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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Proteinkinase AKT reguliert eine Vielzahl von zelluliren Enzymen, Proteinen und
Kinasen im Bereich von Zellwachstum, Apoptose und Zelliiberleben sowie
Zellmetabolismus. Dabei erfiillen die drei Isoformen von AKT, AKT1, AKT2 und AKT3,
trotz einer hohen Sequenzhomologie sehr spezifische Aufgaben. Zur Identifizierung neuer
Funktionen der AKT2-Isoform wurden in dieser Arbeit die Protein-Proteininteraktionen
von AKT2 mittels Tandem Affinititsaufreinigung (TAP) wund quantitativer
Massenspektrometrie systematisch analysiert.

AKT2 wurde sowohl am C- als auch am N-terminalen Ende mit einem 8 kDa grof3en
Triple-Tag aus HA, Flag und Strepll-Tag versehen und stabil iiber lentivirale Infektion in
HEK293T-Zellen exprimiert. Aus diesen Zellen wurde AKT2 mit seinen assoziierten
Proteinen unter nativen Bedingungen in zwei Schritten aufgereinigt. Als koeluierte
Proteine wurden HSP90, Cdc 37, HSP70, GRP78, Tubulin, GAPDH, o-Enolase und
Elongationsfaktor 2 gefunden. Quantitative Massenspektrometrie mit stabil isotopisch
markierten Zellen (SILAC) zeigte, dass AKT2 nur mit HSP90 und Cdc 37 in einem
stabilen Komplex vorlag. Mit den anderen Interaktionspartnern wie GRP78 oder Tubulin
war AKT2 hingegen nur lose assoziiert. Die bei der TAP endeckten mdglichen
Interaktionspartner GAPDH, a-Enolase und Elongationsfaktor 2 konnten mittels der in
situ-Methode Proximity Ligation Assay als AKT2-Interaktionspartner verifiziert werden.
Weitere funktionelle Analysen der Interaktion von AKT2 und a-Enolase zeigten, dass
AKT keinen Einfluss auf die Kinasefunktion von a-Enolase hat. Die Untersuchung der
AKT2/EF2-Interaktion in Rattenkardiomyozyten zeigte, dass die AKT2/EF2-Interaktion
bei Hemmung des PI3-Kinasesignalwegs verstirkt wurde und bei Stimulation von AKT
mit Angiotensin II, IGF-1 bzw. Insulin zerfillt. Dieser neu entdeckte Zusammenhang
deutet darauf hin, dass AKT2 EF2 direkt regulieren konnte. Neben der beschriebenen
indirekten Aktivierung von EF2 durch AKT konnte dies ein neuer, direkter

Regulationsmechanismus sein, iiber den AKT2 die Translation kontrolliert.



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

A - Angstrom

AKT2NTag - N-terminal getaggtes AKT2
AKT2CTag - C-terminal getaggtes AKT2

AS - Aminoséure

bzw. - beziehungsweise

ca. - circa

cDNA - komplementére Desoxyribonukleinsiure
d - Tag

E.coli - Escherichia coli

EDTA - Ethylendiamintetraessigsiure

GTP - Guanidintriphosphat

h - Stunde

HA - Himagglutinin

kDa - Kilo Dalton

ng - pgramm

min - Minute

ml - Milliliter

mTor - mammalian target of rapamycin

MS - Massenspektrometrie

NADH - Nicotinamidadenindinukleotidhydrid
TAP - Tandem Affinity Purification

TBS/T - Tris buffered saline/Tween

Tg - transgen

pg - picogramm

PLA - proximity ligation assay

SILAC - stable isotope labeling by amino acids in cell culture
siRNA - small interfering RNA

SDS-PAGE - Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
WBA - Western Blot Analyse

WT - Wildtyp
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1 Einleitung

Die Zellen eines vielzelligen Organismus miissen in der Lage sein, sich den stdndig
wechselnden Bedingungen in ihrer Umgebung anzupassen. Um auf Anderungen adiquat
reagieren zu konnen, ist es essentiell, dass sie miteinander kommunizieren. Dazu stehen
verschiedene Mechanismen zur Verfligung. Zum Beispiel konnen Zellen in Zellverbéanden
iiber Synapsen, Nexus oder durch parakrine Sekretion verbunden sein. Zum anderen
konnen aber auch anatomisch weit voneinander entfernte Zellen {iber endokrine Sekretion
miteinander in Verbindung stehen. In allen Féllen werden zur Signaliibermittlung
extrazelluldre Signalmolekiile wie Hormone, Zytokine oder Transmitter genutzt. Diese
werden z.B. von den endokrinen Driisen wie Pankreas, Schilddriise oder Hypophyse, aber
auch von Nerven- oder Blutzellen sezerniert. Auf diesem Weg wird die koordinierte
Steuerung von Stoffwechselprozessen und somit die Kérperhomdostase sichergestellt.

Die Wirkung der Signalmolekiile wird durch Rezeptoren vermittelt, die entweder an der
Zelloberfldche in der Plasmamembran verankert sind, oder im Zytoplasma der Zelle liegen.
Intrazellulire Rezeptoren sind oft Transkriptionsfaktoren, die durch ihre lipophilen
Liganden aktiviert werden und dann auf DNA-Ebene wirksam werden. Unter den
Rezeptoren, die in der Zellmembran liegen, finden sich z.B. ligandenaktivierte
Ionenkanile, heptahelikale Rezeptoren oder Rezeptortyrosinkinasen bzw. Rezeptoren mit
assoziierten Tyrosinkinasen. Bei diesen Membranrezeptoren entfaltet sich die Wirkung der
Liganden zunéchst auf der Proteinebene. Durch Bindung des Liganden an den Rezeptor
wird eine Signaltransduktionskaskade in Gang gesetzt, wobei sekundire Botenstoffe wie
Calcium (Ca®"), zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), Inositol-3-Phosphat (IP3)
und Diacylglycerin (DAG) eine grol3e Rolle spielen. Diese sekundéren Botenstoffe wirken
als biologische Verstirker, das heifit, ein Hormonmolekiil setzt viele sekundire
Botenstoffe frei, welche wiederum viele Proteine in ihrer Aktivitdt modifizieren. Zu den
am héufigsten modifizierten Proteinen zdhlen Proteinkinasen, denn die Phosphorylierung
von Proteinen ist eine einfache und schnelle Moglichkeit das extrazelluldre Signal in der
Zelle in verdnderte Stoffwechselprozesse umzusetzen.

Eine grobe Einteilung von Proteinkinasen erfolgt in Serin/Threonin-Kinasen oder Tyrosin-
Kinasen, je nachdem, ob die Kinase die Hydroxylgruppe in der Seitenkette der
Aminosduren Serin, Threonin oder am aromatischen Ring der Aminosdure Tyrosin

phosphoryliert (Krebs and Beavo, 1979). Zur Phosphorylierung nutzen die Kinasen die
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Energie aus der Hydrolyse des y-Phosphats von ATP (Adenosintriphosphat) bzw. GTP
(Guanosintriphosphat).

Proteinkinasen lassen sich nach struktureller und funktioneller Ahnlichkeit weiter in
Untergruppen einteilen. Unter den Serin/Threonin-Kinasen finden sich z.B. die CaMK
(Ca2+/Calmodulin-dependent protein kinase)- und die CMGC-Familie (Cyclin-dependent
kinase, MAP-Kinase, Glycogen synthase kinase 3, Cdc-like kinase) sowie die AGC-
Familie (PKA, PKG, PKC), zu welcher AKT/PKB (Proteinkinase B) gehort (Hanks and
Hunter, 1995).

1.1 AKT — Proteinkinase B

1.1.1 Struktur und Regulation

AKT ist eine Serin/Threonin-Kinase aus der Gruppe der AGC-Kinasen, welche bevorzugt
an Serin/Threonin-Stellen in der Ndhe der basischen Aminosduren Arginin und Lysin
phosphorylieren (Hanks and Hunter, 1995).

AKT hat ein Molekulargewicht von 57 kDa und umfasst 480 Aminosduren. In Sdugern
finden sich drei Isoformen von AKT, AKT 1-3. Das Protein besteht aus drei Doménen: der
N-terminalen pleckstrin-homology-(PH-)Doméne (AS 5-108), einer katalytischen Doméne
(259 AS (AKT1) bzw. 258 AS (AKT2)) sowie der C-terminal gelegenen regulatorischen
Domaine (AS 410-481/AKT1, 409-480/AKT2) (Abb. 1). Dieser generelle Aufbau ist allen
Mitgliedern der AGC-Kinasen-Familie gemein und zeigt sich besonders deutlich in dem in
AGC-Kinasen hoch konservierten hydrophoben Abschnitt der regulatorischen Doméne
(Fayard et al., 2005). Auch die katalytische Doméne in der Mitte des Proteins weist eine
hohe Ahnlichkeit zu anderen AGC-Kinasen auf, besonders konserviert ist hier ein
Threonin (308/AKT1, 309/AKT2), welches fiir die Aktivierung phosphoryliert wird. Eine
weitere hoch konservierte Phosphorylierungsstelle, die wichtig fiir die AKT-Aktivierung
ist, ist ein Serinrest (473/AKT1, 474/AKT2) in der hydrophoben Region der C-terminalen
regulatorischen Doméne (Hanada et al., 2004, Peterson and Schreiber, 1999). Die PH-
Domaine besitzt eine hohe Affinitdt zu Phosphatidylinositol-3-Phosphat und ermdéglicht
somit eine Membrantranslokation von AKT im Zuge der Aktivierung (Frech et al., 1997)

(Abb. 1).
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Thr 308 Ser 473

Abb. 1: Struktureller Aufbau von AKT. Die N-terminal gelegene PH-Doméne (pleckstrin homology) ist fiir
die Membrantranslokation von AKT im Rahmen der Aktivierung essentiell.

AKT kann tiber den PI- (Phosphatidylinositol) 3-Kinase-Signalweg zum einen durch
Rezeptortyrosinkinasen und zum anderen durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert
werden (Wymann et al., 2003). Die Aktivierung durch Rezeptortyrosinkinasen wird durch
Hormone und Wachstumsfaktoren wie Insulin, IGF (Insulin-like growth factor), EGF
(Epidermal growth factor) oder PDGF (Platelet derived growth factor) vermittelt (Chan et
al., 1999). Nach Binden eines Liganden an den Rezeptor kommt es iiber eine
Autophosphorylierung des Rezeptors und die Rekrutierung von Adaptermolekiilen wie IRS
(Insulin-Rezeptor-Substrat) zur Aktivierung der PI3-Kinase. PI3-Kinasen, die {iber
Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden, gehoren der Klasse IA an und bestehen aus einer
110 kDa groBen Kinase-Untereinheit und einer regulatorischen Untereinheit, die entweder
85, 55 oder 50 kDa grof3 sein kann. Aktivierte PI3-Kinasen bilden Phosphatidylinositol-(3,
4, 5)-trisphosphat (P1(3, 4, 5)P3) aus Phosphatidylinositol-(3, 4)-bisphosphat (PI(3, 4)P2),
welches dann {iber die PH-Doméne AKT an die Plasmamembran rekrutiert. Dadurch
erfolgt eine Konformationséinderung von AKT, welche es der PDK-1 (phosphoinositide-
dependent-kinase 1) erlaubt, AKT an Threonin 308 zu phosphorylieren (Matheny and
Adamo, 2009). Die Kolokalisation von PDK-1 und AKT an der Plasmamembran ist dabei
fiir die Phosphorylierung essentiell (Anderson et al., 1998). Fiir die volle Aktivitidt von
AKT ist eine zweite Phosphorylierung an Serin 473 in der regulatorischen Doméne
notwendig (Alessi et al., 1996a). Diese Phosphorylierung erfolgt durch verschiedene
Faktoren, vornehmlich durch mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2)
(Sarbassov et al., 2005). Es wird jedoch auch die Beteiligung der DNA-PK (DNA-
abhdngige Proteinkinase) (Bozulic et al., 2008) diskutiert.

Auch durch G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) kann AKT aktiviert werden.
Liganden sind hier z.B. Angiotensin II oder Endothelin I. PI3Kinasen, die durch GPCR

3



1

Einleitung

aktiviert werden, gehoren der Klasse IB an. Sie bestehen aus der katalytischen Untereinheit
p110y sowie der regulatorischen Doméne p101, die an das G-Protein bindet (Hirsch et al.,
2000, Wymann et al., 2003). G-Proteine sind trimere Proteine bestehend aus a-, B- und vy-
Untereinheiten, wobei es nach Aktivierung des Rezeptors zur Dissoziation der Go-
Untereinheit von den Gfy-Untereinheiten kommt. GBy-Untereinheiten sind in der Lage,
die PI3-Kinase direkt zu aktivieren, wohingegen die Ga-Untereinheit dies {iiber
Transaktivierung von Rezeptortyrosinkinasen bewirkt. Nach Aktivierung der PI3-Kinase
kommt es dann zur oben erlduterten Signalkaskade (New et al., 2007) (Abb. 2).

Auf verschiedenen Ebenen der Signalkaskade konnen Phosphatasen regulierend in die
Aktivierung von AKT eingreifen. PI(3, 4, 5)P3 kann von der Phosphatase PTEN (protein
phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10) zu PI(4,5)P2
dephosphoryliert werden (Stambolic et al., 1998). AKT selbst wird an Serin 473 in der
hydrophoben Region von PHLPP (PH-domain leucin-rich repeat proteinphosphatase) und
an Threonin 308 in der Kinasedoméne von PP2A (protein phosphatase 2A4)

dephosphoryliert und damit inaktiviert (Gao et al., 2005, Millward et al., 1999).

Abb. 2: Aktivierung von AKT iiber den PI3-Kinase-Signalweg.
Abkiirzungen: GPCR: G-Protein gekoppelter Rezeptor, RTK: Rezeptortyrosinkinase, weitere Abkiirzungen:
s. Text
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1.1.2 Funktionen in der Zelle
Die Hauptaufgaben von AKT in der Zelle sind die Regulation von Wachstum, Apoptose
und Metabolismus, welche von AKT f{iber eine Vielzahl von nachgeschalteten Proteinen
moduliert werden. Dabei wird AKT auf den Ebenen der Gen-Transkription, der mRNA-
Translation und auch direkt auf Proteinebene aktiv. Es wird von iiber 100 AKT-Substraten
berichtet, von denen die meisten eine bevorzugte Erkennungssequenz haben, an der die
Kinase aktiv wird (Manning and Cantley, 2007). Sie lautet R-X-R-X-X-S/T, wobei X
beliebige Aminosduren sein konnen. Diese Sequenz wird gefolgt von einem hydrophoben
Rest (Alessi et al., 1996b). Im Folgenden werden einige wichtige Substrate, {iber die AKT
Metabolismus, Zellzyklus, Wachstum und Apoptose moduliert, erldutert.
Im Rahmen des insulinabhingigen Substratmetabolismus spielt AKT zum Beispiel eine
wichtige Rolle bei der Steigerung der Glukoseaufnahme {iber Glukosetransporter Typ 4
(GLUT4). Besonders AKT2 scheint hier mit GLUT4-Vesikeln assoziiert zu sein und den
Einbau von GLUT4 in die Zellmembran zu fordern (Kohn et al., 1996, Calera et al., 1998).
Vermittelt wird dies unter anderem durch das AKT-Substrat AS160, welches durch AKT
phosphoryliert wird. Durch diese Phosphorylierung wird die GAP (GPTase-activating
protein)-Aktivitit von AS160, die im aktiven Zustand das kleine G-Protein Rab in seiner
GDP-Form hilt, unterbunden. Der Einbau der GLUT4 Transporter und hier vor allem das
Andocken der Vesikel an die Plasmamembran wird vermittelt durch GTP-gebundendes
Rab, welches eine Art Bindeglied zwischen zwei Membranen darstellt. Somit moduliert
AKT insulinabhéngig die Glukoseaufnahme (Sano et al., 2003, Bai et al., 2007, Jahn et al.,
2003). Ein weiteres wichtiges Substrat von AKT ist GSK3 o/ (Glykogen synthase kinase).
GSK wird von AKT nach Aktivierung durch Insulin an Serin 21 (GSK3a) oder Serin 9
(GSK3p) phosphoryliert und damit inaktiviert. GSK3 selber ist im nicht-phosphorylierten
Zustand konstitutiv aktiv und inaktiviert durch Phosphorylierung die Glykogensynthase.
Damit unterbindet sie den Glykogenaufbau. Somit fordert Insulin als anaboles Hormon
iiber AKT- und GSK-abhingige Hemmung die Glykogensynthese (Summers et al., 1999).
Weiterhin greift AKT tiber GSK in den Fettstoffwechsel der Zelle ein. In aktivem Status
inhibiert GSK die ATP-Citrat-Lyase, welche den Abbau von Citrat zu Acetyl-Coenzym A
und Oxalacetat katalysiert. Somit ermdglicht AKT durch Hemmung von GSK diese
Katalyse (Potapova et al., 2000).
Eine Modulation des Zellwachstums vermittelt AKT iiber den mTOR Komplex 1
(mTORC1), welcher liber Aktivierung der p70 S6-Kinase die Proteinsynthese steuert. AKT
5
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reguliert mMTORCI indirekt liber die Inaktivierung von TSC2 (tuberosis sclerosis complex
2) durch Phosphorylierung (Inoki et al., 2002). Im inaktiven Zustand kann TSC2, im
Komplex mit TSC1, das kleine G-Protein Rheb nicht hemmen. Rheb ist aber ein starker
mTOR-Aktivator (Gao et al., 2002, Inoki et al., 2003a). Ein weiteres AKT-Substrat,
welches den mTOR-Komplex1 reguliert, ist PRAS40 (proline rich AKT Substrate of 40
kDa). Im aktiven Zustand bindet PRAS40 an mTORCI und inhibiert so den Komplex.
Wird PRAS 40 durch AKT an Threonin 246 phosphoryliert (Kovacina et al., 2003) kommt
es zur Bindung des 14-3-3-Proteins an PRAS40 gefolgt von einer Destabilisierung des
PRAS40/mTOR-Komplexes (Vander Haar et al., 2007).

In den Zellzyklus kann AKT zum einen direkt iiber die Inhibitoren p21/cipl und p27/kipl
eingreifen oder indirekt iiber GSK3 und Cyklin D. AKT phosphoryliert p21/cipl (CDK-
interacting protein 1) am Threonin 145 und p27/kipl (Kinase Inhibitor Protein 1) am
Threonin 157 und verhindert damit eine Kerntranslokation (Zhou et al., 2001, Shin et al.,
2002, Liang et al., 2002). Alles in allem fiihrt diese Ausschaltung der Inhibitoren zu einer
verstirkten Aktivitidt von Cyklin/CDK (Cyclin dependent kinase), welche in der Zelle den
Zellzyklus regulieren. Eine Stabilisierung von Cyklin/CDK erreicht AKT auch iiber
Inaktivierung von GSK38, da aktive GSK3B Cyklin D phosphoryliert und es dem
proteasomalem Abbau zufiihrt (Diehl et al., 1998).

Seinen regulierenden Einfluss auf die Apoptose iibt AKT iiberwiegend durch
Phosphorylierung und damit Inaktivierung proapoptotischer Proteine wie Bad (Bcl-2/Bcl-X
antagonist), ASK1 (apoptosis-signal regulating kinase 1) oder humane Caspase 9 aus.
Aber auch durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie FoxO (Forkhead Box
0) wirkt AKT antiapoptotisch. Bad gehort zur Familie der Bcl-2-Proteine, die die
Apoptose liber den mitochondrialen Apoptoseweg aktivieren. AKT phosphoryliert Bad an
Serin 136 (Datta et al., 1997) und destabilisiert dadurch den proapoptotischen BAD/Bcl-
2/Bcl-XL-Komplex (Datta et al., 2000). ASK1 ist eine MKKK (mitogene activated protein
kinase kinase kinase) welche iiber Stressproteine wie JNK (c-jun-N-terminal kinase) und
p38 MAPK (mitogene activated protein kinase) den SAPK (stress activated protein
kinase)-Apoptoseweg aktiviert und durch AKT an Serin 83 phosphoryliert und damit
inaktiviert wird (Kim et al., 2001). Caspase 9 ist ebenfalls ein proapoptotisches Protein.
Pro-caspase 9 wird durch AKT an Serin 196 phosphoryliert, was die volle enzymatische
Aktivierung durch Cytochrom c¢ verhindert (Cardone et al., 1998). Die FoxO-

Transkriptionsfaktoren kontrollieren die Expression proapoptotischer Proteine. FoxOl, 2,
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3a und 4 werden durch AKT phosphoryliert und durch Translokation inaktiviert, da sie
nach Phosphorylierung aus dem Zellkern in das Zytoplasma transloziert werden und somit
die Expression FOXO-abhédngiger Gene unterbunden wird (Biggs et al., 1999, Wolfrum et
al., 2003, Brunet et al., 1999).

Wihrend AKT also im Allgemeinen eher anabole Funktionen im Rahmen von Glykogen-,
Protein- und Fettsduresynthese sowie Forderung von Wachstum und Proliferation bei
gleichzeitiger Inhibition von apoptotischen Signalwegen wahrnimmt, stellt die AMP-
abhidngige Kinase (AMPK) eine Art Gegenspieler zu AKT dar, da sie vermehrt katabole
Prozesse wie Glykolyse zur ATP-Gewinnung foérdert (Marsin et al., 2000) und anabole
Prozesse wie Protein- und Fettsynthese hemmt (Horman et al., 2003, Inoki et al., 2003b,
Jorgensen et al., 2004). Die AMPK fungiert als ,,Energiesensor* in der Zelle und wird bei
einer Erhohung des AMP/ATP-Verhiltnis durch allosterische Aktivierung durch AMP und
somit vermehrte Phosphorylierung an Threonin 173 aktiv (Hawley et al., 1995, Hawley et
al., 1996). AKT ist auch in der Lage, diesen Gegespieler zu regulieren, indem es AMPK an
Serin 485/Serin 491 phosphoryliert und damit die aktivierende Phosphorylierung an
Threonin 173 verhindert (Kovacic et al., 2003, Horman et al., 2006).

1.1.3 Isoformen von AKT

Es gibt drei AKT-Isoformen: AKTI, AKT2 und AKT3. Sie unterscheiden sich in
Vorkommen und Proteinmenge, in ihren spezifischen Funktionen sowie, in geringem
Male, in ihrer Sequenz.

