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8 Theoretischer Hintergrund

1 Theoretischer Hintergrund

1.1 Signaltransduktion

Das Leben und Uberleben eines Organismus ist mafgeblich davon abhangig, in
welchem Rahmen er auf die Umwelt mit deren Einflissen, Gefahren und
Unwagbarkeiten reagiert. Auf sich dndernde Umgebungen und Situationen muss er
stets adaquat reagieren, damit der Organismus weiter bestehen kann.

Ebenso, wie der Mensch sich an neue Umgebungen und Situationen anpassen und auf
sie reagieren muss, so muss auch eine einzelne Zelle Informationen aus der
Umgebung aufnehmen und auf sie reagieren.

Wie aus der Grundlagenliteratur zu entnehmen ist, antworten Zellen auf spezifische
chemische Stoffe in ihrer Umgebung mit gerichteten Reaktionen. Dabei dullert sich
dieses Ansprechen auf chemische Botenstoffe in einer Verdnderung der
Zelleigenschaften, Expression von Genen und unter Umstanden auch der Apoptose
(Berg, 2007).

Uber den verdnderten Zellstoffwechsel, die Expression von Genen oder den
kontrollierten Zelltod reagiert die Zelle auf die Einflisse der Umwelt und gibt
Informationen weiter.

Im Allgemeinen lauft die Signaliibertragung stets nach dem gleichen Muster ab.
Zunachst wird ein primarer Botenstoff ausgeschittet. Primare Botenstoffe sind
chemische Signalmolekiile, die durch direkte Reizung des Organismus freigesetzt
werden, wie z. B. nach Verletzung, nach Nahrungsaufnahme (VIP, Insulin) oder
anderen Reizen, wie z.B. Verbrennungen, Schmerz, Gefahr und Erregung.

Priméare Botenstoffe werden ins Blut abgegeben (endokrin) oder wirken lokal (parakrin).
Bei parakrinen Botenstoffen befindet sich die Rezeptorzelle in der unmittelbaren
Umgebung, bei endokrinen Signalstoffen kann die Rezeptorzelle weiter entfernt im
Korper liegen, und der Botenstoff wird Gber das Blut dorthin transportiert. In beiden
Fallen wird der Signalstoff von einem Rezeptor erkannt und gebunden. Man
unterscheidet transmembranése Rezeptoren von intrazellularen Rezeptoren. Substrate
fur intazelluldre Rezeptoren missen lipophile Eigenschaften besitzen, um die
Zellmembran durchdringen zu kénnen. Wasserldsliche, lipophobe Hormone binden
daher immer an transmembranése Rezeptoren. Durch die Detektion des Botenstoffes
kommt es zur Verdnderung der Tertidr- und Quartarstruktur des Rezeptors, und somit

zu einer Weiterleitung der Information nach intrazellular.
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Hier wird das Signal durch second messenger Proteine weitergeleitet. Second
messenger werden nach Aktivierung eines Hormonrezeptors freigesetzt, dienen der
Signalverstédrkung und initiieren nachgeschaltete Signalkaskaden. Zu den wichtigsten
second messengern zahlt zyklisches AMP (cAMP), zyklisches GMP (cGMP),
Inositoltrisphosphat (IP3), Diacylglycerin (DAG) und Calciuminonen (Ca?*) (Léffler et al.
2007, S. 773 ff). Uber den Einsatz von second messengern lasst sich ein Signal
verstarken. Auch konvergieren verschiedenste Rezeptorsubstrate auf dieselben
sekunddren Botenstoffe, so dass unterschiedliche Faktoren Ausléser gleicher
intrazellulérer Reaktionen sein kénnen.

Im Folgenden werden durch die second messenger Effektoren aktiviert die zu einer
Reaktion der Zelle auf den dargebotenen Reiz flhren. Die Aktivierung der
Effektorproteine erfolgt durch Phosphorylierung, Konformationsénderung, limitierte

Proteolyse oder induzierte Interaktion von Proteinen (Loffler et al. 2007, S. 773 ff).

Abb. 1: Signale aus der Umwelt werden Uber Rezeptoren aufgenommen und nach intrazellular
weitergeleitet, wo auf der Ebene der second messenger eine Verstarkung des Signals stattfindet. Uber
Effektorproteine wird eine fir das eingehende Signal spezifische zelluldre Antwort ausgeldst. (Modifiziert
nach Berg, 2007).
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1.2 Kinasen und Enzymkaskaden

Das von auflten an die Zelle herangetragene Signal kann durch eine Vielzahl
intrazelluldrer Reaktionen weitergeleitet werden. Einer der wichtigsten Mechanismen
ist die Proteinphosporylierung durch eine Kinase. Proteinkinasen Ubertragen in der
Regel Phosphatreste von ATP auf Serin- bzw. Threoninreste eines Zielproteins.

Durch diese kovalente Modifikation wird das Zielsubtrat in seinen Eigenschaften
verandert und haufig aktiviert oder deaktiviert. Auch Anderung der subzellulédren
Lokalisation kann eine Folge sein. Eine Proteinkinase, die eine zentrale Rolle bei der

Weiterleitung von Signalen spielt, ist die Proteinkinase B (AKT).

1.3 AKT - Aufbau, Struktur und Funktion

AKT ist eine intrazellulare Serin/Threonin-Kinase, welche wesentliche zellulare
Prozesse wie Zellwachstum, Apoptose, Proliferation und Metabolismus reguliert
(Gonzalez and McGraw, 2009). Desweiteren wird AKT im Zusammenhang mit Zell-
Motilitdt, Angiogenese, Herzhypertrophie und Modulation der Transkription
beschrieben (Brazil et al.,, 2002). Einige wichtige Erkrankungen, wie z.B. die
Entstehung von Diabetes mellitus, sowie die Tumorgenese sind eng mit der
Proteinkinase AKT verknlpft (Clayton et al., 2010).

Die Proteinkinase B (AKT) wurde erstmalig 1991 beschrieben (Hill and Hemmings,
2002). Hierbei gelang es der Gruppe um Coffer und Woodgett, sowie Jones et al.
durch PCR aus cDNA aus human cell lines MCF-7 und WI38 die Information fir die
Proteinkinase B (AKT) zu amplifizieren. Wegen ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu den
bereits bekannten Proteinkinasen A und C wurde sie Proteinkinase B genannt (Coffer
and Woodgett, 1991), (Jones et al., 1991). Die neu entdeckte Proteinkinase, die in
allen Zellen vorkommt, vornehmlich aber in den Zellen der Lunge, des Herzens und
des Gehirns zu finden ist, wurde weiter untersucht und es wurden drei Isoformen, AKT
1, AKT 2 und AKT 3 (auch PKBa, PKBB und PKBYy) isoliert und charakterisiert
(Manning and Cantley, 2007).

Struktureller Aufbau von AKT

Obwohl die drei Isoformen von AKT von drei verschiedenen Genen codiert werden,
weist ihre Primérstruktur eine 80 - prozentige Ubereinstimmung der
Aminosauresequenz, sowie eine gleiche Domanenstruktur auf (Yang et al., 2004).

AKT 1 besteht aus 480 Aminosauren, AKT 2 aus 481 Aminosauren und AK 3 aus 479

Aminoséduren, und sie besitzen somit ein Molekulargewicht um ca. 55,7 kDa. Alle 3
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Isoformen des Enzyms bestehen aus einer N-terminalen Pleckstrin Homologie
Doméne (PH), einer zentral gelegenen katalytischen Doméane und einer C-terminalen

regulatorischen Doméane.

PKBa /AKT1 | — | ]
N e
PKBBR/AKT2 | — I |
N C
PKBy /AKT 3 | — | ]
N &
PH-Doméne Katalytische Regulatorische

Doméne Doméne

Abb. 2: Darstellung der drei Isoformen AKT 1, AKT 2 und AKT 3. Die Struktur der drei Formen ist gleich,
bestehend aus einer PH-Doméne, einer mittig liegenden katalytischen Domé&ne und einer regulatorischen
Doméne am C-Terminus. (Abbildung modifiziert nach Hill and Hemmings, 2002).

Die ca. 100 Aminosauren lange N-terminale PH-Doméne dient im Zuge der Aktivierung
von AKT zur Translokation an die Plasmamembran. Uber eine kurze Helix (ca. 40
Aminosdauren) ist die PH-Domé&ne mit der katalytischen Doméane verbunden. Die C-
terminal gelegene regulatorische Einheit weist hydrophobe Eigenschaften auf, ein
Charakteristikum der Familie der AGC-Kinasen (Song et al., 2005).
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AIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERP
QDVDQRESPLNNFSVAQCQLMKTERPRPNTFIIRCLQW
TTVIERTFHVETPEEREEWATAIQTVADGLKRQEEETMD
FRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLG
KGTFGKVILVKEKATGRYYAMKILKKEVIVAKDEVAHTL
TENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGE
LFFHLSRERVFSEDRARFYGAEIVSALDYLHSEKNVVYR
DLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKEGIKDGATMKTFCG
TPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLP
FYNQDHEKLFELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKD

PTQRLGGGSEDAKEIMQH R FF NIV DV EKKIESPPE
KPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDS
ERRPHFPQFSYSASGTA

Abb. 3: Darstellung der Aminosduresequenz von AKT 1 mit farblich gekennzeichneten Domé&nen. Grau
dargestellt ist die N-terminale PH Domane. Uber eine kurze Helix ist diese mit der katalytischen Doméne
verbunden (gelb). C-terminal befindet sich die hydrophobe regulatorische Einheit (griin).

Aktivierung und Inaktivierung von AKT

AKT gehért zu der Klasse der Serin/Threonin Proteinkinasen und katalysiert die
Ubertragung von Phosphatgruppen auf Hydroxylgruppen seiner Substratproteine.
Dabei unterliegt AKT selbst einer Regulation, die Uber Phosphorylierung an Threonin
308 und im Falle von AKT 1 an Serin 473 die Aktivitdt des Enzyms bestimmt (Alessi et
al., 1996). Die Phosphorylierung von AKT ist ein wichtiges Glied in der
Signaltrasduktionskette, die durch Insulin und Wachstumsfaktoren, wie z.B. IGF1,
PDGF (Franke et al., 1995), EGF und basic FGF ausgel6st wird (Burgering and Coffer,
1995). Dabei ist zu erwdhnen, dass der Aktivierungsweg Uber den Insulinrezeptor fiir

alle AKT Isoformen gleich ist.

Der Insulinrezeptor gehért zur Familie der Rezeptor Tyrosin-Kinasen (RTK). Er besteht
aus zwei a-Untereinheiten, die extrazellular liegen und zwei transmembrandsen [-
Untereinheiten. Die Einheiten sind jeweils Uber Disulfidbriicken verbunden. Im
intrazelluldren Teil der R-Untereinheit befindet sich die Proteinkinasedoméne. Diese
Proteinkinase wird durch extrazelluldre Bindung von Insulin bzw. von

Wachstumsfaktoren an die a-Untereinheit aktiviert und 16st so eine intrazellulare
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Signalkaskade aus. An die phosphorylierten Rezeptoruntereinheiten bindet eine
Vielzahl von Proteinen, die in ihrer Ganze als Insulinrezeptorsubstrat bezeichnet
werden (IRS). Einmal an den Insulinrezeptor gebunden vermittel das IRS durch die
Lipidkinase Phosphoinosid-3-kinase die Umwandlung von Phophatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) zu Phophatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP;). Hiernach teilt sich
der Phosphorylierungsweg. Der Serinrest wird durch Mammalian Target of Rapamycin
Complex 2 (mTORC2) phosphoryliert, wahrend Threonin 308 durch die PIP;-
abhangige Proteinkinase (PDK1) phosphoryliert wird. Beide Enzyme aktivieren unter
Verbrauch von ATP AKT (Berg, 2007, Gonzalez and McGraw, 2009).

Zur vollstandigen Aktivierung des Enzyms ist eine Phosphorylierung beider
Phosphorylierungsstellen notwendig. Song et. al. zeigte 2005, dass die alleinige
Phosphorylierung von Threonin 308 zur partiellen Aktivierung der Kinase fuhrt, die
alleinige Phosphorylierung von Serin 473 jedoch so gut wie keinen Effekt auf die
Aktivitdt des Enzyms hat (Song et al., 2005).

Durch die Aktivierung des Insulinrezeptors werden gleichzeitig Phosphatasen aktiviert,
die durch Dephosphorylierung das Insulinsignal beenden. MaRRgeblich beteiligt sind
Lipidphosphatasen, die PIP; zu PIP, hydrolysieren, sowie Protein-Tyrosin
Phosphatasen zur Beseitigung von Phosphogruppen am Insulinrezeptor (Berg, 2007).
Die Inaktivierung von AKT selbst erfolgt vornehmlich tber die Dephosphorylierung der
regulatorischen  Phosphorylierungsstellen die Protein-Phosphatase-2A  (PP2A)
(Cazzolli et al., 2001).

Die Lipidphosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosome ten), welche im Wesentlichen den PIP; — Spiegel reduziert, ist in hohem
Mafe an der Inaktivierung von AKT beteiligt (Stambolic et al., 1998).

In Vitro fihrt eine Behandlung mit den PI-3 Kinase Inhibitoren Wortmannin und LY
294002 zur herabgesetzten Phosphorylierung und Aktivitdt von AKT (Alessi et al.,
1996).
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Insulin,

Abb. 4: PI3-Kinase/AKT Signalweg. Uber Bindung von Wachstumsfaktoren (WF) oder Insulin an
Tyrosinkinaserezeptoren, sowie Uber Ligandenbindung an G-Protein gekoppelte Rezeptoren wird die
Aktivierung von AKT initiiert. Dabei wird die Phosphoinosid-3-kinase (PI3K) direkt oder indirekt tber ein
Insulinrezeptorsubstrat (IRS) phosphoryliert und katalysiert die Umwandlung von Phophatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) zu Phophatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3). PIP3 rekrutiert die PIP3-abhangige
Proteinkinase (PDK1) und AKT an die Zellmembran und phosphoryliert AKT an Thr 308. Vollstandig wird
AKT durch die Phosphorylierung an Ser 473 aktiviert, was durch Mammalian Target of Rapamycin
Complex 2 (mTORC?2) vermittelt wird. (Abbildung modifiziert nach Manning and Cantley, 2007)
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Physiologische und Pathophysiologische Funktion von AKT

Wie bereits beschrieben spielt AKT eine zentrale Rolle bei der Kontrolle vielféltiger
zellularer  Funktionen, wie z.B. Proteinsynthese, Apoptose, Zellwachstum,
Metabolismus und Angiogenese (Gonzalez and McGraw, 2009) und Ubt somit Einfluss
auf physiologische, sowie pathophysiologische Prozesse aus (Brazil and Hemmings,
2001).

mTORC2

v
Metabolismus

Proteinsynthese / // \ N Proliferation
‘ Angiogencsc

Abb. 5: Physiologische Wirkgebiete von AKT; durch die Phosphorylierung wird AKT aktiviert und nimmt
Einfluss auf die verschiedensten zellularen Prozesse. (Abbildung modifiziert nach Gonzalez and
McGraw, 2009).

AKT und Herzwachstum

Aus der Literatur ist stets ein enger Zusammenhang zwischen AKT und dem
postnatalen Herzwachstum zu erkennen. Unter Insulin- und Erndhrungseinflissen
(Shiojima et al., 2002), durch verstarkte Belastung, z.B. beim Ausdauertraining (Wilkins
et al., 2004; Konhilas et al., 2004; Konhilas et al., 2005), erhéhte Herzbelastung, wie
bei der Hypertonie und durch fortgeschrittene Herzerkrankung, z.B bei fortgeschrittener
Herzinsuffizienz (Haq et al., 2001; Taniyama et al.,, 2005) kommt es zu einer
Aktivierung von AKT. AKT reguliert Uber eine Inhibition des GSK3R- und des FOXO-
Signalweges und Uber die Aktivierung des mTOR-abhangigen progrowth pathway die
GrofRe der Kardiomyozyten (Walsh, 2006). Dabei ist der Effekt von AKT auf das
Myokard abhangig von der Dauer der Aktivierung.

