 2010). In dieser
Arbeit wurde nun erstmalig gezeigt, dass GSK3p auch einen Komplex mit der PKAla
ausbildet und dass dies vermutlich iiber die regulatorische Rlo. Untereinheit vermittelt wird.
Ein Vergleich der Aminosdurensequenzen von allen vier bekannten humanen Isoformen der
regulatorischen PKA Untereinheiten belegte eindeutig, dass in dieser Arbeit die Rla
Untereinheit und nicht die RIB, RIa oder RIIB Untereinheit identifiziert wurde (siehe
Anhang 9.1). Hierzu stellt sich die Frage, ob in Analogie zur Interaktion der PKAII die
Interaktion von GSK3p mit PKAla ebenfalls durch ein AKAP vermittelt wird.

Da die PKAIa quantitativ der prominenteste Interaktionspartner von GSK3 war, wire fiir ein
AKAP, das an diesem Komplex beteiligt ist, in etwa dieselbe Signalstirke nach der
Gelelektrophorese zu erwarten gewesen. Fiir AKAP11 war dies in den HEK293T Zellen nicht
gegeben und in HL-1 Zellen wurde AKAPI11 iiberhaupt nicht gefunden. Dariiber hinaus ist
die Rolle von AKAPI11 als Bindeprotein fiir RI Untereinheiten umstritten. Wahrend in
humanen Hoden hAKAP220 (entspicht AKAPI1) eine duale Spezifitit fiir RI und RII
Untereinheiten zu besitzen scheint (Reinton et al., 2000), wurde Kkiirzlich in einem
proteomischen Ansatz gezeigt, dass AKAP11 in HEK293 Zellen, Lungengewebe und Hoden
der Ratte zu den RII-spezifischen AKAP gehort (Aye et al., 2009). Eine Beteiligung von
AKAPI1 an der Bildung des PKA-Komplexes ist hier vor allem wegen des Fehlens von
AKAP11 in den HL-1 TAP Ergebnissen sowie der RII-Spezifitit in HEK293 Zellen eher
unwahrscheinlich.

GSKIP ist ein kleines Protein, fiir das bereits eine Interaktion als AKAP mit PKAII und
GSK3p nachgewiesen wurde. Daher wurde in dieser Arbeit spezifisch nach der Anwesenheit
von GSKIP in den TAP Eluaten gesucht, um eine mogliche Beteiligung an der
Komplexbildung zu tiberpriifen. Mittels TAP und anschlieBender MS Analyse ergab sich aber
kein Hinweis auf eine Beteiligung von GSKIP an der Ausbildung des hier nachgewiesenen
GSK3p/PKAlo-Komplexes, so dass GSKIP nicht an der Komplexbildung zwischen GSK3p
und der PKALI beteiligt ist. Dieser Befund bestétigt friihere Beobachtungen, nach denen dass
GSKIP mit RII, nicht aber mit RI Untereinheiten interagiert (Hundsrucker et al., 2010). Auller
dem RII spezifischen AKAP11 wurde in den TAP Analysen kein weiteres ,,AKAP-dhnliches*
Protein gefunden. Damit bleibt unklar, ob der GSK3B/PKAla-Komplex auf einer direkten
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Interaktion beruht, oder ob ein anderes Protein beteiligt ist, fiir das bisher noch keine AKAP
Funktion beschrieben wurde.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Bildung des GSK3p/PKAla-Komplexes abhingig
von der GSK3B- und der PKAla-Aktivitdt ist. Hierzu stellte sich die Frage, ob diese
Interaktion auch die Enzymaktivitiit der Proteinkinasen steuert. In den in vitro Experimenten
mit kommerziell erhiltlichen gereinigten Proteinkinasen (GSK3fB und PKAla) zeigte sich,
dass die GSK3pB-Aktivitit durch die Interaktion mit PKAla nicht beeinflut wurde. Generell
ist davon auszugehen, dass die PKAla auch eine Phosphorylierung von Ser9 der GSK3p
durchfithren kann. Somit wire eine reduzierte GSK3B-Aktivitit zu erwarten gewesen.
Umgekehrt zeigte sich, dass die PKAla-Aktivitit durch GSK3-Interaktion leicht gesteigert
wurde. Im letzteren Fall war die Steigerung der PKAIla-Aktivitit lediglich in den
Kurvenverldufen, jedoch nicht fiir einzelne Zeitpunkte der Messung signifikant. Somit ist hier
allenfalls von einer minimalen Beeinflussung der PKAIa durch GSK3p auszugehen.
Uberraschend war nur, dass die GSK3B-Aktivitit in dem gewihlten Assay nicht durch die
PKAIa beeinflusst wurde.