Trotz der hohen Sequenzhomologie wurden spezifische Funktionen der einzelnen
Isoformen nachgewiesen. Diese wurden insbesondere auch durch funktionelle
Charakterisierung isoformspezifischer Knockoutmiuse untersucht. Der Knockout von
AKT]1 fiihrte bei den Tieren zu einem stark verminderten Korperwachstum (Cho et al.,
2001a, Yang et al., 2003). AKT2-Knockoutmiuse entwickelten hingegen einen
diabetischen Phianotyp und eine Lipoatrophie (Cho et al., 2001b, Garofalo et al., 2003). Ein
Knockout von AKT3 fiihrte bei Médusen zu einem relativ normalen Koérperwachstum, aber
zu einer stark verringerten Hirnmasse (Tschopp et al., 2005). Bei doppeltem Knockout
zweier Isoformen, z.B. AKT1 und AKT2, kam es zu starken Stérungen des Wachstums
und die Méuse starben postnatal, bzw. prénatal bei kombiniertem Knockout von AKT1
und AKT3 (Peng et al., 2003, Yang et al., 2004). Aus diesen Ergebnissen kann man
schlieen, dass AKT1 vor allem fiir das Wachstum von Korper und Organen, AKT?2 fiir
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den Substratmetabolismus und AKT3 fiir die neuronale Entwicklung zustidndig zu sein
scheint.

Auch bei Analyse der isoformspezifischen Funktionen durch siRNA-Experimente in vitro
konnten spezifische Funktionen festgestellt werden. Fiir den Metabolismus konnte z.B. in
3T3-L1 Adipozyten gezeigt werden, dass die insulinabhingige Translokation des GLUT4
vor allem durch AKT2 vermittelt wird (Jiang et al., 2003, Katome et al., 2003). In
Kardiomyozyten konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Proteinspiegel der GLUT1 und
GLUT4-Transporter direkt mit dem AKT2- aber nicht mit dem AKTI-Proteinspiegel
korreliert. Weiterhin ist AKT2 in Kardiomyozyten die bevorzugt phosphorylierte Isoform,
obwohl AKTT1 ein hoheres Expressionsniveau aufweist (Raupach, 2010).

Trotz dieser unterschiedlichen Funktionen der AKT-Isoformen in der Zelle sind sie sich in
threr Aminosduresequenz sehr dhnlich. Besonders bei AKT1 und AKT2 findet sich eine
starke Sequenzhomologie von ca. 80% (Matheny and Adamo, 2009). Bei den einzelnen
Dominen zeigen sich fiir die Kinase-Doméne und die PH-Domine hohe Homologien von
87% und 75%, die C-terminale regulatorischen Domine zeigt eine Homologie von ca. 66%
und die Linker-Region weist mit einer 17% Homologie die groBBten Unterschiede zwischen
den Isoformen auf (Kumar and Madison, 2005). Auch die beiden fiir die Aktivierung
entscheidenden Phosphorylierungsstellen sind unter den Isoformen konserviert. In AKT1
sind es Serin 473 und Threonin 308, in AKT2 Serin 474 und Threonin 308 und in AKT3
Serin 472 und Threonin 305 (Alessi et al., 1996a). Es zeigt sich also, dass die
verschiedenen =~ AKT-Isoformen  hohe  Sequenzhomologien und  gleichartige
Aktivierungsmechanismen aufweisen.

Es gibt verschiedene Erkldrungsansitze flir diese Diskrepanz zwischen spezifischen
Funktionen auf der einen, und einer hohen Sequenzhomologie auf der anderen Seite.

Zum einen konnten diese Unterschiede auf Variationen in Expressionsmuster und
Expressionsniveau beruhen und sich somit auf DNA- und RNA-Ebene abspielen.
Untersuchungen auf diesem Gebiet zeigen, dass sich AKT1 und AKT2 in fast allen
Organen des Korpers finden, wobei das Expressionsniveau in den verschiedenen Geweben
unterschiedlich ist. AKT1 wird in fast allen Organen exprimiert, vor allem in Gehirn,
Thymus, Hodengewebe, Herz, Lunge, Pankreas, Milz und Fettgewebe (Yang et al., 2003).
AKT?2 ist die dominierende Isoform in insulinabhéngigen Geweben wie Pankreas, Leber

und Skelettmuskulatur (Cho et al., 2001b), aber auch im Herz (Yang et al., 2005). AKT3
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zeigt in den meisten Geweben ein geringes Expressionsniveau und ist vor allem im Gehirn
zu finden (Tschopp et al., 2005).

Zum anderen konnten sich die isoformspezifischen Funktionen aber auch auf Proteinebene
manifestieren.  Denkbar  wéren  Unterschiede in  der  Aktivierung, der
Substratphosphorylierung oder im Vorkommen der Isoformen in bestimmten subzelluldren
Kompartimenten. Zur Analyse dieser proteinvermittelten Regulationsmechanismen ist die

Untersuchung AKT-isoformspezifischer Proteininteraktionen essentiell.

1.2 Proteininteraktionen

Die Bildung von Proteinkomplexen und die Interaktion von Proteinen untereinander sind
entscheidend fiir eine Vielzahl biologischer Prozesse. Ein bekanntes Beispiel fiir
hochaffine Interaktionen ist die Antigen-Antikorperbindung. Aber auch im Rahmen von
Signaltransduktion sind Protein-Protein-Interaktionen entscheidend. Durch Verbindungen
der Proteine untereinander bildet sich ein zellulires Netzwerk aus, welches die
Komplexitit eines Organismus organisiert. Somit ist es nicht verwunderlich, dass die
Komplexitit eines Organismus mit der Anzahl von Protein-Protein-Interaktionen
korreliert. Die Anzahl an Interaktionen im humanen Organismus wird auf 650.000
geschitzt (Stumpf et al., 2008). Die Gesamtheit aller Proteininteraktionen wird auch als
Interaktom bezeichnet. Es gibt verschiedene Arten von Interaktionen und Bindungen. Die
Proteine konnen in festen Komplexen vorliegen oder nur kurzzeitig mit anderen Proteinen
interagieren. Die Art der Interaktion wird durch unterschiedliche Bindungsstellen in
Proteinen vermittelt. Bindungen in groflen, stabilen Proteinkomplexen, die eine hohe
Affinitat und Stabilitdt erfordern, kommen durch Interaktionen zweier Doménen zustande.
Diese haben meistens eine groBe Kontaktfliche von ca. 2000 A> und weisen eine
Hydrophobizitdt auf (Jones and Thornton, 1996). In der Signaltransduktion sind dagegen
eher transiente Interaktionen mit geringer Affinitit von Bedeutung. Diese dynamischen
Interaktionen werden durch Bindung von Doménen an kurze lineare Peptidsequenzen von
3-10 Aminosduren vermittelt. Die Kontaktfliche solcher Bindungen ist mit 200-500 A2
auch wesentlich kleiner als die von Doméne-Domaéne-Interaktionen (Bader et al., 2008,
Stein et al., 2009). Einige Beispiele sind die SH2 (Src-homology 2)-Domine die an
Sequenzen in der Ndhe von phosphoryliertem Tyrosin bindet (Pawson et al., 2002), die
SH3 (Src-homology 3)-Domine, die bevorzugt prolinhaltige Peptide bindet (Mayer, 2001)
oder die PDZ (postsynaptic density 95, discs large; zona occludentes)-Doméne, die C-
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terminale Peptide erkennt (Kornau et al., 1995). Wie am Beispiel der SH2-Doméne zu
sehen ist, spielen auch posttranslationale Modifikationen eine Rolle fiir die Spezifitit der
Bindung.

Die Analyse des Interaktoms stellt eine wesentliche Herausforderung moderner
biologischer Forschung dar. Durch die Aufkldrung von Interaktionen Ildsst sich ein
vertieftes Verstandnis der Signaltransduktion gewinnen. Daher wurden in den letzten
Jahren verschiedene Methoden entwickelt, die sowohl ein Screening als auch eine
Verifizierung der Interaktionspartner erlauben.

1989 entwickelten Fields und Song das Hefe-Zwei-Hybrid-System (Fields and Song,
1989). Mit diesem System konnen mithilfe des Transkriptionsfaktors GAL4, der eine
DNA-bindende und eine aktivierende Doméne hat, interagierende Proteine auf einfache
Weise und in grofler Menge identifiziert werden. Ein Nachteil dieses Ansatzes ist jedoch,
dass die Proteine im Zellkern und damit héaufig nicht im physiologischen Umfeld
miteinander interagieren miissen.

Eine Methode zur nativen Aufreinigung von Proteinen und ihren Interaktionspartnern stellt
die Tandem Affinititsreinigung (TAP) dar. Die TAP wurde 1999 von Rigaut et al.
entwickelt und erlaubt ein Screening nach Bindungspartnern eines bestimmten Zielproteins
tiber ein TAP-Tag. Die TAP wurde zundchst in der Hefe Saccharomyces cerevisiae
eingesetzt. Im Jahr 2002 fiihrten Gavin et al. eine systematische Analyse des Hefe-
Proteoms mithilfe der TAP durch (Gavin et al., 2002). Im weiteren Verlauf wurde die TAP
dann auch fiir Sdugerzellen weiterentwickelt (Knuesel et al., 2003, Li et al., 2004,
Biirckstimmer et al., 2006). Ein Vorteil der TAP ist, dass durch die zweifache
Aufreinigung des Proteins und seiner Bindungspartner viele unspezifisch gebundene
Proteine eliminiert werden. Ein Nachteil ergibt sich hingegen aus der Tatsache, dass
transiente Bindungspartner eines Proteins nur unzuverldssig erfasst werden (Xu et al.,
2010).

Zur Verifizierung der durch das Screening identifizierten Bindungspartner wird hiufig die
Methode der Co-Immunoprézipitation genutzt, bei welcher der zu beweisende
Interaktionspartner das Zielantigen darstellt. Aber auch immunhistochemische Methoden
wie der Proximity Ligation Assay (PLA) konnen zum Nachweis von Proteininteraktionen

dienen (Soderberg et al., 2006).
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1.3 Fragestellung

Die Proteinkinase AKT hat eine zentrale Funktion bei einer Vielzahl von zelluldren
Prozessen wie Metabolismus, Apoptose und Proliferation. Da die Interaktion mit anderen
Proteinen essentiell zur Signaliibermittelung ist und Protein-Protein-Interaktionen einen
wichtigen Aspekt bei isoformspezifischer Signaltransduktion darstellen konnen, sollen in
dieser Arbeit systematisch Proteininteraktionen der AKT2-Isoform analysiert werden.

Dazu sollen AKT2-Proteininteraktionen zundchst global mittels der Tandem
Affinitatsaufreinigung untersucht und die gefundenen Interaktionen mit quantitativer
Massenspektrometrie im Hinblick auf Komplexstabilitit weiter analysiert werden.
Weiterhin sollen gefundene Proteine mit einer TAP-unabhingigen Methode verifiziert und

auf ihre Funktionalitit in der AKT2-vermittelten Signaltransduktion untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Analysewaagen: PCB Prizisionswaage (Kern), PE 3600 (Mettler-Toledo),
Feinanalysewaage BP121S (Sartorius)

Autoklav (Webeco)

Eismaschine (Ziegra)

Gelkammern: Hoefer SE 600 Ruby (Amersham Bioscience/GE Healthcare), SE
400 Sturdier Vertical Electrophoresis Unit (Hoefer Scientific Instruments)

Kiihl- und Gefrierschrianke: -80°C Gefrierschrank Ultimall (Revco/Thermo Fisher),
-20°C Gefrierschrank Senator (Privileg), -20°C Gefrierschrank 6ko (Privileg),
-20°C Gefrierschrank comfort (Liebherr), Kiihlschrank 6ko (Privileg), Kiihlschrank
glass line (Liebherr)

Magnetrithrer: MR3001 (Heidolph), IKA-COMBIMAG-RCH (Klees)
Massenspektrometer: LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) gekoppelt mit
einer Ultimate3000-RT-LC-Séaule (Thermo Fisher/Dionex)

Mikroskope: Lichtmikroskop ID 03 (Zeiss), Fluoreszenzmikroskop Keyence BZ
9000 (Keyence)

Mikrowelle: Micromat (AEG)

PCR-Maschine: Mastercycler gradient (Eppendorf)

pH-Meter: pH 526 (WTW)

pH-Elektrode: Blue line 14 pH (Schott Instruments), /InLab Micro (Mettler-Toledo)
Pipetten: Pipetman 10-1000ul (Gilson),

Plattenphotometer: Spectra Count (Packart), Optima Fluostar (BMG Labtech)
Schiittler: Mini Rocking Platform (Biometra), Wippschiittler (neoLab),
Thermomixer comfort (Eppendorf), Drehschiittler Roto-shake Genie (Scientific
Industries)

Spektralphotometer: Nanodrop ND 1000 (peqlab)

Stromquellen: Model 500/200 Power Supply (Biorad), 500 Volt Power Supply
(Buchler Instruments), Electrophoresis Power Supply: EPS 600 und EPS 3501 XL
(Amersham Pharmacia biotech/GE Healthcare), Power 608 (Fisher Scientific),
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Power Pack P25 (Biometra), PS 500XT DC Power Supply (Hoefer Scientific
Instruments)

Stickstofftank: Arpege 110 (Air Liquide)

UV-Tisch: Mighty Bright (Hoefer Scientific Instruments), Universial Hood
(Biorad)

Vortexer: Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

Westernblotting-Zubehor: Semidry Blot-Kammer (Biometra), Kithlung Multitempll
(LKB), Infrared Imaging System Odyssey (LI-COR), Nitrozellulosemembran
Protran (Whatman), LICOR Blocking Solution (LI-COR)

Wasserbad: 16°C Julabo U3 (Julabo), 37°C GLF 1083 (GFL)

Wasserreinigung: Milli-Q plus (Millipore)

Zellkultur: Sterilbank Antair BSK, Sterilbank LaminAir (Heraeus), Brutschrinke
(Heraeus)

Zentrifugen: Centrifuge 5417R, 5810R (Eppendorf), Rotofix 32 (Hettich),
Vakuumzentrifuge, Savant SPD 131DPA (Thermo), Minizentrifuge (Roth)

2.2 Antikorper

2.2.1

2.2.2

Primére Antikorper

Cell Signaling Technology: AKT-Antibody (9272), AKT Mouse mAb (2966),
AKT2 Rabbit mAb (3063), AKT2 Mouse mAB (5239), HA-Tag Mouse mAB
(2367), P-AKT (Ser 473) Antibody (9271), P-AKT (Thr 308) Antibody (9275), P-
GSK38B (Ser9) Antibody (9336), eEF2-Antibody (2332), GAPDH Rabbit mAb
(2118),

Abcam: Anti-ENOI1 antibody (ab 85086)

Sigma: Anti-Flag Polyclonal (F7425), Anti-GAPDH antibody Rabbit (G9545)

Sekundire Antikorper

Antikorper fiir LI-COR Odyssey: IRDye 800CW Goat Anti-Mouse IgG, IRDye
800CW Goat Anti-Rabbit IgG, IRDye 680 Goat Anti-Mouse IgG, IRDye 680 Goat
Anti-Mouse IgG
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2.3 Chemikalien

Ammoniumhydrogencarbonat (Fluka), APS (Ammoniumpersulfat) (Roth), Biotin
(Sigma) Bromphenolblau (Roth), BSA (bovines Serumalbumin) (Merck), DTT
(Dithiothreiol) (Sigma), EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) (Sigma), Flag-
Peptid (BMFZ, Universitdt Diisseldorf), lodacetamid (Sigma), Kaliumchlorid
(Merck), Kalium-Ferricyanid (Merck), Natriumchlorid (Fluka), Natriumcarbonat
(Merck),  Natriumhydroxid  (Roth),  Natriumthiosulfat  (Merck), SDS
(Sodiumdodecylsulfat)  (Roth), Silbernitrat ~ (Riedel-de ~ Haen),  Tris
(Trishydroxymethylaminomethan) (MP Biomedicals),

Acetonitril (Fisher), Acrylamid 40% (Roth), Ameisensdure (Fluka), Essigsdure
(Merck),

Formaldehyd (Merck), Methanol (Merck), Salzsdure 25% (Merck), TEMED
(N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin) (Roth)

2.4 Enzyme und Hormone

Restriktionsendonukleasen: Agel, BamHI, BsrGI, EcoRI, EcoRV, HindIIl, Hpal,
Hpall, Kpnl, Pstl, Pvull, Sbfl, Scal, Swal, Xbal, Xhol (NEB)

Polymerasen: Tag-DNA-Polymerase (NEB), Klenow Fragment (3'->5' exo-) (NEB)
Ligase: T4-DNA-Ligase (NEB)

Kinasen: T4-Polynukleotidkinase (NEB)

Alkalische Phosphatase (Roche)

Trypsin (Promega)

IGF-1 (Invitrogen, Miltenyi Biotecs), Insulin (Insuman Rapid, 40 I.LE/ml, Sanofi
Aventis), Angiotensin II, human (Calbiochem), Ly294002 (Cell Signaling, Sigma)
CCT128930 (SelleckBio.com)

2.5 Kits

NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey-Nagel)

NucleoBond Xtra Midi Plus Kit (Macherey-Nagel)
BCA-Protein-Assay Kit (Thermo Scientific)

SILACw~Protein Identification and Quantitation Media Kit (Invitrogen)

Duolink Il Fluorenscence-Kit (Olink Bioscience)
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ENOI Human Activity Assay Kit (abcam)

2.6 Gele

Agarosegel: 1-1,5%-Agarose, 0.005-0,01% Ethidiumbromid , 0,5% TAE-Puffer
SDS-Acrylamidgele: Sammelgel 2,5%: 2,5 ml 40% Acrylamid, 2,5 ml 1 M Tris
(pH 6,8), 200 pul 10% SDS, 30 ul TEMED, 60 ul 10% APS, 14,9 ml H,O, Trenngel
10%: 10 ml Acrylamid 40%, 10 ml 1,5 M Tris pH §,8, 400 pul SDS 10%, 100 ul
APS 10%, 80 ul TEMED, 20 ml H20

2.7 Grofienstandard

Lambda-DNA geschnitten mit EcoRI/HindIIl in Basenpaaren: 21000 — 5150 —
4950 — 2027 — 1900 — 1584 — 1375 — 947 — 831 — 560

pBluescript-DNA geschnitten mit Hpall in Basenpaaren: 710 - 489 — 404 — 325 —
242 -190-157-147- 110—-67—-57—-34-26

PageRule Prestained Protein Ladder in kDa: 170 — 130 — 100 — 70 — 55 — 40 — 35 —
25-15-10

2.8 Puffer

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na,HPO4*2H,0, 1,76 mM KH,PO,,
pH 7,4

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

Laemmli-Probenpuffer (4fach): 250 mM Tris-Cl, 8% SDS, 50 mM DTT, 20%
Glycerol, 0,1 mg/ml Bromphenolblau

Lysispuffer: 10 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, 0,1% IGEPAL, pH 7,4
SDS-PAGE-Laufpuffer: 25 mM Tris, 250 mM Glycin (pH 8,3), 0,1% (w/v) SDS
Strep-Wash-Puffer: 100 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0
TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, ] mM EDTA

TBS: 150 mM NacCl, 3 mM KCI, 25 mM Tris-Cl, pH 7,4

TBST: TBS, 0,1% Tween

TE: 10 mM Tris pH 8,0, | mM EDTA

Fixativ: 4%Paraformaldehyd, 0,1 M Natriumphosphat

15



2

Material und Methoden

2.9 Oligonukleotide

Tab. 1: Oligonukleotide (Invitrogen)

Oligonukleotid Sequenz  5‘—3¢

Nummer, Name

Nr.759, AKT2 ATG ATGAATGAGGTATCTGTCATCAAAGA

Nr.760, AKT2 minus STOP | TTTCCTGCAGGCTCTCGGATGCTGGCTGAGTAGG
Nr.781, NTag for ATGGGCGGGTACCCATACGACGTGCCCGAC
Nr.782, NTag rev AACCCCCTTATCGTCATCGTCTTTATAG

Nr.784, AKT2 plus STOP | TCACTCTCGGATGCTGGCTGAGTAG

2.10 Vektoren

Die Grundstruktur aller in dieser Arbeit genutzten Vektoren beruht auf dem Vektor pGJ3-
C-CAG (Abb. 3). In diesem Vektor steht das jeweils integrierte Gen unter der Kontrolle
des CAGGS-Promotors (CMV enhancer fused with chicken f3-actin promotor, GAGGS).
Der Promotor besteht aus dem Cytomegalovirus-Enhancer und dem B-Aktin Promotor aus
dem Huhn (Niwa et al., 1991). Des Weiteren befinden sich die Gene gag, und RRE (REV
(regulator of virion expression)-responsive-element) auf dem Vektor, welche, unter
Kontrolle des CMV (Cytomegalievirus)-Promotors, fiir die effektive Produktion
lenitviraler Partikeln erforderlich sind.

Zur Selektion plasmidtragender Bakterien dient das Ampicillinresistenzgen unter der
Kontrolle des B-Lactamase-Promotors (bla). In eukaryotischen Zellen kann Zeocin zur
Selektion genutzt werden, wobei das Resistenzgen unter Kontrolle des EM7-Promotors
steht. pUC-ori und F1-ori sind Replikationsurspriinge, die die Replikation in E.coli (pUC-
ori), bzw. die Herstellung einzelstrangiger Kopien und die Verpackung in filamentdse
Phagen (F1-ori) ermdglichen.

Weiterhin genutzt wurde der Vektor IRAVp968G0444D von Source Biosience, welcher als
Matrize fiir die Amplifikation der AKT2-cDNA per Polymerasekettenreaktion diente. Zur
Isolation eines Puromycinresistenzgens mit Phosphoglyceratkinase-Promotor, welches zur
Selektion lenitviral infizierter Zellen diente, wurde der Vektor pSicoPuro (Ventura et al.,
2004), bezogen von addgene (Addgene Plasmid 11586), eingesetzt (Abb. 4). Die
graphische Darstellung aller in dieser Arbeit gezeigten Plasmide erfolgte mit dem

Programm Geneoius v5.4 (Drummond et al., 2011).
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Abb. 3: Lentiviraler Vektor zur Expression eines stabil exprimierten, rekombinanten AKT2. Alle im weiteren
Verlauf der Arbeit gezeigten Vektoren basieren auf diesem Vektor.