O’Neill und Abel zeigten 2005, dass kurze, physiologische Stimuli, wie z.B.
Insulineinfluss, IGF1 oder Ausdauertrainig zu einer physiologischen Hypertrophie des

Myokards flihren, sowie zu einer erhdéhten Ausschittung von VEGF, welches
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hinsichtlich méglicher Ischdmie/Reperfusionsschaden (I/R injury) protektiv auf den
Herzmuskel wirkt. Langanhaltende Aktivierung von AKT fiihrt zu maladaptiven
Prozessen. Aufgrund der hohen AKT Spiegel in der Zelle kommt es unabh&ngig von
der Aktivierung des Insulinrezeptors zur Phosphorylierung von IRS 1/2 und zur
Degradation des Proteins. Im Weiteren fuhrt dies zu einer herabgesetzten Aktivitat der
PI13-Kinase, die u.a. die Herzmuskelzelle vor I/R injury schitzt.

Desweiteren fihrt eine langanhaltende Aktivierung von AKT zu einer verminderten
Freisetzung von VEGF bei gleichbleibendem Hypertrophiesignal fur die
Kardiomyozyten, was im Verlauf zu einem Ungleichgewicht zwischen Hermuskelmasse
und Angiogenese, und folglich zu Zelltod und Fibrose fuhrt (O’Neill and Abel, 2005).

AKT und Tumorerkrankungen

Als wichtiger Angelpunkt fur Zellproliferation konnte ein enger Zusammenhang
zwischen AKT und verschiedensten Tumorerkrankungen dargestellt werden. Eine
Uberexpression wird bei Ovarial-, Mamma-, Prostata- und Pankreaskarzinomen
beschrieben (Ruggeri et al., 1998, Bellacosa et al.,, 1995). Die prokanzerogene
Wirkung von erhéhten AKT Spiegeln in der Zelle resultiert aus dem regulatorischen
Einfluss von AKT auf Apoptose, Zellproliferation und Angiogenese.

AKT greift auf verschiedenste Weise in die Zellapoptose ein. Beispielsweise ist eines
der ersten jemals identifizierten anti-apoptotischen Substrate von AKT BAD (Bcl-2-AN-
Tagonist-of-Cell-Death). Dieses Protein ist Teil der proapoptotischen BCL-2 Familie,
die nach Aktivierung zur Ausschiittung von Cytochrom C ins Zytosol fihrt. AKT
wiederum fiihrt Gber Phosphorylierung an einem Serinrest (Ser136) zur Bindung von
BAD an zytosolische Proteine und so zu Inaktivierung der apoptotischen Kaskade (Hill
and Hemmings, 2002).

Im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen konnte ebenfalls ein Einfluss von AKT auf
die Zellproliferation gezeigt werden. Zhou et al. konnten 2001 nachweisen, dass
HER2/neu Uber den AKT Signalweg Einfluss auf wachstumsregulierende Proteine in
Karzinomzellen nimmt (Zhou et al., 2001).

Eines der als erstes identifizieten Zielproteine von AKT ist das mit dem
Glucosestoffwechsel eng verbundene GSK3BR (Cross et al.,, 1995). Neben dem
bekannten Einfluss auf den Glucosestoffwechsel fiihrt eine Inaktivierung von GSK30
durch AKT zu einer Inhibierung der Degradation von DNA-Transkriptionsfaktoren (Hill

and Hemmings, 2002).
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Invasives Zellwachstum ist ein wesentliches Merkmal maligner Tumorerkrankungen.
Verschiedene Studien haben ergeben, dass AKT mdglicherweise ein invasives
Wachstum von Tumorzellen unterstitzt. In Versuchen konnte gezeigt werden, dass
Tumorzellen mit hoher AKT-Expression auch erhtéhte Level an Metalloproteasen
aufweisen, die zur Zerstérung der umliegenden Matrix von No&ten und somit

grundlegend fir ein invasives Wachstum sind (Kim et al., 2001; Park et al., 2001).

AKT und Pankreashypertrophie

Die Wirkung von Insulin ist aus der Literatur weitreichend bekannt. Neben der
Aufnahme von Glucose aus dem Blut in Muskel und Leberzellen, ist fir Insulin eine
anabole Wirkung hinsichtlich vieler Organe beschrieben (Clayton et al., 2010). Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Translokation von GLUT4 Rezeptoren zur
Zellmembran durch AKT vermittelt wird. In Zellkulturversuchen konnte nachgewiesen
werden, dass eine Herunterregulation von AKT zu einer verminderten Translokation
von GLUT4 Rezeptoren an die Zellmembran und hierdurch zu einer verringerten
Glucoseaufnahme in die Zelle fihrt (Gonzalez and McGraw, 2009).

Wie bereits fir verschiedene Tumorentitdten, sowie fir die Herzhypertrophie
beschrieben, fiihrt eine Uberexpression an AKT auch zu einer Hypertrophie des
Pankreas. Hierbei wird eine Hypertrophie der Pankreaszelle, wie auch eine Zunahme
der Zellzahl beschrieben (Yang et al., 2004). Da in diesem Rahmen auch die GréRe
und Zahl der Langerhans’'schen Inselzellen zunimmt, wird die Insulinproduktion
verandert und fuhrt Gber diesen veradnderten Glucosestoffwechsel zum Diabetes

mellitus.
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Protein
AS160
ASK1
Bcl-2-AN-Tagonist-of-Cell-Death
(BAD)
Caspase-9
Chk1
eNOS
FOXO1
FOXO03
FOX0O4
GSK3 a,B
IKKa
MDM2

p21 CIP1
p27 KIP1
PRAS40
RAF1
TSC2

Phosphorylierungsstelle

Ser588, Thr642
Ser83
Ser99

Ser196

Ser280

Ser1177

Thr24, Ser256, Ser319
Thr32, Ser253, Ser315
Thr32, Ser197, Ser262
Ser21/Ser9

Thr23

Ser166

Thr157

Thr157

Thr246

Ser259

Ser939, Thr1462

Effekt

Inhibiert
Inhibiert
Inhibiert

Inhibiert
Inhibiert
Aktiviert
Inhibiert
Inhibiert
Inhibiert
Inhibiert
Aktiviert
Aktiviert
Inhibiert
Inhibiert
Inhibiert
Inhibiert
Inhibiert

Tab. 1: Die Tabelle zeigt die Substrate, die von AKT nach seiner Aktvierung phosphoryliert werden und

somit in ihrer Funktion aktiviert,

inhibiert werden.

Die mittlere Spalte

zeigt die

Phosphorylierungsstellen der einzelnen Proteine an. (Tabelle modifiziert nach Manning and Cantley,

2007).
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1.4 Fragestellung — AKT Isoform spezifische Funktion

Wie in Kapitel 1.3 erwdhnt konnten bei der Entdeckung von AKT drei Isoformen
beschrieben werden, AKT 1, AKT 2 und AKT 3. In weiterfihrenden Versuchen wurden
AKT lIsoform-spezifische Knockout-Mause erzeugt, deren unterschiedliche Phanotypen
auf spezifischen Funktionen der einzelnen Isoformen hinweisen (Gonzalez and
McGraw, 2009). So fielen Zellen, die kein AKT 1 exprimieren durch eine erhdhte
Apoptoserate, AKT 1-Knockout M&use durch eine geringe KérpergréRe auf (Chen et
al., 2001; Cho et al., 2001b). AKT 2-Knockout Mause entwickelten einen Diabetes
mellitus Typ 2. In der Zellkultur waren Glucoseverwertungsstérungen aufféllig (Cho et
al., 2001a; Garofalo et al., 2003)

Durch Ausschalten des Gens, welches fur AKT 3 kodiert, fallen Mause durch ein
beeintrachtigtes Gehirnwachstum auf (Tschopp et al., 2005).

Bei kombinierten Knockouts der AKT Isoformen konnte nachgewiesen werden, dass
sich die oben genannten metabolischen Vorgange nicht strikt unter der Kontrolle der
jeweiligen Isoform befinden, sondern dass es Uberlappende
Kompensationsmechanismen unter den drei Isoformen gibt (Gonzalez and McGraw,
2009)

KérpergrélRe und-gewicht

Abb. 6: Uberlappende Funktionen der einzelnen AKT Isoformen nachgewiesen durch seperate und
kombinierte Knockouts der verschieden Proteinkinasen. Nachgewiesen wurden phanotypische Ausfélle
bei Einzel- und Doppelknockout. (Abbildung modifiziert nach Gonzalez and McGraw, 2009)

Die hohe Homologie der AKT Isoformen auf Proteinebene wirft nun die Frage auf, auf
welche Weise die Isoform-spezifische Funktion von AKT ausgelibt werden kénnte.

Ausschlaggebend missen hier die geringen Sequenzunterschiede in den AKT-
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Isoformen sein, die letztlich dazu fuhren, dass die Isoformen unterschiedliche
Funktionen wahrnehmen und die Zellfunktion in spezifischer Weise modulieren. Dabei

kénnen die in Abb. 7 zusammengefassten Mechanismen eine Rolle spielen:

|soformspezifitat

N

\

N
Gewebs Intrazellulare
Assoziiert ) Lokalisation
Aktivierungs- . _Spezifische '|
weg Blndungspartner;_.
\\“‘m _.//

Abb.7: Potentielle Mechanismen isoformspezifischer Funktionen im Kérper. (Abbildung modifiziert nach
Gonzalez and McGraw, 2009).

- Aktivierungsweg. Die AKT Isoformen kénnten durch aktivierende Signale
unterschiedlich stark aktiviert werden, so dass eine der Isoformen eine dominante

Funktion in verschiedenen Zellen Gbernimmt.

- Selektives Expressionsniveau: Unterschiede im Expressinosniveau kénnten bei
Co-Expression dazu flihren, dass eine Zelle unter dem dominierenden Einfluss

einer der exprimierten Isoformen steht.

- Intrazelluldre Lokalisation: Die Sequenzunterschiede zwischen AKT-Isoformen,
kénnten eine unterschiedliche Assoziation mit subzelluldren Kompartimenten

begrinden.

- Spezifische  Bindungspartner:  AKT-lsoformen kénnten aufgrund der
Sequenzunterschiede mit unterschiedlichen Bindungspartnern interagieren und auf

diesem Wege verschiedene Signalwege aktivieren.
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Insbesondere stellt die Mdoglichkeit, dass AKT 1 und AKT 2 durch spezifische
Komplexbildung mit anderen Proteinen in unterschiedlichem Male Stoffwechsel und
Zellwachstum beeinflussen, eine interessante Hypothese dar, da man heute weil},
dass Signaltransduktion hdufig nicht durch Einzelproteine, sondern vielmehr durch
Proteinkomplexe ausgefihrt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob sich mittels Tandem
Affinitatsreinigung (TAP) und Massenspektrometrie spezifische Interaktionspartner von
AKT 1 identifizieren lassen, die Riuickschlisse auf die AKT abhangige

Signaltransduktion zulassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antikérper und Reinigungsbeads

Prim. Antikérper: mouse anti-HA (Sigma), mouse anti-AKT 1 (Sigma), rabbit anti-
panAKT (Sigma), rabbit anti-phosphoAKT-Ser (Sigma)

Sek. Antikérper: Goat Anti-Mouse, IRD®eye 680 CW, Lot # B80508-01 (LICOR
Biosciences, Lincoln, USA)
Goat Anti-Rabbit, IRD®eye 800 CW, Lot # B90302-03 (LICOR
Biosciences, Lincoln, USA)

Beads: anti-Flag M2 Affinity Gel, Streptactin Sepharose - 50%
Suspension (IBA), StrataClean Resin (Stratagene)

2.1.2 Bakterien und Zellkultur Medium

LB-Nahrmedium: (Hefeextrakt (5 g/l), Trypton (10 g/l), NaCl (0,5-10 g/l))

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Invitrogen)

Einfrier-Medium: 4/5 Volumen DMEM, 1/10 FCS 10% (fetal calve serum), 1/10
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Optimem® (Invitrogen)

2.1.3 Chemikalien
Acrylamid/Bis Rotiphorese Gel 40 (29:1) (Roth), Agar (Roth), Agarose electrophoresis

grade (Invitrogen), Ammoniumbicarbonat (Roth), Ampicillin (Roth),
Ammoniumperoxodisulfat (APS) (Sigma), Biotin (Sigma), Bromphenolblau (Serva),
Bovines Serum Albumin (BSA) (Fluka), Calciumchlorid - CaCl, (Merck),
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Invitrogen), Dithiothreitol (DTT) (Roche),
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Sigma), Essigsdure (Merck), Ethanol (Merck),
Ethidiumbromid (ICN Biomedicals), FCS (fetal calve serum) (Invitrogen), Glycerol
(Sigma), Glycin (Merck), Indol-3-essigsaure (IAA) (Merck) lodacetamid (Sigma),
Isopropanol (Merck), Kaliumferricyanid (=Kaliumhexacyanidoferrat(lll)) - Ks[Fe(CN)e]
(Merck), Lipofectamin (Invitrogen), Magermilchpulver (Sucofin), Methanol (Merck),
Natriumacetat  (Merck), Natriumbutyrat (Sigma),  Natriumcarbonat (Roth),

Natriumchlorid  (Merck), Dinatriumhydrogenphosphat - Na,HPO, (Merck),
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Natriumdihydrogenphosphat - NaH,PO, (Merck), Natriumthiosulfat — Na,S,03
1M Natronlauge (Roth), Nonoxinol 40 (NP-40) (Sigma), ortho-Phosphorséure
Paraformaldehyd 37% (Merck), Polyethylenamin (PEI) (
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Sigma), Proteinase-Inhibitoren-Cocktail (
37% Salzsaure (Merck), Sodium dodecyl sulfate polyacrylamid (SDS) (Roth),
Silbernitrat (Roth), Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Roth), Tris Ultra Pure (MP

Biomedicals), Tween 20 (Sigma)

Merck),
Merck),
Sigma),

(
(

Sigma),

2.1.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase (Roche), Klenow (exo-), Nhel, Phosphonukleotidkinase / T4-
PNK, Pstl, Sbfl, Swal, T4-DNA-Ligase, T4-DNA-Polymerase, Platinum-Pfx-DNA-
Polymerase (Invitrogen), Taqg-Polymerase (Invitrogen), Proteinase Inhibitor Cocktail

(Sigma),

2.1.5 Restriktionsenzyme

BsrGl, EcoRl, Hpal, BamHI, Agel, Xbal (New England Biolabs),

2.1.6 Kits

BCA Protein Assay Kit (Pierce), NucleoBond PC100/500 Midi/Maxi DNA Kit (Macherey
Nagel), QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

2.1.7 Oligonukleotide und Primer
Zur Amplifikation der c-DNA von AKT 1 und des TAP-Tags wurden folgende Primer
verwendet:

1 N-Tag-for 5 - ATGGGCGGGTACCCATACGACGTGCCCGAC — 3

2 N-Tag-rev 5- AACCCCCTTATCGTCATCGTCTTTATAG - 3

3 AKT 1+Stop | 5- TCAGGCTGTGCCACTGGCTGAGTAGG — 3

4 AKT 1-ATG | 5°- ATGAACGACGTAGCCATTGTGAAGGA -3

5 AKT 1-STOP | 5 - TTTCCTGCAGGGGCTGTGCCACTGGCTGAGTAGG - 3

Tab. 2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer.
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2.1.8 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Vektorkonstrukte basieren auf dem

Ausgangsvektor pGJ-C-CAGGS (Abbildung 8, hier genannt 429 Tag), der von Frau

Dr. Marian Naguib konstruiert und in ihrer Arbeit ausfuhrlich beschrieben wurde

(Naguib, 2009).

