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1 Zusammenfassung

Der Insulin-ahnliche Wachstumsfaktor-1 Rezepto-dGR) und der Insulinrezeptor (IR) sind
Mitglieder der transmembranstandigen Rezeptortgkisasen, die zur Uberfamilie der
Wachstumsfaktorrezeptoren gehoren. IGF-1R ist wesatlich fur die Entwicklung,
normales Wachstum und Differenzierung der Zellerahdech die Unterdrickung der
Apoptose. Die Fahigkeit des Rezeptors, gleichzerigliferative und anti-apoptotische
Signale zu initiieren, macht ihn zu einem mdglich@arget fur die Entwicklung von
Inhibitoren als Krebs-Therapeutika. Die gangigemdseinhibitoren sind niedermolekulare,
ATP-kompetitive Inhibitoren. Da die ATP-Bindestelienter Kinasen hoch konserviert ist,
weisen solche Inhibitoren meist geringe Spezifaaf, was zu starken Nebenwirkungen
fuhren kann. Besonders beim IGF-1R ist eine spehié Inhibition essentiell. Eine
gleichzeitige Hemmung des nah verwandten IR katelefa&Konsequenzen haben, wie zum
Beispiel die Ausbildung eines diabetischen Pharotym dies zu umgehen, war es das Ziel
dieser Arbeit, einen spezifischen, peptidischenibitdr fir die Kinase des IGF-1R zu
entwickeln. Nach Ubereinstimmender Meinung werdeezdptortyrosinkinasen Uber
Dimerisierung aktiviert. Daher basierte mein Ansatr Inhibition des IGF-R auf der
Unterbindung der Dimerisierung uber Kompetition nséquenzspezifischen Peptiden.
Realisiert wurde dieses Konzept an zwei Bereichees dGF-1R: Einmal der
Juxtamembranbereich, in dem neben einer autoregisieien Region auch eine
Dimerisierungsdomane lokalisiert ist. Zudem unteesden sich IR und IGF-1R in dieser
Region deutlich in ihrer Sequenz. Zum anderenofleHelix/hinge region die mal3geblich
den Konformationstibergang zwischen inaktiver uniivak Kinasestruktur bestimmt und an
der Dimerisierung der Kinase und der Substratenkegrbeteiligt ist. Mittelhage Display
wurden aus einer nahezu unbeschrankten Anzahl aschiedenen Peptiden mit
randomerisierter Sequenz diejenigen selektionidi®, spezifisch an die entsprechenden
Bereiche, Juxtamembranbereich wigtHelix/hinge region banden. Um die aus deihage
Display erhaltenen Peptidsequenzen zu generieren wurde T@ohnik entwickelt, kleine
Peptide inE.coli im grol3en Mal3stab zu expremieren und Uber Affisitiromatographie zu
reinigen.

Die Validierung der gefundenen Sequenzen gegenJak¢éamembrandomane lieferte eine
Peptidsequenz, die im uM Bereich fahig ist, die&dRase zu inhibieren:

* Die Substrat- und Autophosphorylierung der monomeé@F-Kinase wird signifikant
von dem Peptid gehemmt.
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Die inhibitorische Wirkung des Peptids ist sehrzgpgeh fir die Kinase des IGF-1R.
Selbst die Kinase des nah verwandten IR wird van Beptid nicht gehemmt.

Die Inhibition folgt einem nicht-ATP-kompetitiven &¢hanismus.

Die Aktivitat der dimeren Kinase wird nicht beeudkt. Das Peptid bindet gezielt die
inaktive Kinase und verhindert den Dimerisierunggpss.

Zusatzlich entkoppelt das Peptid die Interaktion Kimase mit der Phosphotyrosin-
bindenden Domane (PTB) des InsulinrezeptorsubsirtdRS-1) und stellt somit
einen Inhibitor der Signalweiterleitung dar. Didséibition ist unabhangig von der
Kinasestruktur.

DasPhage Displaygegen das Peptid aus @dp-Helix/hinge regiondes IGF-1R lieferte eine
Peptidsequenz, deren inhibitorische Wirkung delutbtarker war als die des Peptids gegen

die Juxtamembranregion:

Das Peptid hemmt gezielt die monomere Kinase déslig; auf die dimere Kinase
hat es keinen Einfluss.

Durch die Bindung des Peptids an dinge regionwird die Kinase in ihrer
autoinhibierten Konformation fixiert.

Das Peptid inhibiert spezifisch nur die Mitgliediar Insulinrezeptorfamilie. Es bindet
aber deutlich starker an die Kinase des IGF-1Rualdie IR-Kinase.

Das Peptid inhibiert nicht-ATP kompetitiv.

Somit konnten in dieser Arbeit zwei Peptidinhib&or generiert werden, die an zwei
unterschiedliche regulatorische Bereiche der ineakti Kinasestruktur binden und den

Aktivierungsprozess der Kinase hemmen. Zusatzlinhibiert eines der Peptide die

Signalweiterleitung der Kinasen unabhangig vonrilsteuktur.
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2 Abstract
Both, the insulin-like growth factor receptor (IGR) and the insulin receptor (IR) are
members of the transmembrane receptor kinaseshwkiong to the family of growth factor
receptors. IGF-1R is responsible for developmemtyal growth, and differentiation of cells,
but also for suppression of apoptosis. The abdityhe receptor to simultaneously initiate
proliferation and anti-apoptotic signals indicatdgt IGF-1R might might be an interesting
target for drug development. Generally, common $enanhibitors are small molecule
inhibitors which show competitive inhibition witlespect to ATP. As the ATP site is highly
conserved across kinases those inhibitors might teaindesirable side effects. Especially in
the case of IGF-1R a selective inhibition is essérds a simultaneous inhibition of the
closely related IR might lead to severe consequereg. the formation of a diabetic
phenotype. To avoid those effects, the aim of B was to develop a specific peptide
inhibitor for the IGF-1R kinase. According to thenemon opinion, dimerisation is necessary
for the activation of a receptor kinase. Therefarg, approach was based on preventing
dimerisation by competition with sequence-spe@gptides. This concept was to be realized
for two regions of the IGF-1R and IR: One targeswiae juxtamembrane region which is
supposed to have an auto regulatory function akageh role in the dimerisation process of
the kinase. In addition, IR and IGF-1R display figant sequential differences in this
region. As other target theD-Helix/hinge regionwhich is crucial for the transition of the
inactive to the active conformation was chos@n.find a specific peptide ligand for both
targets, a library of peptides with randomized amacid sequences was screenegbsge
display.
To generate the peptide sequence a technique wakded to express small peptides in high
scales and purify them by affinity chromatography.
Validation of the sequences derived from piage displayagainst the juxtamembrane region
led to a peptide sequence which is able to inkil@tiGF-1R kinase in a uM range:

* Substrate- and autophosphorylation of the mononm@&te1-R kinase is significantly

inhibited by the peptide.
* The inhibytory effect of the sequence is highlyafe for the IGF-1 kinase. Even the
closely related IR kinase is not affected by thetioe.

* Inhibition follows a non competitive mechanism widspect to ATP.
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The activity of the dimeric kinase is not impairddhe peptide binds selective to the
inactive kinase and impairs dimerisation.

Additionally, the inhibitory peptide degenerates thteraction of the phosphotyrosin
binding domain (PTB) of insulin receptor substratdRS-1) with the kinase. Hence
the peptide acts as a inhibitor of signal trangdacftThis inhibition is independent of

the kinase conformation.

Phage displayagainst a peptide composed of ¢i@-helix/hinge region of IGF-1R provided a

peptide sequence which inhibitory effect was sigaiitly stronger compared to the effect of

the peptide against the juxtamembrane region:

This peptide inhibits specific the inactive monomeéginase of IGF-1R while the

activity of the dimeric kinase is not impaired.

Binding of the inhibitory peptide to the hinge regileads to a fixation of the kinase in
an autoinhibited conformation.

The inhibitory effect is specific for members o&tmsulin receptor family. However

binding of the peptide to the IGF-1R kinase is moubre stronger as the binding to
the kinase of the IR.

Inhibition follows a non competitive mechanism wigspect to ATP.

Thus two peptide inhibitors could be generatedciiiind to different regulatory regions of

the unactivated kinase structure and inhibit thievaiion process. Additionally one peptide

inhibits the signaltransduction independently & kinase structure.
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3 Einleitung

3.1 Allgemeine Einleitung

Die Proteinphosphorylierung ist die haufigste postslationale Modifikation und der
grundlegende Mechanismus zur reversiblen RegulatonProteinaktivitat und Funktion. Sie
spielt eine Schlisselrolle bei eukariotischen Pssee wie Wachstumskontrolle,
Zellzykluskontrolle, Differenzierung, Zellform undewegung, Gentranskription und
Metabolismus. Die Ubertragung eines Phosphorylsestuf Proteine wird durch
Proteinkinasen katalysiert, Enzyme, die zu der $dasler Transferasen gehotren. Als
Phosphatdonor wird in den meisten Féallen ATP genutesseny-Phosphat auf die
Hydroxylgruppe eines Serin-, Threonin- oder Tyrosst des Zielproteins Ubertragen wird.
Mehr als ein drittel aller Proteine einer Saugdezeionnen durch Phosphorylierung
modifiziert werden. Die Bedeutung der Phosphorylgr spiegelt sich aul3erdem in der
Tatsache wider, dass Proteinkinasen ca. 2 % desn@eausmachenProteinkinasen kénnen
an Hand ihrer Spezifitat in Serin/Threoninkinasemw.bTyrosinkinasen unterteilt werden, je
nachdem, welcher Rest den Phosphatakzeptor darskgtbsinkinasen konnen in zwei
Klassen eingeteilt werden: Zytosolische Tyrosinkarasind nicht in der Membran verankert,
kbnnen aber auch an der Membran assoziiert vorieB@ige zytoplasmatische Kinasen
liegen auch am Zellkern assoziiert vor. Mitglieder Src, Jak und Fak Familie sind direkt in
die  Transmembran-Weiterleitung von  Signalen invailvi Sie binden an
Transmembranrezeptoren, denen eine Kkatalytische aDeniehlt, und agieren als deren
katalytische Untereinheit. Die andere Hauptklagkieb die Rezeptortyrosinkinasen (RTK).
Dies sind alle Typ | membrandurchspannende Proteiheiner N-terminalen, extrazellularen
Ligandenbindungsstelle. Viele der Rezeptortyrosiaken sind Wachstumsfaktorrezeptoren.
Sie spielen eine wichtige Rolle bei zellularen Bssen wie Wachstum, Entwicklung
Differenzierung und Metabolismus.

3.2 Rezeptortyrosinkinasen

Prominente Mitglieder der Familie der RTKs sind deulin receptor(IR), derinsulin-like
growth factor-1 recepto({IGF-1R), derinsulin related recepto(IRR) derepidermal growth
factor receptor(EGFR), demlated-derived growth factor recept¢PpDGFR) und denerve
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growth factor receptofNGFR/ Trk)*®. Diese Rezeptoren sind sich in ihrer Struktur sehr
ahnlich®. Der Wachstumsfaktor bindet an die Hormonbindedmnim extrazellularen
Bereich, deren Unterschiede im Aufbau die Spetififggeniber dem Liganden garantieren.
Der extrazellulare Teil des Rezeptors wird Ubeerihelicalen, transmembranen Bereich mit
dem intrazellularen Teil verbunden. Der zytoplassche Bereich wird in eine
Juxtamembran-, eine C-terminale und eine hoch kerste Kinasedomane unterteilt. Die
Spezifitat fur signalweiterleitende Proteine wirdrch Unterschiede in der Juxtamembran-
und C-terminalen Doméne garantiert. Die meisten ®T€stehen aus einer einzelnen
Polypeptidkette und liegen in der Abwesenheit vdagahd in monomerer Form in der
Zellmembran vor (z.B. EGFR). Nur die Mitglieder d&-Familie (IR, IGF-1R und IRR)
existieren dagegen bereits als kovalente Dimerstdistrukturen von Proteinkinasen zeigen,
dass die katalytischen Domanen gleich aufgebadt simabhéangig davon, ob es sich um eine
Serin-/Threonin- oder Tyrosinkinase handeltn Abbildung 3.2.1 ist stellvertretend die

Topologie der Kinasedoméane der PKA dargestellt

Abbildung 3.2.1: Schematischer Aufbau einer Kinasedane in aktiver, Substrat-gebundener Form.

Der katalytische Transfer dgsPhosphats des ATP auf ein Proteinsubstrat wircthdulen roten Pfeil
angedeutet. Alle wichtigen bei der Katalyse baj&ih Reste, die entweder mit dem ATP oder dem &aibst
interagieren, sind in gelber Farbe hinterlegt. Selkustrukturen, die an der Regulation der katallgs
Aktivitat der Kinase beteiligt sind, wurden in geaFarbe hinterlegt. Die hydrophoben Wechselwirkamg
zwischen HRD-Motiv, DFG-Motiv und demC-Helix, sind als schwarze Pfeile dargestellt. Gelselte
Linien zeigen wichtige polare Kontakte. Abbildungsakornevet al®. Nummerierungen der Aminosauren
nach der PKA.




EINLEITUNG

Die Kinasedomane besteht aus zwei Regionen: DariNiale LappenN-lobe ist neben
deraC-Helix Uberwiegend aus-Faltblattern aufgebaut. Der groRere, C-terminapgden C-
lobe) besteht hingegen Uberwiegend addelices. Diese beiden Bereiche werden Uber die
Schanierregionhinge region miteinander verbunden. Dienge regionbestimmt maf3geblich
die Konformationsanderung zwischen inaktiver untlvak Kinasekonformation und wirkt
wie ein Gelenk zwischen den beiden Kinasebereiclreder katalytischen Spaltedtalytic
cleff) zwischen N-terminalen und C-terminalen Bereidhdias aktive Zentrum der Kinase
lokalisiert. Dort wird vom N-terminalen Bereich eihydrophobe Tasche gebildet, in dem der
Adeninring des ATPs gebunden wird. Die Glycin-reicBchleife Glycin-rich loop der N-
terminalen Region mit der konservierten Sequenz &XG ragt ins aktive Zentrum hinein
und ist ebenfalls an der Nucleotidbindung beteiligh invariantes Lysin (PKA: Lys 72) im
VAIK-Motiv koordiniert die a- und 3-Phosphorylgruppe des ATP und geht gleichzeitig ein
Salzbriicke mit einem hoch konservierten Glutamdt (&) dera-C-Helix ein, was eine
optimale Ausrichtung deg-Phosphorylrestes zur Katalyse gewahrleist®ie Ausbildung
dieser Salzbricke ist notwendig fur die Katalysée B-terminale Region beinhaltet die
katalytische Schleifek@talytic loop mit der katalytischen Base Aspartat (Asp 166 HRD-
Motiv. Dieser fir die Katalyse essentielle Restfistdie Koordination des Kofaktors Mg
zustandig. Zusatzlich wird die Hydroxylgruppe dagbSrats fur den Transfer ausgerichtet.
Auf das HRD-Motiv folgt die SubstraterkennungssequéK/L)AARN, die bei Ser/Thr
Kinasen durch ein Lys und bei Tyrosinkinasen dueah Leu eingeleitet wird. Das hoch
konservierte DFG-Motiv kennzeichnet den BeginnAldivierungsschleife ctivation loop.
Dieses Motiv fungiert als Metallchelator, wobei dasspartat (Asp 184) direkte
Wechselwirkungen mit den drei Phosphatresten und idefaktor Mgf* eingeht. Mutationen
der hoch konservierten Reste kdnnen zur vermindekigalytischen Aktivitat bzw. zur
Inaktivitét der Kinase fuhren. Fur die Substitutides invarianten Lysins ist eine starke
Abnahme der katalytischen Aktivitat durch eine Btmoveranderung im aktiven Zentrum
bekannf. Ein Austausch der katalytischen Base fiihrt zakiivierung der Kinase. In der
Aktivierungsschleife befinden sich aul3erdem phosglesbare Tyrosinreste, die bei vielen
RTKs eine wichtige Rolle im Aktivierungsprozesseden. Im Falle des IGF-1R sind drei
Autophosphorylierungsstellen in der Aktivierungdsdie vorhanden (Tyr 1131, Tyr 1135, Tyr
1136). Nur durch Phosphorylierung dieser drei Resggngt der Rezeptor seine vollstandige
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Aktivitat °.  Im  Gegensatz dazu benétigt der EGFR, der nur (bsne
Tyrosinphosphorylierungsstelle in der Aktivierungdeife verfugt, die Phosphorylierung
dieses Restes nicht zur Erlangung vollstandigeivist *°*

3.3 Kinaseregulation

Im Grundzustand sind Proteinkinasen in der Regaktim und erlangen ihre vollstéandige
Aktivitat oftmals nur durch einen kontrollierten,ehrstufigen Prozess. Die Kontrolle dieser
Prozesse reicht von der Bindung allosterischerkigfen bis zur Anderung der subzellularen
Lokalisation des Enzyms. Proteinkinasen konnemalekulare Schalter gesehen werden, die
mindestens zwei extreme Konformationen einnehmenndé®, den ,An“-Zustand mit
maximaler Aktivitat und den ,Aus“-Zustand mit minater Aktivitat. Da Proteinkinasen die
gleiche Reaktion katalysieren, nehmen sie alle aimdiche Konformation im ,An“-Zustand
ein'®® Aus diesem Grund ist eine spezifische Regulatioer Kinase nur im inaktiven
Grundzustand moglich. So haben sich bei den urtiedicchen Kinasen einzigartige
Mechanismen zur Aufrechterhaltung des inaktiventa@hdes entwickelt. Haufig beteiligte
strukturelle Elemente sind die N-terminale Regioit der hoch konservierteaC-Helix,
sowie die sehr flexible Aktivierungsschleife. Fiie dRegulation der Aktivitat von
Proteinkinasen im Detail werden in der Literatursebiedene Modelle diskutiert, die im

Folgenden erklart werden sollen.

3.3.1 Cis-Inhibitions/ trans -Aktivierungsmodell

Um die molekularen Mechanismen der Kinaseregulatiotersuchen zu kdénnen, wird sich
der l6slichen, monomeren Kinasedoméanen des IGFIBERKD) und des IR (IRKD) als
etablierte Modelle bediefit® Zum einen konnen diese Kinasen gentechnisch téich
generiert werden als der Holorezeptor. Zum andeéegeh die Rontgenstrukturen der
unaktivierten (OP) Rezeptorkinasen IGFKD-0P und IRBP, sowie deren partiell (2P) bzw.
voll aktivierte (3P) Vertreter vor* Aus den Strukturdaten postulierten Hubbard,
Schlessinger und Kollegen fir die Rezeptorkinase &R ein gcisInhibitions-/trans-
Aktivierungsmodell®, das erklaren soll, wie die ldse latent gehalten wird und somit eine
Liganden-unabhangige Autophosphorylierung verhinderd *’. Dieses Modell ist auch auf
den IGF-1R Ubertragbdr Hierbei unterliegt die Aktivierungsschleife einguatoinhibition.
Die Rontgenstrukturdaten (Abb. 3.3.1) zeigen, dis®utophosphorylierungsstelle Tyr 1150
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(Nummerierung der Reste nach dem IR) in der Aktungsschleife so angeordnet ist, als ob
es incis autophosphoryliert wirde. Die Hydroxylgruppe démi®/rings interagiert mit der
katalytischen Base Asp 1120 und Arg1124 Uber Wagsésrticken.

phosphorylierte, aktive Konformation

Abbildung 3.3.1: cis-Inhibitions/trans-Aktivierungsodell.

Vergleich der Konformation der unphosphorylierte®) (und tris-phosphorylierten IRKD ¢). Die
Aktivierungsschleife ist violett und ihre Autophdepylierungsstellen in rot dargestellt. 1B
(unphosphorylierte  Kinase) undD (phosphorylierte Kinase) sind die katalytische und
Aktivierungsschleife vergroRert dargestellt. In mrgind die Reste des DFG-Motivs, in rot die
Autophosphorylierungsstellen und in blau basiscast®& markiert. Wichtige Reste sind hervorgehoben.
Kristallstrukturen modifiziert nach Veroffentlichgan von Hubbaréf*°.

Eine Phosphorylierung von Tyr1150 dis ist den Rontgenstrukturdaten nach nicht mdglich,
da Asp1138 des DFG Motivs nicht in der richtigene@tierung liegt um Mg und ATP fur
die Katalyse zu koordinieren. Des Weiteren wird degang zur Aktivierungsschleife fur ATP

und Substrat versperrt. Einetrans Autophosphorylierung durch die andere
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Rezeptoruntereinheit ist auf Grund der Anordnung dgoplasmatischen Domanen nicht
moglich. Die autoinhibitorische Funktion von TyrDl%vird durch einen Austausch dieses
Restes gegen Phenylalanin bestéatigt. Die erhaltdhatante zeigt eine erhohte
Basalaktivitaf®. Nach demCis-Inhibitions/tans-AktivierungsmodelschlieBen sich in der
unphosphorylierten Form des IR die Bindung von TI$d und ATP in der
Aktivierungsschleife gegenseitig aus. In Losungseeit jedoch ein Gleichgewicht zwischen
der autoinhibierten Form und einer nicht inhibiartéorm in der ATP und Substrat freien
Zugang zur Aktivierungsschleife haben. In der urgphorylierten Kinase liegt das
Gleichgewicht auf Seiten der autoinhibierten Formlormonbindung fihrt zur
Konformationsanderung der zytoplasmatischen Domé&agre trans-Phosphorylierung der
nicht inhibierten Form der Aktivierungsschleife istoglich. Das Gleichgewicht wird auf
Seiten der nicht inhibierten Form der Aktivierungdgife verschoben. Das Ergebnis ist ein

signifikanter Anstieg der Kinaseaktivitat.

Dieses, in der Literatur dominante Modell fur diktixierung der Tyrosinkinasen des IR und
IGF-1R ist nicht frei von Widerspriichen. Die Sclsliadgerung werden allein durch den
Vergleich der unphosphorylierten mit der voll-phlospy/lierten monomeren Kinasedoméane
aufgestellt. Eventuelle Zwischenstufen werden auBeht gelassen. Der Aspekt der
Dimerisierung, digén vivo gegeben ist, dient bei dem vorgeschlagenem Maefdithlich der
trans Autophosphorylierung. Die Autoinhibition kann jedfotberwunden werden, wenn die
monomere Kinase in der Autophosphorylierungsreakitiochohen Konzentrationen (~10 pM)
eingesetzt wird, die kritische Kinasekonzentratidso ansteigt’. Dieser Effekt wird in dem
Modell nicht bertcksichtigt. Deepidermal growth factor receptaie GFR) bendtigt keine
Phosphorylierung in der Aktivierungsschleife, untivaku sein™.

3.3.2 Regulation tber Protein-Protein-Wechselwirkung : Die aC-Helix als
Indikator der aktiven Konformation

AuBer in der Aktivierungsschleife lassen sich vesdinende Anderungen de€-Helix (oC)
zwischen inaktiver und aktiver Kinase beobachtear.dQ ist die einzig konservierte Helix in
der pB-Faltblatt-reichen, N-terminalen Doméane und der higste Indikator far
konformationelle Anderungen im aktiven Zentrum. blesondere die Ausbildung der
Salzbriicke zwischen dem konservierten Glutama&@aund dem konservierten Lysin aig
ist ein Indikator fur die aktive Konformation all&inasen. Das Lysin koordiniert die und
B-Phosphate des ATP so dass eine produktive BindesgPhosphoryldonors erreicht wird

10



EINLEITUNG

Uber die Salzbriicke zum Glutamat wird die optimalssrichtung des Lysins gewahrleistet.
Somit ist die Ausbildung dieser Salzbriicke esskriiedie Katalyse.

3.3.2.1 Regulation der Cyclin-abhéangigen Kinase

Die Cyclin-abhangige Kinasefamilie (CDK) ist dasaddte und am besten verstandene
Beispiel fur die allosterische Regulation der kgiathen Aktivitat mittels deaC. Die CDKs
sind Serin/Threonin Kinasen und spielen eine zé&ntRolle bei der Koordination des
Zellzyklus®. Gesteuert werden die CDKs durch verschiedene Stacis-regulierende
Signale und unterliegen einer strengen Regulationhddiverse Prozesse (Abb. 3.32)m
unligandierten Zustand liegt die Kinase in ein@kiiven Konformation vor. DieiC-Helix ist

so positioniert, dass die Ausbildung der essertieBalzbriicke nicht mdglich ist. Zuséatzlich
versperrt der T-loop den Zugang zur Kkatalytischen Spalte (Abb. 3.3.2.Aer
Aktivierungsprozess der CDKs verlauft in zwei StufeDer erste Schritt ist die

CDK2-Cyclin A

CDK6-p16INK4A pCDK2-CyclinA-p27Cip2

Abbildung 3.3.2: Mechanismen zur Regulation der CEAKtivitat.

Es sind folgende Strukturen abgebild&t: Monomere, unphosphorylierte, inaktive CDKR;Partiell
aktiver Komplex aus Cyclin und CDKZ;: \Voll aktivierter, phosphorylierter Komplex aus &P und
Cyclin; D: Nicht aktivierbarer Komplex aus CDK6 und pl16INK4&: Inhibierter Komplex aus
phosphoryliertem CDK2-Cyclin und p27Cip2. i€-Helix der CDK2 ist griin und der phosphorylierte
Threoninrest ist rot markiert. Abbildung modifizielach PavleticF.

11
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Cyclinbindung an die Kinase, die dadurch zu einenfidrmationsanderung gezwungen wird.
Dieser als Hetero-Dimerisierung bezeichnete Schrétleint der Kinase nur partielle
Aktivitat. Cyclin bindet an einer Seite der kataéghen Spalte und interagiert mit de€, so
dass diese in die katalytische Spalte bewegt vidid.essentielle Salzbriicke kann ausbildet
werden. Cyclin interagiert auRerdem mit ddrhoop, der dadurch von der katalytischen
Spalte wegbewegt wird. ATP und Substrate habenfraeian Zugang (Abb. 3.3.2.B). Der
zweite Schritt ist die Phosphorylierung des CDK-@y&omplex durch dieCDK-activating
kinase (CAK). Die Phosphorylierung des Threonins iHoop resultiert in einer weiteren
Konformationsanderung (Abb. 3.3.2.C). Durch beidbrite wird die Kinaseaktivitat um das
100 fache erhoHt. Auch die Inhibition der CDK verlauft (ber Protefmotein-
Wechselwirkung. Die voll aktivierte CDK kann Ubeie dBindung von Inhibitoren der Cip
Familie vollkommen inaktiviert werden. Die Bindungn p27*? an den phosphorylierten
CDK-Cyclin Komplex verandert die Form der katalgtien Spalte, so dass die fur die
Katalyse essentiellen Elemente verloren gétfénZusatzlich fungiert er als ATP-Mimiker
(Abb. 3.3.2.E). Die INK4 Inhibitoren binden an dimaktive Kinase bzw. an das Heterodimer
aus CDK und Cyclin. Der Inhibitor bindet direkt mebder katalytischen Spalte, gegenuber
der Stelle, an die Cyclin bindet und interagiert i und C-lobe (Abb. 3.3.2.D). Die
Bindung von INK4 bt eine Konformationsanderung der Cyclinbindestelle aus und
blockiert dadurch die Cyclinbindung. Zuséatzlich dvilie der INK4-Bindestelle benachbarte
ATP-Bindestelle deformiert, so dass die AffinitatATP herabgesetzt wird.

3.3.2.2 Regulation der Src Kinase

Ein weiteres Struktur-belegtes Beispiel fur die &agon tber Konformationséanderungen ist
die Protein Tyrosinkinase Src. Nach Aktivierungedgm Src Kinasen (Src) eine Schlusselrolle
in der Kontrolle der Zellproliferation und Differeierung. Daher muss ihre katalytische
Aktivitat streng kontrolliert werden. Der modulafufbau der Src besteht aus einem
myristoylierten N-Terminus, gefolgt von einer nidunservierten Region, einer Src
homologie 3 (SH3) Domane, einer SH2 Doméane, deasédomane und einem kurzen C-
terminalem Abschnitt. SH2 und SH3 Domanen binderezifische Sequenzen, die
Phosphotyrosine (SH2) bzw. Polyproline (SH3) belteima Src besitzt zwei
Tyrosinphosphorylierungsstellen, deren Phosphatylig unterschiedliche Effekte haben. Die
Autophosphorylierung des Tyrosinrestes in der Aktingsschleife fihrt wie bei anderen
Tyrosinkinasen zur Aktivierung. Wenn der Tyrosinrgs C-terminalen Abschnitt durch die
carboxy-terminal Src kinasgCsk) phosphoryliert wird, kommt es zur Inhibitidar Aktivitat.
Schon frihere biochemische Studien haben daragéhilesen, dass fur diese Regulation die

12
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verschiedenen Domanen der Src Kinase essentidlf'stnDoch erst die Kristallstruktur der
Src konnte einen genauen Mechanismus fir die Reguldarlegerf®. Die Kristallstruktur
zeigt, dass die intrinsische SH2 Domane mit densphorylierten Tyrosin des C-terminalen
Abschnitts interagiert (Abb. 3.3.3.A). Zuséatzlicimdet die SH3 Doméane an den Linker
zwischen SH2- und Kinasedoméne, der eine Polymdipe Il helix formt. Diese Bindung
fuhrt zu einer Umpositionierung deiC, so dass die fur die Katalyse essentielle Satkiert
nicht ausgebildet werden kann.

A) B)

SHz-kinase Iinker

Activation
= loog

Abbildung 3.3.3: Regulation der Src kinase.

A: Aufbau der Kinase. In hellblau die SH3- und inleit die SH2 Domane. In rot der Linker zwischen
SH2 und der Kinase Doméane (grtn). Die Aktivierungdsife ist grau und der C-Terminus orange
markiert.B: Superpositionierung der N-terminalen Lappen deraKedomanen der inaktiven Src und der
aktiven Lck. In grin und grau ist die Src dargdistil hellblau und pink die Lck. Abbildungen moidiert
nach Hubbard®.

Eine Superpositionierung der N-terminalen Lappen Kieasedoménen, der inaktiven Src
und der aktiven Lck verdeutlicht die Dispositionieg deraC (Abb.3.3.3.B). Leu 255 des
Linkers kommt hierbei eine essentielle Rolle*zDieser Rest liegt in einer hydrophoben
Tasche auf der Ruckseite dedobesund interagiert mit Resten, die im direkten Komtakt
deraC stehen. Dadurch kommt es zu einer DeformieruagediHelix. Die Bindung der SH2
an den phosphorylierten C-Terminus erleichtert Idieraktion zwischen SH3 und Linker.
Aktiviert wird die Src Kinase Uber Kompetition. Diatramolekularen Interaktionen sind
nicht optimal, so dass andere Phosphotyrosin- Bdéyprolin-tragende Sequenzen mit den
Src eigenen Sequenzen kompetitieren kdnnen. ZuspBéibindet die Src SH2-Doméane an
ein phosphoryliertes Tyrosin in der Juxtamembrard@loendes PDGFR mit sehr hoher
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Affinitét, so dass die intramolekularen Interakeonaufgelost werden und die Kinase sich
autophosphorylieren kann.

Diese Beispiele der CDK und Src-Kinase sind Bel@gdie Regulation von Kinasen durch
extensive Protein-Protein-Wechselwirkung bzw. hetgyre Dimerisierung und stellen eine
Variante de<is-Inhibitiontrans-Aktivierungsmodells dar.

3.3.3 Autoinhibition im Juxtamembranbereich

FUr einige Rezeptoren konnten andere Doménen mgitlawrischen Funktionen als die
Aktivierungsschleife detektiert werden. Eine derni@men ist die Juxtamembrandomane.
Dieser Bereich unterscheidet sich stark unter demeptortyrosinkinasen in Lange und
Sequenz. Der Juxtamembranbereich des IR besteh8mudsninosduren und besitzt zwei
Autophosphorylierungsstellen: Y953 und Y960. Erswgeites wird mit der
Rezeptorendocytose in Verbindung gebrdthtvahrend die Phosphorylierung von Y960
Bindungsstellen fiir die IRS-Proteine und Shc s¢RafDie Phosphorylierung dieser Reste
beeinflusst nicht die Aktivitat der Kinase. Y972r deixtamembrandomane ist innerhalb der
Insulinrezeptorfamilie konserviert, stellt aberneiPhosphorylierungsstelle dar. Dieser Rest
ubernimmt eine regulatorische FunktidnEine Substitution dieses Restes in der I6slichen,
unphosphorylierten Kinase bzw. dem Rezeptor zemng erh6hte Kinaseaktivitdh vitro und

in vivo*. Ein Vergleich der Kristallstrukturen, der unphbspylierten, autoinhibierten mit der
phosphorylierten, aktiven Struktur ist in AbbilduBg.4 dargestellt. Die Kristallstruktur der
unphosphorylierten, inaktiven Kinase verdeutlicdgss Y972 mit Resten dexC-Helix
interagiert, die Helix dadurch in einer unprodu&tiv Konformation halt und so die
Kinaseaktivitat unterdrickt (Abb. 3.3.4.A). Die fifie Katalyse essentielle Salzbrticke
zwischen E1047 und K1030 kann nicht ausgebildetderer Nach der Dimerisierung und
anschlieBender Autophosphorylierung der Aktiviessulleife bewegen sich der N-terminale
und C-terminale Bereich der Kinasedomane von eimanegg. DieaC wird nicht mehr von
Y972 behindert und kann eine optimale Position Zusbildung der Salzbriicke einnehmen
(Abb. 3.3.4B). Die Juxtamembranregion des IGF-1iRzis 65% konserviert zum IR. Auch
dieser Rezeptor verfugt Uber ein autoinhibitoriscAgrosin in der Juxtamembranregion
(Y957)*. Eine Substitution dieses Restes in der I6slichephosphorylierten Kinase bzw.
dem Rezeptor zeigt eine erhdhte Kinaseaktivitétitro und n viva Die Kristallstrukturen

der unphosphorylierten, inaktiven Kinasen zeigessddieser Rest ahnlich positioniert ist wie
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Y972 im IR. DieaC wird in einer unproduktiven Konformation fixieft".

A) B)

Abbildung 3.3.4:Die Autoinhibition der Juxtamembratoméne der Insulinrezeptorkinase.

Abgebildet sind die Kristallstrukturen der unphospfiierten Kinase &) und der autophosphorylierten

Kinase B). Die Juxtamembrandoméne ist orange markiertNdesrminale Lappen blau mit der aC-Helix

in dunkel blau, der C-terminale Lappen ist weil} mér katalytischen Schleife in rosa und der
Aktivierungsschleife in griin.Wichtige Reste sinavwegehoben (Abb. modifiziert nach Hubbafd

3.3.4 Kinaseaktivierung tber Dimerisierung

Mit Ausnahme der IR-Familie liegen alle RTKs alschii konstitutive Dimere in der
Zellmembran vor. Die Ligandenbindung induziert ebimerisierung des Rezeptors, welches
in der Autophosphorylierung der zytoplasmatischem@nen resultiert. Bei den konstitutiven
Dimeren der IR-Familie wird durch Hormonbindungeskonformationsanderung verursacht,
die die trans-Autophosphorylierung ermdéglicht. Die Arbeitsgruppen Yip hat fur die
Aktivierung des IR einen Mechanismus der produktiimerisierung postuliert, der auf
elektronenmikroskopischer Analyse der extrazelenarHormon-Bindungsdoméne beruht
(Abb. 3.3.5)“ Bei diesem Modell wird angenommen, dass die egthdare Doméane
inhibitorisch auf die intrazellulare Kinase wirkhdem sie die Kinasedomanen in einem
nichtproduktiven Abstand héalt. Die Ligandenbindusg das unproduktive Dimer induziert
dann eine Konformationsdnderung der Ektodomanehofmon-bindende, extrazellulare
Doméane des IR) und erlaubt eine Annaherung derpiadmatischen Domanen mit der

intrinsischen Kinaseaktivitat. Dabei werden die &adomé&nen so ausgerichtet, dass eine
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Autophosphorylierung itrans erfolgen kann.

A) B)

set 1

a

set 2

e omain
cam ctodom cam

V27 VA A membran VS

ﬁ ;A_% B 5»&-!00&E

Abbildung 3.3.5: Schematische Darstellung der Akéirung des IR durch Insulinbindung.

In A ist die geschlossene Insulin-gebundenen Form BResbigebildet. Die Kinasedomanen der
Monomere befinden sich in raumlicher NaBezeigt die offene Form, in der kein Insulin gebumde
ist. Hier sind die Kinasedoméanen beider Monometentich getrennt. TK: Kinasedomane; A-loops:
Aktivierungsschleifen; membrane: Zellmembran. Abbilg modifiziert nach Ottensmeyetral*®.

Auch unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass O8reaung zur Steigerung der Aktivitat
der Kinasen fuhrt. Dabei wurde das Modell von Yigigegriffen. Die durch die Fusion an die
homodimere Glutathion-S-Transferease (GST) dinegten, |6slichen Kinasedomanen des
IR und des IGF-1R (IRKD, IGFKD) zeigen eine 10-1(0@che Erhéhung der
Phosphorylierungsaktivitat sowohl in der Auto- alsch in der Substratphosphorylieruthg
Somit fuhrt die Dimerisierung durch GST zu einenoduktiven Dimer. Weiterhin konnte
durch limitierte Proteolyse mittels Trypsin gezeigéirden, dass durch die Dimerisierung eine
Konformationsanderung in der Aktivierungsschleifattéindet. In der monomeren Kinase ist
die Aktivierungsschleife in Einklang mit der obersbhriebenermrtis-Inhibition fir Trypsin
nicht zuganglich. Durch die GST-vermittelte Dimesrsing wird die Aktivierungsschleife
jedoch so positioniert, dass sie durch die Protgaspalten werden kann. So scheint durch
Dimerisierung diecis-Inhibition aufgehoben zu werden und somit die lsmaine offene
Konformation zu erhalten. Diese ist notwendig, ten dugang von ATP und Substrat sowohl
in Auto- als auch in Substratphosphorylierung a2nd@glichen. Die GST-Kinasen sind somit
ein Modell fir den aktiven, Hormon-gebundenen R&mefh Auf molekularer Ebene
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bedeutet Dimerisierung Erhohung der lokalen Kinasekntration. In Einklang damit sind
monomere Kinasen in der Lage, in hohen Konzentraticsich mittels Autophosphorylierung
zu aktivieren und Substratphosphorylierung ausazefith Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass nicht allein die Dimerisierung zuri¥iktung fiihrt, sondern ein produktives
Dimer gebildet wird, das eine ausreichende Nahe kdg¢alytischen Domé&nen und eine

korrekte Orientierung zueinander gewébhrleistet.

3.3.4.1 Dimere Strukturen des IGF-1R

Uber konzentrationsabhangige Untersuchungen deomeren Kinasedomane des IGF-1R in
der analytischen Ultrazentrifuge konnte eine Disierungskonstante von 8-10 uM ermittelt
werden (Rufer, unveroffentlichte Ergebnisse). Da ddimerisierung innerhalb einer
Zehnerpotenz der Konzentrationserh6hung auftritihkgeschlossen werden, dass die Kinase
selbst Uber eine niederaffine, aber spezifischendisierungsdomane” verfugt. Dies steht in
Einklang mit den Befunden der Rontgenstrukturareater unphosphorylierten Tyrosinkinase
des IGF-1R von Munstet al.*®* Diese fanden bei der Kristallisation einer Doppatiante
der Kinasedoméne des IGF-1R zwei dimere Strukturerder Doppelmutante wurden die
zwei Glutamatreste E1067 und E1069 thémge regionzu Alanin mutiert, was zu einer
Fixierung dieses Bereichs und zu einer hoherend&ufig als bei der Struktur des Wildtyps
fuhrte. Die beiden Monomere assoziieren als Dimewei unterschiedlichen Orientierungen
zueinander. In der einen Struktur sind die aktimtren beider Monomere einander
zugewandt (Abb. 3.3.6.A). Der N-terminale Bereiols ceinen Monomers interagiert mit
zahlreichen Aminosauren der Aktivierungsschleifs daderen Monomers. Auch Reste der
0oC-Helix sind an der Dimerisierung beteiligt. In sk® Anordnung blockiert die
Juxtamembrandoméane des einen Dimers den Zugangaktiren Zentrum des anderen
Monomers, was eindrans-autoinhibitorischen Rolle der Juxtamembrandoméarispeechen
wurde. Das widerspricht allerdings der in der latar beschriebenetis-autoinhibitorischen
Rolle der Juxtamembrandomane (vgl. 3.3.3). Zusdizivird aus dieser Struktur nicht
ersichtlich, wie dietransAutophosphorylierung erfolgen soll. In der zweitelimeren
Struktur sind dieaD-Helices an der Interaktion der beiden Monomeré¢eibgt (Abb.
3.3.6.B). Die aktiven Zentren sind einander abgeitan
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Abbildung 3.3.6: Dimeren Kristallstrukturen der uripphorylierten Kinasedoméane des IGF-1R
Schleifendiagramm der dimeren Struktur. Die Gly@iehe Schleife ist in pink und die
Aktivierungsschleife in rot gekennzeichnet. Kritart wurde die eine Kinasemutante, in der dieizw
Glutamatreste E1067 und E1069 zu Alanin mutiertdear Nur diese Mutante resultierte in Kristallen
mit einer Auflésung von 1,5 A. Die Kristallisiertéinasedomane entspricht der Sequenz von 944 bis
1264 des humanen IGF-1R: Dimer mit den Aktiven Zentren zueinander gewamtDimer mit den
voneinander abgewandten Aktiven Zentren. Abbildomglifiziert nach Munshét al*2,

Zusammen mit dehinge regionbildet dieaD-Helix das ,Gelenk” der Kinase und bestimmt
mafgeblich die Konformationséanderung von der inaktizur aktiven Form undce versa™.
Diese Struktur steht im Einklang mit deris-autoinhibitorischen Rolle der
Juxtamembrandoméane der Rezeptortyrosinkinasen. digdhans-Autophosphorylierung der
Aktivierungsschleife ist vorstellbar, da das aktigZentrum und die Aktivierungsschleife
beider Monomere in dieser Struktur zugénglich siddif Grund der relativ hohen
Interaktionsflachen zwischen den Monomeren, diesfiirKristallartefakt ungewdhnlich grof3
waren, schlieBen die Autoren eine physiologischeéeB&ing dieser Dimere nicht aus, zumal
der Rezeptom vivo als konstitutives Dimer vorliegt.
3.3.4.2 Bildung von asymmetrischen Dimeren beim Akti  vierungsprozess

des EGFR
Mitglieder derepidermal growthfactor receptor famil{,GFR, ErbB2, ErbB3 und ErbB4,
sind Rezeptortyrosinkinasen und werden als soldie Liganden-induzierte Dimerisierung
aktiviert ***4 Dimerisierung fuihrt zur Phosphorylierung von Tiroesten in der C-terminalen
Domane, die im phosphorylierten Zustand als Biredkest fur Signalmolekile mit SH2 oder
PTB Domanen dienefl. Die Aktivierung des Rezeptors ist nicht die Folder trans
Phosphorylierung der Aktivierungsschleife, wie @s flie anderen Rezeptortyrosinkinasen

beschrieben wird. Die Phosphorylierung des Tyresitas der Aktivierungsschleife ist nicht
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notwendig fur die Aktivierung des EGFR™** Bei der Kiristallisierung der
zytoplasmatischen Domane des EGFR wurde ein emrasyrisches Dimer gefunden, in dem
der C-lobe der Kinasedoméne des einen Monomers mit éiefobe der Kinasedoméane des
zweiten Monomers interagiert (s. Abb. 3.3.7:AAuffallig ist hier die direkte Interaktion des
einen Monomers mit dexC-Helix der zweiten Monomers. Dadurch zeigt dieBeser eine
hohe Ahnlichkeit zu dem CDK-Cyclin-Komplex. Bei dEGF-Struktur tibernimmt det-

lobedes einen Monomers (Monomer B in Abbildung 3.3) @& Funktion des Cyclins.

A)
Clobe . <L (") N-lobe
) DRy
o L. J Y ¥ )\j
Gp g ¢ y N
N-lobe Qo § N
i 2% \‘(?5':: A/
%l’ @?‘ M.l B
o onomer
@:H\% o O (cyclin-like kinase)
) { al
(’& N-terminal
extension
)
- Monomer A
C-lobe : .(activated kinase)
B)

EGF

Abbildung 3.3.7: Bildung asymmetrischer Dimere a&tivierungsprozess beim EGFR.

A: Dargestellt ist die Kristallstruktur des asymnsathen Dimers des EGFR. In blau ist Monomer A und i
gelb Monomer B gezeigtB: Schematische Darstellung des Modells zum Aktinigsprozess von
Mitgliedern der EGFR Familie. Nach Liganden-stirediéer Homo- oder Heterodimerisierung bildet sich
das asymmetrische Dimer aus. Alle Mitglieder demHbia kdnnen als Donor Kinase fungieren, wahrend
als Akzeptorkinase nur die funktionell aktiven Miggler EGFR, ErbB2 und ErbB4 agieren kdnnen. Es
kommt zur Autophosphorylierung im C-Terminus, sossl@indungsstellen fiir Substrate geschaffen
werden. Abbildung modifiziert nach Zhaegal“®.
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Mutationen essentieller Reste der Interaktions#aaeigen, dass da€DK/Cyclin-like
asymmetrische Dimer notwendig ist fir die Aktiviegudes Rezeptors. Die Interaktion der
beiden Monomere stabilisiert die aktive Konformataer Kinasedomane. Die Kristallisation
der Kinasedomane mit einer dieser Mutationen fidorteiner Struktur, die der inaktiven
Konformation der Src bzw. CDK &hnlich issr¢/CDK-like inactive conformatignin dieser
inaktiven Struktur wird diexC-Helix in einer nach Aul3en verschobenen Positioiert, die
Aktivierungsschleife nimmt eine inaktive Struktuine Auf Grund dieser Strukturen
prasentieren Zhanef al. Ein Modell zur Aktivierung des Rezeptors uber Dirsierung (Abb.
3.8.B)*. Im unligandierten Zustand nimmt die Kinasedomdes monomeren Rezeptors die
Src/CDK-like inactive conformatioein. Das Dimerisierungs-interface der extrazetkra
Domane bleibt verdeckt, bis es durch die Bindungivdganden aufgedeckt wifl Die
Dimerisierung bringt die Kinasedoméanen in rdumliddéhe und induziert dadurch den
Ubergang zunmCDK/Cyclin-like asymmetrischen Dimer. DeZ-Lobe des einen Monomers
Ubernimmt die Rolle des Cyclins (Donor Kinase) uaktiviert das andere Monomer

(Akzeptor Kinase) durch die Stabilisierung deradti Konformation der Kinasedomane.

In diesem asymmetrischen Dimer erlangt nur die pkaeKinase Aktivitat. Die Autoren
vermuten jedoch, dass die beiden KinasedomanenPibs@gionen dynamisch tauschen und
sich gegenseitig aktivieren kénnen, wenn der Jugtabranbereich flexibel genug ist. Dieses
Modell erklart wie eine katalytische inaktive Kimaseine katalytisch funktionelle Kinase
aktivieren kann, wie es im Fall von Heterodimereis den aktiven Mitgliedern der EGFR
Familie und dem katalytisch inaktiven ErbB3 derl|Fsl *°. Hier dient ErbB3 als Donor
Kinase.Unsere Arbeitsgruppe konnte aul3erdem zeigen, dassahomere Kinase des EGFR
auch durch das katalytisch inaktive Subssrathomologous collagen-like protefBhc), das
in der Juxtamembrandoméane des Rezeptors bindatieaktverden kanri®. Dieses Ergebnis
lasst sich mit dem von Zhang vorgestellten ModellEinklang bringen, wenn Shc die

Funktion der Donor Kinase tbernimmt.

3.4 Funktionen des IGF-1R
Der IGF-1R ist ein Mitglied der Insulinrezeptorfdimi und ist aufgebaut wie unter 3.2
beschrieben. Im Anschluss an die Transmembrandontigstzt der Rezeptor eine

Juxtamembrandomane, in der eine BindungsstellePfimsphotyrosin-bindende Domanen
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lokalisiert ist (Y950). Die Kinasedomane umfasstidFyrosinautophosphorylierungsstellen
(Y1131, 1135 und 1136) in der Aktivierungsschleife. der C-terminalen Domane sind
weitere Tyrosine und Serine lokalisiert (Y1250, $12Y1316 und S1272, S1278, S1280-
1283) die ebenfalls phosphoryliert werden und &oée in der Signalweiterleitung spielen.
Der IGF-1R wird sowohl im fétalen als auch im postalen Gewebe expremiert. Die
Expression erfolgt in fast allen Zelltypen, Ausnamsind Hepatozyten und ausgereifte B-
Zellen °** Aktiviert wird der IGF-1R (ber die Bindung der #wone IGF-1 und IGF-2.
Auch der IR ist ein Teil des IGF-Systems. Die Hoogi¢ zwischen IR und IGF-1R liegt
zwischen 45-65 % in der Ligandenbindungsdoméne 885 % in den intrazellularen
Domanerr**®. Dennoch (ben die beiden Rezeptoren in Saugesmisahiedliche biologische
Funktionen aug’. Der IR spielt eine zentrale Rolle im Glukose Metismus, wahrend der
IGF-1R eine Funktion in der Wachstumsregulatiommmt. Eine wichtige Grundlage dieser
unterschiedlichen Funktion ist die unterschiedlizb#ulare Verteilung der Rezeptoren sowie
deren unterschiedliche Affinitdten zu den Ligandeaw. den signalweiterleitenden
Substraten. Der IR wird nur im Leber-, Muskel- drettgewebe in grol3er Menge expremiert.
Der IR bindet Insulin mit sehr hoher Affinitat, ditdormone IGF-1 und 2 hingegen mit einer

sehr viel geringeren Affinitat.

Die Hormonbindung an den IGF-1R fuhrt zu einer Rikiung verschiedenster Signalwege.
Der aktivierte IGF-1R sendet ein mitogenes Signad schutzt Zellen vor Apoptose. Er
fordert Zell-GrolRen-Wachstum, kann Differenzierugigleiten und spielt eine bedeutende
Rolle in der Zelltransformation. Da der IGF-1R ultgr vorhanden ist, spielt er eine Rolle
im Wachstum vieler Zelltypen, auch wenn der prim@fachstumsfaktor ein anderer sein
sollte®®®. Die verschiedenen Funktionen des IGF-1R erschemen Teil widerspriichlich.

Hierbei stellt sich besonders die Frage, wie diehM@awischen den unterschiedlichen

Schicksalen erfolgt.

Der durch seine Liganden aktivierte IGF-1R spi@ieevesentliche Rolle bei der Kontrolle
der Zellproliferation sowohl irvivo als auchin vitro. Die mitogene Funktion des Rezeptors
erstreckt sich Uber fast alle Zelltypen. Wird digFt1R Synthese Uber Anti-Sense Strategie
gehemmt, kommt es zu Inhibition der Zellprolifeoat? . Fir die mitogene Funktion des
IGF-1R sind lediglich eine funktionelle Kinasedoreamd ATP-Bindestelle notwendig. Das
Vorhandensein der Substratbindestellen der Juxtdrserdoméane bzw. des C-Terminus hat
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keinen Einfluss auf die mitogene Aktivitat des Repes, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass dem Rezeptor mehrere Signalwege zueNgdiing des Signals zur Verfligung
steherf>®

In manchen Zelltypen kénnen IGF-1 und IGF-2 Diffeerung einleiten. Versuche haben
gezeigt, dass die Zuganglichkeit der Substrate Adivort des IGF-R auf das Hormon
bestimmt. Ist IRS-1 das vorherrschende Substrat,sisd die Zellen auf Wachstum
programmiert und konnen Transformation auslosererWiegt das Substrat Shc, haben die
Zellen die Tendenz zu differenzier®nAnders als bei der Mitose ist fur die Differenmieg
zusatzlich zur Funktionalitat des Rezeptors sowlalsl Vorhandensein von Y950, als auch das

des C-Terminus essentiéif®

Verschiedene Zelltypen werden durch den aktivierl&F-1R vor einer Menge an
apoptotischen Schaden geschitzt. Eine Abschaltengl@F-1R Funktion Uber Antisense
Strategi€®™ oder durch dominant negative Mutatiodgfl fuhrt zur Apoptose von
Tumorzellen invivo. Zum Schutz vor der Apoptose ist allein ein funkébber Rezeptor

essentiell®. Der IGF-1R nutzt somit alternative Signalwege Zschutz vor Apoptose.