BGH pA: Polyadenylierungssignal des bovine growth hormone; SV40 (Simian virus 40), SV40pA (SV40
Polyadenylierungssignal: SV40 Enhancer zur Verstdrkung der Expression der viralen Gene (Kelly and
Wildeman, 1991)

Der Aufbau des Vektors und alle weiteren Abkiirzungen sind im Text erldutert.

Scal (4,297).

Scal (7,264)
pSicoPuro

EcoRl (2,941)

Abb. 4: pSicoPuro (addgene)
Vektor mit Puromycinresistenzgen und PGK-Promotor-Kontrolle, dessen Expression fiir die Selektion
vektortragender Zellen nach lentiviraler Infektion benétigt wurde.
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2.11 Zell- und Bakterienkultur

Zellen: Human Embryonic Kindney HEK293T-Zellen (ECACC/HPA), embryonale
(E18) Rattenkardiomyozyten (Pridpariert und zur Verfiigung gestellt von Dr.
Sebastian Kotter, Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie, Heinrich-Heine-
Universitét Diisseldorf.)

Bakterien: kompetente E.coli-Zellen XL-1 Blue (Stratagene)

2.11.1 Medien

HEK-Medium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium D-MEM (Invitrogen), 10%
fotales bovines Serum FBS Superior (Biochrom AG), 0,1 mM MEM Non Essential
Amino Acids (Invitrogen), 2 mM GlutaMAXX-I Supplement (Invitrogen), 100
U/ml Penicillin-Streptomycin, liquid (Invitrogen)

HEK-Einfriermedium: 8 ml HEK-Medium, 1 ml FBS Superior, 1 ml DMSO
Kardiomyozytenmedium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium D-MEM, 20% FBS,
0,1 mM non-essential amino acids, 100 U/ml Pen/Strep, 50uM B-Mercaptoethanol
Bakterienmedium Luria-Bertani-(LB)-Medium: 10 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l Bacto-
Yeast Extract, 170 mM NaCl, 50 pg/ml Ampicillin, pH 7,5. Durch Zusatz von 15
g/l Agar kann man einen Agar-Ndhrboden auf Petrischalen gieBen und die
Bakterien dort kultivieren.

Sonstiges: 0,05% Trypsin EDTA (Invitrogen), S-EDTA (0,7 mM EDTA, 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,2), Puromycin
(Sigma), Verdaupuffer fiir Kardiomyozytenisolation (137 mM NaCl, 11 mM D-
Glukose, 2,7 mM KCl, 12 mM NaHCOs, 417 uM NaH,PO4H,0, 56 uM Phenolrot,
1 mg/ml Kollagenase Typ II, 3 mg/ml Trypsin).

2.11.2 Kultivierung von HEK293T-Zellen

Die humanen embryonalen Nierenzellen (human embryonic kindney cells, HEK293T)
wurden bei 37°C und 5% CO; in supplementiertem D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) kultiviert. Die Pflege der Zellen bestand in regelmiBigem Mediumwechsel,

sowie der Teilung der Zellen bei 100% Konfluenz der Platte. Dieses ,,Splitten* erfolgte

durch Waschen der Zellen mit S-EDTA, um eventuell abgestorbene Zellen zu entfernen,

und dem Ablosen der Zellen von der Zellkulturschale mit Trypsin-EDTA. Die abgeldsten
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Zellen wurden in ca. 5-10 ml frischem Medium fiir 5-10 min abzentrifugiert, um dann in

frischem Medium im Verhéltnis 1:4-1:5 auf neue Zellkulturschalen verteilt zu werden.

2.11.3 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA in HEK293T-Zellen

Die transiente Transfektion der HEK293T-Zellen erfolgte mit Lipofektamin 2000
(Invitrogen). Hierbei bildet das kationische Lipid DOTMA (N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-
N,N,N-trimethylammoniumchlorid) mit der DNA Lipid-DNA-Komplexe, welche mit der
Zellmembran verschmelzen konnen (Felgner et al., 1987).

Fir die Transfektion einer zu 90% konfluenten 10 cm-Zellkulturschale wurden 15-20 pg
DNA und 45 pl Lipofektamin jeweils getrennt fiir 5 min bei 37°C in 1,5 ml Opti-MEM
(Invitrogen) inkubiert. Diese Ansitze wurden vereint und nach einer weiteren, 30-60-
miniitigen Inkubation bei 37°C zu den HEK293T-Zellen gegeben. Die Analyse der Zellen
erfolgte 48 h nach Tranfektion.

2.11.4 Lentivirale Infektion

Um rekombinante Gene stabil in das Genom einer Zelle zu integrieren und somit eine
stabile Expression des gewiinschten Gens zu erreichen, wurden modifizierte Lentiviren
genutzt.

Zur Herstellung von Lentiviren werden verschiedenen Gene gebraucht, die aus
Sicherheitsgriinden auf drei verschiedene Vektoren verteilt sind. Dies sind ein
Helferplasmid, ein Verpackungsplasmid sowie der Expressionsvektor mit dem Zielgen und
einem Antibiotikaresistenzgen. Das Helferplasmid enthidlt die Informationen fiir die
Virusproteine gag (Kapsidproteine), pol (Virion-assoziierte Enzyme Protease, reverse
Transkriptase und Integrase), rev und tat (Expressionsregulatoren). Auf dem
Verpackungsplasmid pCZ-VSV-G befindet sich das Glykoprotein G des vesikuldren
Stomatitis-Virus, welches zum Eintritt und zur Knospung der Viren benétigt wird
(Mochizuki et al., 1998 Pietschmann et al., 1999). Der Expressionsvektor enthilt
zusitzlich zum Gen AKT72 und einem Puromycinresistenzgen ein psi-Verpackungssignal
sowie die Signale fiir die reverse Transkription und Integration.

Zur Durchfiihrung der Infektion wurde eine 10 cm Zellkulturschale HEK293T-Zellen mit
jeweils 5 pg der Plasmide in 1,5 ml Opti-MEM und 45 pl Lipofektamin in 1,5 ml Opti-
MEM inkubiert. Ca. 18 h nach der Infektion wurde das Medium zum ersten Mal
gewechselt. Ca. 2 d nach der Infektion wurde der Uberstand mit den Viruspartikeln

abgenommen und durch einen 0,45 pm Filter filtriert, um ihn dann fiir die Infektion der
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gewliinschten Zellen einzusetzen. Dazu wurde der Virusiiberstand 1:1 mit frischem
Medium verdiinnt und fiir 2 d mit den Zellen inkubiert. AnschlieBend erfolgte fiir ca. eine
Woche eine Selektion mit 3 pg Puromycin/ml Medium. Die Selektion wurde durchgefiihrt,

bis eine identisch behandelte, wildtypische Kontrolle keine iiberlebenden Zellen mehr

aufwies.
2.11.5 Priparation und Kultivierung embryonaler (E18)
Rattenkardiomyozyten

Die Prdparation und Pflege der Zellen wurde freundlicherweise durchgefiihrt von Dr.
Sebastian Kotter, Institut fiir Herz- und Kreislaufphysiologie, Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf. Die Haltung der Tiere erfolgte in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf. Organentnahmenummer O/29/2011. Fiir die Préparation wurden
trichtige Wistarratten genutzt. Diese wurden zundchst mit Isofluran betéubt und durch
zervikale Dislokation getotet. Die Embryonen wurden an Tag 18 entnommen und
dekapitiert. Nach Entnahme der Herzen wurden die Kardiomyozyten durch enzymatische
und mechanische Zerkleinerung fiir 30 Minuten bei 37°C vereinzelt. Die Suspension
wurde filtriert (100pm Porengrofle) und mit 10 ml Medium versetzt, um die enzymatische
Reaktion abzustoppen. Nach fiinf Minuten Zentrifugation bei 800 rpm wurden die Zellen
mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen/Loch auf 6-Loch Platten ausgesiht. Die Kultivierung
erfolgte bei 5% CO;, und 37°C. Zur Unterdriickung von Fibroblastenwachstum wurden die

Zellen einen Tag nach der Préparation mit 10 pg/ml Mitomycin behandelt.

2.12 Arbeit mit DNA

Alle hier aufgefiihrten Methoden wurden nach den Protokollen von Sambrook and Russell
durchgefiihrt (Sambrook, 2001).

2.12.1 Extraktion und Féllung

Die Extraktion von DNA, z.B. aus einem Restriktionsansatz, erfolgte durch Zugabe
gleicher Volumenanteile Phenol-Chloroform und Chloroform, wobei sich die DNA nach
Zentrifugation in der wissrigen Phase anreicherte. Die Fillung der DNA erfolgte durch
Zugabe eines doppelten Volmenanteils 99% Ethanol und 10% 3 M Natriumacetat und
Zentrifugation flir 30 min bei 4°C und 14000 rpm. Zur Entfernung von Salzen erfolgte im
Anschluss ein Waschschritt mit 70% Ethanol. Die gefillte und gereinigte DNA konnte

dann im gewiinschten Puffer gelost werden.
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2.12.2 Restriktionsendonukleasenanalyse

Die Restriktion von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde nach Angaben der
Hersteller (NEB und Gibco) durchgefiihrt. Pro pg DNA wurde jeweils eine Unit Enzym
eingesetzt. Des Weiteren enthielt ein Restriktionsansatz den jeweiligen Puffer sowie, wenn
ndtig, BSA. Nach der Restriktion wurden die Enzyme gegebenenfalls durch Extraktion mit

Phenol-Chloroform aus dem Ansatz entfernt.

2.12.3 Auffiillung von iiberhingenden Enden, Dephosphorylierung

Bei Restriktion mit versetzt schneidenden Enzymen wurden iiberhdngende 5’-Enden mit
einer 5’-3’-Kleenow Polymerase aufgefiillt.

Um eine Religation der Vektorteile zu verhindern und die Ausbeute an Plasmiden mit
Fragmentinsertion zu steigern, wurde die DNA mit einer Phosphatase (CIP = calf intestinal
phosphatase) behandelt, welche zu einer Dephosphorylierung am 5’-Ende fiihrt. Die CIP-
Behandlung erfolgte nach 1-2 h Restriktion, mit 2 U CIP fiir 30-60 min bei 37°C im
Restriktionsansatz. Im Anschluss wurde der Ansatz fiir 15 min bei 67°C zur Inaktivierung

der CIP inkubiert.

2.12.4 Ligation

Fiir Ligationen wurde die T4-Ligase (NEB) genutzt. Ein Ligationsansatz, bestehend aus
100-150 ng Plasmid und Fragment in drei- bis fiinffach molarem Uberschuss, wurde fiir 3-
4 h bei 16°C mit der T4-Ligase inkubiert.

Bei dem Einsatz von PCR-Fragmenten musste eine 5’-Phosphatgruppe vorhanden sein,
welche durch Inkubation des Fragments mit einer T4-Polynukleotidkinase (NEB) und ATP

angehdngt werden konnte.

2.12.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung wurde das Spectrophotometer Nanodrop ND-1000
(peqlab) mit der zugehorigen Software ND 1000 3.2.1 genutzt. Sowohl die E260
(Extinktion bei 260 nm) zur Konzentrationsbestimmung als auch der Quotient E260/E280

zur Reinheitsbeurteilung der Probe wurden von der Software automatisch ermittelt.
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2.12.6 Elektrophoretische Auftrennung der DNA und Isolation aus dem
Agarosegel

Die Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf 1-1,5%
Agarosegelen, welchen 0,005-0,01% Ethidiumbromid sowie TAE-Puffer zugesetzt
wurden. Die Auftrennung erfolgte in TAE-Puffer bei einer Spannung von 50-150 V.

Die in dieser Arbeit zu sehenden Abbildungen von Agarosegelen wurden mit dem
ChemiDoc XRS-System (BioRad) aufgenommen und mit dem Computerprogramm
QuantityOne 4.5.2. (BioRad) bearbeitet. Als GroBenmarker fiir Fragmente ab einer Grof3e
von 500 bp diente Lambda-DNA, welche zuvor mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
HindIIl behandelt wurde. Fiir kleinere Fragmente unter 700 bp wurde ein mit Hpall
geschnittener pBluescript-Vektor genutzt. Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden fiir
eine Klonierung aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit dem NucleoSpin Extract 11

Kit nach Herstellerangaben aus dem Gel extrahiert.

2.12.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Amplifiktion der AKT2-cDNA und des NTags genutzt. Die jeweils
eingesetzten Matrizen und Oligonukleotide sind in Kapitel 2.9, Tab. 1 gelistet.

Der PCR-Thermocycler wurde wie folgt programmiert: Denaturierung bei 94°C fiir 15 sec,
Oligonukleotidanlagerung bei 55°C fiir 45 sec mit einem Gradienten von 50-60°C,
Arbeitstemperatur der Pfx-Polymerase bei 68°C fiir 2 min. Ab Schritt zwei wurden 30
Wiederholungen durchgefiihrt.

2.12.8 Transformation und Kultivierung kompetenter E.coli-Zellen

Zur Transformation von kompetente XL-1 Blue-Zellen mit Plasmid-DNA wurden zundchst
10 pl eines Ligationsansatzes (ca. 500-1000 ng DNA) auf kompetente Zellen gegeben und
fiir 30 min bei 4°C vorinkubiert. Dann erfolgte ein kurzer Hitzeschock (90 s, 42°C) zur
Steigerung der Transformationsrate. Danach wurden die Zellen in 250 pl LB-Medium
aufgenommen und fiir ca. 1 h bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Es folgte die
Ausplattierung auf einer LB-Amp-Platte (Agaroseplatte aus LB-Medium, welches mit
Ampicillin versetzt wurde) und Inkubation iiber Nacht bei 37°C. Am nichsten Morgen
wurden von dieser Platte dann einzelne Kolonien isoliert und in ca. 2-3 ml LB-Amp-

Medium kultiviert, sodass daraus die DNA der E.coli-Zellen priapariert werden konnte.
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2.12.9 Priparation von DNA aus E.coli-Zellen
Die Préparation der DNA aus E.coli-Zellen erfolgte mit dem NucleoBond Xtra Midi Plus
Kit nach dem Prinzip der alkalischen Lyse nach Angaben des Herstellers. Extraktion und

Féllung der DNA erfolgte wie in Kapitel 2.12.1 beschrieben.

2.12.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch das biologisch-medizinische
Forschungszentrum der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf. Die erhaltenen Sequenzen
wurden mithilfe des Programms Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) von

www.ncbi.nlm.nih.gov analysiert.
2.13 Arbeit mit Proteinen

2.13.1 Proteinisolierung aus kultivierten Zellen

Der Aufschluss der Zellen erfolgte mit Lysispuffer (10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 0,1%
IGEPAL, pH 7,4) fiir ca. 5 min auf Eis. Dem Lysispuffer zugesetzt wurden Proteinase-
Inhibitor-Mix (Sigma) sowie bei Bedarf Phosphataseinhibitor. Bei Gebrauch von mehr als
10 ml Puffer wurden die complete-mini- bzw. PhosStop-Tabletten (Roche) verwendet. Der
Einsatz erfolgte nach Herstellerangaben. Im Anschluss an die Lyse wurden die Zellen mit
einem Zellkulturschaber von der Platte abgenommen. Die Zellsuspension wurde je nach
Volumen 5-30 min bei 4°C zentrifugiert um Kerne und andere Zellbestandteile

abzutrennen.

2.13.2 Bestimmung des Proteingehalts von Zellextrakten

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem BCA-Protein-Assay Kit. Eine
aufsteigende Reihe an BSA-Konzentrationen (25-2000 pg/ml) in Lysispuffer diente als
Standard. 25 pl Probenvolumen wurden mit 200 pl Reagenzldsung fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Auf einer 96-well-Mikrotiterplatte wurde im Elisa-Reader SpectraCount
(Packard) mit dem Computerprogramm PlateReader V3.0 die Absorption bei 577 nm
gemessen. Die entsprechenden Proteinkonzentrationen konnten mithilfe der Eichgerade

ermittelt werden.
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2.13.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen iiber SDS-PAGE
(Polyacrylamidgelelektrophorese)

Vor Auftrennung der Proteine im SDS-Gel (Laemmli, 1970) wurden sie zur Denaturierung
und Erreichen einer negativen Ladung in Laemmli-Puffer fiir 5 min bei 95°C gekocht.

Ein SDS-Polyacrylamidgel besteht aus einem 2,5% Sammelgel zur Konzentrierung der
Proteine, sodass diese in einer scharfen Bande in das 10 — 12% Trenngel {ibertreten, wo sie
nach ihrer Molekiilgroe aufgetrennt werden. Die elektrophoretische Auftrennung der
Proteine erfolgte in Hoefer-Elektrophoresekammern in SDS-PAGE-Laufpuffer bei 50-200
V. Als GroBenstandard diente der PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas) (10-
170 kDa).

2.13.4 Western Blot Analyse und Immunodetektion

Die {iiber Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nach dem ,,Semi-dry “-
Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Der Transfer dauerte ca. 1 h bei
200-300 mA, wobei die Stromstérke sich nach der Grofe der Membran richtete (Grof3e der
Membran in cm”*2 = bendtigte Stromstirke in mA). Nach dem Transfer wurde die
Membran fiir ca. 1 h in 5% Milchpulver in TBS oder LICOR Odyssey Losung 1:1 in TBS
behandelt um unspezifische Antikdrperbindungen zu verhindern.

Der primire Antikorper wurde je nach Herstellerangabe in 5% Milchpulver oder 5% BSA
in TBST entweder bei 4°C iiber Nacht oder fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach Inkubation
wurde die Membran dreimal fiir 10 min mit TBST gewaschen. Als sekundére Antikorper
wurden mit roten und griinen Fluoreszenzfarbstoffen markierte a-Maus oder a-Kaninchen-
Antikorper, ebenfalls nach Herstellerangaben in der Verdiinnung 1:15000 in LICOR
Odyssey-Losung, eingesetzt. Es folgten fliinf 10-miniitige Waschschritte mit TBST und
PBS. Die Detektion des fluoreszierenden sekundiren Antikopers erfolgte mit dem LI-COR
Odyssey-Gerit und dem Programm Odyssey 2.1 und V3.0.

2.14 Stimulation und Inhibition des AKT-Signalwegs

Zur Untersuchung der Aktivitdit von AKT wurden Zellen unter unterschiedlichen
Bedingungen kultiviert.

Um HEK293T-Zellen zu ,,hungern“, wurden sie in serumfreiem Medium kultiviert. Fiir
eine Inhibition bzw. Stimulation des PI3-Kinase-Signalwegs wurden 25 pmol PI3-Kinase-
Inhibitor Ly294002 fiir 1 h bzw. 1 pg/ml IGF-1 oder 1,75 pg Insulin/ml fir 10 min

eingesetzt.
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E18 Rattenkardiomyozyten wurden zum ,hungern“ {iiber Nacht in 1% FBS
supplementiertem Medium kultiviert und mit 50 pM Ly294002 behandelt. Zur Aktivierung
von AKT iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wurde mit 100 nM Angiotensin II fiir 30

min stimuliert.

2.15 Tandem Affinititsaufreinigung - TAP

Bei der Aufreinigung von Proteinen nach dem TAP-Protokoll (Rigaut et al., 1999) kdnnen
getaggte Proteine mit ihren Bindungspartnern in zwei Schritten aus Zellextrakten
aufgereinigt werden.

Es wurde ein modifiziertes Protokoll nach Naguib verwendet (Naguib, 2009).
Vorraussetzung war die Expression eines mit einem Flag-Tag und einem Strepll-Tag
versehenen AKT2 in HEK293T-Zellen. Die Zellen wurden zunéchst, wie in Kapitel 2.13.1
beschrieben, mit Lysispuffer lysiert. Zur Kontrolle wurde eine gleiche Anzahl
wildtypischer HEK293T-Zellen dem gleichen Protokoll unterzogen. Im ersten
Aufreinigungsschritt wurden Agarosekiigelchen, welche mit o-Flag-Tag-Antikorper
beschichtet waren (Flag-Beads) (Anti-Flag M2 Affinity Gel, Sigma-Aldrich) zur
Aufreinigung iiber das Flag-Tag genutzt. 200 ul der Beads wurden zunédchst in Lysispuffer
gewaschen, um sie dann fiir 1 h bei 4°C und 400 rpm auf dem Schiittler mit dem
Zellextrakt zu inkubieren. Danach wurde das Gemisch auf eine Einmalsiule (Micro Bio-
Spin, Chromatography Columns, BioRad) gegeben und die abgesetzten Beads mit 2 ml
TBS (150 mM NaCl, 3 mM KCI, 25 mM Tris-Cl, pH 7,4) in 0,5 ml-Schritten gewaschen.
Anschliefend erfolgte die Elution des gebundenen Proteins mit 1 ml Triple-Flag Elutions-
Puffer (300 pg 3xFlag-Peptid/ml TBS). Dieses FEluat wurde im néichsten
Aufreinigungsschritt iiber eine neue Einmalsdule mit Strep-Tactin-Beads (Strep-Tactin
Sepharose, IBA Technologies) gebunden. Die Sédule wurde zunichst mit 2 ml Strep-
Wasch-Puffer (100 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) equilibriert und 200
ul Strep-Tactin-Beads in ca. 1 ml Puffer auf die Séule gegeben. In einem ersten Schritt
wurde das Flag-Eluat iiber das Strepll-Tag an die Strep-Tactin-Matrix gebunden. Im
Anschluss folgte ein Waschschritt mit 2 ml Strep-Wash-Puffer in 0,5 ml-Schritten. Die
Elution der Proteine erfolgte mit 2,5 mM Biotin (Sigma-Aldrich) in Strep-Wasch-Puftfer.
Sowohl Flag- als auch Strep-Tactin-Beads wurden im Anschluss an die Elution in 1 ml
TBS bzw. Strep-Wasch-Puffer aufgenommen. Auch von den  anderen

Aufreinigungsschritten wurden die Fraktionen gesammelt, sodass sich am Ende der TAP
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neun Fraktionen ergaben: Zellextrakt, Durchfluss I, Wasch Flag, Flag Eluat, Flag Beads,
Durchfluss II, Wasch Strep, Strep Eluat, Strep Beads. Jede dieser Fraktionen wurde mittels
Western Blot Analyse auf das rekombinante AKT2 untersucht, um eventuelle
Proteinverluste wéhrend der Aufreinigung zu erkennen.

Zur Konzentrierung der Proteine wurde mit StrataClean Beads (Stratagene) inkubiert oder
tiber Centrifugal Filter Units, 10K Membrane (Millipore) zentrifugiert, um sie dann durch
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese auftrennen zu konnen.