Dieses Plasmid ist ein Expressionsvektor, bei dem die zu exprimierenden c-DNA’s

unter der Kontrolle des CAG-Promotors (Cytomegalovirus-Enhancer, dem Huhner (-

Aktin Promotor und dem Kaninchen B-Globin poly-A Signal) exprimiert werden (Niwa et

al., 1991). Aulerdem ist in diesem Ausgangsvektor das unter 3.2.14 beschriebenen

TAP-Tags bereits vorhanden.

Weitere Elemente des Plasmids sind:

- Zwei Antibiotika Resistenzgene (bla — 3 Lactamase, EM7 Zeozin)

- pUC Ori (Replikationsursprung zur Vermehrung der Plasmide in E-coli)

- Elemente des HIV Virus (CMV, 5° & 3* UTR, gag, env, RRE [= REV Responsive
Elements; REV = regulator of virion expression]), die bei Bedarf zur Produktion
lentiviraler Partikel genutzt werden kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit kam dies
jedoch nicht zum Einsatz, da der Vektor nur mittels transienter Transfektion in die

Zelle eingeschleust wurde.
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Promotor

Resistenz

Gene flr virale Verpackung

TAP Tag

== Replikationsursprung

Abb. 8: Schematische Darstellung des Ursprungsvektors pGJ-C-CAGGS (hier genannt 429 Tag).
Erklarung im Text. Die Farbkodierung ist fir alle weiteren Plasmidkartenabbildungen identisch.
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2.1.9 Puffer und Lésungen

Biotin Elution Puffer2,5 mM Biotin in Strep-Puffer

Ladepuffer 30 % Glycerol, 0,25 % Bromphenolblau

Laufpuffer SDS Gel 25 mM Tris, 250 mM Glycin (pH 8,3), 0,1 % SDS

PBS 2,7 mM KCI, 2 mM KH,PO,4,137 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,
pH 7,4

Sammelgelpuffer 1 M Tris (pH 6,8)

SDS-Lammli Puffer 0,25 M Tris (pH 6,8), 8 % SDS, 20 % Glycerol, 100 mM DTT,
0,1 mg/mL Bromphenolblau

S-EDTA 0,7 mM EDTA, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na,HPO,,
1,5 KH,PO,4 pH 7,2

Semi-Dry Blotpuffer 190 mM Glycine, 25 mM Tris (pH 8,5), 0,1 % SDS, 20 %

Methanol
Strep-Puffer 100 mM Tris-Cl (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
pH 8,0
TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA
TBS 150 mM NaCl, 3 mM KCL, 25 mM Tris-Cl
pH 7,4
TE 10 mM Tris, 1 mM EDTA
pH 7,4
Trypsinlésung Trypsin (12,5 ng/ul) in:
5 mM CaCl,,
80 mM Ammoniumbicarbonat
ad H20
Trenngelpuffer 1,5 M Tris (pH 8,8)
Zelllysispuffer 10 mM Tris-Cl (pH 8,0), 150 mM NacCl, 0,1% NP 40
pH 8,0

Unmittelbar vor Gebrauch Zugabe von Phosphataseinhibitor

2.1.10 Datenbanken

Die nach Silberfarbung und Massenspektrometrie in den einzelnen Banden
identifizierten Proteine wurden anschlieRend mit der Human Protein Reference
Database  (http://www.hprd.org) und der Universal Protein  Database

(http://www.uniprot.org/) abgeglichen.
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2.2 Methoden

2.21 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNA Fragmenten, in diesem Fall die c-DNA von AKT 1 sowie des
TAP-Tags, kam die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zum Einsatz. Die Pfx-DNA-
Polymerase wurde nach Angaben des Herstellers in den empfohlenen Puffern und

Settings eingesetzt.

2.2.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde sowohl als Trennverfahren verschieden grolier
DNA-Fragmente als auch als Nachweis erfolgreicher DNA-Modifikation verwendet.

Die restriktionsverdaute DNA wurde in Agarose-Gelen (1-2 %) aufgetrennt. Hierfur
wurde Agarose in Wasser aufgekocht und mit 1/100 Volumen TAE-Puffer und
Ethidiumbromid (0,006% (v/v)) in Gelwannen gegossen. Zur Aussparung der
Geltaschen wurden Plastikkdmme in die Wannen eingehangt. Nach Abkuhlen des Gels
wurde es in die mit 0,5 x TAE-Puffer gefiillite Elektrophoresekammer Uberflhrt. Die
DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen DNA-Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen
eingefullt. Als Gr6fRenstandard diente Lambda-EcoRI/Hindlll  Marker. Die
Elektrophorese wurde bei 150 Volt durchgefthrt. Im Anschluss wurden die DNA-
Fragmente mit UV-Licht bei 366 nm sichtbar gemacht.

2.2.3 DNA-Extraktion aus Agarosegelbanden

Die im Agarosegel nach Grofle aufgetrennten DNA-Fragmente wurden unter
Sichtbarmachung durch UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und
mittels Elektro-Elution isoliert. Das Gelstlick wurde hierzu in einen mit 500 pl TAE-
Puffer geflllten Dialyse-Schlauch tberfiihrt und in einer mit 0,5 x TAE Puffer gefilliten
Elektrophoresekammer eine Stunde bei 120 Volt eluiert. Anschlielend wurde der DNA-
haltige Puffer in ein Reaktionsgefal Uberfuhrt, in 50% Isopropanol bei 4T geféllt,
zentrifugiert und das Pellet im Anschluss mit 70% Ethanol gewaschen. Hiernach wurde
die DNA in TE aufgenommen.

Alternativ zu der manuell durchgefiihrten Extraktion von DNA Fragmenten aus
Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit eingesetzt, bei dem DNA
Fragmente mittels Anionentauschersdulen aus dem Gel gereinigt werden. Bei diesem

Verfahren wurde nach den Empfehlungen des Herstellers vorgegangen.
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2.2.4 Ligation von DNA Fragmenten

Die durch Extraktion gewonnen DNA Fragmente wurden durch Ligation in Plasmid-
DNA eingebracht. Um die Ligationseffizienz zu verbessern wurde die linearisierte
Vektor-DNA durch alkalische Phosphatase an den 5-Enden dephosphorylisiert. Die
linearisierte Vektor-DNA wurde hierbei mit 1/10 Volumenanteil 10x Reaktionspuffer und
2U alkalischer Phospatase fiir 30 Minuten bei 37° Ce Isius inkubiert. Zur Ligation wurde
Vektor DNA (100 ng) mit einem vierfachen molaren Uberschuss des DNA-Fragmentes
mit 1/10 Vol. Ligasepuffer und TE gemischt und mit 400 U T4-Ligase bei 37° Celsius
fur 2 Stunden inkubiert. Anschlielend erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Ligase bei
65°Celsius fur 10 Minuten.

2.2.5 Restriktionsverdauung

Die Restriktionsverdauung von DNA erfolgte nach den von den Herstellern
empfohlenen Angaben. Pro ug DNA wurden in der Regel 2 U des Restriktionsenzyms
eingesetzt. Die Restriktion wurde durch Hitzeinaktivierung der
Restriktionsendonukleasen (10 min bei 65C) beendet .

Alternativ zur Hitzeinaktivierung wurde eine Extraktion des Enzyms mit Phenol-
Chloroform durchgefuhrt. Hierzu wurde im gleichen Reaktionsvolumen Phenol-
Chloroform zur Probe gegeben durch vortexen gemischt und fiir 10 min bei 14.000 rpm

und 4T zentrifugiert. Die DNA befand sich in der o beren wéssrigen Phase.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration erfolgte durch das Photometer
Nanodrop. Die photometrisch bestimmte ODyg erlaubt Rickschlisse auf die DNA
Konzentration in der vorliegenden Probe (1A 260 U = 50 ug DNA / ml).

2.2.7 Transformation von E-coli

Zu den hier verwendeten kompetenten E-coli XL-1-Blue Zellen wurde Plasmid DNA,
bzw. ein Ligationsansatz hinzugegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
90-sekiundiger Hitzeschock bei 42 C, mit darauffolg ender Abkihlung auf O C fir eine
Minute. Nach Zugabe von 250 pl LB-Medium (ohne Ampicillin) wurden die Zellen fir
eine Stunde bei 37 T und 800 rpm geschuittelt.
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Im Anschluss wurde der Transformationsansatz auf zwei Agarplatten, eine mit etwa 10
% und die andere mit 90 % des Ansatzes, ausgestrichen. Die Uber Nacht
gewachsenen Kolonien dienten zum Animpfen von Minikulturen (ca. 2 ml), welche bei

37 T Uber Nacht geschuttelt wurden.

2.2.8 Amplifikation von Plasmid DNA
Fur die Amplifikation der Plasmid DNA wurden 150 ml LB Medium mit 50 pg/ml

Ampicillin entweder durch eine Mini-Kultur (2 ml) oder durch eine auf Agar gewachsene
Kolonie transformierter E.coli Zellen angeimpft. Die Kultur wurde anschlieend bei 37
€ Uber Nacht geschittelt.

Zur Gewinnung von Plasmid DNA aus E.coli Zellen wurde das NucleoBond PC500
DNA Kit (Macherey & Nagel) verwendet. Die lysierten Zellen wurden hierbei Gber einen
Filter auf die Anionentauschersaulen gegeben. Zur Neutralisation, zum Waschen der
Séule und zum Eluieren der gebunden DNA von der Saule, sowie zur Equibrilierung
der Saule im Vorfeld, wurden die vom Hersteller mitgelieferten der Lésungen und
Puffer verwendet.

Im Anschluss wurde die DNA mit Isopropanol bei 4 T geféllt und mit 70 % Ethanol

gewaschen. Nach dem Trocknen wurde die DNA in TE aufgenommen.

2.2.9 Kultur von HEK-293T-Zellen

Die hier zum Einsatz gekommenen HEK-293T-Zellen wurden in DMEM-Medium unter
Zugabe von 10 % FCS (fetal calve serum), Glutamin, Aminosduren und
Penicillin/Strepromycin  kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde alle zwei Tage
durchgefuhrt. Bei vollstdndiger Konfluenz der Kulturschale wurde das Medium
abgenommen und die Zellen, nach zwei Waschgéngen mit S-EDTA, mittels Trypsin-
EDTA von der Zellkulturschale geldst. Hierbei wurde Trypsin fir ca. 5 min bei 37 T
eingesetzt. Das Trypsin-Zellgemisch wurde in DMEM/FCS Medium zur Blockade des
Trypsins aufgenommen und die Zellen bei 500 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in DMEM Medium resuspendiert und auf neue Zellkulturschalen
ausgesat. Bei Aussahen der Zellen zur folgenden Transfektion wurden die
Zellkulturschalen zuvor mit Gelatine beschichtet.

Zur Kryokonservierung von Zellen wurden diese nach Trypsinisierung und
Zentrifugieren in Einfriermedium aufgenommen und umgehend bei -80 T eingefroren.

Das Auftauen erfolgte in normalem DMEM Medium bei Raumtemperatur.
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2.2.10 Bestimmung definierter Zellzahlen

Zum Ausplattieren definierter Zellzahlen wurde eine Neubauer Zahlkammer verwendet.
Es wurde eine angemessene Verdinnung der Zellsuspension auf die Zahlkammer
aufpippetiert, vier Planquadrate unter dem Auflichtmikroskop ausgezahlt und deren
Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert in Verbindung mit dem Verdiinnungsfaktor ergab
die Zellzahl.

2.2.11 Transiente Transfektion von HEK-293T-Zellen

Zur Aufnahme von Plasmid-DNA in die Zelle wurde die transiente Transfektion mit PEI
(Polyethylenamin) durchgefiihrt. Hierbei wurden tags zuvor 2x10’ Zellen auf einer mit
Gelatine beschichteten 15 cm Zellkulturschale ausplattiert und mit 20 ml DMEM-
Medium Uber Nacht inkubiert. Am Tag der Transfektion wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt. Pro Zellkulturschale wurden 4 ml Optimem (Invitrogen), 45 ug der
Plasmid DNA und 160 pl PEI (Polyethylenimin, 1 ug/ml)) auf dem Vortex vermischt und
bei Raumtemperatur 30 min ruhen gelassen. AnschlieRend wurde der Ansatz zu den

Zellen gegeben, die nach drei Tagen geerntet wurden.

2.2.12 Stimulation und Inhibition

Fur die Stimulation bzw. Inhibition durch Insulin und PI3-Kinaseinhibitoren (LY 294002)
wurden die Zellen Uber Nacht in Hungermedium (DMEM, NEAA,
Penicillin/Streptomycin, Glutamin, kein Serum) kultiviert. Fir die Versuche wurde das
Hungermedium abgenommen und durch Hungermedium mit Insulin oder LY294002
ersetzt.

Zur Stimulation wurde 1 pl (40 L.E.) Insulin pro 1 ml Hungermedium eingesetzt. Fr
eine Zellkulturschale mit 15 cm Durchmesser wurden 10 ml Medium verwendet. Die
Stimulation erfolgte fur 15 Minuten bei 37 TC.

Fur die Behandlung mit PI3-Kinaseinhibitoren wurde 100 pM LY294002 und ein
Volumen von 10 ml Medium eingesetzt. Die Inhibition erfolgte fiir eine Stunde bei 37

. Anschlieend wurden die Zellen geerntet.

2.2.13 Praparation von Protein Zellextrakten

Zur Gewinnung der Proteine aus kultivierten Zellen wurde zunachst das Medium
abgenommen. Nach zwei aufeinander folgenden Waschgangen mit 0 C kaltem PBS

(pro 15 cm Zellkulturschale jeweils 10 ml) wurde Zelllysispuffer (1,5 ml pro 15 cm
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Zellkulturschale) aufpipettiert, welcher zuvor mit Phosphataseinhibitor (Sigma)
versehen wurde. Die Zellen wurden mittels Zellschaber (Fa. Biochrom) von der
Kulturschale geldst und in ein Falcon-Réhrchen Ubertragen. Nach Zentrifugieren (45
min bei 4000 rpm, 4 C) wurde der Uberstand mit den darin gelésten Zellproteinen

abgenommen werden. Die gesamte Préparation erfolgte bei 0 T (auf Eis).

2.2.14 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Proteinmengenbestimmung wurde ein BCA-Assay angewandt (Smith et al., 1985).
Als Referenzwert wurde eine BSA Reihe (25 — 1000 pg/pl) auf einer 96-Loch
Mikrotiterplatte vorgelegt. Zur genaueren Bestimmung wurde ein Dreifachbestimmung
und eine Mittelung der Werte durchgefiihrt. Zur Referenzeihe, sowie zu den Proben
wurden die mit dem BCA Protein Assay Kit mitgelieferten Reagenzien gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 T wurde eine Absorptionsmessung bei 577
nm mit dem ELISA Absorbance Reader durchgefihrt.

2.2.15 Tandem-Affinity-Purification (TAP)
Die Tandem-Affinity-Purification (TAP) ist eine Methode, die zur Reinigung von

Proteinextrakten und Extraktion einzelner Proteine in ihrer physiologischen Bindung an
Interaktionspartner etabliert wurde (Puig et al., 2001).
Das Zielprotein musste zundchst mit einem TAP-Tag, entweder N- oder C-terminal,

versehen werden. (Puig et al., 2001)

Schnittstellen

N T

! f

Detektionim Affinitatsaufreinigung mit Affinitatsaufreinigung mit anti
Westernblot Strep Tactin Sepharose Flag Agarose
Elution mit Biotin Elution mit Flag Peptid

Abb. 9: Schematische Darstellung des TAP-Tags, hier N-Linker Strep-TEV-FLAG
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Das TAP-Tag besteht aus zwei Bindungsstellen fur die Affinitatsreinigungen (STREP

und FLAG), einer HA-Bindungsstelle fiir spatere Detektion im Western Blot, sowie zwei

Protease-Schnittstellen (Thrombin und TEV), die jedoch in dieser Versuchsreihe nicht

zum Einsatz kamen.

Die TAP erfolgte in zwei Reinigungsschritten und wurde in Saulen bei 4 T

durchgefuhrt.