Ein Grund fiir das unerwartete Ergebnis der in vitro Experimente konnte sein, dass der
GSK3p/PKAlo-Komplex unter physiologischen Bedingungen iiber einen dritten
Interaktionspartner vermittelt wird, der im in vitro Experiment fehlte. Dieser dritte
Interaktionspartner konnte beispielsweise eine lokale Interaktionsplattform darstellen oder zu
einer notwendigen Konformationsveridnderung fiihren.

Als mogliche Interaktionsvermittler zwischen GSK3p und PKAIo kénnen AKAPI11 und
GSKIP, wie oben beschrieben, vermutlich ausgeschlossen werden. Als ,,AKAP-dhnliche*
Proteine wiirden somit in erster Linie Proteine in Frage kommen, die im Rahmen der TAP mit
etwa derselben Intensitit, wie die PKAIla-Untereinheiten, nachgewiesen wurden. Unter
diesem Gesichtspunkt kommen vor allem die Hitzeschockproteine in Frage. Wie bereits oben
ausgefiihrt, spielen HSP nicht nur bei der Unterstiitzung der Proteinfaltung eine Rolle,
vielmehr konnen sie ebenfalls die Ausbildung von Proteinkomplexen vermitteln. So
assembliert z.B. HSP90 einen Komplex aus endothelialer NO Synthase, Calmodulin und der
Proteinkinase AKT, wodurch eine Ca2+—unabh'angige Stimulation der eNOS vermittelt wird
(Takahashi and Mendelsohn, 2003). Es bleibt also zu untersuchen, ob die koeluierten HSP-

Proteine eine Interaktion von GSK3p und PKAla vermitteln konnen.

Interressanterweise hatten Gambaryan et al., 2010 in Bluttpléttchen gezeigt, dass die PKA
einen Komplex mit NFkB/IkB ausbildet. Eine Stimulation der Bluttpldttchen mit Thrombin
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oder Kollagen induzierte dabei die Entlassung der katalytischen PKA Untereinheit aus dem
Komplex. Die auf diese Weise aktivierte PKA konnte so nach Stimulation der Blutplédttchen
das PKA-Substrat VASP (Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein) phosphorylieren. Das
Besondere an diesem Befund ist, dass es sich um eine cAMP-unabhingige Aktivierung der
PKA handelt.

Da LiCl eine Dissoziation des GSK3p/PKAla-Komplexes induzierte, wurde untersucht, ob
diese PKAla-Entlassung, analog zur Stimulation in Blutplittchen, zu einer gesteigerten PKA-
Aktivitat beitrdgt. Als Indikator fiir die PKA-Aktivitit in HEK293T Zellen, wurde die
Phosphorylierung des VASPs genutzt (Butt et al., 1994). Im Gegensatz zur Situation in
Thrombozyten fiihrte eine PKA-Dissoziation in den HEK293T Zellen zu keiner Steigerung
der VASP-Phosphorylierung. Die Dissoziation der PKAlIa aus dem Komplex mit der GSK3p3
ist daher kein Mechanismus einer cAMP-unabhiéngigen Aktivierung der PKAIa.