Insgesamt wurden bei Durchfiihrung der TAP und der Herstellung der benotigten Puffer
streng auf den Gebrauch von Handschuhen und die Verwendung von Reinstwasser

geachtet, um Kontaminationen zu vermeiden.
2.16 Aufarbeitung von Proteinen zur massenspektrometrischen Analyse

2.16.1 Gelfirbungen

Die in dieser Arbeit abgebildeten Proteingele wurden mit Silbernitrat geférbt.

Die Silberfarbung erfolgte nach einem leicht abgewandelten Protokoll nach Shevchenko et
al. Benoétigt wurden Fixierer I (50% Methanol, 5% Essigsdure) und II (50% Methanol),
Thiosulfatreagenz (0,02% Natriumthiosulfat), Silbernitratreagenz (0,2% Silbernitrat,
0,02% Formaldehyd), Entwickler (3% Natriumcarbonat, 0,05% Formaldehyd, 0,05%
Natriumthiosulfat) und Stop-Reagenz (5% Essigséure). Fixierer I wurde zu Beginn fiir 20
min auf dem Schiittler inkubiert, gefolgt von Fixierer II zweimal jeweils 10 min. Vor
Inkubation mit Thiosulfatreagenz fiir 1 min musste zunichst 10 min mit H,O gewaschen
werden. Dem Thiosulfatreagenz folgten drei kurze Waschschritte mit H,O, bevor das Gel
fiir 20 min mit dem flinfachen Gelvolumen an Silbernitratreagenz inkubiert wurde. Wieder
folgten drei kurze Waschschritte, um dann das Gel zu entwickeln. Dieser Schritt wurde
unter Beobachtung durchgefiihrt, damit bei zunehmender Fiarbung des Gels die Reaktion
mit 5% Essigsdure abgestoppt werden konnte. Zwischen Entwickler und Stopp-Reagenz

wurde dreimal kurz mit Wasser gewaschen.

2.16.2 In-Gel-Verdau mit Trypsin

Um die im Gel erkennbaren Proteinbanden mittels Massenspektrometrie zu analysieren,
wurden die Gelbanden nach einem Protokoll von Shevchenko et al. aufgearbeitet. Dazu
wurde das Gel zundchst dreimal fiir jeweils 10 min mit H,O gewaschen. Danach wurden

die entsprechenden Gelbanden aus dem Gel ausgeschnitten und in ca. 1 mm? groBe Stiicke
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zerkleinert. Nach dem Trocknen in der Vakuumzentrifuge fiir 45 min bis 1 h bei 55-60°C
erfolgte das Waschen und Entfarben der Proben fiir 15 min bei Raumtemperatur in 40 pl
einer 1:1-Losung aus 30 mM Kaliumferricyanid/100 mM Natriumthiosulfat. Anschliefend
wurden sie viermal mit 80 pl einer 100 mM Ammoniumbicarbonatlésung gewaschen und
dann fiir 45 min bei 55°C in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

Im néchsten Schritt erfolgte die Reduktion und Alkylierung der Proteine bei 56°C fiir 15
min in 40 pl 10 mM DTT/100 mM Ammoniumbicarbonat. Nach Abkiihlen wurde der
Uberstand verworfen und die Proben fiir 30 min im Dunkeln mit 55 mM lodacetamid/100
mM Ammoniumbicarbonat versetzt. Nach einer Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur
mit 40 ul Ammoniumbicarbonat wurden 40 pl Acetonitril hinzugegeben und fiir weitere
15 min inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Gelstiicke erneut in der
Vakuumzentrifuge bei 55°C getrocknet. Fiir den tryptischen Verdau der Proteine im Gel
wurden 20 pg Trypsin in 1600 pl 50 mM Ammoniumbicarbonat und 5 mM
Calciumchlorid gelost. Mit dieser Losung wurden die Gelstiicke fiir 45 min bei 4°C
rehydratisiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen und die Gelstiicke ausreichend mit
50 mM Ammoniumbicarbonat und 5 mM Calciumchlorid iiberschichtet und fiir 16 h bei
37°C inkubiert.

Nach der Verdauung erfolgte die Extraktion der Peptide in mehreren Schritten mit 50%
Acetonitril und 5% Ameisensdure. Um die Effektivitit zu erhohen, wurden die Proben
nach jedem Extraktionsschritt fiir jeweils 5 min im Ultraschallbad inkubiert. Das Extrakt

wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

2.16.3 In-Losungs-Verdau mit Trypsin

Alternativ zur Verdauung der Proteine im Gel wurde das konzentrierte Strep-Eluat ohne
vorherige Fraktionierung im SDS-Gel analysiert.

Dazu wurde das Strep-Eluat nach der TAP wie in Kapital 2.15 beschrieben konzentriert
und in 8 M Harnstoff und 10 mM DTT fiir 1 h bei 30°C reduziert. Danach folgte eine
Acetylierung mit 40 mM lodacetamid fiir eine Stunde bei 30°C. Die Losung wurde 1:10
mit 150 mM Ammoniumbicarbonat verdiinnt und das Gemisch konzentriert. Das
Konzentrat wurde mit 2,5 pg Trypsin in 50 mM Ammoniumbicarbonat/5 mM

Calciumchlorid versetzt und fiir 16 h bei 37°C inkubiert.
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2.16.4 Entsalzung

Nach dem Trypsinverdau wurden die Proben {iber eine C18 Filterspitze ZipTip (Millipore)
entsalzt. Der Filter wurde zunédchst mit 100% Acetonitril (ACN) konditioniert und dann
dreimal mit 100 pl 4% ACN/0,1% Ameisensdure (FA) dquilibriert. Die Probe wurde mit
4% ACN und 0,1% FA versetzt und dann durch sechsmaliges Auf- und Abpipettieren auf
den Filter geladen. Es folgte ein Waschschritt mit fiinfmal 100 pl 4% ACN/0,1% FA und
dann die Elution zunichst mit 60% ACN/0,1% FA und dann mit 99,9% ACN/0,1% FA.

Das Eluat wurde in der Vakuumzentrifuge getrocknet.

2.17 Identifizierung von Proteinen mittels Massenspektrometrie

Die durch Trypsin gespaltenen Proteine wurden mittels einer automatisierten nano-LC-
MS/MS analysiert (UltiMate 3000 LC System, Dionex; LTQ-Orbitrap XL, Thermo Fisher
Scientific). Fiir die automatisierte Steuerung des UltiMate 3000 LC Systems wurde die
Chromeleon-Software (Version 6.80, SP2c) genutzt. Das Massenspektrometer wurde mit
der Software XCalibur 2.0.7 gesteuert.

Bei aus dem Gel extrahierten Peptiden wurde die Probe zunichst auf eine mit C18-
Umkehrphasenmaterial (Reprosil-Pur C18 AQ, 3 um, Dr. Maisch) gefiillte Fused-Silica
Vorsédule (100 pum x 2 cm) aufgetragen und entsalzt. Die Auftrennung und Elution der
Peptidprobe erfolgte iiber eine 15-18 cm lange Fused-Silica Trennsédule (Innendurchmesser
75 um) mit anschlieBender Elektrosprayionisation iiber einen SilicaTip Emitter (New
Objectiv) direkt in das Massenspektrometer. Dazu wurde folgender Losungsmittelgradient
mit einer Flussrate von 230 nl/min eingesetzt: linearer Gradient von 4-60% Puffer Bl
(84% Acetonitril, 0,1% Ameisensdure) iiber 60 min, 99% Puffer Bl iiber 5 min. Im
Anschluss erfolgte die Aquilibrierung der Siule mit Puffer A (4% Acetonitril, 0,1%
Ameisensdure).

Fiir In-Losung verdaute Proteine wurde zunéchst eine SCX (strong cation - exchange)-
Fraktionierung  durchgefiihrt, um die  Probenkomplexitit im  Vorfeld der
massenspektrometrischen ~ Analyse zu reduzieren. Hierzu  wurde die
Mikrofraktionierungsoption des WPS 3000 PL Probensammlers genutzt. Die Peptide
wurden {iber eine 1 mm x 15 cm Polysulfoethyl-Aspartamid-Sédule (Dionex) mittels eines
30 min Gradienten von 0-60% Puffer B2 (5 mM NaH,POy4, 15% Acetonitril, 500 mM

NaCl, pH 2,7) bei einer Flussrate von 50 pl/min getrennt. Die Fraktionen wurden jeweils
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iiber eine Minute gesammelt und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Im Anschluss
erfolgte die weitere Analyse liber nano-LC-MS wie oben beschrieben.

Die Elektrosprayionisierung (positiver Modus) der Peptide erfolgte mit einer Spannung
von 2 kV. Die Temperatur der Transferkapillare betrug 140°C. Fiir die automatisierte
datenabhingige MS-Analyse wurde die dynamic-exclusion-Funktion der Xcalibur-
Software genutzt. Nach jedem MS-Scan (Masse/Ladungsverhdltnis m/z 300-2000,
Ionenfiillwert 1000000 Ionen, Auflésung r = 60000 bei m/z = 400) folgten MS/MS-Scans
der 10 intensivsten Ionen. Parameter der MS/MS-Scans: normalisierte Kollisionsenergie
der kollisionsinduzierten Dissoziation (CID) von 35 U, einmalige Wiederholung in 20 s bei
maximaler Massenabweichung von 10 ppm. Zur Identifizierung der Proteine wurden die
MS/MS-Spektren mithilfe der Uniprot human Taxonomie 9609-Datenbank (83695
Eintrage) iiber den SEQUEST-Algorithmus mit der Bioworks-Software (Thermo-Fisher

Scientific) analysiert. Die eingestellten Parameter und Filter sind in Tab. 2 gelistet.

Tab. 2 Parameter zu Analyse der MS/MS-Scans

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 | 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 fiir einfach, zweifach, dreifach

state und vierfach geladene lonen
Peptidwahrscheinlichkeit 0,05
Nummer der Haupttreffer 1

2.18 SILAC - stable isotope labeling in cell culture

Die Markierung des Proteoms einer Zelllinie mit einer isotopen-markierten Aminosiure
wurde eingesetzt, um mithilfe der Massenspektrometrie eine relative Quantifizierung der
Proteine zweier unterschiedlich markierter Zelllinien durchfiihren zu konnen (Ong et al.,
2002). Dazu wurden HEK293T-Zellen in der Zellkultur in [U-13Cs]-L-Lysin- und [U-1:Cs]-
L-Arginin-markiertem Medium kultiviert, um das Proteom der Zelle durch den Einbau der
13C6-markierten Aminosauren zu kennzeichnen. Der Einbau des 13C6-Lysins und 13C6_

Arginins flihrte bei Verwendung der Protease Trypsin zu Peptiden, die bei gleicher
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Sequenz einen Massenunterschied von 6 Da aufwiesen. Dazu wurden verschiedene
Zelllinien parallel in markiertem und unmarkiertem Medium kultiviert, wobei nach etwa
fiinf Zellteilungen von einem vollstindigen Einbau der markierten Aminoséduren in das
Proteom der Zelle ausgegangen werden konnte. Die Extrakte von markierten und
unmarkierten Zellen wurden je nach Fragestellung vor oder nach der Aufreinigung nach
dem TAP-Protokoll 1:1 gemischt. Das Verhéltnis von markierten zu unmarkierten
Proteinen wurde zur relativen Quantifizierung genutzt. Verglichen wurden zum Beispiel
die bei der Proteinaufreinigung gewonnenen Interaktionspartner von AKT mit einer
wildtypischen Kontrolle.

Zur Markierung der Proteine wurde das SILACw Protein Identification and Quantitation
Media Kit genutzt. Die Herstellung des Mediums und die Kultivierung der Zellen erfolgten
nach Herstellerangaben.

Fiir die in Tab. 6 angegebenen SILAC-Ratios der Proteine wurden zunéchst die Ratios der
nicht-redundanten Peptide gemittelt und diese wiederum fiir eine gesamte Proteinratio
gemittelt und + Standardabweichung angegeben.

Die Primérdaten der massenspektrometrischen Analysen der SILAC-TAPs wurden auf der
Online-Platform PRIDE (PRoteomics IDEntifications Database)
(http://www.ebi.ac.uk/pride/) verdffentlicht (Vizcaino et al., 2012). Kennnummer:
PXD000197, DOI 10.6019/PXD000197. (PRIDE Zugangsnummern MBP-TAP I: 29063-
29102, MBP-TAP 1II: 29103-29151, MAP-TAP I: 29152-29201, MAP-TAP II: 29202-
29251)

2.19 Proximity Ligation Assay

Zur ldentifizierung von Proteininteraktionen in situ wurde das Duolink II Fluorenscence-
Kit genutzt. Hierbei konnen interagierende Proteine immunhistochemisch mit dem Prinzip
der rolling-circle Amplifikation nachgewiesen werden. Die Zellen wurden auf mit 0,2%
Fibronektin oder 0,1% Gelatine beschichteten Objekttrigern ausgesét und fiir vier Stunden
bei 37°C und 5% CO, in entsprechendem Medium inkubiert. Vor Beginn der Fixation
wurden die Zellen zunichst kurz mit PBS gewaschen. Die Fixation erfolgte fiir 10 min mit
4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren kurzen Waschschritt in
PBS wurden die Zellen fiir 10 min mit 0,2% Saponin in PBS permeabilisiert. Danach
erfolgte das PLA-Protokoll nach Angaben des Herstellers (Soderberg et al., 2008). Fiir die

Auswertung wurden die Proben mit einem 60x Objektiv mikroskopiert. Bei fiinf bis zehn
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Bildausschnitten wurden jeweils die Punkte pro Zellkern ausgezéhlt. In denen in Kapitel
3.5-3.6 dargestellten Statistiken wurden die Anzahl der Punkte pro Zellkern der PLA-
Proben mit der jeweiligen Anzahl der Punkte pro Zellkern der Kontrollen verglichen.
Dabei wurde die jeweilige Punktanzahl der PLA-Probe auf 100% gesetzt und die der
Kontrollen prozentual darauf bezogen. Fiir das Kontrollexperiment wurde das jeweilige
Protokoll mit nur einem priméren Antikdrper durchgefiihrt. Folgende primére Antikorper
wurden genutzt: AKT2-Maus, GAPDH-Kaninchen, EF2-Kaninchen und ENO1-Kaninchen
in den Verdiinnungen 1:100 bis 1:500.

2.20 a-Enolase-Aktivititsassay

Um einen moglichen Einfluss von AKT auf die Aktivitit der a-Enolase zu untersuchen,
wurde diese mittels des ENOI Human Activity Assay Kit gemessen. Hier wird zunéchst die
a-Enolase aus einem Zellextrakt {liber spezifische Antikorper aufgereinigt. Das isolierte
Enzym wird mit seinem Substrat 2-D-Phosphoglycerat (2DPG) und den Enzymen
Pyruvatkinase und Lactatdehydrogenase versetzt. Dadurch kann folgende Reaktion
ablaufen: a-Enolase katalysiert 2DPG zu Phosphoenolpyruvat, diese wird von der
Pyruvatkinase zu Pyruvat umgesetzt. In der anschlieBenden Reaktion des Pyruvats zu
Lactat verbraucht die Lacatdehydrogenase NADH. Die NADH-Extinktion wurde bei 25°C
im Photometer Optima Fluostar (BMG Labtech) bei 340nm gemessen. Die Steigung der
Extinktion in mOD/min ist dann das MaB fiir die Enolase-Aktivitit. Fiir die Durchfiihrung
des Assays wurden HEK293T Wildtyp-Zellextrakte in einer Proteinkonzentration von 10
ng/ml eingesetzt. Zuvor wurden die Zellen 30 min mit dem spezifischen AKT-Inhibitor
CCT 128930 (10 uM) (SelleckBio.com) (Yap et al., 2011) behandelt oder 10 Minuten mit
Insulin stimuliert. Die spezifische Aktivitit der Enolase wurde als Anderung der Menge

2DPG in pmol/min/pg Protein dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Transiente Expression von AKT2Tag

Um Proteininteraktionspartner von AKT2 identifizieren zu konnen, war es erforderlich,
AKT2 als Fusionsprotein mit einem Doppeltag zu exprimieren. Das verwendete Tag
(8kDa) besteht aus einem Flag-Tag, einem HA (Hdmagglutinin)-Tag und einem Strepll-
Tag. Dabei erlauben Flag- und Strepll-Tag eine Elution der Proteine unter nativen
Bedingungen. Um die optimale Position fiir die Fusion des Tags mit der AKT2-Sequenz zu
finden, wurden zwei Konstrukte entwickelt, die die Expression des Tags am C-terminalen
bzw. am N-terminalen Ende von AKT2 erlauben. Ziel war es, eventuelle

Funktionsbeeintrachtigungen der AKT2 durch das Tag zu minimieren.

A)

pCARPCTag
9,816 bp

Pstl Scal

9819 9819

‘ b ' 8792 8792
- 5635 Ub

CAGGS-Promotor

CAF‘QP

4599

i Swal (4,943)
Sbfl (5,959)

B)

Scal (9,809

pAKT2CTag
10,249 bp
CAGGS-Promotor

AKT2 A
A TE
| S
BsrGl (5.900) Pstl 4,8(78)

Psti (5.713). Konl (5.719
Kpnl (5,202), Scal (5,210)

Abb. 5: Klonierung eines Vektors zur Expression von 4AK72 mit C-terminalem Tag.

A) Der Vektor pPCARPCTag. Dieser Vektor wurde als Grundlage fiir die Fusion der AKT2-Sequenz mit dem
TAP-Tag genutzt wurde. Die Grundstruktur des Vektors wurde in Kapitel 2.10 eingehend erldutert. Sie gilt
fiir alle gezeigten Vektoren dieser Arbeit und wurde im weiteren Verlauf nicht mehr eingezeichnet.
Eingezeichnet sind die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Swa I und Sbf I, die genutzt wurden, um die
CARP-Sequenz aus dem Vektor zu entfernen.

B) Der Vektor pAKT2CTag. Das Gen AKT2 mit dem C-terminalem Tag unterliegt der Kontrolle des
CAGGS-Promotors. Gekennzeichnet wurden die Schnittstellen der Enzyme Kpnl, Pstl und Scal die zur
Restriktionsanalyse verwandt wurden. Ebenso gekennzeichnet ist die Schnittstelle von BsrGI, welche zur
Klonierung des stabilen Expressionsvektors genutzt wurde.

C) Diagnostische Restriktionsanalyse der Vektoren pPCARPCTag und pAKT2CTag mit Pstl, Scal und Kpn.
Die FragmentgroBen sind in Basenpaaren (bp) angegeben.
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3.1.1 AKT2CTag-Expressionsvektor

Als Grundlage zur Klonierung des AKT2CTag Expressionsvektors diente der Vektor
pCARPCTag (Abb. 5A) (Naguib, 2009). Die Grundstruktur dieses Vektors wurde im
Kapitel 2.10 ausfiihrlich beschrieben. Der Vektor wurde durch Restriktion mit Swal und
Sbfl geschnitten und dadurch die CARP-cDNA deletiert. Die Restriktionsschnittstellen
wurden zur Integration der AKT2-cDNA der Maus in den Vektor genutzt. Die cDNA
wurde mit den Oligonukleotiden 759/760 (Tab.1, Kapitel 2.9) aus dem Vektor
IRAVp968G0444D iiber PCR amplifiziert.

Die diagnostische Restriktionsanalyse des Vektors pAKT2CTAG (Abb. 5B) erfolgte mit
den Restriktionsenzymen Kpnl, Pstl und Scal. Die Enzyme haben jeweils eine (Scal, Kpn)
bzw. zwei (Pstl) Schnittstellen in der AKT2-cDNA und keine Schnittstelle in der CARP-
cDNA, sodass in der Analyse ein bzw. zwei Fragmente zusitzlich zu sehen sind. Bei der
Analyse mit Pstl entstanden drei Banden, bei 9039, 835 und 378 bp, wobei die kleinste
Bande in dieser Abbildung nicht zu erkennen ist (Abb. 5C).

3.1.2 AKT2NTag-Expressionsvektor

Um die Expression von AK72 mit einem N-terminal gelegenen Tag zu ermoglichen,
musste zundchst ein Vektor erzeugt werden, der die N-terminale Fusion von AK7T2 mit
dem TAP-Tag erlaubte. Dazu wurde die TAP-Tag-Sequenz mittels PCR amplifiziert. Als
Matrize diente der Vektor pAKT2CTag (Abb. 5B). Die verwendeten Oligonukleotide
(Tab.1, Kapitel 2.9) enthielten zum einen im 3’ Primer ein Startcodon (ATG)
(Oligonukleotidnummer 781), ferner wurde das auf das CTag folgende Stopcodon deletiert
(Oligonukleotidnummer 782). Dieses PCR-Produkt wurde in den Vektor pCAG (Abb. 6A),
welcher durch Restriktion mit Hpa I linearisiert wurde, integriert. Fiir die Fusion dieses N-
terminalen Tags (Abb. 6B) mit der AKT2-Sequenz wurde zunéchst die AKT2-Sequenz aus
dem Vektor pAKT2CTag mit den Oligonukeotiden 759/784 (Tab.1, Kapitel 2.9)
amplifiziert. Durch den 5° Primer 784 (Tab.1, Kapitel 2.9) wurde am C-terminalen Ende
von AKT2 ein Stopcodon eingefiihrt (Abb. 6C). Der Vektor pPCAGNTag (Abb. 6B) wurde
nun, zur Integration dieses Amplifikats, erneut durch Hpal-Restriktion gedffnet.

Die Restriktionsanalysen der Vektoren pCAGNTag und pAKT2NTag (Abb. 6D-E)
erfolgten mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI/Hpal bei pCAGNTag sowie
Pvull bei pAKT2NTag. Die Analyse der Vektoren pCAG und pCAGNTag mit Xbal

erlaubte die Aussage iiber eine
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Abb. 6 Klonierung des Vektors zur Expression von AKT2NTag.

A) Der Vektor pCAG enthilt die in Kapitel 2.10 erlduterte Grundstruktur (nicht eingezeichnet) mit dem
CAGGS-Promotor. Eingezeichnet wurden die Schnittstelle von Hpal, welche zur Linearisierung genutzt
wurde, und die Schnittstellen von Xbal und BamHI, welche bei der Restriktionsanalyse eingesetzt wurden.
B) Der Vektor pPCAGNTag. In diesem Vektor liegt das TAP-Tag direkt hinter dem CAGGS-Promotor. Die
Integration des AKT2 PCR-Fragments konnte nach Restriktion des Vektors mit Hpal erfolgen, sodass es zur
N-terminalen Fusion der AKT2-Sequenz mit dem TAP-Tag kam. Eingezeichnet sind die Schnittstellen der
Enzyme Hpal, sowie Xbal und BamHI, welche in der Restriktionsanalyse verwandt wurden.