1. Reinigungsschritt:

l.
I1.

I.

IV.

VL.

VILI.

200 pl Anti-Flag-Agarose in 50 ml Falcon GefaRe Gberfihren

Das abzentrifugierte Proteinlysat wurde zu der Anti-Flag-Agarose
gegeben und 1 h bei 4 T unter Bewegung (400 rpm) b inden gelassen.
AnschlieRend lasst man die Anti-Flag-Agarose absetzen.

Der Uberstand wurde abgenommen und fiir spatere Analysen bei 0 C
verwahrt

Die Anti-Flag-Agarose wurden anschlielRend die mit Puffer benetzten
Sédulen gegeben und mit 2 ml TBS gewaschen. Der Waschdurchlauf
wurde aufgefangen und fir spatere Analysen bei 0 T verwahrt.

Das gebundene Protein wurde in diesem Schritt durch 1 ml FLAG-Peptid
(300 pg/ml) mittels kompetitiver Hemmung aus der Bindung gel&st. 30-
50 ul des Eluats wurden fir die spatere Analyse bei 0 T verwahrt, der
Rest wurde in den zweiten Reinigungsschritt gegeben.

Resuspendieren der Anti-Flag-Agarose in 1 ml TBS-Puffer und
verwahren derselben fiir spatere Analysen bei 0 T.

Anschlielend wurden die Saulen grindlich mit H,O dest. gereinigt.

2. Reinigungsschritt:

Befeuchten der Saule mit 10 ml dest H,O.

Die Séaule wurde verschlossen und mit 10 ml STREP-Wasch-Puffer
aufgefillt. Anschlieend wurden 200 ul Streptactinsepharose in die
Saule gegeben und die Saule wieder gedéffnet.

Das FLAG-Eluat des ersten Reinigungsschrittes wurde anschlief3end in
kleinen Schritten auf die Saule gegeben (10 Tropfen/min). In diesem
Schritt bindet die STREP-Sequenz des TAP-Tags an das Streptactin der
Streptactinsepharose. Das gesamte Eluat wurde einmal durchlaufen

gelassen und der Durchlauf Il fir die spatere Analyse bei 0°C verwahrt.
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IV. 2 ml STREP-Wasch-Puffer wurde Uber die S&ule gegeben und der
Wasch-Durchlauf ebenfalls fir spatere Analyse bei 0 T verwahrt.

V. In diesem Schritt wurde das gebundene Protein mit 1 ml 2,5 mM Biotin
aus seiner Bindung an die Beads gel6st. Das Biotin wurde in 4 x 250 pl
Schritten in die Saule geben. Das STREP-Eluat wurde ebenfalls fir
spatere Analysen bei 0 T verwahren.

VI. Die STREP-Beads wurden in 1ml TBS-Puffer resuspendiert und fir
spétere Analysen bei 0 T verwahrt.

VIl.  Zum Schluss wurden die Sdulen griindlich mit H,O dest. gereinigt

2.2.16 Konzentration des Proteineluates nach TAP

Am Ende des zweiten Reinigungsschrittes (Strep-Eluat) lag das Protein in einem
Volumen von 1 ml vor. Durch Zentrifugieren des Eluats durch einen Filter wurde die
Proteinmenge konzentriert. Hierzu wurden Filter (Fa. Amicon) mit einer molekularen
Ausschlussgréfle von 10 kDa verwendet (Amicon® Centricon® Centrifugal Filter
Devices YM-10) und das Eluat mit 2500 g fur 60 Minuten entsprechend den
Herstellerangaben bei 4 T zentrifugiert. Anschliel3 end wurde das Probenréhrchen
gedreht und der Uberstand wurde fiir 2 min bei 200 g in ein Sammelgefa zentrifugiert.
Die Proteinprobe wurde in SDS-Lammlipuffer aufgenommen und fiir 5 Minuten auf 96
T erhitzt.

2.2.17 SDS-Polyacrylgelelektrophorese zur Trennung von Proteinen

Nach der Reinigung und der Konzentration des Proteinextraktes erfolgte die
Gelelektrophorese Uber ein 10 % SDS-Polyacrylamidgel. Zur Aussparung der
Geltaschen wurden Plastikkdmme in das Sammelgel eingehdngt und nach dessen
Polymerisation entfernt. Die 2 mm dicken Gele wurden anschlieBend in die mit
Elektrophoresepuffer (100 ml 10x Tris-Glycin, 5 ml SDS 10 %, ad 1000 ml H,O) gefillte
Elektrophoresekammern Uberfiihrt. Die im Verhaltnis 1:1 mit LAmmli-Puffer versetzten
Proteinproben wurden anschliellend in die Geltaschen eingeflillt und bei 50 Volt / 16

mA 12 Stunden laufen gelassen.

Trenngel (20 ml) Sammelgel (20 ml)

Acrylamid/Bis Rotiphorese
5ml 2,5ml
Gel 40 (29:1)
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5 ml (1,5M pH 8.8) Tris-Puffer 2.5 ml (1M pH 6.8)
0,2 mi 10 % SDS 0,2 ml
10 ml H20 15 ml
40 pl TEMED 40 pl
100 APS (10 %) 60 pl
2.2.18 Detektion von Proteinen nach Western Blot

Zur Fixierung der im SDS-Acrylamidgel aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose
wurde die Western-Blot-Analyse durchgefihrt. Das Gel und die Folie wurden hierzu mit
Semi-Dry Blotpuffer angefeuchtet und in die Blotkammer Uberfuhrt. Es wurde ein Strom
von 2 mA / cm? fir 75 min laufen gelassen. AnschlieRend wurde die Membran 1 h in
PBS / Licor Blockierlésung 1:1 bei Raumtemperatur inkubiert.

Der erste Antikdrper wurde nach Herstellerangaben 1:1000 in 5 % BSA + 0,1 % Tween
bei 4 T Uber Nacht eingesetzt. Es folgten 3 Waschg &nge mit TBS + 0,1 % Tween. Der
zweite Antikérper wurde 1:10.000 in 1:1 PBS / Licorlésung + 0,1 % Tween fir 1 h bei
Raumtemperatur eingesetzt.

Die anschlieliende Detektion der hier eingesetzten Fluoreszenzantikérper erfolgte im
Infrarot-Bildgebungs-System (Odyssey Sanner, LICOR Biosciences, Lincoln, USA).
Das hier eingesetzte System kann zwei unterschiedliche Wellenldangen detektieren
(700 nm und 800 nm). Zuséatzlich ist eine quantitative Intensitatsbestimmung der

Fluoreszenzbanden mdéglich, da sich die Infrarot-Detektionsmethode linear verhalt.

2.2.19 Farbung von Proteinen nach SDS Polyacrylgelauftrenneung

Zur Sichtbarmachung der Proteine im Gel nach der Gelelektrophorese wurde die
Silberfarbung angewandt (Shevchenko et al., 1996).
Die Volumina der einzelnen L&sungen sind abhangig vom Gelvolumen. Bei einem

Gelvolumen von 20 ml wurden je 250 ml der unterschiedlichen Lésungen eingesetzt.

H,0 dest. 15 min

Fixierlésung | Essigsédure (100 %) 50 ml/l, Methanol 500
ml/L

20 min
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Fixierlésung Il 500 ml/I| Methanol 2 x 10 min
H,0 dest. 10 min
Thiosulfatreagenz Natriumthiosulfat 200 mg/I 1 min
H,0 dest. 3 x 20 sek.
Silbernitratlésung Silbernitrat 2 g/l, Formaldehyd (37 %) 20 min
200 ul/l

H,0 dest. 3 x 20 sek.

Entwickler Natriumcarbonat 30 g/l, Formaldehyd (37 %)
500 ul/l, Natriumthiosulfat 5 mg/|

Sichtkontrolle 5 - 15 min

Stoppreagenz Essigséure (5 %) 5 min

Lagerung Essigséure (2 %)

Tab. 3: Ablauf der Silberfarbung nach Shevchenko et al., 1996

2.2.20 Tryptische Proteinverdauung in Gelfragmenten

Zur Vorbereitung der Gelbanden fiir die Messung der Proteine im Massenspektrometer
gehoéren drei Schritte, das Waschen und Entfarben des Geles, die Reduktion und

Alkylierung der Proteine und die Extraktion der Proteine aus dem SDS-Acrylamidgel.

Waschen und Entfarben

Im ersten Schritt wurden die Gele nach Silberfarbung zunéchst fir 2 x 15 min in H,O
bidest. gewaschen. AnschlieRend wurde jede angefarbte Proteinbande mit einem
Skalpell méglichst knapp, das heilt ohne nicht gefarbte Gelanteile ausgeschnitten und
als etwa 1 mm?® groRRe Stiicke in silikonisierte Eppendorf GefaRe (0,5 ml) tiberfiihrt und
bei 60 T fur 45 min in einer Vakuumzentrifuge deh ydriert. Im Anschluss erfolgte die
Zugabe von 40 pl einer 1:1 Lésung 30 mM Kaliumferricyanid / 100 mM
Natriumthiosulfat und Inkubation bei Raumtemperatur. Nach 15 min wurde die L&sung
wieder abgenommen, 80 uyl 100 mM Ammoniumbicarbonat zugegeben und bei
Raumtemperatur fir 15 min gewaschen. Der Waschschritt wurde mindestens dreimal

wiederholt, bis die Gelbanden komplett entfarbt waren. Nach dem letztlichen
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Abnehmen der Lésung wurden die Proben erneut fir 60 min bei 45 T in der

Vakuumzentrifuge getrocknet.

Reduktion und Alkylierung

Zu den nun entfarbten und getrockneten Proben wurden 40 yl 10 mM DTT / 100 mM
Ammoniumbicarbonat gegeben. Die Reduktion erfolgte bei 56 T fir 15 min. Nach
Abkuhlen der Proben wurde die L6sung abgenommen und zur Alkylierung 40 pl 55 mM
IAA / 100 mM Ammoniumbicarbonat zugegeben. Die Inkubation wurde bei
Raumtemperatur fir 30 min im Dunkeln durchgefihrt. Nach Abnahme der L&sung
wurden die Gelstiicke mit 40 yl 100 mM Ammoniumbicarbonat fir etwa 5 min
gewaschen. Es folgte die Zugabe von 40 ul Acetonitrii um eine 1:1 L&sung von
Ammoniumbicarbonat und Acetonitril zu erhalten. Nach einer Inkubationszeit von 15
Min wurde die Lésung abgenommen und die Proben erneut fir 45 min bei 60 T in der

Vakuumzentrifuge dehydriert.

Enzymatische Proteinspaltung und Peptidextraktion

Zur enzymatischen Spaltung der Proteine aus den Gelstlicken wurden diese mit
Trypsinlésung bedeckt (Trypsin 12,5 ng/pl in 5 mM CaCl, und 100 mM
Ammoniumbicarbonat) und fir 45 min bei 4 T inkubiert. Zwischendurch wurde
regelmafig kontrolliert, ob die Lésung komplett von den Gelstiicken resorbiert wurde
und gegebenenfalls nachpipettiert. Nach Ablauf der 45 minitigen Inkubationszeit
wurde die Uberschissige Losung abgenommen und die Gelstlicke in 5 mM CaCl, und
100 mM Ammoniumbicarbonat fur 16 Stunden bei 37 T inkubiert. Anschliellend wurde
der Uberstand, der nun die aus dem Gel extrahierten Peptide beinhaltete,
abgenommen und in neue Eppendorf Gefalte tberfiihrt.

Zur weiteren Extraktion von Peptiden aus den Gelbanden wurde zu den verbliebenen
Gelsticken 20 pyl 25 mM Ammoniumbicarbonat gegeben und die Proben bei
Raumtemperatur 10 min durch kraftiges Schitteln bzw. Vortexen vermischt und im
Anschluss far 5 Min im Ultraschallbad inkubiert. Anschliefend wurde 20 ul Acetonitril
zugegeben und erneut fur 10 min kréftig geschattelt und fur 5 min im Ultraschallbad
inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit dem bereits vorhandenen
Uberstand vereint. Die Gelstiicke wurden nun mit 20 ul 5% Ameisenséure versetzt und
erneut zehn Min geschuttelt und anschlieend fir 5 min im Ultraschallbad inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 20 pl Acetonitril und erneutes Schitteln und

Inkubieren im Ultraschallbad fiir 10 bzw. 5 min. Der Uberstand wurde zu dem bereits
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vorhandenen Uberstand hinzugegeben. Die Extraktion mit Ameisensdure und
Ammoniumbicarbonat wurde wiederholt. Der Uberstandspool wurde in der

Vakuumzentrifuge getrocknet und bis zur weiteren Analyse bei -20 C verwahrt.

2.2.21 Nano-LC-MS/MS Analyse

Die massenspektrometrischen Analysen der trypsinisierten Proteine wurden von Herrn
Dr. rer. nat. Michael Reinartz (Institut fir Herz- und Kreislaufphysiologie, Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf) durchgefihrt.

Verwendet wurde ein nano-LC-MS/MS (UltiMate 3000 LC System, Dionex; LTQ-
Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific). Die Steuerung erfolgte automatisiert. Hierfir
wurde die Chromeleon-Software (Version 6.80, SP2c) fiur das UltiMate 3000 LC
System und die Software XCalibur 2.0.7 fir das Massenspektrometer verwendet.

Die nach in 2.2.20 beschriebenem Verfahren flir massenspektrometrische Messung
vorbereiteten Peptide wurden zunadchst resuspendiert und anschlieRend zur
Entsalzung auf eine mit C-18 Umkehrphasenmaterial gefiilite (Reprosil-Pur C18 AQ, 3
pm, Dr. Maisch), 2 cm lange und 100 pm durchmessende Quarzglas-Vorséule
aufgetragen. Zur chromatographischen Trennung der Probe wurde eine 15-18 cm
lange 75 pm durchmessende Quarzglas-Trennsdule eingesetzt. Die Elution der
gebundenen Peptide erfolgte entlang eines linearen L&sungsmittelgradienten
(Flussrate 230 nl/min). Eingesetzt wurden die Puffer B 1 (84 % Acetonitril, 0,1 %
Ameisensaure) und A (4 % Acetonitril, 0,1 % Ameisensdure). Der Puffer B 1 wurde
ansteigend von 4 % bis 60 % Uber 60 min eingesetzt, anschliel3end folgte 99 % Puffer
B 1 flr 5 min. Im Anschluss wurde die Sdule mit Puffer A gesplilt. Die eluierten Peptide
wurden anschlie®end Uber Elektrosprayionisation (positiver Modus, 2 kV) Uber eine
Transferkapillare (SilicaTip Emitter, New Objectiv, Woburn, USA) bei 140 T in das
Massenspektrometer gegeben.

Die MS Analyse erfolgte automatisiert mit der o.g. Software. Im Anschluss an jeden
Scan (Verhéltnis Masse/Ladung m/z 300-2000, lonenfillwert 1.000.000 lonen,
Auflésung r = 60.000 bei m/z = 400) folgte ein MS/MS-Scan der zehn intensivsten
lonen. Hierbei wurden folgende Parameter gewéhlt: normalisierte Kollisionsenergie der
kollisionsinduzierten Dissoziation (CID) von 35 U, einmalige Wiederholung nach 20 sek
bei einer max. Masseabweichung von 10 ppm.

Mit Hilfe der Uniprot Taxonomie 9609-Datenbank wurden die MS/MS-Spektren mit
Hilfe des SEQUEST-Algorithmus mit der Bioworks-Software (Thermo-Fischer

Scientific) analysiert.
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Parameter und Filter
Enzym:

Massegenauigkeit der Vorlauferionen:
Modifikation:

Delta CN:

Cross-correlation-Score vs. Charge state:

Peptidwahrscheinlichkeit:

Nummer der Haupttreffer:

Trypsin

10 ppm

Cystein-Oxid. Carboxyaminomethylierung,
Phosphorylierung von Serin, Threonin,
Tyrosin

0,1

1,5; 2,0; 2,5; 3,0 fur einfach, zweifach,
dreifach und vierfach geladene lonen

0,05

1
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3 Ergebnisse

3.1 Kilonierung

Als Ausgang fir die Generierung der AKT 1 C-Tag und AKT 1 N-Tag Vektoren wurde
das Plasmid pGJ-C-CAGGS (429 Tag) verwendet (Abb. 8).