4.5 Ausblick

Mit dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsansatz wurden erstmalig systematisch
GSK3p-Interaktionspartner in Sdugerzellen analysiert. Hierbei wurde zum ersten Mal gezeigt,
dass GSK3p mit vielen unterschiedlichen Proteinen fest in Komplexen organisiert ist. Die
Ergebnisse in dieser Arbeit liefern Hinweise auf neue Funktionen von GSK3p. So interagierte
GSK3B mit Proteinen, die eine essentielle Rolle bei der Regulation der Zelladhésion,
Zellmigration bzw. des Stoffwechsels spielen. Dariiber hinaus wurde die PKAIa als GSK3p-
Interaktionspartner identifiziert. Fiir PKA ist interessanterweise auch bekannt, dass sie wie die
GSK3p eine wichtige Rolle im Herzen und insbesondere bei der Entwicklung einer
Hypertrophie spielt (Enns et al., 2010). Hierzu wurde in der Maus gezeigt, dass eine
konstitutiv aktive GSK3p (Ser9-Mutante) vor einer Isoproterenol-induzierten Hypertrophie
schiitzt (Webb et al., 2010). Normalerweise wird das Isoproterenol- wie das Adrenalin-Signal
tiber den [-Rezeptor in die Kardiomyoztyen transduziert. Die dadurch aktivierte
Adenylylcyclase synthetisiert ATP zu cAMP, wodurch wiederum die PKA aktiviert wird. In
dem genannten Beispiel wird angenommen, dass die aktive PKA die GSK3p iiber
Phosphorylierung inaktiviert. Die inhibierte GSK3p kann deshalb ihre anti-hypertrophe
Wirkung nicht ausiiben (Antos et al., 2002; siehe Einleitung 1.4). Hingegen konnte die
aktivierte PKA die Ser9-Mutante nicht phosphorylieren, wodurch GSK3p als anti-

hypertropher Faktor wirken konnte. Somit konnte der in dieser Arbeit identifizierte
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GSK3p/PKAla-Komplex auch direkt iiber den beschriebenen Mechanismus die Hypertrophie
im Herzen regulieren.

Die Befunde dieser Arbeit legen nahe, dass die Signaltransduktion von PKAIo und GSK3p
auch im Herzen durch die Bildung stabiler Komplexe in hohem Male koordiniert abliuft.
Eine interessante Option der weiteren Erforschung des GSK3p/PKAla-Komplexes wire die
Entwicklung niedermolekularer Inhibitoren, die im Sinne von ,Interaktionsbrechern®,
spezifisch die Komplexbildung von GSK3p und PKAIo hemmen. Auf diesem Wege liele

sich die funktionelle Bedeutung der GSK3p-Interaktion néher analysieren.
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5 Zusammenfassung

Glykogen Synthase Kinase 3 beta (GSK3p) ist eine Proteinkinase, die eine Vielzahl zelluldrer
Funktionen reguliert. So spielt sie z.B. eine essentielle Rolle bei der Regulation des
Stoffwechsels, des Wachstums und der Differenzierung. Uber eine Serin 9-Phosphorylierung
(z.B. durch AKT, PKC) wird die konstitutiv aktive GSK3p inaktiviert, wohingegen ihre
Aktivitdt iiber eine Tyr216-Phosphorylierung gesteigert wird. In der aktiven Form besitzt
GSK3p eine besondere Priferenz fiir Substrate, die bereits durch andere Proteinkinasen
praphosphoryliert wurden. Weitere Regulationsmechanismen stellen die zelluldre
Lokalisation (Zytoplasma, Zellkern, Mitochondrien) und die Bildung von Komplexen (z.B.
im Wnt-Signalweg) dar.

Da bisher nur wenige GSK3p-assoziierte Proteinkomplexe bekannt sind, war es das Ziel
dieser Arbeit, GSK3B-assoziierte Proteine systematisch aus Sdugerzellen (HEK293T Zellen
und HL-1 Kardiomyozyten) zu isolieren und zu identifizieren. Auf diese Weise sollten neue
Erkenntnisse zur GSK3p-abhingigen Signaltransduktion und Funktion gewonnen werden.
Hierzu wurde eine Kombination aus Tandem-Affinitdtsreinigung und
massenspektrometrischer Analyse (TAP/MS) angewendet, die eine Aufreinigung und
Charakterisierung von GSK3f und ihren Interaktionspartnern unter nativen Bedingungen
ermoglichte. Um die Proteininteraktionen in Abhingigkeit von der GSK3p-Aktivitit zu
analysieren, wurde eine konstitutiv aktive GSK3B-Mutante (Serin 9 = Alanin 9) und eine
inaktive GSK3p-Mutante (Lysin 85,86 - Alanin 85,86) generiert. Mittels der TAP/MS-
Analyse wurden neben bekannten (B-Catenin, Axin-1, APC) auch neue GSK3pB-
Interaktionspartner identifiziert.