Bei einigen Krebserkrankungen ist der IGF-1R Uberemiert’*®.. Dies ist vereinbar mit den
Hinweisen aus Versuchen mit Tieren oder der ZdilkuHier konnte gezeigt werden, dass ein
Uberexpremierter Rezeptor zur Transformation efedle fihrt und dass eine Deletion des
IGF-1R die Zellen unempfanglich fir Transformatimacht>® Eine weitere Beobachtung
ist, dass eine Senkung der Rezeptoraktivitdt dantlsense Strategie oder dominant negative
Mutationen zu massiver Apoptose in Tumorzeilenivo undvitro fuhrt®*"® Dies resultiert in
einer Inhibition der Tumorgenese und der Metastatghmg in Tiererf>. Um die
Transformation einleiten zu kénnen, ist die Anwémsgnvon IRS-1 notwendig. Au3erdem ist
der komplette, intakte Rezeptor essentiell. Die Boe) die das Signal weiterleitet, kann im
C-Terminus des Rezeptors lokalisiert werden. Hserdas Vorhandensein des Tyrosin 1251,
das Serincluster bei 1280 bis 1283 und die Resischen 1293-1294 notwendily

3.5 Kinasen als Target flr Krebstherapeutika
Dereguliertes Zellwachstum ist das Kriterium allermore, ob gutartig oder bésartig. Es
entsteht durch gestorte Signalvermittlung innerleaiier Zelle oder auch zwischen Zelfén

Eine sehr wichtige Rolle spielen hier die Rezeptodinkinasen bzw. Kinasen im
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allgemeinen. Da deregulierte Kinasen mit vielendsexkrankungen korrelieren, hat sich die
zielgerichtete Inhibition von Proteinkinasen zuradttiven Strategie in der Krebsbehandlung

entwickelt®88

Sie verspricht eine verbesserte Wirksamkeit ohde toxischen
Nebenwirkungen von gebrauchlichen KrebsmedikamefiténEin kleiner Satz an Kinasen
wurden bisher verwendet fir klinischen Nutzbreakpoint cluster regiofiBcr) desAbelson
leukemia virus(Abl), c-Kit, PDGFR, EGFR und ErbB2. Die Fahigkeit, diese Targets mit
niedermolekularen Inhibitoren oder AntikGrpern mhibieren, fihrte zu neuen Mitteln gegen
Krebs. Allerdings sind die Mittel, die gegen diekgets gerichtet sind weit entfernt vom
Ideal. Die Wirksamkeit der Mittel sind unter andarabhangig von dem Vorhandensein einer
aktivierenden Mutation in der Kinasedomane, wigned-alle der Inhibitorerefitinib und
Erlotinib gegen den EGFR der Fall &t AuRerdem konnen Resistenzen durch die
Ausbildung von spezifischen Mutationen gegen diMiaeel ausgebildet werden, wie im Falle
des InhibitorsGleevecbei Bcr/Abl®. Ein Weitere Verminderung der Wirksamkeit ist der
Wechsel zu alternativen proliferativen bzw. Ubegleb Signalwegen, die durch andere
Rezeptoren vermittelt werden. Die Inhibition von & durch Erlotinib fuhrt zu einem
erhohten Level an IGF-1R/EGFR HeterodimetetUber die Hetero-Dimerisierung wird der
IGF-1R aktiviert, der wiederum den PI3K/Akt- soWMEK/ERK Signalweg anschaltet. Die
Tumorzellen entgehen der Apoptose, auRerdem waE@FR-Expression angeschaltet, was
wiederum die Heterodimerisierung fordert. Eine dak&ion zwischen IGF-1R und EGFR
konnte schon mehrfach in Tumorzellen beobachtederer *°.

Es gibt verschiedene Ansatze, Kinasen zu inhibieBa meisten Kinaseinhibitoren sind
niedermolekulare Wirkstoffe, die einfacher zu haaimin sind, als Proteine oder Antikorper.
Diese Inhibitoren sind aber meist ATP-kompettR*® und binden somit in der ATP-
Bindestelle. Da diese unter Kinasen hoch konsdnsty sind diese Inhibitoren oft nicht
spezifisch”. Ein weiteres Problem der ATP-kompetitiven Intobitn ist die hohe ATP-
Konzentration der Zelle, vor allem bei Kinasen kiginen Ky fir ATP im Bereich von
10 uM oder weniger. AulR3erdem ist die Wahrscheikkthder Ausbildung von Wirkstoff-
resistenten Kinasemutanten bei niedermolekulardribiboren, die in der katalytischen
Domanen binden hoher als bei Antikdrpern oder BeptProteinen, die meist mehrere
essentielle Bindestellen zum Target aufwei$&rEine andere Strategie ist die Inhibition tber

die Substratbindung. Hier kdnnen pseudo-Substrateendet werden, die im katalytischen
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Zentrum binden und den Zugang verspeff&R% Wenn die Substratbindung auRerhalb der
katalytischen Region stattfindet, besteht die Mdweit, nicht die Kinaseaktivitat selbst,
sondern lediglich die Substratphosphorylierung dawhit Signalweiterleitung zu hemmen. So
konnen Wirkstoffe gefunden werden, die lediglichesi Signalweg einer Kinase inhibieren,
wahrend die anderen erhalten bleib¥n Eine Kombination der ATP- und
Substratkompetitiven Inhibition fihrt zu Bisubsthahbitoren, bei denen ein ATP-Analoga

1% g0 kann der Inhibitor

mit einem Substratanaloga Uber einen Linker verknigt
gleichzeitig mit der Nucleotid- und der SubstratdBingsstelle konkurrieren. Dadurch soll
der Inhibitor eine hohe Affinitéat sowie Spezifitiitr die jeweilige Zielkinase erlangen. Die
Verwendung von monoclonalen Antikorpern fihrt zdnrsepezifischen Inhibitoren. Diese
Strategie wird vor allem beim EGFR bzw. ErbB2 angesit'®° Der MEK Inhibitor CI-
1040 zeigt eine weitere, viel versprechende Strat&jeser Inhibitor bindet in einer Region
aul3erhalb des katalytischen Zentrums in der esgseS8equenzéhnlichkeiten zu anderen
Kinasen gibt. Er scheint durch seine Bindung dirask in ihrer inaktiven Konformation zu

fixieren %,

Die Suche nach alternativen Rezeptortyrosinkinasdin, eine wichtige Rolle in der
Regulation der Zellproliferation bzw. der Verhindeg von programmiertem Zelltod von
Tumorzellen spielen, fihrte zum IGF-1R als Targéine interessante Eigenschaft des
Rezeptors ist dabei, dass er nur einen maligektEité Zellen in Monolayer Kultur hat. Es
scheint, als ob der Rezeptor kein absolutes Mussidimales Wachstum ist, aber fur das

Fixierungs-unabhangige Wachstum von Zellen esdkistié>’" 3

Ein grofRes Problem bei der Entwicklung von spediien Inhibitoren flr diesen Rezeptor ist
seine hohe Homologie zum IR, die innerhalb der B&ummane bei 85 % liegt Eine
Hemmung des IR kann zur Ausbildung des diabetis¢h@mnotyps fuhren. Hier gibt es drei
Moglichkeiten, das Problem zu umgehen. Zum einemkhe Bindung von IGF-1 und IGF-2
an den Rezeptor verhindert werden. Denkbar warenilkér der IGF-Bindeproteine, die die
freie Menge an Ligand herabsetZé&h Hier ist der IR nicht betroffen, da die Affinitau
Insulin viel hdher ist, als die zu IGF-1 und IGF&n Nachteil ist allerdings, dass gleich
beide Hormone ausgeschaltet werden mussen. Detezimesatz ware die Entwicklung von
Inhibitoren, die aullerhalb der Kinasedomane binden, Bereichen mit geringerer

Sequenzhomologie.
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Eine Uberlagerung der Strukturen der inaktiven Kewomanen des IGF-1R und IR zeigt
jedoch, dass es auch zwischen der sehr homologams&domane strukturelle Unterschiede
gibt. Insbesondere in den Bereichen dérHelix, der Glycin-reichen Schleife und dange
region (hier kinase insert regiorgenannt) liegen unterschiedliche Strukturen zvascten
Kinasen des IR und IGF-1R v8r Diese ersichtlichen strukturellen Unterschiede de
inaktiven Kinasekonformation kénnen zur Generierwspgezifischer IGF-1R Inhibitoren

ausgenutzt werdéh.

3.6 Phage Display

Das Phage Displayist eine Methode, Protein-Protein-, Protein-Pemtaer Protein-DNA
Wechselwirkungen zu untersuchen. AulRerdem findetMiethode Anwendung bei der Suche
nach spezifischen Antikorpern fiir therapeutischagmbstische oder molekularbiologische
Anwendungen. Der Ansatz basiert auf zwei entscineigle Konzepten: Zum einen wird der
Phage genutzt, um Proteinerkennung mit DNA Repbkarzu verlinken. Das Protein oder
Peptid wird auf der Oberflache des Phagen prasentnel die DNA, die fur dieses Peptid
kodiert, ist im Phagen enthalten. Das zweite Kohmgglie Verwendung grol3er Bibliotheken
von DNA Sequenzen, die in die Phagen kloniert wer@» kann aus einer grof3en Anzahl an
Phagen mit unterschiedlichen reprasentierten Seguedie heraus selektioniert werden, die
spezifisch an ein Target binden. AnschlieRend korthese durch die Infektion von Bakterien
amplifiziert werden. Fiur daBhage Displaywird hauptsachlich der filamentdose Phage M13
verwendet®™. Die Hiille dieses Phagens besteht aus vier Hiéjmen (gp3, gp7, gp8 und
gp9). Die Hullproteine werden mit N-terminalen Sagequenzen synthetisiert, welche sie zur
Membran leiten. Bei Sekretion wird diese Sequemtemiytisch abgespalten. Fir dakage
Displaywird die DNA der zu untersuchenden Sequenz zwische Signal Sequenz und dem
N-Terminus des Hullproteins kloniert. Hierzu wirdufig das Hullprotein gp3 verwendet. Zur
Selektion wird die al€iopanningbezeichnete Methode verwendet, die in Abbilduréy13.
schematisch dargestellt ist. Das Target (Protezpii® oder auch DNA) wird auf einer festen
Oberflache immobilisiert und mit der Phagenbiblekhnkubiert (A-B). Die ungebundenen
und unspezifisch bindenden Phagen werden in mehr&vaschschritten entfernt (C).
Anschlieend konnen die bindenden Phagen eluied darch Infektion vonE.coli
amplifiziert werden (D-E). Diese Phagen werden etnm Biopanningeingesetzt, um die

Spezifitat zu erhdhen. Nach 3-5 Runden kann die RI¢Abindenden Phagen isoliert und
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sequenziert werden (F).

s i vl bt | .g.....m..-.-.n

h ra

Abbildung 3.6.1: Schematische Darstellung des Biopings

A: Das Target wird auf einer festen Oberflache imitigdert. B: Inkubation des Targets mit der
PhagenbibliothekC: Waschschritt zur Entfernung der unspezifisch eikn Phagem:Elution der an
das Target bindenden Phagé&n.Amplifikation der bindenden Phage. Isolierung und Sequenzierung
der Phagen DNA zur ldentifikation der DNA-Sequergr cain das Target bindenden Peptid- bzw.
Proteinsequenzen.

Die haufigste Anwendung ist d®hage Displaywon Antikorper-Bibliotheken**8 Hier wird
der Gensatz eines Antikorpers an das HullproteBhdgs M13 Phagen fusioniert, so dass eine
groRe Anzahl an Phagen mit unterschiedlichen Anpkdragmenten auf der Oberflache
erhalten werden. InBiopanningwerden dann die Phagen selektioniert, die spehifaa ein
Antigen binden. Aus den isolierten Phagen kann dienDNA der Antikorper isoliert und
sequenziert werdenlm Gegensatz zu auf Versuchstieren basierenden ddeth zur
Herstellung von Antikérpern stehen nach einBropanningdie Gene fur jeden erzeugten
Antikérper ohne Mehraufwand zur Verfigung. CRisage Displayermdglicht aulRerdem die
Generierung von Antikorpern, die in einem Tier naésngebildet werden kdnnten. Hierzu
zéhlen z.B. Antikorper gegen eine transiente Kanfdron eines Antigens nach Kofaktor-
Bindung''® oder auch gegen hoch toxische Substanzen, todhakieogene oder evolutionar
stark konservierte Antigene. Antikérper-Bibliothekmit weit (iber 1Bindividuellen Klonen
sind inzwischen hergestellt und fir die Selektian spezifischen Antikdrperfragmenten

gegen unterschiedlichste Antigene verwendet wottlen
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Eine weitere Anwendung findet d&hage Displaybei der Suche nach Interaktionspartnern
fir ein bestimmtes Target-Protein. Hier konnen DRiBlotheken, bestehend aus allen
kodierenden Sequenzen einer Zelle, eines Gewelsrsgad Organismus eingesetzt werden.
So kdnnen neue Funktionen oder Mechanismen desiisarschlossen werden. Aul3erdem
wird das Phage Displayzum Protein-Engeneering verwendet. Durch das 8utrgevon

Peptid-Bibliotheken (Peptide von 8-12 Aminosaureeyden Liganden fur ein Targetprotein
gesucht. So konnen Enzyminhibitoren, Rezeptor-Agfeni und Antagonisten generiert

werden. Als solches ist d®hage Displayein wichtiges Hilfsmittel inDrug Discovery?+*23

3.7 Fragestellung

Der IGF-Rezeptor (IGF-R) ist verantwortlich fur Emtklung, normales Wachstum und
Differenzierung der Zelle, aber auch die Unterduimk der Apoptose. Maligne
Transformation einer Zelle ist deshalb vielfachoagsert mit erhéhter Expression und/oder
konstitutiver Aktivierung des IGF-Rezeptors. Einensung der Rezeptoraktivitat durch
Antisense Strategie oder dominant negative Mutatiofiihrt zu massiver Apoptose in
Tumorzellenin vivo undyvitro #%""*"7 Aus diesem Grunde besteht ein besonderes Interesse
an der Entwicklung eines Inhibitors gegen den IGfzéptor. Die gangigen Kinaseinhibitoren
sind niedermolekulare, ATP- bzw. Substrat-kompsgitKinaseinhibitoren, die innerhalb der
Kinasedoméne binden. Ein groRes Problem hierbailiestgrolie Homologie innerhalb der
Kinasedomane zwischen IGF-1R und InsulinrezeptoR),(l was zu drastischen
Nebenwirkungen wie die Ausbildung eines diabetiacRbanotyps bei einer unspezifischen
Inhibition fihren kann. Ziel meiner Arbeit war datde Entwicklung strukturbasierter, nicht
ATP- bzw. Substrat-kompetitiver, peptidischer Kigiaibitoren. Die Aktivierung von
Rezeptorkinasen basiert nach Ubereinstimmender uigirauf der Dimerisierungy“412!
Daher basierte mein Ansatz zur Inhibition des IGF-hAuf der Unterbindung der
Dimerisierung Uber Kompetition mit sequenzspeZzifest Peptiden. Realisiert werden sollte
dieses Konzept an zwei Bereichen des IGF-1R, detadhembranbereich und deD-Helix/
hinge region.Im Juxtamembranbereich weist der IGF-1R Sequeprsatiiede zum IR auf,
der ein Insert von funf Aminosauren besitzt. DiegBzunterschiede in diesem Bereich
sollten zu sehr spezifisch bindenden Peptiden férI@F-1R Kinase fuhren. Neben der
Dimerisierungsdoméane ist im Juxtamembranbereich autoregulatorischer Bereich
lokalisiert. Peptide, die in diesem Bereich bindé&nnten somit die Kinase in ihrer
autoinhibierten Konformation fixieren bzw. mit dBimerisierung der Kinase interferieren.
Mittels Phage Displaywerden aus einer nahezu unbeschrankten Anzahkeesthiedenen
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Peptiden mit beliebiger Sequenz diejenigen seleldit die spezifisch an die Fragmente der
entsprechenden Bereiche binden. GegenaBidHelix/hinge regiongab es bereits eine aus

\Vorarbeiten stammende inhibitorische Peptidsequén&SYLRSLRPEAENN®) %, die
Uber Phage Displayoptimiert werden sollte. Die Spezifitat des Bingsartes sollte unter
anderem mittels Kreuzmutation verifiziert werdenie D-Helix/hinge region bestimmt
malfdgeblich die Konformationsanderung zwischen imektund aktiver Kinasekonformation
und ist an der Dimerisierung der Kinase sowie ddysBaterkennung beteiligt*2 Innerhalb
der Region deaD-Helix/hinge regionunterscheiden sich der IGF-1R und IR in der Seguen
nur um eine Aminosaure. Ein Vergleich der unphosylesten, inaktiven Kinasedoméanen
des IGF-1R und IR zeigt jedoch fiir diesen Bereictietschiede in der Struktifi so dass
hier die Spezifitat Uber die Bindung des Peptidsl@neinzigartige autoinhibierte Form der
Kinase erreicht werden kann. Die aus dehage Displayerhaltenen Peptidsequenzen sollten
im Anschluss in Auto- und Substratphosphorylieruagktionen auf ihren Einfluss auf die
Aktivitat der monomeren bzw. dimeren Kinase untehsuverden. Hierbei sollte vor allem
der Mechanismus, die ATP-Abhéangigkeit und die Sgérider Inhibition charakterisiert
werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberblick Uber alle verwendeten Kinasekonstrukte

Im Laufe dieser Arbeit wurden verschiedene Kinasskakte verwendet. Fir die kinetischen
Untersuchungen zur Charakterisierung der inhilgtdren Peptide wurde hauptsachlich die C-
terminal deletierte, I6sliche, zytoplasmatische Bom des IGF-1R verwendet. Im C-
Terminus des Rezeptors sind sowohl regulatorischeegidRen als auch
Dimerisierungsdoméanen lokalisiert. Um Interaktiondar Peptide mit diesem Bereich
ausschlieRen zu kénnen, wurde er deletiert. Dieag@numfasst die Aminosauresequenz des
zytosolischen Bereichs von R930 bis K1256. Die @ieal deletierte Kinase des IGF-1R
wurde im Zuge dieser Arbeit als Monomer sowie a&Tetagtes Dimer kloniert (7.1.1) und
gereinigt (7.3.4). Eine schematische Darstellureseli Kinasekonstrukte im Vergleich zum
Rezeptor ist in Abbildung 4.1.1 dargestellt. GSEiBasproteine sind nicht-kovalente stabile
Dimere, die sich wéhrend der Proteinsynthese forrbem Uber GST-dimerisierten Kinasen
sind ein Modell fir den aktivierten Rezeptor, olt@ss eper seeiner Phosphorylierung in
der Aktivierungsschleife bedarf. Sie weisen die ikt offene Struktur der
Aktivierungsschleife auf. Ein zusatzlicher Vorteil des GST-Tags ist, dase d
Fusionsproteine  besser expremiert werden und sickhr s einfach  Uber
Affinitatschromatographie reinigen lassen. Fur d{eeuzmutationsexperimente wurden
aulBerdem zwei Mutanten der GST-getagten, C-termirg®letierten, I0slichen
zytoplasmatischen Doméne des IGF-1R verwendet. &aen wurde eine Einzelmutante mit
dem Austausch des Glutamats (E) 1069hiege regionzu Lysin (K) generiert . Zum anderen
wurde eine Doppelmutante mit dem zusatzlichen Aissfa an der Stelle E1067 zu K
generiert. Die Generierung der DNA der Mutanterdviin Methodenteil beschrieben (7.1.2).
Alle Kinasekonstrukte wurden i8f3Zellen expremiert (7.3.1). Die GST-getagten Kimase
wurden Uber eine Kombination aus Glutathion-Semewffinitatschromatographie (7.3.4.1)
und Anionen-Austauscher-Chromatographie (7.3.418)nahezu 100 % rein erhalten. Ein
typischer Reinigungsverlauf ist am Beispiel der GSFAC im Anhang dargestellt (Abb.
9.1.1, S. 166). Die gereinigten Kinasen GSTAGE- GST-IGRAC-E1069K und GST-IGEC-
E1067/1069K konnten mit einem gegen die Kinasedengarichtetem AntikorperatExon

20) nachgewiesen werden. Aus 5-6 X Z@llen konnten 4-5 mg Kinase isoliert werden. Die
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monomere IGBC wurde aus einer Kombination aus Anionen-Austagis€hromatographie
und Gelfiltrationschromatographie (7.3.4.4) gemtinAus 10-12 x 19Zellen wurden so c.a.
3,5 mg der zu nahezu 100 % reinen, monomeren Kimakalten und mita-Exon 20

nachgewiesen. Der Reinigungsverlauf der monome&&AC ist im Anhang abgebildet (Abb.
9.2.1, S. 167).

A) IGFIR B) GSTIGFAC C) IGFAC

o-UE
N N
G X
Membran _m = m -
JM [ Y950 Y950 Y950 Y950
B-UE E1067M1069 E1067/1069
Y1131/3536 Y1131/3536 Y1131/35036 Y131/3536

5128083 —

Y1250/51 —
cT [ 127278 —
Y1316 —

Abbildung 4.1.1: Schematische Darstellung des IGR-1nd der verwendeten Kinasekonstrukte.

A: Schematische Darstellung des dimeref){ IGF-1R. Die extrazellulareafUE) und intrazellulare
Untereinheit B-UE) sind angegeben. Die Juxtamembrandoméne (Jayykische Doméne (KD) und C-
terminale Doméane (CT) sind farblich hervorgehobBmosin- und Serinautophosphorylierungsstellen sind
angezeigt.B: Schematische Darstellung der Uber GST dimereiei€-terminal verkirzten, léslichen
Kinasedomane des IGF-1R (GST-IGE). Die Juxtamembrandomane und katalytische Dormsind
farblich hervorgehoben. Neben den Autophosphomytigsstellen sind auch die Glutamatreste liiege
region angezeigt (rot).C: Schematische Darstellung der monomeren, C-tetmigekiirzten, léslichen
Kinasedomane des IGF-1R (IBE). Die Juxtamembrandoméane und katalytische Donsime farblich
hervorgehoben. Neben den Autophosphorylierungestedind auch die Glutamatreste denge region
angezeigt (rot).

Fur die PTB-Phosphorylierung wurde eine Mutantel@-1R-Kinase verwendet, bei der die
Tyrosinautophosphorylierungsstelle Y950 der Juxtabrandomane zu Phenylalanin (F)
mutiert wurde. Die GST-TS-IGEC-Y950F verfluigt Uber den zytosolischen Bereich |G-

1R-Kinase von R930 bis K1256 und Uber eine Erkegssequenz fir die TEV-Protease im
Linker zwischen GST und der Kinasesequenz. Auchdizsiem Konstrukt ist der C-Terminus

deletiert. Y950 der Juxtamembrandomaéane ist eine-Bifilestelle. Die Substitution dieses
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Restes zu F fuihrt dazu, dass die PTB nicht melieaKinase binden kann und dadurch nicht
mehr durch phosphoryliert wird®. Diese Kinase wurde expremiert, mittels Glutathion
Sepharose-Affinitdtschromatographie gereinigt umschlieRend monomerisiert (7.3.7.2). Die
Dokumentation der Reinigung ist im Anhang gezelk. 9.5, S. 169). Des Weiteren wurde
noch eine katalytisch inaktive Kinasemutante desdRvendet. Diese Mutante beinhaltet den
zytosolischen Bereich des IR von R942 bis S1348itdiecinen N-terminalen GST-Tag und
einen C-terminalen His-Tag. Zusétzlich ist die katsche Base Aspartat (D) 1120 zu Alanin
(A) mutiert, so dass die fur die Katalyse esseetigbordination des Kofaktors Mgnicht
gegeben ist, was zu einem Verlust der Transferéiggak fuhrt (GST-IRKD-D1120A-His).
Die katalytisch inaktive Kinase stellt ein sehregiBubstrat fur die aktive Kinase des IR bzw.
IGF-R dar. Diese Kinase wurde expremiert, Uber &@hibn-Sepharose-
Affinitatschromatographie gereinigt und Uber prgtigichen Verdau mit Thrombin
monomerisiert (7.3.7.1). Die Dokumentation ist imha&ang gezeigt (Kap. 9.5, S. 169). Fur die
Untersuchungen zur Spezifitdt der Peptide wurdem mdonomeren Kinasen des EGFR
(intrazellulare Doméne von R647 bis A1186), desBFK (intrazellulare Doméane von G434
bis G790) sowie die monomere, C-terminal deleti&itease des IR (intrazellulare Domane
von K942 bis K1271) verwendet. Die Kinasen des EGIRR TrkB-R lagen als monomere,
C-terminal His-getagte Proteine (EGF-His und TrkB)HWor und wurden von mir expremiert
und Uuber Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie regrigt. Die Dokumentation einer
solchen Reinigung ist im Anhang exemplarisch ansjdel der EGF-His gezeigt (Abb. 9.3.1,
S. 168). Die monomere, C-terminal deletierte Kindes IR (IRAC) besitzt keinen Tag. Sie
lag bereits Uber Anionen-Austauscher gereinigt &af3erdem wurde die Kinasedomane der
zytosolischen Ser/Thr-Kinase Akt untersucht. Hieurate die GST-getagte, um die PH-
domane deletierte und mittels Okkadeinsdure aktesidkt-Kinase (GST-Akt: intrazelluléare
Domane von P119 bis E481) verwendet, welche bergier Glutathion-Sepharose-

Affinitatschromatographie gereinigt vorlag.

4.2 Uberblick Gber alle in der Arbeit verwendeten Zi  elproteine und
Substrate

Im Laufe der Arbeit sollten mittel®hage DisplayPeptide gefunden werden, die an den
Juxtamembranbereich des IR und des IGF-1R bindé&n.Zklproteine wurden die GST-
getagten Juxtamembrandoménen beider Rezeptorerewee(GST-IGF-NT bzw. GST-IR-
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NT). Beide Proteine lagen bereits in der Arbeitpgeivol. Beide Proteine wurden i.coli
BL21 Zellen expremiert (7.3.2). Die Reinigung egfiel wie unter 7.3.4.1 beschrieben tber
die Glutathion-Sepharose-Affinitatschromatograpti#gne Dokumentation der Glutathion-
Sepharose-Reinigung dieser Proteine ist im Anhaigp.(9.7.1, S. 170) am Beispiel des
GST-IGF-NT dargestellt. Die Proteine konnten ineeirReinheit von tUber 95 % isoliert

werden. Aus einem Liter Kulturvolumen lieRen sitiva4 mg Protein aufreinigen.

Fur die Substratphosphorylierungen durch die Kinades IGF-1R, des IR und des TrkB-R
wurde Tyrtide tyrosine phosphorylatable peptidals Substrat verwendet. Tyrtide ist ein 85
Aminosauren grofRes Fragment des physiologischenst@ids IRS-1, das Uber die
Aminosauresequenz M515 bis D631 verfugt. Es entigl Phosphorylierungsstelle fir die
IGF-Kinase, die in einem YMXM-Motiv vorliegtEine Phosphorylierung von Tyrtide an
diesem Rest fiihrt zu einem elektrophoretischen Matsishift, so dass das phosphorylierte
Protein vom unphosphorylierten Protein eindeutitersthieden werden kann. In Abbildung

4.2.1 ist eine schematische Darstellung diesest@ibgezeigt.

Abbildung 4.2.1: Schematische Darstellung des

T.?YMPM... , Substrats Tyrtide.
Msss ' K D631 Tyrtide ist ein Fragment des physiologischen
| N / ' His Substrats IRS-1 des IGF-1R. Es umfasst die
Y L ! 6 Aminosauresequenz M555 bis D631, eing
( Tyrtide y\-) Teilsequenz der mittleren Doméne des IRS-1. Die
Sequenz verflgt Uber ein Tyrosin in einem MXM-

Motiv, das von Tyrosinkinasen phosphoryliert
wird. C-terminal besitzt das Konstrukt einen His-
Tag.

Die DNA von Tyrtide lag im Pet21a(+)-Vektor vor,rdgnen C-terminalen His-Tag vermittelt.
Die Expression erfolgte im Bakterienstamm BI21DE3(2). Die Reinigung erfolgte Uber die
Nickel-Chelat-Affinitditschromatographie (7.3.4.2)Eine Dokumentation der Tyrtide-
Reinigung ist im Anhang (Abb. 9.7.2, S. 170) gezeMyis einem Liter Kulturvolumen lieRen

sich etwa 10 mg Protein zu nahezu 100 % rein isolie

Als ein physiologisches, bindendes Substrat wuitdalie Kinase des IGF-1R ein Konstrukt
der PTB-Doméne des IRS-1 verwendet. Dieses Kortstioifasst die PTB-Doméane von
P158 bis R370 mit einem N-terminalen GST-Tag (GS$B4). Die PTB Domane ist eine
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phosphotyrosin-bindende Doméne des natirlichent@&ib®dRS-1. Sie ist notwendig flr die
Interaktion zwischen IRS-1 und dem IGF-¥R Das Substrat GST-PEB wurde mir

affinitats-gereinigt und in einer Reinheit von et9&% zur Verfligung gestellit.

Tyrtide stellt kein gutes Substrat fur die Kinags &€GFR dar. Aufgrund dessen wurde fur die
Phosphorylierung dieser Kinase das Protein GST-Gabdendet. Bei GST-Gabl handelt es
sich um ein 59,8 kDa gro3es Fragment des humanbkh. @abl gehdrt zur Familie der IRS-
1. GST-Gab (Aminosauresequenz G223-K525) beinhdiese Domane und somit eine
Tyrosinphosphorylierungsstelle (Y447), welche dudid Kinase des EGFR phosphoryliert
wird. Das Substrat GST-Gabl wurde mir affinitatseggigt und in einer Reinheit von etwa

80 % zur Verfigung gestellt.

4.3 Generierung der Peptide

Die PeptidenD-Peptid,aD-Mutante IGF-NT K1 sowie IGF-NT K3 wurden kommeattivon

der Firma Coring System Diagnostix GmbH bezoger, die Peptide Uber chemische
Synthese erzeugt haben. Zur Kontrolle wurde einti®emit randomerisierter Sequenz
verwendet, das in unsere Arbeitsgruppe schon atgr&ltpeptid in Phosphorylierungsassays
verwendet wurde. Als Reinheitsgrad wurde ,crudetv@elt, was einer Reinheit von Uber
50 % entspricht. Zusatzlich wurden die Peptide (theiReversed-phase High Performance
Liquid ChromatographyRP-HPLC) gereinigt (Kap. 7.3.4.5). Im Anhang (AlS©9.2, S. 171)
ist beispielhaft das Chromatogramm der Reinigurg Rleptids IGF-NT K3 dargestellt. Die
Peptidkonzentration wurde mittels Absorptionsspetopie ermittelt (Kap. 7.3.16.7). Uber
die chemische Synthese wurden auf Grund der holesteK nur geringe Mengen der Peptide
bezogen. Um die aus deRhage Displayerhaltenen Peptide im grol3en Malistab generieren
zu konnen, sollten sie ik.coli Uberexpremiert werden. Da kleine Peptide in Badwer
abgebaut werden, wurde das Peptid an ein grolfguesxpremierbares Protein angehangt.
Dazu wurde zunachst ein Expressionsvektor genddeKap. 7.1.3). Dieser vermittelt einen
N-terminalen His-Tag, was eine Affinitats-Chromatmghie des Fusionspeptids ermoglicht.
Zwischen dem Carrier“-Protein und dem Peptid ist eine Erkennungssequiéndie TEV-
lokalisiert, so dass das Peptid nach der Reinigaemjach von dem GCarrier‘-Protein
abgeschnitten werden kann. Da sich Tyrtide alssehr gut expremierbares Protein erwiesen

hat, wurde dieses al€arrier” verwendet. Tyrtide und die TEV-Protease besitzeeriinal
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einen His-Tag, so dass sie Uber eine Nickel-Ch#ffatitatschromatographie nach dem
proteolytischen Verdau von dem Peptid abgetrenmteve konnen. Der Expressionsvektor
vermittelt C-terminal die Sequenz HCQRE, die eiakteves Cystein enthalt. Der pK-Wert
dieses Cysteins liegt bei etwa 5, so dass das i@ysiie einer Maleinimidgruppe verknupft
werden kann. So kénnen die Peptide mit einem Fhzerezfarbstoff markiert (gelabelt)
werden.. Eine schematische Darstellung dieses Kukist ist in Abbildung 4.3.1 gezeigt.
Die Peptide konnten Uber einen Oligonucleotid-Linke den Vektor eingebracht werden
(7.1.4). Die erhaltene Plasmide wurde mittels DN&g&enzierung Uberpruft.

His !
6~ ' TEV-Site
Tyride o
..ENLYFQG...

Abbildung 4.3.1: Schematische Darstellung der Fusgpeptide.

Die Konstrukte besitzen einen N-terminalen His-Tag den die Tyrtide-Sequenz (M555-D631) folgt.
Zwischen Tyrtide und der Peptidsequenz liegt derxkér mit der TEV-Protease Erkennungssequenz. C-
terminal zu der Peptidsequenz liegt die Sequenz REE@it dem reaktive Cystein (in rot hervorgehoben).

4.3.1 Expression, Reinigung und Markierung der Fusio  nspeptide

Die Expression der Fusionspeptide erfolgt&iooli BL21-DE3-Zellen (7.3.2). Die in unserer
Arbeitsgruppe etablierte Methode flr den Zellaulissh lieferte keine guten Ausbeuten, ein
Grol3teil des Fusionspeptids verblieb im Pelletdass die Methode optimiert werden musste
(7.3.3.2). Dem Lysispuffer wurden 1% Triton-X-100gesetzt. AuRerdem wurde insgesamt
dreimal lysiert. Die Lysate wurden vereinigt und eflb Nickel-Chelat-
Affinitatschromatographie (7.3.4.2) gereinigt. Umankierte Fusionspeptide zu erhalten,
wurde das auf der Nickel-Chelat-Matrix immobiligeeProtein mit Tetramethylrhodamin-5-
maleimid gelabelt. Der Farbstoff wird via Michaetdition an das C-terminale, reaktive
Cystein angelagert. AnschlieRend wurde das Proiber eine Standard Nickel-Chelat-
Affinitats-Chromatographie gereinigt. Die hoch kentrierten Eluate wurden vereinigt und
gegen 10 mM Tris, 2 mM MgglpH 8 dialysiert. Die Addition von Mggfuhrte zu einer
Stabilisierung der ansonsten sehr labilen PeptidEine SDS-PAGE zur
Reinigungsdokumentation ist Abbildung 4.3.2 am Belsvon His-Tyrtide-TS-IGF-NTK1-
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Cys exemplarisch gezeigt. Der Farbstoff wird be® B angeregt und emittiert bei 575 nm,
so dass markierte Proteine im SDS-Gel unter derLbivipe betrachtet und ausgewertet
werden kénnen (Abb. 4.3.2B). Eine Einfarbung destéinbanden in Peptidfarbeldsung ist
ebenfalls mdglich (Abb. 4.3.2A).

A) B)

116
66

45
35

25

18,4
\— — —

14,4

Abbildung 4.3.2: Dokumentation der Reinigung und Mderung im praparativen Maf3stab von His-
Tyrtide-TS-IGF-NT-K1-Cys

15 % SDS-PAGE zur Dokumentation der praparativemkdeung des His-Tyrtide-TS-IGF-NT-K1-Cys
und der Reinigung tUber Nickel-Chelat-Affinitdtschratographie.

A: Gel gefarbt in Peptidfarbelésurig. Gel unter UV. Es werden nur die markierten Praesichtbar.
Aufgetragen wurderi: Protein Molecular Weight Markef; 1. Rohlysat2: 2. Rohlysat3: 3. Rohlysat;
4. Durchlauf der Nickel-Chelat-Matrixs: Waschschritg: Probe der vereinigten Eluate der Nickel-
Chelat-Matrix. Das Fusionspeptid lauft in der 155%S-PAGE bei ca. 16 kDa.

Aufgetragen wurden die drei Lysate, Proben des avés, dem Waschschritt und der
vereinigten, markierten Eluate. Das Fusionspepéitidine errechnete Molekularmasse von
12,9 kDa, retardiert in der 15 % SDS PAGE aber egpdei etwa 16 kDa . Es ist deutlich zu
erkennen, dass durch das mehrmalige Lysieren eiol3t€Git an dem gewtlnschten

Fusionspeptid in Losung gebracht werden konntediitien Lysat (Spur 3) ist allerdings

deutlich weniger des gewtnschten Fusionspeptidhanalen, so dass auf ein weiteres
Lysieren verzichtet wurde. Die Probe der vereimdgituate (Spur 6) enthéalt zu mehr als 90 %
das gewilnschte Fusionspeptid, es sind nur wenignyeinigungen zu erkennen. Da die
Fusionsproteine im Anschluss gespalten und dardgémnd erneut gereinigt wurden, konnte
an dieser Stelle auf eine weitere Aufreinigung et werden. Die Dokumentation des
Reinigungsgels unter UV zeigt, dass die praperdeekierung erfolgreich war. Insgesamt

wurden aus einem Liter Kulturvolumen etwa 8-10 meptéin isoliert. Einzig das
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Fusionspeptid His-TyrtiderD-Peptid K2-Cys wurde in geringeren Mengen isali@ieses
Peptid erwies sich als instabil und konnte nur ionkentrationen von maximal 1 pug/ul

gelagert werden. Insgesamt wurden hier aus einéen éiwa 5 mg Protein isoliert.

4.3.2 Proteolytischer Verdau zur Generierung der Pep  tide

Die Fusionspeptide weisen eine ErkennungssequenlzefT EV-Protease zwischen dem His-
getagten Tyrtide und der Peptidsequenz auf. Die-PBtease selbst besitzt ebenfalls einen
His-Tag. So kdnnen Uber eine Nickel-Chelat-Affiatthromatographie die TEV-Protease,
das ungeschnittene Fusionspeptid sowie abgespalt@ggide vom gewinschten Peptid

abgetrennt.

Als optimale Bedingungen fir den proteolytischenrdée der Fusionspeptide wurde ein
Protease- Kinase-Verhaltnis von 1:75, sowie einaltSpgsdauer von 3 h bei 4 °C ermittelt.
Die markierten Fusionspeptide verhielten sich @hnkvie die unmarkierten. Der Verdau
wurde durch die Zugabe von dem Protease-Inhibitmk@il Complete gestoppt. Zur
Abtrennung der TEV-Protease, dem ungeschnittenesioRspeptid sowie abgespaltenem
Tyrtide wurde der Spaltungsansatz uber eine NiCkedtat-Matrix gegeben. Im Durchlauf
befindet sich das abgespaltene Peptid. Da die d@epthe Molekulare Masse von nur etwa
2,5 kDa aufwiesen, musste zur Dokumentation einkrhen Reinigung die Tricine-Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel ElectrophoresemSchagger und Jagot (Shagger
Gel; 7.3.10.4) verwendet werden. Das Schagger abgicht eine bessere Auftrennung im
niedermolekularen Bereich. In Abbildung 4.3.3 ig¢ @okumentation zur Gewinnung des
gelabelten Peptids IGF-NT-K1-Cys exemplarisch dstejlt, in A das Gel in
Peptidfarbelésung gefarbt, in B das Gel unter UMrikverden nur gelabelte Peptide sichtbar.
Das schliel3t das ungespaltene Fusionspeptid ungedasltene Peptid, nicht aber Tyrtide mit
ein. Aufgetragen wurden das unverdaute Fusiongspéppur 1), der Spaltungsansatz nach 3 h
(Spur 2), der Durchlauf der Nickel-Chelat-Matrixp(8 3) sowie ein Waschschritt der Nickel-
Chelat-Matrix mit 25 mM Imidazol (Spur 3).Die Proloes Spaltungsansatz nach drei
Stunden zeigt, dass der Verdau nahezu komplettlwalen Proben des Durchlaufs und des
Waschschritts ist nur das gespaltene Peptid vodrandas ungespaltene Fusionspeptid hat
eine errechnete Molekularmasse von 12,9 kDa, Tgetiche von 9,4 kDa und das gespaltene
IGF-NT-K1-Cys eine von 2,kDa.
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Abbildung 4.3.3: Generierung des Peptids IGF-NT-Kys mittels Proteolyse

Schéagger-Gel zur Dokumentation des proteolytisctiendau von markiertem His-Tyrtide-IGF-NTK1-
Cys durch die TEV-Protease und Aufreinigung des eapgltenen Peptids Uber Nickel-Chelat-
AffinitdtschromatograpieA: Gel gefarbt in PeptidfarbelosunB: Gel unter UV: Hier werden nur die
markierten Proteine sichtbar.

Aufgetragen wurdenl: ungespaltenes His-Tyrtide-IGF-NTK1-Cy&;Verdau nach 3 B: Durchlauf der
Nickel-Chelat-Matrix;4: Waschschritt der Nickel-Chelat-Matrix mit 25 mivhidazol.Das ungespaltene
Fusionspeptid hat eine errechnete Molekularmasse M9 kDa, Tyrtide eine von 9,4 kDa und das
gespaltene IGF-NT-K1-Cys eine von XBa.

Die Peptidkonzentration wurde mittels Absorptioreddposkopie ermittelt. Da es innerhalb
der Sequenz des Peptids IGF-NT K3 drei Histidimregibt, wurde selbst durch den
Waschschritt mit 25 mM Imidazol nicht alles Peptioh der Saule eluiert. Um das Peptid
nicht mit Tyrtide oder TEV-Protease zu verunreinigkonnte die Imidazolkonzentration im
Waschschritt nicht weiter erhoht werden. Daher wardtlier der Verlust an Peptid in Kauf

genommen um dieses in hoher Reinheit zu erhalten.

Als ein groRes Problem hat sich die Anfarbung deptile herausgestellt. Die Peptid®-
Peptid-K2-Cys und aD-Peptid-K3-Cys lieRen sich auf Grund ihrer
Aminosaurezusammensetzung nicht durch die kolleidRdptidfarbelésung detektieren. Um
die Reinheit der unmarkierten Peptide dokumentiexekénnen, war es notwendig, sie im
Schagger-Gel sichtbar zu machen. Dazu wurden nmeeli@bemethoden getestet (7.3.13).
Weder die Silberfarbung noch die Eosinfarbung #®irizu einem Erfolg. Nur mittels
Fluoreszenzfarbung mit Fluorescamin konnten dieelaigelten, gespaltenen Peptide in den

Gelen nachgewiesen werden. Die Fluoreszenzmarlgesturch Fluorescamin erfolgt vor der
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Elektrophorese. Der Farbstoff wird an freie Amingguen,a-Aminogruppe des NT une-
Aminogruppe von Lysin, addiert. Die Empfindlichkéitingt von der Anzahl vorhandener
Aminogruppen ab. Ein Schéagger Gel zur DokumentatemGenerierung voaD-Peptid-K3-
Cys ist im Anhang abgebildet (Abb. 9.9.1, S. 17Aych fir diese Peptide konnte eine

Reinheit von nahezu 100 % nachgewiesen werden.

4.4 Charakterisierung der GST-Kinasen

4.4.1 Aktivitatstest auf der nativen PAGE

Um die Kinasen GST-IGHEC, GST-IGRIC-E1069K und GST-IGHC-E1067/1069K in den
Kreuzmutationsexperimenten vergleichen zu konmeersste gewahrleistet werden, dass die
Mutanten die Substitution der Reste E1067 und E1069der hinge region ohne
Aktivitatsverlust tolerieren. Fir eine einfache uschnelle Quantifizierung der Aktivitat der
GST-Kinasen eignet sich besonders die Substratpboggerung von Tyrtide-His mit
Dokumentation auf der nicht denaturierenden (natiPAGE. Tyrtide wird nur an einem
Tyrosinrest phosphoryliert. Auf Grund des entsteleen Ladungsunterschieds zwischen
unphosphoryliertem und phosphoryliertem Tyrtideolgtf eine Auftrennung in der nativen

PAGE, da Phosphatgruppen bei basischem pH diargbnisrliegen.

Es wurden 100 uM Tyrtide durch jeweils 0,5 uM dewgiligen dimeren Kinase unter
Standardbedingung (ImM ATP, 30 mM MgCI5 mM DTT, 50 mM Tris pH 7,5,
Raumtemperatur) zeitabhangig phosphoryliert. Zu deitpunkten 1, 2, 4 und 8 min wurde
eine Probe enthommen und die Reaktion durch Zugabenativen Probenpuffer abgestoppt.
Im Anschluss wurden die Proben auf eine nativen PA&ektrophoretisch aufgetrennt
(7.3.10.5). Zusatzlich wurde unphosphoryliertedidigraufgetragen (4.4.1). Es wird deutlich,
dass alle drei Kinasen eine ahnliche Aktivitat aeibgn, wobei der Wildtyp etwas schneller
zu sein scheint. Bei der GST-IBE scheint schon nach 4 min das gesamte Substrat
umgesetzt worden zu sein. Die beiden Mutanten wist nach 8 min ein vollstéandiger
Umsatz detektiert. Die PAGE bestatigt aul3erdem, s dams Substrat nur eine
Phosphorylierungsstelle fur die Kinase des IGF-Uiwvaist.
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Abbildung 4.4.1: Native PAGE der Tyrtide-Phosphadeiung der dimeren Kinasen

100 uM Tyrtide wurden durch jeweils 0,5 uM der diere GST-IGRAC, GST-IGFAC-E1069K und
GST-IGRAC-E1067/1069K unter Standardbedingung zeitabhamyigsphoryliert. Die Proben der
Zeitwerte 0, 1, 2, 4, und 8 min wurden auf einés B, Nativen PAGE aufgetrennt. Auf Grund der
hoheren Ladung legt das phosphorylierte Tyrtide gjroRere Laufstrecke im elektrischen Feld zurtick.
Pfeile markieren die Phosphorylierungsstufen ddsats.

4.4.2 Bestimmung der kinetischen Daten fiir die
Substratphosphorylierung

Fur eine quantitative Analyse der Substratphosplenyng der dimeren Kinasen wurden
Michaelis-Menten Kurven aufgenommen, um die ATi#Elf und die katalytische Effizienz
zu bestimmen. Hierzu wurde ein gekoppelter Enzyagyadsirchgefuhrt. Diese Methode
koppelt eine optisch inaktive Reaktion, den ATP-&tmsn eine optisch aktive Reaktion, den
Verbrauch von NADH (7.3.16.5). Alle Messungen wurde Anwesenheit von einem
Uberschuss an Tyrtide durchgefiihrt. Dadurch wird diutophosphorylierung zu einem
groRen Teil gehemmt, es kann spektroskopisch diesti@tphosphorylierung detektiert

werdent?,

Zur Bestimmung des Kfur ATP sowie ky wurden 200 uM Tyrtide durch 0,2 uM Kinase in
Abhangigkeit von der ATP-Konzentration im gekopeeltAssay phosphoryliert. Fir jede
ATP-Konzentration wurde die Umsatzkurve, Abnahme @B mit der Zeit, aufgenommen.
Aus der Umsatzkurve wurde die Initialgeschwindigkbestimmt. Die Auftragung der
Initialgeschwindigkeiten in Abhangigkeit von der RIKonzentration ergibt die Michaelis-
Menten Kurve (Abb. 4.4.2A). Auffallend war, das< dnitialgeschwindigkeiten oberhalb
einer ATP-Konzentration von 5 mM wieder ab fiel&iiir die Bestimmung der < und kar

Werte wurden aus diesen Grinden nur die Initialpesigkeiten bis zu einer ATP-
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Konzentration von 5 mM bericksichtigt. Die ermiigel kinetischen Daten sind in Abbildung
4.4.2.B aufgelistet. Die Werte entsprechen demhrmetischen Mittelwert mehrerer
Messungen. Der angegebene Fehler entspricht ded&@tibweichung. Es gibt nur kleine
Unterschiede in den < und k.- Werten zwischen den unterschiedlichen Kinasekoktn.
Die Mutationen fuhren zu keinen EinschrankungenKiaease in Bezug auf das Kosubstrat
ATP. In Abbildung 4.4.2.A ist eine Michaelis-Mentéurve am Beispiel der GST-IG€
exemplarisch dargestellt. Michaelis-Menten Kurvesr #Mutanten sind im Anhang (Abb.
9.10.1, S. 172) abgebildet.
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ATP-Konzentration [uM]
B)
Kw [LM] KeaS™]
GST-IGRAC 247,84 +/- 59,02 0,62 +/- 0,07

GST-IGFAC-E1069K 415,30 +/- 24,03 0,71 +/- 0,05
GST-IGFAC-E1067/1069K 359,98 +/- 23,59 0,69 +/- 0,10

Abbildung 4.4.2: Bestimmung der kinetischen Dateiirfdie ATP-abhangige Substratphosphorylierung
der dimeren Kinasen.

A: Michaelis-Menten Kurve der ATP-abhangigen Sultgtrasphorylierung der dimeren GST-IGE. Zur
Ermittlung der kinetischen Daten wurde ein gekofgreAssay durchgefihrt. Es wurden 0,2 pM GST-
IGFAC und 200 pM Tyrtide verwendet. Aus dem hyperbbkscFit wurde ein i fir ATP von 232,21 uM
und ein ks von 0,45 3 erhaltenB: Tabelle zum Vergleich der kinetischen ParametgrAd P-anhangigen
Substratphosphorylierung der dimeren Kinasen. Dert&Ventsprechen dem arithmetischen Mittelwert
mehrerer Messungen. Der angegebene Fehler entsgeicBtandardabweichung.
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4.5 Charakterisierung der monomeren Kinase

4.5.1 Autophosphorylierung auf der nativen PAGE

Um zunachst eine Aussage Uber die Aktivitat deromanen Kinase IGHAC treffen zu
konnen, wurde die Autophosphorylierung auf dervestiPAGE untersucht. Ahnlich wie beim
Tyrtide konnen die unterschiedlichen Phosphoryhgastufen auf Grund der entstehenden
Ladungsunterschiede aufgetrennt werden.

Die Kinase wurde in einer Konzentration von 5 pMtmi mM ATP unter
Standardbedingungen zeitabhangig phosphorylientcibdugabe von nativem Probenpuffer
wurde die Reaktion abgestoppt. Proben der Zeitwedewie eine Probe der
unphosphorylierten Kinase wurden auf einer natWAGE aufgetrennt (Abb.4.5.1). Das Gel
zeigt, dass nach einer Minute schon 2 Phosphouylgastufen erreicht werden, die vierte
deutet sich an. Nach 2 Minuten liegt kein unphosylietes Protein mehr vor, es werden vier
Phosphorylierungsstufen erreicht. Nach 3 Minutenutele sich schon eine flnfte
Phosphorylierungsstufe an. Nach 16 min liegt dastelr hauptsachlich vierfach- bzw.
funffach phosphoryliert vor. Somit konnte gezeigirden, dass die Kinase aktiv war und tber

funf Phosphorylierungsstellen verftigt.

Abbildung 4.5.1: Native PAGE der

Zeitpnin} ‘o 1 2 4 16 Autophosphorylierung der monomeren
IGFAC.
5uM monomere Kinase wurden einer
- @ —»0F zeitabhangigen Autophosphorylierung
& - 1P unter Standardbedingung unterzogen. Die

Proben der Zeitwerte 0, 1, 2, 4, und 16
—2P min wurden auf einer 8,5% Nativen
- —~ 3P PAGE aufgetrennt. Je hoher der
. o —»iF Phosphorylierungsgrad der Kinase, desto
- P groRer ist die Laufstrecke, die sie im
elektrischen Feld zurlcklegt. Pfeile
markieren die Phosphorylierungsstufen

der Kinase.

4.5.2 Bestimmung der kinetischen Daten fiir die
Substratphosphorylierung

Fur eine quantitative Analyse der Substratphosplemyng der monomeren IGFC wurden

Michaelis-Menten Kurven aufgenommen, um die ATi#slf und die katalytische Effizienz
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zu bestimmen. Hierzu wurde ein gekoppelter Assayies ein radioaktiver Assay

durchgefihrt.

Zur Bestimmung des Kfir ATP sowie k, wurden 200 uM Tyrtide durch 1 uM I@AE in
Abhangigkeit von der ATP-Konzentration im gekopeeltAssay phosphoryliert. Fir jede
ATP-Konzentration wurde die Umsatzkurve aufgenomnisi den Untersuchungen wurde
beobachtet, dass diese einen mehrphasigen Verkigfem, was auf eine Uberlagerung
mehrerer Prozesse hindeutet. Am Anfang zeichnekedse Kurve durch eine kleine Steigung
aus, die dann durch eine erheblich grol3ere abgelgstie. Der Zeitpunkt an dem die
Steigung wechselte, fand umso friher statt, je @rdlte ATP-Konzentration war. Da davon
ausgegangen wurde, dass die erste Katalysephasaledieunphosphorylierten Kinase
entspricht, wurden fur die Berechnung der Initialgevindigkeiten nur die Steigungen der
ersten Katalysephase ausgewertet. Oberhalb eirfei®hzentration von 5 mM ATP war das
nicht mehr mdglich, da dann zu wenige Messpunkteeiiie Bestimmung der Steigung zu
Verfigung standen. Dennoch konnte mit den vorhaewnleATP-Konzentrationen eine
Sattigung erreicht werden, so dass eine Bestimnu@ndkinetischen Daten mdglich war. In
Abbildung 4.6.1.A ist die Michaelis-Menten  Kurve rde ATP-abhéngigen
Substratphosphorylierung der monomeren Kinase dtelife Zum Vergleich wurden die
kinetischen Daten noch Uber einen radioaktiven YAesanittelt. Es wurden ebenfalls 200 uM
Tyrtide durch 1 uM IGBC phosphoryliert. Ausgewertet wurde der Versuchruden
Paperassay (7.3.14.3). Die Umsatzkurven ergebeh 8&ic die verschiedenen ATP-
Konzentrationen aus dem Phosphattransfer auf dastr@uin Abhangigkeit von der Zeit. Aus
den Umsatzkurven wurde die Initialgeschwindigkegstimmt und in Abh&ngigkeit von der
ATP-Konzentration ausgewertet. Die daraus reselige Michaelis-Menten Kurve ist im
Anhang (Abb. 9.12.1, S. 173) gezeigt. Auch beielieédethode traten die Probleme der zwei
Steigungen auf, allerdings konnte hier schon bd?-Kbnzentrationen oberhalb von 2 mM
keine Steigung mehr bestimmt werden. Die ermittekmetischen Daten beider Methoden
sind in Abbildung 4.6.1.B aufgelistet. Die Wertesggrechen dem arithmetischen Mittelwert

mehrerer Messungen. Der angegebene Fehler entspeicBtandardabweichung.
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Abbildung 4.6.1: Bestimmung der kinetischen Dateiir fdie Substratphosphorylierung der monomeren
Kinase.