Die hier eingesetzte copy-DNA (cDNA) von AKT 1 wurde mittels RT- PCR aus RNA
gewonnen, welche aus Kardiomyozyten von Ma&usen isoliert worden war. Hierzu
wurden die Primer Nummer 3, 4 und 5 verwendet (Tab. 2). Da das TAP-Tag sowohl C-
als auch N-terminal an AKT 1 angefligt werden sollte, wurden bei der PCR zur
Gewinnung der AKT 1 cDNA sowohl Primer mit einem Stop-Codon (Primer Nummer 3,

Tab. 2) als auch Primer ohne Stop-Codon (Primer Nummer 5, Tab. 2) eingesetzt.

AKT 1 C-Tag

Fur die Erstellung des C-Tag Vektors wurde das Ausgangsplamid zunachst mit der
Restriktionsendonuklease Hpal linearisiert und anschlieRend das cDNA Fragment von
AKT 1 in den Vektor hineinligiert (Abb. 10 B). Die AKT 1 cDNA fur den AKT 1 C-Tag
Vektor wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer Nummer 5 und Nummer 4 aus
Mause-Kardiomyozyten amplifiziert (Tab. 2). Der Primer Nummer 5 enthalt kein Stop-
Codon, was eine Fusion der AKT 1 Sequenz mit dem bereits im Ausgangsvektor
vorhandenen TAP-Tag erlaubte. Der Erfolg der Ligation wurde durch
Restriktionsanalyse mit dem Enzym Pstl tberpriift. Abb. 10 B zeigt, dass im Vektor 454
AKT 1 C-Tag die Restriktionsendonuklease Pstl drei Schnittstellen aufweist, wahrend
im Vektor 429 Tag keine Pstl Schnittstelle vorhanden ist. Abb. 10 E zeigt das Ergebnis
der Gelektrophorese nach Restriktionsverdauung der Vektoren 454 AKT 1 C-Tag und
429 Tag mit Pstl. Es zeigt sich, dass im Vektor 454 im Gegensatz zum Vektor 429 das
AKT 1 Fragment enthalten ist, erkennbar an den DNA-Banden bei 9036 bp, 838 bp und
372 bp. Da der Vektor 429 keine Schnittstelle fur Pstl vorweist, sieht man nach der
Restriktionsverdauung lediglich eine Bande bei 8817 bp.

AKT 1 N-Tag

Zur Generierung des AKT 1 N-Tag Vektors waren zwei Klonierungsschritte notwendig.
Zunéachst wurde die Sequenz fur das TAP-Tag aus dem Vektor pGJ-C-CAGGS (429
Tag) unter Verwendung der Primer Nummer 1 und Nummer 2 (Tab. 2) mittels PCR
amplifiziert. Dieses PCR Produkt wurde nach Klenow-Behandlung in das
Ausgangsplasmid pGJ-C-CAGGS (429 Tag) hineinligiert. Hierzu wurde das Plasmid
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429 Tag mit Hpal linearisiert und das zuvor amplifizierte TAP-Tag eingefigt. Hierdurch
entstand der Vektor 469 N-Tag, welcher die Tagsequenz zweimal in
Tandemanordnung tragt. Durch Ligation des Vektors mit dem TAP-Tag regenerierte
sich die Enzymschnittstelle fir die Restriktionsendonuklease Hpal genau zwischen den
beiden Tags. Abb. 10 A stellt die einzelnen Klonierungsschritte des AKT 1 N-Tag
Vektors dar. Die korrekte Ligation des TAP-Tags in den Ausgangsvektor wurde durch
Restriktionsanalyse mit BamHI und Hpal Uberprift. Abb. 10 C zeigt das
gelektrophoretische Ergebnis nach entsprechender Enzymverdauung. Der Vektor 469
weist neben der Bande bei 7057 bp eine weitere Bande bei 1937 bp auf. Der Vektor
429 weist neben der Bande bei 7057 bp eine weitere Bande bei 1760 bp auf. Dies
belegt den Einbau des 177 bp groften TAP-Tags in den Vektor 469.

Im n&chsten Klonierungsschritt wurde der mit zwei Tags ausgestattete Vektor 469
erneut mit dem Restriktionsenzym Hpal exakt zwischen den beiden Tags linearisiert,
und die Sequenz fur AKT 1 in den Vektor eingefiigt (Abb. 10 A). Um zu verhindern,
dass sich an beiden Enden der Gensequenz fur AKT 1 ein Tag befindet, wurden zur
Amplifikation der cDNA von AKT 1 fur den AKT 1 N-Tag Vektor die Primer Nummer 3
und Nummer 4 (Tab. 2) verwendet, wodurch am C-terminalen Ende der AKT 1
Sequenz ein Stop-Codon entstand. Der Erfolg dieses Ligationsschrittes wurde durch
Restriktionsanalyse mit der Endonuklease Agel verifiziert. In Abb. 10 A sieht man, dass
sich in Vektor 469 eine Agel Schnittstelle befindet. Durch Insertion von AKT 1 in den
Vektor 469 generiert sich eine zweite Schnittstelle fir das Enzym Agel. Hierdurch
entstent bei Restriktionsverdauung von 466 AKT 1 N-Tag mit Agel das
charakteristische Bandenmuster mit einer Bande bei 9026 bp und 1411 bp, wéhrend
bei entsprechendem Restriktionsverdau von 469 N-Tag lediglich eine Bande bei 8994
zu finden ist (Abb. 10 D).
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Hpal (4.273) _

8,817 bp
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Abb. 10: Die Abbildung zeigt die Klonierungswege der Vektoren AKT 1 C-Tag und AKT 1 N-Tag.
Ausgangsvektor ist in beiden Féllen der Vektor 429 Tag. A) Nach Ligation des Vektors mit dem N-Tag
regeneriert sich die Enzymschnittstelle fir Hpal und macht eine erneute Linearisierung des Vektors mit
der Restriktionsendonuklease Hpal méglich. Die durch PCR aus dem Vektor 454 AKT 1 C-Tag mit den
Primern Nummer 3 und Nummer 4 (Tab. 2) gewonnene AKT 1 Sequenz, welche ein C-terminales Stop-
Codon aufweist kann anschlieRend in das linearisierte Plasmid integriert werden. B) Nach Linearisierung
des Ausgangsvektors mit Hpal wird die Gensequenz fir AKT 1 in das Plasmid hineinligiert. C)
Diagnostische Restriktionsanalyse der Vektoren 429 Tag und 469 N-Tag mit den Endonukleasen BamHI
und Hpal. Die erwarteten FragmentgréfRen sind als Zahlen den entsprechenden Banden in Basenpaaren
zugeordnet. Links ist der Groflenstandard A - EcoRI/Hind Il zu sehen. D) Diagnostische
Restriktionsanalyse der Vektoren 466 AKT 1 N-Tag und 469 N-Tag mit der Endonuklease Agel. Die
erwarteten Fragmentgré3en sind als Zahlen den entsprechenden Banden in Basenpaaren zugeordnet.
Links ist der GroRenstandard A - EcoRI/Hind Il zu sehen. E) Diagnostische Restriktionsanalyse der
Vektoren 429 Tag und 454 C-Tag mit der Endonuklease Pstl. Die erwarteten Fragmentgrof3en sind als
Zahlen den entsprechenden Banden in Basenpaaren zugeordnet. Links ist der Grofkenstandard A -
EcoRI/Hind Il zu sehen.
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Die Vollstédndigkeit des Inserts, sowie die richtige Orientierung wurden durch

Sequenzierung Uberpruft.

A
5 GCC  GCC  ACC  GBT  ATG  GBC 666G TAC _GCA TAC GAC GTG CCC  GAC TAT GGG GCT  -AGC
G [¥ P Y D v P D Y A A 3 »
TCG  ATT  TCT  AGC _CTG  GTG  CCC  AGA  GGC  TCA  GGA  TGG TCA  TAC
s | 5 s | L Vi P R G 5| G w s Y
DA GAG  TTC  GAG MMM BCC TOT  MGC GoA  GAG  mAR OTG TAC  TTGC  CAB  BBA  sar
P Q F E K G s s G E N L ¥ F a e G
GAT  GAC  GAT  AAG GGG GTT  ATG AAC  GAC GTA GCC  ATT . GGC  ACA GCC  CCG  TAA  CGA  GGT &
= v 6] e c ] M N D ¥ A I G T A P stop R G
B
g GCC  GCC ACC  GGT ATG  AAC  GAC GTA GCC  ATT .. GGC  ACA  GCC  CCG  GGC GGG = __Co
A A T I M N D ] A I 6 T A P ] G ¥ & i

GAC GIG CC GAL TAT GCC GCT AGC T&G TCA CAC CCA C%G 17C %:AG % GGA TCG ATT TCT AGC
Tl = 3 A G -

D iz () il A 5 i P el F G S I $ 5
CTG GTG CC AG GBE TG GGA TGS TCA TAC GAT CCA CAG TS GAG ABA GGC TCT AGC GGA GAG
L v B R G s | 6 W S Y D P Q F E K G S = G i
AAC CTG TAC TTE CAG GGA GGT GGG TAA TGT ACA AGT 3

N L ¥ F Q G G G stop 55 i I 8

Abb 11: Dargestellt sind Ausziige aus der Sequenzanalyse des AKT 1 C-Tag und AKT 1 N-Tag Vektors.
Dabei sind das TAP-Tag, sowie Teile des Promotors und Teile der Sequenz von AKT 1 farblich
unterstrichen. In den farbigen Késten sind die Sequenzabschnitte der Tag-Bestandteile fir HA (roter
Balken), Flag (gelber Balken), Strep (blauer Balken) und die Thrombinschnittstelle (griiner Balken)
hervorgehoben. Desweiteren sind die Start- und Stop-Codons fett dargestellit.

In der Abbildung 11 sieht man Ausschnitte aus den Squenzanalysen von AKT 1 C-Tag
und AKT 1 N-Tag. Im TAP-Tag, welches gelb unterstrichen ist, sind die Anteile HA
(rot), Strep (blau), Flag (gelb) und eine in dieser Arbeit nicht verwendete
Thrombinschnittstelle (griin) durch farbige Umrandung dargestellt. Man sieht, dass
unter A das TAP-Tag N-terminal an die Sequenz von AKT 1 angefligt ist. Ein Start-
Codon (ATG) steht nach Ubergang aus dem CAGGS Promoter am 5‘-Ende des TAP-
Tags, die Sequenz von AKT 1 weist am Ende ein Stop-Codon (TAA) auf. Unter B ist
die Sequenzanalye von AKT 1 C-Tag dargestellt. Hier steht nach dem Ubergang aus
der Promotorsequenz das Startcodon ATG am 5'-Ende des AKT 1. Am 3‘-Ende des C-
Tags befindet sich ein Stop-Codon (TAA).

An der farblichen Markierung der Tag-Bestandteile (s.0.) sieht man, dass die
Orientierung des TAP-Tags bei AKT 1 C-Tag und AKT 1 N-Tag dieselbe ist. Somit
steht die HA-Detektionsstelle immer am 5° Ende, wahrend die Flag-Sequenz stets am

3‘-Ende zu finden ist.
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Nach erfolgreicher Klonierung stand nun ein Plasmid zur Verfliigung, welches die
Expression von AKT 1 mit einem N-terminalen bzw. C-terminalen Tag zur
Affinitatsreinigung erlaubte.

Im Anschluss an die Klonierungsphase wurde die DNA transient in HEK-293T-Zellen
transfiziert. 48 — 60 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen von der Kulturschale
geldst, lysiert und ein kernfreies AKT 1 Zelllysat prapariert. Zur Kontrolle der

Expression wurde dieses anschlieRend elektrophoretisch getrennt und mittels Western

Blot Verfahren detektiert und sichtbar gemacht. Zur Kontrolle wurden gleiche

Proteinmengen aus gleich behandelten Wildtypzellen mit auf das Gel aufgetragen.
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Abb. 12: Westernblot AKT 1 C-Tag und N-Tag aus HEK-
293T-Zellen. Primarer Antikorper ist ein Rabbit-Pan-AKT.
Sek. Antikdrper  Anti-Mouse  Fluoreszenzantikorper.
Endogenes AKT lauft bei 57 kDa, getaggtes AKT bei 70
kDa. Die Tabelle gibt die quantitativen Werte der
Intensitatsmessungen der Fluoreszenzbanden an.

Die Messergebnisse werden in abitrdren Einheiten

angegeben (aE).
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In Abb. 12 sieht man das Ergebnis der Westernanalyse transfizierter und
nichttransfizierter Zellen. Sowohl in den transfizierten als auch in den Wildtypzellen ist
eine Bande bei 57 Kilodalton sichtbar, welche dem endogen exprimierten AKT 1
entspricht. Bei den transfizierten Zellen ist zusétzlich eine Bande bei 70 Kilodalton
sichtbar. Diese entspricht dem getaggten AKT 1, da dieses durch das TAP-Tag etwa
13 kDa groRer ist als das endogene AKT 1. Des Weiteren ist aufféllig, dass die
Intensitat der endogenen AKT 1 Banden wesentlich schwacher ist als die Intensitat der
getaggten AKT 1 Bande. Die Werte der quantitativen Intensitdtsmessungen der
endogenen AKT Fluoreszenzbanden transfizierter Zellen fallen bei AKT 1 N-Tag um
den Faktor 5,3, bei AKT 1 C-Tag sogar um den Faktor 7,8 h&her aus als bei
Wildtypzellen. Da hier gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden, ist davon
auszugehen, dass die Gesamtmenge von AKT 1 im Zelllysat transfizierter Zellen héher
ist als in Wildtypzellen. Eine mdgliche Erkldrung kénnte eine starke Uberexpression

des getaggten, sowie des endogenen AKT 1 in transfizierten Zellen sein.
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3.2 Stimulation

Um herauszufinden, ob die Fusionsproteine einer ahnlichen Regulation wie das
endogene AKT unterliegen, wurden Stimulationstests durchgefiihrt.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, wird AKT nach Stimulation der Zelle mit Insulin
oder Wachstumsfaktoren phosphoryliert und damit aktiviert. Die Phosphorylierung von
Thr 307 und Ser 473 erfolgt nach Stimulation der PI-3 Kinase und anschlieRender
Aktivierung von PDK 1 und dem mTORC Komplex.

Die Zellen wurden zur Stimulation mit Insulin und zur Hemmung der PI-3 Kinase mit LY
294002 inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet, lysiert und das kernfreie
Zelllysat nach gelektrophoretischer Trennung im Western Blot mit unterschiedlichen
Antikérpern sichtbar gemacht.

Zum Nachweis eines Stimulationseffektes wurden sechs Zellkulturschalen verglichen.
Vier der sechs Schalen wurden transient mit der AKT 1 C- bzw. N-Tag DNA
transifiziert, in zwei Schalen wuchsen Wildtypzellen.

Exemplarisch wird hier ein Stimulationsversuch mit AKT 1 C-Tag dargestellt.

Stimulation von AKT 1 N-Tag Zellen erbrachte vergleichbare Ergebnisse.
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A B
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Abb.13: Westernblot aus HEK 293 AKT 1 C-Tag nach Stimulation bzw. Inhibition. Primarer Antikérper ist
bei A. ein Rabbit Pan-AKT Antikérper, bei B. ein Rabbit Phospho-AKT 1-Serin 473 Antikérper.
Sekundarer Antikorper ist in beiden Fallen ein Anti-Rabbit Fluoreszenzantikérper. In den Tabellen sind
die Werte der quantitativen Intensitdtsmessung der Fluoreszenzbanden eingetragen. Unter Teilabbildung
C ist das Verhaltnis von phosphoryliertem AKT 1 zur Gesamtmenge von AKT 1 dargestellt. Weitere
Beschreibung und Interpretation s. Text.