C) Vektor pAKT2NTag. Unter der Kontrolle des CAGGS-Promotors wird AKT2 mit dem N-terminalen Tag
exprimiert. Eingezeichnet sind hier die Schnittstellen des Enzyms Pvull, welches in der Restriktionsanalyse
eingesetzt wurde. * Durch das C-terminal eingefiihrte Stopcodon in der AKT2-Sequenz wird die noch im
Vektor vorhandene C-terminale Tag-Sequenz nicht exprimiert.

D) Diagnostische Restriktionsanalyse der Vektoren pCAG und pCAGNTag mit Xbal und BamHI/Hpal.

E) Analyse der Vektoren pCAGNTag und pAKT2NTag mit Pvull.
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erfolgreiche Fragmentintegration, da sich das 665 bp grof3e Fragment durch Integration der
NTag-Sequenz auf 842 bp vergroferte. Durch die Analyse mit BamHI/Hpal konnte man
eine Aussage iiber die korrekte Orientierung des Fragments treffen, da sich bei falscher
Orientierung die Hpal-Schnittstelle nicht regenerierte (Abb. 6D). Das Enzym Pvull hat
eine Schnittstelle in der AKT2-cDNA, sodass bei dem Vektor pAKT2NTag im Vergleich
zu pCAGNTag ein Fragment zusétzlich zu sehen war (Abb. 6E).

3.1.3 Nachweis der transienten Expression durch Western Blot Analyse

Um das rekombinante Protein nachzuweisen, wurden die neu klonierten Vektoren
AKT2CTag und AKT2NTag mittels Lipofektamin transient in HEK293T-Zellen
transfiziert.

Abb. 7A zeigt den Nachweis von rekombinantem AKT2CTag mit einem o-pan-AKT-
Antikorper. Sowohl in Proteinextrakten transfizierter (CTag) als auch wildtypischer (WT)
Zellen konnte das endogene AKT als Bande bei ca. 60 kDa detektiert werden. In den
transient transfizierten HEK293T AKT2CTag-Zellen (CTag) zeigte sich eine zuséatzliche
Bande bei ca. 70 kDa, welche das getaggte AKT2 (tg AKT) darstellt. Ein vergleichbares
Bild zeigt sich fir AKT2NTag in Abb. 7B.

A) B)

NTa WT

tg AKT

AKT

Abb. 7: Expressionkontrolle der rekombinanten AKT2-Proteine.

A) In dieser WBA wurde die Expression des rekombinanten C-terminal getaggten AKT2 in HEK293T-
Zellen nachgewiesen. Verglichen wurden HEK293T Wildtyp-Zellen (WT) mit AKT2CTag transient
transfizierten HEK293T-Zellen (CTag). Zum Nachweis des Proteins wurde ein a-AKT-Antikorper verwandt,
der sowohl das endogene AKT (bei ca. 60 kDa) als auch das rekombinante AKT2CTag (bei ca. 70 kDa)
detektiert.

B) Nachweis der erfolgreichen Expression von AKT2NTag in transient transfizierten HEK293T-Zellen. Die
Zellextrakte wurden nach dem gleichen Protokoll wie in Abb. 7A analysiert.
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3.1.4 Funktionale Untersuchung der rekombinanten Proteine bei transienter
Expression

AKT2 ist eine Proteinkinase, die nach Stimulation mit IGF-1 oder Insulin durch
Phosphorylierung aktiviert wird, wihrend sie im inaktiven Zustand dephosphoryliert ist.

Um zu tiberpriifen, ob das getaggte AKT aktiviert und inaktiviert werden konnte, wurde in
transient transfizierten HEK293T-Zellen zunidchst das Phosphorylierungsniveau von AKT
durch Serumentzug iiber Nacht auf ein Basalniveau reduziert. Dann erfolgte entweder eine
Stimulation des IGF-Rezeptors durch IGF-1 oder eine Hemmung der PI3-Kinase durch
Ly294002. Der Phosphorylierungsgrad an Serin 473 wurde dabei als MaB fiir die
Aktivierung bzw. Hemmung von AKT2 genutzt und mittels eines phosphospezifischen

Antikorpers untersucht.

A) IGF-1 | Ly 294002 | - Serum
CTag

WT CTa WT CTa WT

tg AKT
AKT

tg AKT
AKT

Abb. 8: Nachweis zur physiologischen Aktivitdt von getaggtem AKT2.

A) Western Blot Analyse von wildtypischen und transient transfizierten HEK293T AKT2CTag-Zellen. Die
Zellen wurden jeweils mit IGF-1 oder Ly294002 behandelt, nachdem sie iiber Nacht in Serum-freiem
Medium (-Serum) kultiviert wurden. Es wurde ein a-Phospho-AKT-Serin473-Antikorper (a-P-AKT-Ser473-
AK) verwandt.

B) WBA von HEK293T WT- und AKT2NTag-Zellen. Die Versuchsbedingungen sind identisch zur Analyse
von AKT2CTag-Zellen in Abb. 8A.

Abb. 8A zeigt den Nachweis der Phosphorylierung von AKT an Serin 473 in HEK293T
Wildtyp- (WT) und AKT2CTag-Zellen. In WT-Zellen fiihrte Serumentzug (-Serum) zu
einer basalen AKT-Phosphorylierung (schwach griines Signal bei 60 kDa), welche durch

Inhibition der PI3-Kinase mit Ly294002 weiter reduziert werden konnte. Die Stimulation
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mit IGF-1 hingegen fiihrte zu einer Steigerung der AKT-Phosphorylierung an Serin 473.
Im Gegensatz zu dieser regulierten Phosphorylierung von AKT in Wildtyp-Zellen zeigten
endogene und getaggte AKT-Proteine in transient transfizierten Zellen eine konstant hohe
Phosphorylierung (starke griine Signale bei 60 und 70 kDa). Eine Reduktion durch
Ly294002 bzw. Steigerung durch IGF-1 war nicht erkennbar.

Abb. 8B zeigt eine WBA nach identischer Versuchsanordnung mit HEK293T AKT2NTag-
Zellen und kommt zu einem vergleichbaren Ergebnis.

Es findet sich also bei transienter Expression von C- und N-terminal getaggten AKT2-
Proteinen eine fehlende Regulierbarkeit der Phosphorylierung. Somit konnte die
physiologische Funktion der getaggten Proteine im Sinne von Phosphorylierung und

Dephosphorylierung auf duere Stimuli nicht nachgewiesen werden.

3.2 Transiente Uberexpression von AKT2 ohne Tag

Es gibt zwei mogliche Ursachen fiir die mangelnde Stimulierbarkeit des rekombinanten
Proteins nach transienter Transfektion. Zum einen konnte das Tag eine
Funktionsbeeintrachtigung des Proteins hervorrufen. Allerdings ist das Tag mit 8 kDa im
Vergleich zum Protein AKT2 recht klein. AuBBerdem zeigte sich sowohl bei C-terminaler
als auch bei N-terminaler Position des Tags ein dhnlicher Effekt. Zum anderen konnte die
starke Uberexpression getaggter Varianten von AKT2 nach transienter Transfektion

Ursache fiir die fehlende Regulation sein.

A) B)  1GF1  1y294002 - Serum
WT TG WT TG WT TG
—100 kDa
pAKT2 — 70 kDa
10,263 bp AKT
CAGGS
— 55 kDa

AKT2

Abb. 9: Uberexpression von AKT2. )

A) Der Vektor pAKT2. Vektor zur Uberexpression von AKT2 enthélt die AKT2-cDNA ohne Tag unter
Kontrolle des CAGGS-Promotors. Die AKT2-Sequenz enthédlt durch die PCR-Amplifikation ein Stop-
Codon.

B) Die WBA zeigt Extrakte aus HEK293T Wildtyp-Zellen und transient mit dem AKT2
Uberexpressionsvektor transfizierten HEK293T-Zellen. Zur Analyse wurde der a-P-AKT-Ser473-Antikorper
genutzt.
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Um dies zu priifen, wurde ein AKT2-Uberexpressionsvektor ohne Tag kloniert. Hierzu
wurde der Vektor pCAG (Abb. 6A) durch Restriktion mit Hpal linearisiert. In diese
Schnittstelle wurde eine AKT2-Sequenz integriert, die mittels PCR aus dem Vektor
pAKT2CTag amplifiziert worden war. Die Amplifikation erfolgte mit den
Oligonukleotiden 759/784 (Tab. 1). Das 3 Oligonukleotid enthélt ein Stopcodon, welches
das fehlende Stopcodon der AKT2-Sequenz ergénzt. Dieser Vektor pAKT2 (Abb. 9A)
wurde nun transient in HEK293T-Zellen transfiziert und die Zellen wurden, wie in Kapitel
3.1.4 beschrieben, analysiert. Die Western Blot Analyse in Abb. 9B zeigt wie zuvor, dass
das endogene AKT in Wildtyp-Zellen bei Serumentzug ein niedriges
Phosphorylierungsniveau aufweist. Im Gegensatz dazu zeigte das iiberexprimierte AKT
(TG) ein konstant hohes Phosphorylierungsniveau, welches durch Ly294002 oder IGF-1
nicht verdnderlich war.

Diese Ergebnisse legten die Schlussfolgerung nahe, dass die mangelnde Stimulierbarkeit
des rekombinanten Proteins nicht aus einer Funktionsbeeintrdchtigung durch das Tag,

sondern vielmehr aus der starken Uberexpression nach transienter Transfektion resultierte.

3.3 Stabile Expression von AKT2Tag

Aufgrund der fehlenden Regulierbarkeit des transient transfizierten Proteins bei starker
Uberexpression wurden stabile Zelllinien etabliert, bei denen ein moderates
Expressionsniveau durch Integration des Transgens in das Wirtszellgenom erreicht werden

sollte.

3.3.1 Puromycin-Resistenz AKT2CTag

Zur Etablierung von stabil AKT2CTag exprimierenden Zellen wurde in den Vektor
pAKT2CTag ein Puromycin-Resistenzgen eingefiihrt. Das Puromycin-Resistenzgen steht
unter Kontrolle des PGK-Promotors (Phosphoglyceratkinase-Promotor) und erlaubt nach
lentiviraler Infektion und Integration der DNA eine Selektion der stabil infizierten Zellen
mit Puromycin. Der Promotor und das Resistenzgen stammen aus dem Vektor pSico Puro
(s. Kapitel 2.10) (Abb. 10A) und wurden nach Restriktion mit Scal und EcoRI aus dem
Vektor isoliert. Dann wurde der Vektor pAKT2CTag (Abb. 5A) durch Restriktion mit
BsrGI linearisiert und das Resistenzgen integriert. Abb. 10B zeigt das Endprodukt, den
Vektor pAKT2CTag Puro. Abb. 10C zeigt die diagnostische Restriktionsanalyse des
Endprodukts pAKT2CTag Puro mit EcoRV und Xhol. pAKT2CTag hat keine EcoRV-

Schnittstelle, sodass ein Fragment von ca. 10 kb entstand. Bei pAKT2CTag Puro liegt die
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EcoRV-Schnittstelle am Ende des integrierten Fragments, sodass durch diese
Restriktionsanalyse sowohl die erfolgreiche Integration als auch die korrekte Orientierung

des Fragments iiberpriift werden konnte.

A)
Scal (7,264)
pSico Puro “%ﬁ
]
~—
Scal (4,297)
EcoRlI (2.941)

B)

CAGGS \
pAKT2CTag Puro
11,609 bp

AKT2 /

Puro
‘ PGK

EcoRV (7,985) Xhol (5,916)

Abb. 10: Klonierung eines Puromyzinresistenzgens in den Vektor AKT2CTag.

A) Der Vektor pSico Puro stammt von der Firma ,,addgene*. Durch Restriktion mit Scal und EcoRI wurde
das Fragment isoliert, das den PGK-Promotor und das Puromycinresistenzgen triagt.

B) Der Vektor pAKT2CTag Puro zur stabilen Infektion von HEK293T-Zellen. Das AKT2CTag wird vom
CAGGS-Promotor kontrolliert und das Puromycin-Resistenzgen unter Kontrolle des PGK-Promotors
gestellt. Eingezeichnet sind die Schnittstellen von EcoRV und Xhol, welche fiir die diagnostische
Restriktionsanalyse genutzt wurden.

C) Diagnostische Restriktionsanalyse der Vektoren pAKT2CTag und pAKT2CTag Puro mit den Enzymen
EcoRV und Xhol.

3.3.2 Puromycin-Resistenz AKT2NTag
Der Vektor pAKT2NTag wurde ebenfalls mit einer Puromycinresistenz versehen, um
stabil AKT2NTag exprimierende Zellen zu generieren. Dazu wurde der Vektor

pAKT2NTag (Abb. 6C) mit BsrGI und Sbfl geschnitten, wodurch die noch verbliebene,
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jedoch nicht exprimierte Tag-Sequenz am C-terminalen Ende entfernt wurde. In das
Vektorriickgrat wurde dann das Puromycinresistenzgen mit Promotor integriert, deren
Herkunft in Kapitel 3.3.1 beschriecben wurde. Die Korrektheit des Endprodukts
pAKT2NTag Puro wurde durch Restriktionsanalyse mit Agel iiberpriift. Durch die
zusdtzliche Agel-Schnittstelle im PGK-Promotor entstand ein zweites, kleineres Fragment
von 1823 bp, wodurch man sowohl die erfolgreiche Integration, als auch die korrekte

Orientierung des Fragments erkennen konnte (Abb. 11).

A)

pAKT2NTag Puro
11,651 bp

CAGGS

TAG |,

Puro AKT2\
\ PGK :

Agel (10,432) Agel (8,605)

Abb. 11: Klonierung eines AKT2NTag-Vektors mit Puromycinresistenz.

A) Konstrukt zur stabilen Expression von AK72NTag. Es enthdlt das Puromycinresistenzgen unter der
Kontrolle des PGK-Promotors. Eingezeichnet wurde die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Agel, welches
fiir die diagnostische Restriktionsanalyse verwandt wurde.

B) Restriktionsanalyse der Vektoren pAKT2NTag und pAKT2NTag Puro mit Agel.

3.3.3 Nachweis der stabilen Expression der rekombinanten Proteine mittels
Western Blot Analyse
In den stabil infizierten HEK293T-Zellen wurden die rekombinanten Proteine mittels
Western Blot Analyse untersucht (Abb. 12). Es wurden ein a-pan-AKT-Antikorper (griin)
(Abb. 12A), ein a-AKT2-Antikorper (griin) (Abb. 12B) und ein a-HA-Tag-Antikorper
(rot) (Abb. 12A+B) verwendet, um zum einen die Expression des rekombinanten Proteins
im Vergleich zum Gesamt-AKT-Gehalt der Zellen und zum anderen die Expression im
Vergleich zum AKT2-Gehalt der Zellen zu ermitteln. Abb. 12A zeigt, dass die Expression
von AKT2CTag und AKT2NTag niedriger (NTag) bzw. etwa gleich hoch war, im
Vergleich zur gesamten endogenen AKT Menge (a-pan-AKT-AK, griin). Analysen mit
dem o-HA-Tag-Antikorper (rot), der nur das rekombinante Protein erkennt, zeigten, dass

bei AKT2CTag, jedoch nicht bei AKT2NTag, eine verkiirzte Formvariante auftrat, die
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vermutlich durch proteolytische Spaltung entstanden war. Abb. 12B zeigt die Analyse
unter gleichen Bedingungen mit dem a-AKT2-Antikorper. Dieser Antikorper detektierte
bei 70kDa das rekombinante AKT2 als griines Signal. Das Expressionsniveau lag jedoch
im Vergleich zum endogenen AKT?2 (griines Signal bei ca. 60 kDa) deutlich hoher. Bei der
ebenfalls erfolgten Analyse mit dem a-HA-Antikorper (rotes Signal) zeigte sich wieder ein
Abbauprodukt des getaggten AKT2 in der AKT2CTag-Zelllinie (CTag) als Signal bei ca.
57 kDa.

Weiterhin fiel auf, dass das C-terminal getaggte AKT2 (CTag) groBer zu sein schien als
das N-terminal getaggte AKT2 (NTag). Dies konnte auf ein unterschiedliches

Laufverhalten der beiden getaggten Proteine im SDS-Gel zuriickzufiihren sein.

A)

NTa CTag WT
tg AKT 70 kDa
800nm

tg AKT — 70 kDa
680nm
70 kDa

Fusionsbild

Abb. 12: Expressionsnachweis von stabil exprimiertem AKT2CTag und -NTag.

A) Nachweis der Expression von AKT2CTag und AKT2NTag in stabil infizierten HEK293T-Zellen im
Vergleich zu HEK293T Wildtyp-Zellen mit einem o-pan-AKT-Antikorper (grin) und einem o-HA-
Antikorper (rot). *Abbauprodukt von AKT2CTag.

B) Die gleichen Proben wie in A), diesmal jedoch mit einem a-AKT2-Antikorper (griin) und einem o-HA-
Antikdrper (rot) analysiert.

B) NTag CTag WT

3.3.4 Funktionale Untersuchung der rekombinanten Proteine bei stabiler
Expression

In den neu etablierten, AKT2Tag stabil exprimierenden HEK293T-Zellen wurde nun die
Regulation der rekombinanten Proteine untersucht, um herauszufinden, ob bei niedriger
liegendem Expressionsniveau von AKT2CTag und AKT2NTag eine authentische
Regulation der Phosphorylierung erfolgte. Dazu wurden HEK293T AKT2CTag- und
NTag-Zellen, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, zunichst unter Serumentzug kultiviert und
dann mit Ly294002 oder IGF-1 behandelt.

Abb. 13A zeigt, dass in HEK293T AKT2CTag Zellen nach Inkubation in serumfreiem

Medium (-Serum) ein basales Phosphorylierungsniveau nachweisbar war (o-P-AKT-
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Ser473-Antikorper). Entsprechend dem niedrigeren Expressionsniveau war das
Phosphorylierungssignal fiir das rekombinante Protein (Signal bei 70 kDa) schwicher als
das endogener AKT-Kinasen (Signal bei 60 kDa). Ly294002 fiihrte zu einer nahezu
vollstindigen Dephosphorylierung von endogenem wie rekombinantem AKT. Im
Gegensatz dazu ergab eine Stimulation mit IGF-1 eine gesteigerte Phosphorylierung von
endogenem und rekombinantem Protein. Die jeweils als Kontrolle gleichsinnig
behandelten HEK293T Wildtypzellen zeigten ein gleiches Phosphorylierungsmuster von
AKT.

Auffallig ist hier, dass bei AKT2CTag-Zellen, im Gegensatz zu AKT2NTag-Zellen, das
Signal des rekombinanten AKT2 durch Hungern iiber Nacht fast komplett unterdriickt
werden konnte. Bei endogenem AKT war dies jedoch nicht der Fall. Dies bedingte sich aus
dem unterschiedlichen Expressionsniveau von AKT2CTag und -NTag.

Insgesamt konnte also gezeigt werden, dass bei stabiler Expression von AKT2Tag die
Regulation des Proteins in Form von Phosphorylierung und Dephosphorylierung erhalten
blieb. Um in weiteren Experimenten die Funktion von AKT2CTag und -NTag zu
untersuchen, wurde analysiert, ob deren Expression die Phosphorylierung des Substrats
GSK3p beeinflusst. GSK3B wird von AKT an Serin 9 phosphoryliert und damit inaktiviert.
(Abb. 13B). Die Expression der rekombinanten Proteine fiihrte allenfalls zu einer gering

verstirkten Phosphorylierung der GSK3.

A) -Serum | Ly294002 | IGF-1 - Serum | Ly 294002 | IGF-1
WT CTag WT CTag WT CTag WT NTag WT NTag WT NTag
70 kDa tg AKT
AKT

B) -serum | Ly294002 | IGF-1 D) - serum | Ly 294002 | IGF-1
WT CTag WT CTag WT CTag WT NTag WT NTag WT NTag

Abb. 13: Funktionsanalyse von stabil exprimiertem AKT2CTag und NTag.

A) WBA von HEK293T WT-Zellen und AKT2CTag-Zellen mit einem a-P-AKT-Ser473-Antikorper. Die
Zellen wurden zundchst in der Zellkultur tiber Nacht in serumfreiem Medium gehungert, am néchsten
Morgen wurde ein Teil der Zellen mit Ly294002 behandelt und ein Teil mit IGF-1 stimuliert.

B) WBA von HEK239T AKT2CTag-Zellen und HEK293T WT-Zellen mit einem a-P-GSK3p-Antikorper.
C) WBA nach gleichen Bedingungen wie in A mit AKT2NTag-Zellen.

D) WBA nach gleichen Bedingungen wie in B mit AKT2NTag-Zellen.

42



3

Ergebnisse

3.4 Suche nach AKT2-Bindungspartnern mittels Tandem
Affinitatsaufreinigung

Die zuvor etablierten, stabil AKT2Tag exprimierenden Zelllinien wurden nun genutzt, um
rekombinantes AKT2 mit seinen Bindungspartnern mittels Tandem Affinititsaufreinigung

(TAP) aus der Zelle aufzureinigen.

A) Ex Ftl WF EF FB Ftl WS ES SB
ID1: 38,2 |D2: 35,2 |D3: 2.1

Ex Ftl WF EF FB Ftll WS ES SB

D5 - 130 kDa

100 kDa

70 kDa

70 kDa
100 kDa

70 kDa

Extrakt Ftl EF Ftll ES
177 25 59 3,3 32,2
100% 14% 33% 1,80% 18%

Abb. 14: Western Blot Analyse der Fraktionen einer TAP.

A) Endogenes AKT in den Fraktionen einer Aufreinigung von Wildtypextrakt. Die Intensitdten der Banden
wurden mit angegeben.

B) Endogenes und rekombinantes AKT in den Fraktionen einer Aufreinigung von AKT2Tag-Zellextrakt. In
den beiden oberen Abbildungen sind die Intensititen der Banden angegeben. Aufgrund technischer
Gegebenheiten wurden bei den Fraktionen Extrakt (Ex) und Durchfluss (Ftl) ein Zehntel der Menge im
Vergleich zu den anderen Fraktionen aufgetragen.