Von vier ausgewihlten neuen GSK3p-Interaktionspartnern wurden drei Proteine (Filamin A
(FLNA), Acetyl CoA Carboxylase 1 (ACC1) und Proteinkinase A I o (PKAla)) mittels
Proximity Ligation Assay (PLA) verifiziert. Die Interaktionen wurden auch fiir die
wildtypische endogen exprimierte GSK3[ bestitigt. Fiir Filamin A zeigte sich, dass es in
HEK?293T Zellen vornehmlich mit der aktiven Form von GSK3p interagiert. Die ACC1 und
PKAIo wurden hingegen in beiden Zelllinien als GSK3p-Interaktionspartner bestitigt. Mittels
der TAP/MS-und der PLA-Methode konnte gezeigt werden, dass die PKAla bevorzugt mit
der aktiven GSK3B-Form interagiert und diese Komplexbildung somit von der GSK3p-
Aktivitdt abhdngig ist.

Detaillierte Untersuchungen des GSK3p/PKAla-Komplexes in HEK293T Zellen zeigten, dass
die inaktive GSK3p-Mutante nur schwach mit der PKAla assoziiert war. Ein dhnlicher
Befund konnte fiir eine hormonell (Insulin) und pharmakologisch (Lithiumchlorid) vermittelte
Hemmung der GSK3p gezeigt werden, denn diese fiihrten auch zu einer Dissoziation des
GSK3p/PKAIo-Komplexes. Im Gegensatz dazu steigerte eine GSK3B-Aktivierung (PI3K-
Inhibitor LY294002) die Komplexbildung.

Im Unterschied zur GSK3p-Inhibition konnte durch PKA-Hemmung (PKA-Inhibitor: H89)
kein wesentlicher Einfluss auf den Komplex festgestellt werden. Eine PKA-Aktivierung
(cAMP-Analogon: 8-Br-cAMP) hatte hingegen zur Folge, dass die katalytische Doméne fast
vollstandig und die regulatorische Domine teilweise vom Komplex dissoziierten. Die
GSK3B-Serin 9-Phosphorylierung wurde durch eine PKA-Hemmung bzw. -Aktivierung
vermindert bzw. gesteigert.

Schlussfolgerung: TAP/MS-Analyse von GSK3[-assoziierten Proteinen ist eine effizienter
experimenteller Ansatz, der iiber die Identifizierung neuer Interaktionspartner auf eine enge
Verzahnung der GSK3p mit der Regulation des Metabolismus, des Zytoskeletts und
insbesondere der cAMP-abhingige Signaltransduktion hinweist.
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6 Summary

The glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3p) is a protein kinase which is involved in
numerous cellular functions ranging from metabolism and growth to differentiation. GSK3p is
constitutively active and can be inhibited by phosphorylation on serine 9 by e.g. AKT or
PKC. In contrast to that, a phosphorylation at tyrosin 216 increases the GSK3p activity.
GSK3p prefers substrates which are pre-phosphorylated by other protein kinases. Additional
regulation mechanisms are dinstinct cellular localisations (cytoplasm, nucleus, mitochondria)
or complex formations (e.g. Wnt-pathway) of GSK3f with other proteins.

Today little is known about GSK3p associated proteins or complex formation. To investigate
GSK3pB-dependent signalling and its regulation in the context of protein interactions, the aim
of this study was the systematic analysis of GSK3[ associated proteins in eukaryotic cells
(HEK293T and HL-1 cardiomyocytes). A combination of tandem affinity purification and
mass spectrometry (TAP/MS) enabled the purification and characterization of GSK3p and its
interacting proteins under native conditions. Beside known interaction partners of GSK3p (-
Catenin, Axin-1, APC) also new ones were identified with the help of TAP/MS analysis. To
analyze whether the protein interactions depend on the catalytic activity of GSK3pB, a
constitutively active mutant (serine 9 = alanine 9) and an inactive mutant (lysine 85, 86 =
alanine 85,86) of GSK3p were generated.