Abbildung 13 zeigt das Ergebnis der Westernanalyse nach Stimulation bzw. Inhibition
von AKT 1. Die verwendeten Antikdrper detektieren zum einen das gesamte in der
Probe befindliche AKT (Abb. 13 A), zum anderen ausschlieRlich phosphoryliertes AKT
1 (Serin 473). Letzterer weist somit eine Aktivierung von AKT 1 nach (Abb. 13 B). In
den Tabellen unter der Westernanalyse sind die Werte der quantitativen
Intensitdtsmessung der  Fluoreszenzbanden angezeigt. Aufgrund  gleicher
Probenvolumina ist hier ein quantitativer Vergleich mdglich.

In Teilabbildung A der Abbildung 13 wird das Ergebnis des Westernblots nach
Umsetzung der Membran mit einem Pan-AKT Antikérper abgebildet. Somit erfolgt hier
ein  Nachweis der AKT Gesamtmenge. Durch Intensitdtsmessung der

Fluoreszenzbanden lasst sich auf die Gesamtmenge des detektierten AKT in den
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einzelnen Proben riickschlieRen. Angegeben sind arbitrare Einheiten, daher ist nur ein
Vergleich untereinander maéglich.

Im Vergleich von unstimulierten zu stimulierten Wildtypzellen erkennt man an den
Werten der Intensitdtsmessung, dass durch eine Stimulation mit Insulin keine
quantitative Veranderung der Banden zu verzeichnen ist, was auf gleichbleibende
Mengen von AKT schlief3en lasst. Vergleicht man die Intensitatswerte von endogenem
AKT aus Wildtypzellen mit endogenem AKT aus transfizierten Zellen, so fallt auf, dass
in transfizierten Zellen etwa die 5 — 12 fache Menge an nicht-getaggtem AKT zu
detektieren ist.

Der in Teilabbildung B der Abbildung 13 verwendete Antikdrper bindet an
phosphoryliertes Serin 473 von AKT 1. Die verschiedenen Intensitdten der
Fluoreszenzbanden lassen also Rlckschluss auf den Phosphorylierungsgrad und
folglich auf die Aktivierung von AKT 1 zu. Vergleicht man zunachst die
Intensitdtsmessungen der Wildtypzellen miteinander, so féllt auf, dass nach Stimulation
der Wildtypzellen mit Insulin die Intensitat der Fluoreszenzbande etwa um den Faktor 6
ansteigt. Es lasst sich hier auf eine erhéhte Phosphorylierungsrate und somit auf eine
Aktivierung von AKT 1 in Wildtypzellen durch externe Stimulation mit Insulin schlief3en.
Ein ahnlicher Effekt, wenngleich auch nicht so ausgeprédgt, ldsst sich bei dem
getaggten AKT 1 beobachten. In den unstimulierten Zellen, also Zellen im
Ruhezustand betragt der Wert der Intensitidtsmessung etwa 40. Bei Stimulation der
Zellen mit Insulin steigt dieser Wert auf 57 an. Bei Hemmung der PI3-Kinase durch LY
bleibt der Phosphorylierungsgrad auf dem Niveau der Zelle im Ruhezustand (40,2 in
Ruhe, 39,7 nach LY Behandlung). Bei Behandlung der Zelle mit LY und
anschliefiender Stimulation mit Insulin zeigt sich nur ein geringer Anstieg der Intensitét
der Fluoreszenzbande (44,2), was im Vergleich zur Bande der Insulinstimulierten
Zellen (57,0) auf eine suffiziente Hemmung der PI3-Kinase und damit des
Aktivierungsweges von AKT 1 Uber das hier eingesetzte LY 294002 schlielRen I&sst.
Vergleicht man nun die Intensitdten der Banden von endogenem AKT von nicht
stimulierten Wildtypzellen zu nicht stimulierten transfizierten Zellen, so sieht man auch
hier, dass sich analog zur etwa zwdlffachen Gesamtmenge von AKT 1 (s.0.) auch ein
etwa zehnfach intensiveres Phosphorylierungssignal in den transfizierten Zellen
erkennen l&sst, was den Schluss nahelegt, dass AKT 1 in transfizierten Zellen auch in
Abwesenheit von Insulin in einem hdheren Male phosphoryliert vorkommt als in

Wildtypzellen.
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In Teilabbildung C der Abbildung 13 wird die spezifische Stimulation dargestellt, d.h. es
wird das Verhdltnis von phosphorylietem AKT 1 zur Gesamtmenge des AKT
abgebildet. Bereits in den Wildtypzellen ist ein deutlicher Anstieg des
Phosphorylierungsgrades von AKT unter der Stimulation durch Insulin zu beobachten.
So steigt der prozentuale Anteil von phosphorylietem AKT 1 an der Gesamtmenge von
AKT durch die externe Stimulation mit Insulin von 6 % auf 46 % an. Ebenso lasst sich
in den transfezierten Zellen ein prozentualer Anstieg des phosphorylierten AKT 1
vermerken. Es konnte auch gezeigt werden, dass die Behandlung der Zellen mit LY die
folgende Stimulation beeintréchtigt, jedoch nicht vollstdndig hemmen kann.

Der direkte Vergleich der Intensitaten der Floureszenzbanden von getaggtem und und
nicht getaggtem AKT 1 legt die Vermutung nahe, dass endogenes AKT 1 in
transfizierten Zellen sensibler auf eine externe Stimulation reagiert als getaggtes AKT.
Dies zeigt sich an einem relativen Anstieg des phosphorylierten AKT 1 um den Faktor
4 bei endogenem AKT 1 versus einem Anstieg um den Faktor 2,5 bei getaggtem AKT
1. Jedoch ist hierbei darauf hinzuweisen, dass das getaggte AKT 1 in der
unstimulierten Zelle in héherem Malde phosphoryliert vorliegt als das endogene AKT 1.
In Betrachtung der Intensitdtsmessungen der Fluoreszenzbanden und der Messwerte
in den Tabellen der Abbildung 13 Il&sst sich zusammenfassen, dass die
Phosphorylierung von endogenem wie getaggtem AKT 1 einer externen Stimulation
unterliegt. Diese externe Stimulation nimmt jedoch keinen Einfluss auf die
Gesamtmenge des in der Zelle exprimierten AKT vielmehr steigt der prozentuale Anteil
des phosphorylierten AKT 1 an der AKT Gesamtmenge. Analog zu den
Expressionskontrollen zeigt sich weiterhin, dass endogenes AKT in transfizierten

Zellen im Vergleich zu Wildtypzellen stark Gberexprimiert wird.
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3.3 Tandem Affinitdtsreinigung (TAP)

In ersten Experimenten wurde nun Gberprift, ob das getaggte AKT 1 effizient mittels
Tandem Affinitatsreinigung isoliert werden kann.

Fur ein typisches Experiment wurden etwa 90 mg Protein aus AKT 1 C-Tag bzw. N-
Tag Zellen firr die Reinigung Uber Anti-Flag- und Anti-Streptactinsepharose eingesetzt.
Zur Uberpriifung der Effizienz der Reinigung wurden gleiche Volumenanteile aus den
einzelnen Reinigungsschritten mittels Westernblot auf AKT 1 C-Tag und N-Tag
untersucht. Lediglich vom Gesamtextrakt und dem Durchlauf | wurden abhéngig von
dem Gesamtvolumen des Zelllysates variable Volumenanteile zwischen Y00 und 4000
gewahlt. Abb. 14 zeigt exemplarisch das Ergebnis einer Westernanalyse mit AKT 1 C-

Tag und AKT 1 N-Tag nach Tandem-Affinitatsreinigung.

Flag SepTarose StreptactinlSepharose

Extrakt Durchl.| Waschgang Eluat | Beads Durchl. Il Waschgang Eluat |l Beads

e —

|1033.25 2735 ‘ 259 | 349,4 IGB,D 1.6 | 11,6 I 78,3 I 56

Extrakt Durchl.] Waschgang Eluatl Beads Durchl. Il Waschgang Eluat |l Beads

|107.5| 27,5 | 4.3 | 74,5 | 13,7 | 0.8 | 1,0 | 352 | 1.0 |

Abb. 14: Westernblot nach TAP; HEK-293T-Zellen stimuliert mit Insulin. Primarer Antikdrper ist ein rabbit
anti-pan-AKT Antikdérper, sekundarer Antikorper ein Anti-Rabbit Fluoreszenzantikdrper. A) AKT 1 N-Tag,
B) AKT 1 C-Tag. Dargestellt wird AKT entsprechend der einzelnen Reinigungsschritte, somit ist dies
auch ein Nachweis, dass die TAP sowohl bei C-Tag als auch bei N-Tag AKT 1 erfolgreich ist. Die
Tabellen unter A und B geben die Intensitdten der quantitativen Fluoreszenzmessung an. Samtliche
Werte sind nach Korrektur etwaiger Verdinnungen.

*) getaggtes AKT **) endogenes AKT.

Auf Kosten einer hohen Spezifitdt fir das TAP-Tag muss bei der Tandem
Affinitatsreinigung mit hohen Proteinverlusten gerechnet werden (Li, 2011). In Abb. 14
I&sst sich anhand der Intensitdtsmessungen exemplarisch der Proteinverlust im Laufe
der TAP mit AKT 1 N-Tag und AKT 1 C-Tag ablesen.

Unter A der Abb. 14 sieht man das Westernergebnis nach TAP von AKT 1 N-Tag.
Eingesetzt wurde ein Volumen von 2 ml mit einer Proteinkonzentration von 7,9 mg/ml.
Das Extrakt wurde 1/100 verdiinnt und auf das Gel aufgetragen. Durchlauf | wurde

korrespondierend zum Extrakt im selben Volumenanteil eingesetzt. Die Proben der
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restlichen Reinigungsschritte wurden in einem Volumenanteil von 1/40 des jeweiligen
Probenvolumens eingesetzt.

Im Vergleich von Extrakt zu Durchlauf | erkennt man an den Werten der
Intensitatsmessungen, dass bereits im ersten Bindeschritt etwa 25 % der
Gesamtmenge des Proteins verloren gehen. Eluat | weist einen Intensitatswert von
349,5 auf, was lediglich 33,8 % des Ausgangswertes betragt. Im Laufe der Reinigung
Uber Streptactinsepharose kommt es zu einem weiteren Proteinverlust, so dass (ber
den Intensitatswert des zweiten Eluates errechnet werden kann, dass die Effizienz der
TAP bezogen auf die eingesetzte AKT 1 Menge etwa 10 % betragt.

Unter B der Abb. 14 ist das Ergebnis der Westernanalyse mit AKT 1 C-Tag
exemplarisch dargestellt. In diesem Falle wurden 11 mg Protein in einem Volumen von
5,5 mg/ml eingesetzt. Das Extrakt wurde hier 1/200 verdinnt in die Analyse gegeben.
Der Durchlauf | wurde analog zum Extrakt dquivolumetrisch eingesetzt, die Ubrigen
Proben sind mit einem Volumenanteil von 1/40 auf das Gel aufgetragen worden. Wie
bereits unter A beschrieben féllt auch hier ein Proteinverlust von etwa 25 % beim
ersten Bindeschritt auf. Nach Reinigung mit Flag-Sepharose konnten hier 69 % der
urspriinglichen AKT 1 Menge in den Streptactin-Reinigungsschritt Gberfihrt werden.
Hier betragt der Proteinverlust weitere 50 %, so dass in diesem konkreten Falle nach
beiden Schritten der Affinitatsreinigung die Effizienz bei etwa 35 % des eingesetzten
AKT 1 C-Tags liegt.

GrolRe Proteinverluste lassen sich im Streptactinsepharose Schritt ausmachen, hier
betragt der Proteinverlust in den beiden gezeigten Fallen einmal 78 % (Abb. 14 A) und
einmal 52 % (Abb. 14 B). Die entsprechenden Banden der Durchlaufe Il, der
Waschdurchgénge und der Streptactin-Beads zeigen eher geringe Intensitdtswerte an,
was die Vermutung nahelegt, dass ein wesentlicher Anteil des Proteinverlustes am

Saulenmaterial stattfindet und durch eine unvollstdndige Elution erklért werden kann.

Tandem Affinitatsreinigung

Nach dem beschriebenen Verfahren wurden nun zur Identifizierung von AKT 1
assoziierten Proteinen 8-mal AKT 1 C-Tag und 10-mal AKT 1 N-Tag transfizierte Zellen
aufgearbeitet, von denen exemplarisch jeweils vier in der Abbildung 15 dargestellt sind.
Zu jedem Experiment wurde die gleiche Proteinmenge aus nicht transfizierten gleich
behandelten Kontrollzellen aufgearbeitet und mittels SDS-Page verifiziert.

Das Eluat aus dem 2. Reinigungsschritt, welches nun ausschliellich AKT 1 und seine

Bindungspartner beinhaltete, wurde im Anschluss an die TAP durch Zentrifugation (Fa.
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Amicon, molekulare Ausschlussgrofie 10 kDa) konzentriert. So wurde das Volumen der
Probe von etwa 2 ml auf ungeféhr 100 pl reduziert. Die Probe wurde anschlieend in
SDS-Lammli Puffer aufgenommen. Die Einzelproteine wurden durch Gelektrophorese
entsprechend der molekularen GréRe der Proteine getrennt. Die Proteinbanden

wurden anschlieftend durch Silberféarbung sichtbar gemacht.
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Abb. 15: Silberfarbung nach TAP insulinstimulierter HEK-293 Zellen. A - D zeigt die mit Silbernitrat
angefarbten Proteinbanden nach Tandem Affinitdtsreinigung von AKT 1 C-Tag. E — H zeigt
Silberfarbungen von AKT 1 C-Tag. Das reproduzierbare Bandenmuster des AKT 1 N-Tag (B-D) lasst
sich in der Silberfarbung des AKT 1 C-Tag (A) nicht nachweisen.
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Zur ldentifizierung spezifischer Bindungspartner von AKT 1 wurde die Tandem
Affinitatsreinigung sowohl mit AKT 1 N-Tag wie auch mit AKT 1 C-Tag durchgefihrt.
Unter A - D der Abbildung 15 sieht man die silbergefarbten Proteinbanden nach TAP
von AKT 1 N-Tag. Hier erkennt man in den vier exemplarisch aufgefiihrten Beispielen
ein dhnliches Bandenmuster, welches in allen TAPs von AKT 1 N-Tag reproduzierbar
war. Es zeigen sich neben der stark angeférbten Bande bei etwa 70 kDa, die von
Intensitat und Menge ausgehend das Hauptprotein, in diesem Falle AKT 1 darstellt,
eine zusétzliche Bande bei 100 kDa, eine Doppelbande zwischen 130 und 170 kDa,
sowie eine weitere Bande bei 240 kDa. Diese Banden waren in allen AKT 1 N-Tag
TAPs nachweisbar. Zusétzlich lieRen sich vereinzelt weitere Banden anfarben. Die
Intensitat der Farbung war unter anderem abhangig von der Proteinmenge, wie auch
von der Farbedauer.

Unter E — H (Abb. 15) sieht man die Silberfarbung nach TAP von AKT 1 C-Tag. Wie in
Abbildung 14 nachgewiesen ist die TAP sowohl fir C-terminal, wie auch N-terminal
getaggtes AKT 1 erfolgreich. Interessanterweise zeigt sich in der Silberfarbung des
AKT 1 C-Tag neben der AKT 1 Bande bei etwa 70 kDa kein charakteristisches
reproduzierbares Bandenmuster. Dies kénnte darauf hinweisen, dass AKT 1 durch das
C-terminale TAP-Tag in seinen Bindeeigenschaften zu seinen Interaktionspartnern
beeinflusst wird und somit keine Bindungspartner im Silbergel detektierbar sind. Da
sich wiederholt keine verwertbaren Banden in den Silbergelen von AKT 1 C-Tag
zeigten wurden die weiteren Analysen ausschliefdlich mit AKT 1 N-Tag durchgefihrt.