C) Effizienz einer TAP-Aufreinigung. Durch Messungen der Intensitit der Signale in der Western Blot
Analyse wurde die ungefidhre Proteinausbeute einer TAP berechnet.

Abb. 14 zeigt exemplarisch fiir alle TAPs Western Blot Analysen, bei denen das AKT2-
Protein in den einzelnen Fraktionen der Aufreinigung mit einem a-pan-AKT-Antikdrper
nachgewiesen wurde. Abb. 14A zeigt die Fraktionen nach Aufreinigung der WT-Extrakte.
Das endogene AKT-Protein findet sich nur in den Fraktionen Extrakt (Ex) und Durchfluf3 1
(FtI), sowie zu einem geringen Anteil in der Waschfraktion (WF). Eine Anreicherung in
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den Flag- und Strep-Eluaten (EF, ES) zeigt sich hingegen nicht. In Abb. 14B detektiert der
a-pan-AKT-Antikérper im Zellextrakt der AKT2Tag-Zellen (Ex) eine Doppelbande,
welche endogenes AKT und rekombinates AKT2Tag darstellen. In der Ftl-Fraktion zeigt
sich fast nur noch endogenes AKT, welches nicht an die Flag-Beads gebunden hat. Das
AKT2Tag-Protein wurde daher nahezu vollstindig an die a-Flag-Sepharose gebunden.
Weiterhin sieht man eine Anreicherung von AKT2Tag in den Fraktionen Flag- und Strep-
Eluat (EF, ES). Die Intensitdt der Banden wurde gemessen, wobei zu beachten ist, dass die
Fraktionen Ex und FtI aus technischen Griinden nur zu einem Zehntel im Verhéltnis zu den
anderen Fraktionen aufgetragen wurden. Somit errechnet sich aus den Intensititen von Ex,
EF und ES ein Verhiltnis von 1 : 1/3 : 1/2 (Abb. 14C). Im Strep-Eluat befindet sich also
1/5 bis 1/6 der Ausgangsmenge des AKT2Tag-Proteins.

3.4.1 Vergleich von AKT2CTag und AKT2NTag bei der Tandem
Affinitatsaufreinigung

Da sowohl C-terminal als auch N-terminal getaggtes AKT2 zur Tandem
Affinititsaufreinigung zur Verfiigung standen, wurde die Effizienz beider Konstrukte bei
der Aufreinigung miteinander verglichen. Hierzu wurde die Reinigung aus Proteinextrakt
von stabil AKT2NTag, bzw. CTag exprimierendnr Zellen und von HEK293T Wildtyp-
Zellen als Negativ-Kontrolle verglichen. Die bei der Aufreinigung gewonnen Eluate
wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und Silberfiarbung analysiert.

Abb. 15 zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel nach Silberfairbung, bei dem jeweils Eluate von
TAPs mit AKT2CTag-, AKT2NTag- und HEK293T WT-Zellen aufgetragen wurden. Die
Gelspur links (WT) zeigt die Eluate der wildtypischen Zellen. Erwartungsgemal lieBen
sich hier keine Proteine anfirben. Die Eluate von AKT2CTag (mittlere Spur) und
AKT2NTag (rechte Spur) zeigen als prominenteste Bande bei ca. 70 kDa das getaggte
AKT2. Bei AKT2CTag findet sich ca. 10 kDa darunter eine weitere prominente Bande,
welche mittels MS-Analyse als Abbauprodukt von AKT2CTag identifiziert wurde und
auch schon in der Western Blot Analyse detektiert werden konnte (Abb. 12). Neben dem
getaggten Protein finden sich in beiden Proben weitere koeluierte Proteine. Dabei stellte
sich das Bandenmuster zwischen AKT2NTag und -CTag als heterogen dar. Die TAP mit
AKT2CTag-Zellen wurde wiederholt durchgefiihrt (n=5), wobei sich jedes Mal mindestens
eine prominente AKT2Tag-Abbaubande finden lieB. Aus diesem Grund wurden im

weiteren Verlauf die Aufreinigungen nur noch mit AKT2NTag exprimierenden Zellen
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durchgefiihrt. Die bei den TAPs mit AKT2NTag gefundenen Proteine sind unter TAP Nr. /
und // in Tab. 3 aufgefiihrt.

WT CTag NTag

100 kDa— HSP 90 —> “ o 4— HSP 90

— R T — G5E 70
7 0 k D a AKT2-Tag—> '-4— AKT2-Tag
AKT2-Tag—>
55 kDa—| agiZia—
A

KT2-Tag — <4—Tubulin

vvy

40 kDa—

AKT2-Tag —>

35 kDa—

Abb. 15: TAP zum Vergleich der rekombinanten AKT2-Proteine.
Direkter Vergleich von AKT2CTag und AKT2NTag in einer TAP. Als Kontrolle wurden Wildtyp-Zellen
dem gleichen Aufreinigungsprotokoll unterzogen. n=2

3.4.2 Identifizierung von AKT2NTag-Bindungspartnern

Auf Basis der oben erlduterten Ergebnisse wurden weitere Aufreinigungen mit der
AKT2NTag-Zelllinie durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch Gelelektrophorese und
Silberfarbung der Gele, sowie massenspektrometrischer Analyse der koeluierten Proteine.
Abb. 16 zeigt SDS-Polyacrylamidgele nach Silberfirbung von TAPs mit AKT2NTag-
Zellen. Als prominente Bande bei 70 kDa zeigte sich jeweils AKT2NTag. Es lielen sich
weitere koeluierte Proteine anfairben. Wie auch im Vergleich mit Abb. 15 zu sehen ist,
weist das Bandenmuster der interagierenden Proteine von TAP zu TAP eine Variabilitét
auf.

Zur Identifizierung der Proteine wurde eine massenspektrometrische Analyse
durchgefiihrt. Haufig konnten dabei Heat Shock Proteine wie HSP90, HSP70 oder GRP7S,
oder aber auch Tubulin identifiziert werden, welche auch als prominente Banden im Gel zu
sehen waren. Bei der Analyse der etwas schwicher angefarbten Bande bestétigte sich der
optische Eindruck einer Variabilitdt der koeluierten Proteine. Die hier identfizierten
Proteine konnten nur in einigen TAPs gefunden werden oder wurden teilweise nur
einmalig detektiert. Tab. 3 zeigt die bei den ersten vier TAPs identifizierten Proteine
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Tab. 3: Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse der TAPs mit AKT2NTag (Gele aus Abb. 15 und
Abb. 16). Das Molekulargewicht ist ndherungsweise aufgefiihrt. Es wurde die Anzahl redundanter Peptide
angegeben. Einschlusskriterien fiir aufgefiihrte Proteine waren mehr als drei unterschiedliche, nicht redundante
Peptide. Grau markierte Proteine wurden in diesen vier TAPs jeweils nur einmal gefunden.

Peptide (P) &

AKT2NTag-TAPs I-IV Aminosduresequenzabdeckung in % (AS SA%) MW
/ I 1 % (kDa)
Proteine PSS p | S p |8 | S
SA% SA% SA% SA%

Heat Shock Protein 90 kDa

Heat shock protein HSP90-a 14 9,3 7 5,7 14 14,8 44 19,9 84

Heat shock protein HSP90-3 8,7 2 21 6 10,9 32 12,8 83
Cdc 37 X 11 23,3 19 26,2 35 25,1 44
Endoplasmin X X X 8 52 X X 92
Heat Shock Protein 70 kDa 70

Heat shock 70 kDa protein 1 X X 23 26,7 6 14 62 37,8 70

Heat shock cognate 71 kDa protein 34 28,2 54 30,8 - - 50 35,3 70

Heat shock 70 kDa protein 1L 6 6,2 21 5,8 12 5,9 41 16,4 70

geat shock-related 70 kDa protein 12 8.4 10 74 } ) 1 10,5 70
78 kDa glucose regulated protein 31 36,5 X X 26 39 39 39,1 72
Kinesin like protein X X X X 99 51,3 X X 119
Elongationsfaktor 2 X X X X 18 15 X X 95
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit X X X X 13 21,3 X X 53
Elongationsfaktor 1a X X 12 17,3 30 30,5 4 X 50
Tubulin

Tubulin a-1A chain 11 20,6 18 31 36 44,8 15 18 50

Tubulin B-chain 6 9,9 8 9,9 10 16 14 9,9 50

Tubulin B-2A chain 10 15,5 17 24,5 22 36,2 16 15,7 50

Tubulin B-2C chain 8 7.4 8 10,8 8 16,9 14 7.4 50

Tubulin B-1 chain 9 6,2 12 6,4 17 6,4 21 6,4 50
a-Enolase X X X 18 35,7 X 47
Creatin Kinase B-Typ X X X 10 34,6 X 42
Methylosom Protein 50 X X 12 38,9 X 36
g'eyrf;(;fc')‘é‘z%‘;f":hos"hat' X X 8 | 128 | 10 | 221 | «x X 36
60S acidic ribosomal protein X X X X 21 43,2 X X 34
e o [ [ e me [ x| x| w
408 ribosomal protein X X X X 14 38,7 X X 26
g;i\:asguesand polyadenylation specifity N N X X 14 414 X X 26
BTB/POZ domain-containing protein X X X X 18 35,9 X X 26
Peroxiredoxin-1 X X X X 7 20,1 X X 22
60S ribosomal protein X X X X 14 37,6 X X 20
Splicing factor, arginine/serine-rich 3 X X X X 10 38,4 X X 19
ANKRD26-like family C member 1A X X 8 4.1 4,5 X X 120
Actin, aortic smooth muscle X X 14 19,4 X X X 41
,1°\nkyrin repeat domain-containing protein X x 11 17.9 x x X x 36
Triosephosphate isomerase X X 5 16,1 X X X X 26
ATP Synthase subunit 8, Mitochondrial X X 6 15,3 X X X X 56,5
Lactat Dehydrogenase B Kette X X 14 25,8 X X X X 36,6
Lactat Dehydrogenase A Kette X X 6 11,7 X X X X 36,6
Protein Arginin N-Methyltransferase 5 X X X X 4 4,9 X X 72
Nucleolin X X X X 9 6,8 X X 76
Importin X X X X 10 8,3 X X 119
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(Gele aus Abb. 15 und Abb. 16), wobei die einmalig gefundenen Proteine grau unterlegt
sind. Proteine, die nach Auswertung aller durchgefiihrter TAPs (n=6) nur jeweils einmal
gefunden wurden, wurden als mogliche Bindungspartner nicht weiter beriicksichtigt. Tab.

5 zeigt eine Ubersicht.

NTag NTag

i *

100 kDa —
20 KDa —H —100 kDa
— 70 kDa

45 kDa—
— 55kDa

Abb. 16: Beispielhafte Proteingele mit Strep-Eluaten von AKT2NTag-TAPs nach Silberfarbung. Die hier
identfizierten Proteine finden sich in Tab. 3 unter TAP Nr. /// und /V.

3.4.3 Vergleich der interagierenden Proteine bei unterschiedlicher Aktivitit
von AKT2

Um einen mdglichen Einfluss des AKT-Phosphorylierungsgrades auf die AKT2-
Proteininteraktionen zu untersuchen, wurden die AKT2NTag exprimierenden Zellen vor
der Aufreinigung mit Insulin stimuliert oder mit Ly294002 zur Inhibition des PI3Kinase-
Signalwegs behandelt. Abb. 17 zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel nach Silberfarbung, auf
dem die Eluate der TAP nach Inhibition (Ly) und Stimulation (Ins) von AKT2NTag-Zellen
sowie das Eluat der Negativkontrolle (WT) aufgetragen wurden. Bei den Proben der
AKT2NTag-Zellen zeigt sich eine prominente AKT2NTag-Bande bei 70 kDa sowie eine
Vielzahl koeluierter Proteine. Das Bandenmuster zeigt, im Vergleich mit vorangegangenen

TAPs, die schon bekannte Variabilitit. Bei einem rein optischen Vergleich zwischen
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Stimulation und Inhibition scheinen die koeluierten Proteine jedoch weitgehend identisch,

was sich auch in der massenspektrometrischen Analyse bestitigen lief3 (Tab. 4).

AKT2NTag
Ly Ins WT
100 kDa — % . ,,g
b -
70kDa — »
40 kDa —
35 kDa —

Abb. 17: Silbergel einer TAP mit AKT2NTag nach Behandlung der Zellen mit Insulin (Ins) und Ly294002
(Ly). HEK293T WT-Zellen (WT) wurden demselben Aufreinigungsprotokoll unterworfen. Die hier
identifizierten Proteine sind in Tab. 4 gelistet.

Bei der Probe der HEK293T WT-Zellen lieen sich erwartungsgemdl3 keine Proteine
anfarben. Um dennoch eine korrekte Analyse der mdglichen, unspezifisch bindenden
Proteine vorzunehmen, wurde hier exemplarisch, parallel zu den Banden der AKT2NTag-
Eluate, eine massenspektrometrische Analyse des Wildtypeluats vorgenommen. Tab. 4
zeigt die Ergebnisse der massenspektrometrischen Messung. Es zeigt sich, dass ein
GroBteil der in den AKT2NTag-Proben gefundenen Proteine auch in der WT-Probe
detektiert werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass trotz der negativen Ergebnisse in der
Silberfarbung eine minimale Menge der Proteine auch unspezifisch aus den nicht-
transfizierten Zellen in den Gelen nachweisbar ist. Um eine quantitative Aussage dariiber
treffen zu konnen, ob es bei der Expression des AKT2NTags zu einer spezifischen
Anreicherung von Proteinen kommt, wurden aus den erhaltenen Daten zwei Kriterien

genauer analysiert:
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1. Zahl der identifizierten Peptide (Vergleich WT/AKT2NTag).

2. Peak-Integrale von je drei identifizierten Peptiden.

Bis auf die Acetyl-CoACarboxylase fanden sich deutlich mehr Peptide in den AKT2NTag-
Proben als in der wildtypischen Probe, sodass dies auf eine spezifische Interaktion
hindeutete (Tab. 4). Da es hier jedoch auch aufgrund der Aufarbeitung der Proben zu
Variabilititen kommen kann, wurden in einem weiteren Schritt fiir einige Proteine, bei
jeweils drei gefundenen Peptiden, die Intensititen des jeweiligen Peaks im
Chromatogramm untersucht. Die Intensitit berechnete sich durch Integration der

Peakfliche.

Tab. 4: Identifizierte Interaktionspartner aus einer TAP nach Stimulation und Inhibition der Zellen.

Die entsprechenden Gelbanden wurden auch aus der Wildtypprobe extrahiert. Die in den 3 Proben
gefundenen Peptidanzahlen wurden gelistet, um die mengenmiBige Verteilung zwischen Kontrolle und
Proben zu erfassen. x: Protein wurde nicht detektiert.

Peptide (P) & Mw
Aminosauresequenzabdeckung in % (kDa)
. w (AS SA%)
AKT2Ntag ,,Stimulation WT Ly Ins
P P AS SA P AS SA
% %
Heat Shock Protein 90 kDa

Heat shock protein HSP90-a 12 33 27,4 40 28,4 84

Heat shock protein HSP90-3 4 11 23 26,8 83

Cdc 37 - 9 17,7 11 25,7 44

78 kDa glucose regulated protein 22 36 43,3 34 40,2 72

Heat Shock Protein 70 kDa 70

Heat shock 70 kDa protein 1 18 28 42,6 27 37,1 70

Heat shock cognate 71 kDa protein 10 32 46,6 44 47,8 70

Heat shock 70 kDa protein 1L 15 25 24,6 19 18,3 70

Heat shock-related 70 kDa protein 2 7 8 7,8 9 10,5 70

Stress-70 protein, mitochondrial 17 36 31,5 24 28,4 73
Filamin A X 40 15,7 14 6,1 280
Filamin B X X X 10 3,7 278
Fatty acid synthase X 14 7 7 29 273
Acetyl CoA-Carboxylase 47 40 19,4 2 0,8 265
Clathrin heavy chain 4 40 30,3 35 22,75 191
Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase X 6 53 10 7,8 170
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A X X X 8 71 166
Structural maintenance of chromosomes protein 4 X X X 11 8,5 147
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 X 20 22,9 26 28,7 117
Neutral a-Glucosidase AB 5 25 27,1 34 36,9 106
a-actinin-1 X 16 16,9 24 22,5 102

Elongationsfaktor 2 17 43 46,4 59 51,4 95

Endoplasmin 9 25 32,8 37 38,6 92

Protein Arginin N-Methyltransferase 5 12 13 24,5 11 19,3 72

Protein Disulfide Isomerase A4 11 26 29,8 22 28,2 72

Ezrin X 20 24,7 17 21,3 69

a-Enolase 32 47 61,3 45 51,1 47

Elongationsfaktor 1a 13 11 26 16 32,2 50

Eukaryotic translation initiation factor 4B 15 12 34 20 16,8 46

Phosphoglycerate Kinase 1 6 20 34 24 34,3 44

Actin, cytoplasmic X 10 13,3 6 13,3 41

Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 4 14 49,6 14 51,3 36

L-Lactat Dehydrogenase, B Kette 5 7 17,1 6 19,5 36

Malat Dehydrogenase, Zytoplasmatisch X 11 39,5 10 41,6 36

Malat Dehydrogenase, Mitochondrial 3 11 31,9 12 43,2 35
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Abb. 18: Vergleich von Peakintensititen fiir jeweils drei Peptiden aus den drei unterschiedlichen Proben WT,
Ly294002 (Ly) und Insulin (Ins) fiir die Proteine HSP90, GAPDH, a-Enolase, EF2, ACC und EF1-q.

Abb. 18 zeigt die Peakintensititen fiir jeweils drei Peptide von Hitzeschockprotein 90 kDa
(HSP90), Elongationsfaktor2 (EF2), Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH),
a-Enolase, AcetlyCoA-Carboxylase (ACC) und Elongationsfaktor 1a (EFla). Da fiir die
ACC in der mit Insulin behandelten Probe nur zwei Peptide gefunden wurden, wurden hier
nur WT und Ly-behandelte Proben analysiert. Fiir die Peptide von HSP90, EF2, a-Enolase
und GAPDH (Glyeraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) konnte gezeigt werden, dass die
Peakintensititen der AKT2NTag-Proben 3 bis 80x hoher als die der WT-Probe lagen. Bei
den Peptiden der ACC hingegen zeigte sich anndhernd ein 1:1-Verhiltnis. Auch die
Peptide von EFla zeigten in der AKT2NTag-Probe nur eine zwei- bis dreimal hohere
Intensitit als die WT-Probe. Daraus konnte man schlielen, dass ACC und EFla eher
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unspezifisch angereicherte Proteine sind, wihrend die anderen untersuchten Proteine
HSP90, EF2, a-Enolase und GAPDH als mogliche Interaktionspartner von AKT2 zu sehen

sind.

Tab. 5: Uberblick iiber die in sechs TAPs am hiufigsten (3-6 mal) gefundenen mit AKT2 koeluierten Proteine.

TAPs n=6 gefunden n= | MW (kDa)
Proteine

Heat shock protein 90 kDa 6 84
Cdc 37 5 44
Heat shock protein 70 kDa 6 70
78 kDa glucose regulated protein 5 72
Elongationsfaktor 1a 4 50
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 4 36
Tubulin 4 50
Elongationsfaktor 2 3 95
a-Enolase 3 47
Endoplasmin 3 92
Protein Arginin N-Methyltransferase 5 3 72

3.4.4 Untersuchung der unspezifischen Bindungen mittels SILAC

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.4.3 zeigen, dass sich die als AKT2-Bindungspartner
gefundenen Proteine zwar auch in der Kontrolle finden, jedoch in einer viel geringeren
Intensitdt. Um dennoch mogliche falsch positive Bindungspartner herauszufiltern, wurde
zur relativen Quantifizierung der Intensititen die SILAC-Methode eingesetzt. Dazu
wurden HEK293T AKT2NTag-Zellen und HEK293T Wildtyp-Zellen in SILAC-Medium
kultiviert, wobei eine der beiden Zelllinien 13C6-markiertes Lysin und 13C6-markiertes
Arginin erhielt, sodass das Proteom der Zelle anschlieBend stabil isotopisch markiert war.
Somit konnten Peptide, die aus der unmarkierten WT-Probe stammten und 12C6-markier‘u3
Aminosiuren enthielten, von Peptiden aus der *Cg-markierten AKT2NTag-Probe durch
einen Massenunterschied von 6 Dalton unterschieden werden, was eine relative
Quantifizierung der Peptide zueinander erlaubte. Fiir die Affinitdtsreinigung wurden
gleiche Proteinmengen der AKT2NTag (Ce)- und WT (*2Cg)-Zellen vor der TAP
gemischt und die AKT2-assoziierten Proteine mittels TAP isoliert (Mixing before
purification, MBP). Um unspezifisch angereicherte Proteine von spezifisch stabil bzw.
spezifisch transient gebundenen Proteinen unterscheiden zu konnen, wurden in einem
weiteren Ansatz die TAP Eluate von zwei parallel durchgefiihrten Reinigungen aus

AKT2NTag (*Ce)- und WT (?Cg)-Zellen nach der TAP gemischt (Mixing after
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purification, MAP). Stabil an AKT2NTag gebundene Proteine sollten wihrend des
gesamten ca. zwei Stunden dauernden Reinigungsprotokolls mit AKT2NTag assoziiert

bleiben. Bei der massenspektrometrischen Analyse sollten daher, sowohl nach MAP als

auch nach MBP, vermehrt schwere, BCe-markierte Peptide als leichte, 2Ce-markierte

Peptide detektiert werden. Bei transient an AKT2NTag bindenden Proteinen konnte es

wihrend der Reinigung zu einem Austausch von diesen '*Cg-markierten Proteinen mit den

entsprechenden unmarkierten Proteinen aus der WT-Probe kommen, sodass nach MBP-

TAP eine anndherndes 1:1 Verhéaltnis von markierten zu unmarkierten Proteinen besteht.

Tab. 6: Liste der gefundenen AKT2-Interaktionspartner nach MBP oder MAP-TAP und In-Lésungsverdau.

Die SILAC-Ratios sind jeweils Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens drei nicht redundanten

Peptiden. Die Ratios der redundanten Peptide wurden zuvor ebenfalls gemittelt.
oo: das entsprechende Peptid der WT-Probe wurde nicht gefunden, daher ist das Verhéltnis als co angegeben.

x: das Protein wurde in dieser TAP nicht detektiert.