Michaelis-Menten Kurve der ATP-abhéngigen Substrasphorylierung der IGEC. Zur Ermittlung der
kinetischen Daten wurde ein gekoppelter Assay dyefithrt. Es wurden 1 uM GST-I@GE und 200 pM
Tyrtide verwendet. Aus dem hyperbolischen Fit wuedte Ky fir ATP von 891,77 uM und ein4 von

0,030 & erhalten. B: Tabelle zum Vergleich der kinetischen Parametar @TP-anhangigen
Substratphosphorylierung der monomeren Kinase winiaus dem gekoppeltem Assay bzw. dem
radioaktiven Assay. Die Werte entsprechen dem ragttschen Mittelwert mehrerer Messungen. Der
angegebene Fehler entspricht der Standardabweichung

4.6 Kreuzmutationsexperimente
Das aus Vorarbeitef?® slammendeD-Peptid der SequenZKSYLRSLRPEAENR nhibiert
die Auto- und Substratphosphorylierung der Kinass tGF-1R. Auf Grund der Ergebnisse

wurde angenommen, dass dd3-Peptid mit seinen beiden positiv geladenen Relstennd

RO an die beiden Glutamatreste (E1067 und E1069) iregehregion der Kinase bindet. Diese
These sollte tber Kreuzmutationsexperimente unteenaverden. Dazu wurden die beiden
Glutamatreste gegen Lysin substituiert. Gleichgenurden im Peptid die beiden positiven

Reste K und B zu Glutamat mutiert D-Mutante). Uber Phosphorylierungsassays der
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Kinasemutanten sollte der Einfluss der Peptide digf jeweilige Kinase charakterisiert
werden. Im Falle einer Bindung de®-Peptids an die hinge region wurde erwartet, ddas
Peptid nicht mehr in der Lage ist, die Kinasemwtantu inhibieren. Von detD-Mutante

sollte die Kinase-Doppelmutante hingegen inhibrestden.

Die Kinasen GST-IGEC, GST-IGRAC-E1069K, GST-IGBEC-E1067/1069K wurden in

Anwesenheit desD-Peptids, denD-Mutante, des Kontrollpeptids und in Abwesenheait d

Peptide einer zeitabhangigen Substratphosphorpliemit radioaktiv markiertemy32P-ATP
unterzogen. Die Phosphorylierungen fanden unterndatabedingungen, mit einer
spezifischen Radioaktivitdt von ca. 100-200 Cpm/pstatt. Die Kinase wurde in einer
Konzentration von 0,5 uM eingesetzt, die Peptideimen 50-fachen molaren Uberschuss zur
Kinase. Als Substrat wurden 25 uM Tyrtide einges&ta den entsprechenden Zeiten wurden
den Ansatzen Proben entnommen und im SDS-Gel aefget Die radioaktiven
Substratbanden wurden ausgeschnitten, im Count@ysaert und graphisch ausgewertet.
Hierzu wurde der Phosphateinbau in das Substratid€ympro Substratmenge im Slot
bestimmt. Die graphische Auswertung ist in Abbilgu4.6.2 dargestellt. Unter A ist die
Substratphosphorylierung der Wildtyp Kinase GSTAGFzu sehen. DagD-Peptid hemmt
die Wildtypkinase, die Initialgeschwindigkeit dehd3phorylierung und der Einbau wird
herabgesetzt. DieD-Mutante vermag die Autophosphorylierung der Wipkinase nur
gering zu inhibieren. Die Einzelmutante GST-B&FE1069K wird weder von dembD-
Peptid noch von deaD-Mutante inhibiert (Abb. 4.6.2.B). Die Autophospiiiierung der
dimeren Doppelmutante GST-IGE-E1067/1069K wird von denD-Mutante gehemmt
(Abb. 4.6.2.C). Auch dasD-Peptid vermag den Phosphattransfer der Doppehtaitau
verringern, jedoch ist hier der inhibitorische Kffewur marginal. Diese Ergebnisse belegen

die urspriingliche These, dass d&sPeptid mit den beiden basischen Restérukd F an
die beiden Glutamatreste E1067 und E106%hdege regionder Kinase bindet.
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Abbildung 4.6.2: Kreuzmutationsexperiment:
Gezeigt ist die graphische Auswertung der Tyrtihledphorylierung der dimeren Kinasen +/- Kontrollfiep

(grau), aD-Peptid (blau),aD-Mutante (rosa). 25 uM Tyrtide wurden durch 0,5 gt jeweiligen dimeren

Kinase +/- 25 pM Peptid unter Verwendung von raklivamarkierteny>2P-ATP zeitabhiangig phosphoryliert.
Aufgetragen wurde der Phosphateinbau in das Sabstra
A: Phosphorylierung durch die GST-IGE. B: Phosphorylierung durch die GST-IGE-E1069K.
C: Phosphorylierung durch die GST-IGE-E1067/1069K.
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4.7 Phage Display
Mittels Phage Display sollten Peptidsequenzen sieldkrt werden, die spezifisch gegen

Dimerisierungsdoméanen des IGF-1R binden und soret Dimerisierung und damit

Aktivierung der Kinase unterbinden kénnen. Phagsply ist eine Methode, mit der aus

einer nahezu unbeschrankten Anzahl an verschiegdaaadomerisierten Peptiden solche

heraus gefiltert werden, die spezifisch an einilbvestes Zielprotein binden. Als Zielproteine

wurden hier zwei Bereiche des IGF-1R gewahlt:

1. Juxtamembranbereich des IGF-1R:

Die Kinase des IGF-1R verfugt selbst Uber eine emnaffine, aber spezifische
Dimerisierungsdoméne (vgl. Kap. 3.3.4.1) Unsere efdgruppe konnte Uber
Limitierte Proteolyse mit Chymotrypsin zeigen, dess Dimerisierungsdomane im
Juxtamembranbereich der Kinase lokalisiert ist @ni¥fentlichte Ergebnisse). Neben
der Dimerisierungsdomane ist in der Juxtamembraioregin autoregulatorischer
Bereich lokalisiert (vgl. Kap. 3.3.3). Peptide, dirediesem Bereich binden, kénnten
die Kinaseregulation beeinflussen bzw. mit der Diserung der Kinase
interferieren. Ein Alignment der Aminoséuresequdag N-terminalen Bereichs der
Rezeptortyrosinkinasen IR und IGF-1R verdeutlidags starke Sequenzunterschiede
zwischen den beiden Rezeptoren existieren. Der d8tzb ein Insert von funf
Aminosauren. Die Sequenzunterschiede in diesemcBeé@nnten zu sehr spezifisch

bindenden Peptiden fir die IGF-1R Kinase fuhren.

. aD-Helix/hinge region des IGF-1R:

Die aD-Helix/hinge region bestimmt malgeblich die Konfationsanderung
zwischen inaktiver und aktiver Kinasekonformatiowl ist an der Dimerisierung der
Kinase und der Substraterkennung beteiligt. Eintllepus der Aminoséuresequenz
dieser Region des IGF-1R,KSYLRSLRPEAENR inhibiert die Auto- und
Substratphosphorylierung der Kinase des IGF*¥R Mittels
Kreuzmutationsexperimenten konnte gezeigt werdesy das Peptid im Bereich der
aD-Helix/hinge region bindet. Mittels Phage Displgggen diesen Bereich sollte eine

Optimierung der Bindung und Inhibition erfolgen.
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Zur Selektion von Peptidsequenzen, die eine Bindyegen Zielproteine aufweisen, wurden
die Zielproteine in Mikrotiterplatte immobilisiednd mit Phagen aus der Bibliothek inkubiert
(7.2). Als Phage wurde der M13 Phage verwendet.widsde eine 12mer Bibliothek
verwendet, so dass der Phage Peptide aus 12 Arameosauf seiner Oberflache prasentiert.
Die Bibliothek umfasst 1,9 x 20ndividuelle Sequenzen. Die randomerisierte Psptidenz
wird expremiert zwischen der Signalsequenz und defferminus des Hullproteins plll.
Somit ist die erste Position im prasentierten Fugpootein die erste Position der
randomerisierten Sequenz. Jedes prasentierte Rejptidgefolgt von einem kleinen Linker
(GGGS) und anschlieRend der Wildtyp plll Sequenz.

4.7.1 Phage Display gegen die Juxtamembrandomane

Zusatzlich zur Juxtamembrandomane des IGF-1R wurdm Vergleich als zweites
Zielprotein die Juxtamembrandomane des IR gewBhitle Proteine wurden als GST-getagte
Fusionsproteine eingesetzt. Aus Vorarbeiten istabek dass die Phagen nicht gegen GST
binden und dass sich die Fusionsproteine gut zuraclBehten der Plastikoberflache
eignen'®. Zur Uberpriifung des Selektionsmechanismus wulsl&antrolle eine Selektion
gegen Streptavidin durchgefiihrt. Nach der flnftetel@ionsrunde wurden einzelne Klone
gepickt, amplifiziert, die DNA isoliert und sequéerz. Die fir die randomerisierten Peptide
erhaltene DNA Sequenz wurde mittels des bioinfoisohen Programms GENtle© in die
passende Aminosauresequenz transformiert. Einasfwrily der erhaltenen Sequenzen ist in
Abbildung 4.7.1 dargestellt. Das Alignment der Kdondie gegen den GST-IR-NT
selektioniert wurden (Abb. 4.7.1.A), zeigt dassmeer zehn Klone eine identische Sequenz
aufweisen. Einzig Klon eins besitzt eine abweiclee8dquenz, die allerdings in der Lage der
hydrophoben und geladenen Reste Ahnlichkeiten zuSéguenz der anderen neun Klone
aufweist. Im Falle des GST-IGF-NT (Abb.4.7.1.B) itm=n acht Klone eine identische
Sequenz (K1, K2, K4-8 und K10), die keinerlei Alshkeit zu den Sequenzen der anderen
beiden Klone, K9 und K3, aufweist. Diese Sequehmentisch mit der Sequenz, die einmal
unter den Klonen gegen GST-IR-NT gefunden wurdee Biequenz des Klons gegen
Streptavidin zeigte keine Ahnlichkeiten zu denegegeden Juxtamembranbereich der Kinase
selektionierten Peptiden (Daten nicht gezeigt) umdes zudem die erwartete

Konsensussequenz HPQ fiir die Bindung an Streptasidi'*°.
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A) B)

Target: GST-IR-NT Target: GST-IGF-NT
IR-NT Kl WLPSLLEHPM IGF-NT K1 WLPSLLEHPM
IR-NT K2 EHWYDGPMTRP IGF-NT K2 WLPSLLEHPM
IR-NT K3 EHWYDGPMTRP IGF-NT K3 HLHVHVKFADR
IR-NT K4 EHWYDGPMTRP IGF-NT K4 WLPSLLEHPM
IR-NT K5 EHWYDGPMTRP IGF-NT K5 WLPSLLEHPM
IR-NT K6 EHWYDGPMTRP IGEF-NT Ké WLPSLLEHPM
IR-NT K7 EHWYDGPMTRP IGF-NT K7 WLPSLLEHPM
IR-NT K8 EHWYDGPMTRP IGF-NT K8 WLPSLLEHPM
IR-NT K9 EHWYDGPMTRP IGF-NT K9 1INTY LGFSL
IR-NT K10 EHWYDGPMTRP IGF-NT K10 WLPSLLEHPM

Abbildung 4.7.1: Auflistung der aus dem Phage Diaglgegen GST-IR-NT und GST-IGF-NT erhaltenen
Peptidsequenzen

Die aus den Sequenzierungsdaten erhaltenen DNAeBeqtiir die jeweiligen Phagen-Klone wurde
mittelsdes  bioinformatischen Programms GENtle© inie dpassende Aminosauresequenz in
Einbuchstabencode transformiert. Aminosduren mgolaren Seitenketten sind in grin, die mit polaren,
ungeladenen Seitenketten in hellblau dargestallto sind Aminosduren mit saurer Seitenkette uniolau

die mit basischer Seitenkette dargestellt.

Die Sequenz des Klons IGF-NT K9 wies einen hoheteian Tyrosin-, Serin und Threonin-
Resten auf, die eventuell von der IGF-Kinase phospiert werden kdnnten und damit die
Auswertung der jeweiligen Versuche erschweren wiibdder wurde diese Sequenz von den
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Auch denggST-IR-NT selektierten Sequenzen
wurden nicht weiter untersucht.

Mittels Enzyme Linked Immunosorbent Asg&y ISA) sollte untersucht werden, ob die
isolierten Phagenklone die Zielproteine binden adksin durch Wechselwirkungen mit dem
geblockten Plastik der Mikrotiterplatte selektionieurden. Um die Bindungsqualitéaten der
ausgesuchten Peptide zu ermitteln, wurden die tdme GST-IGF-NT und GST-IR-NT,
die monomere und dimere IAE-Kinase sowie die Kontrolle GST auf der Mikrotjitatte
immobilisiert und anschlieRend mit einer Verdinrareghe von 6 x 192,5x 10" der
entsprechenden Phagenlésung fur eine Stunde bentRayperatur inkubiert. Der Nachweis
erfolgte wie unter 7.2.4 beschrieben. Die Intemsitir Farbung und die minimale
Konzentration der Phagenlosung, bei der noch esmbung sichtbar bleibt, soll die Affinitat
der Phagen zum immobilisierten Protein andeuteAbloildung 4.7.2.A ist das Ergebnis fur

die Bindungsspezifitat von Klon IGF-NT-K1 dargelteDie Phagen binden nicht gegen
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Plastik. Gegen GST ist nur eine schwache Bindungrkennen. Die Interaktion mit GST-
IGF-NT scheint starker zu sein, als die mit GSTNR- Die Phagen binden auch gegen die

monomere IGBEC und etwas schwacher gegen die GST-getagte \arkeser Kinase.

Klon IGF-NT K3 bindet am besten gegen das Targel-(&3F-NT (4.7.2.B). Die Reaktion hat
mit 3,910° pfu Phagen noch eine sichtbare Farbung gezeigtlidkhstark ist die Bindung an
die monomere und dimere Kinase der I&F Die Probenreihen mit GST-IR-NT, GST und

blockiertem Plastik zeigen eine nur schwache bemekFarbreaktion.

A)

GSTHR-NT
GST
GSTHGF-NT
GSTHGFAC
IGFAC

. BSA

B)

| GSTIR-NT

GSTIGF-NT
| GSTIGFAC

 IGFAC

' BSA

Abbildung 4.7.2: ELISA zur Uberprifung der Bindungpezifitat von IGF-NT K1 und IGF-NT K3.

Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden mérdProteinen GST-IR-NT, GST, GST-IGF-NT, GST-
IGFAC, IGFAC und BSA gecoatet und mit der Phagenlésung in dagegebenen Titer inkubiekt.
Phagen-Ldsung des Phagen Klons IGF-NT B:1Phagen-Ldsung des Phagen Klons IGF-NT K3.
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4.7.2 Phage Display gegen die aD-Helix/ hinge region

Um bindende Peptidsequenzen gegenaddeHelix/hinge regionzu selektionieren, wurde als
Zielprotein das Peptid aus der Sequenzad@rHelix/hinge regiongewahlt Hier wurde das
ungelabelte, gespaltene Peptid &usoli verwendet. Da das gleiche Kit verwendet wurde, das
auch gegen den Juxtamembranbereich zum Einsatzvkamie auf eine weitere Kontrolle des
Selektionsmechanismus verzichtet. Nach der furfielektionsrunde wurden einzelne Klone
gepickt, amplifiziert, die DNA isoliert und sequeésiz. Die fur die Peptide erhaltene DNA
Sequenz wurde in die passende Aminosauresequestamnaiert (Abb. 4.7.3).

Targetsequenz: LE-SYLRSELRPEME

oD-Peptid K2 HSALRPPASAAP
oD-Peptid K3 TPTPDNSVFAA
oD-Peptid K4 HSALRPPASAAP
oD-Peptid K5 HSALRPPASAAP
oD-Peptid K6 NIWINILPTKPW
oD-Peptid K7 HSALRPPASAAP
oD-Peptid K8 HSALRPPASAAP
oD-Peptid K9 TPTPDNEVFAA
oD-Peptid K10 HSALRPPASAAP

Abbildung 4.7.3:Auflistung der aus dem Phage Displgegen das Peptid autD-Helix/hinge

region erhaltenen Peptidsequenzen.

Die aus den Sequenzierungsdaten erhaltene DNA-8edie die jeweiligen Phagen-Klone wurde
mittels des bioinformatischen Programms GENtle© die passende Aminosauresequenz im
Einbuchstabencode transformiert. Aminosauren mgolaren Seitenketten sind in griin, die mit
polaren, ungeladenen Seitenketten in hellblau d#elie In Rot sind Aminosauren mit saurer
Seitenkette und in blau die mit basischer Seitdalddrgestellt

Das Sequenzierungsergebnis fur Klon 1 konnte racisigewertet werden. Es wurden drei

unterschiedliche Sequenzen erhalten. Die SequenziPeptid K2 trat insgesamt sechs
mal auf, die von Klon 3 zweimal. Die Sequenz voorKé trat nur einmal auf. Letztere wurde
fur die weiteren Versuche ausgeschlossen, da inSklgine Plastikbindung beobachtet

wurde (Daten nicht gezeigt).

Um die Bindungsqualitaten der ausgesuchten Peptideermitteln, wurde ein ELISA
durchgefuhrt. Dabei wurde die Bindungsspezifitait #&one gegen dasiD-Peptid, die

monomere und dimere I@QE-Kinase und zur Kontrolle die IKC untersucht (Abb.4.7.4).
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Die Phagen des KlorsD-Peptid K2 binden nicht gegen Plastik. Die st&kgindung wurde
fur das Targetpeptid gefunden, hier wurde mitH)8pfu Phagen noch eine sichtbare Farbung
gezeigt. Ein wenig schwacher ist die Interaktiort der monomeren Kinase des IGF-1R.
Gegen die GST-Kinase konnte keine Bindung nachgmmigverden. Es konnte eine Bindung
an die IAC beobachtet werden. Diese ist aber wesentlichesktdr als die gegen die
IGFAC. Das Ergebnis der ELISA zur Uberpriifung der Bmghspezifitat des KlonsD-
Peptid K3 ist in Abbildung 4.7.4.B dargestellt. Hinnten keine guten Ergebnisse erzielt
werden. Die Bindung der Phagen waren selbst gegeargetpeptid sehr schlecht. Fur alle

vier Proteine konnte eine Reaktion bis 6125 pfu Phagen nachgewiesen werden. Es fand
keine Binden an Plastik statt.

A)

B)

Abbildung 4.7.4: ELISA zur Uberpriifung der Bindungpezifitat vonaD-Peptid K2 undaD-Peptid
K3

Die Vertiefungen der Mikrotiterplatten wurden mierd Proteinen IGEC, GST-IGRAC, aD-Peptid,
IGFAC und BSA gecoatet und mit der Phagenlésung in degegebenen Titer inkubieA: Phagen-
Lésung des Phagen Klon®-Peptid K2.B: Phagen-Losung des Phagen Kloms-Peptid K3.
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4.8 Charakterisierung der Peptide gegen den GST-IGF- NT

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Phospieomgsreaktionen unter
Standardbedingung (ImM ATP; 30 mM MgCI5 mM DTT; 50 mM Tris pH 7,5;

Raumtemperatur) und mit radioaktiv markiertgfAP-ATP einer spezifischen Radioaktivitat
von etwa 100-200 Cpm/pmol durchgefuhrt. Die Reaktwurde durch Zugabe des ATP
gestartet. Sofern nicht anders vermerkt wurden Rieaktionen mit den chemisch
synthetisierten Peptiden durchgefihrt. Vor der Reakwurden die Peptide fir 30 min bei
4 °C mit der Kinase vorinkubiert. Autophosphoryliegsreaktionen wurden auf der SDS-
PAGE analysiert (7.3.14.4). Fur die Auswertung deartophosphorylierung wurde der
Phosphateinbau in die Kinase bestimmt. Das isiMiage an Phosphat, die auf die Kinase
Ubertragen wurde, pro Kinasemenge in der ausgdtammen Gelbande. Die Auswertung der
Tyrtide-Phosphorylierung erfolgte tUber die SDS-PAGAv. dem Paperassay (7.3.14.3). Im
Anhang ist die Auswertung einer radioaktiven Swiptrosphorylierung tber die SDS-PAGE
(Abb. 9.12.2, S. 173) bzw. dem Paperassay (Abkl.B,1S. 174) exemplarisch dargestellt.
Zur graphischen Auswertung der Tyrtide-Phosphomyhig wird der Phosphateinbau in das
Substrat bestimmt. Dieser gibt die Menge an Phdsphadie in das Substrat eingebaut
wurde, pro Substratmenge in der ausgewerteten @Gadbbzw. auf dem Papier. Insgesamt
kann in das Substrat nur 1 mol Phosphat pro moktgatbeingebaut werden, da Tyrtide nur
eine Tyrosinphosphorylierungsstelle fir die IGF-#&e aufweist. Die Auswertung der
Substratphosphorylierung der GST-RIBzw. GST-Gabl erfolgte Uber die SDS-PAGE, es

wurde der Phosphattransfer bestimmt. Dieser giéoMinge an Ubertragenem Phosphat an.

4.8.1 Die Peptide IGF-NT K1 und K3 inhibieren die Au  to- und Substrat-
phosphorylierung der monomeren IGF  AC

Um den Einfluss der erhaltenen Peptide auf die $@néktivitat zu untersuchen, wurden diese
zunachst in Autophosphorylierungsreaktionen der onwren IGRAC eingesetzt. 5 uM
Kinase wurden unter Standardbedingungen in Anweserbn 250 uM Peptid (IGF-NT K1
bzw. K3) phosphoryliert. Um ausschlieBen zu konmass der Effekt der Peptide auf deren
Aufreinigungsmethode zuriickzufuhren ist, wurde lgd eine Autophosphorylierung in
Anwesenheit des Kontrollpeptids (250 pM) durchgefiibieses Peptid mit randomerisierter
Sequenz wurde auf die gleiche Weise gereinigt vigeReptide IGF-NT K1 und K3. Die
Auswertung der Phosphorylierung erfolgte Uber dSSAGE. Die graphische Auswertung
ist in Abbildung 4.8.1 dargestellt.
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Abbildung 4.8.1: Die Peptide inhibieren die Autopsphorylierung der monomeren Kinase.
Dargestellt ist die graphische Auswertung der bbidamgigen Autophosphorylierung von 5 uM
IGFAC +/- 250 uM Peptid. Peptid und Kinase wurden fOr rBin bei 4 °C vorinkubiert.
Aufgetragen wurde der Phosphateinbau in die Kimagdhangigkeit von der Zeit.

Gezeigt ist der Phosphateinbau in die Kinase indflgigkeit von der Zeit. Es wird deutlich,
dass die Anwesenheit der Peptide IGF-NT K1 und K& Autophosphorylierung der
monomeren Kinase signifikant verzogert. Die Kinashafft ohne Peptid schon nach 16
Minuten ihren Maximaleinbau von fast 5 mol Phospbrat mol Kinase. In Anwesenheit der
Peptide schafft die Kinase selbst nach 32 Minutegnemen Einbau von maximal 2 mol/mol.
Ebenso wird die Initialgeschwindigkeit gegentber Kentrollreaktion erheblich abgesenkt.
Das Kontrollpeptid vermochte keine Inhibition ausizan. So ist der inhibitorische Effekt der
Peptide IGF-NT K1 und K3 allein auf deren Sequamziekzufiihren.

Anschlie3end wurde die Substratphosphorylierung IB#AC in Anwesenheit der beiden
Peptide untersucht. Dazu wurden 100 pM Tyrtide klukcuM IGFAC in An- bzw.
Abwesenheit von 250 uM des jeweiligen Peptids bb#agig phosphoryliert. Die
Auswertung der Phosphorylierung erfolgte Gber SB&P. Die Graphische Auswertung der
Substratphosphorylierung ist in Abbildung 4.8.2e&gz Aufgetragen ist der Phosphateinbau
in Tyrtide in Abhangigkeit von der Zeit. Bei der &ratphosphorylierung ist der
inhibitorische Effekt noch deutlicher. Nach 32 muirde in Anwesenheit der Peptide nur
etwa 10-20 % der Phosphatmenge im Vergleich zuktReaohne Peptid auf das Substrat
Ubertragen.
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Abbildung 4.8.2: Die Peptide inhibieren die Substpaosphorylierung der monomeren Kinase.
Dargestellt ist die graphische Auswertung der béagigen Substratphosphorylierung der AGF
+/- der Peptide IGF-NT K1 und K3. Eingesetzt wuslegmM Kinase, 100 pM Tyrtide und 250 pM
Peptid. Ausgewertet wurde die Phosphorylierung UB&S-PAGE. Aufgetragen wurde der
Phosphateinbau in Tyrtide gegen die Zeit.

4.8.2 Die Aktivitat der dimeren Kinase wird nicht be einflusst

Im Folgenden stand eine Charakterisierung der Adt\Weise der Inhibition im Vordergrund.
Haben die Peptide einen Einfluss auf praformienteake-Dimere? Aus diesem Grund wurde
die Uber GST kunstlich dimerisierte GST-IGF in An- und Abwesenheit der Peptide
IGF-NT K1 und K3 in Phosphorylierungsreaktionenaraticht. GST-dimere Kinasen zeigen
eine 10-100 fache Erhohung der Phosphorylierungs@it sowohl in der Auto- als auch
Substratphosphorylierung. Sie sind ein Modell féin éktivierten Rezeptor, ohne dasges
seeiner Phosphorylierung in der Aktivierungsschlgfslarf**. Um den Einfluss der Peptide
auf die dimere Kinase zu untersuchen, wurden si&0nfachen molaren Uberschuss in der
zeitabhangigen Tyrtide-Phosphorylierung eingesedzu wurden 25 uM Tyrtide durch
0,5uM GST-IGRAC phosphoryliert und Uber SDS-PAGE analysiert. [@eaphische
Auswertung ist in Abbildung 4.8.3 dargestellt. Ggkzest der Phosphateinbau in Tyrtide in
Abhéangigkeit von der Zeit. Es wird deutlich, dass Beptide keinen Einfluss auf die Aktivitat
der dimeren Kinase haben. Weder der Transfer au$ @&ubstrat noch die
Initialgeschwindigkeit wird durch die Peptide bdtiast. Auch die Autophosphorylierung der
dimeren Kinase wurde untersucht (s. Anhang, Abb4.9. S. 175). Es konnte kein Einfluss
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der Peptide auf die Autophosphorylierung der dimd¢mase beobachtet werden.
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Abbildung 4.8.3: Die Aktivitat der dimeren Kinaseind nicht durch die Peptide beeinflusst.
Dargestellt ist die Substratphosphorylierung vas |0V GST-IGRAC +/- 25 uM IGF-NT K1 bzw. K3.

Als Substrat wurde@5 uM Tyrtide verwendet. Aufgetragen wurde der Phaspinbau in Tyrtide gegen
die Zeit.

4.8.3 Die Bindung der Peptide verhindert die Interak  tion der Kinase mit
der Phosphotyrosin-bindenden Doméne

Da die Peptide gegen den Bereich selektioniert eurih dem das physiologische Substrat
IRS-1 via seiner PTB Domane bindet, wurde der H8¥l der Peptide auf die
Phosphorylierung von GST-PTB durch die monomere sowie dimere Kinase untersucht.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Bigghigelle in der Juxtamembrandoméne
der Kinase des IGF-1R intakt sein muss, damit esizer Phosphorylierung der PTB durch
die Kinase kommt®. Wird Tyrosin 950 im PTB-Bindemotiv zu Phenylalamnutiert, so fihrt
das zu einem signifikant verringertem Phosphattesraaif die PTB. Zunachst wurden 25 pM
GST-PTB7 durch 5 uM monomere Kinase in An- und Abwesenkeit 250 uM Peptid
zeitabhangig phosphoryliert. Zum Vergleich wurden @ GST-PTB;,, durch 5 uM der
monomeren IGF-Kinase-Mutante phosphoryliert, in 4®&50 der PTB-Bindestelle zu F
mutiert wurde (IGRC-Y950F), so dass eine Bindung des Substrats \agHinwird.
Ausgewertet wurde der Versuch Uber SDS-PAGE. Eraplgsche Auswertung des Versuchs
ist in Abbildung 4.8.4 dargestellt. Aufgetragen deirder Phosphattransfer auf die PTB
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Doméne gegen die Zeit. Wie zu erwarten, wird di® Blomane durch die Y950F-Mutante
deutlich schlechter phosphoryliert als durch die |ldyp-Kinase. Der maximale
Phosphattransfer ist um 75 % verringert. Auch digadlgeschwindigkeit wird gesenkt. Wird
die PTB hingegen durch die Wildtypkinase in Anwdsanhder Peptide phosphoryliert, so
kann lediglich basale Aktivitat beobachtet werdear maximale Phosphattransfer liegt noch
deutlich unter dem, der durch die Y950F-Mutanteieht wird.

30

® - Peptid
A  +|GF-NT K1
BT v +IGF-NTK3
@ Phosphorylierung durch IGFAC-Y950F

Phosphattransfer [pmol]

Zeit [min]

Abbildung 4.8.4: Die PTB-Phosphorylierung der mon@ren Kinase wird durch die

Peptide inhibiert.

Graphische Auswertung der zeitabhdngigen PTB-Plwglérung der monomeren 1Q@E.
Eingesetzt wurden 5 pM IQE bzw. IGRAC-Y950F, 25 puM GST-PTHund 250 pM IGF-
NT K1 bzw. K3. Ausgewertet wurde die Phosphoryligyuiber SDS-PAGE. Aufgetragen
wurde der Phosphattransfer auf die PTB in Abhargtglon der Zeit.

Im Anschluss wurde der Einfluss der Peptide auf RiidB-Phosphorylierung der dimeren
Kinase GST-IGAC untersucht. Dazu wurden 25 uM GST-B&Burch 0,5 uM GST-IGEC

in An- und Abwesenheit von 25 uM Peptid zeitabhgmiosphoryliert. Auch hier wurde zum
Vergleich die GST-PTBodurch die dimere Mutante GST-IGE-Y950F phosphoryliert. Die
Auswertung der Phosphorylierung erfolgte Gber ddSSPAGE, die graphische Darstellung
ist in Abbildung 4.8.5 gezeigt. Anders als bei deicht-bindenden Substrat Tyrtide, wird die
PTB-Phosphorylierung der dimeren Kinase durch dizvdsenheit der Peptide inhibiert. Der
verringerte maximale Phosphattransfer ist vergleachmit dem der Kinasemutante GST-
IGFAC-Y950F, bei der die PTB-Bindung geschwacht istdizaAktivitat der dimeren Kinase
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durch die Peptide nicht beeinflusst wird, muss iesem Fall IGF-NT K1 bzw. K3die

Bindung des Substrats an die Kinase verhindern.
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Abbildung 4.8.5: Die PTB-Phosphorylierung der dimem Kinase wird durch die Peptide inhibiert.
Graphische Auswertung der zeitabhéngigen PTB-Plugfdrung der dimeren Kinase. Eingesetzt
wurden 0,5 pM GST-IGEC bzw. GST-IGRC-Y950F, 2,5 uM GST-PT& und 25 pM IGF-NT K1 bzw.
K3. Ausgewertet wurde die Phosphorylierung tber $IB&E. Aufgetragen wurde der Phosphattransfer
auf die PTB in Abhangigkeit von der Zeit.

4.8.4 Untersuchungen zur Spezifitat

Im Folgenden sollte die Spezifitat der beiden Rkptin ihrer inhibitorischen Wirkung
untersucht werden. Dafir standen mir drei weiteezéptortyrosinkinasen zur Verfigung. Als
ein naher Verwandter des IGF-1R wurde mit Kinase tiesulinrezeptors ein weiteres
Mitglied der Insulinrezeptorfamilie untersucht. Au@em wurden die Kinasedoménen der
Rezeptortyrosinkinasen TrkB-R und EGFR untersu®#ide weisen eine geringere
Homologie zum IGF-1R auf als der IR. Des Weiteramde ein Vertreter der Ser/Thr-

Kinasefamilie untersucht, die zytosolische Kinake A

Der Einfluss auf die Kinase des IR wurde in derdjintosphorylierung der monomeren, C-
terminal deletierten Variante dieser Kinase @ untersucht. Dazu wurden 5 uM Kinase in
An- bzw. Abwesenheit von 250 uM Peptid zeitabhéaragitpphosphoryliert. Die Auswertung
erfolgte Uber SDS-PAGE. In Abbildung 4.8.6.A isnheigraphische Auswertung dieses
Versuchs dargestellt. Aufgetragen ist der Phospiizde in die Kinase in Abhangigkeit von
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der Zeit. In Anwesenheit von IGF-NT K3 zeigt dienise die gleiche Aktivitdt wie ohne
Peptid. Die Initialgeschwindigkeit ist gleich ung wird in beiden Fallen ein maximaler
Einbau von etwa 5 mol Phosphat pro mol Kinase @teDas Peptid IGF-NT K1 bt auch
auf die IRAC einen inhibitorischen Einfluss aus. Die Kinaseeieht in Anwesenheit von
IGF-NT K1 nur einen maximalen Einbau von etwa 2 /mol. Auch die

Initialgeschwindigkeit ist herabgesetzt.
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Kinasen Einfluss des PeptidsIGF-NT K1 Einfluss degtiele IGF-NT K3
IGFAC + +
IRAC + -
TrkB-His - -
EGF-His - -
GST-Akt - -

Abbildung 4.8.6: Untersuchungen zur Spezifitat deeptide IGF-NT K1 und K3.

A: Dargestellt ist die graphische Auswertung derabditingigen Autophosphorylierung von 5 pMMR+/-
250 uM Peptid. Ausgewertet wurde die Phosphoryfigriiber SDS-PAGE. Aufgetragen wurde der
Phosphateinbau in die Kinase in Abhangigkeit von Aeit. Nur das Peptid IGF-NT K1 zeigt einen
inhibitorischen Einfluss auf die monomere Kinases dB. B: Zusammenfassung der Ergebnisse zur
Untersuchungen des inhibitorischen Einflusses dagti®e IGF-NT K1 und K3 auf die Kinasen IGE,
IRAC, TrkB-His, EGF-His, GST-Akt.
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Im Falle der Kinase des TrkB-R wurde die His-getaginonomere intrazelluléare
Kinasedomane (Trk-His) eingesetzt. Hier wurde dafliss der Peptide auf die Tyrtide-
Phosphorylierung untersucht. Es wurden 60 uM Tertitirch 3 uM Trk-His +/- 150 uM
Peptid zeitabh&ngig phosphoryliert. Ausgewertetdgutter Versuch tUber den Paperassay. Zur
Untersuchung des Einflusses auf die Kinase des E@kiiden 150 UM der Peptide in einer
Phosphorylierung von 9 uM GST-Gab durch 3 uM EGE-¢lhgesetzt. Um den Einfluss der
Peptide auf die Akt zu untersuchen, wurde die G&&gie, um die PH-doméane deletierte,
mittels Okkadeinsaure aktivierte Akt-Kinase (GSTtAk der Phosphorylierung der GST-
PTBs7 untersucht. Auf die Akt Kinase hat der GST-Tagnkai aktivierenden Einfluss (Baer,
unveroffentlichte Ergebnisse). Hierfur wurden ONd 5ST-AKT und 5 uM GST-PTB, +/-

25 uM Peptid eingesetzt.

Die graphische Auswertung dieser Versuche ist imakg (Abb. 9.15.1, S. 175) dargestellt,
das Ergebnis ist in Abbildung 4.8.6.B zusammengefddie Peptide IGF-NT K1 und K3

haben keinen inhibitorischen Einfluss auf die verdeten Kinasevarianten des TrkB-R,
EGFR und Akt-Kinase. Da das Peptid IGF-NT K1 einehibitorischen Einfluss auf die

Kinase des IR ausubt, und in dieser Arbeit ein i§igeker Inhibitor generiert werden sollte,
wurden die folgenden Versuche nur noch mit demi@¢@F-NT K3 durchgefihrt.

4.8.5 Das Peptid IGF-NT K3 inhibiert die Autoaktivie  rung der monomeren
Kinase

Das Peptid IGF-NT K3 zeigt einen Einfluss auf dienmmere Kinase des IGF-1R, nicht aber
auf die Uber GST dimerisierte Kinase. Dieses Ergeberdeutlicht, dass das Peptid den
Ubergang der Kinase von der inaktiven zur aktiveruk®ur verhindert und damit die

Autoaktivierung der Kinase inhibiert. Eine pra-dimsesrte Kinase, die bereits eine aktive
Konformation eingenommen hat, wird nicht inhibidgim diese Ergebnisse zu untermauern,
wurde eine konzentrationsabhangige Autophosphowig der monomeren Kinase in An-
und Abwesenheit von IGF-NT K3 durchgefihrt. Da dmonomere Kinase Uber

Dimerisierung aktiviert wird, ist die Initialgesciwdigkeit der Kinase abhangig von ihrer
Konzentration. Es wurden steigende Kinasekonzeotran (1-7 UM Kinase) zeitabhéngig
autophosphoryliert. Dabei wurden 100 uM IGF-NT KBgesetzt. Ausgewertet wurden die
jeweiligen Phosphorylierungen uber  SDS-PAGE. Fur e di verschiedenen

Kinasekonzentrationen wurde die Initialgeschwindigk bestimmt. Zur graphischen
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Auswertung wurde die Initialgeschwindigkeit gegeie dinasekonzentration aufgetragen
(Abb. 4.8.7).
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Abbildung 4.8.7: IGF-NT K3 inhibiert die Autoaktiverung der monomeren IGHAC.

Graphische Auswertung der konzentrationsabhanghggmphosphorylierung der monomeren Kinase in
An- und Abwesenheit von IGF-NT K3. Es wurden statge Kinasekonzentrationen (1-7 pM Kinase)
+/- 100 uM IGF-NT K3 zeitabhangig autophosphorylieAusgewertet wurden die jeweiligen
Phosphorylierungen iber die SDS-PAGE. Fur die veesenen Kinasekonzentrationen wurde die
Initialgeschwindigkeit bestimmt und in Abhangigkedn der Kinasekonzentration aufgetragen.

Ohne Peptid ist eine Konzentration von 4-5 uM amomeerer Kinase notwendig, damit die
Kinase sich autoaktiviert. Erst bei dieser Konzatmn steigt die Initialgeschwindigkeit an. In
Anwesenheit von 100 pM Peptid IGF-NT K3 aktiviedhsdie Kinase bis hin zu 7 uM nicht.
Die Anwesenheit des Peptids verhindert die Dimenisig und damit Aktivierung der Kinase.
Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde der Emfimn IGF-NT K3 auf eine schon
aktivierte, monomere Kinase untersucht. Wird dienomere Kinase phosphoryliert, so wird
sie dimerisierungs-unabhéangig aktiviériSofern das Peptid die Autoaktivierung der Kinase
verhindert, sollte es keinen Einfluss auf die plhasplierte, aktive Kinase haben. Dazu wurde
die monomere Kinase in einer Konzentration von D unter Standardbedingungen fur
15 min autophosphoryliert. Zum Abstoppen der Reaktvurde die Kinase auf Eis gestellt.
Anschlie3end wurden 0,5 uM vorphosphorylierte Kenaser Substratphosphorylierung von
25 UM Tyrtide in An- und Abwesenheit von 25 uM IGH-K3 unterzogen. Analysiert wurde
der Versuch Uber SDS-PAGE. Wie zu erwarten hat Rigstid keinen Einfluss auf diese
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Kinase (Abb. 4.8.8). Initialgeschwindigkeit und nragler Umsatz werden nicht verandert
durch das Peptid. Es entfaltet seine inhibitoriséhekkung also nur im Aktivierungsprozess,
die aktivierte Kinase ist kein Target fur IGF-NT K3
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Abbildung 4.8.8: Die aktivierte, monomere |G wird nicht von IGF-NT K3 inhibiert.
Dargestellt ist die graphische Auswertung der bbifmgigen Substratphosphorylierung von
25 uM Tyrtide durch 0,5 uM vorphosphorylierte SE in An- und Abwesenheit von 25 pM
IGF-NT K3. Ausgewertet wurde die Phosphorylierurgeridie SDS-PAGE. Aufgetragen ist
der Phosphattransfer auf Tyrtide in Abh&ngigkeit der Zeit.

4.8.6 IGF-NT K3 interferiert mit der Kinasedimerisie  rung

Um den Einfluss des Peptids IGF-NT K3 auf den Aktiungsprozess genauer zu
untersuchen, wurde die Substratphosphorylierundsatatytisch inaktiven Kinasemutante des
IR, IRKD-D1120A-His untersucht. Der Austausch deatdtytischen Base D1120 fihrt dazu,
dass die fur die Katalyse essentielle Koordinatles Kofaktors Mg2+ nicht gegeben ist, was
zu einem Verlust der Transferaseaktivitat fihrie Ratalytisch inaktive Kinase stellt ein sehr
gutes Substrat fur die aktive Kinase des IR bzviz-KR dar. Bevor aber das inaktive Enzym
als Substrat bedient werden kann, muss eine prv@uktimerisierung zwischen inaktiver
und aktiver Kinase erfolgen. Diese Hetero-Dimerisig kann als Modell fir die Homo-
Dimerisierung zweier monomerer, aktiver Kinasenrdugttet werdevi’. Als Enzym wurde
erneut auf die vorphosphorylierte, aktivierte, mmeoe IGRAC zuriickgegriffen. Diese

Kinase ist in der Tyrtide-Phosphorylierung keingirfir IGF-NT K3. Sollte der Inhibitor
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allerdings die Dimerisierung der monomeren Kinaserhndern, so sollte die
Phosphorylierung der IRKD-D1120A-His durch die Vmopphorylierte, aktivierte monomere
IGFAC inhibiert werden. Die IRKD-D1120A-His ist im Geggatz zur IGEC nicht deletiert
und beinhaltet zusatzlich zu den funf Tyrosin-Piasplierungsstellen der Juxtamembran-
und Kinasedomane noch zwei Tyrosin-Phosphoryliesstglien im C-Terminus. In diesem
Versuch wurden 0,5 uM vorphosphorylierte 8F-und 5 uM IRKD-D1120A-His eingesetzt.
Fur den Fall, dass der Inhibitor auch an die IRKDEROA-His bindet, wurde er in einem 50-
fachen, molaren Uberschuss zu der Summe aus aktiveminaktivem Enzym eingesetzt
(275 puM). Inhibitor und Kinase wurden fur 30 mini be°C vorinkubiert. Anschliel3end
wurde die Substratphosphorylierung unter Standalidigengen durchgefiihrt. Ausgewertet
wurde die Phosphorylierung auf der SDS-PAGE. Daphirsche Auswertung des Versuchs ist
in Abbildung 4.8.9 gezeigt. Aufgetragen ist der §ftftateinbau in das Substrat gegen die Zeit.

Es wird deutlich, dass die Phosphorylierung dektiman Kinase durch die aktive &G von
IGF-NT K3 signifikant gehemmt wird. In Abwesenheiés Inhibitors erreicht die Kinase

einen maximalen Einbau in das Substrat von etwaolinml. Der maximale Einbau in

6+ ©® -Peptid
v +IGF-NT K3

Phosphateinbau [mol/mol]
w

0 10 20 30
Zeit [min]

Abbildung 4.8.9: IGF-NT K3 interferiert mit der Kiasedimerisierung.

Dargestellt ist die graphische Auswertung der Phosgierung der katalytisch inaktiven IRKD-D112A-
His durch die vorphosphorylierte, aktive IGE in An- und Abwesenheit von IGF-NT K3. 5 uM IRKD-
D1120A-His wurden durch 0,5 uM vorphosphorylier@FAC +/- 275 uM IGF-NT K1 phosphoryliert.
Ausgewertet wurde die Phosphorylierung tber die-#BGSE. Aufgetragen ist der Phosphateinbau in das
Substrat gegen die Zeit.
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Anwesenheit des Inhibitors betragt etwa 1,4 mol/maich die Initialgeschwindigkeit wird
gesenkt. Da die Aktivitdt der vorphosphoryliertenin&e durch IGF-NT K3 nicht
beeintrachtigt wird, muss in diesem Fall das Pel@ie-NT K3 die Hetero-Dimerisierung der
IGFAC mit der IRKD-D1120A-His verhindern.

4.8.7 Beeinflusst IGF-NT K3 die Bindung von ATP?

Im Targetprotein, gegen das IGF-NT K3 selektionietirde, ist die ATP-Bindestelle der
Kinase vorhanden. Der inhibitorische Einfluss degptkls konnte somit durch eine Bindung
des Peptids an dieser Stelle und damit Kompetitiwh ATP herrihren. Um dies zu
untersuchen, wurde deryKir ATP der monomeren Kinase in Anwesenheit voR-IGI' K3
bestimmt und mit dem der Kinase in Abwesenheit Blegtids verglichen (Abb. 4.8.10)uK
fur ATP und k. wurden Uber Gber einen radioaktiven Assay erniifgaééhe Abschnitt 4.5.2)
Hierbei wurden 50 uM IGF-NT K3 eingesetzt. Die ddr@e Michaelis-Menten- Kurve zur
Bestimmung der kinetischen Parameter ist in Ablitdd.8.10.A gezeigt. Ein Vergleich der
Daten mit denen der monomeren Kinase in AbwesedksiPeptids ist in Abbildung 4.8.10.B
zu sehen. Die aufgelisteten Werte entsprechen deétimmatischen Mittelwert mehrerer
Messungen. Der angegebene Fehler entspricht ded&timbweichung. DerkWert fur ATP
wird durch das Peptid nicht verandert, die Affinit@dm Nucleotid bleibt gleich. Nur.kwird

durch die Bindung des Peptids herabgesetzt, diei&flz der Katalyse also verringert.
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Abbildung 4.8.10: Bestimmung der kinetischen Datéir die Substratphosphorylierung der

monomeren Kinase in Anwesenheit von IGF-NT K3.

A:Zur Ermittlung des Ig fur ATP und ks in Anwesenheit von IGF-NT K3 wurde ein ein radidedt
Assay durchgefihrt. Es wurden 1 pM ISE, 200 uM Tyrtide und 50 uM IGF-NT K3 verwendet.sAu
dem hyperbolischen Fit wurde ein,Kiir ATP von 715 uM und einckvon 0,005 s-1 erhalte: Tabelle
zum Vergleich der kinetischen Parameter der ATRPaablgen Substratphosphorylierung der monomeren
Kinase +/Uber den radioaktiven Assay. Die Wertesgneichen dem arithmetischen Mittelwert mehrerer
Messungen. Der angegebene Fehler entspricht ded&tiabweichung.

4.8.8 Bestimmung des IC s

Um die inhibitorische Starke des Peptids zu charaeren, sollte ddCs, bestimmt werden.
Der 1G5 gibt die Inhibitorkonzentration an, bei der didbthaaximale Hemmung des Enzyms
erreicht wird. Zur Bestimmung dieses Parametensle die Kinaseaktivitdt mit ansteigender
Inhibitorkonzentration in der Substratphosphorylieg bestimmt. In Anlehnung an andere
Arbeiten®13213wyrde zur Bestimmung der Kinaseaktivitat der matanPhosphattransfer
nach einer bestimmten Zeit ermittelt. Somit wurde Aktivitat von 1 uM Kinase in der
Phosphorylierung von 50 uM Tyrtide mit ansteigenbhibitorkonzentration gemessen und

in Bezug gesetzt zur Aktivitat in Abwesenheit dashibitors. Zur Bestimmung der

64



ERrRGEBNISSE

Kinaseaktivitat wurde der Phosphattransfer auf Slalsstrat nach 40 Minuten bestimmt, ein
Zeitpunkt, bei dem 1 pM Kinase in Abwesenheit deptids seine maximalen Transfer auf
das Substrat erreicht hat. Die graphische Auswgrtles Versuchs ist in Abbildung 4.8.11 zu
sehen. Aufgetragen wurde die Kinaseaktivitat gedjerKonzentration des Inhibitors. Bei der
Auswertung wurde die Kinaseaktivitat ohne Inhibigbeich 100 % gesetzt. So wurde ein C
von 25,18 uM fir den Inhibitor IGF-NT K3 bestimmt.

Kinaseaktivitat [%]

Peptidkonzentration [uM]

Abbildung 4.8.11: IC50 -Bestimmung

Zur Bestimmung des kg wurde die Kinaseaktivitait der monomeren K&F bei steigender
Peptidkonzentration bestimmt. Dazu wurden 50 pMidgrdurch 1 pM Kinase bei verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen phosphoryliert. Zur Bestiomg der Kinaseaktivitat wurde der
Phosphattransfer auf das Substrat nach 40 Minwgstinomt, einem Zeitpunkt, bei dem 1 uM Kinase
in Abwesenheit des Peptids den maximalen Transfedas Substrat erreicht hat. Dieser Wert wurde
in Bezug gesetzt zur Kinaseaktivitdt in Abwesenlugs Peptids. Bei der Auswertung wurde die
Kinaseaktivitat ohne Inhibitor gleich 100 % gesefats der Auftragung der Kinaseaktivitat gegen die
Peptidkonzentration wurde einsf&on 25,18 UM bestimmt.

4.8.9 Nachweis der Bindung der Peptide an die Kinase

Die Bindung der Peptide an die Kinase konnte bighar indirekt Gber die Hemmung der
Kinaseaktivitdt und der Verhinderung der PTB-Bingumachgewiesen werden. Auch der
ELISA ist kein direkter Nachweis der Bindung, erstviediglich die Bindung der Phagen an
das Targetprotein nach. Ein direkter Nachweis sdliber die Methode des Far Western-Blots
durchgefiihrt werden. Der Far Western wird zum Nasibwon Proteininteraktionen genutzt.
Hierzu wird ein Protein, das ,Beute“-Protein, auiner Membran oder in einer PAGE fixiert.
Dieses fixierte ,Beute“-Protein wird mit einem zwex Protein, dem ,Kdder“-Protein
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inkubiert. Die Interaktion wird tGber die Visualisisg des ,Kdder-Proteins nachgewiesen.
Dazu muss das ,Koder“-Protein mit Antikorpern nactisbar sein oder radioaktiv bzw.
Fluoreszenz-gelabelt sein.

In dieser Arbeit wurden als ,Beute”-Protein die 8T und die IRAC verwendet. Zusatzlich
wurde GST als Negativkontrolle auf die Membran atfggen. Als ,Kdder“-Protein wurden
die Fluoreszenz-markierten Peptide verwendet. Hievorden die Peptide wie unter 4.3
beschrieben generiert, mit Tetramethylrhodamin-%emad markiert und gespalten. Die
Kinasen wurden durch Dot-Blot auf der Membran fikig.3.11.2). Nach dem Abblocken mit
BSA wird die Membran mit markiertem Peptid inkubi€r.3.12). Dokumentiert wird die
Bindung des Peptids an die gecoateten Proteing UWhteda so nur das markierte Peptid
sichtbar wird. In Abbildung 4.8.12 ist dérar Westernzum Nachweis der Bindung der

Peptide IGF-NT K1-Cys und K3-Cys an die ISE gezeigt.

A) B)
+IGF-NTK3-Cys +IGF-NTK1-Cys
GST {IGFAC | IRAC GST! IGFAC! RAC
; ; 2 pg Protein
L] 4 pg Protein
C) B D) . .
GST | IGFAC! IRAC GST! IGFAC! IRAC
) | : 2 pg Protein @
& s 4 pg Protein 1- L ) G f

Abbildung 4.8.12: Far Western zum Nachweis der Bimdy von IGF-NT K1 und K3 an die IGHAC.
Dargestellt sind die Membranen dear Westernauf die 2 bzw. 4 pg der Kinasen IGE und IRAC
und GST Uber den Dot-Blot fixiert wurden. Die Mermben wurden mit markierten IGF-NT K3-Cys
bzw. IGF-NTK1-Cys inkubiertA und B: Membran unter UV. Es werden nur die markierteptide
sichtbar.C undD: Membran angefarbt mit Ponceau rot.

Die spezifische Bindung von IGF-NT K3 an die SE wird bei der Dokumentation des
Blots unter UV deutlich. Die Spots von GST undiR fluoreszieren nicht, an diesen Stellen
wird kein Peptid nachgewiesen. An den Spots delAIGwird hingegen das fluoreszierende
Peptid nachgewiesen. Auch fur das Peptid IGF-NTK&hn eine Bindung an die 1@E
nachgewiesen werden. Hier ist zusatzlich eine schev&luoreszenz bei den Spots deAdR
zu erkennen. Der Nachweis der Bindung von IGF-NTefWies sich als schwierig, da das
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Peptid durch die Waschschritte nach der Inkubatioader vom Blot entfernt wurde,
besonders, wenn Salz im Puffer vorhanden war. Deget auf eine ionische Interaktion
zwischen Peptid und Kinase hin. Auf Grund desserdevim Falle des IGF-NT K1 der Blot
nach der Inkubation mit dem Peptid nur kurz in 3@ fifris pH 7,5 gewaschen. Auf Grund
dessen ist die Hintergrundfarbung starker. Um einéinfluss des Labels
Tetramethylrhodamin-5-maleimid auf die Bindung a@b$#islRen zu kdnnen, wurden die
markierten Peptide ebenfalls in Substratphospremytigsreaktionen der monomeren Kinase
eingesetzt. Es zeigte sich, dass die markiertetideegen gleichen inhibitorischen Einfluss
auf die Kinase austben wie die unmarkierten, ch@migenerierten Peptide (s. Anhang
Abb.9.16.1, S. 176).