E B
AKT1 C-Tag Wity Marker Marker  Wildtyp  AKT1N-Tag

—— Translation activator GCN 1 292 kDa
CAD Protein 242 kDa

170 170

— Phosphorylase B Kinase 137 kDa

[
— HSP 90
— Glucoseregulated Protein 78 kDa
— AKT1
—— Tubulin alpha/beta 50 kDa

Abb. 16: Vergleichende Darstellung von AKT 1 C-Tag und AKT 1 N-Tag nach TAP und Silberfarbung.
Den entsprechenden Banden sind die hier gefundenen Proteine zugeordnet. Es ist zu erkennen, dass
das charakteristische Bandenmuster von AKT 1 N-Tag (B) bei AKT 1 C-Tag (E) nicht zu erkennen ist.

130
100

55
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3.4 Massenspektrometrie

Nach erfolgreicher geleektrophoretischer Trennung und Silberfarbung von AKT 1 N-
Tag und den assoziierten Proteinen folgte die Vorbereitung der Gelbanden fir die
massenspektrometrische Messung nach dem unter 2.2.20 beschriebenen Protokoll.
Die Messung wurde, wie in 2.2.21 beschrieben von Dr. rer. nat. Michael Reinartz
(Institut far Herz- und Kreislaufphysiologie, Heinrich-Heine-Universitat Duisseldorf)
durchgefihrt. Fir die Messung wurden reproduzierbar auftretende Gelbanden aus dem
Gel isoliert und analysiert.

Bei den hier gewonnen Rohdaten wurde zunachst der Proteinanteil von AKT 1 aus der
Messung herausgerechnet. Ebenso wurden samtliche offensichtliche
Verunreinigungen, wie z.B. Keratin als Interaktionspartner auler Acht gelassen, da
trotz moglichst sauberer Arbeitsweise Keratin haufig als Kontamination in den
ausgeschnittenen Gelfragmenten auftrat.

Die in den einzelnen Banden identifizierten Proteine wurden anschliefend mit der
Human Protein Reference Database (http://www.hprd.org) und der Universal Protein
Database (http://www.uniprot.org/) abgeglichen.

Schwerpunkt fir die sichere Identifizierung eines Proteins wurde auf den hohen
prozentualen Anteil des identifizierten Proteins an der Gesamtmenge der in der
jeweiligen Bande isolierten Proteine gelegt (sogenannte ,peak area“). Desweiteren
wurde die gefundene Peptidzahl, sowie die Sequenzabdeckung bestimmt, die angibt
welcher prozentuale Anteil des identifizierten Proteins in Form der eluierten Peptide
tatsachlich gefunden wurde. Alle diese Parameter halfen bei der sicheren
Identifizierung der Proteine.

Fur die valide Identifizierung von Interaktionspartnern wurden immer wiederkehrende
Banden analysiert. Die Ergebnisse der Analyse der in Abbildung 15 unter A — D
abgebildeten TAP's finden sich in der Tabelle 4. Die farbliche Hinterlegung
kennzeichnet jeweils eine Gelbande.

Man sieht, dass wiederholt dieselben Proteine identifiziert werden konnten. Hierbei
handelt es sich z.T. um bereits bekannte Interaktionspartner von AKT 1 wie z.B. HSP
70 und HSP 90 (Flynn et al., 1989) und GRP78 (Dai et al., 2010). Allerdings wurden
auch Proteine gefunden, die bisher nicht im Zusammenhang mit AKT 1 beschrieben
wurden und somit Aufschluss auf neue Funktionen von AKT 1 geben kénnen.
Abbildung 16 zeigt die Zuordnung der identifizierten Proteine zu den entsprechenden

Gelbanden. In den nicht beschrifteten Banden wurden in den verschiedenen Gelen
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unterschiedliche Proteine gefunden, oder diese Banden waren nicht reproduzierbar

und wurden somit in die Ergebnisse nicht einbezogen.
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Tab. 4: Die Tabelle zeigt exemplarisch fir 4 TAPs zusammengefasst das massenspekrometrische
Ergebnis der korrespondierenden Banden.

Farblich hinterlegt sind Proteine, die in einer Bande gefunden wurden. Es wurden alle
korrespondierenden Banden aus den Gelen ausgeschnitten.

Die Peak Area beschreibt den prozentualen Anteil des detektierten Proteins an der Gesamtmenge der in
dieser Bande detektierten Proteine. Im Vorfeld wurde AKT 1, sowie Keratin aus der Gesamtmenge der
Proteine subtrahiert. In der Zeile ,Pept.“ ist die gefundene Peptidanzahl festgehalten. Der
Sequenzabgleich gibt an wieviel Prozent der Aminosduren des vermuteten Proteins tatsachlich in Form
der eluierten und gemessenen Peptide gefunden wurde.

n.d. : not determined (in diesem Gel konnte keine Bande bei entsprechendem MW bearbeitet werden)
- : Das Protein konnte aus der entsprechenden Bande nicht isoliert werden
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4 Diskussion

Die Signaltransduktion stellt im lebenden Organismus einen wesentlichen Teil der
Kommunikation von Zellen und Organen untereinander dar. Signale, die von
Oberflachenrezeptoren aufgenommen werden, missen zur adaquaten Zellreaktion
intrazellular prozessiert, bewertet und weitergeleitet werden. Die Proteinkinase AKT
nimmt mit ihren Isoformen AKT 1, AKT 2 und AKT 3 eine Schlisselrolle im Rahmen
metabolischer und pathophysiologischer Vorgdnge, sowie eine zentrale Rolle bei
Signaltransduktion und Motilitét der Zelle ein. Aus der Literatur ist hinlanglich bekannt,
dass AKT essentiell fir die Entwicklung das Uberleben der Zelle ist (Brazil and
Hemmings, 2001). AKT ist mit seinen funktionellen Beziehungen zu PI3-Kinase und
mTORC2 als Dreh- und Angelpunkt der Zellphysiologie auch aus klinischer und
pharmakologischer Sicht ein interessanter Angriffspunkt zur Modulation der
Zelleigenschaften, wie sich hinsichtlich der Therapie des Ovarialkarzinoms und des
Prostatakarzinoms zeigt (Fekete u. a. 2012; Squillace u. a. 2012). Voraussetzung fir
den gezielten therapeutischen Einsatz ist jedoch die genaue Darlegung und das
detaillierte Verstandnis des Signaltransduktionsweges von AKT und seinen Isoformen.

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der drei Isoformen, die bei Gber 85 % liegt, ist
eine ldentifizierung der einzelnen spezifischen Aufgaben und Funktionen schwierig
(Jones et al., 1991; Altomare et al., 1995; Brodbeck et al., 1999; Nakatani et al., 1999).
Ein Erkldrungsansatz zum Verstdndnis der Isoformenspezifitdt ist die Ausbildung
spezifischer Proteinkomplexe.

In dieser Arbeit konnten durch Bildung eines Fusionsproteins, Uber ein zweischrittiges
Reinigungsverfahren Interaktionspartner von AKT 1 isoliet und mittels
massenspektrometrischer Analysen identifiziert werden. Hierbei ist es zu folgenden

Ergebnissen und interessanten Erkenntnissen gekommen:

- Das Fusionsprotein lasst sich durch das C-terminale bzw N-terminale TAP-Tag
erfolgreich mittels zweischrittigem Reinigungsverfahren detektieren und aus
dem Zelllysat isolieren.

Zuvor wurde das getaggte AKT 1 erfolgreich in HEK-293T-Zellen transfiziert
und von diesen exprimiert. Bei den Expressionskontrollen zeigte sich, dass das

TAP-Tag offenbar Einfluss auf die Expression von AKT 1 nimmt.

- Die C- oder N-terminale Lage des TAP-Tags beeinflusst die

Bindungseigenschaften von AKT 1 auf Proteinebene.
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- Durch das gewahlte Verfahren konnte neben bekannten Interaktionspartnern
auch neue Bindungspartner identifiziert werden, die mit AKT 1 nicht nur

interagieren sondern sogar stabile Komplexe eingehen.

Zur spezifischen Untersuchung von AKT 1 und seinen Bindungspartnern mit Hilfe der
Tandem-Affinity-Purification (TAP) wurde zunédchst ein TAP-Tag C-terminal bzw. N-
terminal an AKT 1 angefigt. Nach erfolgreicher Klonierung wurde dieser Vektor
transient in HEK-293T-Zellen transfiziert. Hier zeigte sich, dass AKT 1 in transfizierten
Zellen stark Gberexprimiert wird. Im Vergleich zu Wildtypzellen wurde offenbar, dass in
transfizierten Zellen neben dem getaggten auch das endogene AKT 1 heraufreguliert
wird. Im direkten Vergleich mit den Wildtypkontrollen lieR sich nachweisen, dass bei
Zellen, die mit Vektor-DNA von AKT 1 C-Tag oder AKT 1 N-Tag transfiziert wurden, die
5-10 fache Menge von endogenem AKT 1 nachweisbar ist. Eine mdégliche Erklarung
ist, dass durch die starke Uberexpression von getaggtem AKT 1 auch die basale
Expression von endogenem, also nicht getaggtem AKT 1 heraufreguliert wird. Eine
alternative Erklarung kénnte sein, dass es zur Degradation von getaggtem AKT 1
kommt und das TAP-Tag abspaltet wird. Gelektrophoretisch ist das degradierte AKT 1
in derselben Bande zu detektieren wie das endogene AKT 1. Das Phanomen der
Uberexpression von AKT 1 ist sowohl bei N-terminal wie C-terminal getaggtem AKT 1
zu sehen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich AKT 1 suffizient durch die
Tandem-Affinity-Purification (TAP) aus einem Zelllysat isolieren lasst. Durch zwei
aufeinander folgende Reinigungsschritten konnte getaggtes AKT 1 detektiert werden,
jedoch auf Kosten hoher Verluste im Bereich der Gesamtproteinmenge.
Quantitdtsmessungen haben gezeigt, dass der Proteinverlust im Laufe der beiden
Reinigungsschritte im Mittel 70% der Gesamtproteinmenge (50% — 90%) betrégt. Die
grélten Proteinverluste sind hierbei beim zweiten Reinigungsschritt (STREP) zu
verzeichnen. Da sich in den einzelnen Wasch- und Durchlaufschritten nur geringe
Proteinverluste nachweisen lassen, ist zu vermuten, dass ein Groldteil der
Proteinmenge am S&ulenmaterial verloren geht. In dem hier verfolgten Protokoll wurde
im zweiten Reinigungsschritt die Elution mit Biotin lediglich ein Mal durchgefuhrt. Hier
ergibt sich als Optimierungsversuch der Methode, dass eine Wiederholung der Elution
die Ausbeute an Protein erhéhen und den Proteinverlust am S&ulenmaterial reduzieren

kénnte. Alternativ kdnnte versucht werden, eine hohere Biotinkonzentration
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einzusetzen, um die hoch-affine Bindung des STREP-Tags an das Streptactin zu
I6sen.

Trotz des hohen Proteinverlustes weist die TAP klare Vorteile auf. Die TAP ist durch
die zwei aufeinanderfolgenden Reinigungsschritte hoch spezifisch, was absolut
essentiell zur Detektion spezifischer Bindungspartner von AKT 1 ist. Desweiteren ist
die Tandem-Affinity-Purification als ,natives Verfahren anzusehen, da sich AKT 1 in
seinem physiologischen subzelluldren Kompartiment befindet bzw. verbleiben darf. Im
Gegensatz zu der etablierten und weitverbreiteten Yeast Two-Hybrid Methode, wo die
Protein-Protein-Interaktion im Zellkern stattfindet, muss AKT 1 nicht in ein anderes
Zellkompartiment verbracht werden (Fields and Song, 1989).

Zur optimalen spezifischen Isolation von AKT 1 wurde sowohl N-terminal, wie auch C-
terminal das TAP-Tag an AKT 1 angeflgt. Hier zeigten sich hinsichtlich der Expression
der beiden Fusionsproteine keine Unterschiede. Wie bereits beschrieben wird sowohl
das getaggte wie auch nicht getaggte AKT 1 in transfizierten Zellen stark
Uberexprimiert. Dabei machte es keinen Unterschied, ob das TAP-Tag am C-Terminus
oder am N-Terminus angebracht war. Im Anschluss wurde die TAP durchgefihrt.
Anhand der Westernblot Kontrollen konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass sich
sowohl AKT 1 C-Tag wie auch AKT 1 N-Tag spezifisch aus dem Zellysat isolieren
lassen. Nach gelektrophoretischer Trennung des Eluates des zweiten
Reinigungsschrittes und Silberfarbung der Proteine, zeigte sich fir AKT 1 N-Tag ein
reproduzierbares Bandenmuster koeluierter Proteine, wahrend AKT 1 C-Tag kein
entsprechendes Bandenmuster aufwies. Folglich lasst sich hier vermuten, dass das
TAP-Tag am C-Terminus Einfluss auf die Interaktionsféhigkeit von AKT 1 nimmt. Hier
stellt sich die Frage warum sich N-terminal getaggtes AKT 1 in der Protein-Protein-
Interaktion anders verhalt als AKT 1 C-Tag.

AKT 1 besteht aus drei Doméanen unterschiedlicher Funktion. N-terminal befindet sich
die PH-Domane (Pleckstrin Homologie), die fur die Translokation der Kinase an die
Zellmembran im Zuge der Aktivierung wichtig ist. Uber eine kurze Helix verbunden
schliel3t sich die katalytische Doméne von AKT 1 an. Hier befindet sich auch eine der
zwei Phosphorylierungsstellen von AKT 1, Thr 308, deren Phosphorylierung essentiell
zur Aktivierung der Kinase ist. C-terminal befindet sich eine regulatorische Doméne,
die u. a. die zweite Phosphorylierungsstelle von AKT 1 (Ser 473) beinhaltet.
Hinsichtlich der Expression lassen sich keine Unterschiede zwischen AKT 1 N-Tag und
C-Tag darstellen. Daher kann man vermuten, dass das C-terminal angefligte Tag zur

Stérung der C-terminale Phosphorylierung von Ser 473 fihrt und somit die Aktivierung
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von AKT 1 unterbindet. In Stimulationsversuchen konnte diese Theorie jedoch
widerlegt werden. Nach Stimulation mit Insulin wurde sowohl bei C-terminal als auch
bei N-terminal getaggtem AKT 1 spezifisch eine gesteigerte Phosphorylierung von Ser
473 nachgewiesen und so belegt werden, dass die Fusion von AKT 1 mit einem C-Tag
oder einem N-Tag keinen Einfluss auf die Phoyphorylierung an Ser 473 und somit auf
die Aktivierung von AKT 1 nimmt.

In frGheren Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass HSP 90, welches auch in
dieser Arbeit als Bindungspartner von AKT 1 identifiziert werden konnte, an das C-
terminale Ende von AKT bindet. Die Funktion ist einerseits eine Stabilisierung von Akt
1 durch das Chaperon HSP 90. Andererseits wurde gezeigt, dass die AKT abhangige
Aktivierung der endothelialen NO Synthase (eNOS) in Form eines terndren Komplexes
mit AKT 1, HSP 90 und eNOS erfolgt (Basso et al., 2002). Somit scheint die Bindung
von HSP 90 auch fir die Interaktion von AKT mit Substratproteinen essentiell zu sein.
Waéhrend die Reinigung von AKT 1 N-Tag reproduzierbar zum Nachweis von HSP 90
fuhrte, konnte fir AKT 1 C-Tag keine HSP 90 Interaktion des getaggten Proteins
gezeigt werden (Abb. 15). Daher Iasst sich vermuten, dass das C-terminale Tag mit der
Bindung von HSP 90 interferiert und somit auch die Interaktion mit weiteren Proteinen

gestort wird.