Three out of four new GSK3p interaction partners (filamin A (FLNA), acetyl CoA
carboxylase 1 (ACC1) and protein kinase A I a (PKAla)) were verified via proximity ligation
assay (PLA). The interactions were also confirmed for endogenous GSK3p in wildtype cells.
Thereby it has been discovered, that filamin A and GSK3f interact only in HEK293T cells
and there in particular, when GSK3p is active. ACC1 and PKA have been confirmed as
GSK3p interacting proteins in both cell lines. In addition, it was shown that the interaction of
GSK3pB and PKAIa depends on GSK3B-activity, as PKAla interacts preferentially with the
active form of GSK38. Further analysis of the GSK3B/PKAla complex in HEK293T cells
revealed a weak interaction of PKAlIa with inactive GSK3p mutants. Similar findings were
shown for hormonal (insulin) and pharmacological (lithium chloride) inhibition of GSK3p as
this led also to a dissociation of the GSK3/PKAla complex. In contrast to that, activation of
GSK3p (PI3K inhibitor LY294002) increased the complex formation.

In contrast to the GSK3B-mediated effects, an inhibtion of PKA (H89: PKA inhibitor) had no
essential effect on the GSK3B/PKAla complex formation. However, a dissociation of almost
the complete catalytic domain and a part of the regulatory domain of PKA from the complex,
after PKA-activation with 8-Brom cAMP was detectable.

In addition to that, the GSK3p-serine 9-phosphorylation was decreased or was detectable
increased respectively by PKA inhibition or activation.

Conclusion: TAP/MS analysis of GSK3[ associated proteins is a powerful tool for the
identification of new interaction partners. These newly discovered protein interactions point
to the deep involvement of GSK3f in regulation of metabolism, cytoskeleton and in particular
cAMP dependent signal transduction.
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Abkiirzungsverzeichnis

8 Abkiirzungsverzeichnis

A

akE
ACCl1
AKAP
Ala
Amp
AMPK
APC
APS

AS
BGH
bla

bp
8-Br-cAMP
BSA
bzw.
env

C
CAGGS

cAMP
cata
cDNA
CDK
CK
CLK
CMGC
CMV
Da
dH20
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E.coli
EDTA
EGF
env
FBS
FLNA

g
gag
GS
GSK
GSKIP
GPRC
h

Ampere

arbitrdre Einheiten

Acetyl Co A Carboxylase 1

A-Kinase Anchor-Proteins

Alanin

Ampicillin

Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase
Adenomatous Polyposis Coli Protein
Ammoniumperoxodisulfat

Aminoséure

pA Polyadenylierungssingnal des bovine growth hormone
B-Lactamase Promotors

Basenpaare

8 Brom cAMP (cAMP Analog)

bovine serum albumin, Serumalbumin vom Rind
beziehungsweise

envelope (Hiillprotein)

centi-

CAG-Promotor, besteht aus Cytomegalovirus-Enhancer, dem Hiithner
B-Aktin Promotor und dem Kaninchen B-Globin poly-A Signal
zyklisches Adenosinmonophosphat

katalytische PKA UE alpha

complementary, komplementire Desoxyribonukleinsdure
Zyklin-abhingige Proteinkinase

Casein Kinase

CDK-ihnliche Proteinkinase

Proteinfamilie, verwandt mit CDK, MAPK, GSK und CLK
Cytomegalovirus

Dalton

doppeltdeionisiertes Wasser

Dulbecco Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

epidermaler Wachstumsfaktor

envelope, Hiilllprotein

fetal bovine serum, fotales Rinderserum

Filamin A

Gramm

Polyprotein

Glykogen Synthase

Glykogensynthase Kinase

GSK3p interagierendes Protein

G-Protein gekoppelter Rezeptor

hour, Stunde
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HEK
HL-1
HSP
H89
Ins
IMDM
IGF-1
k

KI

m/z

OD
p70S6K
PAGE
PBS (PBST)
PCR
PDK1
PGK
PI3K
PKA
PKB
PKC
PP
PLA
PMSF
PRMT5
Rla
REV
RNA
rpm
RRE
rRNA
RT
RTK
SDS
SFFV
SP

Human embryonic kidney

heart like Zelllinie

Hitzeschockprotein

Dihydrochlorid (PKA-Inhibitor)

Insulin

Iscove's Modified Dulbecco's Medium
insulin-like growth factor

kilo-

Kinase inaktive GSK33-Mutante

Liter

lysogeny broth

Lithiumchlorid

long terminal repeats

LY294001 (PI3-Kinase-Inhibitor)

mikro-

milli-, Meter

molar

Mitogen-aktivierende Proteinkinase

myosin heavy chain, schwere Kette des Myosin
Minuten

messenger RNA, Boten-RNA
Massenspektrometer, Massenspektrometrie
Molekulargewicht