4.9 Charakterisierung der Peptide gegen das  aD-Peptid

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Reaktiom&nden mit Tetramethylrhodamin-5-
maleimid markierten Peptiden adscoli durchgefihrt. Vor der Reaktion wurden die Peptide
fur 20min bei 4°C mit der Kinase vorinkubiert. |&l Reaktionen fanden unter
Standardbedingungen (ImM ATP; 30 mM MgCb mM DTT; 50 mM Tris pH 7,5;

Raumtemperatur) und mit radioaktiv markiertgfAP-ATP einer spezifischen Radioaktivitét

von etwa 100-200 Cpm/pmol statt. Die Auswertunglgté wie unter 4.8 beschrieben.

4.9.1 Die Peptide inhibieren die Auto- und Substratp  hosphorylierung der
monomeren IGF AC

Wie unter 4.8.1 fur die Peptide gegen den GST-IGFNschrieben, wurden die Peptale-
Peptid K2-Cys undxD-Peptid K3-Cys zunéchst in der zeitabhangigen Autad Substrat-
phosphorylierung der monomeren Kinase M&Feingesetzt. In beiden Fallen wurden 3 uM
Kinase verwendet. Das Peptid-Peptid K2-Cys wurde im 50 fachen Uberschuss siegé
(150 puM), das PeptidD-Peptid K3-Cys konnte auf Grund der geringen Kotzgion nur
im 15 fachen Uberschuss (45 uM) eingesetzt werdé&usgewertet wurde die
Autophosphorylierung Uber SDS-PAGE. Bei der Sulystm@sphorylierung wurden §0M
Tyrtide eingesetzt. Um ausschlielBen zu kénnen, dassEffekt der Peptide auf deren
Aufreinigungsmethode zurickzufthren ist, wurde @&abstratphosphorylierung auch in
Anwesenheit des Kontrollpeptids durchgefihrt. Degp$enz des Kontrollpeptids wurde auf
die gleiche Weise generiert wie die Peptide-Peptid K2 und K3 (vgl. 4.3.1). Ausgewertet
wurde die Tyrtide-Phosphorylierung tber den Papanag7.3.14.3). In Abbildung 4.9.1 ist
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die graphische Auswertung beider Versuche dardestBlie Peptide inhibieren die
Autophosphorylierung der Kinase (Abb. 4.9.1.A). Falle vonaD-Peptid K2-Cys erreicht
die Kinase nur basale Aktivitat, der Phosphateinibagh 45 Minuten ist fast 10 fach
verringert im Vergleich zur Reaktion ohne Peptid.

A) B)

35

® - Peptid 12 T
| A +aD-Peptid K3-Cys
v +aD-Peptid K2-Cys

- Peptid

+ aD-Peptid K3

+ aD-Peptid-K2-Cys
+ Kontrollpeptid

mdqaDp>e

10 +

Phosphateinbau [pmol/mol]
Phosphateinbau [mol/mol]

30 40 50
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.9.1:aD-Peptid K2-Cys undiD-Peptid K3-Cys inhibieren die Auto- und
Substratphosphorylierung der monomeren 1GE.

Dargestellt ist die graphische Auswertung der béidmgigen Autophosphorylierung bzw. Substrat-
phosphorylierung von 3 uM IQ@€. Es wurden 45 uMD-Peptid K2-Cys bzw. 150 uMD-Peptid K3-Cys
eingesetzt.Ausgewertet wurde die Phosphorylierung Uber SDS{PA@) bzw. Paperassay (BA:
Autophosphorylierung der IQ¥C +/- Peptide. Aufgetragen wurde der Phosphateiribadie Kinase in
Abhéngigkeit von der ZeiB: Substratphosphorylierung von 60 pM Tyrtide durcé BFAC +/- Peptide.
Aufgetragen wurde der Phosphateinbau in Tyrtideegetie Zeit.

Auch in der Substratphosphorylierung wird die Keadivitat durchoD-Peptid K2-Cys stark
herabgesetzt (Abb. 4.9.1.B). Der maximale Phosgretter auf das Substrat ist fast 10 fach
verringert und die Initialgeschwindigkeit ist dectl herabgesetzt. Im Falle des Peptud3-
Peptid K3-Cys wird ein etwas schwécherer Effektbaebtet. Die Kinase scheint langsamer
zu sein, aber dann deutlich spater einen ahnlidPleosphattransfer zu erreichen wie die
Kinase ohne Peptid, sowohl in der Auto- als auctlenSubstratphosphorylierung. Das Peptid
scheint die Reaktion nur zeitlich zu verzégern. Bastrollpeptid vermochte keine Inhibition
hervorzurufen. Der Verlauf der Substratphosphomyhig in Anwesenheit dieses Peptids zeigt

den gleichen Verlauf wie die Reaktion ohne Peptid.
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Des Weiteren musste ausgeschlossen werden, dagshietorische Effekt der Peptide von
dem grofRen hydrophoben Rest des Labels, Tetramietlodmin-5-maleimid, stammt. Dazu
wurde eine zeitabhangig Substratphosphorylierung8®uM Tyrtide durch 3 uM IGEC in
Anwesenheit der unmarkierten, atiscoli stammenden Peptide durchgefiihrt. Auch hier
konnte das PeptidD-Peptid K2 nur im 15 fachen Uberschuss (45 uMpesetzt werden,
aD-Peptid K3 wurde im 50 fachen Uberschuss (150 gMyesetzt. Zu den entsprechenden
Zeiten wurden den Anséatzen Proben entnommen unddédre Paperassay ausgewertet. Die
graphische Auswertung ist im Anhang dargestellt WAb9.17.1, 176). Die
Substratphosphorylierung der monomeren Kinase iwesenheit des unmarkiertexD-
Peptid K2-Cys zeigt einen vergleichbaren Verlaué wlie in Anwesenheit des markierten
Peptids. Das Label hat b&D-Peptid K2-Cys keinen Einfluss auf die InhibitioDer
inhibitorische Effekt ist einzig auf die Sequenzimkzufihren. Im Gegensatz dazu scheint
der inhibitorische Effekt desD-Peptid K3-Cys durch das Label geschwécht zu werbDas
unmarkierte Peptid scheint einen etwas starkeraibitorischen Einfluss auf die Kinase

auszulben im Vergleich zum markierten Peptid.

4.9.2 Untersuchungen zur Spezifitat

Im Folgenden sollte die Spezifitat der markierteaptitle in ihrer inhibitorischen Wirkung
untersucht werden. Der Einfluss auf die Kinase d#8 wurde in einer
Substratphosphorylierung von 60 uM Tyrtide durghM IRAC getestetaD-Peptid K2-Cys
wurde im 15 fachen undD-Peptid K3-Cys im 50 fachen molaren Uberschusgesiatzt Das
Diagramm der Substratphosphorylierung deA@Rist in Abbildung 4.9.2.A gezeigt. Beide
Peptide Uben einen inhibitorischen Einfluss auf IRAC aus, der vergleichbar ist mit dem
Einfluss der Peptide auf die I@GE ist. Zusatzlich wurde die Substratphosphoryligraier
TrkB-His, EGF-His und GST-Akt in Anwesenheit der pRde untersucht. Die
Phosphorylierungen wurden wie unter 4.8.4 besclnelurchgefiihrt, die graphische
Auswertung ist im Anhang dargestellt (Abb. 9.1&1,177).Die Ergebnisse der Versuche sind
in Abbildung 4.9.2.Baufgelistet. DasiD-Peptid K2-Cys hat auf die anderen untersuchten
Kinasen keinen Einfluss. Das aD-Peptid K3-Cys hingegen hemmt die
Substratphosphorylierung der EGF-His, nicht abex der Trk-His, oder GST-Akt. In

Anwesenheit vonaD-Peptid K3-Cys erreicht die EGF-His nur79 % desximalen
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Phosphattransfer auf das Substrat im VergleichiPhaisphorylierung ohne Peptid.
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IRAC + +
TrkB-His - -
EGF-His - +
GST-Akt - -

Abbildung 4.9.2: Untersuchungen zur Spezifitat deeptide IGF-NT K1 und K3.

A: Dargestellt ist die graphische Auswertung derabditingigen Substratphosphorylierung von 60 uM
Tyrtide durch 3 uM IRC. Es wurden 45 pMiD-Peptid K2-Cys bzw. 150 pMiD-Peptid K3-Cys
eingesetzt. Ausgewertet wurde die Phosphorylierilbgr den Paperassay. Aufgetragen wurde der
Phosphateinbau in Tyrtide gegen die Zeit. Beideti®efzeigen einen inhibitorischen Einfluss auf die
Substratphosphorylierung der monomeren Kinase &e®:l Zusammenfassung der Ergebnisse zur
Untersuchungen des inhibitorischen Einflusses dptife aD-Peptid K2-Cys undiD-Peptid K3-Cys

auf die Kinasen IGEC, IRAC, TrkB-His, EGF-His, GST-Akt
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4.9.3 Die Aktivitat der dimeren Kinase wird nicht be  einflusst

Da das PeptidzD-Peptid K3-Cys nur eine geringe wie auch unspgzht Inhibition aufwies,
wurden die folgenden Untersuchungen lediglich m&md Peptid aD-Peptid K2-Cys
durchgefihrt.

Auch fur das PeptidD-Peptid K2-Cys sollte untersucht werden, ob esreiinfluss auf die
pra-dimerisierte Kinase hat, die bereits in ihrktiveen Konformation vorliegt. Dazu wurde
das Peptid in einer Tyrtide-Phosphorylierung defTB8SFAC wie unter 4.8.2 beschrieben
eingesetzt. Die Auswertung der Phosphorylierunglgté Uber den Paperassay und ist in
Abbildung 4.9.3 zu sehen. Gezeigt ist der Phospfiizda in Tyrtide in Abhangigkeit von der
Zeit. Die Reaktion in Anwesenheit des Peptids zdagt gleichen Verlauf wie ohne Peptid.
Eine dimere Kinase in ihrer aktiven Struktur istrké&arget furaD-Peptid K2-Cys und wird
somit nicht von dem Peptid in ihrer Aktivitat bekursst.

Phosphateinbau [mol/mol]

0,2 1

® - Peptid
v+ aD-Peptid K2
0,0 —

0 10 20 30

Zeit [min]

Abbildung 4.9.3: Die Aktivitat der dimeren Kinaseing nicht durch aD-Peptid K2 beeinflusst.

Dargestellt ist die Substratphosphorylierung vadm |0V GST-IGRAC +/- 25 puMaD-Peptid K2-Cys. Als
Substrat wurden 25 uM Tyrtide verwendet. Ausgewertede die Phosphorylierung tiber den Paperassay.
Aufgetragen ist der Phosphateinbau in das Substfihangigkeit von der Zeit.
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Zusatzlich zu Tyrtide sollte noch ein bindendes shatb von der dimeren Kinase in
Anwesenheit des Peptids phosphoryliert werden.zdievurde wie unter 4.8.3 beschrieben
die PTB-Doméane verwendet. Anders als bei Tyrtidessrei diesem Substrat eine produktive
Bindung an das Bindemotiv in der Juxtamembrandoméni@gen, damit eine effektive
Phosphorylierung stattfinden kann. Es wurden 25@®&T-PTB, durch 0,5 uM GST-IGEC

in An- und Abwesenheit von 25 pMD-Peptid K2 zeitabhéangig phosphoryliert und Utber
SDS-PAGE ausgewertet (Abb. 4.9.4). Auch die Phospieoung der PTB-Domane durch die
dimere Kinase wird nicht vonD-Peptid K2-Cys beeinflusst. Das Peptid bindet algiht
wiegen-NT K3 an eine Substratbindestelle, sondemntfaket seine Wirkung nur im

Dimerisierungs- bzw. Aktivierungsprozess der Kinase
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Abbildung 4.9.4: Die PTB-Phosphorylierung der dimam Kinase wird nicht durchaD-Peptid K2
beeinflusst.

Graphische Auswertung der zeitabhangigen PTB-Plwglérung der dimeren Kinase. Eingesetzt
wurden 0,5 uM GST-IGAC, 2,5 uM GST-PTBound 25 pMaD-Peptid K2-Cys. Ausgewertet wurde die
Phosphorylierung Uber SDS-PAGE. Aufgetragen wurder é&hosphattransfer auf die PTB in
Abhéngigkeit von der Zeit.

72



ERrRGEBNISSE

4.9.4 Bindung von aD-Peptid K2-Cys verhindert die Autoaktivierung der
monomeren Kinase

Wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben, weisen dimereasan im \ergleich zur monomeren
Kinase eine aktive Konformation auf. Fur das PepfidPeptid-K2-Cys stellen die dimeren
Kinasen kein Target dar, wohingegen die monomergraden von diesem Peptid in ihrer
Aktivitatt gehemmt werden. Daraus kann geschlossesrden, dass das Peptid die
Autoaktivierung der Kinase inhibiert. Um diese Téiemi untermauern, wurde der Einfluss
von aD-Peptid-K2-Cys auf die autoaktiverte, monomereasim untersucht. Dazu wurde die
monomere Kinase wie unter 4.8.5 beschrieben voggtwgliert, und in einer Konzentration
von 0,5 uM einer Substratphosphorylierung von 25 Tyvtide in Anwesenheit von 25 uM
aD-Peptid K2-Cys unterzogen. Ausgewertet wurde dersivch Uber den Paperassay. Das
Peptid zeigt keinen Einfluss auf die aktivierte &8 (Abb. 4.9.5). Die vorphosphorylierte
Kinase zeigt in Anwesenheit des Peptids den gleicensatz wie ohne Peptid. Dieser
Versuch betatigt die Annahme, dass das Peptid emtAditoaktivierung der monomeren
Kinase interferiert.

Phosphateinbau [mol/mol]

® - Peptid
v+ oD-Peptid K2

0,0 - t t t
0 10 20 30

Zeit [min]

Abbildung 4.9.5: Die aktivierte, monomere |GA wird nicht vonaD-Peptid K2 inhibiert.

Dargestellt ist die graphische Auswertung der béiisgigen Substratphosphorylierung von 25 uM Tertid
durch 0,5 uM vorphosphorylierte I@GE in An- und Abwesenheit von 25 uMD-Peptid K2-Cys.
Aufgetragen ist der Phosphateinbau in Tyrtide ih#&tgigkeit von der Zeit.
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Um die Autoaktivierung der monomeren Kinase in Asargheit des Peptids zu untersuchen,
wurde eine konzentrationsabhéangige Autophosphowylge der monomeren Kinase
durchgefuhrt. Da die monomere Kinase Uber Dimeusig aktiviert wird, ist die
Initialgeschwindigkeit der Kinase abhangig von rhr€onzentration. Hier wurde die
Autophosphorylierung steigender Kinasekonzentraton(1-10 uM) +/- 3 uM Peptid
ausgewertet. Dabei wurde die Initialgeschwindigkleit jeweiligen Reaktion bestimmt und in
Abhangigkeit von der eingesetzten Kinasekonzewomataufgetragen (Abb.4.9.6). In
Anwesenheit des Peptids ist eine Kinasekonzentratbm 8-10 uM notwendig damit sich die
Kinase autoaktiviert. Ohne das Peptid reicht eiireagekonzentration von 4-5 uM aus. Das
heil3t, die Autoaktivierung findet in Anwesenheisdeptids dann statt, wenn die Kinase die

Peptidkonzentration um etwa das Doppelte Ubergehrei
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Abbildung 4.9.6:aD-Peptid K2-Cys inhibiert die Autoaktivierung deranomeren IGFAC.

Graphische Auswertung der konzentrationsabhangiggophosphorylierung der monomeren Kinase in
An- und Abwesenheit vomD-Peptid K2-Cys. Es wurden steigende Kinasekonaéatren (1-10 uM
Kinase) +/- 3 uM aD-Peptid K2-Cys zeitabhangig autophosphoryliert.sgewertet wurden die
jeweiligen Phosphorylierungen (ber die SDS-PAGEr Bie verschiedenen Kinasekonzentrationen
wurde die Initialgeschwindigkeit bestimmt und in H§mgigkeit von der Kinasekonzentration
aufgetragen.
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4.9.5 Der Dimerisierungsprozess wird nicht beeintrac  htigt

Um den Einfluss des PeptidaD-Peptid K2-Cys auf den Dimerisierungsprozess zu
Untersuchen, wurde die Substratphosphorylierungkdéalytisch inaktiven Kinasemutante
des IR, IRKD-D1120A-His, wie unter 4.8.6 beschriebentersucht. Es wurden 5 pM IRKD-
D1120A-His durch 0,5 uM vorphosphorylierte IGE +/- 45 uM aD-Peptid K2 unter
Standardbedingungen phosphoryliert. Inhibitor unchake wurden fir 20 min bei 4 °C
vorinkubiert. Ausgewertet wurde die Phosphoryligriiber die SDS-PAGE. Die graphische
Auswertung des Versuchs ist in Abbildung 4.9.7 ggz@ufgetragen ist der Phosphateinbau
in die katalytisch inaktive Kinase gegen die ZE#. zeigt sich, dass das Peptid keinen Effekt
auf die Phosphorylierung der IRKD-D1120A-His durdie vorphosphorylierte IGEC hat.

Das Peptid beeinflusst nicht die Dimerisierungrdenomeren Kinase.

Phosphateinbau [mol/mol]

11 ® - Peptid
v +aD-Peptid K2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Zeit [min]

Abbildung 4.9.7: Der Dimerisierungsprozess wird hicbeeintrachtigt.

Dargestellt ist die graphische Auswertung der Phosgierung der katalytisch inaktiven IRKD-D112A-
His durch die vorphosphorylierte, aktive IGE in An- und Abwesenheit vomD-Peptid K2-Cys. Bevor
das inaktive Enzym als Substrat bedient werden kemrss eine produktive Dimerisierung zwischen
beiden Kinasen erfolgen. 5 uM IRKD-D1120A-His wunddurch 0,5 uM vorphosphorylierte IGE +/-

50 uM aD-Peptid K2-Cys phosphoryliert. Ausgewertet wurde &hosphorylierung tber die SDS-
PAGE. Aufgetragen ist der Phosphateinbau in dastfattgegen die Zeit.
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4.9.6 Die monomere Kinase wird in ihrer inaktiven Ko  nformation fixiert

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, das$dpsd den Konformationsiibergang von
inaktiver zu aktiver Struktur inhibiert. Diese Verang ist insofern sinnvoll, da das Peptid im
Bereich deraD-Helix/hinge region bindet. Dieser flexible Beteitst mal3geblich an dem
Konformationsiibergang zwischen inaktiver und aktiK@asestruktur beteiligt. Um diese
Konformationsanderung zu zeigen, eignet sich irsimeye die Limitierte Proteolyse mittels
Trypsin. Dieser Ansatz wurde entwickelt, um die ckurAktivierung ausgeloste
Konformationsanderung der Aktivierungsschleife zutersuchert®. Innerhalb der
Aktivierungsschleife der Kinasedoméane des IR sdo@le-1R gibt es eine Spaltstelle fur
Trypsin, R1137 (Nummerierung vom IGF-1R). Versuthleen gezeigt, dass die aktivierte
Kinase eine offene Konformation besitzt und gespalkterden kann, wohingegen die inaktive
Kinase eine geschlossene Konformation aufweistsamdit an dieser Stelle nicht gespalten
wird “+1% Die Zugabe von hohen Konzentrationen an ADP teacls, das Gleichgewicht in
Richtung der aktiven Konformation zu verschiebafers es sich um eine intakte Kinase
handelt®. Um zu untersuchen, ob die Peptide die inaktivenféonation der Kinase

stabilisieren, wurde die limitierte Proteolyse reit Trypsin durchgefuhrt.

Im Spaltungsansatz wurden 3 uM monomereAGHkn An- und Abwesenheit von 45 piD-
Peptid-K2-Cys eingesetzt. Zur Kontrolle wurde eirpalBungsansatz der Kinase in
Anwesenheit des Kontrollpeptids durchgefuhrt. Dpal&ing wurde in 50 mM Tris pH 7,5, 30
mM MgCl, und 2 mM DTT und mit bzw. ohne Zugabe von 10 mMRABurchgefiihft Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Trypsin gestarf®@e Spaltung lief fir 7 min bei
Raumtemperatur und wurde durch Zugabe von SDS-Rpoiffer gestoppt. Anschliel3end
wurden die Ansatze auf einer 15 % SDS-PAGE anatygdob. 4.9.8). Zur Kontrolle wurden
alle Anséatze auch ohne Trypsin aufgetragen. Dieamane Kinase allein wird bei Zugabe
von Trypsin ohne ADP nicht gespalten. Trypsin heinkn Zugang zur Aktivierungsschleife,
die Kinase liegt in der inaktiven Struktur vor. Dhr Zugabe von ATP findet eine
Konformationsanderung statt, die Kinase wird nurcdwas Trypsin gespalten. Zusatzlich zu
der Bande der ungeschnittenen Kinase bei ca. 37tidden die zwei Spaltungsfragmente von
etwa 24 und 12 kDa auf. Gleiches gilt fur die Kimas Anwesenheit des Kontrollpeptids. In
Anwesenheit vomD-Peptid K2-Cys findet jedoch selbst bei Zugabe &b keine Spaltung

statt. Der durch ADP eingeleitete Konformationsgbeg in die aktive Struktur wird durch
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die Bindung voraD-Peptid K2-Cys verhindert .

+Kontroll-
- Peptid Peptid +aD-K2
Typsin . + + - + + - 3+ 4
ADP I - T T 1
116
- 66
- 45

L eam— P 4 e

— 25
- 18,4
aa 14,4

Abbildung 4.9.8: Die Bindung voraD-Peptid K2-Cys fixiert die Kinase in ihrer inaktén

Konformation.

Gezeigt ist die 15 % SDS-PAGE zur Dokumentation lif@itierten Proteolyse der IGFC durch
Trypsin. 3 uM Kinase +/- 45 uMD-Peptid K2-Cys bzw. 150 uM Kontrollpeptid wurdenAn- und
Abwesenheit von 10 mM ADP durch 0,1 uM Trypsin #imin bei RT gespalten. Die ungespaltene
Kinase lauft bei 37 kDa, die entstehenden Spalygktediaufen bei 25 und bei 12 kDa.

4.9.7 Beeinflusst aD-Peptid K2-Cys die Bindung von ATP?

Da das Peptid auRerhalb der ATP-Bindestelle birstdite es die Kinase nach einem nicht
ATP-kompetitiven Mechanismus inhibieren. Um diesestatigen, wurde dendur ATP der
monomeren Kinase in Anwesenheit vioD-Peptid K2-Cys bestimmt und mit dem der Kinase
in Abwesenheit des Peptids verglichen. Zum einende/ein gekoppelter Assay mit 1 uM
IGFAC, 200 uM Tyrtide und 10 uM unmarkiertend-Peptid K2 durchgefiihrt. Die erhaltene
Michaelis-Menten Kurve zur Bestimmung der kinetschParameter ist in Abbildung 4.9.9.A
gezeigt. Zum Vergleich wurde ein radioaktiver Assaiy 1 UM IGFAC, 200 uM Tyrtide und
10 uM markiertem aD-Peptid K2 durchgefihrt. Die Auswertung erfolgtdeil den
Paperassay. Die Michaelis-Menten-Kurve ist im Arhdargestellt (Abb. 9.20.1, S.178). Ein
Vergleich der Daten mit denen der monomeren Kinasébwesenheit des Peptids ist
Abbildung 4.9.9.B zu sehen. DegRNert fur ATP wird durch das Peptid nicht veranddrié
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Affinitdt zum Nucleotid bleibt gleich. Nur J& wird durch die Bindung des Peptids
herabgesetzt, die Effizienz der Katalyse also mgeit. Ein Vergleich der Daten fir das
markierte Peptid (gekoppelter Assay) und unmarki@eptid (radioaktiver Assay) bestatigt,
dass das Label keinen Einfluss auf die inhibitdres@virkung hat.

A)

035
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= 025
E
D 0,201
T
£
2 o015
[*}
7]
)
3 010
£

005 8

0,00 +—— t t t t g t T

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
ATP-Konzentration [uM]
B)
Gekoppelter Assay Radioaktive Substratphosphoryigru
KM kcal KM kcal

- Peptid 801,02 +/- 85,92 pM 0,027 +/- 0,002 873,87 +/- 89,02uM | 0,042 +/- 0,004 s

+aD-Peptid | 890,94+/- 45,36pM 0,003 +/- 0,0004s1087,15+/-124,92 uM 0,004 +/-0,001
K2-Cys

n

Abbildung 4.9.9:Ermittlung der kinetischen Daten fir die Substratphosphorylierung der monomeren
Kinase in Anwesenheit voraD-Peptid K2-Cys.

A:Michaelis-Menten Kurve der ATP-abhéngigen Subshkagphorylierung der monomeren Kinase in
Anwesenheit voraD-Peptid K2-Cys. Zur Ermittlung deswir ATP und k. in Anwesenheit der Peptide
wurde ein gekoppelter Assay durchgefuhrt. Es wurdg IGFAC, 200 uM Tyrtide und 10 pMD-Peptid

K2 verwendet. Aus der Michaelis-Menten-Kurve werddie kinetischen Daten (K = 858 pM;
kear= 0,005 sY bestimmtB: Tabelle zum Vergleich der kinetischen Parametmiteelt aus dem gekoppeltem
Assay bzw. dem radioaktiven Assay. Die Werte eetdpen dem arithmetischen Mittelwert mehrerer
Messungen. Der angegebene Fehler entspricht ded&tiabweichung.
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4.9.8 Bestimmung des IC s

Auch fur das PeptidiD-Peptid K2-Cys wurde wie in Kapitel 4.8.8 bescheer der IG
bestimmt. Da fur 1 uM Kinase nur wenig Konzentnaéin unterhalb des keinen Abfall der
Kinaseaktivitat zeigten, wurde zusatzlich der Wert3 uM Kinase bestimmt. Hier wurde der
Phosphattransfer auf Tyrtide nach 20 min bestin@im,Zeitpunkt, bei dem 3 uM Kinase in
Abwesenheit des Peptids den maximalen Transfer dasf Substrat erreicht hat. Die
Kinaseaktivitat mit ansteigender Inhibitorkonzetitna wurde in Bezug gesetzt zur Aktivitat
in Abwesenheit des Inhibitors (Abb. 4.9.10). Dien&seaktivitat ohne Peptid wurde gleich
100 % gesetzt Aufgetragen wurde die Kinaseakti\gggen die Konzentration des Peptids.
Fur 3 uM Kinase wurde ein kgvon 5,51 uM ermittelt. Die graphische AuswertutigX uM

Kinase ist im Anhang (Abb. 9.20.2, S.178) abgelbjldeer wurde ein Wert von 1,80 uM
ermittelt.

120

Kinaseaktivitat [%]

0 20 40 60 80 100 120
Peptidkonzentration [uM]

Abbildung 4.9.10: IC50 -Bestimmung fur 3 uM Kinase.

Zur Bestimmung des Kgwurde die Kinaseaktivitat bei steigender Peptidiamtration bestimmt und in
Bezug gesetzt zur Kinaseaktivitat in Abwesenhedt Beptids. Dazu wurden 150 uM Tyrtide durch 3 uM
Kinase bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationdosphoryliert. Die Kinaseaktivitdt ohne Inhibitor

wurde gleich 100 % gesetzt. Die Auftragung der Keaktivitat gegen die Peptidkonzentration liefert d
ICsovon 5,51 uM bestimmt.
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4.9.9 Nachweis der Bindung der Peptide an die Kinase

Auch fur die Peptide gegen did-Helix/hinge regionsollte die Bindung an die Kinase tber
den Far Westernnachgewiesen werden (vgl. 4.8.9). Dazu wurden@RAC und die IRAC
sowie die Negativkontrolle GST mittels Dot-Blot ader Membran fixiert. Nach dem
Abblocken erfolgte die Inkubation mit den markierteeptideraD-Peptid K2-Cys und K3-
Cys. Dokumentiert wurde die Interaktion unter UV.Abbildung 4.9.11 ist deffar Western
zum Nachweis der Bindung der Peptid®-Peptid K2-Cys und K3-Cys an die IGE
gezeigt. In A und B erfolgte die Dokumentation unt®/, C und D zeigen die reversible
Farbung in Ponceau Rot zur Dokumentation der ax#gehen Proteinmengen. Fir beide
Peptide wird eine Bindung an die IGE und an die IRC detektiert. Sowohl baiD-Peptid
K2-Cys als auch beim PeptaD-Peptid K3-Cys) ist die Fluoreszenz bei den SpetsIRAC
deutlich schwéacher als bei denen der AGFIn beiden Fallen wurden gleiche Proteinmengen
aufgetragen (Abb. 4.9.11.C und D). Dieses Ergestizerwunderlich, da die Peptide auf

beide Kinasen den gleichen inhibitorischen Einflusgten.

A) B)
+ ad)-Peptid K2-Cys + al)-Peptid K3-Cys
GSTIGF AC:IRAC GST EIGFJ_CiIHL‘C
2 pg Protein :
(@ [ 4ugProsin -
D)

GST iGF AC: IRAC GST {IGFAC: IRAC

®:® » 2 pg Protein e ® e
S8 S, ufotn gl e

Abbildung 4.9.11: Far Western zum Nachweis der Bimdy von aD-Peptid K2-Cys und K3- an die

IGF AC.

Dargestellt sind die Membranen desr Westernauf die 2 bzw. 4 pg der Kinasen IGE und IRAC und
GST uber den Dot-Blot fixiert wurden. Die Membrangarden mit markiertemD-Peptid K2-Cys bzw.
aD-Peptid K3-Cys inkubiertA und B: Membran unter UV. Es werden nur die markierten iéept
sichtbar.C undD: Membran angeféarbt mit Ponceau rot.
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5 Diskussion

Proteinkinasen regulieren Prozesse wie die Pratifan, Differenzierung, Migration und das
Uberleben einer Zelle. Daher fiihren Defekte in ii@aseregulation haufig zur Bildung von
Tumoren und nachfolgend zur Aufrechterhaltung dendrphysiologi€’. Die zielgerichtete
Inhibition von Proteinkinasen hat sich daher atsaktive Strategie in der Entwicklung von
Krebs-Therapeutika herausgestellt. Sie verspricte gerbesserte Wirksamkeit der Therapie
mit verminderten toxischen Nebenwirkung&ff. Die Fahigkeit desinsulin-like growth
factor-1 receptor (IGF-1R), gleichzeitig proliferative und anti-agopsche Signale zu
initiieren, macht auch diesen Rezeptor zu einemlictign Target fur die Entwicklung von
Inhibitoren™*. Die gangigen Kinaseinhibitoren sind ATP-kompeéti niedermolekulare
Inhibitoren. Die ATP-Bindestelle ist jedoch unteinEsen hoch konserviert. So weisen solche
Inhibitoren meist keine hohe Spezifitat auf, wasderum zu Nebenwirkungen fiihren kann.
Gerade im Falle des IGF-1R ist eine spezifischablhbn essentiell. Der IGF-1R weist
innerhalb der Kinasedomane eine Sequenzhomologie8%0% zum Insulinrezeptor atif
Eine gleichzeitige Inhibition des IR kann fatale ntsequenzen haben wie die Ausbildung
eines diabetischen Phanotyps. Ein weiterer Nachsilniedermolekularen Inhibitoren ist,
dass meist nur ein Aminosaurerest in der KinasaigiBindung des Inhibitors essentiell ist,
der sogenannteGatekeepéerRest. Oft reicht der Austausch dieses einen Rastder Kinase
aus, um die Inhibition wieder aufzuheb@n®¢ Daher ist die Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von Inhibitor-resistenten Kinase-Mutamehr hoch®, Daher sollten fiir eine
spezifische und auch nachhaltige Inhibition derdaseaktivitdt andere Wege eingeschlagen
werden. Der Fokus sollte sich weg bewegen von dealisch essentiellen, konservierten

Bereichen hin zu intrinsischen, einzigartigen, tatprischen Bereichen einer Kinase.

5.1 Welche Bereiche einer Kinase kommen flr eine spe  zifische
Inhibition in Frage?

Ziel der Arbeit war die Entwicklung strukturbasert peptidischer Kinaseinhibitoren gegen
den IGF-1R. Dabei machte ich mir zu Nutzen, dassa&en generell Uber Dimerisierung
aktiviert werdef Das gilt selbst fiir die konstitutiven Dimere desulinrezeptorfamilié®.

Daher basierte mein Ansatz zur Inhibition des IGRuRder Unterbindung der Dimerisierung

Uber Kompetition mit sequenzspezifischen Pepti@Raalisiert wurde dieses Konzept an zwei
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Bereichen des IGF-1R:

« Am Juxtamembranbereich: Hier ist ein autoregulattrer Bereich lokalisiert
(s. Kap. 3.3.3). Die Kinase selbst verfligt Ubereemederaffine, aber spezifische
,Dimerisierungsdomane” (s. Kap. 3.3.4.1). Uber fimte Proteolyse mit
Chymotrypsin konnte unsere Arbeitsgruppe eine Dsresungsdomane der Kinase
im Juxtamembranbereich lokalisieren (Parvareschendrffentlichte Ergebnisse). Ein
Peptid, das in diesem Bereich bindet, kénnte mit denerisierung der Kinase
interferieren. In diesem Bereich existieren zudemi3g Sequenzunterschiede zum
nah-verwandten Insulinrezeptor (IR) (vgl. Abb.5)5.Diese Sequenzunterschiede
versprechen die Generierung von sehr spezifisafit@bitoren.

* Am Bereich ausaD-Helix/hinge region: Die hinge regionist maf3geblich an der
Konformationsanderung zwischen inaktiver und aktiv€inase-Konformation
beteiligt. Die dimeren Kristallstrukturen der l@tlen Kinasedoméanen, in denen die
beiden Monomere Uber die Flache d@-Helix dimerisieren, sprechen dem Bereich
eine Rolle in der Dimerisierung 2t Die Rolle demD-Helix in der Substratbindung
wurde schon fir einige Kinasen beschrieb&i®?:'% Dieser Bereich ist hoch
konserviert zwischen Kinasen. IR und IGF-1R unteegten sich hier nur um eine
Aminosaure. Allerdings gibt es in diesem Bereiclo@gr strukturelle Unterschiede
zwischen den inaktiven Konformationen der IGF-Kmamd IR-Kinasé®**2 Ein aus
Vorarbeiten stammendes Peptid ausaderHelix/hinge regionhemmt die Kinase des
IGF-1R. In dieser Arbeit konnte mittels Kreuzmutagexperimenten gezeigt werden,
dass dieses Peptid an tliage regionder IGF-1R-Kinase bindet (Kap. 4.6).

Fur die Suche nach bindenden Peptiden sollte eaobnik gewahlt werden, die mdgliche
Interaktionspartner nicht bereits im Voraus ein&okt. Hierbei fiel die Wahl auf daBhage
Display (vgl. Kap. 5.3). Fur die Charakterisierung der desn Phage Displayerhaltenen
Peptidsequenzen wurde als Modell-Kinase die losli€masedomane des IGF-1R verwendet.
Diese wurde im Laufe der Arbeit kloniert, exprermjiegereinigt und die grundlegenden

kinetischen Parameter bestimmt.

5.2 Generierung und Charakterisierung der Kinasen
Als Modell-Enzym wurde in dieser Arbeit die l6sleshC-terminal deletierte Kinase des

IGF-1R. Um eine mogliche Interaktionen von aus ddmage Displaygewonnen Peptide mit
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regulatorischen Regionen bzw. Dimerisierungsdomaiman C-Terminus des Rezeptors
ausschlieRen zu kénnen, wurde dieser Bereich ddlebie Kinase wurde als Monomer
(IGFAC) sowie als GST-getagtes Dimer (GST-I&F generiert. GST-Fusionsproteine sind
nicht-kovalente stabile Dimere, die sich wahrend Beoteinsynthese formeff. Die liber
GST-dimerisierten Kinasen sind ein Modell fir deroridon-gebundenen, aktivierten
Rezeptor, ohne dass psr seeiner Phosphorylierung in der Aktivierungsschldidarf. Sie
weisen die aktive, offene Struktur der Aktivierusgsieife auf’. Die Kinasekonstrukte
wurden Uber Standardmethoden nahezu homogen erhahid mit einem gegen die
Kinasedomane gerichtetem Antikdrper nachgewiesars. 6 x 10 Sf9Zellen konnten 4-

5 mg dimere Kinase bzw. 1-2 mg monomere Kinaséeidalerden.

Zur  Charakterisierung der Kinasen wurden die keodten Daten der
Substratphosphorylierung bestimmt. Um die ATP-Aféihund die katalytische Effizienz zu
ermitteln, wurden mit Hilfe des gekoppelten Assiishaelis-Menten-Kurven aufgenommen
(vgl. Kap. 4.4.2 bzw. 4.5.2).Bei den Untersuchungder monomeren Kinase wurde
beobachtet, dass die Umsatzkurven einen mehrpmasigdauf zeigten, was auf eine
Uberlagerung mehrerer Prozesse hindeutet. Einechledaierfir konnte sein, dass die Kinase
in der ersten Phase unphosphoryliert vorliegt und maRige katalytische Effizienz aufweist.
Dann findet Autophosphorylierung statt und der Phosyltransfer kann deutlich schneller
und effizienter erfolgei’. Daher wurden fiir die Berechnung der Initialgesoligkeiten fur
die Michaelis-Menten-Kurve nur die Steigungen ir desten Katalysephase ausgewertet.
ATP-Konzentration oberhalo 5 mM wurden nicht mehusgewertet, da hier eine
Substratinhibition statt zu finden scheffit Dennoch konnte mit den vorhandenen ATP-
Konzentrationen eine Sattigung erreicht werdendass eine Bestimmung der kinetischen
Daten mdglich war. Um diese Werte zu Uberprifenydem fir die monomere Kinase
zusétzlich Michaelis-Menten-Kurven basierend auhd@adioaktiven Assay aufgenommen.
Die ermittelten kinetischen Parameter beider Megimostimmen innerhalb der Fehlergrenzen
Uberein. Die kinetischen Daten (K und k.-Werte) der Kinasen sind in Tabelle 5.1
aufgefihrt. Ein Vergleich der kinetischen Datendie monomere und die dimere IGE mit
den Daten unserer Arbeitsgruppe fur die C- undrwiteal deletierte, monomere Kinase des
IGF-1R (IGRANAC) sowie die GST-getagte Variante dieser KinaseT{E&FANAC) ** zeigt,

dass diese gut korrelieren. Ein Vergleich der Patander monomeren |I@E mit denen der

83



Diskussion

dimeren verdeutlicht, dass durch die GST vermétBlimerisierung die ATP-Affinitat um den
Faktor 3 gesenkt wird und die katalytischen Effizieim das 17-fache gesteigert wird. Dieses
Ergebnis bestatigt das von unserer Arbeitsgrupperoffeamtlichnte  Modell  zur
Kinaseaktivierung. Die GST-Kinasen weisen eine vakti Konformation der
Aktivierungsschleife auf, was zu einem erleichter@ugang des Nucleotids sowie einer

signifikant gesteigerten Aktivitat fuhtt.

Tabelle 5.1: Vergleich der Michaelis-Menten-Paraneetfiir ATP mit den Daten unserer Arbeitsgruppe fir
die IGFANAC und GST-IGRANAC ™,

Die Werte entsprechen dem arithmetischen Mittelwerhrerer Messungen. Der angegebene Fehler
entspricht der Standardabweichung.

Kwm [HM] Kea[s™]
GST-IGRAC 247,84 +/- 59,02 0,62 +/- 0,07
_IGFAC, 873,87 +/- 89,02uM 0,042 +/- 0,004 s
radioaktiver Assay
IGFAC, 801,02 +/- 85,92 UM 0,037 +/- 0,002|s
gekoppelter Assay
GST-IGFANAC 482 0,55
IGFANAC >1000 0,03

5.3 Phage Display

Mit dem Phage Displaywurde in dieser Arbeit eine Methode gewahlt, net dus einer
nahezu unbeschrankten Anzahl an verschiedenenpmaarierten Peptiden solche heraus
gefiltert werden, die spezifisch an ein bestimmZasiprotein binden. Als Target fur das
Phage Displaywurde zum einen der Juxtamembranbereich des IGKART-IGF-NT)
verwendet. Zur Kontrolle der Spezifitat wurde d@kage Displayebenfalls gegen den
Juxtamembranbereich des IR (GST-IR-NT) durchgefuldtr Optimierung des aus
Vorarbeiten stammenden Peptidinhibitors wurde lagge Displaygegen ein Peptid aus der
Region deiaD-Helix/hinge regiondurchgefuhrtHier stellte sich die Frage, ob es mdglich ist,
gegen ein Target aus nur 22 Aminosauren zu ,scréedas kleine Peptid konnte nicht die
gleiche Struktur aufweisen wie die entsprechendgidReim nativen Protein. Es wére also
maoglich gewesen, dass sich spezifisch bindendee®een gegen das Target finden, die aber
nicht an die entsprechende Region in der nativearasé@ binden. DaBhage Displaygegen
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GST-IGF-NT lieferte zwei Sequenzen (Abb. 5.3.1.Bemerkenswert ist, dass eine dieser
Sequenzen (IGF-NT K1) identisch ist mit einer Sequealie gegen GST-IR-NT (IR-NT K2)
gefunden wurde (s. Abb. 4.7.1 S.48). Klon IGF-NT Meist keine Ahnlichkeit zu den
Klonen gegen GST-IR-NT auf.

DasPhage Displaygegen dasD-Peptid ergab zwei Sequenzen, die keine Sequerabgia
zueinander aufwiesen (Abb. 5.3.1.B). Die Sequerz Klens aD-Peptid K2 weist jedoch
Homologie zu der Sequenz des Targetpeptids auf.

Dass die Methode deRhage Displayskorrekt durchgefuhrt wurde, konnte Uber eine
Selektion gegen Streptavidin bestatigt werden. Audeurde im ELISA eine Bindung der
selektionierten Phagenklone gegen Plastik und GSgeschlossen.

A)
Target: Juxtamemhrandomane
IGF-NTK1 TQWLPFSLLEHFM
IGF-NTK3 HLHVHVEFADEQ

B)
Target: LESYLRSLEFEMERN
aD-Peptid K2 HSALRPPASAAF
oD -Peptid K3 TPTPDNSVFAAS

Abbildung 5.3.1: Darstellung der aus dem Phage Di&gpgegen die
Juxtamembrandoméne (A) und derD-Helix/hinge region (B) erhaltenen
Sequenzen.

Die Peptidsequenzen IGF-NT K1 und IGF-NT K3 wur#emmerziell von der Firma Coring
System Diagnostix GmbH bezogen, die diese mittetstghasensynthese generiert.
Anschlieend mussten die Peptide UbReversed-phase High Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC) gereinigt werden. Als Nachteil erwieschsi dass die
kommerziellen Peptide nur in geringen Mengen bezogerden konnten. Als ein weiterer
Nachteil stellte sich heraus, dass es nicht méghkeh die Peptide mit einem Fluoreszenz-
Marker zu modifizieren. Auf Grund dessen wurde iraute der Arbeit eine Technik

entwickelt, kleine Peptide iB.coli zu expremieren.
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5.4 Generierung der Peptide in E.coli

In der Regel lassen sich kleine Peptide in E.cahtnexpremieren, da sie leicht abgebaut
werden. Daher wurde eine Methode entwickelt, in leptide als Fusionspeptide mit einem
gut expremierbaren ,Carrier‘-Protein expremiert aer. Dazu wurde zundchst ein
Expressionsvektor generiert. Dieser ist so kondipigass er N-terminal zum ,Carrier”-
Protein einen His-Tag und C-terminal der Peptideaequein reaktives Cystein vermittelt.
Dieses kann mit einem Fluoreszenzfarbstoff modifiziverden. Zwischen ,Carrier“-Protein
und Peptid befindet sich eine Protease-Erkennuggese, so dass das Peptid vom ,Carrier”-
Protein inklusive His-Tag abgetrennt werden kanber(die in dieser Arbeit entwickelte und
optimierte Methode zur Expression, Zelllyse, Auiigung und Markierung konnten die
Peptide nahezu homogen erhalten werde. Die MethdedeGenerierung kleiner Peptide in
E.coli ist viel kostengunstiger als die chemische Genamgriber Festphasensynthese. Die
Peptidsequenz kann einfach Uber Oligonucleotid-®inkn den im Zuge dieser Arbeit
generierten Expressionsvektor inseriert werden.ulbdd ist die Lange der Peptidsequenz
praktisch unbegrenzt. Wenn das Plasmid einmal gaherurde, kénnen viel groRere Mengen
in kurzer Zeit tiber die UberexpressionBrcoli generiert werden. Zudem ist die Reinheit der
Peptide ausE.coli sehr viel groRer als die der chemisch generieReptide. Bei der
Festphasensynthese kann es durch eine nicht qaisvatiKupplungsreaktion zur Bildung von
Fehlsequenzen innerhalb des Peptids kommen. Jeergd#ds gewlnschte Peptid, um so
groRer ist die Verunreinigung durch Peptide mitlsetjuenzen. Somit ist bei der chemischen
Synthese von Peptiden die Ausbeute bzw. Reinheltaraglg von der Anzahl an
Reaktionsschritten und deren Umsetzungsgrad. Dreh8ge ist zudem auf Peptide einer

GroRRe von 30-40 Aminosauren begrenzt.

5.5 Inhibitionswirkung der aus Phage Display gewonne n Peptide

Die von mir beschriebenen Peptide hemmen die Aktivider monomeren Kinase
(vgl. Kap. 4.8.1 bzw. 4.9.1). Die Peptide, die gegen Juxtamembranbereich selektioniert
wurden, inhibieren signifikant die Auto- und Subgphosphorylierung der monomeren
IGFAC, gleichgultig, ob chemisch synthetisiert oder Buli generiert. Ein Kontrollpeptid
mit randomerisierter Sequenz zeigte wie erwarteteknhibition. Der inhibitorische Einfluss
der Peptide ist somit sequenzspezifisch. Da eines dPeptide gegen die
Juxtamembrandomane des IGF-1R (IGF-NT K1) auch &ihéition der Kinase des IR
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zeigte, wurde dieses von den folgenden Untersuadagsgeschlossen (vgl. Kap. 4.8.4).
Die Peptide gegen dieD-Helix/ hinge regiondie in E.coli generiert wurden, unterscheiden
sich in der Effizienz ihrer Inhibition. Wahrend dasptid K2 den Phosphattransfer der Kinase
bis zu 90 % herabsetzte, schien Peptid K3 die Reakur zeitlich zu verzégern. Aus diesem
Grunde wird nicht weiter auf dieses Peptid eingggan Fir den inhibitorischen Einfluss des
Peptids K2 machte es keinen Unterschied, ob diesesarkierter oder unmarkierter Form
eingesetzt wurde.

Das angestrebte Ziel, einen Inhibitor gegen dievAdtung der Kinase Uber Kompetition mit
Interaktionspartnern gegen zwei unterschiedliclgeilegorischen Bereiche zu generieren,war
erfolgreich. DasPhage Displaystellt eine geeignete Methode dar nach Bindungsgar zu
suchen und konnte auf kleine Peptide als Targejeausitet werden.

Zur Charakterisierung der inhibitorischen Starke Beptide IGF-NT K3 unadD-Peptid K2
wurde der IG, fir die monomere IGEC bestimmt (Kap. 4.8.8 bzw. 4.9.8). Dieser Paramete
gibt die Inhibitorkonzentration an, bei der die &&@ nur noch 50 % ihrer Aktivitat zeigt und
ist damit ein Mal3 fur die Inhibitionsstarke. In &b 5.2 sind Literaturdaten fir densiC
Wert verschiedener Inhibitoren angegeben.

Im Falle von IGF-NT K3 wurde fir 1 uM Kinase einsjGron 25,18 uM ermittelt. Im
Vergleich zu den niedermolekularen, ATP-kompetiti/e bzw. Substratkompetitiven
Inhibitoren**'* fiir die Kinase des IGF-1R erscheint der Wert fBFINT K3 sehr hoch zu
sein. Allerdings muss hierbei beachtet werden, dasse niedermolekulare Inhibitoren schon
durch Modulation der Reste optimiert wurden. Auerdwvurden zur Bestimmung dessiC
sehr geringe Kinasekonzentrationen im nanomolarereiBh gewahlt, wahrend der s{Jtr
IGF-NT K3 fur 1 uM Kinase bestimmt wurde. Dennoabgt der 1G, fir peptidische
Inhibitoren deutlich hoher als fir niedermolekulai2ie aufgelisteten Peptide sind alles
strukturbasierte, aus regulatorischen Bereichenedegiligen Kinase abgeleiteten Inhibitoren
und somit nicht optimiet®**2 Ein Vergleich des I¢ fur IGF-NT K3 mit diesen Peptiden
erscheint sinnvoller. Hier werden in der LiteraWerte von 1,5-75 uM angegeben. Somit
liegt die Inhibitionsstarke von IGF-NT K3 im Berhigon anderen peptidischen Inhibitoren.
Im Falle vonaD-Peptid K2 wurde fur 1 uM Kinase eing/on 1,80 uM ermittelt, fir 3 uM
Kinase lag der Wert bei 5,51 uM. Die Inhibition d&F-Kinase durchaD-Peptid K2 ist
somit deutlich starker als die von IGF-NT K3. Eieryleich mit den Literaturdaten (Tab. 5.2)

87



Diskussion

zeigt, dass die Inhibitionsstarke voi-Peptid K2 selbst mit der einiger niedermolekulare
Inhibitoren mithalten kann. Der k des AusgangspeptidiD-Peptid, lag bei 30 uM. Die
Optimierung des inhibitorischen Peptids gegen die-Helix/hinge region war somit

erfolgreich.

Tabelle 5.2: Literaturdaten fiir den 165 Wert fur die Tyrosinkinasen des IGF-1R, EGFR, des

Stammzellfaktor-Rezeptors (c-Kit), der Src relaterbteinkinase Lyn und der Ser/Thr Kinasen Akt und
PKA 104,113,114,132,14.2

Kinase Inhibitor 1Go
IGF-1R niedermolekulare, ATP-kompetitive Inhibitoren0,05 - 6,1 uM
IGF-1R niedermolekulare, Substratkompetitive | 0,06 - 59 uM
Inhibitoren
EGER niedermolekularer, ATP-kompetitiver Inhibitor 0,027 uM
Iressa
c-Kit Peptid aus der Sequenz der Regioncd2y 7 UM
Helix der c-Kit-Kinasedoméane
Lyn Peptid aus der Sequenz der Region der HJ- 1,5 uM
Schleife unduG-Helix der Lyn-Kinasedomane
Akt Peptid aus der Sequenz der Region der HJ- 3 uM
Schleife undxG-Helix der Akt-Kinasedomane
PKA Peptid aus der Sequenz der A-Helix der PKA 75 uM

Mit Hilfe eines ATP-abhéngigen Substratphosphoryigsassays konnte ausgeschlossen
werden, dass die Peptide einen Einfluss auf die -Biffdung der Kinase haben
(Kap. 4.8.7bzw. 4.9.7). Die ermittelten kinetisctizeten sind in Tabelle 5.3 aufgelistet.

Die Peptide verdndern nicht deyXVert fur ATP der IGRC. Jedoch wird der und damit
die katalytische Effizienz der Kinase durch die tiRkp drastisch gesenkt. Hierbei muss
allerdings bemerkt werden, dass auf Grund der igedrKinaseaktivitat in Anwesenheit der
Peptide die Bestimmung der Initialgeschwindigkeghrs schwierig war. Die Graphen der
Umsatzkurven wiesen nur eine sehr geringe Steiguihg

Die von mir gefundenen Peptide haben gegenlber ghmgigen, ATP-kompetitiven
Inhibitoren den \orteil, dass sie nicht gegen d@hdn ATP-Konzentrationen der Zelle
konkurrieren misseti®. Durch die hohe Konservierung der ATP-Bindestaliten bei den
gangigen Inhibitoren zusatzlich Komplikationen tlie Spezifitdt der Inhibition auf, wie im

folgenden Kapitel genauer diskutiert wird. Generstllfir die in dieser Arbeit generierten
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peptidischen Inhibitoren zu erwarten, dass gegandée niedermolekularen Inhibitoren die
Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Inhibitordistenten Kinasemutanten gering ist. Ein
peptidischer Inhibitor weist erwartungsgemald mehessentielle Bindestellen in der Kinase
auf, so dass eine Mutation der Kinase allein dmebliion nicht aufheben wirde.

Tabelle 5.3: Vergleich der kinetischen Daten fluredATP-Abhangige
Substratphosphorylierung der monomeren Kinase +&gd#d.