*: diese Ratios wurden auf Basis von nur zwei nicht-redundanten Peptiden ermittelt.

SILAC-TAPs AKT2NTag:WT SILAC Ratio NTag:WT (I'l’g’: )
MAPI MAP Il MBP | MBP Il
Heat Shock Protein 90 kDa
Heat shock protein HSP90-a 63%1;: 0 0 0 84
Putative heat shock protein HSP90-3-§ 80.0 + o 751+ 219+ 44
2 39.4 38.0 1.0
Putative heat shock protein HSP90-3-§ 98.7 721+ 62.3 + 338 68
3 49.4 39.8 39.0 3.6
89.9 + 45.4+ *
Cde 37 42.3 X 14.7 * a4
60 kDa heat shock protein, mitochondrial 13’%* 3‘3'%* 74+27|23+14] 61
Heat Shock Protein 70 kDa
: 401+
Heat shock 70 kDa protein 1 15.4 o0 3.2205|3.8+£0.6 70
Heat shock cognate 71 kDa protein 3132301' © |26+04[31+04] 70
Heat shock 70 kDa protein 1L o0 c0 312151491207 70
Heat shock-related 70 kDa protein 2 oo w |27+02 21'%3 70
78 kDa glucose regulated protein 2161'06i 3125'3221 15+£08 (1.0x04] 73
Stress 70 protein, mitochondrial X 0 1.2+01|109+0.2 50
Tubulina 1A chain 0 oo 1.2+05|112+05] 50

Mittels massenspektrometrischer Analyse konnte nun exakt bestimmt werden, aus welcher

Probe das jeweilige Peptid stammte, und somit eine Aussage dariiber getroffen werden, ob
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das Protein spezifisch an AKT gebunden ist oder unspezifisch iiber die Sdulenmatrix mit
aufgereinigt wurde.

Tab. 6 zeigt die Intensititsverhidltnisse der bei diesem Verfahren gefundenen Proteine,
sowie einen Vergleich dieser Verhiltnisse zwischen MBP und MAP. Dabei zeigen die
Proteine im oberen Abschnitt (HSP90, Cdc 37) sowohl bei MBP als auch bei MAP eine
deutliche Anreicherung der Peptide aus der AKT2NTag-Probe. Sie sind somit stabil an
AKT2NTag bindende Proteine. Proteine im unteren Abschnitt zeigen ein deutlich
verschobenes Verhéltnis nur nach MAP-TAP, aber ein ungefdhres 1:1-Verhéltnis nach
MBP-TAP und sind damit als transiente Interaktionspartner zu charakterisieren. Die
Proteine im mittleren Abschnitt (HSP70, HSP60) zeigen bei MAP ebenfalls eine deutliche
Anreicherung schwer markierter Peptide, haben jedoch bei der MBP nur ein leicht
verschobenes Verhiltnis von 1:2 — 1:5 und koénnen dadurch als semistabil an AKT2NTag
bindende Proteine angesehen werden. Mittels der MAP/MBP-Experimente konnten auch
unspezifisch aufgereinigte Proteine wie Nuceolin, Methylosom Protein 50 und Protein
Arginin Methyltransferase 5 identifiziert werden. Abb. 19 zeigt exemplarische MS-
Spektren von Peptiden von HSP90 (A) und GRP78 (B) und deren Verhiltnis von schwer
zu leicht nach MBP und MAP.
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Abb. 19: MS-Spektren von Peptiden von HSP90 und GRP78 nach MBP und MAP.

A) Schwere und leichte Form des Peptids DAGTIAGLNVMR von HSP90a. Sowohl nach MBP als auch
nach MAP zeigen sich deutlich verschobene Verhéltnisse zu Gunsten der schweren Form. B) Schwere und
leichte Form des Peptids SDIDEIVLVGGSTR von GRP78. Nach MAP-TAP zeigt sich hier ebenfalls ein
verschobenes Verhéltnis, nach MBP jedoch ein anndherndes 1:1-Verhéltnis.
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3.5 Verifizierung von AKT2-Bindungspartnern mittels Proximity
Ligation Assay

Die bisherigen Analysen zeigten, dass AKT2 héufig transiente Bindungen mit seinen
Interaktionspartnern eingeht. Stabile Komplexe finden sich vornehmlich mit Chaperonen
wie HSP90. Daher war die Verifizierung transienter Interaktionspartner mit einer TAP-
unabhingigen Methode von groer Bedeutung. Aufgrund einer eindeutigen
Intensititsverteilung (s. Kpt. 3.4.3) wurden zur weiteren Interaktionsanalyse die Proteine
Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, o-Enolase sowie Elongationsfaktor 2
ausgewdhlt.

Der Proximity Ligation Assay (PLA) bietet die Moglichkeit, antikorperbasiert nah
beieinander liegende Proteine zu detektieren. Dabei nutzt man primédre AntikOrper aus
zwel verschiedenen Spezies (z.B. Maus und Kaninchen), welche durch sekundére
Antikorper erkannt werden, die einen DNA-Einzelstrang mit unterschiedlicher Polaritét
tragen. Liegen diese DNA-Stringe, und damit auch die Proteine, nah beieinander (< 40
nm), konnen die Antikorper-gebundenen Einzelstrange mit spezifischen Oligonukleotiden
hybridisiert und somit verbunden werden. Nur nach Hybridisierung kénnen die beiden
Oligonukleotide zu einem Ringmolekiil ligiert werden, welches in einem weiteren Schritt
als Substrat flir die ®29 DNA-Polymerase dient und einen Startpunkt fiir eine rolling circle
Amplifikation bildet. Die Amplifikate werden mit Fluorophoren-markierten Nukleotiden
synthetisiert, sodass die Interaktion durch Fluoreszenzmarkierung nachgewiesen werden
kann (Abb. 20). Der PLA eignet sich besonders zur Detektion transienter

Proteininteraktionen, da die Vorgédnge direkt in situ beobachtet werden kdnnen.

Verbindende Oligonukleotide
Sekundére

{ P [ D Einbau von
( Fluophoren
-DNA +DNA
Antlkorper mit

Ligation
Elnzelstrangen a-Rb —>
Primére
Antikorper aus
verschiedenen
Spezies (Maus
und Kaninchen)
Antigene

Abb. 20: Schematische Darstellung eines PLA-Ablaufs.
0-MS: anti-Maus, a-Rb: anti-Kaninchen
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Der PLA wurde auf HEK293T AKT2NTag-Zellen durchgefiihrt. Die Abb. 21, Abb. 22
und Abb. 23 =zeigen fiir GAPDH, Elongationsfaktor 2 und a-Enolase jeweils
mikroskopische Aufnahmen von der PLA-Probe (A) und den jeweiligen Kontrollen (B, C),
sowie eine statistische Auswertung der roten Signale pro Zellkern von zwei unabhédngigen
PLA-Experimenten (D). Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt und die jeweiligen
Interaktionen sind durch rot fluoreszierende Punkte gekennzeichnet. Es zeigt sich fiir jedes
der Proteine, dass die roten Signale/Zellkern in den PLA-Proben die Hintergrundsignale
der Kontrollen deutlich iibersteigen. Bei Auszidhlung der Signale bestitigt sich der optische
Eindruck der mikroskopischen Aufnahmen, dass in den PLA-Proben deutlich mehr Signale
als in den jeweiligen Kontrollen zu detektieren sind. Somit konnte fiir Glyceraldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase, Elongationsfaktor 2 und a-Enolase eindeutig eine Interaktion

mit AKT2 nachgewiesen werden.

A)

o

-
—_
o
S

Rote Signale/Zellkern in %

Abb. 21: Mikroskopische Aufnahmen eines PLAs mit AKT2 und GAPDH.

In blau angefédrbt sind die Zellkerne zu sehen, die roten Punkte markieren die Interaktion. A) PLA
AKT2/GAPDH B) Kontrolle AKT2 C) Kontrolle GAPDH D) Statistische Auswertung der Anzahl der
Interaktionen pro Zelle von zwei PLAs. Verglichen wurde jeweils die Punktanzahl der Kontrollen mit denen
der PLA-Probe. Die Anzahl der Punkte des PLAs wurde jeweils auf 100% gesetzt.

PLA: kompletter Assay, GAPDH, AKT2: Kontrollen mit nur einem priméiren Antikorper
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D

Rote Signale/Zellkern in %
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Abb. 22: Mikroskopische Aufnahmen eines PLAs mit AKT2 und EF2. A) PLA AKT2/EF2 B) Kontrolle
AKT2 C) Kontrolle EF2 D) Statistische Auswertung der Interaktionen/Zelle von zwei unabhingigen
Experimenten. PLA: kompletter Assay, EF2, AKT2: Kontrollen mit nur einem priméiren Antikorper
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Abb. 23: Mikroskopische Aufnahmen eines PLAs mit AKT2 und o-Enolase. A) PLA AKT2/ENOI1 B)
Kontrolle AKT2 C) Kontrolle ENO1 D) Statistische Auswertung von zwei PLAs mit AKT2 und a-Enolase.
PLA: kompletter Assay, ENO1/AKT2: Kontrollen mit nur einem priméren Antikdrper
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3.6 Einfluss von AKT-Stimulation auf die EF2/AKT2-Interaktion in
E18 Rattenkardiomyozyten

Es gibt Hinweise in der Literatur, dass AKT eine Rolle bei einer Angiotensin II-
vermittelten Dephosphorylierung und Aktivierung von EF2 spielt (Everett et al., 2001).
Aus diesem Grund wurde der Einfluss einer Angiotensinstimulation auf die AKT2/EF2-
Interaktion in embryonalen (E18) Rattenkardiomyozyten untersucht. Die Zellen wurden
entweder mit Angiotensin II stimuliert (AKT-Aktivierung iiber PI3-Kinase y) oder vor der

Stimulation mit Ly294002 behandelt, um den PI3-Kinase-Signalweg zu inhibieren. Danach

wurde der PLA wie zuvor beschrieben durchgefiihrt.
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Abb. 24: PLA nach Stimulation mit Angiotensin I (A-C), IGF-1 (D-F) und Insulin (G-I) in EI18
Rattenkardiomyozyten (A/D/G).: PLA-Probe nach Ly-Behandlung und nachfolgender Stimulation (B/E/H):
PLA-Probe nach alleiniger Stimulation (C/F/I): Statistische Auswertung zweier unabhiangiger Experimente.
Die Punktzahl des PLAs ,,Ly + Stimulus® wurde auf 100% gesetzt und die des PLAs nach Stimulation
prozentual darauf bezogen.

Zwei unabhédngige Experimente zeigten, dass bei vorheriger PI3-Kinase-Hemmung

(Ly294402) eine starke Interaktion zwischen AKT2 und EF2 erfolgte (Abb. 24A). Im
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Gegensatz dazu bewirkte Angiotensinstimulation eine deutliche Abnahme der
Signalanzahl (Abb. 24B), was auf eine Dissoziation der Interaktion durch AKT-
Aktivierung schlieBen ldsst. Um den Einfluss weiterer AKT-aktivierender Hormone zu
untersuchen, wurde das gleiche Experiment auch mit Insulin- und IGF-1-Stimulation
durchgefiihrt. Abb. 24D-I zeigt, dass sich der oben beschriebene Effekt auch nach

Stimulation mit Insulin und IGF-1 einstellt.

3.7 Messung der a-Enolase-Aktivitit in Abhangigkeit der AKT-
AKktivitit
In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Interaktion von AKT2 mit a-Enolase
die Aktivitdt der a-Enolase beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde die Aktivitit der o-
Enolase mit dem ENOI Human Activity Assay Kit (abcam) unter folgenden Bedingungen
gemessen:
1. HEK293T WT-Zellen wurden zur Ausschaltung von AKT mit dem ATP-kompetetiven
AKT-Inhibitor CCT128930 behandelt.
2. Zur Aktivierung von AKT in den Zellen wurden diese mit Insulin stimuliert.
3. Um auch den Einfluss von Insulin ohne AKT auf die a-Enolase zu erfassen, wurden die
Zellen zunédchst mit CCT behandelt und dann mit Insulin stimuliert.
Abb. 25 zeigt Western Blot Analysen, mit denen die Effektivitidt von CCT und Insulin auf
AKT nachgewiesen wurde. In Abb. 25A wurde ein P-AKT-Substrate Antikdrper genutzt,
um die erfolgreiche Hemmung der AKT-Kinasefunktion zu zeigen. Die AKT-Substrate
zeigen nach CCT-Inhibition eine deutliche Abnahme der Phosphorylierung im Vergleich
zur insulinstimulierten Probe. Abb. 25B zeigt, dass AKT selber jedoch auch bei CCT-
Inhibition stark phosphoryliert ist, was durch die ATP-kompetetive Wirkung von CCT zu
erkldren ist (Yap et al., 2011). Weiterhin wurden die fiir den Assay aufgereinigte a-Enolase
nach dem Assay mittels Western Blot analysiert und auf eine AKT-Bindung untersucht
(Abb. 25C). Neben dem etwas kleineren a-Enolase-Signal bei 50 kDa sieht man auch ein
Signal von AKT bei ca. 60 kDa. Dies zeigt, dass auch nach reverser Aufreinigung von a-
Enolase AKT an a-Enolase bindet. Zusédtzlich sieht man, dass AKT auch bei

unterschiedlicher Aktivitdt mit a-Enolase interagiert.

58



3 ‘ Ergebnisse

A) CCT + B) CCT +
Insulin Insulin CCT Insulin Insulin CCT

P-AKT
Substrate

P-AKT
Ser 473

C) CCT +
CCT Insulin Insulin

AKT
ENO1

Abb. 25: Western Blot Analysen zum Nachweis der CCT-Wirkung und Koelution von AKT.

A) Zellextrakte nach Behandlung mit CCT, CCT + Insulin und Insulin. Der Western Blot wurde mit dem o-
P-AKT-Substrate-Antikdrper analysiert. Die insulinstimulierte Probe zeigt eine deutlich stirkere
Phosphorylierung der AKT-Substrate als die CCT-behandelten Zellen.

B) Zellextrakte nach Behandlung wie in A) mit einem o-P-AKT-Ser473-Antikorper analysiert. AKT zeigt
unter allen drei Bedingungen eine gleich starke Phosphorylierung, da es aufgrund der ATP-kompetetiven
Wirkung von CCT weiterhin phosphoryliert werden kann.

C) Fiir diese Western Blot Analyse wurden die Assay-Proben mit der aufgereinigten a-Enolase nach
Messung der Aktivitdt in Ladmmli-Puffer aufgenommen. Die Probe wurde sowohl mit dem a-ENOI-
Antikorper (Signal bei 50kDa) als auch mit dem a-pan-AKT-Antikorper (Signal bei 60kDa) analysiert.
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Abb. 26: Anderung der 2DPG-Menge in pmol/min/pg Protein als MaB fiir a-Enolase-Aktivitit.
Mittelwerte und Standardabweichungen nach n=7 Messungen fiir CCT-Behandlung,
CCT+Insulinbehandlung und Insulinbehandlung.
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Abb. 26 zeigt die Ergebnisse der Aktivititsmessung der a-Enolase unter den drei oben
genannten Bedingungen (n=7 Messungen). Zellen, die mit Insulin stimuliert wurden,
zeigten keine Anderung der a-Enolaseaktivitit im Vergleich zu denen, die zuvor mit CCT
behandelt wurden. a-Enolase aus Zellen, die nur mit CCT behandelt wurden, zeigte eine
geringfiigig, nicht signifikant hohere Aktivitit im Vergleich zu a-Enolase aus Insulin
stimulierten Zellen (CCT+Insulin und Insulin). Es zeigte sich also, dass eine Anderung der

AKT-Aktivitit keinen Einfluss auf die a-Enolaseaktivitit hat.

60



4

Diskussion

4 Diskussion

Die Proteinkinase AKT und ihre Signaltransduktion ist aufgrund ihrer zentralen Stellung in
der Zelle ein wichtiges und interessantes Ziel molekularbiologischer Forschung. AKT
moduliert iiber eine Vielzahl von Substraten zellulire Prozesse im Rahmen von
Metabolismus, Wachstum und Zellzyklus. Sie findet sich in fast allen Zellen des Korpers
und ist in viele pathologische Prozesse wie Diabetes mellitus oder Kanzerogenese
involviert. Dabei scheinen die drei AKT-Isoformen trotz einer starken Ahnlichkeit im
Aufbau sehr spezifische Funktionen wahrzunehmen. Daher ist die Untersuchung der
isoformspezifischen Funktionen von AKT ein wichtiger Baustein zum besseren
Verstindnis der AKT-modulierten Signaltransduktion. Kenntnisse iiber das Interaktom der
AKT-Isoformen sind entscheidend fiir das Versténdnis ithrer Funktionen.

In dieser Arbeit wurden daher die Proteininteraktionen der AKT2-Isoform untersucht.
Dabei wurde die Screeningmethode der Tandem Affinititsaufreinigung mit (quantitativer)
Massenspektrometrie kombiniert, um Bindungspartner der AKT2-Isoform zu finden und

die Art ihrer Bindung nédher zu analysieren.

Wesentliche Befunde dieser Arbeit sind:

o AKT2 kann erfolgreich {iber ein N-terminales Tag mittels Tandem
Affinititsaufreinigung aus der Zelle aufgereinigt werden. Eine C-terminale
Modifikation durch ein Tag fiihrt zu vermehrtem Abbau des Proteins in der Zelle.

o Fiir die physiologische Funktion der Proteinkinase ist eine stabile Expression mit
moderaten Proteinspiegeln essentiell.

o Als stabile Interaktionspartner fiir AKT2 finden sich vor allem Chaperone wie

HSP90 und Cdc 37.
o Mit anderen Proteinen geht AKT2 iiberwiegend transiente Interaktionen ein.
o GAPDH wurde als bekannter AKT2-Interaktionspartner in situ verifiziert.
o Als neue Interaktionspartner fiir AKT2 wurden Elongationsfaktor 2 sowie a-

Enolase isoliert und in situ verifiziert.
o In embryonalen Rattenkardiomyozyten liegt die Interaktion zwischen AKT2 und
EF2 verstirkt bei einer Inhibition des PI3-Kinase Signalwegs vor, wobei sie bei

Stimulation der Zellen mit Angiotensin II, IGF-1 und Insulin zerfallt.
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4.1 Proteininteraktionspartner von AKT2

4.1.1 Chaperone

Als héufigster und stabil interagierender Interaktionspartner von AKT2 wurde das Heat
Shock Protein 90 gefunden. Die Heat Shock Protein 90 Familie ist ein wesentlicher
Bestandteil der Chaperon-Maschinerie der Zelle, die fiir die korrekte Proteinfaltung und
den Abbau fehlgefalteter Proteine verantwortlich ist. Aufgrund der zentralen Funktion und
der hohen Abundanz von HSP90 ist dieses Chaperon ein héufig bei Proteinaufreinigungen
vorkommender Interaktionspartner und wurde auch schon als unspezifische Kontaminante
bei Aufreinigungen mit dem Flag-Tag eingeordnet (Chen and Gingras, 2007). Fiir AKT
gibt es jedoch zahlreiche Hinweise, dass HSP90 ein essentieller Interaktionspartner mit
spezifischen Funktionen ist. Bereits 2000 konnten Sato und Mitarbeiter zeigen, dass
HSP90 spezifisch mit AKT interagiert, wobei die Interaktionsdomédne im C-terminalen
Teil von AKT liegt. Funktionell konnte gezeigt werden, dass diese Interaktion die Zelle
vor Apoptose schiitzt. Dieser erste Hinweis auf vermehrte Stabilitdt von AKT im Komplex
mit HSP90 wurde 2002 durch Basso und Mitarbeiter bestitigt, da sich bei Zerstérung des
Komplexes durch HSP90-Inhibitoren die Halbwertszeit von AKT von 36 auf 12 Stunden
reduzierte. Des Weiteren scheint die Komplexbildung mit HSP90 AKT vor
Dephosphorylierung durch PP2A zu schiitzen (Sato et al., 2000), so dass die AKT
Aktivitdt durch HSP90 reguliert zu werden scheint. Eine weitere Rolle spielt HSP90,
indem es eine Art Bindeprotein zwischen AKT und Substratproteinen darstellt. Diese
Geriist-Funktion konnte sowohl fiir eNOS (Fontana et al., 2002) als auch ASK1 (Zhang et
al.,, 2005) gezeigt werden. HSP90 ist demnach ein essentieller Interaktionspartner im
Hinblick auf AKT-Stabilitidt und Kinasefunktion. Diese wichtige Funktion zeigt sich in den
Ergebnissen dieser Arbeit dadurch, dass es im Gegensatz zu anderen Proteinen in jeder
TAP als Interaktionspartner gefunden wurde. Des Weiteren konnten durch quantitative
Massenspektrometrie die stabile Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen
nachgewiesen werden.

Als weitere Chaperone wurden auch Proteine der HSP70-Familie als AKT2-
Interaktionspartner gefunden. Sie spielen wie HSP90 in der Zelle eine essentielle Rolle im
Rahmen von Proteinfaltung und Proteindegradation und sind bei Affinititsaufreinigungen
hiufig identifizierte Bindungspartner (Chen and Gingras, 2007). Ahnlich wie bei HSP90
ist jedoch auch hier eine spezifische Interaktion zwischen AKT und HSP70 nicht
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auszuschlieen, da schon gezeigt wurde, dass HSP70 AKT und andere AGC-Kinasen {iber
das unphosphorylierte Turn-Motiv bindet (Gao and Newton, 2002). Es gibt acht
verschiedene Proteine in der Familie der HSP70, von denen einige, wie Hsp70-1 Stress-
induziert vorkommen, andere, wie Hsc71 aber auch konstitutiv exprimiert werden. In der
TAP wurden beide Formen als AKT2-Bindungspartner gefunden. Es gibt Hinweise darauf,
dass die unterschiedlichen HSP70-Proteine AKT auf Proteinebene unterschiedlich
regulieren. Koren und Mitarbeiter zeigten 2010 durch si-RNA-Experimente in
Brustkrebszellen, dass der AKT-Spiegel durch Hsp70-1 negativ und durch Hsc71 positiv
beeinflusst wird. Dies zeigt, dass eine Interaktion zwischen AKT2 und Proteinen der
HSP70-Familie, dhnlich wie bei HSP90, die Stabilitit von AKT in der Zelle reguliert.
Dabei kann man aufgrund der in dieser Arbeit erhobenen quantitativen Daten der
Interaktion, im Vergleich zu HSP90, die Interaktion als semistabil charakterisieren.
Funktionell ldsst sich die AKT2/HSP70-Interaktion am ehesten in den Themenkomplex
Zelliiberleben einordnen, da in verschiedenen Zelllinien gezeigt werden konnte, dass die
Phosphorylierung von AKT bei gestressten Zellen HSP70-abhéngig erfolgt (Shiota et al.,
2010, Chen et al., 2011). HSP70 reguliert somit die AKT-Spiegel und die Aktivitidt von
AKT in Zellen, die z.B. durch Hypoxie oder andere Faktoren unter Stress stehen, aber auch
in Krebszellen, welche AKT fiir ihr Uberleben bendtigen.