Masse/Ladung

nano-

optische Dichte

70 kDa ribosomale Proteinkinase S6 1
Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphate bufferd saline (mit 0,1 % Tween)
polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1
Phosphoglyceratkinase
Phosphatidyl-Inositiol-3-Kinase
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Protein Phosphatase

Proximity Ligation Assay
Phenyl-methyl-sulfonyl-fluorid

Protein Arginine N-Methyltransferase 5
regulatorische PKA UE Typ I alpha
regulator of virion expression
Ribonukleinsédure

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
REV-responsive Element

ribosomale RNA

Raumtemperratur
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen

Sodium Dodecyl Sulphate, Natriumdodecylsulfat
spleen focus-forming virus (Promotor)
StrepTactin-Prézipitation
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TAE

TAP

TBS (TBST)
TE-Puffer
TEMED
Thr

Tris

Tyr

U

SDS
SDS-PAGE
Ser

SSC
SV40

UE

UN
VASP
vgl.

vS.

WB

WT

Zeo

ZK

Tris-Acetat-EDTA
Tandem-Affinititsaufreinigung

Tris bufferd saline (mit 0,1 % Tween)
Tris EDTA Puffer
Tetramethylethylendiamin

Threonin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosin

Unit

Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Serin

saline-sodium citrate

Simian Virus 40

Untereinheit

iber Nacht

Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein
vergleiche

Versus

Western Blot

Wildtyp

Zeocin

Zellkern
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9 Anhang

9.1 Massenspektrometrische Analyse am Beispiel der regulatorischen

PKA Untereinheit Typ I a

In der Abb. 9.1-9.4 sind die Analysen und Auswertungen dargestellt, die nach der
massenspektrometrischen Analyse erfolgten. Als Beispiel wurde die regulatorische PKA
Untereinheit (UE) TypI o (Rla) von einer TAP/MS-Analyse der stabilen GSK3B-TAP
HEK?293T Zellen (vgl. Tabelle 3.2 TAP 2) herangezogen. In Abb. 9.5 ist ein Aminosduren-
Sequenzvergleich der humanen Rla gegen die drei weiteren humanen regulatorischen PKA

Untereinheiten (Typ I B, Typ Il a, Typ II B) dargestellt.

Reference Peptide (Hits)

Scan(s) | Peptide __lons Count

sp|P10644|KAPO_HUMAN cAMP-dependent protein kinase type l-alpha regulatory subunit 0S=Homo sapiens GN=PRKAR1A [19(130000)

3912 R.RSENEEFVEVGR.L 27144 2
3947 K.HNIQALLK.D 1314 6
42593 R.TDSREDEIS#PPPPNPVVK.G 43/102 S
4323 R.SENEEFVEVGR.L 17720 2
4340 R.TDSREDEIS#PPPPNPVVK.G 43/102 s
4426 R.EDEISPPPPNFVVK.G 18726 4
4538 K.DSNVALC@TAR.P 16/18 6
4636 R.EDEIS#PPPPNPVVE.G 2013 =]
4665 K.NVLFSHLDDNER.S 18/22 3
4794 RVLGPC@SDILK.R 1318 3
5187 R.GAISAEVYTEEDAASYVR.K 24734 3
5240 R.GAISAEVYTEEDAASYVR.K 22/34 3
5257 |K.vsiLESLDK.W 15116 2|
5676 RLTVADALEPVQFEDGQK.I 23732 2
5784 KVSILESLDKWER.L 22144 2
6124 R.NIQQYNSFVSLSV .- 16/24 2
7309 K.NVQGEPGDEFFILEGSAAVLAR.R 30/92 2
7338 K.MVQGEPGDEFFILEGSAAVLOR.R 3792 2
7369 K.NVQGEPGDEFFILEGSAAVLAR.R 35/92 2

Abb. 9.1: Identifizierte Peptide (19) fiir die regulatorische PKA Untereinheit Typ I a. Zu den einzelnen
gefundenen Peptiden ist jeweils die identifizierte Ionenanzahl (Y- und B-lonenserie) zur erwarteten Ionenzahl
angegeben. Des Weiteren ist fiir das jeweilige Peptid die Anzahl an zusétzlichen, méglichen Kandidaten (Count)
in der Datenbank aufgefiihrt. Mit einem schwarzen Kasten ist das Peptid markiert, fiir das exemplarisch die
moglichen Kandidaten in Abb. 9.3 und die MS/MS-Spektren in Abb. 9.4 dargestellt sind.