Die Werte entsprechen dem arithmetischen Mittelwedhrerer Messungen. Der
angegebene Fehler entspricht der Standardabweickiinglie Kinase ohne Peptid und
+ aD-Peptid K2 wurden die aus dem gekoppelten Assmyjtiedten Daten angegeben.
Die Daten in Anwesenheit von IGF-NT K3 stammen eingm radioaktiven Assay.

Kw [uM] Kear[S™]
- Peptid 801,02 +/- 85,92 uM 0,037 +/- 0,002 s
+ IGF-NT K3 768,28 +/- 75,99 pM 0,004 +/-0,001s
+ aD-Peptid K2 890,94+/- 45,36uM 0,003 +/- 0,0004s

5.5.1 Die Inhibition ist spezifisch

Ein groR3es Problem der gangigen Kinaseinhibitostrihre Unspezifitdt. Inzwischen gibt es
allerdings auch die Strategie, Multi-Target Inhdb#n zu entwickel®!%!3 Die meisten
Krebserkrankungen haben mehrere molekulare DefaktdJrsaché*. AuRerdem kann die
Inhibition einer spezifischen Kinase zur Resistédring fuhren. Aus diesem Grund kénnte
man zu dem Schluss kommen, dass die Inhibitionsegesamten Pools an Kinasen zu einer
hoheren Effizienz bei der Krebs-Therapie fiihrennkddennoch muss dabei beachtet werden,
dass eine Inhibition von solch essentiellen Enzymener zu Nebenwirkungen fuhrt. Gerade
beim IGF-1R ist ein solches Szenario denkbar. Deullnrezeptor zeigt eine sehr hohe
Homologie zum IGF-1R, Ubernimmt akiarvivo ganz andere Funktionen (vgl. Kap 3.4). Der
IR spielt eine zentrale Rolle im Glukose Metabolisinwahrend der IGF-1R eine Funktion in
der Wachstumsregulation einnimmt. Eine gleichzeitighibition des IR kann somit fatale
Konsequenzen flur Patienten haben, wie z.B. die idisig eines diabetischen Phenotyps.
Aul3erdem ist es schwierig, Inhibitoren zu genengdie einen bestimmten Pool an Kinasen
hemmen, andere Kinasen aber nicht in ihrer Aktivigeinflussen. Ein besserer Weg scheint
die Entwicklung von spezifischen Inhibitoren fiedierschiedenen Kinasen zu sein, die dann
fir eine nachhaltige, effiziente Inhibition in Komhtion eingesetzt werden kdnnen.Das

89



Diskussion

Peptid IGF-NT K3 zeigt keinen Einfluss auf die Akti#it der 16slichen Kinasedoménen der
Rezeptortyrosinkinasen TrkB-R und EGFR und die sgtische Ser/Thr Kinase Akt. Sogar
die zur IGF-Kinase stark homologe Kinase des IRIwieder von dem Peptid erkannt (4.8.9),
noch in ihrer Aktivitat beeinflusst (4.8.4). DieSeezifitat lasst vermuten, dass IGF-NT K3 an
eine Region der Juxtamembrandoméne bindet, in dE#fegSequenzunterschiede zum IR
bestehen. Vermutlich bindet das Peptid an den B&rei dem der IGF-1R die Deletion von 5
Aminosauren gegenuber dem IGF-1R aufweist (Abh1%.5

Juxtamembrandoméne Kinasedoméne
|
940 950 960 970
| | | |
IGF-1R RLGNGVLYASVNPEYFSAAD-——-—-—- VYVPDEWEVAREKIT
IR DGPMGPLYASSNPEYLSASDVFPCSVYVPDEWEVSREKIT
| | | |
950 960 a70 980

Abbildung 5.5.1: Alignment der Juxtamembransequeaes IGF-1R und IR.
Gelb hinterlegte Reste sind identisch unter derddreiRezeptoren. Die Querstriche symbolisieren
Deletionen. Reste der PTB-Bindestelle sind in Regekstellt.

Bei aD-Peptid K2 wurde als Target mit daiD-Helix/hinge regionein hoch konservierter
Bereich gewdhlt, so dass eine Inhibition von natwaedten Rezeptortyrosinkinasen nicht
auszuschliel3en war. Dieses Peptid hemmt auch diasKides IR (Abb. 4.9.2). Der Einfluss
auf die IR-Kinase ist vergleichbar mit dem auf 4B~AC. Bemerkenswert ist jedoch, dass
das Peptid keinen Einfluss auf die Aktivitat den&sen des TrkB-R und EGFR hat. Ebenso
die zytosolische Ser/Thr-Kinase Akt wird nicht vdem Peptid in ihrer Aktivitat beeinflusst.
aD-Peptid K2 bindet somit in einer Region des Tasgeat der sich der IGF-1R von EGFR,
TrkB-R und der Akt unterscheidet. Abbildung 5.562g¢ einen Sequenzvergleich der Kinasen
des IGF-1R, IR, EGFR, TrkB-R und der Akt. Es falitf, dass die grol3ere Homologie unter
den Kinasen innerhalb derD-Helix liegt. In derhinge regionweisen lediglich die Kinasen
des IGF-1R und IR Sequenzhomologie auf. Auf Gruedsdn kann davon ausgegangen

werden, dasaD-Peptid K2 in dehinge regionbindet.
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alD-Helix hinge region

IGF-1R 1055 GDLESYLRSLEPEME 1071
IR 1069 GDLEKESYLRSLEPEAE 1085
TrkB-R 598 GDLNKFLRAHGPDAVIM 14
EGFR 1082 GELFFHLSERERVETEER 1098
Akt 234 GELLDYVREHEDNIG 250

Abbildung 5.5.2: Alignment der Sequenzen des BehsideraD-Helix/hinge region der
Rezeptortyrosinkinasen IGF-1R, IR, TrkB-R, EGFR urdker Ser/Thr-Kinase Akt.

In griin sind hydrophobe Reste, in hell-blau hydilgpReste, in rot saure Reste und in blau basische
Reste dargestellt. Die Nummerierung der Reste elgeiligen Kinase ist angegeben. Das Alignment
zeigt die Gemeinsamkeiten und Unterschiede im Bblreder aD-Helix/hinge region der
unterschiedlichen Kinasen

Im Far Western-Blot wurde eine signifikant schwaehBindung vonaD-Peptid K2 an die
IRAC beobachtet (Abb. 4.9.11). Eine mogliche Erklarhregfir ist, dass es fir die Peptide
innerhalb der Kinase des IGF-1R mehrere Bindunthssteyibt, die auch aulRerhalb der
konservierten Kinasedomane liegen kdonnten. NuBdielung an diexD-Helix/hinge region
fuhrt zur Inhibition. In der Kinasedomane des IRtges nur die eine Bindestelle. Somit
binden mehr Moleklle des Inhibitors an die Kinass dGF-1R, der Inhibitionstyp ware
jedoch der gleiche. Fr ein zellulares System,em deide Rezeptoren vorliegen, liel3e sich
demnach postulieren, dass das Peptid auf Grunbdtearen Affinitat die Kinase des IGF-1R
bevorzugt binden und damit hemmen wiurde.
5.5.2 Die Phage Display -Peptide zeigen nur gegen die inaktive Kinase

eine inhibitorische Wirkung
Wie in der Einleitung beschrieben, sind die l16ghiciKinasedomanen etablierte Modelle um
Mechanismen der Kinaseaktivierung zu untersuchap(R.3.1). Die monomere Kinase stellt
ein Modell einer inaktiven Kinasedoméne des Rezspdar. Darauf weist insbesondere die
autoinhibierte, geschlossene Konformation der A&timngsschleife hif. In hohen
Konzentrationen kann sich die monomere Kinase ubransAutophosphorylierung
aktivieren. Die Uber GST-dimerisierte Kinase stdllhgegen ein Modell des Hormon-
gebundenen, aktiven Rezeptors dar. Sie weist eiifeney aktive Konformation der

Aktivierungsschleife auf. Sowohl das Peptid gegen Jdixtamembrandomane als auch das
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gegen die aD-Helix/hinge region inhibiert nicht die dimere Kinase des IGF-1R
(Kap.4.8.2 bzw. 4.9.3). Auch die Uber Vorphospheryng aktivierte monomere Kinase stellt
kein Target fur beide Peptide dar. Die Peptide @ndezielt die inaktive Kinase und
verhindern den Aktivierungsprozess (s. Kap. 4.8%.b4.9.4). Eine mogliche Erklarung
hierflr kdnnte sein, dass die Targetregion in d@eden Kinase fur das jeweilige Peptid nicht
zuganglich ist oder eine andere Struktur aufweishe zweite Moglichkeit ist, dass die

dimere Kinase auf Grund ihrer aktiven Konformation der Regulation des jeweiligen

Bereiches, Juxtamembranbereich ba®-Helix/hinge regionunabhangig ist.

In vivo liegt der IGF-1R als konstitutives Dimer vor. Obch dieser Rezeptor von den
Peptiden gebunden und inhibiert wird, ist nichtrklad muss am Holorezeptor untersucht
werden. In der Literatur wird allerdings beschrigb@ass der unligandierte Rezeptor in einem
unproduktiven Dimer vorliegt, das einen raumlichéibstand der Kinasedomanen
aufweist®**°. Dieses unproduktive Dimer verhindert eine Ligardaabhangige Aktivierung
des Rezeptors. Die Ligandenbindung an die extrdaed Doméane fuhrt zur Ausbildung eines
produktiven Dimers, in dem die Kinasedoméanen imrmiizhe Nahe gebracht und optimal
ausgerichtet werden. So kann die Autoinhibitionrisdlnenden werden. Da die Peptide gezielt
die inaktive Struktur der Kinase binden, ist esctiaus moglich, dass auch der inaktive

Rezeptor von den Peptiden gebunden und die Aktimgpverhindert wird.

Unabhangig von dem Einfluss auf die Kinaseaktivagigt das Peptid IGF-NT K3 Uber die
Bindung an die Juxtamembrandomé&ne einen EinflusdiauSignalweiterleitung der Kinase.
Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die PTBwBigsstelle in der
Juxtamembrandomane der Kinase des IGF-1R (NPEpY¢Miot ihnrer Sequenz intakt sein
muss, damit es zu einer Phosphorylierung von IRBfth die Kinase komnit>. Sowohl die
PTB-Phosphorylierung der monomeren als auch die diereren Kinase wird durch
IGF-NT K3 gehemmt (s. Kap. 4.8.3). Da die Trangdegektivitat der dimeren Kinase durch
die Peptide nicht beeinflusst wird, muss IGF-NT #i8 Bindung des PTB-Substrats an die
Kinase verhindern. In der Literatur wird beschrigbdass die Komplexbildung zwischen
Kinase und Substrat einen groRen Teil der Signédweitung ausmachf’. Somit kann das
Peptid als ein Inhibitor der Signalweiterleitunggasehen werden. Da auch die dimere Kinase
betroffen ist, kann davon ausgegangen werden, dasls der Holorezeptor in der PTB-
Bindung von dem Peptid beeintrachtigt wird. In dean mir untersuchten Modell wurde
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allerdings mit der isolierten PTB-Domane gearbeitBiS-1 ist mit 118 Da ein sehr viel
grol3eres Protein, das noch Uber weitere Domanedia@l®TB-Doméane verfliigt. ES muss
somit Uberprift werden, in wie weit IRS-1 von deindting der PTB-Domane an den
Rezeptor abhangig ist.

5.6 Kinaseinhibitionsmechanismen

Wie eingangs beschrieben sind die gangigen Kinhgeiaoren niedermolekulare,
ATP-kompetitive Inhbitoren. Solche Kinaseinhibitoraverden haufig zur Kristallisation
genutzt***°  Zusatzlich  kénnen  Inhibitoren  bei  der  Aufklarung des
Aktivierungsmechanismus sowie der zellularen Furkeiner Kinase helfen. Des Weiteren
sind niedermolekulare Inhibitoren sind auch phamadisch Interessant. Ein grol3er Vorteil
dieser Inhibitoren ist, dass sie sehr leicht madtuliverden kénnen, um eine bessere Bindung
zum Target bzw. eine starkere Inhibition oder dibbere Loslichkeit zu erreichen. Da aber
die ATP-Bindestelle unter Kinasen hoch konsenisrtweisen solche Inhibitoren meist keine
hohe Spezifitdt auf. Ein weiterer Nachteil dieséziten Molekile ist, dass oft nur ein
Aminosaurerest (GatekeepérRest) in der Kinase fur die Bindung des Inhib&a@ssentiell
ist. Dadurch konnen sich leicht Uber die Substiutides (GatekeepérRest Inhibitor-
resistente Mutanten ausbilden. In der Natur halh ®m anderer Mechanismus fir eine
spezifische, nachhaltige Inhibition entwickelt. Fdie unterschiedlichen Kinasen haben sich
einzigartige Mechanismen zur Aufrechterhaltung idektiven Zustandes zur Regulation der
Kinaseaktivitat entwickelt. Ein haufig beteiligtetrukturelles Element ist die N-terminale
Region mit der hoch konservierteC-Helix. Die CDK wird im unligandierten Zustand in
einer inaktiven Struktur fixiert, dieaC-Helix befindet sich in einer unproduktiven
Konformation, so dass die fur die Katalyse esskati®alzbriicke nicht ausgebildet werden
kann (vgl. Kap 3.3.2.1%. Aktiviert wird die CDK uber die Heterodimerisiery mit Cyclin,
das mit dem N-terminalen Bereich der Kinase interagund so die autoinhibitorische
Struktur dieser Region aufhebt. Inhibitoren der IN&milie binden an die inaktive CDK und
verandern die Cyclin-Bindestelle, so dass die fiire dAktivierung essentielle
Heterodimerisierung der CDK mit Cyclin nicht erfelgkann®®. Die Inhibition der CDK wird
somit Uber die Verhinderung der Heterodimerisierangicht. Ein weiteres Struktur-belegtes
Beispiel fur eine Regulation aul3erhalb des katdpen Zentrums ist die Src Kinase. In der

autoinhibierten Struktur der Src kommt dem Linkesisthen SH2- und Kinasedomane eine
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essentielle Rolle zu. Die Kristallstrukturen den&se verdeutlichen, dass ein Leucinrest (Leu
255) innerhalb des Linkers in dieser Struktur nait dC-Helix in Kontakt steht und diese in
einer inaktiven Position fixiert (vgl. Kap. 3.3.22. Auch die Src wird Uber Protein-Protein-
Wechselwirkungen aktiviert. Binden die SH2 und SHBomé&ne der Kinase an
Signalmolekule, so wird die autoinhibierte Strukéwfgehoben. Der Linker der Src kann in
seiner Position mit der Juxtamembrandomane von@Regrosinkinasen verglichen werden.
Die Rolle des Leucins entspricht dabei der des ialitnitorischen Tyrosins in der
Juxtamembrandomane des IR bzw. IGF-1R. Neben demaitbitorischen Funktion kommt
dem Juxtamembranbereich des IGF-1R eine Rolle inDilmerisierung zu. Uber limitierte
Proteolyse mit Chymotrypsin konnte unsere Arbeitpge eine Dimerisierungsdoméane der
l6slichen Kinase im Juxtamembranbereich lokalisier@Parvaresch, unveréffentlichte
Ergebnisse). Auch aus den Rontgenstrukturdaterdidezren Kinase des IGF-1R wird eine
Rolle dieses Bereiches fir die Dimerisierung etdah (vgl. Kap 3.3.4.1}2 Der
Juxtamembranbereich des einen Monomers interagidrtzahlreichen Aminosauren der
Aktivierungsschleife des anderen Monomers. Beim EGKurden ebenfalls Dimere im
Kristall beobachtet. Hier wurde der Juxtamembragiolrnicht mit kristallisiert. Im EGFR ist
dieser Bereich jedoch sehr kurz. Dafir besitzt Rezeptor eine N-terminale Verlangerung,
die eine ahnliche Funktion Gibernehmen kdénnte wreJdgtamembranbereich beim IGF-1R.
Im CDKI/Cyclins-like asymmetrischen Dimer des EGFR, das fir die Aktivig des
Rezeptors essentiell sein s|lwird das Interface des Dimers unter anderem asseR der
N-terminalen Verlangerung gebildet. Werden divdrsste dieses Bereiches substituiert, weist
die Kinase nur noch basale Aktivitat auf. Wie bd{&F-1R besitzt die Kinase des EGF-1R
selbst eine Tendenz zu dimerisieren, die intri@sDimerisierungsdoméne scheint im N-
terminalen Bereich lokalisiert zu sein. Die verghdare regulatorische Funktion des N-
terminalen Bereichs beim IGF-1R und EGFR wird durdie Beobachtung der
Heterodimerisierung der Rezeptoren bestdtigburch die Heterodimerisierung wird der
IGF-1R aktiviert und der PI3K/Akt- sowie MAPK-Sigmeeg angeschaltet. Dieses Szenario
macht Patienten, die mit dem EGF-Inhibitenotinib behandelt werden, Uber die Dauer der
Behandlung resistent gegeniber dem Wirkstoff.

Auch fir dieaD-Helix gibt es Hinweise, dass diese an der Regulader Kinaseaktivitat

beteiligt ist. Die Bedeutung dieser Region fur d#imaseaktivitat belegen zielgerichtete
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Mutagenese Experiment&*>*bzw. nattrlich auftretende Mutation&h™°in diesem Bereich,
die die Kinasefunktionen beeintrachtigen und zukstirellen Fehlordnungen fuhren. Net
al konnten zeigen, dass ein Peptid aus d&-Helix Region der Kinase des des

Stammzellfaktor-RezeptafsKit) spezifisch die Aktivitat dieser Kinase ibkert 142

Schulte und Sefton konnten eine Inhibition der Bmase durch einen ihrer natirlichen
Interaktionspartner,  Wiskott-Aldrich-Syndrom-Protei (WASP), beobachten. Die
inhibitorische Wirkung konnte auf ein kleines Pdpfagment von WASP eingegrenzt
werden'’. Ein Sequenzvergleich dieses Peptids mit der Kiseguenz des IR bzw. IGF-1R
verdeutlicht, dass das Peptid Identitat zu dBrHelix zeigt'®. In unserer Arbeitsgruppe
wurde der Einfluss eines Peptids aus der SequenzaBeHelix/hinge regionauf die
Kinaseaktivitat untersucht. Es zeigte sich, dass Rigptid die Kinasen des IGF-1R und IR
inhibiert. Mittels Kreuzmutationsexperimenten kanim dieser Arbeit gezeigt werden dass
dieses Peptid an dieinge regionder IGF-Kinase bindet. Diese Beobachtungen wamen e
indirekter Hinweis fur eine regulatorische Funktidieser Region. Zusatzlich sprechen die
dimeren Kristallstrukturen der |6slichen Kinasedoerd in denen die beiden Monomere tber

die Flache deaD-Helix dimerisieren, dem Bereich eine Rolle in @#merisierung z{2

Aus den obigen Beispielen lasst sich entnehmens éase spezifische und nachhaltige
Inhibition Uber die Bindung an regulatorische Behei der Kinase aul3erhalb des
katalytischen Zentrums erfolgen kann. Uber dsage Displaygegen zwei potentielle

regulatorische Bereiche des IGF-1R wurden zwei iBsggquenzen generiert, welche die
Kinase in der inaktiven Konformation binden unddnen. Das Peptid IGF-NT K3 bindet an
die Juxtamembrandomane und verhindert spezifiseiDanerisierung der Kinase (4.8.6). Die
Dimerisierung ist notwendig fur die Aktivierung déinase. Sie leitet den Ubergang von der
autoinhibierten zur aktiven Kinasekonformation eiond ermdglicht damit die

Autophosphorylierung. Der inhibitorische Mechanismwon IGF-NT K3 ist somit

vergleichbar mit dem der INK-Inhibitor Familie dEDKs, die eine Heterodimerisierung der

Kinase mit Cyclin verhindern.

In Abbildung 5.6.1 ist ein mdglicher Mechanismus r ziKinaseaktivierung bzw.
Kinaseinhibition durch die beiden Peptide angegeli@e@ monomere Kinase liegt in einer
autoinhibierten, geschlossenen Konformation vor.Lésung existiert ein Gleichgewicht
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zwischen monomerer und dimerer Kinase, die eineneff aktive Konformation der
Aktivierungsschleife aufweist. In der dimeren Kiaast eine Autophosphorylierung maoglich.
Die phosphorylierte Aktivierungsschleife wird inrdeffenen Konformation fixiert. Diese
Kinase ist nun Dimerisierungs-unabhéangig aktiv wvdd somit dem Gleichgewicht

entzogen. Die aktive Kinase ist nun auch in dereL8gbstrate zu phosphorylieren.

Wird die Dimerisierung inhibiert, wie es fur derhlbitor IGF-NT K3 der Fall ist, so kann
sich kein Gleichgewicht zwischen monomerer und dé&me Kinase ausbilden
(Punkt b in Abb. 5.6.1). Die Kinase bleibt inaktiZusatzlich verhindert das Peptid die
Interaktion der aktivierten, dimeren Kinase mit d&ubstrat (Punkt c in Abb. 5.6.1). Das
Peptid greift also nicht nur in den Aktivierungspess ein, es verhindert auch die
Weiterleitung der nachgeschalteten Signale. DasdPgegen die aD-Helix/hinge region, aD-
Peptid K2, interferiert nicht mit der Kinasediméising (Kap. 4.9.5), greift aber dennoch in
den Aktivierungsprozess der Kinase ein (Kap. 4.9B)e Limitierte Proteolyse der
monomeren Kinase veranschaulicht, dass das PejiKidase daran hindert, die aktive,
offene Konformation einzunehmen (Kap. 4.9.6). Bxlbt an die aD-Helix/hinge region, die
fur den Konformationsiibergang von der autoinhikeieiin die aktive Struktur verantwortlich
ist und verhindert dadurch diesen, fur die Aktivieg essentiellen Ubergang. Die Kinase wird
in der geschlossenen, autoinhibierten StruktuefixiSo wird das Gleichgewicht auf Seiten
der inaktiven, monomeren Kinase verschoben (Punikt Abb. 5.6.1).Die I6sliche Kinase
stellt nur ein Modell dar. Fur den Rezeptor unégtli einem anderen Mechanismus der
Aktivierung (Abb. 5.6.1.B). Der unligandierte Remampliegt als unproduktives Dimer vor.
Die Hormon-Bindung fiihrt zur Ausbildung des produ&h Dimers'?’. Die Autoinhibition
wird aufgehoben und die Autophosphorylierung detiAdrungsschleife des produktiven
Dimers kann statt finden. Der aktivierte Rezeptanrk nun die Signalweiterleitung durch die
Phosphorylierung seiner Substrate aktivieren. @bRdiptide IGF-NT K3 undD-Peptid K2
auch das unproduktive Dimer des Rezeptors bindah damit den Aktivierungsprozess
inhibieren, ist nicht klar. Hier sollte allerdingsr zweite Inhibitionsmechanismus des Peptids
IGF-NT K3 greifen (Punkt d in Abb. 5.6.1). Die Ihition der Signalweiterleitung des
aktivierten Rezeptors tber die Kompetition mit &bstratbindung erwies sich unabhéngig

von der Kinasestruktur.
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Aktivierungs stufen von Rezeptortyrasinkinasen

1) Losliche Kinase

d h c

L1

Monomere ——# Dimere ATP phosphorylierte

Substrat-

. . —W  dimere — ]
Kinase g  Kinase Kinas e phosphorylierung
2] Rezeptor
Phosphoryliertes
Unproduktives Harman Hormon-gebundenes, aATp pro[:iukrt);ves
. —®  produktives — i
Dimer Dimer imer

l|_ ;

Signalweiterleitung

Abbildung 5.6.1: Moglicher Aktivierungsmechanismugner 16slichen Kinasedomane (1) und
des IGF-1-Rezeptors (2).

1: In Lésung existiert ein Gleichgewicht zwischerr deonomeren und dimeren Kinase. Die
Phosphorylierung der dimeren Kinase macht dieseebi#ierungs-unabhangig aktiv und entzieht
sie dem Gleichgewicht. Die aktivierte Kinase ishno der Lage, Substrate zu phosphorylieren.
Die roten Pfeile §-c) markieren Bereiche in die die Inhibitorem-Peptid K2 (a) und IGF-NT
K3 (b und c) in den Aktivierungsprozess eingreifén.Der unligandierte Rezeptor liegt als
unproduktives Dimer vor. Die Hormon-Bindung fiihar ZAusbildung eines produktiven Dimers,
die Autoinhibition wird aufgehoben. Die Autophospyl@erung der Aktivierungsschleife des
produktiven Dimers kann statt finden. Der aktivdeRezeptor kann die Signalweiterleitung durch
die Phosphorylierung seiner Substrate einleitem.rBie Pfeil (d) markiert die Stelle, an der der
Inhibitor IGF-NT K3 in den Aktivierungsprozess eiat.
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5.7 Ausblick

In dieser Arbeit ist es gelungen, Udehage Displayzwei spezifische Inhibitoren fur die

Kinase des IGF-1R zu generieren. Das Prinzip, Itibib Uber Bindungspartner gegen

regulatorische Bereiche aul3erhalb des katalytis&eetirums zu erreichen, war erfolgreich.
Sehr viel versprechend ist der Inhibitor, der geden Juxtamembrandomane selektioniert
wurde. Dieser verhindert nicht nur die Aktivierusgr Kinase, sondern unterbindet zusatzlich
die Signalweiterleitung. Dieser Inhibitor ist atlargs noch nicht optimal. Eine Mdglichkeit,

das Peptid in seiner inhibitorischen Wirkung zuiropren, ware ein Alanin-Scan um die

essentiellen und variablen Positionen im Peptitbkalisieren. Uber gezielte Substitution an
den variablen Positionen koénnte die Bindung destife@n die Kinase und damit die

Inhibition verstarkt werden.

Um Versuche mit den Peptidem vivo durchfiihren zu kdnnen, muissen diese die
Zellmembran tberwinden. Dazu kann der peptidisciiebltor mit einemcell penetrating
peptide(CPP) verlinkt werden. CPPs sind kurze Peptide,iieiner Rezeptor und Energie-
unabhangigen Weise durch die Membran gelangefl

Ein groRRer Nachteil von peptidischen Inhibitoreh @ass sie von Proteasen in der Zelle
abgebaut werden konnten. Bei der Optimierung desptid2e Uber gezielte
Aminosauresubstitution muss daher darauf geacleetem, dass keine Protease-Spaltstellen
entstehen. Eine weitere Mdglichkeit ist die Geneng von inhibitorischen Peptiden, die aus
D-Aminosauren aufgebaut und damit Protease-resiséem solltert®’. Zur Generierung eines
solchen Peptids kann diirror Image Phage Displagingesetzt werdefi***4 Diese Art von
Phage Display,screent” gegen ein Target aus D-Aminosauren. Paptidsequenzen der
Phagenbibliothek sind aus L-Aminosauren aufgebd@ié aus diesemPhage Display
erhaltene Peptidsequenz kann in ein Peptid, auigedas D-Aminosauren, transformiert
werden. Nach dem Prinzip des Spiegelbildes soie athaltene D-Peptid das Target aus L-

Aminosauren binden.
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6 Material

6.1 Bakterienstamme, Viren, Kulturmedien und —zuséatz e

Autographa california NuclealPolyhedrosis Virus

Spodoptera frugiperdést9 Zellen
Escherichia colDH5a
Escherichia colBL21

Escherichia colBL21DE3

Escherichia colER2738 host strain
Amphotericin B (Fungizoneé)
Ampicillin, Natriumsalz

Tetracyclin

Fotales Kalberserum (FCS)
Gentamycinsulfat (G418)

Grace’s Insektenzellenmedium
TNM-FH-Insektenzellenmedium
LB-Broth Base Medium

LB-Agar

Neutralrot (3-Amino-7-dimethylamino-2-
Methylphenazin-Hydrochlorid
Trypanblau (1,2-bis(-Amidino-2-benzofuranyl)-
ethylen (0,5 % (w/v) Trypanblau

in 0,9 % (w/v) NaCl)

6.2 Chemikalien

A

Aceton

Acetonitril, gradient grade

Acrylamid, p.a.

Adenosin-5"-diphosphat
Adenosin-5"-triphosphat
[g-32P]-Adenosin-5"-Triphosphat, > 5000 Ci/mmol

Agaroseglectrophoresis grade

Pharmingen, San Diego, CA, USA

Dr. S. Stabel, Max-Delbriick-Laboratorien,
Koln

Dr. S. Stabel, Max-Delbriick-Laboratorien,
Koéln

Dr. S. Stabel, Max-Delbriick-Laboratorien,
Kdln

New England Biolabs, Frankfurt
Life Technologies, Eggfein
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Egtgms
Life Technologies, Eggemstei
Life Technologies gBgtein
PAN Biotech, Aidenbach
Life Technologies, Eggenstein

Life Technologies, Eggenstein

Sigma-Aldrich, Taufldiren

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Merck,Darmstadt
Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim

Boehringer, Mannheim

Perkimgt, bzw. Hartmann,
Braunschweig

Seakem, Hameln

99



M ATERIAL

Ammoniumacetat
Ammoniumhydroxid-Lésung, 25%
Ammoniumper(oxodi)sulfat

B

Borséaure, p.a.

Bradford-Farbereagenz
5-Brom-4-chlor-3-indoxylB-D-galactopyranosid
5-Bromo-4-chloro-3-indoylphosphat (BCIP)
Bromphenolblau, Natriumsalgesearch grade
C

Complete Proteaseinhibitor Coktailtabletten
(Coomassie Brilliant) Blue G-250
(Coomassie Brilliant) Blue R-250

D

N, N’-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol(DTT)

E

EosinY (2',4',5',7"-Tetrabromfluorescein-Dinatrisaiz)

Essigsaure, >97%, p.a.

Ethanol, absolut, p.a
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
F

Fluram (Fluorescamin)
Formaldehyd, 35 %

G

GelRedM Nucleic Acid Gel Stain, 3X in Wasser
Glutathion, oxidiert

Glutathion, reduziert

Glycerin

Glycin, electrophoresis grade

H
N-(2-Hydroxyethyl)piperizin-N-2-
Ethylsulfonséaure (HEPES)

I

Imidazol

Fluka, Buchs, Schweiz
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
BioRad, Muinchen
Biomol, Hamburg
Sigma, Tandhen

Serva, Heidelberg

Boehemiylannheim
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Biotrend, Kol
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
ICN, Aurora, OH, USA

Applichem, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Isopropanol, p.a
Isopropyl$-D-thiogalaktosid (IPTG)

K

Kaliumchlorid-hexahydrat, p.a.
Kaliumhydrogenphosphat, p.a.
di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, p.a.
Kaliumhydroxid

L

Leupeptin

M

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a
Mangan(ll)chlorid-Tetrahydrat, p.a
Methanol, p.a.
N,N"-Methylenbisacrylamidiesearch grade
N

Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH), Dinatriumsal
Natriumacetat, wasserfrei, p.a.
Natriumazid, reinst

Natriumchlorid p.a.
tri-Natriumcitrat-2-Hydrat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Ninhydrin, p.a.
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
Natrium-orthovanadat

P

PCR-Nucleotidmix

Perchlorséaure, 70%
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphoenolpyrovat (PEP)
ortho-Phosphorséaure

Ponceau-S

i-Propanol, p.a.

Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Datadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, istadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkiraine

Sigma, Taufkirchen

Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkieah
Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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S

D(+)-Saccharose, p.a.

Salzséaure, 37 %

Schwefelsaure, 98 %

Silbernitrat

Streptavidin

T

3,3'5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tetramethylrhodamine-5-maleimid
Trichloressigsaure (TCA), kristallin
Trifluoressigsaure (TFA), f. d. Spektr.
Triton-X-100®, p.a.
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypsin

Tween-20 (Polyoxyethylensorbitmonolaureat)
X

Xylencyanol FF (XC)

6.3 Chromatographie Material

Matrixmaterial:

Glutathion-Sepharose-4B
Nickel-NTA-Agarose

Fertigséulen:

Resource Q

Superdex 75

ET 250/8/4 Nucleosil 300-7 C8 (250 x 4 mm)

6.4 Kitsysteme
BaculoGold™-Transfection Kit
GenElute™-Plasmid Miniprep Kit
Nucleobond™ AX 100 Plasmid Kit
Ph.D.-12" Phage Display Peptide Library Kit
QIAquick™ Gel Extraction Kit

QIAquick™ PCR Purification Kit

QIAquick™ Spin M13 Kit

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt

Applichem, Darawdt
Serva, Heidslt
Sigma-Aldrich, Tardhen
Sigma, Deisefdm
Sigma, @eisofen
Boehringer, Mannheim
Sigma, Tardken
Aldrich, Taufkirchen
BioRadin®hen

Sigma, Taufkirchen

Pharmacia, Freiburg

Quiagen, Hilden

Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

Macherggll, Diren

PharminGen, San Di¢d8A)
Sigma, Steinheim
Macherey & Nagel,rBxii
New England BixdaFrankfurt
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
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6.5 Laborgerate
A
Autoklaven:
Tischautoklav Tuttnauer 2540 EL
Varioklav Dampfsterilisator
B
BioLogic Workstation
(ink. Molecular Analyst Software)
Blockthermostat BT1301
E
Elektrophorese-Apparaturen:
Mighty Small 1l
Novex EI 9001-XCELL 2 Mini-Cell
Bio-Rad Mini Protean Il
Elektroporator 2510
F
FPLC:
Autoinjection Valve AV7-3 und AV8
BioLogic Controller
BioLogic Workstation
Model 2128 Fraction Collector
G
Geltrockner:
Model 543
Phero-Temp
Gelgiel3system
H
Heizblock HB-130
Heto-Vac VR1 + Heto Trap CT 110
Homogenisator
I
Inkubatoren:
EB 28 WTB
FD 53 WTB

Incubator Shaker Innova 4000

Tuttnauer, Jerusalsrael
H+P Labortechnik, Miumch

BioRad, Miinchen

Sel Laboratory Products, &ndl

Hoefer, San Francisco, CA, USA
Novex, San Diego, CASA
BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Mlinchen
BioRad, Mtinchen
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Biorad, Miinchen
Biotec Fischer, Reiskirchen

Biorad, Miinchen

Unitek, Béblingen
Heto, Birkerod, Didnaek

Braun, Melsungen

Binder, Tuttlingen
Binder, Tuttlingen

New Brunswick Sciemtiftdison, New
Jersey, USA
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L
Leuchttisch
UV-Leuchttisch N90 MW 312 nm
M
Microplate Reader
Mikroskop Wilovert
Molecular Imager System GS 363:
Molecular Imaging Screen-C
Molecular Imaging Screen-BI
Eraser GS 505
Sample Exposure Platform GS 505
P
PCR-Gerat:
Mastercycler 5330 (incl. Heizdeckel 5330plus)
Peristaltikpumpe Minipuls 2
Pipetten:
Eppendorf Research
(0,5-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 200-1000 pl)
Hamilton Microliter™ Spritze
Photometer DU 7400
R
Rihr- Schittel und Mischgerate:
Ikamag Magnetriihrer mit Heizplatte
Ikamag Magnetriihrer Reverstir Model RS 8
IKA-Vibrax-VXR
Rollschittler RM-5
Inkubator Shaker innova 4000
Rotoren:
45Ti und 70Ti
HFA 12.500 und 22.50
S
Spannungsgerate:
EPS 3.500
3000 Xi
PowerPac 3000
SpeedVac SC110 +

Nonius, Delft, NL
Konrad Bend, Wiesloch

Model 550 BioRad, Miinchen
S Hund, Wetzlar

BioRad, Miinchen
BioRad, Mlinchen
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

EpmefidHamburg

Gilson, Arnouville Leofiesse, Frankreich

Epperidd/esseling-Berzdorf
Hamilton, Bonaduz, Schweiz

Beckmann, Miinchen

Janke & Kunkégufen
Toyo Kag&ggyo Co., Japan
Janke & Kunkel, Staufen
Braun, Melsungne
New Brunswick Sci., USA

Beckmann, Fullerton, CA, USA

Heraeus, dusseldorf

Pharmacia, Freiburg
BioRad, Miinchen
BioRad, Minchen
BioRad, Minchen
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Refrigerator Vapor Trap RVT 1404
Sterilbank LB-48-C Lamin Air &
T
Thermomixer 5436
U
Ultraschallprozessor UP 200H
Ultraschallquelle
(inkl. Branson Sonifier Power Supply)
\%
Vakuumpumpe
W
Waagen:
Analysewaage
Feinwaage
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus
Wasserbéader:
Julabo 13A
Julabo F10
Western Blot-Apparatur:
Novablot Electrophoretic Transfer Kit
Mini 2D-Cell (WetBlot)
z
Zentrifugen:
Centrifuge 5415 C
EBA12 R
Mikrozentrifuge Hf-120 Capsule
Variofuge 20 RS, 3.0 RS
Ultrazentrifuge Beckmann XL-70

Zahlkammer nach Neubauer, improved

6.6 Software und EDV

6.6.1 Datenerfassung

Savant, Farmingdslé USA

Heraeus, disseldorf

Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher GmbHtonel

Branson Instamts, Danbury, USA

Vakuumbrand, Wertheim

Sartorius, Géttingen
Sartorius, Gottingen
Millipore dBad, PA,USA

Julabo, Seelbach

Julabo, Seelbach

LKB/Pharmadeiburg
BioRad, Mlinchen

Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttingen
Quialitron, Korea
Heraeus, Dusseldorf
Beckmann, Minchen
Brand GmbH, Werth

* Bio-Rad Imaging System Software Molekular Analy&rsion: 1.5 (1996); BioRad Labaratories,

Kalifornien, USA

* CanonScan D1250 U2F; Canon Deutschland GmbH, Krefel
* Adobe Photoshop CS2 (Version 9.0); Adobe Systems In
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Sigma Plot 9.0
* Open Office

* Pymol

» Zotero
ChemSketch

6.6.2 Molekularbiologische Standardanwendungen
In dieser Arbeit dargestellte Plasmidkarten undu8agen wurden mit dem Programm ,,GENtle* bearbeitet

und graphisch aufbereitet.

.GENTtle": verwendete Version: 1.8.0; Autor: Magnianske; vertffentlicht unter GPL 2003; Quelle:

http://gentle.magnusmanske.de

6.7 Molekulargewichts- und Langenstandards

SDS Molecular Weight Marker (Broad Range) MBI FertasnWilna, Litauen

Prestained SDS Molecular Weight Marker

(Broad Range) MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Prestained Protein Marker (Broad Range) New Enghiathbs, Frankfurt
GeneRulel DNA Lader Mix MBI Fermentas, Wilna, Litauen
MassRule™ DNA Lader Mix MBI Fermentas, Wilna, Litauen

6.8 Nukleinsauren

6.8.1 Plasmidvektoren

pAcG2T PharminGen, San Diego
pVL-1393 PharminGen, San Diego
pET2la(+) Novagen, Bad Soden
pUCSIGFRD Baer

pGex-IGF-IJM Baer

pGex-IR-IM Baer

pET2la(+)-Tyrtide Baer

6.8.2 Oligonucleotide
Samtliche Primer wurden von der Firma Sigma-Gen@Sysinheim) bezogen. Der typische Reinheitsgrad

war entsalzt.

6.8.2.1 Primer zur Konstruktion der C-terminal delet ierten IGF-
Kinasedomane

5 -Primer 5"-GTGCGGATCCCGCGATGAGAAAGAGAAATAACAGCAGG-3
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3 -Primer 5-CGGAATTCCGGTCACTTGTTCTCCTCGCTGTAGTAGAAG-3’

6.8.2.2 Primer zur Konstruktion der Mutante E1069K d er IGF-
Kinasedomane

5 -Primer 5°-TCTCCGGTCCCTGAGGCCAGAAATGAAGAATAATCC-3
3 -Primer 5°- TGGATTATTCTTCATTTCTGGCCTCAGGGACCGGAG-3’

6.8.2.3 Primer zur Konstruktion der Doppelmutante E1 ~ 067/1069K der IGF-
Kinasedomane

5 -Primer 5-TCCGGTCCCTGAGACCAAAGATGAAGAATAATCC-3
3 -Primer 5°- GGACTGGATTATTCTTCATCTTTGGTCTCAGGGACC-3”

6.8.2.4 Linker zur Generierung des Pet-21(a)+-mod-Nt -His (Linker-Pet-1)
5 -Linker: 5" -AATGCACCATCATCACCATCATCATATGGATATCCTCGAGGGATCCGATTCT-3’
3'-Linker. 5'-TCGAAGAATTCGGATCCCTCGAGGATATCCATATGATGATGGTGAGATGGTGCAT-3

6.8.2.5 Linker zur Generierung des Pet-21(a)+-mod-Nt  -His-TS-rCys
(Linker-Pet-2)
5'-Linker: 5 -GATCGGAGAATCTTTATTTTCAGGGGGGATCCGAGCTCCGGAATTCCATTGTCAA-
AGAGAATGAT-3
3'-Linker5 - AATTATCATTCTCTTTGACAATGGGAATTCCGGAGCTCGGATCCCCCTGAAAAT-
AAAGATTCTCC-3

6.8.2.6 Linker zur Generierung der DNA Bam-IGF-NTK3- Eco
5 -Linker: 5 -GATCGCATCTTCATGTTCATGTTAAGTTTGCTGATCGTCAG-3’
3'-Linker. 5 -AATTCTGACGATCAGCAAACTTAACATGAACATGAAGATGC-3

6.8.2.7 Linker zur Generierung der DNA Bam-IGF-NTK1- Eco
5 -Linker: 5 -GATCGACGCAGTGGCTTCCTTCGCTTTTGGAGCATCCTATG-3’
3'-Linker. 5 -AATTCATAGGATGCTCCAAAAGCGAAGGAAGCCACTGCGTC-3

6.8.2.8 Linker zur Generierung der DNA Bam- aD-Peptid-Eco
5 -Linker: 5 -GATCACTGAAAAGCTATCTGCGTAGCCTGCGTCCGGAAGCGGAAAATAT-3’
3'-Linker. 5 -AATTATTATTTTCCGCTTCCGGACGCAGGCTACGCAGATAGCTTTTAGT-3

6.8.2.9 Linker zur Generierung der DNA Bam-Kontrollp  eptid-Eco
5 -Linker:5"-GATCGCGTCTGATTGGCAATCTGCGTTTTTATGCGAGCGGCTTTAAR
3'-Linker. 5" -AATTTTTAAAGCCGCTCGCATAAAAACGCAGATTGCCAATCAGACGC-3
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6.8.2.10 Linker zur Generierung der DNA Bam- aD-Peptid K3-Eco
5'-Linker: 5"-GATCAACCCCGACCCCGGATAACAGCGTGTTTGCGGCGAGCGGG-3
3'-Linker. 5"-AATTCCCGCTCGCCGCAAACACGCTGTTATCCGGGGTCGGGGTT-3

6.8.2.11 Linker zur Generierung der DNA Bam- aD-Peptid K2-Eco
5 -Linker: 5 -AATTCGGCGCCGCGCTCGCCGGCGGGCGCAGCGCGCTATGC-3
3'-Linker. 5"-GATCGCATAGCGCGCTGCGCCCGCCGGCGAGCGCGGCGCCG-3

6.8.2.12 Sequenzierungsprimer
Pac-G2T-Sequenzierprimer-5--CACGTTTGGTGGTGGCGACC-3’
Pac-G2T-Sequenzierprimer:& -CAACAACGCACAGAATCTAGCG-3
pVL1393-Sequenzierprimer-55"-TCCGGATTATTCATACCGTCC-3’
pVL1393-Sequenzierprimer-35"-AAAGGATCAGATCTGCAGC-3’

pET-21a(+)- Sequenzierprimer:% -CTATAGGGGAATTGTGAGC-3’
pET-21a(+)- Sequenzierprimer:& -CTTTCGGGCTTTGTTAGC-3’

Phage Display Sequenzierprimer Ph.D12%6CCCTCATAGTTAGCGTAACG-3’

6.9 Antikérper und Enzyme

6.9.1 Antikorper
a-GST-Exon20 Lehr (1995)
a-Rabbit IgG-Alkalische Phosphatase (AP) Roche imatcs, Mannheim

6.9.2 DNA-modifizierende Enzyme und zugehoérige Puffe r

PNK MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Puffer A MBI Fermentas, Wilna, Litauen
SAP Roche Diagnostics, Mannheim
SAP-Puffer Roche Diagnostics, Mannheim
T4-DNA-Ligase Roche Diagnostics, Mannheim
T4-DNA-Ligase-Puffer Roche Diagnostics, Mannheim
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Mannheim

ClonedPfu Buffer Promega, Mannheim

6.9.3 Restriktionsenzyme und zugehdorige Puffer

BanHl| Roche Diagnostics, Mannheim
BSU36 New England Biolabs, Frankfurt
EcoRl Roche Diagnostics, Mannheim
Eco RV New England Biolabs, Frankfurt
Ndel New England Biolabs, Frankfurt

108



M ATERIAL

Sacl New England Biolabs, Frankfurt
Xhd New England Biolabs, Frankfurt
Puffer B Roche Diagnostics, Mannheim

Puffer NEB2 New England Biolabs, Frankfurt
Puffer NEB3 New England Biolabs, Frankfurt
Puffer NEB4 New England Biolabs, Frankfurt

6.9.4 Sonstige

Faktor Xa Roche Diagnostics, Mannheim
Lactat-Dehydrogenase (LDH) Sigma-Aldrich, Taufkirahe
Pyrovatkinase (PK) Roche Diagnostics, Mannheim

Rinderserumalbumin (BSA), Fraction Mire

(Protease- und Phosphatase-frei) Serva, Heidelberg
Thrombin Pharmingen, San Diego (USA)
Trypsin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
6.10 Peptide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurdennvder Firma Coring System Diagnostix
GmbH(Gernsheim) komerziell bezogen. Es wurden jewE)-20 mg in der Reinhedrude (>50% rein)
erhalten. Alle komerziell bezogenen Peptide sindenTabelle 6.1 aufgelistet.

Tabelle 6.1:Auflistung der kommerziell bezogenen Peptide

Name Sequenz
aD-Peptid LKSYLRSLRPEMENN
aD-Mutante LESYLESLRPEMENN

Kontrollpeptid RLIGNLRFYASGFK
IGF-NT K1 TQWLPSLLEHPM
IGF-NT K3 HLHVHVKFADRQ

6.11 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Lésungen wurden, soweit nicht asdergegeben mit MQ-Wasser angesetzt.
Ampicillin (1000x):

50 mg/ ml Ampicillin, steril filtriert Gber 0,2 pr8pritzenfilter

ADP-Stocklésung:

100mM ADP in 50 mM Tris/ HCI, pH 7,0

ATP-Stocklésung:

100mM ATP in 50 mM Tris/ HCI, pH 7,0

BCIP
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20 mg/ml in DMF gelost
Blockierungspuffer:

1% (w/v) BSAin PBS (0,5 g BSA, 50 ml 1x PBS, Or@#NaN, (nur, wenn der Puffer mehrfach verwendet
werden soll)

Bradford-Farbereagenz:

1,9 % (v/v) Perchlorsaure, 0,06 % (w/v) Coomassibdidaht Blue G-250
Chloramphenicol (100x)

35 mg/ml in Ethanol I6sen, steril filtriert tbe2Qum Spritzenfilter
Coomassie-Entfarbeldsung

30 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigséure
Coomassie-Farbelésung

0,25 % (w/v), Coomassie Brilliant Blau R-250; 4%5v/v) Methanol, 9,2 % (v/v) Essigsaure
Destain

10 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsaure
DNA-Probenpuffer(10X)

67 % (w/v) Saccharose; 0,4 % (w/v) Bromphenolblaw.bXylencyanol FF.
Der Puffer kann mit Wasser oder mit TE-Puffer aeggisverden
EDTA-L&sung

0,5 M EDTA/ NaOH, pH 7,5

ELISA-GALLATI-CHRIS-Puffer:

130 mM tri-Natriumcitrat-2-Hydrat, 0,01 % (v/v).6.
ELISA-(TMB)-Substrat

10 mM Tetramethylbenzidin (TMB), 50 % (v/v) DMSQ) %6 (v/v) Ethanol
ELISA-TMB-Féarbepuffer

1% TMB-Substrat in GALLATI-CHRIS-Puffer

ELISA-STOP-Puffer

2M H,SO,

Eosin Y-Féarbel6sung

0,25 % (w/v) Eosin Y in 0,1 N NaOH

Ethidiumbromid-L&sung

5,25 mg/ml Ethidiumbromid

Fluorescamin Ldsung

3 mg Fluorescamin in 100 pl Aceton l6sen

IEX A (Aquilibrierung, Waschen):

1 mM DTT; 50 mM Tris/ HCI; pH 7,5 (steril filtriereund entgasen)
IEX B (Elution):
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1 M NaCl; 1 mM DTT; 50 mM Tris/ HCI; pH 7,5 (stefiltrieren und entgasen)
FPLC-Puffer fir Gelchromatographie

150 mM NacCl; 1 mM DTT; 50 mM Tris/ HCI; pH 7,

GSH-Elutionspuffer

Der Elutionspuffer muf3 frisch angesetzt werden) dees reduzierte Glutathion sonst
oxidiert.

10 mM red. L-Glutathion (GSH); 50 mM Tris/ HCI, @5
GSH-Regenerationspuffer 1:

0,5 M NaCl; 0,1 M Tris/ HCI, pH 8,5

GSH-Regenerationspuffer 2:

0,5 M NaCl; 0,1 M NaOAc/ HOAc, pH 4,5

GSH-Waschpuffer 1:

1xPBS,pH7,5

GSH-Waschpuffer 2:

1 M NaCl; 50 mM Tris/HCI, pH 7,5

GSH-Waschpuffer 3:

50 mM Tris/HCI, pH 7,5

Kolloidale Peptid-Farbelésung

0,8 g Coomassie Brillant Blue G250 in 400 ml MQeurRRUhren l6sen, 400 ml 1 M
HZSO4 (=21,3ml 95 % IQlSO4; M= 98,08; D=1,82 g/cﬁ) zugeben, 3 h rihren, Uber Faltenfilter filtrigren
88 ml 10 M KOH zugeben, 124 ml 100 % (w/v) TCA hifizgen.

Kulturmedium Sf9-Zellkultur

Grace’s Insektenmedium, 10% FCS

Fungizone (Endkonzentration: 2,5 pug/ml)

Gentamycin, steril filtriert (Endkonzentration: f@/ml)

Leupeptin-Stammlésung (1000X):

10 mg/ml Leupeptin

Lysispuffer fur Protein aus Sf9-Zellen

250 mM Saccharose; 1 mM DTT CompleteTablette/50 ml Lysispuffer; 20 mM TRIS/HCI; pH 7,5
Nativer Laufpuffer:

50 mM Tris/HCI (pH 8.3); 384 mM Glycin

Nativer Probenpuffer (4x):

250 mM EDTA pH 7,5, 100mM DTT, 16,5% Saccharoseb 3nM TRIS/HCI pH 8.8, 0,5%
Bromphenolblau

Natriumacetat-Losung:
3 M NaOACc/AcOH, pH 5,2
Nickel-NTA-Elutionspuffer:
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50 mM Tris/HCI, 250 mM Imidazol, pH 8

Nickel-NTA-Lysispuffer:

50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8
Nickel-NTA-Waschpuffer:

50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 40 mM Imidazol, pH 8

PBS-Puffer:

140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NalPO,; 1,8 mM KH,PO,, pH 7,5

Phage DisplayBlocking Puffer:

0,1 M NaHCQ pH 8,6, 5 mg/ml BSA, 0,02 % Natriumazid. Steritfért.
Phage DisplayElutionspuffer:

0,2 M Glyci/HCI pH 2,2, 1 mg/ml BSA

Phage Displaylodidpuffer:

10 mM Tris/HCI pH 8, 1mM EDTA, 4 M Nal.