Da sich nach der TAP von AKT 1 C-Tag keine wesentlichen Bindungspartner zeigten,
wurden die folgenden MS-Analysen sdmtlich an AKT 1 N-Tag durchgefihrt.
Korrespondierende Banden wurden aus den Gelen isoliert, die Proteine extrahiert und
im Massenspektrometer analysiert. Hierbei lieRen sich interessanterweise sowohl
bereits bekannte, wie auch neue Interaktionspartner von AKT 1 nachweisen. Die
gefundenen Interaktionspartner wurde mit der Human Protein Reference Database
(http://lwww.hprd.org) und der Universal Protein Database (http://www.uniprot.org/)
abgeglichen.

Heat shock Proteine (HSP) und bekante Co-Chaperone

Eine Proteinfamilie, die sich in allen Probenansatzen nachweisen liel3, ist die Familie
der Heat Shock Proteine (HSP). Diese Proteinfamilie kommt in nahezu allen pro- und
eukaryontischen Zellen teils konstitutiv, teils induzierbar vor. Die Proteine werden nach
ihrem molekularen Gewicht bezeichnet, welches von 17 kDa bis Gber 100 kDa reicht.
Die Einteilung der HSP erfolgt in sechs Gruppen (HSP100, HSP90, HSP70, HSPG60,
HSP40, und small-HSP) die ebenfalls nach ihrem Molekulargewicht geordnet sind
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(Mansilla et al., 2012). Die Aufgabe dieser HSP ist u.a. die Stabilisierung von Proteinen
durch Faltung und Komplexbildung, um diese vor der Degradation zu schiitzen. Eine
weitere Aufgabe der HSP st der intrazelluldre Transport von Proteinen in
verschiedenste Zellkompartimente (Flynn et al., 1989). In dieser Arbeit konnten
vornehmlich die Heat Shock Proteine HSP105, HSP90 und HSP70 festgestellt werden
welche als Interaktionspartner von AKT bekannt und eng mit dessen Konservierung
assoziiert sind. Besonders HSP90 wird eng mit AKT in Verbindung gebracht. In
verschiedenen klinischen und pharmakologischen Ansatzpunkten induziert die
Inhibition von HSP90 Tumorzell-Apoptose u.a. durch eine Degradation von AKT (Wang
et al., 2012).

Ein weiteres Protein, welches in der vergleichbaren Molekulargewichtsgréfle wie HSP
70 gefunden wurde, ist 78-kDa glucose regulated Protein (GRP 78). Hier handelt es
sich ebenfalls um ein Protein, welches intrazelluldar am Endoplasmatischen Retikulum
(ER) zur Stabilisierung von Proteinen beitrégt (Schréder and Kaufman, 2005). 2010
konnte eine enge Verbindung von AKT 1 und GRP 78 dargestellt werden. Es zeigte
sich, dass ER-stress zu einer erhéhten Phosphorylierung von AKT 1 fihrt, welches
Uber eine Akkumulation von GRP 78 zellstabilisierend und somit antiapoptotisch wirkt.
(Dai et al., 2010)

CDC 37 ist ein Co-Chaperon, welches durch Komplexbildung mit einer Vielzahl von
Kinasen deren Aktivitdt und Funktion modifiziert. So ist auch HSP90 eng mit CDC 37
assoziiert und ebenfalls in den hier durchgefiihrten Proteinanalysen nachweisbar
(Perdew et al., 1997).

In derselben Bande wie CDC 37 wurden mehrere Isoformen der DNA-J Proteinfamilie
gefunden. Aus den Datenbanken geht hervor, dass es sich auch hier um Co-
Chaperone von HSP70 und somit um bereits bekannte Interaktionspartner mit AKT 1
handelt (http://www.uniprot.org/uniprot/O75190).

Durch die Fusion von AKT mit einem Tag besteht immer das Risiko, dass sich die
Faltung und somit die physiologischen Eigenschaften von AKT 1 andern und sich
folglich auch keine oder nicht-physiologische Interaktionspartner nachweisen lassen.
Die Tatsache, dass sich bereits bekannte Interaktionspartner nachweisen lassen
spricht fur ein physiologisches Bindungsverhalten von AKT 1 N-Tag und stellt somit

eine Validierung der Ergebnisse dar.
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Phosphorylase B Kinase

In einigen Versuchsansatzen konnte das Enzym Phosphorylase B Kinase identifiziert
werden. Dieses Enzym katalysiert die Aktivierung der Glycogenphosphatase und spielt
in der Aktivierungskaskade des Glycogenabbaus eine entscheidende Rolle (Tang et
al., 2012a). Dieser Zusammenhang ist insofern sehr interessant, da die
Glucosehomoostase bekanntermallen eng mit AKT 2 und nicht mit AKT 1 assoziiert ist
(Roe and Ren, 2011).

Ein Erkldrungsansatz kdnnte sein, dass sich die Isoformenfunktionen in bestimmten
Teilbereichen Uberlappen und daher AKT 1 ebenfalls einen gewissen Einfluss auf den
Glycogenabbau ausliben kann. Aufgrund der geringen prozentualen Anteiligkeit an der
Gesamtproteinmenge und der Tatsache, dass die Phosphorylase B Kinase lediglich in
wenigen Versuchsansatzen nachgewiesen werden konnte, ist jedoch nicht davon
auszugehen, dass es sich hier um einen stabilen und stets reproduzierbaren

Bindungspartner handelt.

Tubulin

Eines der redundant isolierten Proteine ist Tubulin mit seinen verschiedenen Ketten.
Tubuline sind der Hauptbestandteil des mikrotubuldren Systems der menschlichen
Zelle und stellen somit den Hauptbestandteil des Zytoskeletts. Im Rahmen von
Zellzyklusvorgangen und Mitosen werden Mikrotubili mit der Serin/Threoninkonase
MARK 1-4 assoziiert (Tang et al., 2012b), jedoch ist bisher kein Zusammenhang mit
AKT 1 beschrieben. Vor dem Hintergrund, dass die Zellproliferation bei AKT 1 KO
Mausen gestort ist, ist der Zusammenhang von AKT 1 und dem Zytoskelett eine

interessante Option, die weiter untersucht werden sollte.

CAD-Protein

In allen analysierten TAPs wurde mit hoher prozentualer Anteiligkeit an der
Gesamtproteinmenge das CAD-Protein nachgewiesen. Dabei handelt es sich hierbei
um ein Protein, welches aus drei Doménen besteht, der Glutaminabhangigen
Carbamoylphosphat Synthetase, der Aspartat Carbamoyltransferase und der
Dihydroorotase. CAD katalysiert die Pyrimidin-de-novo-Synthese.

Pyrimidine sind neben Purinen die Hauptbausteine der RNA und DNA. Die de-novo
Synthese von Pyrimidinen, das heildt die komplette Neubildung ohne Verwendung von
Nukleotidderivaten erfolgt in sechs Schritten, von denen die ersten vier von dem hier

isolierten CAD Protein katalysiert.
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Im ersten Schritt erfolgt die Synthese von Carbamoylphosphat aus Hydrogencarbonat
und Ammoniak welche durch das Enzym Carbamoylphosphat Synthetase katalysiert
wird. Der zweite Schritt, die Umsetzung von Carbamoylphosphat und Aspartat zu
Carbamoylaspartat werden durch das Enzym Aspartat Carbamoyltransferase
katalysiert. Im dritten Schritt erfolgt die Kondensation von Carbamoylaspartat zu
Dihydroorotat, katalysiert durch die Dihydroorotase. Im vierten Schritt wird durch das
Enzym Dihydroorotat-Dehydrogenase Dihydrotoorotat zu Orotat oxidiert. In den zwei
darauffolgenden Schritten folgt der Ribosetransfer und die Decarboxylierung, so dass
Uridinmonophosphat (UMP) entsteht, was als Ausgangsprodukt fir die
Pyrimidinnukleotide fungiert (Witz et al., 2012).

Das CAD Protein ist mit seinen unterschiedlichen katalytischen Einheiten somit von
essenzieller Bedeutung in der Synthese von Pyrimidinen und damit direkt in die DNA-
Synthese involviert. Ein direkter Zusammenhang zu AKT 1 ist in den hier verwendeten
Datenbanken bisher nicht zu finden.
(http://www.hprd.org/summary?hprd_id=01995&isoform_id=01995_ 2&isoform_name=|
soform_1).

Unter der Kenntnis der generellen Wirkung und Funktion von AKT 1 stellt die

erstmalige ldentifizierung eine interessante Verbindung zur Zellproliferation her.

In dieser Arbeit wurden in einem zweischrittigen Reinigungsverfahren neue
Interaktionspartner von AKT 1 identifiziert. Aufgrund der Tatsache, dass zwei
aufeinanderfolgende Reinigungsschritte mit mehreren Waschschritten und zweifacher
Elution vorgenommen wurden, kann man hier sogar davon ausgehen, dass die
identifizierten Proteine stabile Komplexe mit AKT 1 ausbilden. Im Rahmen der bereits
bekannten Funktionen, die Proliferation, Zellwachstum und Apoptose umfassen, sind
die neu identifizierten Proteine durchaus in diesen Kontext einzuordnen. In dieser
Arbeit wurde damit die Grundlage fur weitere, vor allem funktionelle Analysen gelegt.
Mittels TAP wurden sowohl bekannte als auch neue Interaktionspartner von AKT 1
identifiziert. Trotz dieser interessanten Befunde ist die Zahl der identifizierten AKT
Substrate scheinbar gering.

Méglicherweise bildet AKT 1 im Rahmen seiner Signaltransduktion nur wenig stabile
Proteinkomplexe aus. Diese niedrig-affinen Interaktionen sind jedoch mit der TAP nicht
zu erfassen, da diese Komplexe wadhrend des Reinigungsverfahrens dissoziieren

kénnen. Ferner ist nicht auszuschlielen, dass durch das TAP-Tag eine Beeinflussung
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der Interaktion von AKT stattfindet und dadurch nur eine Untergruppe der mit AKT
interagierenden Proteine identifiziert werden konnten.

Die TAP stellt somit eine Methode unter mehreren anderen dar, die zur Identifizierung
von Proteininteraktionen genutzt werden kann.

Ergénzend zur TAP steht die Yeast Two-Hybrid (Y2H) Methode als ein etabliertes
Verfahren zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionen zur Verfligung. Der Nachteil
dieser Methode ist jedoch, dass das Zielprotein, in diesem Falle AKT 1 in den Zellkern
verbracht werden muss, da nur hier die Transkription des Reportergens stattfinden
kann (Yang et al., 1995). Da sich AKT 1 in diesem Falle in hoher Konzentration im
Zellkern befindet, ist diese Methode anféllig fir falsch positive Ergebnisse. So ist es
auch mdglich, dass in der Y2H Methode Proteine miteinander interagieren, die jedoch
im Zellzyklus, Kompartiment oder Zelltyp nicht gleichzeitig auftreten und deshalb keine
tatsachlichen Interaktionspartner sein kdénnen. Auch FRET (Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer) ist eine alternative Méglichkeit zum Nachweis bzw. zur
Validierung von Protein-Protein Interaktionen. Allerdings ist in diesem Fall eine Fusion
mit einem fluoreszierenden Protein von AKT 1 und dem Bindungspartner erforderlich,
so dass mit diesem Ansatz nur bereits bekannte Interaktionspartner untersucht werden
kénnen. Eine Identifizierung unbekannter Proteine ist so nicht méglich.

Somit ist zusammenfassend festzustellen, dass fir die hier gestellten Anspriiche und
Zielsetzungen die TAP trotz hoher Proteinverluste und den Folgen der
Proteinmodulation nach wie vor das geeigneteste Verfahren zur Detektion von AKT 1

und seinen Bindungspartnern bleibt.

Zellproliferation

Phosphylase B

Metabolismus m—

Abb. 17 AKT 1 und HSP 90 nehmen Uber die Interaktionspartner CAD, Tubulin und Phoyphoryslase B
Einfluss auf zentrale Mechanismen der Zelle wir Metabolismus und Zellproliferation
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die Proteinkinase AKT 1 spielt eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl
zellularer Prozesse, wie Zellwachstum, Proliferation, Apoptose und Metabolismus. AKT
1 wurde erstmals 1991 beschrieben, und man kennt inzwischen zwei weitere
Isoformen, die als AKT 2 und AKT 3 bezeichnet werden. Die drei Isoformen werden
von drei verschiedenen Genen codiert und besitzen auf Sequenzebene eine 80-
prozentige Homologie. Haufig werden in derselben Zelle mehrere der Isoformen
exprimiert und prinzipiell Gber dieselben Signalwege aktiviert. Trotz Koexpression und
Sequenzhomologie zeigen selektive Knockout (KO) Mause der drei Isoformen stark
unterschiedliche phéanotypische Ausbildungen. So fallen AKT 1 KO Mause durch
erhdhte Apoptoserate und geringe KorpergréRe auf, AKT 2 KO Mause prasentieren
Glucoseverwertungsstérungen, und AKT 3 KO Mause zeigen ein beeintrachtigtes
Gehirnwachstum. Die Mechanismen der Isoformspezifitat sind fir die AKT Kinasen nur

ansatzweise verstanden.

Fragestellung: Spezifische Funktionen der AKT Isoformen setzen spezifische
Interaktionen mit anderen Proteinen voraus, die sich in der Organisation von AKT-
assoziierten Proteinkomplexen &duflern kdnnten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher
untersucht, ob sich mittels Tandem-Affinitadtsreinigung (TAP) gefolgt von
massenspektrometrischer Analyse (MS Analyse) spezifische Bindungspartner von AKT
1 isolieren und identifizieren lassen, die einen Einblick in die AKT 1 vermittelte

Signaltransduktion und somit ihre spezifischen Funktionen geben kénnen.

Methodik: Zur Tandemaffinitatsreinigung wurde die cDNA von AKT 1 sowohl am C-
terminalen als auch N-terminalen Ende mit einem 8 kDa groflen Tag fusioniert,
welches die Sequenzen fir das HA-, FLAG- und Strep-Tag enthielt. Die
Fusionsproteine wurden in HEK293T Zellen exprimiert und {ber zwei
Affinitatsreinigungsschritte (anti-FLAG-Agarose; Streptactin Sepharose) gereinigt. Um
die mit AKT 1 assozierten Proteinkomplexe nicht zu zerstéren, erfolgte die Elution vom
Saulenmaterial jeweils unter nativen Bedingungen. Nach erfolgreicher TAP folgte die
gelektrophoretische Trennung, Silberfarbung des Gels und anschlielende Isolierung
der Proteinbanden aus dem Gel. Diese wurden einer tryptischen Verdauung

unterworfen und zur Identifizierung massenspektrometrisch analysiert. Die isolierten
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Proteine wurden durch Datenbankabgleich der erhaltenen Peptidsequenzen

identifiziert.

Ergebnisse: Die TAP wurde sowohl fir AKT 1 C-Tag als auch AKT 1 N-Tag
transfizierte Zellen wiederholt durchgefiihrt. Interessanterweise lief3en sich fir nur fir
AKT 1 N-Tag assoziierte Proteine in den Gelen und der MS Analyse nachweisen,
jedoch nicht bei entsprechender Verwendung von AKT 1 C-Tag. Analyse der mit AKT 1
N-Tag assoziierten Proteine fiihrte zur Identifizierung bereits bekannter AKT-
Interaktionspartner (HSP90, GRP78, HSP70, CDC37). Allerdings wurden hier erstmalig
Tubulin a1 und (1, Phosphorylase B Kinase und CAD Protein als neue

Interaktionspartner von AKT 1 nachgewiesen.

Schlussfolgerung: Die Funktion der erstmalig identifizierten AKT 1 Interaktionspartner
I&sst darauf schlieflen, dass AKT 1 neue regulatorische Funktionen bei der Modulation
des Metabolismus (Phosphorylase Kinase), sowie der Zellteilung (Tubuline, CAD

Protein) ausibt.
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