1 MESGSTAASEEARSLRECELYVQKHNIQALLKDSIVOLCTARPERPMAFLREYFERLEKE 60
61 EAKQIQNLQKAGTRTDSREDEISPPPPNPVVKGRRRRGAISAEVYTEEDAASYVRKVIPK 120
121 DYKTMAALAKAIEKNVLFSHLDDNERSDIFDAMEFSVSEFIAGETVIQQGDEGDNFYVIDQG 180
181 ETDVYVNNEWATSVGEGGSFGELALIYGTPRAATVKAKTNVKLWGIDRDSYRRILMGSTL 240
241 RKRKMYEEFLSKVSILESLDKWERLTVADALEPVOQFEDGQKIVVQGEPGDEFFIILEGSA 300
301 AVLQORRSENEEFVEVGRLGPSDYFGEIALLMNRPRAATVVARGPLKCVKLDRPRFERVLG 360
361 PCSDILKRNIQQYNSFVSLSV 381

Abb. 9.2: Abdeckung der Aminosidurensequenz fiir die regulatorische PKA Untereinheit Typ I a. Die

grauunterlegten Sequenzabschnitte stellen die identifizierten Peptide aus Abb. 9.1 dar. Die PKA Typ I «
regulatorische Untereinheit wurde mit einer 40 %-igen Aminosidurensequenzabdeckung identifiziert.
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| Reference Mass Position
spiP10644JKAPO_HUMAN cAMP-dependent protein kinase type Lalpha regulatory subunit 03=Home =apiens 42935.95 252 - 261
tiB2RSTSB2R5TS_HUMAMN Putative uncharacterized protein 0S=Home =apiens GN=PRKAR1A PE=2 5\W=1 4203595 252 - 261
triQE30Q40s3004_HUMAMN Putative uncharacterized protein DKFZpT79L04568 0S=Homo zapiens GN=DKFZp77 42502.97 252 - 261
Abb. 9.3: Kanditaten-Proteine, die das identifizierte Peptid K.VSILELSDK.W enthalten.
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Abb. 9.4: Tonen und MS/MS-Spektrum fiir K.VSILELSDK.W. In A ist das Fragmentspektrum (MS/MS-
Spektrum) des VSILESLDK-Mutterions mit den identifizierten B- (rot) und Y-Ionen (blau) abgebildet. B zeigt
die dazugehorige Delta Masse fiir jedes gefundene Ion. Die Delta Masse gibt die Abweichung von dem zu
erwarteten Molekulargewicht der Ionen an. In C sind noch mal alle identifizierten B- und Y-Ionen in Da
aufgelistet. In diesem Beispiel wurden fast alle B-Ionen (auler 100.08) bzw. alle Y-Ionen detektiert. amu: atomic
mass unit, m/z: Masse/Ladung.
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RII
RIIP
RIx
RIP

RIIx
RIIB
RIa
RIB

RIIo
RIIP
RIx
RIP

RIIx
RIIP
RIa
RIp

RITx
RIIB
RIa
RIP

RITx
RIIP
RIa
RIP

RITIx
RIIR
RIa
RIP

RII
RIIP
RIx
RIp

-MSHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVEFAVEYFTRLR---EARAPASVLPAATPR
-MS-IEIPAGLTELLQGFTVEVLRHOPADLLEFALQHFTRLOQENERKGTARFGHEGRTW
MESGSTAASEEARSLRECELYVQKHNIQALLKDSIVOLCTAR--—-PERPMAFLREYFER

MASPPACPSEEDESLKGCELYVQLHGIQQVLKDCIVHLCISK~--—--PERPMKFLREHFEK
* * *

QOSLGHPPPEPGPDR---VADAKGDSESEEDED—————————— LEVPVPSREFNRRVSVCAE
GDLGAAAGGGTPSKGVNFAEEPMQSDSEDGEEEEAAPADAGAFNAPVINRFTRRASVCAE
LEKEEAKQIQNLQK----AGTRTDSREDEISP————————- PPPNPVVKGRRRRGAISAE