Phage DisplayNeutralisationspuffer:

1 M Tris/HCI pH 9,1

Phage DisplayPEG/NaCL.:

20 % (w/v) polyethylen glycol 8000, 2,5 M NacCl. Altaviert.
Phage Displaywasch Puffer (TBST):

1 x TBS/0,1% Tween

Phosphorylierungs-Puffer (10X), Standardbedingungen

300 mM Mg’*; 50 mM DTT; in 50 mM TRIS/ HCI pH 7,5
PMSF-Stamml6ésung (100X):

0,1 M PMSF in 100 % (v/v) i-Propanol oder Ethanol
Ponceau-S Farbel6sung

0,25 % (w/v) Ponceau-S, 1,5 % (v/v) Essigsaure

Puffer fir DNA-Midipraparation

Schéagger-Gel Anodenpuffer:

0,2 M Tris/HCI, pH 8,9

Schéagger-Gel Kathodenpuffer:

0,1 M/HCI, 0,1 M Tricin, 0,1 % SDS, pH 8,25
SDS-Laufpuffer (1X):

0,1 % (w/v) SDS; 384 mM Glycin; 50 mM TRIS/ HCI, @3
SDS-Probenpuffer (10X):

20 % (w/v) SDS; 60 % (w/v) Saccharose; 1 M DTT (figdtiv); 0,1 % (w/v) Bromphenolblau ; 0,5 M
TRIS/ HCI, pH 6,8

Silberfarbung Entwicklungslésung
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20 ml 6 % Natriumcarbonat-Lésung, 26 pl 35 % Fodehid, 25 pl Thisulfatstock auf 60 ml
Silberfarbung Impregnierungslésung

0,8 ml 20 % Silbernitrat, 0,6 ml 35 % Formaldehydnel
Spot-Test-Farbeldsung:

0,25 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G250; 10% jWdethanol; 7 % (v/v) Essigsaure
Spot-Test-Entfarbeldsung:

10% (v/v) Methanol; 7 % (v/v) Essigsaure

TBS-Puffer:

150 mM NacCl; 0,05 % (v/v) Tween-20 (fakultativ);&M Tris/ HCI, pH 7,5
TBS/Tween:

0,1 % Tween-20 in TBS (150 mM NaCl, 100 mM Tris/HEH 7.5); immer frisch ansetzen
TE-Puffer:

1 mM EDTA; 10 mM Tris/ HCI pH 8,0

TEV-Spaltungspuffer

10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA,pH 8,0

Thiosulfatstock

10 % (w/v) Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Thrombin-Spaltungspuffer:

10 mM Tris/HCI, 2 mM DTT, pH 8,0

TNES-Puffer:

0,1IN NaOH / 0,5% SDS in TE-Puffer

Tris-Puffer (1)

50 mM Tris/ HCI, pH 7,5

Tris-Puffer (2, Sammelgel):

0,5 M Tris/ HCI, pH 6,8

Tris-Puffer (3, Trenngel):

3 M Tris/ HCI, pH 8,8

Western BlotBlot-Puffer (5x):

50 mM Tris, 40 mM Glycin

Western BlotEntwicklungspuffer:

100 mM NaCl; 5 mM Mng; 100 mM Tris/ HCI, pH 9,5

6.12 Verbrauchsmaterial

A
Amicon®Ultra Microcentrator Devices (30 kDa) MilipmrBedford MA, USA
Autoklavierkontrollband KMF Laborchemie, St. Augumsti
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C
Centrikon®-Mikrokonzentrator (3/5/10/30 kDa)
CompleteProtease Inhibitor Tabletten
E
Einmachhaut, extra schwere Qualitt
F
Filtermaterial:
0,2 um Dyngard ME Sterilfilter
0,22 um Type GS (44,9 cm)
0,45 pm Type GS (44,9 cm)
Membranfilter ME 24 (0,2m 47 mm)
Filterpapier:
Munktell Grade 1F
Whatman 3T
Faltenfilter ( /£ 125 und 270 mm)
Kodak Scientific Imaging Film
G
Gelkassetten 1,5 mm
K

Einmalktvetten, Halbmikro, Schichtdicke 10 mm

Quarzkivetten, Typ 105.200-QS,
Schichtdicke 10 mm, Zentrum 8,5 mm
P
Sarstedt Serological Pipette (1-25 ml, steril)
Pipettenspitzen
PVDF-Membran Immobilon P
R
Reaktionsgefalle:
Falcon BLUE MAXTM
(aus Polypropylen, 15 ml; 50 ml)

Reagiergefal? Safety Cap (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

PCR Tubes (0,5 ml)

Milipey Bedford, USA
Roche DiagnosticazbPerg

Alba, Gehrig &vidgser, Bielefeld

Microgon, CaliforniglSA
Millipore, Bedford, USA
Millipore, Bedford, USA
Schleicher & Sdh@anbH, Dassel

LKB, Pharmacia, Freiburg

Whatman, Maidstone, GB
Schleicher & Sch@ehbH, Dassel

Sigma-Aldrich, Taufkhlien

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

RatimlGmBh, Dreieich-Brunschlag

Hellma, Mannheim

SalstNUimbrecht

Ratiolab GmBh, Dreieich-Brunschlag

Millipore, Bedford, PA, BS

Beston Dickinsorgriklin Lakes, USA

@distNUbrecht
Sarstedt, Nubrecht
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7 Methoden

7.1 Molekularbiologische Methoden
Folgende molekularbiologischen Methoden wurden dentdtandardprotokollen nach

Sambrooket aldurchgefiini®™
* Agarose-Gelelektrophorese, Ethanolfallung von DRAstriktionsendonukleolytische Spaltung,
Ligation, Konzentrationsbestimmung von DNA.
* Plasmid-"Mini"-Praparationen fiir Restriktionsanagsrfolgten nach Zhou et al. (1950pzw.
mit
* dem Sigma-Kitsystem nach Herstellerangaben.
* Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte dam Qiaex-Kitsystem (Quiagen.)

* Die Sequenzierung von DNA wurde von der Firma GEditse durchgefihrt. Dazu wurden 500
pg Plasmid mit 1 uM Primer in einem Gesamtansatzévpl analysiert.

» Zellen de<E. coli Stammes DH5a bzw. BI21 wurden bei 37 °C in Luriat&&-Medium (LB-
Medium) und auf LB-Agarplatten kultivieft.

« Chemisch-Kompetente Bakterien wurden nach Chuady €1989)°” mit TSS Puffer (85 % LB-
Medium, 10 % (w/v) Polyethylenglycol, 5 % (v/v) DNI& 50 mM MgCI2, pH 6,5 ) hergestellt
und bei -80 °C gelagert. Die transformation di&alen erfolgte durch Hitzeschock (1,5 min bei
42 °C).

« Elektrokompetente Zellen wurden Dower et al., hetg)##%8. Die Tranformation dieser Zellen
erfolgte mittels elektroporation.

 Zur langfristigen Lagerung von (transformiertenkisienstammen eignen sich der
Glycerolstock, bestehend aus 85 % (v/v) der Baddwiltur (ORq von 0,5) und 15 % (v/v)
Glycerol (steril) bestehen. Glycerolstocks werdein-B0 °C gelagert.

7.1.1 Konstruktion der Transfervektoren pVL-IGFRKD AC und PAC-G2T-
IGFRKDAC

Die DNA der C-terminal verkirzten Kinasedoméane &SR (IGFAC) wurde mittels PCR generiert.
Mittels der unter 6.8.2 beschriebenen Oligonucthwtmer wurde das verkirzte Stick amplifiziert.
Als Template wurde PUC-IGFRKD verwendet, der digikeende Sequenz fur die cytoplasmatische
doméane des IGFR tragt. Die Primer flankierten dadsrisle der resultierenden DNA mit der
Restriktionsschnittstelle BamHI und das 3'-Ende mdr Restriktionsschnittstelle EcoRI. Die
resultierende DNA wurde mit den Restriktionsenddeagen BamHI und EcoRI geschnitten und in
die BamHI/EcoRlI linearisierten Vektoren PVL1393 WPAIC-G2T ligiert. Die erhaltene Plasmid-DNA

wurde mittels Sequenzierung tberpruft.

Der Transfervektor PVL1393 fihrt zur Expression deonomeren Kinasen, wahrend der

Transfervektor PAC-G2T Vektor einen N-terminalen T&lag vermittelt und somit Uber GST
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dimerisierte Kinasen erzeugt.

7.1.2 Konstruktion der Transfervektoren PAC-G2T- IGF RKDA72C- E1069K
und PAC-G2T- IGFRKD A72C-E1067/1069K

Der Austausch der Aminosaure Glutamat zu Lysin @n Bositionen 1067 und 1069 in denge
region der IGF-Rezeptorkinasedomane zur Generierung dezeBnutante E1069 K und der
Doppelmutante E1067/1069K wurde mit Hilfe des Qui@ge® XL Site-Directed Mutagenesis Kit
der Firma Stratagene durchgefuhrt. Das XL-KitmstGegensatz zum normalen Kit geeignet fiir grofRe
Plasmide (> 8 kb). Als Ausgangsvektor zur Genengrder Einzelmutante wurde pAC-G2T-IGE
verwendet. Dieses Kinasekonstrukt umfasst die Aséincen R941-K1271 der IGFKD und ist N-
terminal mit GST fusioniert. Als Ausgangsvektor fdie Doppelmutante wurde das Plasmid der
generierten Einzelmutante pAC-G2T-IGE-E1069K verwendet. Die Primer fur diese Subsbiugn
sind unter 6.8.2 aufgelistet. Zuséatzlich zum Austiuder Aminosauren wird wahrend deite-
Directed MutagenesiBCR eine Punktmutation durchgefiihrt, so dass itke Bar Einzelmutante eine
neue Schnittstelle fur die Restriktionsendonukle®&®U36 erzeugt wird, bzw. im Falle der
Doppelmutante die erhaltene Schnittstelle fir Rdginsendonuklease BSU36 entfernt wird. Das
Einfugen bzw. Entfernen der Schnittstelle des migiiePlasmids kann mittels Restriktionsanalyse im
Agarosegel Uberpriuft werden, so dass das mutidasmitl eindeutig identifiziert werden kann. Das
Verfahren basiert auf eine PCR gestlitzte Mutagergmeu wird der Ausgangsvektor zusammen mit
den entsprechenden Oligonukleotiden in einer P@gesietzt und der Reaktionsansatz anschlieRend
durch einen Restriktionsverdau mit der EndonukleBgml inkubiert. Dpnl spaltet spezifisch
methylierte und hemi-methylierte parentale DNA, ma&usynthetisierte Molekile bleiben erhalten.
Diese, die gewlnschte Mutation enthaltenen einZelgigen, zirkuldaren Plasmide werden im
nachsten Schritt inE.coli XL2-Blue ultrakompetente Zellen transformiert. Dhr die niedrige
Fehlerrate beim Nukleotideinbau der Pfu DNA Polyaserund eine niedrige Zyklenzahl in der PCR
wird eine hohe Mutationseffizienz erreicht (bis ¥ und gleichzeitig die Mdglichkeit zufalliger
Mutationen wahrend der Reaktion verringert. Die R@id die Transformation voB.coli XL2-Blue
Zellen erfolgten nach den Angaben des HerstellResh Durchfihrung der Mutagenesereaktion
wurde die Plasmid-DNA der erhaltenen Klone hindicht ihrer neuen Restriktionsschnittstelle

dberprift und die Einfihrung der Mutationen durddASequenzierung verifiziert.

7.1.3 Konstruktion des E.coli -Expressionsvektor Pet21a(+)-NtHis-Tyrtide-
TS-CtCys

Zur Expression von kleinen PeptidenBrcoli sollte ein Vektor generiert werden, in dem dietRiep

an ein groReres, gut zu expremierendes Prot€ar(jer-Protein®) fusioniert werden, das wiederum
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einen N-terminalen His-Tag zur Reinigung besitztisthen diesenCarrier-Protein und dem Peptid
soll eine Erkennungssequenz fur die TEV-Proteaghavalen sein, so dass das Peptid nach der
Reinigung einfach von dem Carrier-Protein abgedstdmi werden kann. Weiterhin soll der
Expressionsvektor C-Terminal an das Peptid die &sjuHCQRE, die ein reaktives Cystein

erhalt,vermitteln.

Ausgegangen wurde vom Pet21a(+)-Vektor. Zunachstievmittels Linker-Pet-1 das Startcodon, der
N-terminale His-Tag und Restriktionsschnittstell&ir die Endocucleasen Ndel, EcoRV, Xhol,
BamHI, EcoRI. Dazu wurden die Oligonucleotide 6.8.8ach Standardmethode hybridisiert und in
den Ndel/Xhol linearisierten Pet-21a(+)-Vektor égi (Pet-21a(+)-mod-NtHis). Die erfolgreiche
Ligation konnte mittels der neuen Schnittstelle B¢olberprift werden. AnschlieRend wurde C-
Terminal zu der Ndel/EcoRV/Xhol-Schnittstell@l¢ning Sitel) mittels Linker Linker-Pet-2 die TEV-
Site, neue Restriktionsschnittstellen fir die Enagteasen BamH| Sacl und EcoR3I¢ning Site2),

die Sequenz fur das reaktive Cystein und das Stlmpreingefiihrt. Dazu wurden die Oligonucleotide
6.8.2.5 nach Standardmethode hybridisiert und m BiemHI/EcoRI linearisierten Pet-21a(+)-NtHis-
Vektor ligiert (Pet-21a(+)-NtHis-TS-CtCys). Die elgreiche Ligation konnte mittels der neuen
Schnittstelle Sacl Uberprift werden. Das erhaltelasmid wurde mittels Sequenzierung Uberprdft.
Die DNA des Carrier-Proteins Tyrtide, das fiur einen Teil der mittlerddboméne des
Insulinrezeptorsubstrats (M515-D631) kodiert wurdarch einen Restriktionsverdau mit den
Endonukleasen Ndel/Xhol aus dem Plasmid Pet-21&$)}-Y612 erhalten, aufgereinigt und in den
Ndel/Xhol linearisierten Pet-21a(+)-NtHis-TS-CtCysktor ligiert. Das erhaltene Plasmid Pet-21(a)
+-mod-NtHis-Tyrtide-TS-CtCys wurde Uber RestrikBanalyse mit Ndel/Xhol und mittels DNA-

Sequenzierung auf das Vorhandensein dieses Fragjinianintersucht.

7.1.4 Klonierung der Peptide in den E. Coli-Expressionsve  ktor
Pet21a(+)NtHis-Tyrtide-TS-CtCys

In der Tabelle 7.1 sind alle Peptide, die in diegektor ligiert wurden aufgelistet. Die Peptide den

mit den Linkern unter 6.8.2 zwischen die TEV-Sitedulie Sequenz des reaktiven Cysteins in den
E.coli-Expressionsvektor  Pet2la(+)-NtHis-Tyrtide-TS-CtCykloniert. Dazu  wurden die
Oligonucleotide nach Standardmethode hybridisieit,der Polynukleotidkinase phosphoryliert und
anschlieRend in den BamHI/EcoRI linearisierten Pet{+)-NtHis-TS-CtCys-Vektor ligiert. Die
Linker sind so konzipiert, dass durch die Ligatibe BamHI-Schnittstelle weg fallt, so dass die Kdon
durch Restriktionsanalyse mit den EndonukleasenHBamd Ndel auf die Erfolgreiche Ligation hin

untersucht werden konnten. Die erhaltenen Plasmigiden mittels DNA-Sequenzierung analysiert.
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Tabelle 7.1: Auflistung der Peptidsequenzen, diectuExpression im E. Coli-Expressionsvektor Pet233{(
NtHis-Tyrtide-TS-Ct-Cys generiert wurden.

Name Sequenz
oaD-Peptid LKSYLRSLRPEMENN
Kontrollpeptid RLIGNLRFYASGFK
IGF-NT K1 TQWLPSLLEHPM
IGF-NT K3 HLHVHVKFADRQ
oaD-Peptid K2 HSALRPPASAAP
oD-Peptid K3 TPTPDNSVFAAS

7.2 Phage Display

Das Phage Displayist eine Technik mit deren Hilfe eine grof3e Anzahlkurzen randomerisierten
Peptiden in relativ kurzer Zeit auf ihre Bindungggeriber eines bestimmten Zielproteins untersucht
werden kdnnen. Hierbei nutzt man den BakteriophadgéB, der zu der Familie der Filamentésen
Phagen gehort. Dieser Phage hat ein Genom vonkbaeifzelstrangiger DNA und dieses Genom
codiert fir 11 Gene. An die Hillproteine plll bzp¥/ 11l kdnnen kurze Peptide (an pVIIl) oder auch
langere Doménen (an plll) angehéangt werden, so siasdurch den Phagen an dessen Oberflache
prasentiert werden. Durch Zyklen aus Bindung, Wascleluieren und Amplifizieren werden die
Peptide selektioniert, die am besten an das Zigprdinden. Die folgenden Anleitungen sind dem
Handbuch des ,Ph.D.-12TM Phage Display PeptidedripKit* weitgehend entnommen, auf etwaige

Abweichungen gegenulber des Handbuchs wird nicliréoklich hingewiesen.

7.2.1 Selektionsschritte des Phage Display
Erster Tag

* Losung des Zielproteins Qud/ul in 0,21M NaHCOS3 herstellen. Als Kontrolle anstads
Zielproteins Streptavidin (im Lieferumfang des Kitsrhanden) benutzen.

« 150ul der Losung werden in die Vertiefung einer Miktetplatte aufgebracht, wobei darauf zu
achten ist, dass die gesamte Oberflache benetdt wir

» AnschlieRend wird die Mikrotiterplatte tiber Naclei B°C in einer feuchten Umgebung
(Glasschale mit feuchtem Apura-Papier) inkubiert.

* Ausstreichen voiescherichia colER2738 von Glycerol-Stock ( im Lieferumfang dessKit
vorhanden) auf LB-Tet Platten.

Zweiter Tag

* Animpfen von 10ml LB-Medium mit ER2738 von der RéafFur spatere Titerbestimmung der
Eluate) und animpfen von 20ml LB-Medium pro zu usitiehendem Protein je in einem 250ml
Erlenmeyerkolben. Inkubation bei 37°C unter heftiggéchutteln(180rpm — 230rpm).

* Abnehmen der Zielproteinldsung aus jeder gecoaterefung. Hierzu wird die Platte kraftig
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mit der Oberseite nach unten auf ein sauberes 3tiickenrolle oder Apura-Papier geschlagen,
bis keine Feuchtigkeit mehr herauskommt. Anschheleird jede gecoatete Vertiefung komplett
mit Blockldsung (0,1M NaHCO3 (pH 8,6), 5mg/ml BSA02% NaN3) gefillt und die Platte
mindestens eine Stunde bei 4°C unter Schuttelrbiekil Wahrend dieser Zeit wird TBST (TBS
+ 0,1% [v/v] Tween-20) hergestellt.

* Fir die Streptavidin — Kontrolle wirduy/ul Streptavidin zum Blockpuffer gegeben, um jeglghe
Biotin in der Lésung zu komplexieren.

* Die Blocklésung wird abgenommen, wie in Schrittr@ljede Vertiefung wird 6 mal mit TBST
gewaschen. Hierzu werden 30@er Losung zugegeben und direkt wieder abgenommen
anschliel3end die Platte wieder auf einem Papiethahdjetrocknet. Es sollte schnell gearbeitet
werden, um ein Austrocknen zu verhindern.

* 4x1010 Phagen (1der Original Bibliothek) werden in 1@0TBST verdinnt. Diese Lésung
wird in die Vertiefung pipetiert und unter leichte3ohitteln fir 10-60 min bei RT inkubiert.

* Die nicht-gebundenen Phagen werden durch erneuigscAlagen verworfen. Anschliel3end wird
die Platte10mal mit TBST wie in Schritt 7 gewascheabei immer frisches Papier benutzt
werden, um eine Kreuzkontamination zu vermeiden.

* Eluiert werden die Phagen mit 10®,2M Glycin/HCI (pH 2,2), 1mg/ml BSA Elutions Hegf.
Dieser wird zugegeben und die Platte hdchstensihQtbh bei RT unter schitteln inkubiert. Das
Eluat wird abgenommen und mit @d3LMTris/HCI (pH 9,1) neutralisiert. Dies ist dasBluat.

* Fir die Streptavidin — Kontrolle wird 0,21mM Biofin TBS als Elutions Puffer genommen.

* Von einem kleinen Teil des Eluats (gHBwird der Titer bestimmt (siehe M13-Titerbestimmag).
An diesem Punkt kann das Eluat tGber Nacht aufbeéwadnden und am nachsten Tag mit dem
nachsten Punkt fortgefahren werden.

* Der Rest des Eluates wird zu den am Anfang angéem@0ml Kulturen gegeben und bei 37°C
unter kréaftigen schiitteln fir 4,5 Stunden inkubiert

« Die Kultur wird in ein sauberes Zentrifugen-Rohnetgegeben und fir 10 Minuten bei 10.025¢g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird in eirues Tube gegeben und erneut zentrifugiert.

« Die oberen 80% des Uberstandes werden in ein &szZentrifugen-Réhrchen tberfihrt und 1/6
dieses Volumens an PEG/NaCl hinzu pipetiert. ArisBleind werden die Phagen mindestens eine
Stunde bei 4°C prezipitiert (oder auch tber Nacht).

Dritter Tag oder zweiter Abend

* Das PEG-Prezipitat wird fur 15 Minuten bei 10.02fgl 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen und der Rest kurz erneut zentrifugiedyaufhin der restliche Uberstand mit einer
Eppendorfpipette abgenommen wird.

* Das weil3liche Pellet wird in 1ml TBS resuspendiergin Eppendorf-Reaktionsgefal’ dberfuhrt
und anschlieend fur 5min bei max. rpm und 4°dnereEppendorf-Zentrifuge zentrifugiert, um
restliche Zellen zu pelletieren.

« Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-Reaktjefif gegeben und reprezipitiert mit
166,71l PEG/NaCI. Der Ansatz wird 15-60 min auf Eis inierb und anschlie3end fir 10 min bei
max. rpm. und 4°C in einer Eppendorfzentrifuge dtrgiert. Der Uberstand wird verworfen
und nach kurzen rezentrifugieren der restliche Etlaed mit einer Eppendorfpipette
abgenommen.

» Das wiederum weil3liche Pellet wird in 200°BS 0,02% NaN3 gel6st. Die Losung wird ein
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letztes Mal fur 1min bei max. rpm. und 4°C zengifrt, um die letzten unloslichen Bestandteile
zu pelletieren und der Uberstand in ein frischesdBdorf-Reaktionsgefal} Gberfuhrt. Bei der
Losung handelt es sich um das amplifizierte 1. Elua

* Von dem amplifizierten Eluat wird eine Titerbestimng durchgefihrt und der Rest bei 4°C
aufbewabhrt.

 Eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte wird wie @en Punkten 1-3 beschrieben gecoatet.

Vierter und funfter Tag (Dritter Tag)

» Der Phagentiter (siehe Titerbestimmung) wird anhderdblauen Plaques bestimmt, um
berechnen zu kénnen, welches Volumen einem Titerlv@x1011 pfu entspricht. Bei zu
geringem Titer kann die Selektion mit einer Menge nur 109 Phagen durchgefiihrt werden.

* Eine zweite Selektionsrunde wird durchgefihrt wielén Schritten 6-19, wobei im Gegensatz zu
der ersten Runde 1-2x1011 pfu des ersten Eluatggfamerden. Zudem wird die Konzentration
an Tween 20 in den Waschschritten auf 0,5% [v/epkt, um unspezifische Wechselwirkungen
mit dem hydrophoben Plastik zu verringern.

* Der Titer des zweiten Eluats wird mit Hilfe der IB/IXgal Platten bestimmt und der Rest bei 4°C
aufbewabhrt.

 Eine Vertiefung einer Mikrotiterplatte wird wie @en Punkten 1-3 beschrieben gecoatet.
Siebter Tag (Vierter Tag)

» Der Phagentiter wird bestimmt, so dass die dritiel&ionsrunde mit 1-2x1011 pfu nach den
Punkten 6-19 durchgefuhrt wird. Auch in der drittelektionsrunde wird die Tween
Konzentration in den Waschschritten bei 0,5% [g&halten.

* Der Titer des unamplifizierten Eluats der drittetmiB8e wird nach dem Protokoll der M13
Titerbestimmung bestimmt, wobei darauf zu achterdesss von diesen Platten spater Plagues
gepickt werden sollen, weshalb darauf zu achtenl@sts die Platten nicht langer als 18 Stunden
inkubiert werden, da sonst Deletionen in den Peptalftreten und amplifiziert werden konnen.
Das restliche Eluat wird bei 4°C aufbewahrt.

Anmerkung Die Eluate, sowie die einzelnen gepickten Kloaren fir mehrere Wochen
mit geringem Verlust des Titers im Kuhlschrank awahrt werden, fir eine
langere Lagerung jedoch sollte ein Glycerolstodedegt werden, indem zu der
vorhandenen Menge an Phagensuspension die gleiclemgeM an
autoklavierten 100 %igen Glycerol gegeben wird. Diesatze werden
anschlielBend sehr grindlich gemischt durch vortexath anschliel3end bei
-20° C gelagert.

* Eine neue ER2738 Ubernacht-Kultur wird angesetaein eine Kolonie von der Platte gepickt
wird.

Plague Amplifikation:

« Die Ubernacht Kultur aus dem letzten Schritt ddel@en wird 1:100 in LB Medium verdiinnt.
AnschlieRend wird pro zu pickenden Klon 3ml derdé@mung in ein Falcon Tube gegeben. Zu
Beginn sollten 10 Klone untersucht werden, ofthiedies laut NEB, um eine Konsensussequenz
zu finden.

» Mit einer sterilen Eppendorfpipettenspitze wird biauer Plague gepickt und in ein Falcon Tube
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Uberfuhrt, dabei verbleibt die Spitze in der Kultur

Wichtig: Es sollten nur Plaques von solchen Platten gepvekten, die nicht mehr als ca.
100 Plaques aufzeigen, um eine Kreuzkontaminatenmehreren Phagenklonen zu
vermeiden.

* Die Ansétze werden fur 4,5 Stunden bei 37°C untéfifeln inkubiert. Wichtig: Die
Inkubationszeit sollte nicht 5 Stunden tUberschreitia sonst Deletionsmutanten mit stark
erhohter Wahrscheinlichkeit auftreten kénnen.

+ Die Kulturen werden in Eppendorf — Reaktionsgefg@geben und fir 30 Sekunden bei max.
rom und RT zentrifugiert. Der Uberstand wird jeweil ein neues Gefal? gegeben und wie oben
zentrifugiert. Die oberen 80% des Uberstandes wewndederum in ein neues GefaR gegeben.
Dieser Uberstand ist der amplifizierte Phagen-St&ckann bei 4°C fiir mehrere Wochen bei
dieser Temperatur gelagert werden, ohne eine grefsmderung des Titers. Fur langere
Lagerung ist es ratsam einen Glycerolstock anzulege oben beschrieben.

7.2.2 Titerbestimmung von M13 Phagen
Der E. Coli Wirt-Stamm ER2738, der von NEB mitgeliefert wird &n robuster F+ Stamm, welcher
eine schnelle Verdopplungsrate hat, eine Tetratydisistenz tragt und sehr gut zur M13 Propagation
geeignet ist. Obwohl ER2738 ein recA+ Stamm ist dear laut NEB niemals spontane
Rekombinationsereignisda vivo mit M13 oder anderen Phagemid-Vektoren beobacbet. M13
Phage ist ein Bakteriophage, der spezifisch fir nntidhe* Bakterien ist. Deshalb muss darauf
geachtet werden, dass alle Kulturen, die zur Veroreh des Phagen benutzt werden, in einem
Medium gehalten werden, welches den F-Faktor deldktt, in diesem Fall Uber die Tetracyclin-
Resistenz. Kulturen sollten immer von einem Klonesi Verdinnungsausstriches ausgehen. Hierzu
wird von dem Glycerol-Stock auf eine LB-Tet Platesgestrichen und diese anschlieRend tber Nacht
bei 37°C inkubiert. Diese Platte kann einen Mondt Parafilm abgedichtet bei 4°C im Dunklen
aufbewahrt werden. Die zu infizierenden Kulturemb&én sowohl in LB, als auch in LB-Tet Medium
herangezogen werden, da der Verlust des F-FaktatsriZeitspanne von max. 5 Stunden unerheblich
ist. Nur bei serieller Verdinnung dieser Kulturefinkte es zu einem Problem kommen, weshalb
Ubernacht-Kulturen immer in LB-Tet Medium zu mactsamd.

* 5-10 ml LB Medium werden mit einer Ubernacht-Kulager mit einem von einer LB-Tet-Agar-

Platte gepickten Klon angeimpft und bis zu einer@O@von ca. 0,5 herangezogen.

» Wahrend die Zellen wachsen wird ein Wasserbad &4 4vorgeheizt, anschlieBend wird
Agarose-Top in der Mikrowelle geschmolzen und puountersuchenden Klon eine Menge von
3ml in ein steriles Falcon Tube gegeben. Die Tulvesden im 45°C Wasserbad bis zum
Gebrauch flissig gehalten.

* Pro Klon und Verdinnung wird eine LB/IPTG/Xgal Réabei 37°C vortemperiert.
* Es wird eine 10-fache Verdinnungsreihe der Phaggesetzt.

Anmerkung Fur amplifizierte Phagen sollten die Verdinnun@8-1011 untersucht werden.
Fur unamplifizierte Eluate sollten die Verdinnung&0l-104 untersucht
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werden.

* Wenn die Zellen gut angewachsen sind werdemnul20® Verdinnung abgenommen und in ein
Eppendorf — Reaktionsgefald gegeben.

* Zu den Bakterien werden {Oeiner Phagen-Verdinnung gegeben, wobei darawfchten ist,
dass mit der gré3ten Verdiinnung angefangen wealie, 2im eine Verfalschung zu vermeiden.
Nach der Zugabe werden die Proben kurz gevortektldsi bei RT inkubiert.

* Fir jede Verduinnung einzeln wird nach der andererzdllen in die Falcon-Tubes mit Agarose
Top gegeben diese dann schnell gevortext, aug&hblicauf die vorgewarmten LB/IPTG/Xgal
Platten geschuttet und durch hin und her bewegwgregiich auf der Platte verteilt.

* Die Platten bleiben einen Moment unter der Bankesigbis der Agarose Top erstarrt ist. Dann
konnen die Platten invertiert werden und Uber NaehB87°C inkubiert.

* Am nachsten Tag werden die blauen Plaques auf dmter® ausgezahlt. Um den Titer zu
errechnen muss die Zahl der Plaques mit der Verdignmultipliziert werden und durch die
Menge an eingesetzter Phagenlésunguljl@eteilt werden, so erhalt man einen Titer von

[pfu/ul].

7.2.3 DNA-Extraktion aus Phagen Nach QlIAprep® Spin M 13 Kit

« 3ml LB — Medium werden 1:100 mit Ubernacht—Kultuon E. coli ER2738 angeimpft.
AnschlieRend wird ein Plaque einer Titerbestimmgeapickt und zu der Kultur gegeben. Ist kein
Plaque vorhanden kann die Kultur auch mit Bes Phagen—Uberstandes angeimpft werden,
wobei aber das Picken von Plaques zu bevorzugeBisstKultur wird 4,5-5 h bei 37 °C unter
Schtteln inkubiert. Auch hier gilt, zu lange Inkation beginstigt Deletionsmutanten und zudem
kann es zur Verunreinigung der Proben durch chromate DNA von lysierten Zellen kommen.

 Zentrifugation der Kulturen bei 5000 rpm fur 15nbiei RT.

« Abnehmen des Uberstandes in frische Reaktionsgefdigebei darf das Pellet nicht gestort
werden, um keine Bakterien zu verschleppen.

« Rezentrifugation des Uberstandes wie oben. Hiehdkann sichergestellt werden, dass der
Uberstand wirklich sauber ist.

* Zugabe von 1/100 Volumen Puffer MP zur M13 Praatwh (30ul). Vortexen und bei
Raumtemperatur mindestens 2min inkubieren. BeiedieSchritt werden die Phagen aus dem
Medium prazipitiert.

» Saule auf ein frisches 2ml Eppendorf-Reaktionsgggifen und Auftragen von 7@0der Probe
auf das Saulchen. Das Beladen der Saulchen mu#30inl Schritten erfolgen, da die Saulen
nicht mehr Volumen fassen koénnen.

 Zentrifugation 15sec bei 8000 rpm und RT in einpp&hdorf-Zentrifuge, Durchfluss verwerfen.
In diesem Schritt werden die intakten Phagen auSdele zurtick gehalten.

» Wiederholung der Schritte letzten beiden Schrittedie gesamte Probe aufgebracht ist.

» Zugabe von 70Ql Puffer MLB, zur M13 Lyse und Bindung, auf das ®hen. Anschliel3ende
Zentrifugation 15 sec, 8000 rpm, RT. Die Saule wémuilibriert und die Lyse der Phagen
beginnt.

» Zugabe von weiteren 7Q0 Puffer MLB auf das Saulchen. Inkubation fur 1 niai RT zur
vollstdndigen Lyse der Phagen. Zentrifugation: 4& 8000 rpm, RT. Nach der Lyse werden die
Proteine von der bindenden ssDNA getrennt
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« Waschen mit 70QI Puffer PE und Zentrifugation 15 sec, 8000 rpm, Hberschiissiges Salz
wird hier entfernt.

* Der Durchfluss wird verworfen und die Saule erneentrifugiert, wie oben. In diesem Schritt
wird das Ethanol entfernt, welches bei weiterenkiteaen stéren wirde.

« S&ule auf ein frisches 1,5 ml Eppendorf — Reakgeféf3 geben und Auftragen von 300auf
50 °C vorgewarmten Puffer EB (10mM Tris/HCI, pH 8j& die Mitte der S&ulenmembran.
Inkubation 10 min bei RT und abschlieRende Zergéfion fur 30 sec bei 8000 rpm und RT.

* Die Konzentration der erhaltenen DNA wird photonsetn bestimmt (siehe DNA-
Konzentrationsbestimmung mit dem Photometer) umth kquenziert werden.
7.2.4 ELISA
Der Enzyme Linked Immuno Sorbent AsfalISA) dient qualitativen und quantitativen Naclisve
von Proteinen und hat eine sehr geringe NachweiggreDie Basis jedes ELISA stellen drei

chemische Prozesse dar:

1. Die spezifische Interaktion von Antigen und Aitier

2. Die Adsorption von Antikérper oder Antigen aneiPlastikoberflache

3. Die enzymatische Nachweisreaktion
Beim ELISA wird eine Festphase (Plastikoberflachkzegrst mit einer Antigen-haltigen Ldsung
beschichtet decoatet. Danach wird die Uberschissige Losung abgenommnehnicht-gebundene
Antigene durch mehrmaliges Waschen entfernt. Ams8ahd wird die beschichtete Phase (z.B.
Mikrotiterplatte) mit einem spezifischen Antikorpémkubiert und wiederum ungebundene oder
unspezifisch gebundene Antikorper weg gewascheeraHischliel3t sich eine Inkubation mit einem
zweiten Antikoérper, der gegen den ersten bindet omtd einem Marker-Enzym Kkonjugiert ist.
Nachdem erneut die Gberschissigen Antikdrper enttieurden, erfolgt der Nachweis des gebundenen
zweiten Antikorpers Uber eine farbliche enzymaisBleaktion. Hierbei ist die Menge an gebundenem
Sekundarantikdrper und damit die Menge an Enzynp@tmnal zur Menge an gebundenem

Priméarantikorper.

In dieser Arbeit wurde eine abgewandelte Form ddS A& benutzt. Es wurden bei den Experimenten
nicht direkt die Menge an gecoatetem Protein nastggen, sondern er diente dazu die Qualitat der
Bindung der isolierten Phagen Klone zu bestimmeierad wurde ein Mikrotiterplatte mit dem

Zielprotein beschichtet und anschliel3end verschiedénzentrationen von Phagen darauf inkubiert,

die schlieBlich dann mit Hilfe des ELISA’s nachgesen werden.

7.2.4.1 Amplifikation der Phagenklone fir ELISA

« Ein Rest (1Ql) des Phagen beinhaltenden Uberstandes aus dgerfiraplifikation zur DNA-
Extraktion muss aufbewahrt werden

« Fir jeden zu charakterisierenden Klon werden 2QB¥Medium mit einer Ubernacht-Kultur
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von ER2738 1:100 angeimpft.

« Die 20ml Kultur wird mit .l Phagen Uberstand angeimpft und 4,5 h bei 37° t@rwsthiitteln
inkubiert.

* Die Kultur wird in ein Zentrifugen—R&hrchen Uberftiind 10 min bei 10.025g zentrifugiert.
Der Uberstand wird in ein neues Réhrchen gegebdretreut zentrifugiert, wie oben.

« Die oberen 80 % des Uberstandes werden in eirsliR6hrchen gegeben (ca. 15 ml) und 1/6 des
Volumens (2,5 ml) PEG/NaCl zugegeben. Kurz misched mindestens 1 Stunde, oder besser
Uber Nacht bei 4°C die Phagen prézipitieren lassen.

* Das Prazipitat wird 15 min bei 10.025 g und 4°Qetigrt. Der Uberstand wird abgegossen, das
Prazipitat kurz erneut zentrifugiert und der reb#i Uberstand mit einer Pipette vollstandig
abgenommen.

* Das verbleibende Pellet wird in 1 ml TBS resuspendiin ein Eppendorf Reaktionsgefal
transferiert und anschlief3end 5 min bei 4°C und.m@x. zentrifugiert.

« Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf Reakgjefis? (iberfiihrt und erneut mit 1/6 des
Volumens (166,7) PEG/NaCl versetzt. Anschliel3end wird das Gemi$6h60 min auf Eis
inkubiert.

* Der Ansatz wird fur 10 min bei 4° C und max. rprentzifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und der Rest des Uberstandes nach kurzem erneatanfugieren mit der Pipette abgenommen.

* Das Pellet wird in 5@ TBS resuspendiert, und der Titer der Losung besti (7.2.2).

7.2.4.2 ELISA der Klone des Phage Display’s

* Eine Reihe pro zu untersuchenden Klon einer Mitegtiatte (96-Well) wird mit 100-200l
einer 10Qug/ml Zielproteinlésung in 0,1M NaHCO3 (pH 8,6) gatt, eine weitere Reihe pro
Klon wird nicht gecoatet. Die Platte wird Uber Nadyei 4 °C in einer feuchten luftdicht
verschlossenen Box inkubiert.

» Die Uberschissige Losung wird abgenommen, indem Pdidte umgekehrt auf ein Stick
Klchenrolle ausgeschlagen wird. Anschliel3end wadkjVertiefung vollstdndig mit Blockpuffer
geflllt. BEACHTE: Zusatzlich sollte eine Reihe pro untersuchenden Klon nur geblockt
werden, um die Bindung des Klons gegen BSA gebé&scRlastik zu untersuchen. Eine weitere
Mikrotiterplatte wird ebenfalls geblockt, um spatiarin die

* Phagen Verdiinnungen vor zu nehmen, damit bei delidaungen die Phagen nicht schon an
das Zielprotein bindet. Die Blocklésung wird 1-Béi 4°C inkubiert.

* Der Blockpuffer wird wiederum verworfen und die ®a 6 x mit 1x TBS/Tween
gewaschen( Hierbei sollte die Konzentration an Twgkeich der Konzentration, die bei den
Selektionsschritt verwandt wurde.)

» Wahrend die Zielproteinplatte weiter geblockt wiwdrd eine vierfache serielle Verdiinnung der
Phagen in 27d TBS/Tween (s.0.) durch geflihrt. Start 1.Reihe odit 2,5x1011 Phagen (in
200ul => 4/3 x 2,5 x 18 pfu in 270ul) und nach rechts vierfache Verdiinnungen vornehiien
hin zu ca. 5* 104 Phagen.

+ Die Zielproteinplatte wird gewaschen, wie oben beieben. Die Phagen-Verdinnungen (200
werden auf die Zielproteinplatte aufgebracht, wabiider geringsten Konzentration angefangen
wird. Anschliel3end wird der Ansatz fur eine StubdeRT unter Schitteln inkubiert

» Die Zielproteinplatte wird 6 mal gewaschen s.o.

124



METHODEN

 Der 1. Antikorper ¢-FD Bakteriophage / rabbit) wird 1:5000 verdunnBiockpuffer. 200ul der
ersten Antikorperlésung werden aufgebracht undldreftend 1 Stunde bei RT unter Schutteln
inkubiert.

 Die Zielproteinplatte wird 6 x gewaschen s.o. DeAgtikorper @-rabbit/goat/HRP konjugiert)
wird 1: 20000 verdunnt in Blockpuffer (Dieser Aridifper muss immer neu verdinnt werden, die
Peroxidase verliert innerhalb kirzester Zeit ihigivAtat). 200ul der zweiten Antikdrperlosung
werden aufgebracht und anschlieBend 1 Stunde bentF Schutteln inkubiert.

* Die Zielproteinplatte wird 6 x gewaschen s.o.
» Fir den Nachweis werden folgende Reagenzien vemtend

¢ 3.3 .55 Tetramethylbenzidi (TMB)-Substra?0mg TMB + 2,5ml DMSO (Dimethyl-
Sulfon-Oxid) + 2,5ml Ethanol

¢ GALLATI-CHRIS-Puffer: 4,29 tri-Natriumcitrat-2-Hydrat [6sen in 50-60 miQvmit HCI
auf pH-Wert 3,95 einstellen und auf 100ml mit M@fallen. AnschlieBend wird zur
Fertigstellung 34l 30%tiges H202 dazu gegeben (in dunkler Flasch8 ¥¢ochen im
Kuhlschrank lagerbar)

¢ TMB-Farbepuffer1% TMB-Substrat in GALLATI-CHRIS-Puffer
¢ STOP-Puffer2M H2S04

» Die Farbreaktion wird gestartet durch Zugabe vof |[#Gdes TMB-Farbepuffers. AnschlieRend
wird die Platte 10 min im Dunkeln bei RT und un&shutteln inkubiert. Dabei entsteht eine
abgestufte Blaufarbung in den einzelnen Vertiefunge

* Die Farbreaktion wird gestoppt durch Zugabe von dl0BTOP-Puffer. Dabei schlagt die Farbe
um zu einem Gelb.

* Diese Farbung kann dann bei 450nm in einem Milaqiiatte ausgemessen werden. Fotografie
der Platte zur optisch-quantitativen Auswertung.

7.3 Biochemische Methoden
7.3.1 Baculovirusexpressionssystem

7.3.1.1 Allgemeines

Baculoviren gehoren zu der Gruppe der doppelstg&gmgDNA-Viren. Jede Art beféllt sehr stammes-
und wirtsspezifische Insekten. Der am meisten sotdite Virus ist deAutographa californica
nuclear polyhedrosisVirus (AcNPV), welcher sich in den Saulenzellen im Darmtraktr de

Schmetterlinge Autographa californica uBplodoptera frugiperdésSf vermehrt.

Die 130 kbp grof3e DNA ist in einer Stab-formigemtBmnhille verpackt, die zuséatzlich mit einer
Lipidmembran umgeben ist; bis zu 100 solcher Palrtiiden, in einer aus Polyhedrin bestehenden
Proteinhille das Dauerstadium des Virus (Einschiirger; occlusion body). Die Einschlusskorper
werden vom Wirt oral aufgenommen und gelangen stemVerdauungstrakt des Insektes. Dort wird
die Polyhedrinhiille abgebaut und die infektioserusfpartikel verschmelzen, nach der Passage der

peritrophischen Membran, mit der Zellmembran ihret3&ellen. Die hier freigesetzte DNA wandert
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in den Zellkern und wird nach etwa sechs Stundest(imfection; p.l) repliziert und transkribiert |
der friihen Phase (10h p.l.) verlassen vornehmiietstibchen-férmigen Partikel durch Knospung die
Zelle und infizieren Zellen in ihrer Umgebung; déesten Einschlusskorper sind nach 48 h p.l.

detektierbar. Die Lyse der Zellen setzt nach 7thh e

Das Polyhedrin ist im Lebenszyklus fir das Virusn esehr wichtiges Protein, unter
Zellkulturbedingungen ist es aber nicht notwendigh unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors in
das virale Genom eingeschleuste Gen kann in hobezdftrationen in den Insektenzellen expremiert
und gereinigt werden. Ein weiterer Vorteil diesegpifessionssystems ist sein eukaryotischer
Ursprung. Viele posttranslationalen Modifikationemwie Faltung, Disulfidbriicken und
Glykolysierungen werden von den Insektenzellenékdrausgefiihrt, so dass die gereinigten Proteine

auch ihre volle biologische Funktion erhalten.

Das einbringen von Fremd-DNA in die Virus-DNA gejirdurch die homologe Rekombination eines
die DNA enthaltenen speziellen Transfervektors hmearisierter ACNPV-DNA. Isolierte Viren
werden dann sukzessive vermehrt und fir die InfekgroRer Insektenkulturen verwendet. Die
Reinigung des expremierten Proteins erfolgt nach Llgse der Zellen mit Chromatographischen
Verfahren (7.3.4).

7.3.1.2 Sf9-Zellkultur

Die SO-Zelllinie stammt aus dem Mitteldarmgewebe v®podoptera frugiperdaNicht infizierte
Zellen sind in ihrem auf3eren Erscheinungsbild bleigRig rund und verdoppeln sich etwa alle 18 bis
24 Stunden bei 27°C. Sie konnen entweder in Suspeisiltur in einer Spinnerflasche oder als
.Monolayer“-Kultur in Gewebeschalen gehalten werdddeben einer auf ihre Bedirfnisse
abgestimmten Na&hrldsung enthélt das Kulturmediuntalé§ Kalberserum, welches den

entsprechenden Wachstumsfaktor liefert, als auctia@®/cin und Fungizone mit antibakteriellen und

antifungizider Wirkung. Die Zellzahl sollte zwisahd x 1 Zellen pro ml Medium betragen. Die
Vitalitdt der Zellen (Anzahl an lebender Zellen)ravidurch Anfarbung der Zellen mit Trypanblau

bestimmt, welches tote Zellen blau an farbt.

Mit Viren infizierte Zellen unterscheiden sich geglkin ihrer GroRe, dem stark vergrol3erten Zehker
und einer granuldren Struktur im Zytosol. Danelstrihre Generationsdauer stark eingeschrankt und
ihre Adsorptionsfahigkeit an das Kulturgefal3 nichéhr gegeben. Als Kontrolle werden immer
Negativansatze mit nicht infizierten Zellen beieallinfektionen, Transfektionen und Plaque Assays

mit angesetzt.
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7.3.1.3 Transfektion von Sf9-Zellen mit dem BaculoGo Id™Transfection
Kit

Die zu expremierende DNA wird unter der KontrollesdPolyhedrin-Promoters in einen sog.
Transfervektor kloniert. Dieser kann aufgrund seinempilicinresistenz und einemE.coli
Replikaktionsursprung (ORI) in Bakterien vermehrérden. Daneben enthalt er Sequenzen der
AcNPVDNA. Wird er zusammen mit der im Kit enthaltenereharisierten, letalen Form dAsNPVin
Insektenzellen transfiziert, kénnen Vektor und iarBNA in vivo rekombinieren und es entsteht eine
intakte, rekombinante Virus-DNA. Die daraus gehiteneuen infektiosen Viruspartikel enthalten das
gewiinschte Gen. Durch den Einsatz letaler Virus-Dit die Wahrscheinlichkeit, dass die

entstehenden Viren auch das gewiinschte Gen emtlbali&0-90 %.

In einer 25 crf bzw. 15 cm Kulturflasche werden 1 x $is 3 x 18 Zellen in 2 oder 3 ml Medium
vorgelegt und fir 15 minzur Adsorption stehen gatas Wéahrend dieser Zeit pipettiert man 1 pg der
mittels Midi-Prep gewonnen und durch Ethanolprdatmn gereinigten Transfervektor-DNA zu
0,25 ug Virus-DNA in einem sterilen Reaktionsgeféfscht dieses und lasst es bei Raumtemperatur
ca. 5 min stehen. Nach der Adsorptionszeit wird Maslium aus der Kulturflasche abgesaugt und
0,5 ml Transfektionspuffer A gleichmafig auf diell@e gegeben und die Flasche geschwenkt.
Nachfolgend gibt man 0,5 ml TransfektionspufferiBdem Virus-Transfervektor-DNA-Gemisch und

gibt diese Lésung auf die Zellen, wobei nach degahe von je 2 Tropfen die Schale bewegt wird um

sie mit dem Puffer A zu mischen. Das im Puffer Bhaftenen Cagl bewirkt die Aufnahme der DNA

in die Zellen. Die Zellen werden unter stiindlichBohwenken der Schale im Brutschrank fiir 4 h bei
27 °C inkubiert. Danach wird das Transfektionsgemisabgesaugt und durch 2,5 ml frisches

Kulturmedium ersetzt.

Der Uberstand wird nach fiinf Tagen abgenommen,hdfrische 2,5 ml Kulturmedium ersetzt und
weitere zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Der etigmmene Uberstand (P1*) wird bei 2300 rpm
fur 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und bis weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
Dasselbe wird mit dem Uberstand (P3*) zwei Tagdespduch gemacht. Rekombinate Viren werden
anschlieRend durch einen Plaque Assay isoliert nekdmbinante Klone durch immunologischen

Nachweis des expremierten Proteins identifiziert.

7.3.1.4 Plaque Assay

Der Plaque Assay dient zur Isolation rekombinakieen nach der Transfektion und kann zur Titer-

Bestimmung eines isolierten und amplifizierten ¥hStocks verwendet werden. Bei diesem Assay
werden Zellen mit einem geringen Virus-Titer infiti und die Zellen mit Agarose Uberschichtet. Die

Uberschichtung mit Agarose schiitzt die Zellen uiditiert die Verteilung des Virus in der
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Petrischale.

Wenn jede infizierte Zelle Virus produziert unddtth lysiert, sollten nur die direkt benachbarten
Zellen neu infiziert werden. Dadurch entstehen @empvon infizierten Zellen, die man spater als
Plagues bezeichnet; nicht infizierte Zellen scheimkirchsichtig. Jeder Plaque reprasentiert ein

einzelnes Virus.

Durch Auszahlen der Plaques in einer bestimmtemdivVeung kann auf den Virus-Titer
zuriickgeschlossen werden. Zur Identifizierung dmererekombinanter Klone wird die Position eines
isolierten Plagques markiert und die Uber ihm bdiohé Agaroseschicht, die durch die Lyse
freigesetzten Virenpartikel enthalt, mit einer Raspipette ausgestochen und abgesaugt. Das isoliert

Stiick Agarose wird in ein Falconréhrchen mit 1 moiltirmedium Uberfuhrtvon dieser Suspension
wird eine 25 cri Kulturflasche mit 1 x 1®Zellen angeimpft. Die Kultur sollte fiir drei Tabei 27 °C
bis zur Ernte inkubiert werden. Dadurch erhalt raameinzelnes Virus, welche in Kulturflaschen und

Spinnerkulturen amplifiziert wird

7.3.1.5 Infektion, Proteinexpression Ernte und Lyse von Sf9-Zellen
Fur die Proteinexpression der l6slichen KinaserndemrSf9-Zellen mit eindvlOl (multiplicity of

infection) von 5-10 fur 72 h infiziertMOI bezeichnet die Anzahl von Plaque-bildenden Eieheit
(plague forming units, pjyro Zelle.

 SfgZellen (1 x 106 Zellen/ml) aus Suspensionskultur abzentrifugi€t€®0 g, 27 °C)

« Zellsediment in virushaltigem Medium resuspendidfern 10 Zellen/ml,MOI 5-10)

* Inkubation bei 27 °C fur 1h

* Zugabe von neuem Medium (1 x*Zellen/ml) und fir 72 h inkubieren

 Zellen abzentrifugieren (10000 g, 4 °C, 10 min)

 Zellpellet in 1 x PBS Ldsung resuspendieren unéwrabzentrifugieren (10000 g, 10 min, 4 °C)
Die Zellen wurden bei -80 °C eingefroren oder dingkiterverwendet. Der Aufschluss der Zellen und
alle weiteren Reinigungsschritte erfolgten bei 4 B2 angegebenen pH-Werte der Puffer beziehen

sich auf Raumtemperatur (22 °C).

Zelllyse:

« Zellen in AufschluBpuffer resuspendieren’(Zellen/ml).
¢ AufschluBpuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 0,25 M Sharose, 1 Xomplete
» 3 x 5 sec. Sonifizieren (100 Watt, auf Eis)

* Im Elvehjem-Potter-Homogenisator bei 700 Umdrehangemogenisieren
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Unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation entéer (10 min, 10000 g)

« Uberstand abnehmen in Ultrazentrifugenrahrchenfiiben.

In der Ultrazentrifuge bei 40000 rpm und 4 °C f&rmin zentrifugieren.

« Den Uberstand nach Schockgefrierung in fliissigenk§off bei -80 °C lagern oder direkt

weiterverwenden.

7.3.2 Proteinexpressionin E.coli
Zur Expression der GST-Fusionsproteine GST-IGFNBTHRNT wurde der Expressionsvektor
pGex-3x verwendet. Die Expression erfolgteBn Coli BL21. Zur Regulation der Expression der
Fusionsproteine ist in diesem Vektor ein tac-Hyprianotor vorhanden. Dieser setzt sich aus dem trp-
Promotor und aus einem Teil der Promotor-Operatgugnz des lac-Operons zusammen. Das Gen
lacq kodiert fir das Repressorprotein innerhallsefieRegulationsmechanismus. Das Uberexpremierte
Repressorprotein inhibiert die Transkription dessiusproteingens. Wird der unphysiologische
Induktor IsopropylB-D-thiogalaktosid (IPTG) zugegeben, bindet diesedas Repressorprotein und
inaktiviert dieses. Die Transkription ist nicht ¢iar gehindert. Das Plasmid besitzt auferdem den
Selektionsmarker Anip Die Ampicillinresistenz ist notwendig fur die 8ktion der mit dem Plasmid

transformierten Bakterien.

Zur Expression der His-getagten Proteine Tyrtidis; FEV-His sowie aller Fusionspeptide wurde der
Expressionsvektor Pet-21a(+) bzw. der modifizidret21a(+)-NtHis-Tyrtide-TS-Ct-Cys verwendet.
Der Pet-Vektor besitzt ebenfalls ein Ampicillin-iRstenzgen. Die eingebrachten Gene werden als
Fusionsproteine mit einem carboxyterminalen- (Petf2)) bzw. einem N-terminalen (Pet2la(+)-
NtHis-Tyrtide-TS-Ct-Cys) Hexahistidintag unter Koolte des T7 Promotors exprimiert. Die
Expression erfolgte in BL21-DE3 Zellen. Die Anzuctier Bakterien und die Induktion der

Proteinexpression erfolgte nach Smith und John@&g)*.