Ebenfalls ein Mitglied der Familie der HSP70-Proteine ist das endoplasmatische Chaperon
GRP78 (Bertolotti et al., 2000, Shen et al., 2002). GRP78 wird hier gesondert diskutiert, da
es bei der quantitativen Analyse der Interaktion als transienter Interkationspartner von
AKT2 charakterisiert wurde. In mehreren Arbeiten wurde bisher eine Interaktion zwischen
AKT und GRP78 beschrieben (Yung et al., 2011, Barati et al., 2006). Dabei scheint
GRP78 sowohl upstream als auch downstream von AKT zu agieren. Pfaffenbach und
Mitarbeiter zeigten 2012, dass die Expression von GRP78 iiber IGF-1/AKT/mTORCI1
reguliert werden kann, wobei der genaue Mechanismus noch nicht geklért ist. Friihere
Arbeiten weisen darauf hin, dass GRP78 die AKT-Aktivitit durch Verhinderung der
Phosphorylierung an Serin 473 moduliert und somit eher upstream von AKT zu finden ist
(Yung et al., 2011). Funktionelle Analysen in Lungenkrebszellen zeigen, dass pAKT
downstream von GRP78 Ursache einer Chemotherapeutikaresistenz ist (Lin et al., 2011).
Im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit zeigt sich, dass GRP78 als hoch
abundantes Protein der Zelle eine durchaus spezifische Interaktion mit AKT einzugehen

scheint.
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Wenn man die drei hier diskutierten Chaperone im Hinblick auf die Stabilitdt ihrer
Interaktion mit AKT2 beurteilt, kann man schlussfolgern, dass Chaperone wie HSP90 und
HSP70, die wichtig fiir die Stabilitdt von AKT sind, stabil oder seminstabil mit AKT
interagieren, und solche, die die AKT-Aktivitdt regulieren (GRP78), eine transiente
Interaktion mit AKT eingehen. Insgesamt zeigt sich, dass die hoch abundanten, hdufig in
der TAP gefundenen Chaperone eine spezifische Funktion im Komplex mit AKT

eingehen.

4.1.2 Weitere AKT2-Bindungspartner

Interessanterweise wurden neben den zahlreich gefundenen Chaperonen auch einige
andere Proteine als AKT2-Interaktionspartner identifiziert. Dazu zdhlen die beiden
Glykolyse-Enzyme GAPDH und a-Enolase, sowie der Elongationsfaktor 2. a-Enolase und
EF2 sind dabei bisher noch nicht bekannte AKT2-Interaktionspartner.

Der eukaryotische Elongationsfaktor 2 ist ein 95 kDa groes zytosolisches Protein, dessen
Hauptaufgabe wihrend der Translation darin besteht, die Peptidyl-tRNA im Ribosom von
der A- auf die P-Stelle zu transferieren, sodass das Ribosom auf der mRNA in Richtung
3’-Ende wandern kann (Kaul et al., 2011). Durch Phosphorylierung an Threonin 56 durch
die EF2-Kinase wird der Elongationsfaktor 2 inhibiert. Dies ist eine einfache Moglichkeit,
in energiearmen Situationen kurzfristig Energie zu sparen, da das Ribosom nicht zerfillt,
die Proteinbiosynthese aber trotzdem gestoppt wird. Dementsprechend erfolgt eine
Aktivierung von EF2 durch vermehrte Dephosphorylierung. Fiir CHO.T-Zellen (Chinese
hamster ovary) konnte gezeigt werden, dass diese Dephosphorylierung Insulin- und PI3-
Kinase-abhingig erfolgt (Redpath et al., 1996). Auch Angiotensin II-Stimulation fiihrt in
Kardiomyozyten zur PI3-Kinase-abhdngigen EF2-Dephosphorylierung und damit zur
Aktivierung (Everett et al., 2001). Diese Wirkungen werden dabei wahrscheinlich iiber
Inaktivierung der EF2-Kinase durch p70S6-Kinasea oder p90®°-Kinase vermittelt, wobei
p70S6-Kinasea durch mTOR, welches von AKT reguliert wird, aktiviert wird (Wang et al.,
2001). Eine weitere indirekte regulatorische Wirkung von AKT auf EF2 findet sich {iber
die AMP-Kinase. Diese kann EF2-Kinase aktivieren und damit EF2 inaktivieren. AMP-
Kinase steht jedoch unter dem inhibitorischen Einfluss von AKT, sodass AKT indirekt
einer Inaktivierung von EF2 und damit der Proteinbiosynthese entgegenwirkt (Horman et
al., 2003). In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal auch ein direkter Zusammenhang von

AKT2 und EF2 gezeigt werden. EF2 ist ein Interaktionspartner von AKT2, wobei diese
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Interaktion vermutlich transienter Natur ist. Zudem konnte eine dynamische Regulation der
Interaktion in embryonalen Rattenkardiomyozyten gezeigt werden. Durch Hemmung des
PI3-Kinase-Wegs kommt es zu einer vermehrten Interaktion der beiden Proteine im
Vergleich zur Stimulation der Zellen mit Angiotensin II, IGF-1 oder Insulin, was einen
Zerfall der Interaktion hervorruft (Abb. 27). Die funktionelle Bedeutung der EF2/AKT2-
Interaktion ist nicht klar. Es ergibt sich die interessante Option, dass eine direkte (iliber
AKT) und eine indirekte (iiber EF2-Kinase) Modulation zu einer synergistischen
Aktivierung von EF2 fithren konnte. Ob AKT EF2 dabei direkt phosphoryliert, ist nicht

geklart. Dieser mogliche Zusammenhang wird derzeit weiter untersucht.

Ly 294002

AKT

AMPK |AKT

EF2k] P @ED) AKT

Abb. 27: Die AKT2/EF2-Interaktion. Der zuvor beschriebene indirekte Regulationsmechanismus ist links
dargestellt, rechts wurden die neu gewonnenen Erkenntnisse visualisiert.

Insulin

Als weitere spezifische Interaktionspartner von AKT2 wurden zwei glykolytische Enzyme
identifiziert. Das Enzym GAPDH katalysiert die Reaktion von Glyeraldehyd-3-Phosphat
zu 1,3-Bisphosphoglycerat. a-Enolase wandelt ihr Substrat 2-D-Phosphoglycerat zu
Phosphoenolpyruvat um. Eine Interaktion zwischen AKT und GAPDH wurde sowohl in
Rattenherzen (Baba et al., 2010) als auch in Ovarialkarzinom-Zellen (Huang et al., 2011)
nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen nun auch in situ eine Interaktion von
GAPDH mit AKT2 in HEK293T-Zellen. Dabei scheint die funktionelle Relevanz der
Interaktion im Bereich des Zellmetabolismus zu liegen (Glykolyse). Sie konnte aber auch
einen Schutz vor Apoptose bieten, denn Huang und Mitarbeiter zeigten, dass AKT2
GAPDH an Threonin 237 phosphoryliert und dadurch antiapoptotisch wirkt. Auch Yao
und Mitarbeiter zeigten 2012, dass eine AKT-abhédngige Phosphorylierung und

65



4

Diskussion

Aktivitdtserhohung von GAPDH durch die Hemmung mitochondrial induzierter Apoptose
kardioprotektiv wirkt.

Im Gegensatz zu GAPDH ist die hier gezeigte Interaktion zwischen AKT2 und a-Enolase
bisher noch nicht bekannt. Eine Verbindung zwischen AKT und a-Enolase zeigt der als
Warburg-Effekt bezeichnete spezielle Tumormetabolismus. Hier kommt es in Tumorzellen
trotz ausreichendem Sauerstoffangebot vermehrt zu anaerober Glykolyse und damit zur
Lactatbildung (Warburg et al., 1927). Viele glykolytische Proteine sind in Tumorzellen
heraufreguliert, darunter auch die a-Enolase (Altenberg and Greulich, 2004). Es ist
bekannt, dass AKT im Rahmen des Warburg-Effekts direkt und indirekt auf die
glykolytischen Enzyme Hexokinase (Gottlob, 2001, Miyamoto et al., 2009) und
Phosphofruktokinase (Deprez et al, 1997) wirkt. Die in dieser Arbeit als
Proteininteraktionspartner von AKT gefundenen glykolytischen Enzyme GAPDH und a-
Enolase konnten weitere Angriffspunkte von AKT im Rahmen von Glykolyse und
Tumoriiberleben sein. Die Heraufregulation von a-Enolase erfolgt iiber ein HIF 1-sensitives
Element im Enolase-Promotor. AKT wiederum fordert iiber mTORCI1 die HIFlo-
Expression (Laughner et al., 2001). Somit gibt es hier eine indirekte Verbindung zwischen
AKT und a-Enolase. Die Daten dieser Arbeit zeigen nun auch eine direkte Verbindung
zwischen den beiden Proteinen. Die funktionelle Relevanz dieser Interaktion scheint dabei
jedoch nicht auf einer regulierenden Funktion von AKT auf a-Enolase zu beruhen, da sich
bei Messung der a-Enolase-Aktivitidt keine Unterschiede durch unterschiedliche AKT-
Aktivitidt ergaben. Vielmehr konnten die genannten Glykolyseenzyme in einer Art
Komplex miteinander verbunden sein, in dem AKT eine noch unbekannte strukturelle
Funktion hat. Eine solche Komplexbildung von Glykolyseenzymen konnte bisher in
verschiedenen Organismen gezeigt werden. Pflanzen (Graham et al., 2007), E. coli
(Shearer et al., 2005), Saugetier-Erythrozyten (Campanella et al., 2005) und Skelettmuskel
(Singh et al., 2004) zeigen ein sogenanntes Metabolon, wobei hidufig auch eine Assoziation
mit Zytoskelett oder Organellen gefunden wurde. Im Herzen geht man davon aus, dass hier
ebenfalls die Glykolyseenzyme in Form von Clustern vorliegen. Neben dieser raumlichen
Anordnung, die einen effizienten Ablauf der Enzymaktionen erlaubt, zeigen
Modellberechnungen, dass das in der Glykolyse erzeugte ATP vornehmlich fiir die
Aktivitdit der SERCA genutzt wird, welcher einer der wesentlichen energiezehrenden
Prozesse in Kadiomyozyten ist. Im Gegensatz dazu soll das in der Atmungskette gebildete

ATP vor allem fiir die Kontraktion genutzt werden (Stanley et al., 2005). Die Funktion
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solcher glykolytischer Metabolone scheint ein Substrat-,, channeling“ zur effizienten
Substratverwertung innerhalb einer Enzymkette zu sein. Dabei sind die Interaktionen
innerhalb des Metabolons hiufig transient (Zhang, 2011). Die Ergebnisse dieser Arbeit
legen nahe, dass AKT2 mit GAPDH und a-Enolase transient interagiert, und zumindest auf
a-Enolase besteht dabei kein direkter Einfluss auf die Aktivitidt durch AKT. Daher konnte
AKT2 cher eine strukturelle Funktion innerhalb eines glykolytischen Enzymkomplexes
haben.

Um auch den Aspekt der isoformspezifischen Funktionen zu beriicksichtigen, wurden die
beiden neu entdeckten AKT2-Bindungpartner auch auf ihre Interaktion mit AKTI
untersucht. Fiir EF2 zeigte sich dabei in PLA-Experimenten, dass die Interaktion
isoformenunabhingig auch mit AKT1 erfolgt. Ahnliche Analysen mit AKT1 und a-
Enolase fiihrten jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis (Bottermann et al., 2013). Auch in
systematischen Analysen der AKTI-Interaktionen in transient transfizierten Zellen
(Hiester, 2013, Promotionsverfahren eroffnef) konnte o-Enolase nicht als
Interaktionspartner identifiziert werden, sodass diese beiden Proteine, wenn iiberhaupt, nur

sehr schwach miteinander assoziiert zu sein scheinen.

4.2 Methodische Analyse von Proteininteraktionen mittels Tandem
Affinititsaufreinigung

Die Tandem Affinitdtsaufreinigung ist eine Screeningmethode, die eine Analyse des
Interaktoms von Zellen unter nativen Bedingungen erlaubt. Denn im Unterschied zu
anderen Screenings erfolgt die Aufreinigung direkt aus dem fiir das Zielprotein typischen
Zellkompartiment. Dabei sind vor allem zytosolische Proteine Ziel der Suche, aber mithilfe
moderner Probenaufbereitung wie filter-aided sample preparation (Wisniewski et al.,
2009), die unter anderem den Einsatz von Harnstoff erlaubt, konnen auch nukleére
Proteine analysiert werden.

Eine wichtige Vorraussetzung fiir die Durchfiilhrung der TAP ist die Fusion des zu
untersuchenden Proteins mit einem TAP-Tag. Puig und Mitarbeiter zeigten, dass ca. 95%
der durch TAP untersuchten Proteine C-terminal getaggt wurden (Puig et al., 2001). C-
terminale Tags sollen eine bessere Bindung ermdglichen, da sie weniger hiufig bei der
Proteinfaltung verdeckt werden (Li, 2011). Bei einigen Proteinen kann es jedoch durch
Modifikation am C-Terminus zu Funktionsbeeintrichtigungen kommen, sodass eine N-

terminale Fusion des TAP-Tags mit dem Protein erforderlich ist. Dies konnte beim
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urspriinglichen, 21 kDa grof3en, ProtA/CBP (ProteinA)/(Calmodulin-binding-protein)-Tag
beobachtet werden. In dieser Arbeit wurde die Proteinkinase AKT2 sowohl am N- als auch
am C-Terminus mit einem TAP-Tag versehen, um den Einfluss der Position des Tags auf
die physiologische Funktion des Proteins zu untersuchen. Beide rekombinanten Proteine
wurden in Western Blot Analysen auf ihre Funktion und in ihrem Verhalten in der Tandem
Affinitdtsaufreinigung miteinander verglichen. Die Regulation von AKT durch
Phosphorylierung war durch das Tag nicht beeinflusst und verhielt sich nach ihren
physiologischen Eigenschaften. Sowohl in Western Blot Analysen, als auch nach Tandem
Affinitatsaufreinigung zeigte sich jedoch bei C-terminal getaggtem AKT2 ein AKT2Tag-
Abbauprodukt. Dies lisst die Vermutung zu, dass es, z.B. durch Fehlfaltung des Proteins,
zu einem verstirkten Abbau in der Zelle kommt und es sich somit weniger fiir eine
Aufreinigung physiologischer Proteininteraktionen eignete. Es zeigte sich also, dass auch
bei der vergleichsweise geringen Grofe des Tags (8kDa im Vergleich zu 21kDa
ProtA/CBP-Tag) eine Untersuchung der optimalen Position des Tags erforderlich ist.

Eine weitere Variable der TAP-Methode stellt das Expressionsniveau des rekombinanten
Proteins dar. Es ist verstindlich, dass eine massive Uberexpression des Tag-Proteins nicht
die geforderten nativen Bedingungen erfiillt und die Funktion des Proteins eventuell nicht
mehr der physiologischen entspricht. In einer Untersuchung der Proteininteraktionen von
AKTI nutzte Hiester die transiente Transfektion (Hiester, 2013). Dabei wurde eine bis zu
30-fache Uberexpression von AKT]1 erreicht. Dieses Vorgehen beinhaltet das Risiko, dass
unter dieser Bedingung eine Fehlregulation oder Fehllokalisation des getaggten Proteins
vorliegt. So wurde trotz der Hemmung des PI3-Kinase-Wegs eine nur unvollstindige
Dephosphorylierung von AKT1 nachgewiesen. Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression nach transienter Transfektion des AKT2Tag-Proteins
dazu fiihrte, dass AKT in der Zelle nicht mehr durch Dephosphorylierung zu regulieren
war. In der Literatur lassen sich einige Moglichkeiten zur Vermeidung einer starken
Uberexpression finden (Dunham et al., 2012). Zum einen konnte man bei transienter
Transfektion einen schwachen Promotor verwenden. Alternativ dazu wurde in dieser
Arbeit ein starker Promotor eingesetzt, die Kopienzahl aber gering gehalten. Dies wurde
durch stabile lentivirale Infektion erreicht, bei der die Transgene in das Genom integriert
werden. Dieses Vorgehen fithrte zur erwiinschten Reduktion der Proteinspiegel unter

Erhalt der physiologischen Funktion des Proteins.

68



4

Diskussion

Durch die zwei Aufreinigungsschritte der Tandem Affinitdtsaufreinigung sollen moglichst
viele unspezifisch gebundene Proteine herausgefiltert werden. Dennoch ist es nicht
moglich, die Aufreinigung falsch positiver Proteine vollig zu unterbinden. Eine
Moglichkeit diese Proteine zu identifizieren, bietet die Kombination der TAP mit
quantitativer Massenspektrometrie. Dabei werden die Proteine einer Zelle so markiert, dass
ein Massenunterschied zu unmarkierten Proteinen entsteht, der mithilfe der
Massenspektrometrie detektierbar ist. In dieser Arbeit wurde die SILAC-Methode genutzt,
bei der die Aminosduren Lysin und Arginin stabil isotopisch an sechs C-Atomen (°C)
markiert werden. Damit unterscheiden sie sich um 6 Dalton von unmarkierten
Aminoséduren. Tackett und Mitarbeiter etablierten 2005 eine SILAC-basierte Methode zur
Identifizierung zufillig koeluierter Proteine (I-DIRT=Isotopic Differentiation of
Interactions as Random or Targeted). Dabei wurden unmarkierte Wildtyp-Zellen mit
markierten Tag-Zellen vor der Aufreinigung 1:1 gemischt und nur Proteine, die aus den
markierten Zellen stammten als spezifisch deklariert. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
dass dieses Protokoll fiir die AKT2-Interaktionen nur bedingt anwendbar ist. Eine
Interpretation der Daten nach I-DIRT wiirde alle koeluierten Proteine als unspezifisch
gebunden klassifizieren, da sich leichte und schwere Proteine gleichmifBig angereichert
haben. Eine Limitation der Methode ist demnach, dass nur stabile Proteinkomplexe
ausreichend aus den rekombinanten, markierten Zellen angereichert werden kdnnen, wobei
es bei transienten Interaktionspartnern zu einem Austausch mit nicht markierten Proteinen
aus der Wildtyp-Kontrolle wéihrend der Aufreinigung kommen kann (Kito et al., 2008).
Daher war es fir die AKT2-spezifische Interaktionsanalyse wichtig, ein
Kontrollexperiment durchzufiihren, bei dem die Proben nach der Aufreinigung gemischt
wurden (MAP=Mixing after purification) (Wang and Huang, 2008). Proteine, die auch bei
diesem Experiment eine Anreicherung aus beiden Proben zeigten, konnten somit sicher als
falsch positiv klassifiziert werden. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass man durch
den Vergleich mit der [-DIRT-Methode weitere Informationen zur Art der Interaktion
erhilt. Transiente Interaktionen zeigen nur eine Anreicherung der Tag-Proteine bei MAP,
stabile Interaktionen auch bei MBP (Mixing before purification, Mischen der Probe vor der
Aufreinigung). Fiir AKT2 ergab sich aus diesen Experimenten die Erkenntnis, dass die
meisten der eingegangenen Proteininteraktionen transienter Natur sind.

Ein Problem, dass sich hieraus nun ergibt, ist die Tatsache, dass affinititsbasierte

Aufreinigungsmethoden nur bedingt zur Identifizierung transienter Proteininteraktionen
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geeignet  sind.  Stabile  Interaktionen  iliberdauern  das  teilweise  lange
Aufreinigungsprotokoll, wobei transiente Interaktionen dabei verloren gehen kdnnen. Eine
Moglichkeit, diese Verluste zu minimieren ist das chemische Quervernetzen der
interagierenden Proteine zum Beispiel mit Formaldehyd (Herzberg et al., 2007). Versuche,
auch transiente Interaktionspartner von AKT2 durch Formaldehydquervernetzung zu
detektieren, waren jedoch in dieser Arbeit nicht zielfiihrend.

Man miisste also speziell fiir eher transient interagierende Proteine neue Methoden zur
Quervernetzung und zur schonenden Aufreinigung von Proteinkomplexen aus der Zelle
entwickeln. Mit den heutigen Methoden zur Proteininteraktionsanalyse ist anzunehmen,
dass viele Interaktionen nicht detektiert werden konnen. Mit dem PLA gibt es eine
Methode, die in situ Proteininteraktionen nachweisen kann und somit besonders zur
Verifikation transienter Interaktionen sowie der Regulation von Interaktionen geeignet ist.
Als Screeningmethode ist der PLA jedoch nicht einzusetzen, da er als Antikorper-basiertes

Verfahren die Kenntnis iiber eine spezifische Interaktion voraussetzt.

4.3 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurden durch die Analyse der AKT2-spezifischen Proteininteraktionen
mittels Tandem Affinititsaufreinugung und Proximity Ligation Assay zwei neue
Bindungspartner von AKT2 entdeckt. a-Enolase und Elongationsfaktor 2 weisen dabei auf
neue  AKT-vermittelte = Funktionen im Rahmen von  Metabolismus und
Translationsregulation hin.

Als weiteres Ergebnis dieser Arbeit konnten die meisten AKT2-Proteininteraktionen als
transiente Interaktionen charakterisiert werden. Nur der HSP90/Cdc 37-Komplex ist stabil
an AKT2 gebunden. In Zusammenhang mit dem schon beschriebenen Phdnomen, dass
HSP90/Cdc 37 eine Geriistfunktion fiir die Interaktion mit den AKT-Substraten eNOS und
ASK1 ausiibt, konnte der stabile HSP90/Cdc 37/AKT-Komplex eine wichtige
Voraussetzung fiir die Kinase-Substrat-Interaktion sein und damit ein allgemeines Prinzip

AKT-vermittelter Signaltransduktion darstellen.
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