LEKEENRQITLARQK-——--SNSQSDSHDEEVSP————————— TPPNPVVKARRRRGGVSAE
* * * * * * *

TYNPDEEEEDTDPRVIHPKTDEQRCRLOQEACKDILLFKNLDQEQLSQVLDAMFERIVKAD
AYNPDEEEDDAESRITHPKTDDOQRNRLQEACKDILLFKNLDPEQMSQVLDAMFEKLVKDG
VYT--EEDAASYVRKVIPKDYKTMAALAKAIEKNVLESHLDDNERSDIFDAMESVSEFIAG
VYT--EEDAVSYVRKVIPKDYKTMTALAKAISKNVLFAHLDDNERSDIFDAMFPVTHIAG

* * % * * % * * * % * % * * Kk k%

EHVIDQGDDGDNFYVIERGTYDILVTKDNQTRSVGQYDNRGSFGELALMYNTPRAATIVA

EHVIDQGDDGDNFYVIDRGTFDIYVKCDGVGRCVGNYDNRGSFGELALMYNTPRAATITA
ETVIQQGDEGDNFYVIDQGETDVYVN—-——-NEWATSVGEGGSFGELALIYGTPRAATVKA
ETVIQOGNEGDNEFYVVDQGEVDVYVN——-—-GEWVINISEGGSFGELALIYGTPRAATVKA
* Kk k% * Kk kK kK * * * Kk kkK A K Kk Kk KAk kk*k *

TSEGSLWGLDRVTFRRIIVKNNAKKRKMFESFIESVPLLKSLEVSERMKIVDVIGEKIYK
TSPGALWGLDRVTFRRIIVKNNAKKRKMYESFIESLPFLKSLEFSERLKVVDVIGTKVYN
KTINVKLWGIDRDSYRRILMGSTLRKRKMYEEFLSKVSILESLDKWERLTVADALEPVQEFE
KTDLKLWGIDRDSYRRILMGSTLRKRKMYEEFLSKVSILESLEKWERLTVADALEPVQFE

*kk kK * Kk *kkk Kk Kk * k% * x *

DGERIITQGEKADSFYIIESGEVSILIRSRTKSNKDGGNQEVEIARCHKGQYFGELALVT
DGEQITAQGDSADSFFIVESGEVKITMKRKGKSEVEE-NGAVEIARCSRGQYFGELALVT
DGOKIVVQGEPGDEFFIILEGSAAVLOR-——RSENEE---FVEVGRLGPSDYFGEIALLM

DGEKIVVQGEPGDDFYIITEGTASVLOQR-—-RSPNEE---YVEVGRLGPSDYFGEIALLL
*x ok oxk * kK * * *x ok *kkk kK

NKPRAASAYAVGDVKCLVMDVQAFERLLGPCMDIMKRNISHYEEQLVKMFGSSVDLGNLG
NKPRAASAHAIGTVKCLAMDVQAFERLLGPCMEIMKRNIATYEEQLVALFGTNMDIVEPT
NRPRAATVVARGPLKCVKLDRPRFERVLGPCSDILKRNIQQYNSFVSLSV-——————————

NRPRAATVVARGPLKCVKLDRPRFERVLGPCSEILKRNIQRYNSFISLTV-——-—-—————
* kok ok * Kk oxk * kkk kkkk Kk kxkkx K

Q 404
A 418

56
58
56
56

103
118
103
103

163
178
161
161

223
238
217
217

283
298
277
277

343
357
331
331

Abb. 9.5: Aminosiuren-Sequenzvergleich von allen vier humanen Isoformen der regulatorischen PKA
Untereinheit. Mit Grau unterlegt sind die identifizierten Peptide aus der vorangegangenen Analyse (vlg.Abb.
9.1). Dieser Vergleich belegt die eindeutige Zuordnung der Peptide zur regulatorische PKA Untereinheit Typ I a.
Verwendete Software: ClustalW  http://www.ebi.ac.uk, * Aminosdureniibereinstimmung, Rlla:
regulatorische UE Typ II a, RIIB: PKA regulatorische UE Typ II B, Rla: PKA regulatorische UE Typ I a,
RIB: PKA regulatorische UE Typ I B.
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