Durchfiihrung der Expression kcoli:

 TransformierteE. coli BL12in LB-Amp-Medium animpfen, Gber Nacht inkubier&y (°C,
220 rpm).

Ubernachtkultur 1:10 mit LB-Medium (37 °C) verdiinne
Inkubation fur 1h, bei 37 °C und 18 rpm.

Induktion mit IPTG (Endkonzentration 0,1 mM).
Inkubation bei 37 °C und 180 rpm flir 4 h.

Bakterien abzentrifugieren (10 min, 3500 rpm, 4.°C)
Zellen mit 1/50 Kulturvolumen eiskaltem 1 x PBS walaesn.

» Bakterien erneut abzentrifugieren (10 min bei 51 §C).
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* Das Pellet kann in Stickstoff schockgefroren werded dann bei -80 °C aufbewahrt werden.
7.3.3 Herstellung von Solubilisaten nach Proteinexpr  ession in E.coli

7.3.3.1 Standardlyse
Uber die Standardlyse wurden die Zellen der GSa@gieh Proteine, sowie Tyrtide-His
aufgeschlossen:

* Zellen in 1/100 Kulturvolumen eiskaltem 1 x PBS{TompleteProteaseinhibitor)

resuspendieren.

» Aufschluss durch Ultraschall (5 x 5 sec, 100 Wi, Eis).

» Zugabe von DTT (EK 1 mM).

* Unlésliche Zellbestandteile durch Zentrifugationtfemen (15 min, 10.000 g, 4 °C).

* Lysat Giber Glutathion-Sepharose-Affinitatschromedphie bzw. Nickel-Chelat-

Affinitatschromatographie reinigen.

7.3.3.2 Lyse der Fusionspeptide aus dem Pet2la(+)-Nt His-Tyrtide-TS-Ct-
Cys-Vektor

Da die Proteinausbeuten Uber die StandardlysedreFdsionspeptiden nur sehr schlecht war, wurde
zur Lyse dieser Zellen ein andere Protokolle auspro Es stellte sich heraus, dass sich die
Proteinausbeute durch die Zugabe von Triton-X10Q {E6) und mehrmaligem Lysieren deutlich
steigern lies. Die Zellen aller aus dem Expressieki®r Pet21a(+)-NtHis-Tyrtide-TS-Ct-Cys wurden
Uber das folgende Protokoll aufgeschlossen:

 Zellen in 1/50 Kulturvolumen Ni-NTA-Lysispuffer dein Ultraschall (5 x 5 sec, 100 Watt, auf

Eis) lysieren.
» Zugabe vorCompletg(EK 1 x), DTT (EK: 1 mM) und Triton-X-100 (EK: 1 %//V)).
 Zentrifugation fiir 15 min, bei 10000 g, 4 °C.

* Lysat auf Eis stellen und Pellets in 1/25 Kultunwakn Ni-NTA-Lysispuffer resuspendieren und
lysieren.

» Zugabe vorCompleteg(EK 1 x), DTT (EK: 1 mM) und Triton-X-100 (EK: 1 %//V)).
 Zentrifugation fiir 10 min, bei 15000 g, 4 °C.

* Lysat auf Eis stellen und Pellets in 1/25 Kultunmaken Ni-NTA-Lysispuffer resuspendieren und
lysieren.

» Zugabe vorCompletg(EK 1 x), DTT (EK: 1 mM) und Triton-X-100 (EK: 1 %//V)).
» Zentrifugation fiir 10 min, bei 15000 g, 4 °C.

* Lysate vereinigen und tber Nickel-Chelat-Affinigiisomatographie reinigen.
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7.3.4 Chromatographische Methoden

7.3.4.1 Glutathion-Sepharose Affinitatschromatograph e

GST ist ein 26 kDa grof3es Protein aus déeiminthen Schistosoma japonicubas Glutathion S-
Transferase-Expressionsystem ist eine Methodeesliermdoglicht, auf DNA-Ebene das gewtinschte
Peptid an ein sehr gut charakterisiertes ProteenGdutathion S-Transferase (GST) zu koppeln. Die
Fusionsproteine werden uber Affinitatschromatogm@pgjereinigt, wobei an Sepharose immobilisiertes
Glutathion ¢-Glu-Cys-Gly) als Affinitatsmatrix verwendet, dergand der GST. Bei den Proteinen,
die ausE.coli stammen, muss ein weiterer Waschschritt durchgetigrden. Grund hierfiir ist das 66
kDa grofRe, ausE.coli stammende Chaperon DnaK, das uber die GlutathipheéBese-
Affinitatschromatographie mit aufgereinigt wird. @b die Einfuhrung des ATP/Mgenthaltenden
Waschschritt (ATPase Waschschritt) lasst sich di$ease Kontamination vollstandig entfertén
Alle GST-getagten Proteine wurden Uber diese Meathaafgereinigt. Die Methode eignet sich auch
zur Reinigung von Spaltungsansatzen, bei deneG8ifr Tag abgespalten wird. Abgespalteses GST,
sowie das GST-getagte, ungespaltene Protein bleibémler Sdule hangen, das gespaltene Protein

befindet sich im Durchlauf.

Herstellung der Affinitdtssaule

* Leere Saule und Teflon-Einlage mit MQ und Ethapailen.

* Doppeltes Zielvolumen der Saule an Glutathion-Segg®aeinfillen (im Kdhlraum).

* Matrix mit 20x Saulenvolumen 1x PBS spiilen.

» Auslauf schliel3en, Saule in etwas 1x PBS stehaefa@Viatrix darf nie trocken laufen!).

Proteinreinigung

» S&ule mit 3x S&ulenvolumen an 1 x PBS &quilibrieren

« Proteinlosung (z.B. Uberstand einer Zentrifugatiaum die Saule geben, je 50 ul von Uberstand
und Durchlauf in Eppis auffangen.

» S&ule mit 5-10 x S&ulenvolumen an GSH-WaschpufférxlPBS, pH 7,3) waschen, 50 pl
Durchlauf in Eppi auffangen.

* Im Falle der Proteine als Coli Sdule mit 5-10 x Saulenvolumen ATPase Waschpuffer
(2,5 x ATP, 10 mM MgCJ in 50 mM Tris/HCI pH 7,5) waschen.

» Saule mit 5-10 x Saulenvolumen an GSH-Waschpufférd NaCl in 50 mM Tris pH 7,5)
waschen, 50 pl Durchlauf in Eppi auffangen.

» Saule mit 5-10 x Saulenvolumen an GSH-Waschpuf{&03nM Tris pH 7,5) waschen, 50 pl
Durchlauf in Eppi auffangen.

» Saule 10 x mit 2 x Saulenvolumen Elutionspufferezkn.

» Sdule 3 x abwechselnd mit je 15 ml Regeneratiofsplfund Regenerationspuffer 2
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regenerieren Saule in 20 % Ethanol lagern.
« Eluate durch Spottest auf Proteingehalt testen1(@.B).
* Eluate einzeln im Centrikon mit 50 mM Tris pH 7 @&nvGlutathion frei waschen und auf
gewinschte Konzentration einstellen (7.3.6.1)

7.3.4.2 Nickel-Chelat Affinitdtschromatographie
Fusionsproteine mit poly-Histidin-Resten lasserh digicht und schnell mit Hilfe der Ni- NTA-
Affinitditschromatographie reinigen. In der Ni-NTAyDmatographie sind zweiwertige Ni- lonen tber
vier ihrer sechs Bindungsstellen an NTA (Nitrilessigsaureacid), einem vierzahnigen Liganden, der
an der Agarose-Matrix gekoppelt ist, gebunden. Hisidinreste der rekombinanten Proteine kénnen
an die beiden verbleibenden Bindungsstellen delemNi-tiber ihre Imidazolringe binden, wodurch die
Proteine an der Ni-NTA immobilisiert werden. Imidhallein, eine Teilstruktur von Histidin, bindet
ebenfalls an Ni-lonen und kann zur Elution gebuedeBRroteine verwendet werden. Bei einer
Imidazolkonzentration von 100-250 mM dissoziierelis-Proteine, da sie nicht langer mit Imidazol
kompetetieren kénnen. Auch eine Reduktion des pltadelasst gebundene His-Tag-Proteine
eluieren. Der Stickstoff des Imidazolringes vonititin wird bei pH 4,5-5,3 protoniert, so dass so
dass der Rest nicht mehr an das Nickel-lon bindamk Zur Verminderung der Bindung nicht-
getagter, histidinhaltiger Backgroundproteine aemdelllysat ist eine geringe Zugabe von Salzen
(z.B. 150 mM NacCl) oder Imidazol (10-40 mM) berdiis die Adsorption und die Waschprozeduren
empfehlenswert. Bei den Proteinen, die dugoli stammen, muss ein weiterer Waschschritt
durchgefuhrt werden, um das a@scoli stammende Chaperon Dank zu entfernen. Durch die
Einflihrung des ATP/M4 enthaltenden Waschschritt (ATPase Waschschrigt Isich diese ATPase
Kontamination vollstandig entfern8fh Uber die Nickel-Chelat-Affinitatschromatographreurden

alle His-getagten Proteine abd<coli- bzw. Sf3 Zelllysaten aufgereinigt.

Die Nickel-Chelat Affinititschromatographie eignsith aulerdem sehr gut zur Reinigung von
Spaltungsansétzen, in denen His-getagte Proteineanden sind. Zum einen kénnen die TEV-
Protease Spaltungsanséatze der Fusionspeptide m@nAbng des ungespaltenen Fusionspeptid, dem
abgespaltenem His-Tyrtide, sowie der TEV-Protedssr die Ni-NTA-Matrix gegeben werden. Das
abgespaltene, gewilinschte Peptid befindet sich danrDurchlauf. Zum Anderen wurde der
Spaltungsansatz zur Monomerisierung der GST-IRKDRADA-His mittels Thrombin Uber diese
Chromatographie gereinigt. Der GST-Tag, und dasesipgitene Protein wurden zuvor Uber eine

Glutathion-Affinitatschromatographie entfernt.

Des Weiteren wurde die Nickel-Chelat-Affinitatschmatographie zur Entfernung des Uberschissigen

Farbstoffs aus Markierungsansatzen (7.3.9) genutzt.
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Herstellung der Affinitdtssaule

» Leere Saule (geeignet: benutzte NucleoBond-Sauk)raflon-Einlage mit MQ und Ethanol
spulen.

» Doppeltes Zielvolumen der Saule an Nickel-NTA-Sepha einfillen (im Kihlraum).
* Matrix mit 20x Saulenvolumen 50 mM HEPES pH 7,5lepii

» Auslauf schliel3en, Saule in etwas 50 mM HEPES @biehen lassen (Matrix darf nie trocken
laufen!).

Proteinreinigung

* S&ule mit 3x Saulenvolumen an 50 mM HEPES pH 7iikgeren.
* Lysatmit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min Uber die Bawmatrix geben.

» Matrix mit 20 x Saulenvolumen Waschpuffer (50 mMPES/150 mM NaCl/40 mM Imidazol
pH 8,0) bei einer Geschwindigkeit von 1 ml/min wast

» Saule mit 10 xSaulenvolumen an ATPase WaschpitemM HEPES/2,5 mM ATP/10 mM
MgCl,) waschen (Nur fur die als coli stammenden Proteine).

* Elution mit15x 2ml Elutionspuffer (50mM HEPES/250mmidazol pH 8,0).
 Eluate durch Spottest auf Proteingehalt testen1(@.B).

Eluate der Kinasen bzw. Tyrtideim Centrikon mitdM Tris pH 7,5 von Glutathion frei
waschen und auf gewiinschte Konzentration einstellénG.1)

* Eluate der Fusionspeptide Gber Nacht gegen 10 nid/2TmM MgCL pH 7,5dialysieren (7.3.5).
* Proben der Lysate, dem Durchfluss, der Waschléaadgder Eluate werden auf einerSDS-PAGE
(7.3.10.3) Uberpruft.
7.3.4.3 lonen-Austausch-Chromatographie
Zur Aufreinigung der Lysate der IQIE und der Eluate der GSH-Reinigung der GSTAGFGST-

IGFAC-E1069K, GST-IGRC-E1067/1069K wurde einkesource I ml Anionenaustauschersaule in
einem FPLC Fast Performance Liquid Chromatographgystem eingesetzt. Bei der
Anionenaustauschchromatographie (IEX) besteht dieriMder Saule aus substituierten quarternaren
Aminogruppen, an welche Proteine mit einem Ubersshan negativen Ladungen binden. Durch
Anlegen eines Salzgradienten werden die gebunddPreteine entsprechen der Starke ihrer
Interaktion mit dem S&ulenmaterial sukzessiv eluiBas Eluat wird Uber einen Fraktionssammler
aufgefangen, die Identitdt der Proteine in den jeyem Fraktionen wird mittels SDS-PAGE und
Western Blotbestimmt. Die Reinigung erfolgt bei 14 °C, weili ligeser Temperatur die maximale

Trennscharfe deResource €saule erreicht wird.

Die Chromatographiesdule ist in ein BiolLogic FPL@r@natographiesystem (Firma BioRad)

integriert. Dieses besteht aus einer Steuereinbeiem System zur Probeninjektion, Pumpen zum
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Transport der mobilen Phase, einem Photometen, Apparatur zur Messung der Leitfahigkeit sowie

einem Fraktionssammler.

7.3.4.3.1 ResourceQ 1 ml

Die Resource{ResQ) 1 ml (Amersham Pharmacia Biotech) ist &nker Anionenaustauscher. Die
Saulenmatrix besteht aus monodispersem PolystynenDivinylbenzen. Die Flussrate betragt F=
2 ml/min. Aufgetragen auf die S&ule wurden 1 x 8lmbat. Das Lysat wird im Eiswasserbad
schonend aufgetaut, danach das Lysat auf jewd{layeentration (Tabelle 7.1) an IEX B eingestellt.
Unldsliche Bestandteile werden durch Zentrifugafidan10 min bei 5000 rpm und 4 °C sedimentiert.
AnschlieRend wird die Probe Uber einen 0,45 um HEiiggr filtriert und dann in die Probenschleife
des Chromatographiesystems eingebracht. Nach Ageiling der Saule mit der jeweiligen
Konzentration an Puffer B (Flussrate 2 ml/min, #iml) wird der Inhalt der Probenschleife in das

Chromatographiesystem Uber eine 8 ml Probenschigiféert (Flussrate 2 ml/min).

Tabelle 7.2: Anteil an Puffer B Im Lysat, beim Adiibirieren der Saule und beim linearen Salzgradient
bei der Anionen-Austausch-Chromatographie der vermdenen Proteine

L Isokratischer Fluss-
Aquilibrieren der Saule

. Anteil an Puffer B im linearer Salzgradient
Protein Lysat [%0] Anteil an Puffer B [%]
[%] Puffer B

IGFAC 5 7 0-30

GST-IGFAC
GST-IGFAC-E1069K,
0 0 0-30

GST-IGFAC-
E1067/1069K,

Nach vollstandiger Beladung der Saule wird mit 8ded Gemisches aus der jeweiligen Konzentration
an Puffer B (isokratischer Fluss, Flussrate 2 nijngewaschen, um nicht gebundene Proteine mit
dem Durchfluss zu entfernen. Durch kontinuierliévb6hung des Anteils an Puffer B in der mobilen
Phase (Flussrate 2 ml/min), wird ein linearer Saldoent angelegt. Dies fuhrt zur Elution der Prugei

von der S&ule; das Elutionsprofil der an die S@dbundenen Proteine wird durch photometrische

Messung der Absorption.4, nm erstellt. Sind die Fraktionen (0,5 ml), die dmsviinschte Protein

enthalten, identifiziert worden, so konnen dieseewegt werden. Zur vollstandigen Freisetzung auf
der Saule verbliebener Proteine wird der AnteiParffer B innerhalb von 3 min (Flussrate 2 ml/min)
nach der Elution auf 100 % (v/v) gebracht; dieséfdPkonzentration wird bei einer Flussrate von

2 mli/min fur mindestens 5 min beibehalten. Zur Amflahrung der Saule nach erfolgter
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Chromatographie wird diese mit MQ entsalzt (Flugseaml/min, fir mindestens 5 min) und in 20 %

Ethanol gelagert.

7.3.4.4 Gelfiltrationschromatographie Superdex 75 (p  rep. Grade)

Das Trennprinzip einer Gelfiltrationschromatograplvasiert auf dem Grolienausschlussverfahren.

Die Superdex 75 (HiLodd' 26/60 prep Grade) (320 ml Saulenvolumen) trenotegite in einem

GrofRenbereich von 3000-70000 Da. Der Trennberetiabhéngig von der Zusammensetzung der
Gelmatrix, einem Dextran-Agarose-Gemisch. Vor demufLmuss die Saule tber Nacht mit 500 ml
Superdex-Puffer (Flussrate F= 0,5 ml/ min) aquitirwerden. Die Beladung der Saule und die

Reinigung erfolgt mit einer Flussrate von 0,5 mihriiir 100 ml.

Kinasehaltige Fraktionen werden vereinigt und Udieen Mikrokonzentrator (Amicon Ultra-4) bei
5000 x g und 4°C konzentriert. Die Saule wird &his@end mit 400 ml Superdex-Puffer gespult und

danach auf 20% Ethanol gesetzt.

Reinigung:
» Auftauen der Eluate in Eiswasser.

Eluate mit 1 mM DTT versetzen.

Unldsliche Bestandteile werden durch Zentrifugafiom10 min bei 5000 rpm 4°C sedimentiert.

Eluate in 1 ml — 8 ml Schleife fullen

» Beladen der Saule mit dem Eluat; F = 0,5 ml/min

+ Starten des isokratischen Flusses, F = 0,5 ml/min

» Sammeln der Fraktionen (je 0,5 ml) mit Hilfe deakfionssammlers (nach ca. 2 ¥ h)

* Die Eluate mittels Spot-Test auf Proteingehalt.@3l) und mittels SDS-PAGE auf Reinheit
Uberprifen

« Fraktionen mit reiner Kinase vereinigen und bei &#&dber ein Centricon (7.3.6.1)
einengen und bis zum weiteren Gebrauch bei 4°Grage

7.3.4.5 Reversed-phase-HPLC

Die chemisch synthetisierten Peptide wurden UberR#iversed-phaseHigh Performance Liquid
Chromatography (HPLC) gereinigt. Bei diesem chramgeaphisches Trennverfahren wird die zu
untersuchende Substanz zusammen mit einem flisdigefmittel, der "mobilen Phase" (auch
"Eluent” genannt) auf eine sog. Trennsaule, diatitstare Phase", gegeben. Wechselwirkt ein
Bestandteil der zu untersuchenden Substanz stamdlemstationaren Phase, verbleibt er auf der Saule
Wechselwirkt er hingegen schwach mit der statiam&base, verlasst er die Saule friher. Je nach
Starke dieser Wechselwirkungen werde die Bestdadtier Substanz zu verschiedenen Zeiten (den

"Retentionszeiten") von der Trennsaule eluiert.wesden zwei Methoden unterschieden: Normal
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Phase (NP) und Reversed Phase (RP). Die RP-HPL@ ir Praxis die gangigste Methode. Hier
wird eine unpolare stationdare Phase verwendet imal polare mobile Phase. Die stationdre Phase
wird hergestellt indem man mit langkettigen Kohlasserstoffen substituierte Silane mit Silicagel
reagieren lasst. Dabei wird die polare OberflaghieSilicagel-Partikel mir einer apolaren Schichs au
Alkanen Uberzogen, also die Polaritat umgekehmgl(efReversed"). Als mobile Phase werden meist
Mischungen aus Wasser oder Puffer und Acetonitetrahydrofuran oder Methanol eingesetzt. Bei
isokratischen Trennungen bleibt die Zusammensetdend/lobilen Phase wahrend der gesamten Zeit
gleich. Bei Gradiententrennungen wird der unpolanéeil wahrend der Analyse erhoht. Besondere
Anwendung findet die RP-HPLC bei der Auftrennung ymlaren Analyten die auf Normalphasen zu
hohe Retentionszeiten aufweisen wirden. Die Detrldrfolgt mittels UV- Detektor bei 206 nm.

Durchfiihrung:
» Zugabe von TFA (Trifluoressigsaure) auf 0,1 % (v/v)

* 5 min. bei 14000 rpm zentrifugieren.

« Uberstand abnehmen und auf die Saule auftragen.
Bedingungen:

* Trennsaule: ET 250/8/4 Nucleosil 300-¢ 250 x 4 mm)

¢ Flussrate: 0,5 ml/min

* Puffer A: 0,1 % TFA

* Puffer B: 0,1 % TFA, 80 % Ci{CN

Gradient:
Tabelle 7.3: Gradient an Puffer B der Reversed-phas
HPLC der chemisch generierten Peptide
Zeit [min] Anteil an Puffer B [%]
0 0
15 30
30 45
40 50
54 100
Aufarbeitung:

» Peptidhaltige Fraktionen vereinigen.

* Losungsmittel im Vakuum (Speed-Vac) abziehen.
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* Rickstand mind. 3 x mit 5 % Ammoniumhydroxid resrgfieren und erneut abziehen (der pH-
Wert der Peptidldsung darf nicht mehr sauer sein).

* Peptide in MQ aufnehmen (sollte die Losung zu saagr, Zugabe von 50 mM Tris pH 10).

* Proteinkonzentrationsbestimmung tUber Absorptioridepekopie.

7.3.5 Dialyse von Proteinen

Die Dialyse dient dazu, Salze oder kleine Peptige@lutathion aus der Protein-Losung zu entfernen
und die Proteine zuriickzuhalten. Der in dieser Arberwendete Nitrocelluloseschlauch hatte eine
Ausschlussgrofie von 12 kDa-14 kDa, oder von 3,5&BDaalle grof3eren Proteine werden im inneren

des Schlauchs zurtickgehalten.

* Dialyseschlauch ( auf AusschlussgréfRe achten!glmesiden (ca. 7+ (n ml Probenvolumen) cm)
Dialyseschlauch in MQ aufkochen (1 min in der Mikedle)

Dialyseschlauch an einem Ende zuknoten, n@ Hberprifen, dass der Knoten auch dicht ist
* Dialyseschlauch fur 5min in Dialysepuffer bei 4°@nhplett aquilibrieren
* Probe vorsichtig und ohne Aufschaumen in den Desgklauch geben

* Dialyseschlauch am anderen Ende zuknoten

An jedes Ende des Dialyseschlauch einen Schwimefestigen
* Dialyse bei 4°Cgegen Tris-Puffer 50 mM pH 8,0 nmtN MgCl,, wahlweise gegen 3l tber
Nacht, oder je 0,5l fur je 30min
7.3.6 Aufkonzentrierung von Proteinldsungen

7.3.6.1 Konzentrierung der gereinigten Proteine mitt  els Ultrafiltration
» Konzentrationsbestimmung mittels Spottest zur Basting der Ausgangskonzentration.

* Filter desAmicon Ultra-4 bzw. Amicon Ultra-15 10.000 NMWL n&00 pl 50 mM Tris/HCI,
pH 7.5 benetzen; Zentrifugation bei 3500 rpm un@ #f ca. 10 min.

« Uberschiissigen Puffer entfernen.

* Eluate zugeben und Zentrifugation bei 3500 rpm4e, alle 5 min UGberprifen, ob bis zum
gewiinschten Volumen eingeengt ist.

» Eluate vorsichtig entnehmen und aliquotieren.
» Spottest zur Bestimmung der Proteinkonzentratiootdiihren.
» Aliquots in flussigem Stickstoff schockgefrierendumei —80 °C bis zur Weiterverarbeitung
lagern
7.3.6.2 Konzentrierung der gereinigten Peptide mitte  |s Speed Vac
Das konzentrieren der Peptide mittels Vakuum uwérme eignet sich fir hitzebestandige

Peptide.
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Konzentrationsbestimmung mittels Spottest zur Besting der Ausgangskonzentration.
* Eluate in 1,5 ml Eppendorfgefalie Uberfihren undzdiiflie in die Speed-Vac stellen.
* Heizung auf Medium stellen.

* Rotor anstellen und anschliel3end Vakuum anlegeddsigewinschte Volumen erreicht wird.

Proteinkonzentrationsbestimmung tiber Absorptiorigspskopie.
7.3.7 Proteolytische Spaltungen

7.3.7.1 Abspaltung des GST-Tags durch Thrombin-Behan  dlung

Der Gerinnungsfaktor Thrombin ist eine Serinproteale sehr spezifisch die Sequenz -Arg-Gly- an
der Carboxylseite des Arginins spaltet. Das natiieiSubstrat Fibrinogen wird von Thrombin an vier
Arginin-Glycin-Peptidbindungen in vier Fibrinopegi gepalten, die sich zu Fibrin zusammen lagern.

Thrombin hat ein Molekulargewicht von 34 kDa.

Um aus der dimeren GST-IRKD-D1120A-His monomeredsim zu gewinnen, wird das Protein mit
Thrombin behandelt. Nach Thrombinbehandlung bleibem N-Terminus der Kinasesequenz die
Aminosaure Glycin zuriick. Uber einen Probeverdaudem die besten Spaltungsbedingungen

ermittelt:

* 1 u Thrombin auf 300 pg Kinase in 10mM Tris; ImMEDpH 8,0 fir 20 min 4 °C.
Der Spaltungsansatz wurde anschlieRend Uber eingat@bn-Sepharose-Matrix (7.3.4.1)
gegeben um GST und ungespaltenes Protein zu esrtfeDer Durchlauf der Matrix wurde
anschliel3end tber Nickel-Chelat-Affinitatschromasgadpie gereinigt (7.3.4.2).

7.3.7.2 Abspaltung des GST-Tags bzw. His-Y612 durch  die TEV-Protease

Die Kinase GST-TS-IGEY950F besitzt zwischen GST und der Kinasesequemzene
Erkennungssegeunz fur die TEV-Protease, so dassG&As uber einen proteolytischen Verdau
abgespalten werden kann. Die Fusionspeptide ausR#81a(+)-Nt-His-Tyrtide-TS-Ct-Cys-Vektor
besitzen ebenfalls eine Erkennungssequenz fur E\éFrotease, zwischen der Tyrtide-Sequenz und
dem Peptid selbst. Die TEV-Protease ist die 27 §io®de katalytische Doméne des Nuclear Inclusion
a (Nia) Protein, das vom Tobaco Etch Virus kodwird. Die Struktur der TEV-Protease entspricht
zwar der Struktur gewohnlicher Serinproteasen,Sihieltung wird hier allerdings durch ein reaktives
Cystein in der ,katalytischen Triade" durchgefiildte TEV- Protease besitzt eine sehr viel strengere
Sequenz-Spezifitat als Faktor Xa oder Thrombin.e8kennt ein lineares Epitop der Form E-X-X-Y-
X-Q-(G/S), wobei X einer beliebigen Aminosaure entht, und spaltet zwischen Q und S/G. In
unserer Arbeitsgruppe wird die Sequenz ENLYFQG eewet. Da die TEV-Protease keine post-

translationale Modifikation zur vollstandigen Aktét bendtigt, kann sie in grolien MengerEiColi
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expremiert und Uber Affinitats-Chromatographie @uéinigt werden. Die TEV-Protease besitzt C-
terminal einen His-Tag, so dass sie aus einem Bupaansatz Uber Nickel-Chelat-Matrix entfernt
werden kann. Der Spaltungsansatz enthielt 10 mig/HGI pH 8, 2 mM DTT. Gespalten wurde bei
4 °C (Kinase) bzw. bei 34°C (Fusionspeptide) fib {Kinase)bzw. 4 h(Fusionspeptide) auf dem
Rollschuttler. Die TEV-Protease wurde in einem mataMerhaltnis von Protease zu Substrat von 1:20

(w/w) (Kinase) bzw. 1: 80 (Fusionspeptide)eingetsetz

Bei der Kinase GST-TS-IG@rY950F wurde der GST-Tag durch den TEV-Proteaseldeabgetrennt.

AnschlieBend wurde der Ansatz Uber eine Nickel-@h8hule gegeben, um die TEV-Protease
rauszuwasche(v.3.4.2) Der Durchlauf wurde dann Uber eine Glutathion¥aepse-Matrix gegeben,

um die gespaltenen Kinase von ungespaltener Kimagdreiem GST abzutrennén.3.4.1)

7.3.7.3 Limitierte Proteolyse mittels Trypsin

In der Aktivierungsschleife der IGFRKD gibt es digsin in einer Thrombinerkennungssequenz.
Wenn die Aktivierungsschleife fir Thrombin zugéngliist, so wird das Enzym an dieser Stelle
gespalten. Versuche haben geZ&idt dass die aktivierte Kinase eine offene Konfororatbesitzt
und gespalten werden kann, wohingegen die inakiimase eine geschlossene Konformation aufweist
und somit an dieser Stelle nicht gespalten wirce Bugabe von ADP reicht allerdings aus, das
Gleichgewicht in Richtung der aktiven Konformatipn verschieben, sofern es sich um eine intakte
Kinase handeltDurchgefiihrt wird die Spaltung bei 50 mM Tris pk5,730 mM MgC} und 2 mM
DTT®. Die Spaltung wird mit bzw. ohne Zugabe von 10 ®BIP durchgefiihrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 0,1 uM Trypsin gestartet. Die tBpal lief fir 10 min bei Raumtemperatur und
wurde durch Zugabe von SDS-Probenpuffer gestopmcilieRend wurde die Spaltung auf der SDS-
PAGE analysiert.

7.3.8 Analytische Modifikation von reaktiven Cystein en mit
Tetramethylrhodamin-5-maleimid

Die Proteine, die im Vektor Pet21la(+)-Nt-His-Tyaid S-Ct-Cys expremiert wurden besitzen
C-terminal die Sequenz HCQRE. Der-Wert der Thiolgruppe des Cysteins dieser Sequenz
wird durch die Sequenzumgebung ins saure verschaoedass der Schwefel nucleophil an
den Maleimidring des Tetramethylrhodamin-5-maleirvid Michael Addition angelagert
werden kann. Markierungen im kleineren Mal3stab emrdurchgefiihrt, um die Reaktion der
Farbstoffe auf variierte Markierungsbedingungere(wiB. Puffer, Reaktionszeit, Temperatur,
pH-Wert usw.) bezuglich Markierungsausbeute zwetestym sicher zu stellen, dass nur das

eine Cystein markiert wurde, wurde der Farbstoff nmolaren Unterschuss zum Protein
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eingesetzt. Ein Standardansatz enthielt 10 pg iRrated 1 pg Farbstoff. Markiert wurde in
10 mM Tris pH 7 fir 30 min bei 4 °C. Abgestoppt derdie Reaktion mit einem 10-fachen
molaren Uberschuss DTT zum Farbstoff. Samtlicherifehmit Farbstoff fanden unter
gedampftem Licht bzw. Lichtabschluss statt. Zurweldung wurden die Ansatze auf einem
SDS-Gel untersucht. Der Farbstoff wird bei 543 nmyeaegt und emittiert bei 575 nm, so
dass markierte Proteine im SDS-Gel unter der UV+hatetrachtet und ausgewertet werden

konnen. Eine Einfarbung der Proteinbanden in PEpbelosung ist ebenfalls moglich.

7.3.9 Praparative Modifikation von reaktiven Cystein  en mit
Tetramethylrhodamin-5-maleimid

Die Markierung im préparativen Mal3stab wurde dinekhrend der Reinigung des Proteins auf der
Nickel-Chelatmatrix durchgefiihrt. Die hier aufgefighAnleitung ist das Ergebnis zahlreicher Ansétze

und wurde wahrend der Arbeit z.T. in leicht vatgerAusfiihrung angewendet:

Die Matrix mit dem immobiblisierten Protein aus itelr Kulturvolumen wurde mit 10 pl (100 nmol)

Farbstoff versetzt und fir 30 min bei 4 °C auf dRollschuttler unter Lichtabschluss inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 uM (EndkonzentigDTT gestoppt. AnschlieRend wurde das
Protein und uber Nickel-Chelat-Affinitatschromatagie (7.3.4.2) beschrieben gereinigt und
anschliel3end dialysiert (7.3.5). Der Erfolg der kiarung wird tber SDS-PAGE mit anschliel3ender

Analyse unter UV-Lampe lberprift.

7.3.10 Charakterisierung von Proteinkonzentration un  d -lIdentitéat

7.3.10.1 Konzentrationsbestimmung nach MINAMIDE und BAMBURG
(1990)'"*,Spot-Test*

1 pl der Proteinldsung, deren Konzentration zu ilesen ist, sowie jeweils 1 ul der

einzelnen Konzentrationen einer BSA-Eichreihe @M1g/pl) wird auf Munktell Grade 1F

Filterpapier aufgetragen. Nachdem die Probe eiogktet ist, wird das Filterpapier fur 30 s

in Spot-TesFarbelésung gelegt, anschlielend in Entfarbelosemgfarbt bis keine

unspezifische Hintergrundfarbung sichtbar bleibt.6hekre Konzentration der zu

untersuchenden Proteinldsung resultiert in einetensiveren Blaufarbung an dem

entsprechenden Auftragsort. Die Konzentration wludch Vergleich mit den Farbintensitaten

der Eichreihe abgeschatzt.
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7.3.10.2  Konzentrationsbestimmung nach BRADFORD (197 6)*"

Die Proteinkonzentration wird bei dieser Methode otpmetrisch bei einer
Analysenwellenlange vol=595 nm gemessen, wobei als Referenzwellenlangiziigs bei
470 oder 650 nm noch gemessen wird. Dazu werderull@@r Proteinlosung unbekannter
Konzentration und jeweils 100 pl von BSA-Eichléseng(10-3 bis 5 * 10-2 pg/ul) mit
jeweils 100 pl Bradford-Farbereagenzin einer Mikeoplatte fir 5 min bei RT inkubiert.
Anschliel3end wird in einemMicroplate Reader“die Absorption des Komplexes aus Protein
und Farbereagenz bestimmt. Mithilfe der BSA-Eickgra kann die Konzentration der zu

analysierenden Proteinprobe ermittelt werden.

7.3.10.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach La  emmli *” (SDS-
PAGE)

Lésungen von Proteinen kénnen mittels SDS-PAGE edtdgnt werden. Dazu werden die Proteine
zunachst nach Zugabe des anionischen, amphiphiédergenz SDS, und DTT zur Reduktion intra-
oder intermolekularer Disulfidbriicken, bei 95°C fairmin denaturiert. Anschlieend werden die
entfalteten Proteine durch Anlegen einer Spannumginem Gel nach ihrem Molekulargewicht
getrennt; aufgrund des basischen pH-Wertes, der Etektrophorese eingestellt wird, und der
Wechselwirkung mit SDS bewegen sich die ProteineRiohtung der Anode. SDS lagert sich
stéchiometrisch an Proteine an (1,4 g SDS/1 g Proateh. 1 Molekil SDS/2-3 Aminosauren). Somit
sind Nettoladung und native Struktur eines Proteidlsrend der SDS-PAGE vernachlassigbar, und die
elektrophoretische  Mobilitdt eines Proteins ist pmmional zum Logarithmus seines
Molekulargewichts. Allerdings werden die elektropticschen Eigenschaften eines Proteins durch
kovalente Modifikationen (z.B. Phosphorylierungykiisylierung) beeinflusst, da diese die Bindung
von SDS an Proteine beeinflussen, wodurch mittBIS-BAGE nur ein apparentes Molekulargewicht
bestimmt werden kann. Die Polymerisation der Gahgen erfolgt durch Zugabe von APS und
TEMED.

7.3.10.4  Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylami  de Gel
Electrophorese nach Schagger und Jagow ¥’ (Schagger-Gel)

Das Schagger-Gel ist eine diskontinuierliche SD&PAzur Auftrennung von Proteinen im
Bereich von 1-100 kDa. Die SDS-PAGE nach Laemmiidem grof3en Nachteil, dass kleine
Peptide unter 1@Da nicht aufgetrennt werden konnen. Bei der Vedusry von hoheren
Acrylamidkonzentrationen zur Auftrennung kleineipige kann man diese nicht mehr von der grof3en

Menge an SDS trennen. Das liegt hauptséachlich ddiss kleine Peptide Komplexe aus Protein und
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Detergenz bilden, die alle die ,gleiche” Grof3e uratlung wie die SDS-Mizelle selbst aufweisen.
Eine groRRe Verbesserung liefert da die Verwendumg Tricin an Stelle von Glycin im Laufpuffer.
Glycin, wie es bei Laemmli im Laufpuffer verwendeird, hat einen pK von 9,6. Die Anwesenheit
von Glycin im Laufpuffer fihrt Sammlung von seho@8en Proteinen, weil es sehr langsam im sauren
Sammelgel wandert; Allerdings fuhrt eben das daass kleine Peptide nur gering, oder gar nicht
vom SDS getrennt werden kénnen. Bei der VerwendwmgTricin im Laufpuffer kann das Sammeln
und Trennen der kleinen Peptide im Sammelgel witdacheren Bedingungen, gleicher pH wie das
Trenngel und geringe Acrylamidkonzentation, gewgibtét werden. DA bei normalen pH -Werten
zwischen 6,8 und 8,8 mehr Tricin in anionischernkarorliegt, wandert es sehr viel schneller als
Glycin im Sammelgel trotz der groReren MolekularseasZusatzlich wird beim Schégger-Gel eine
weitere Lage, das Spacer-Gel, eingefiihrt. Das $iaek das zwischen Sammel- und Trenngel liegt,
ermoglicht die Auftrennung von kleinen und grol3ewt&inen. Ohne das Spacer-Gel musste zur
Auftrennung der kleinen Peptide ein 8-10 % Sammejgautzt werden, wodurch Proteine oberhalb
20 kDa nicht mehr ordentlich aufgetrennt werdenngin Durch die Einfuhrung des 10 % Spacer-Gel
reichen im Sammelgel Acrylamidkonzentrationen vo#® % aus, so dass auch grof3e Proteine
aufgetrennt werden koénnen. Die kleinen Peptidengansich dann bei Eintritt ins Spacer-Gel vom
SDS. Die Polymerisation der Gellésungen erfolgcdutugabe von APS und TEMED.

7.3.10.5 Native Polyacrylamid-Gelelktrophorese (nati  ve PAGE)

Die nicht-denaturierende Polyacryamid-Gelelektropbe (native PAGE) ermdglicht die Auftrennung
von Proteinen anhand ihrer Grof3e und Ladung. Dproteineigene negative Ladungen erhoht sich
die Laufstrecke des Proteins im Gel. Weil Phosplgouppen bei physiologischen pH-Werten
negative Ladungen tragen, erlaubt diese MethodeAiftrennung verschieden stark phosphorylierter
Proteine Die Phosphorylierungsansatze werden Rrdkenpuffer (Quenching Buffer) aufgenommen,
wodurch die Phosphorylierungsreaktion abgestoppd.wie Durchfiihrung erfolgt ahnlich wie die
SDS-PAGE. Unterschiede bestehen im Fehlen eineer@siz wie SDS auflerdem wird die
Elektrophorese im gekuhlten System bei 4°C durdiigef Die Auftrennung erfolgt mit bei 150 mV
(konstant) fur ein Gel und mit 200 mV bei zwei Gefér 1,5 h. Nach erfolgter Trennung wird das Gel

durch Peptidfarbeldsung angefarbt.

7.3.11Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Blot

Der Western Blot ist eine Methode zum Nachweis RPooteinen mit spezifischen Antikdrpern. Die
Proteine werden zundchst mit SDS-PAGE aufgetredain auf eine Membran transferiert, die
schlieBlich mit einem Antikorper, der spezifisch das gesuchte Protein bindet, inkubiert. Die

Proteinbande wird sichtbar gemacht, indem die Mamlonit einem sekundéaren Antikdrper inkubiert
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wird, dessen Epitop im primaren Antikorper liegerBsekundéare Antikérper ist kovalent mit einem
Enzym (alkalische Phosphatase) konjugiert, dageg@ignetes Substrat (BCIP, NBT) so umsetzt, dass

durch eine Farbreaktion die Proteinbande, an digidméare Antikérper bindet, sichtbar wird.

7.3.11.1 Semi-dry Blot

* Die PVDF-Membran wird auf die GroRe des Gels zugeitsten und fir 30 s in Methanol
aktiviert. AnschlieRend wird sie kurz gewassert imBlotpuffer (s. unten) getrankt.

» Auf die Anodenplatte des Blotapparates werden Bldatpuffer getrankte Munktell-Filterpapiere
als Pufferreservoir gelegt. Als nachstes wird diendran und das Gel aufgelegt, und auf die
Kathodenseite des Gels wird ein aus 12 in Blotpuffetrankten Munktell-Filterpapieren
bestehendes Pufferreservoir platziert.

« Blot mit 2 mA/ cnf fiir 15 min blotten (fiir ein Gel ~90mA.)

* Nach dem Blot wird das Gel in kolloidale Peptid&lsung eingelegt, um die Vollstandigkeit
des Blots abschéatzen zu kénnen. Die Membran wisdtdiel3end fiir mindestens 1 h bei RT oder
Uber Nacht bei 4°C in 1% BSA/TBS inkubiert, um uewfische Bindungsstellen fur den
primaren Antikdrper abzublocken.

» Kurzes Waschen der Membran mit 1x TBS.

* Inkubation mit dem primaren Antikdrper in einer @00 Verdinnung in 1% BSA/TBS fur 1 h bei
RT.

* Waschen der Membran mit 0,1% Tween-20/TBS fiir 5rXib.

* Inkubation mit sekundéarem Antikorper/Alkalische Bplbatase in einer 1:3000 Verdinnung in
1% BSA/ TBS fiur 1 h bei RT.

* Waschen der Membran mit 0,1% Tween-20/TBS fiir 5Ki®.

* Fir die Entwicklung in ein Schale 10 ml des Entwiaigspuffer mit 66 ul NBT und 33 pl BCIP
geben und den Blot hineinlegen, bis Banden sichileaden.

* Die Farbereaktion wird unter flieRendem Wasser stioggpt.
* Der Blot ist lichtempfindlich, und wird daher in#blie aufbewahrt.

Die Nachweisgrenze der Methode liegt bei etwa 1@mgein pro Bande.

7.3.11.2 Dot-Blot

Beim Dot-Blot wird auf eine gelelektrophoretischeefinung des Untersuchungsguts verzichtet und
die Proteinprobe direkt auf die Membran getipfelDurch das Fehlen einer elektrophoretischen
Trennung ist das Verfahren allerdings nur dannagedgéftig, wenn die Probe nur ein Protein enthélt.
Diese Methode eignet sich besonders fir Proteiménsehr hoher Molmasse, die elektrophoretisch
nicht aufgetrennt werden kodnnen, oder Proben misotders hoher lonenstarke, die eine
Gelelektrophorese ausschlieRen. AuRerdem eignét die Methode fir Proben, bei denen das
Vorliegen ihrer nativen Konformation gewahrleistegrden muss. Als Membran wird beim Dot-Blot

vorwiegend Nitro-Cellulose verwendet, aber auch ldydrophoben Materialien wie PVDF eignen
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sich!”. Nach dem Auftragen der Proben sollten die fr&eailen der Membran mit BSA abgeblockt

werden. Die aufgetragenen Proben kdnnen zur Detekdiversibel mit Ponceau-S angefarbt werden.

Durchfiihrung:

¢ Membran 30 sec in Methanol aktivieren.
«  Membran fir 1 min wassern.

* Membran mit Blotpuffer befeuchten und auf ein irotuffer getréankten Stapel (6 Blatt)
Munktell-Filterpapier legen.

* Proben auf die Membran tiipfeln und Proben einziddmsen.
*  Zur Detektion Membran mit Ponceau-S einfarben.

* Blot entfarben.

* Blotfir1lhin1% BSAin 1 x TBS abblocken.

7.3.12 Far Western

Der Far Western wird zum Nachweis von Proteinirtkiioaen genutzt. Hierzu wird ein Protein, das
.Beute“-Protein fixiert, auf einer Membran oderemer PAGE. Dieses fixierte ,Beute“-Protein wird
mit einem zweiten Protein, dem ,Koder“-Protein iblert. Die Interaktion wird Uber die
Visualisierung des Kdéder-Proteins nachgewiesen.uDamss das ,Kdder“-Protein mit Antikbrpern
nachweisbar sein oder radioaktiv bzw. Fluoreszesiabglt sein. In dieser Arbeit wurden als ,Beute*-
Protein die IGRC und die IRAC verwendet. Die Kinasen wurde tber den Dot-BI8t(A..2) fixiert,
zusatzlich wurde als Negativkontrolle GST aufgetraghls ,Koder“-Protein wurden die Fluoreszenz
gelabelten Peptide verwendet. Ein kritischer Scheim Far Western ist der der Bindung bzw. des
Waschens nach der Bindung. Hierbei ist zu beacliass die Starke der Interaktion vom pH-Wert,
dem Salzgehalt und der Anwesenheit bestimmter GeteFen abhéngt. Um das Schwachen einer

eventuellen ionischen Interaktion zu verhinderntdewauf Salz-haltige Puffer verzichtet.

Durchfiihrung

« Auftragen der Proben auf eine PVYDF Membran tberBlot (7.3.11.2).

* Blocken der Membran fir 1 hin 1 % BSAin 1x TBS.

* Inkubation der Membran in der L6sung mit dem ,K&elerotein unter Lichtabschluss.

* Waschen des Blots fur 5x 5 min in 50 mM Tris pH 7,5

+ Detektion der Interaktion unter UV-Licht.
Um die Menge an fixierten Proteinen auf der Membraach den ganzen Waschvorgangen
dokumentieren zu kénnen, empfiehlt es sich eineritew Blot durchzufihren. Der soll gleich

behandelt werden, nur dass an Stelle der ,Kodesubg Tris-Puffer (50 mM Tris pH 7,5) verwendet
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wird. Nach dem Waschen wird der Blot in Ponceaudréérbt (7.3.13.5).

7.3.13 Farbung von Proteinen in Gelen und auf Membra  nen

7.3.13.1  kolloidale Peptidfarbelosung (Coomassie-Far  bung) '™

Das kolloidale Coomasie-Blue G250 detektiert Prteldis zu einer Konzentration von 10 ng pro

Bande und kommt damit der Sensitivitat der Silddag sehr nahe. Gele werden tber Nacht in
kolloidale Peptid-Féarbelésung (6.11) eingelegt, aioflie aufgetragenen Proteine durch Coomasie-
Blue G250 angefarbt werden. Durch Waschen deslgeféiGels in Wasser wird unspezifisch in das
Gel eingelagerter Farbstoff entfernt, so dass dieteihbanden sich deutlich vom Hintergrund

abheben.

7.3.13.2 Eosin Y
Die Farbung mittels Eosin Y ist eine sehr schneéeersible Methode, allerdings wird das Gel dabei
nicht fixiert’””. Die Sensitivitit ist mit der von Comassie vemgbar. Nach der SDS-

Gelelektrophorese wurde folgendermal3en verfahren:

* Gel fir 30 sec in Farbeldsung (0,25 % (w/v) Eosin 9,1 N NaOH) inkubieren.
* Gel fur 10 sec mit MQ spiilen
Eine langere Entfarbung reduziert den Hintergrikbrdings sollte nicht l&anger als 30 min entfarbt

werden, da die Farbung reversibel ist.

7.3.13.3 Fluoreszenzmarkierung mit Fluorescamin

Die Fluoreszenzmarkierung erfolgt vor der Elektram@se. Sie sollte vor allem bei Polypeptiden oder
kleinen Proteinen, die sich auf Grund ihrer AminosZusammensetzung nicht mit den géangigen
Methoden anfarben lassen, verwendet werden. Didfikdtiphkeit hangt von der Anzahl vorhandener
Aminogruppen ab. Die Intensitat der Farbung koerélnicht mit der aufgetragenen Proteinmenge.
Fluorescamin wird an freie AminogruppemAminogruppe des NT une-Aminogruppe von Lysin,
addiert. Dadurch erhoht sich die negative LadurgyRi®teins, so dass sich das Laufverhalten in der
nativen PAGE gegentiber dem unmarkierten Proteiangern kand’™. Die Markierung erfolgt vor
der Elektrophorese mit denaturiertem Protein imd% Na,HPO,-Puffer bei pH 8,5.

Das folgende Protokoll entspricht einer Proteinprebn 45 pl:

» Zufligen von 3 mg SDS, 5 pl 60 % Saccharose-L6sipd, 1 M DTT-Ldsung.
* 5 min bei 95 °C denaturieren, anschlieRend aufiikhlaen lassen.

* Zugabe von 5 pl Fluorescamin (3 mg auf 100 pl Ageto

* 30 min bei RT
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* 1 min bei getffnetem Deckel denaturieren

e Zugabe von 1 pl Bromphenolblaulésung.
Anschlie3end werden die Proben auf der SDS-PAGgetnannt. Analysiert wird die PAGE unter UV.

7.3.13.4  Silberfarbung

Die Silberfarbung ist bedeutend empfindlicher aés FBrbung mit Comassie Blau. Die Silberfarbung
beruht auf der Komplexbildung des Agit mit Aminosaureseitenketten, insbesondere déhgryl-
sowie Carboxylgruppen. Es sind verschiedene Prdeokar Durchfihrung bekannt, in dieser Arbeit
wurde nach dem Protokoll von Rabilldéfdmodifiziert fir kleine Peptide, durchgefihrt. Nadbr
SDS-Gelelektrophorese wurdde folgendermalf3en verfahr

* Fixierung des Gels fir 5 min in Destain (10 % Metblav/v) , 7 % Essigsaure (v/v))
* Spulen: 3 mal 5 secin MQ

¢ Waschen: 5 min in MQ

* Spulen: 3 mal 5 secin MQ

* Vorbehandlung: Inkubation in 50 % Aceton fiir 5 min

* Vorbehandlung: 1 min Inkubation in 60 ml MQ versatat 100 pl Thiosulfatstock (10 %
N&aS;0; X 5 HO (w/v))

* Spulen: 3 mal 5 secin MQ

* Impréagnieren. Inkubation fir 30 min in der Impregnmingslosung (0,8 ml 20 % Silbernitrat +
0,6 ml 35 % Formaldehyd, mit MQ auf 60 ml aufgejull

* Spulen: 2 mal 5 sec in MQ

* Entwickeln: Kurz (20-30 sec) in Entwicklungslosug@9 ml 6 % Natriumcarbonat-Losung +
26 ul 35 % Formaldehyd + 25 pl Thiosulfatstock, M auf 60 ml auffllen) inkubieren bis
die Banden sichtbar werden

* Abstoppen: 2 % Essigsaure in MQ flr 10 sec
* Spilen: 1 mal 10 sec in MQ

7.3.13.5 Reversible Farbung von Membranen in Ponceau  -S
Die Effizienz eines Blot-Vorgangs kann durch digemsible Anfarbung mit Ponceau-S, das Proteine
unspezifisch anfarbt, tberprift werd@nDiese Farbung hat eine Nachweisgrenze von 5-1Froigin

pro mms2.

Durchfiihrung:

*  Membran fir 5-10 min in Ponceau-S-Farbelosung @,5v/v) Essigsaure, 0,25 % (w/v)
Ponceau-S) bei RT inkubieren.

*  Membran fur 1-2 Minuten unter mehrmaligem Wech&elWMQ waschen.
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«  Membran dokumentieren.

7.3.14 Phosphorylierungsreaktionen
Die Aktivitat einer Kinase kann in Phosphoryliersnepktionen untersucht werden. Hierzu eignet sich

sowohl die Autophosphorylierung der Kinase selaistauch die Substratphosphorylierung.

Die in dieser Arbeit genutzten Methoden zum Nackweid zur Analyse der Phosphorylinkorporation
in die Kinase selbst bzw. den Transfer auf das tBatbemfassen die Bestimmung des Einbaus des
radioaktiven Isotops 32P . Die offizielle SI-Einh&ir die radioaktive Zerfallsrate ist das Becqulere
(Bq). In der Literatur ist jedoch das Curie (Cig¢ diebrauchliche Einheit (es gilt: 1 Ci = 3,7¥1Bq).

Eine weitere Methode zum Nachweis der Auto- bzwbsBatphosphorylierung ist die Analyse der
phosporylierten Probe auf der nativen PAGE. Durcle d¢hosphorylinkorporation entsteht

Mobilitatsshift im elektrischen Feld.

7.3.14.1 Phosphorylierung mit anschliel3ender nativer PAGE
Die Autophosphorylierung erfolgte standardméafigchut-10 pM monomerer Kinase mit 1-10 mM

ATP, 5mM DTT, 30mM M4" in TRIS/ HCI, pH7.5 fir die angegebenen Zeiteni be
Raumtemperatur. Die Substratphosphorylierung adotturch 1-5 uM monomerer bzw. 0,5-2 uM

dimerer Kinase und 50-200 pM Tyrtide mit 1-10 mMRA®B mM DTT, 30 mM Mé* in TRIS/HCI,

pH 7.5 fur die angegebenen Zeiten bei Raumtempetaiuden entsprechenden Zeitpunkten werden
20-30 pl des Reaktionsansatzes entnommen und digi®e durch Zugabe von 4x Probenpuffer mit
EDTA gestoppt. Nach dem Abstoppen der Reaktion aredle Proben auf Eis gelagert. Die Proben
werden mittels nativer PAGE (7.3.10.5) aufgetreAnischlieRend wird das Gel in Proteinfarbelésung

angefarbt.

7.3.14.2 Radioaktive Auto- und Substratphosphorylier ~ ungen

Bei der Auto- und Substratphosphorylierung derigser Arbeit beschriebenen Kinasen wurg&r]-
ATP mit einer spezifischen Aktivitat von 100-200mjpmol als Kosubstrat der Reaktion eingesetzt, so
dass sich in einem Zeitwert 1-2 pCi Radioaktivibgfinden. Autophosphorylierungen erfolgten

standardmaRig durch 1-5 pM monomerer Kinase bAv1 @M dimerer Kinase mit 1 mM ATP, 5 mM

DTT, 30 mM Md¢* in TRIS/ HCI, pH 7.5 fiir die angegebenen Zeitem Raumtemperatur. Die
Substratphosphorylierung erfolgte durch 1-5 uM mmeer bzw. 0,5-2 uM dimerer Kinase und 50-

200 pM Tyrtide mit 0,5 mM ATP, 5 mM DTT, 30 mM I\ﬂ@in TRIS/HCI, pH 7.5 flur die angegebenen
Zeiten bei Raumtemperatur. Der Start der Reaktiod @ntweder durch Zugabe von Kinase oder ATP

eingeleitet. Zu den gewdahlten Zeitpunkten werdem deeaktionsansatz Aliquots entnommen und
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durch Zugabe von EDTA oder 10X SDS-Probenpuffeeatmppt. Zur Bestimmung der inkorporierten
Radioaktivitdt nach Auto- oder Substratphosphoryhigsreaktionen wurden zwei Methoden
angewendet. Zur Bestimmung der inkorporierten Raldiaitat nach

Substratphosphorylierungsreaktionen wurde die Rutiidtat des inkorporierten radioaktiven
Phosphats durch Messung der Cherenkov-Strahlunfyitom-(3H) Fenster des Szintillationszahlers

ermittelt und ins Verhaltnis zur eingesetzten Steffige an Protein gesetzt.

7.3.14.3 Paperassay (Dot-Blot auf Phosphozellulose-P  apier) &

Zu den gegebenen Zeiten werden 10 pl Probe entnommeé mit 5 ul EDTA (Endkonzentration
150 mM) abgestoppt. Davon wurden anschlieend &@ufiMWhatman P81-Papier aufgetragen. Das
Papier wurde anschlieBend funfmal fur 15 min nékeiter 0,85 % (w/v) Phosphorsaure gewaschen
und abschlieRend fur 5 min mit Aceton gewaschearh¢i werden grofRe Proteine wie die Kinase, als
Uberschissiges ATP vom Papier gewaschen. KleirteiReo wie Tyrtide, bleiben haften. So lasst sich
allein der Einbau an radioaktiven Phosphat in dass®at bestimmen. Nach dem Trocknen wurden
die Probenfelder ausgeschnitten und die Radiog&tivdurch Messung der Cerenkov-Strahlung
bestimmt. Zur Kontrolle wurden Proben eines Phospigoungsansatz ohne Substrat bzw. eines
Ansatzes ohne Kinase mit aufgetragen. Die fur diezetroll-Probefelder ermittelte Strahlung wird

bei der Auswertung als Hintergrundstrahlung von Besben abgezogen.

7.3.14.4 SDS-PAGE

Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS-Probenpyff@0 mM DTT) beendet. Die Proben
wurden 5 min bei 95 °C denaturiert und danach d@8BIS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde in
Peptidfarbelésung gefarbt und der Hintergrund dwvélssern entfarbt. AnschlieRend wurde das Gel
auf einem Geltrockner zwischen einer Zellulosefolimter Vakuum getrocknet. Durch
Autoradiographie des getrockneten Gels wurden aitoaktiven Proteinbanden lokalisiert und die
Banden ausgeschnitten. Die Radioaktivitat der @Gekst wurde durch Messung der Cerenkov-
Strahlung bestimmt. Die Methode der Autoradiogragdberuht auf durcf-Strahlung hervorgerufene
Bildung von Silberkeimen in einer fotografischen ®sion. Durch Entwicklungsprozesse werden die
Silberkeime in schwarze Silberkdrner umgewandedt,sith als Schwarzung auf einem entwickelten

Fotofilm aufert. Radioaktiv-markierte Proteine, .z.iB einem SDS-Gel kénnen so auf einem

Rontgenfilm nachgewiesen werden. Dies erfolgt duotposition auf Kodak BIOMAXM MS-

Filmen in einer Rontgenkassette mit Verstarkerfolie Abhangigkeit der Strahlungsintensitat der
Proben und dem Empfindlichkeitsgrad des Filmes,dererdie Proben fir 20 min bis zu 24 h bei
-80 °C exponiert. Die bestrahlten Filme werden iBXzDeveloper bis zu 5 min entwickelt, kurz

gewassert und fur 1 min in GBX-Fixer fixiert (bigrifolie klar wird). Nach kurzer Wéasserung kann
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die Autoradiographie bei Raumtemperatur getroclusetien.

7.3.14.5 Bestimmung des Korrekturfaktor fir den Phos  phateinbau

Bei der Verwendung des radioaktiv markiertéi-ATP der Firma Hartmann konnte wurde ein hoher
Unterschied beim Phosphateinbau im Vergleich zuivexa Page festgestellt. In der nativen PAGE
wurde ein deutlich héherer Phosphateinbau beobiaatstdei radioaktiven Versuchen, was damit zu
erklaren sein konnte, dass ein GroRteily#@sATP hydrolisiert wurde, und daher ein GrofRteit de

Strahlung vom radioaktiv markiertem, anorganisclittrosphat stammt. Aus diesem Grund wurde ein

Verfahren entwickelt, mit dessen Hilfe es mdglict den tatsachlichen Einbau vaf®?P] zu
ermitteln. Dazu wird die Differenz des Einbaus aigitradioaktiver Phosphorylierung und des Einbaus
ermittelt Gber die native PAGE bestimmt. Unter ghein Bedingungen (5 puM Kinase,1 mM ATP,
30 mM MgClL) wurde dazu die monomere IGE zeitabhangig phosphoryliert, einmal Gber nativer
PAGE ausgewertet und einmal mittgi$-ATP Uber SDS-PAGE und Autoradiographie. Der \&odi
lieferte einen drei fach héheren Phosphateinbatelwibativer PAGE. Dieser Faktor drei stimmt mit
alten Versuchen, die noch mit ATP der Firma PeBdimer durchgefihrt wurden, Uberein. Daher der
Einbau aller Versuche, die mit dem ATP von Hartmaunchgefihrt wurden mit dem Faktor drei
korrigiert. Neuere Versuche, die wieder mit Perkimer durchgefuhrt wurden bestatigen ebenfalls
den Faktor 3.

7.3.14.6 Phospho-Imager-Auswertung

Radioaktive Signale auf Membranen und in Gelen kénmit einem Molecular-Imager®-System
(BioRad) quantifiziert und ausgewertet werden. Dadtd eine Molecular-lmager®-Detektorplatte
(BioRad) je nach Starke des Signals einige MinlgisnStunden der Strahlungsquelle exponiert. Die
radioaktive Strahlung bewirkt, dass die Moleculaaber®-Detektorplatte Photoluminiszenzstrahlung

abgibt, deren Starke direkt proportional zu deriBadivitat der Probe ist.

7.3.15 Bestimmung der Kinetischen Konstanten

In dieser Arbeit wurden die kinetischen Datem Und Ky fur das Co-Substrat ATP Uber zwei
Verfahren bestimmt. Zum einen wurde der gekopp¥digay durchgefihrt (7.3.16.5). Dabei wird die
Initialgeschwindigkeit des Phosphattransfers aufbsBate, in Abhangigkeit von der ATP-

Konzentration photometrisch gemessen.

Zum anderen wurde die Substratphosphorylierung Meevendung von radioaktiv markiertey?P-
ATP zur Ermittlung der kinetischen Daten genutz8(¥4.2). Dabei wird fir unterschiedliche ATP-

Konzentrationen die Initialgeschwindigkeit der Swdgphosphorylierung bestimmt. Ausgewertet
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wurde die Phosphorylierung tber den Paperassayl{733. Hier kann der Phosphattransfer auf das

Substrat Uber die Cerenkov-Strahlung des inkorgeneadioaktiven Phosphats gemessen werden.

Bei beiden Methoden wurde Tyrtide als Substrat eadet, und dieses im hohen Uberschuss zur
Kinase eingesetzt. In der initialen Bereich wirde dhutophosphorylierung unterdriickt in der
Anwesenheit hoher Substratkonzentraion, die Supsiwaphorylierung steigt konstafit Zur
Bestimmung der kinetischen Parameter der unphogidiwen Kinase wurde daher die
Initialgeschwindigkeit im lineare Anfangsbereichrd&msatzkonzentration bestimmt. Wird die
Steigung des linearen Bereichs gegen die entsprdeh&T P-Konzentrationen aufgetragen, so erhalt
man ein Michaelis-Menten-Diagramm. Anhand dieserftrAgung lassen sich die kinetischen
Parameter bestimmen:Hir ATP und k. werden durch Computerfit (Programm: SigmaPloteze

hyperbolische Funktion erhalten.

Die Messungen wurden fir jede Kinase zwei bis dakimurchgefiihrt. Aus den kinetischen
Parametern der einzelnen Messungen wurde dann wmetische Mittelwert \) mit der

Standardabweichung)(gebildet:

1
V=—2>) v,
N2

1 N \2

s=——) (v.—V

VN=1 (V,—V)

j=1

7.3.16 Spektroskopische Methoden

7.3.16.1 Biologische Chromophore

Proteine enthalten intrinsische Chromophore (s. Va#) Peptidbindungenabsorbieren fur
(n—n*) und (—n*)-Ubergange Licht mit einer Wellenlange um die 26M. Manche
Aminosauren-Seitenkettabsorbieren oberhalb von 230 nm. Dazu gehdérenT®heind Trp,
da sie aromatische Gruppen enthalten. Phe hat sorationsmaximum von etwa 257 nm,
Tyr von 274 nm, und Trp absorbiert bei der groRRWellenlange, bei etwa 280 nm.
Absorptionsbanden von Nukleinsaude@mmen durch die gleichen Elektroneniibergange wie
bei Peptiden zustande. Sie liegen im Bereich vo@-ZW nm, und auch hier ist die
Absorption von der Umgebung des Chromophors ablgangisbesondere von der
elektronischen Wechselwirkung zwischen den Basenetrztendlich zu der Sekundarstruktur
fuhrt.
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Tabelle 7.4: Absorptionswellenldngen biologischeht@mophore

Chromophor amax [nm] £ bei Amax [M~cm]
Peptid (ron*) ~ 220 ~100
Peptid f—nr*) ~ 190 ~ 7000
Phe 257 200
206 9300
188 60000
Tyr 274 1400
222 8000
193 48000
Trp 280 5600
219 47000

7.3.16.2 Lambert-Beer sches Gesetz

Das Lambert-Beer'sche Gesetz beschreibt die exfietherintensitatsabnahme eines durch die Probe
einfallenden Lichtstrahls.

=1,
a: materialspezifischer Absorptionskoeffizient
d: Probendicke.
Fur Lésungen gilt:
0=2,30%¢-d

& molarer dekadischer Extinktionskoeffizient (wekewnjenabhangig) [L/mol*cm]

c: Konzentration des Chromophors [mol/L].

Durch Einsetzen kommt man zu folgender VarianteL@@sbert-Beer’schen Gesetzes:

| =1,10
Meist wird das Absorptionsspektrum als OptischehBidn Abhangigkeit voi beschrieben:

OD=logl /I =¢-c-d

7.3.16.3  Absorptionsphotometer

Der Wellenlangenbereich von ublichen Absorptionspimetern erstreckt sich von 200 nm bis 1100
nm. Sie sind wie folgt aufgebaut: Weil3es Licht d@t Intensitéatd trifft nach Durchgang durch einen
Monochromator auf die Probe mit der Dicke d, welelreen Teil des Lichtes streut und den anderen
bei bestimmten Frequenzen absorbiert. Das durcéggate Licht mit der Intensitat | wird von einem
Photodetektor als Funktion der Wellenlangaufgezeichnet. Bei moderneren Geréaten )findet man

einen Zweistrahlengang mit zusatzlichem RefereaktrDiese haben gegentber den alteren
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Modellen den Vorteil, dass sich Instabilititen dempe und damit Variationen ipVYermeiden lassen.

7.3.16.4 Michaelis-Menten-Kinetik

Es gibt verschiedene Modelle, die die kinetischegeischaften von Enzymen beschreiben. Das
vereinfachte, aber fur die meisten Enzyme ausraideind damit auch gangigste Modell wurde am
Anfang des 20. Jahrhundert von Leonor Michaelis Madid Menten aufgestellt. Bei diesem Modell

verbindet sich das E mit einem S, so dass ein BE&fex gebildet wird, der dann zu P und E

zerfallen oder in E und S dissoziieren kann:

k-

E+5 -

I

ES — = E+P

Die Geschwindigkeit V der Produktbildung ergibthsaus der Michaelis-Menten Gleichung:

Vinax[ S|
T [S]+K,y,

Kw ist dabei die Michaelis-Menten-Konstante und s&td wie folgt zusammen:

K,+k
K =——2'"3
M kl
Des Weiteren gilt:
\Y ma— k3[ E]O

Kw gibt die Substratkonzentration an bei der die Katgeschwindigkeit die Halfte des
Maximalwertes erreicht, da nur die Halfte alleriadt Zentren des Enzyms besetzt sing.UQd Vinax
lassen sich aus dem Diagramm Initialgeschwindiglfegen Substratkonzentration extrahieren (Abb.
7.3.1). Ky steht im Zusammenhang mit den BindungskonstaieiGrenzfall k>> ks, d.h. wenn die

Dissoziation des ES-Komplexes viel schneller istcié Produktbildung, gilt:

Unter diesen Bedingungen isi,kein Mal3 fur die Affinitat des Enzyms fur das SudistWenn die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit.a/ bekannt ist,kann sk die auch katalytische Konstante.k
genannt wird, berechnet werden, Wwird auch als Wechselzabter turnover-numbdrezeichnet. Sie

gibt an, wie viele Substratmolekile bei vollstamdigSattigung des Enzyms mit Substrat pro
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Zeiteinheit in das Produkt umgewandelt werden; ibs gomit die Effizienz der Katalyse an. Die
Reaktionsgeschwindigkeit hangt somit vom  Verhédltnik../Kv oder auch den

Geschwindigkeitskonstanten ab.

A

Abbildung 7.3.1:Michaelis-Menten Kurve.
Aufgetragen ist die Initialgeschwindigkeit V diel&tratkonzentration [S]. Eingezeichnet sing, %
Vmaxund Vmax-

7.3.16.5 Gekoppelter Enzymassay

Eine gangige Methode, um einfache Enzymkinetikennmssen bzw. kinetische Parameter zu
bestimmen, ist die zeitliche Verfolgung der Absmpteines Reaktanden. In diesem Fall wird die
katalytische Aktivitdt der monomeren und dimerend&en des IGF-1 R, d.h. die Geschwindigkeit des
Phosphattransfers auf Substrate, in Abhangigkeitder ATP-Konzentration untersucht ung-Kund
k.arWerte berechnet. Die Phosphotransferasereaktuochebietet selbst kein optisches Signal. Bei
dem gekoppelten Enzymassay wird die Phosphotrassieraktion an eine Reaktion gekoppelt, die
ein solches Signal liefert, die Oxidation von NABHSo kann die Substratphosphorylierung zeitlich

verfolgt und quantifiziert werden. Der gekoppeltefimassay basiert auf folgendem Schema:

Kinase PEP = Phosphoenolpyrovat
ATP + Substrat P ADP + P-Substrat PK = Pyrovatkinase

PK LDH = Lactat-Dehydrogenase
ADP + PEP ™ ATP + Pyrovat

LO'H
Pyrovat + NADH+ H™ ™ Lactat + NAD™
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Die Phosphorylierung des Substrats ist somit dipgkiportional zur Abnahme an NADH. Diese
Abnahme wird mittels Photometer bei einer Wellegkirvon 340 nm (ber einen entsprechenden
Zeitraum verfolgt. Die Reaktionsbedingungen sind baila so gewahlt, dass die

Phosphotransferasereaktion der geschwindigkeiisiesinde Schritt ist.

7.3.16.6 Kinetische Messungen

Alle Absorptionsmessungen wurden am Cary 100 —BWV — Visible Spectrophotometer bei einer
Anregung vori = 340 nm und einer Temperatur von T = 20 °C imngtics/Time"“- Programm mit

Hilfe des gekoppelten Enzymassays durchgefihrt. di&r Michaelis-Menten- Kurven und die
Bestimmung des kcat wurden verschiedene Konzemterti an ATP verwendet.Aus den
Anfangssteigungen der Umsatzkurven bei verschigdeA&@P-Konzentrationen wurden die
Initialgeschwindigkeiten V bestimmt. Diese wurden gegen die jeweiligen ATRxkamtrationen

aufgetragen. Die Michaelis-Menten-Parametegy fikir ATP und k. wurden durch Computerfit

(Programm: SigmaPlot) an eine hyperbolische Funlditalten.

Tabelle 7.5: Reaktionsbedingungen fir den gekoppailt

Assay
Substanz  Konzentration im Ansatz
Tyrtide 200 pM
MgCl, 30 mM
DTT 10 mM
LDH 80U
PK 60 U
NADH 240 uM
PEP 240 uM

7.3.16.7 Proteinkonzentrationsbestimmung durch Absor ptions-
spektroskopie

Nah UV Bereich

Es wird ein Absorptionsspektrum von 230 bis 340 aufgenommen. Mit dem Absorptionswert bei
280 nm kann die Proteinkonzentration nach dem Lantdeerschen Gesetz berechnet werden.

Danach qilt:

Aogo
(OylAzsc'd )

A,go Absorption bei 280 nm
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c: Konzentration [mg/ml]

d: Schichtdicke der Kivette [cm]

01 80 spezifischer Extinktionskoeffizient bei 280 nmz[/mg]

Aus der Aminosauresequenz eines Proteins kanmsaliarer Extinktionskoeffizientefg) berechnet

werdenr®®. Zusammen mit der relativen Molmasse (MW) kannadarwiederum der spezifische

Extinktionskoeffizient?'1A28() berechnet werden:

€x50= 2, Trp-550+ > Tyr-1490+ ) Cys 125
01p _ €280
e,gg Molarer Extinktionskoeffizient [Mcm ]

0.1%a . ; spezifischer Extinktionskoeffizient [&mg]

MW:Molekulargewicht [g/mol]

Das Absorptionsmaximum eines Proteins sollte b8ir#8 liegen. Aul3erdem sollte der Quotiegt

A5, mindestens 1,8 betragen. Eine signifikante Absampbei Wellenlangen gréf3er als 300 nm

deutet auf Lichtstreuung hin, die eventuell auf deggtbildung zurtickzufiihren ist.

Fern UV Bereich

Die Peptidbindung absorbiert sehr stark im Fernrbit/einem Maximum bei etwa 190 nm. Bei 190
nm treten haufig Fehler auf, da bei dieser Wellegddiauch Sauerstoff absorbiert. Gute Ergebnisse
konnten allerdings bei Messungen von 215 nm undn22%rzielt werdefi*. Hierdurch lassen sich
noch 5 ug/ml Protein bestimmen. Gemessen wird dtoigscher NaCl Ldsung (0,9 % w/v). Das
Protein muss so weit runter verdinnt wird, dass Ehé@nktion bei 215 nm unter 1,5 liegt. Als
Blindwert wird die isotonische NaCl Losung verwenD& Proteinkonzentration ergibt sich aus

folgender Rechnung:

c( ug/mi ) = 144( Agpe— Azzs)
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9 Anhang

9.1 Reinigung der GST-Kinasen
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Abbildung 9.1.1: Reinigungsdokumentation der GSTtggten Kinase GST-IGHAC.

GST-IGRAC wurde zunachst Uber Glutathion-Sepharose-Affisitéromatographie gereinigt. Um die
Reinheit der Kinase zu erhéhen, wurde sie ansahti@®ber Anionen-Austauscher-FPLC gegeben.

A: Chromatogramm der Anionen-Austauscher FPLC. @g¢dsi das Elutionsprofil. Neben dem UV-Profil
bei 280 nm (in blau) sind die Leitfahigkeitsmessiibizu) und der theoretische Salzgradient eingbneic
(schwarz). Die Peaks wurden nummeriert. Die Kinasede bei 17 % B (170 mM NaCl) von der Saule
eluiert (Peak 2). Peak 1 konnte GST zugeordnetavefl 12 % SDS-Gel zur Reinigungsdokumentation,
gefarbt mit kolloidale Peptidfarbeldsung. Die GSStagte Kinase hat ein errechnetes Molekulargewioht

63 kDa und lauft in der SDS-PAGE entsprechend zweiscder 45 kDa und 66,2 kDa Bande des Markers.
Die Banden bei 25 kDa stammen vom zellimanenten ,G®Wie exogenem, durch den Abbruch der
Proteinsynthese entstandenem GST. Es ist zu erkendass die Kinase nach der Glutathion-
Affinitdtschromatographie zu etwa 90% rein erhalteverden konnte. Nach dem zweiten
Aufreinigungsschritt Giber die Anionen-AustauschBt-E ist die Kinase zu nahezu 100 % rein. So konnten
aus 5-6 x 18 Zellen 4-5 mg Kinase isoliert werden. Aufgetragend: M1: Protein Molecular Weight
Marker; 1: Lysat; 2: Durchlauf der GSH-Matrix3: Erster Waschschritt der GSH-Reinigury; Zweiter
Waschschritt der GSH-Reinigung; Eluat der GSH-Reinigung: Vereinigte Kinasefraktionen der Anionen-
Austauscher FPLCC: Western Blot der drei Kinasevarianten GST-I&F GST-IGRAC-E1069K, GST-
IGFAC-E1067/1069Kmit einem gegen die Kinasedomane lggetien Antikdrper. Aufgetragen wurdel2:
Prestained Protein Molecular Weight Markér; GST-IGFAC; 2: GST-IGFAC-E1069K; 3: GST-IGFAC-
E1067/1069K. Der Antikorper erkennt die drei aufggenen Kinasen.
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9.2 Reinigung der ungetagten, monomeren Kinase
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Abbildung 9.2.1: Reinigungsdokumentation der unggtan, monomeren IGHAC.

Das Rohlysat (10-12 x 108 Zellen) wurde zundchgtr inionen- Austauscher-FPLC gereinigt. In allen
Fraktionen war die Kinase noch stark verunreinigg, dass die Kinase-enthaltenden Fraktionen uber
Gelfiltrationschromatographie weiter aufgereinigtrden.

A: Chromatogramme der Anionen-Austauscher-FPLC. @tz das Elutionsprofil. Neben dem UV-Profil
bei 280 nm (in blau) sind die Leitfahigkeitsmessubigqu) und der theoretische Salzgradient eingépeic
(schwarz). Die Peaks wurden nummeriert. Die Elugidiolgte im Bereich von 150-200 mM NacCl (Peak 2
und 3).B: Chromatogramme der Gelfiltrations-FPLC. In delfiliations-FPLC wird die Kinase nach 160
min eluiert (Peak 2). Peak 1 enthélt hohermoleleuléarunreinigungen.

C: 12 % SDS-Gel zur Reinigungsdokumentation, gefantitkolloidaler Peptidfarbelésung. Aufgetragen
sind:M1: Protein Molecular Weight Markefl; Lysat;2: Probe der vereinigten Kinasefraktionen der ResQ-
Saule;3: Probe der vereinigten Kinasefraktionen der Supei$auled: Probe der IRC zur Kontrolle; Die
monomere Kinase hat ein errechnetes Molekulargewich 37 kDa und lauft somit direkt oberhalb der 35
kDa Bande des Proteinmarkers und auf gleicher HigndRAC. Wahrend die monomere Kinase nach der
Anionen-Austauscher-FPLC noch stark verunreinigit fighrt der zweite Schritt Uber die Gelfiltrations
FPLC zu einer zu nahezu 100 % reinen Kinase. Au$21® 1¢ wurden so c.a. 3,5 mg monomere Kinase
erhalten.D: Western Blot des Reinigungsgels mit einem gegerkihasedomane gerichteten Antikdrper.
Auftragung wie unter C, aul3évt2: Prestained Protein Molecular Weight Marker. VemdAntikérper wird
sowohl die Kinasedoméne des IR als auch des IGEr&nnt.
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9.3 Reinigung der His-Getagten Kinasen EGF-His

166
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Abbildung 9.3.1: Reinigungsdokumentatiotder EGF-His
Dargestellt ist die 12 % SDS-PAGE zur Reinigungs-
dokumentation der EGF-His uber Nickel-Chelat-Afféts-
chromatographie gefarbt in kolloidale Peptidfarisalig.
Fur eine Reinigung wurden etwa 8-10 x 108 Zellen
verwendet.

Aufgetragen wurderd: Probe des Rohlysatg Probe des
Durchlaufs der Nickel-Chelat-Matrix 3: Probe des
Durchlaufs des Waschschritts der Nickel-Chelat-Mat
Probe der vereinigten Eluatist: Protein Molecular Weight
Marker,. Die Kinase hat ein errechnetes Molekulaigkt
von 61 kDa, lauft in der SDS-PAGE allerdings bevat0
kDa. Die SDS-PAGE verdeutlicht die hohe Reinheig d
Uber die Nickel-Chelat-Affinitats-Chromatographigeicht
werden konnte, so dass ein weiterer Aufreinigurtyssc
nicht notwendig war. Aus 8-10 x 4@ellen wurden 2-3 mg
Protein isoliert.

9.4 Reinigung der GST-TS-IGF AC-Y950F

w1166
66,2

25

18.4

Abbildung 9.4.1: Reinigungsdokumentation der GST-

IGF AC-Y950F

Dargestellt ist die 12 % SDS-PAGE zur
Reinigungsdokumentation der GST-IGE-Y950F iber
Glutathion-Sepharose-Affinitatschromatographie datfan
kolloidaler Peptidfarbelésung. Zur Reinigung wurdgrn

1C° Zellen verwendet.

Aufgetragen wurden 1: Probe des Rohlysats; 2: Pdalse
Durchlaufs der GSH-Matrix 3: Probe des Durchlaués d
GSH-Waschpuffer 1 4: Probe des Durchlaufs GSH-
Waschpuffer 2; 5: Probe des Durchlaufs des GSH-
Waschpuffer 3; 6: Probe der vereinigten Eluate;Rvbtein
Molecular Weight Marker. Die Kinase hat ein errezies
Molekulargewicht von 63 kDa, zeigt in der 12 % SDS-
PAGE ein apparentes Molekulargewicht von etwa 5@.kD
Es ist zu erkennen, dass die Kinase nach der Giatat
Affinitatschromatographie zu nahezu 100 % rein keha
werden konnte. So konnten aus 5 X Z@llen etwa 5 mg
Kinase isoliert werden.
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9.5 Proteolytische Abtrennung von GST und Reinigung der

monomeren Kinasen
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M 1
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Abbildung 9.5.1: Monomerisierung und Reinigung der

IGF AC-Y950F

Dargestellt ist die 12 % SDS-PAGE zur Dokumentatisr
Generierung der monomeren IGFAC-Y950F Uber
proteolytischen Verdau mittels TEV-Protease undhlie3ender
Reinigung Uber Nickel-Chelat-Affinitatschromatognég sowie
Glutathion-Affinitatschromatographie. Die Kinase rde in
einem Verhdltnis zur Protease von 20:1 fir 1,5 $&C
gespalten. Der Verdau wurde durch Zugabe des PRmtea
Inhibitor- CocktailCompletegestoppt. Die TEV-Protease besitzt
einen His-Tag und kann aus dem Ansatz Uber Nickedi&i-
Affinitdtschromatographie abgetrennt werden. Dageapaltene
GST, sowie die ungeschnittene Kinase werden Ubetation-
Sepharose-Affinitatschromatographie aus dem Ansatfernt
Die SDS-PAGE verdeutlicht, dass die monomere Kirthgeh
die zwei Reinigungsschritte zu nahezu 100 % reivlieg
werden kann. Aus 3 mg dimerer Kinase wurden so mag
monomere Kinase erhalten. GST- SEY950F lauft bei
49 kDa, IGRAC-Y950F, GST bei 25 kDa. Aufgetragen wurden:
M: Protein Molecular Weight Markett: Verdau nach 30 min;
2:Verdau nach 1,5 13: Durchlauf der Nickel-Chelat-Matrix4:
Durchlauf der Glutathion-Sepharose-Matrix.

116 ’

66 |
45 .

25

18,4
14,4

35 - W

Abbildung 9.5.2: Monomerisierung und Reinigung der
IRKD-D1120A-His

Dargestellt ist die 12 % SDS-PAGE zur Dokumentatilen
Generierung der monomeren IRKD-D1120A-His Uber
proteolytischen Verdau mittels Thrombin. Der Verdewrde
anschlieBend uber Nickel-Chelat-Affinitatschromaiqmnie
gereinigt. Die Kinase wurde in einem Verhaltnis Puotease
von 300:1 fur 20 min bei 4 °C gespalten. Der Verdaude
durch Zugabe des Protease-Inhibitor- Cockt@ibmplete
gestoppt.Die  PAGE zeigt, dass die monomere IRKD-
D1120A-His zu nahezu 100 % rein erhalten wurde. Aus
einem Verdau von 10 mg Kinase konnten etwa 7,5-8 mg
gespaltene Kinase erhalten werden.

Aufgetragen wurdenM: Protein Molecular Weight Marker;
1: Probe der unverdauten GST-IRKD-D1120A-H#sProbe
des Verdaus nach 20 mir8: Probe des Durchlaufs der
Nickel-Chelat-Matrix4: Probe der vereinigten Eluate der
Nickel-Chelat-Matrix.

Die ungespaltene Kinase lauft bei etwa 73 kDa, die
gespaltene Kinase lauft bei 47 kDa. Bei den Barugn25
kDa handelt es sich um zellimanentes, sowie abfjeses,
exogenes GST. Das Gel wurde in kolloidale
Peptidfarbelésung gefarbt.
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9.6 Reinigung der Zielproteine GST-IGF-NT und GST-IR -NT

Abbildung 9.7.1: Reinigungsdokumentation des

M 1 2 3 4 5 6 Zielproteins GST-IGF-NT
116 Dargestellt ist das 12 % SDS-Gel zur Dokumentatien
Reinigung des GST-IGF-NT Uber Glutathion-Sepharose-
Affinitdtschromatographie. Die Proteine konnten eémer
66 Reinheit von tber 90 % isoliert werden. Aus eineiter_
Kulturvolumen lieBen sich etwa 4 mg Protein aufigen.
45( w Das Zielprotein GST-IR-NT zeigt einen &hnlichen
35 —— o Reinigungsverlauf.
Aufgetragen wurdenM: Protein Molecular Weight Marker;
25| —— 1: Probe des Rohlysats2:Probe des Durchlaufs der
Glutathion-Sepharose-Matrixd: Probe des Durchlaufs des
18,4 ~  GSH-Waschpuffer 14: Probe des Durchlaufs des GSH-
14,4 — Waschpuffer Z:Probe des Durchlaufs des GSH-

Waschpuffer 36: Probe der vereinigten Eluate. GST-IGF-
NT lauft bei etwa 34 kDa.

9.7 Reinigung des Substrats Tyrtide-His

Abbildung 9.7.2: Reinugungsgel des Substrats
Tyrtide-His
Dargestellt ist das 15% SDS-Gel zur
Dokumentation der Nickel-Chelat-
116 Affinititschromatographie von Tyrtide-His. Das
Gel wurde in kolloidaler Peptidfarbelésung
66 gefarbt. Schon imRohlysat ist Tyrtide zu tber
35 50 % rein. Uber die Ni-NTA-Reinigung konnte das
Substrat zu nahezu 100 % rein erhalten werden.
25 Aus einem Liter Kulturvolumen lieRen sich etwa
10 mg Protein aufreinigen
18.4 Aufgetragen wurden: M: Protein Molecular
! Weight Marker;1: Probe des Rohlysat& Probe
14,4 — - des Durchlaufs der Nickel-Chelat-Matrig; Probe
des Durchlaufs des Ni-NTA-Waschpuffér;Probe
der vereinigten Eluate.
Das errechnete Molekulargewicht von Tyrtide
entspricht 9,4 kDa, das Protein lauft in der 15 %
SDS-PAGE apparent bei etwa 12 kDa.
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9.8 Farbung der gespaltenen Peptide im Schagger-Gel  mittels
Fluorescamin

A) B)
1 2 2 M 1 2 3 M
- 4= TEV-His -
- 4+ His-Tyrtide-aD-Peptid K3 -— & -
- { e His-Tyrtide -l W
AL» aD-K3

Abbildung 9.9.1: Generierung des Peptid®-Peptid K2-Cys mittels Proteolyse

Schéagger-Gel zur Dokumentation des proteolytisdfegdaus von unmarkierten His-Tyrtideb-Peptid
K3-Cys durch die TEV-Protease und Aufreinigung BeptidsaD-Peptid K3-Cys uber Nickel-Chelat-
Affinitdtschromatographie. Von dem ungespaltenensidghspeptid, dem Verdau nach 3 h und dem
Durchlauf der Nickel-Chelat-Matrix wurden Proberirenmmen und wie unter 7.3.13.3 beschrieben mit
Fluorescamin behandelt. Anschliel3end wurden diedtradiber ein Schagger-Gel aufgetrennt.

A: Gel gefarbt in Peptidfarbeldsurg. Gel unter UV. Es werden nur die markierten Praesichtbar.
Aufgetragen wurdenl: ungespaltenes His-TyrtideD-Peptid K3-Cys2: Verdau nach 3 B: Durchlauf
der Nickel-Chelat-MatrixM: Prestained Molecular Weight Marker. Das ungespeltarsionspeptid hat
eine errechnete Molekularmasse von 12,6 kDa, Tg/mtidie von 9,4 kDa und das gespaltabePeptid
K3-Cys eine von 2,8Da.

9.9 Chromatogramm der HPLC-Reinigung der chemisch
generierten Peptide

WSAYED TO BIH # 3

Abbildung 9.9.2: Chromatogramm der Reinigung desethisch generierten Peptids IGF-NT K3
Uber Reversed-phase- High Performance Liquid Chrammgraphy (RP-HPLC).
Das Peptid wurde bei 28 % Acetonitril/0,1 % TFA \aer Saule eluiert.
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9.10Michaelis-Menten-Kurven der ATP-abhéangigen Subs  trat-
phosphorylierung der dimeren Kinasemutanten GST-IGF ~ 4C-
E1069K und GST-IGF AC-E1067/1069K

A) B)
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Abbildung 9.10.1: Bestimmung der kinetischen Dat&ir die ATP-abhéangige Substratphosphorylierung der
dimeren Kinasemutanten GST-IGAC-E1069K und GST-IGRAC-E1067/1069K.

Michaelis-Menten Kurven der ATP-abhangigen Subghasphorylierung der dimeren Kinasemutanten GST-
IGFAC-E1069K und GST-IGEC-E1067/1069K. Zur Ermittlung der kinetischen Dateurde ein gekoppelter
Assay durchgefuihrt. Es wurden 0,2 uM dimere Kinasg 200 uM Tyrtide verwendeA: Michaelis-Menten-
Kurve der GST-IGBC-E1069K. Aus dem hyperbolischen Fit wurde e fiir ATP von 432,29 uM und ein
kear VON 0,68 3 erhaltenB: Michaelis-Menten-Kurve der GST-I@E-E1069K. Aus dem hyperbolischen Fit
wurde ein K fur ATP von 343,30 uM und einkvon 0,49 3erhalten.
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9.11 Michaelis-Menten-Kurve der ATP-abh&ngigen Subst

rat-

phosphorylierung der monomeren IGF  AC
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Abbildung 9.12.1: Bestimmung der kinetischen
Daten fir die ATP-abh&ngige Substrat-
phosphorylierung der monomeren IGAC.
Michaelis-Menten Kurven der ATP-abhangigen
Substratphosphorylierung  der IGE. Zur
Ermittlung der kinetischen Daten wurde ein
radioaktiver Assay in Abhéngigkeit von der ATP
Konzentration durchgefiihrt. Es wurden 1 uM
dimere Kinase und 200 uM Tyrtide verwendet.
Aus den Umsatzkurven, Phosphattransfer auf das
Substrat mit der Zeit, wurde die
Initialgeschwindigkeit fir die verschiedenen ATP
Konzentrationen bestimmt. Eine Auftragung der
Initialgeschwindigkeit gegen die ATP-
Konzentration liefert die Michaelis-Menten-
Kurve. Aus dem hyperbolischen Fit wurde ein K
fur ATP von 810,92 uM und einkvon 0,045 3
erhalten.

9.12 Auswertung einer radioaktiven Phosphorylierung

uber die

SDS-PAGE am Beispiel der Tyrtide-Phosphorylierungd  er

monomeren Kinase

A)
Zeit [min] 0,5 1 2 4 8 16 Marker [kDa]

85
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34
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B)
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Abbildung 9.12.2: SDS-Gel zur Auswertung

der radioaktiven Substratphosphorylierung

der monomeren IGHC.

Es wurden 100 pM Tyrtide durch 5 uM
IGFAC unter Standardbedingungen
zeitabhangig phosphoryliert. Zu den
entsprechenden Zeiten wurden den Ansétzen
Proben enthommen und im 18 %-SDS-Gel
aufgetrennt. Die Dokumentation der PAGE
erfolgte Uber Coomassie-Farbung) (sowie
Phosphoimager B). Die radioaktiven
Substratbanden wurden aus-geschnitten, im
Counter analysiert und graphisch ausgewertet.
Die Zeitwerte sowie GroRen des Prestained
Markers sind angegeben. Tyrtide luft bei etwa
9 kDa.
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9.13 Autophosphorylierung der dimeren GST-IGF  4C in Anwesenheit
der Peptide IGF-NT K1 und K3

Phosphateinbau [mol/mol]
w

Abbildung 9.14.1: Die Aktivitat der dimeren Kinase

wird nicht durch die Peptide beeinflusst.

Dargestellt ist die graphisch Auswertung der
Autophosphorylierung von 0,5 puM GST-IGE +/-

25 pM IGF-NT K1 bzw. K3. Peptid und Kinase wurden
fur 45 min bei 4 °C vorinkubiert. Ausgewertet wurdie
Phosphorylierung tGber SDS-PAGE. Aufgetragen wurde
der Phosphateinbau in die Kinase gegen die Zei. Di
Peptide haben keinen inhibitorischen Einfluss aief d

® - Peptid
1 . :;gE:Iz; Autophosphorylierung der dimeren Kinase.
’ (I) 1IO ZIO 3=0
Zeit [min]

9.14 Auswertung einer radioaktiven Phosphorylierung Uber den
Paperassay am Besipiel der K y Bestimmung der monomeren
Kinase

Zeit [min]
c|ATP) L] ‘ 1 ‘
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100 |
200 o
400 i
800
1000
1500 ‘M W
2000
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Abbildung 9.14.2: Paperassay zur Bestimmung desfé&r ATP der monomeren Kinase.

Gezeigt ist eine Autoradiographie eines Paperass#3@ M Tyrtide wurde durch 1 puM monomere
IGFAC zeitabhangig bei unterschiedlichen ATP-Konzeitn&n phosphoryliert. Zu den gegebenen
Zeiten wurden 10 pl Probe enthommen und mit 5 pT&ADEndkonzentration 150 mM) abgestoppt.
Davon wurden anschlieBend 2 x 6 ul auf Whatman PPadier auf-getragen. Das Papier wurde mit
eiskalter 0,85 % (w/v) Phosphorsaure und anschiié®eit Aceton gewaschen. Dadurch wird die Kinase
vom Papier gewaschen. Nach dem Trocknen wurden Rit@benfelder ausgeschnitten und die
Radioaktivitat durch Messung der Cerenkov-Strahlbegtimmt. Zur Kontrolle wurden Proben eines
Phosphorylierungsansatzes ohne Subska) pzw. eines Ansatzes ohne Kinag®) mit aufgetragen.
Die fur diese Kontroll-Probefelder ermittelte Stradg wird bei der Auswertung als Hintergrundstraigju

von den Proben abgezogen.
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9.15 Substratphosphorylierung der monomeren TrkB-His
und GST-Akt in Anwesenheit der Peptide IGF-NT K1 un

, EGF-His
d K3
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Abbildung 9.15.1: Die Peptide iben keinen inhibitschen Einfluss auf die TrkB-His, EGF-His und GST-

Akt aus.

A: Dargestellt ist die graphische Auswertung derabtitingigen Substratphosphorylierung von 60 uM derti
durch 3 uM TrkB-His +/- 150 uM Peptid. Aufgetragemrde der Phosphateinbau in Tyrtide gegen die Zeit.
B: Dargestellt ist die graphische Auswertung detabdiangigen Substratphosphorylierung von 9 uM GST-
Gab1 durch 3 uM EGF-His+/- 150 uM Pepthd. Aufgetragen wurde der Phosphattransfer auf GST-Gabl
gegen die ZeitC: Dargestellt ist die graphische Auswertung detabdiangigen Substratphosphorylierung

von 5 uM GST-PTB, durch 0,5 pM GST-Akt +/- 25 uM Peptid. Aufgetragearde der Phosphattransfer auf
das Substrat gegen die Zeit.
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9.16 Einfluss der markierten, aus E.coli stammenden Peptide IGF-
NT K1-Cys und IGF-NT K1-Cys auf die monomere IGF AC
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Abbildung 9.16.1: Das Label
Tetramethylrhodamin-5-maleimid hat keinen
Einfluss auf die inhibitorische Wirkung der
Peptide.

Dargestellt ist die graphische Auswertung der
zeitabhangigen Substratphosphorylierung von
100 uM Tyrtide durch 5 uM IGAC. Es wurden
250 uM markiertes, auk.coli erhaltenes IGF-
NT K1-Cys eingesetzt. Von IGF-NT K3-Cys
konnten auf Grund der geringen Konzentration
nur 125 uM eingesetzt werden. Aufgetragen
wurde der Phosphateinbau in das Substrat Tyrtide
in Abhéngigkeit der Zeit. Der inhibitorische
Effekt der markierten Peptide ist vergleichbar mit
dem der unmarkierten, chemisch synthetisierten
Peptide.

9.17 Einfluss der unmarkierten Peptide

aD-Peptid K2-Cys und aD-

Peptid K-Cys auf die monomere IGF A4C
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Abbildung 9.17.1: Untersuchung des
Einflusses des Labels Tetramethylrhodamin-
5-maleimid auf die inhibitorische Wirkung

der Peptide.

Dargestellt ist die graphische Auswertung der
zeitabhangigen Substratphosphorylierung von
60 uM Tyrtide durch 3 uM IGA&C. Es wurden
150 uM unmarkiertesiD-Peptid K2-Cys bzw.
45 uM  unmarkiertes aD-Peptid K3-Cys
eingesetzt.  Aufgetragen wurde der
Phosphateinbau in Tyrtide in Abhangigkeit von
der Zeit. Der inhibitorische Effekt von
unmarkiertem oD-Peptid K2-Cys st
vergleichbar mit dem des markierten Peptids.
Unmarkiertes oD-Peptid K3-Cys zeigt
hingegen einen starkeren inhibitorischen
Einfluss als das markierte Peptid.
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9.18 Substratphosphorylierung der monomeren TrkB-Hi s, EGF-His
und GST-Akt in Anwesenheit der Peptide  aD-Peptid K2 und K3
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Abbildung 9.18.1: Die Peptide Uiben keinen inhibitschen Einfluss auf die TrkB-His, EGF-His und GST-
Akt aus.

A: Dargestellt ist die graphische Auswertung derabfiingigen Substratphosphorylierung von 60 uM
Tyrtide durch 3 uM TrkB-His +/- 45 uMuD-Peptid K2-Cys bzw. 150 uMuD-Peptid K3-Cys Peptid.
Aufgetragen wurde der Phosphateinbau in Tyrtideegegdie Zeit. B: Dargestellt ist die graphische
Auswertung der zeitabhangigen Substratphosphouylgervon 9 uM GST-Gabl durch 3 uM EGF-His+/-
45 uM aD-Peptid K2-Cys bzw. 150 uMD-Peptid K3-Cys Peptid. Aufgetragen wurde der Phasipansfer
auf GST-Gabl gegen die ZeiC: Dargestellt ist die graphische Auswertung dertabdidngigen
Substratphosphorylierung von 5 pM GST-RZBRlurch 0,5 uM GST-Akt +/- 25 uM Peptid. Aufgetragen
wurde der Phosphattransfer auf das Substrat gagefed.
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9.19 Michaelis-Menten-Kurve der ATP-abhéngigen Subs trat-
phosphorylierung der monomeren IGF  AC in Anwesenheit von
aD-Peptid K2
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Abbildung 9.20.1: Bestimmung der kinetischen
Daten fir die ATP-abhangige Substrat-
phosphorylierung der monomeren IGAC in
Anwesenheit voraD-Peptid K2-Cys.
Michaelis-Menten Kurven der ATP-abhangigen
Substratphosphorylierung der IGE. Zur
Ermittlung der kinetischen Daten wurde ein
radioaktiver Assay in Abhangigkeit von der ATP
Konzentration durchgefiihrt. Es wurden 1 uM
dimere Kinase, 200 uM Tyrtide und 10 uM
unmarkiertes aD-Peptid-K2-Cys  verwendet.
Ausgewertet wurde die Phosphorylierung Gber
den Paperassay. Aus dem hyperbolischen Fit
wurde ein K, fur ATP von 1175,48 uM und ein
keat VOn 0,005 Serhalten.

9.20 Bestimmung des IC s, fur aD-Peptid K2-Cys

Kinaseaktivitat [%]
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Abbildung 9.20.2: 1G, -Bestimmung fur 3 pM
Kinase.

Zur Bestimmung des kg wurde die
Kinaseaktivitat bei steigender
Peptidkonzentration bestimmt. Dazu wurden 50
UM Tyrtide durch 1 uM Kinase bei verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen  phosphoryliert.  Zur
Bestimmung der Kinaseaktivitdt wurde der
Phosphattransfer auf das Substrat nach 40
Minuten bestimmt, ein Zeitpunkt, bei dem die
Kinase in Abwesenheit des Peptids seine
maximale Transferleistung erreicht hat und in
Bezug gesetzt zur Kinaseaktivitat in Abwesenheit
des Peptids. Bei der Auswertung wurde die
Kinaseaktivitdt ohne Inhibitor gleich 100 %
gesetzt. Aus der Auftragung der Kinaseaktivitat
gegen die Peptidkonzentration wurde eig Mdn
1,80 pM bestimmt.
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9.21 Sequenzen der Generierten Kinasekonstrukte

>Aminosauresequenz von GST-IGF-1RKDdeltaC
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDG
DKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIA
DKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSK
DFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQ
IDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPR
GSAMRKRNNSRLGNGVLYASVNPEYFSAADVYVPDE
WEVAREKITMSRELGQGSFGMVYEGVAKGVVKDEP
ETRVAIKTVNEAASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVV
RLLGVVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPEME
NNPVLAPPSLSKMIQMAGEIADGMAYLNANKFVYHRDL
AARNCMVAEDFTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKG
LLPVRWMSPESLKDGVFTTYSDVWSFGVVLWEIATL
AEQPYQGLSNEQVLRFVMEGGLLDKPDNCPDMLFEL
MRMCWQYNPKMRPSFLEIISSIKEEMEPGFREVSFYY
SEENK

Abbildung 9.21.1: Aminosauresequenz der GST-IAE.
Die Sequenz des GST ist in griin, die der Kinad#dn dargestellt.

>Aminosauresequenz von pAc-G2T-IGF-dC-E1069K
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERD
EGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAII
RYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVS
RIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYL
NGDHVTHPDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVC
FKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGD
HPPKSDLVPRGSAMRKRNNSRLGNGVLYASVNPE
YFSAADVYVPDEWEVAREKITMSRELGQGSFGMV
YEGVAKGVVKDEPETRVAIKTVNEAASMRERIEFLN
EASVMKEFNCHHVVRLLGVVSQGQPTLVIMELMTR
GDLKSYLRSLRPEMKNNPVLAPPSLSKMIQMAGEI
ADGMAYLNANKFVHRDLAARNCMVAEDFTVKIGDF
GMTRDIYETDYYRKGGKGLLPYRWMSPESLKDGV
FTTYSDVWSFGVVLWEIATLAEQPYQGLSNEQVLR
FVMEGGLLDKPDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMR
PSFLEISSIKEEMEPGFREVSFYYSEENK

Abbildung 9.21.2: Aminosauresequenz der GST-IBE-E1069K.
Die Sequenz des GST ist in griin, die der Kinasélau dargestellt. Die Mutation
E1069K ist in rot hervorgehoben.
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>Aminosauresequenz von pAc-G2T-IGF-dC-E1067/1069K
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGD
KWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKH
NMLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLK
VDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYD
ALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSK
YIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSDLVPRGSAMRKRNNS
RLGNGVLYASVNPEYFSAADVYVPDEWEVAREKITMSR
ELGQGSFGMVYEGVAKGVVKDEPETRVAIKTVNEAASM
RERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRLLGVVSQGQPTLVIME
LMTRGDLKSYLRSLRPKMKNNPVLAPPSLSKMIQMAGEI
ADGMAYLNANKFVHRDLAARNCMVAEDFTVKIGDFGMT
RDIYETDYYRKGGKGLLPVRWMSPESLKDGVFTTYSDV
WSFGVVLWEIATLAEQPYQGLSNEQVLRFVYMEGGLLDK
PDNCPDMLFELMRMCWQYNPKMRPSFLEIISSIKEEME
PGFREVSFYYSEENK

Abbildung 9.22.1: Aminosauresequenz der GST-IBE-E1067/1069K.
Die Sequenz des GST ist in grin, die der Kinaseblau dargestellt. Die
Mutationen E1067K und E1069K sind in rot hervordedma

>Aminosauresequenz von pVL1393 -IGF-dC
MRKRNNSRLGNGVLYASVNPEYFSAADVYVPDEWE
VAREKITMSRELGQGSFGMVYEGVAKGVVKDEPET
RVAIKTVNEAASMRERIEFLNEASVMKEFNCHHVVRL
LGVVSQGQPTLVIMELMTRGDLKSYLRSLRPEMENN
PVLAPPSLSKMIQMAGEIADGMAYLNANKFVHRDLA
ARNCMVAEDFTVKIGDFGMTRDIYETDYYRKGGKGL
LPVRWMSPESLKDGVFTTYSDVWSFGVVLWEIATLA
EQPYQGLSNEQVLRFVMEGGLLDKPDNCPDMLFEL
MRMCWQYNPKMRPSFLEISSIKEEMEPGFREVS
FYYSEENK

Abbildung 9.22.2: Aminosauresequenz der I@&E.
Die Kinasesequenz ist in blau dargestellt.

9.22 Sequenz des modifizierten Pet-21a(+)-Expression  svektors

T7-Promator lac-Operatar

001 AATACGACTC ACTATAGGGGE AATTGTGAGC GEATAACAAT TCCCCTOTAG AMATAATTTT GTTTAACTTT AAGAAGGAGA TATACATAAT
Vil

HissTag Tyride 10 20

0%1 GCACCATCAT CACCATCATC ﬁTAT GCCTGEC CTACCCACCA GEAGGTGGCA GIGEAGGCCG ACTGCCGGGA CACAGGCACT CCGCCTTCGT
e
(Tyrtice) 30 40 50

181 GCCCACCCGC TCCTACCCAG AGGAGGGTCT GGAAATGCAC CCUTTGGAGC GTCGEGGGEGEE GCACCACCGC CCAGACAGCT CCACCCTCCA

(Tyrticke) &0 L] TEV-Site

271 CACGGATGAT GGCTACATGC CCATGTCCCC AGGGGTGGECC CCAGTGCCCA GTGGCCGAAA GGGCAGTGGA GACCTCUGAGGE GATCGGAGAA
hal
(TEV-Site) Claning Site 2 resktives Cystein STOP

361 TCTTTATTIT CAGGEGGGEAT CCGAGCTLCGE TTCCCAT TETCAAAGAG AATGEATAATT CTTCGAGCAC CACCACCACC ACCACT

Zlig] Sac! coRl

Abbildung 9.22.3: Teilsequenz des E.coli Expressivaktors Pet21a(+)-NtHis-TS-Tyrtide-CtCys.
Die zu expremierenden Peptide werden Uber eineketiim dieCloning Site Zzwischen BamHI und EcoRI
kloniert.
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9.23Sequenzen der Fusionspeptide

>Aminosauresequenz von pET-21a(+) -mod-Nt-His -Tyrtide
-TS-IGF-NTK1-rCys
MHHHHHHHMPAYPPGGGSGGRLPGHRHSAFVPTRSYPEEG
LEMHPLERRGGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGVAPVPSGR
KGSGDLEGSENLYFQGGSTQWLPSLLEHPMNSHCQRE

Abbildung 9.23.1: Aminosauresequenz fir das Fusipegtid His-Tyrtide-TS-IGF-NT K1-Cys.

Die Tyrtide-Sequenz ist in blau, die Sequenz degi@ein rot und der His-Tag in griin dargestellasD
reaktive Cystein ist in rosa hervorgehoben.

>Aminosauresequenz von pET-21a(+) -mod-Nt-His -Tyrtide
-T8-IGF-NT-K3-rCys
MHHHHHHHMPAYPPGGGSGGRLPGHRHSAFVPTRSYPEEG
LEMHPLERRGGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGVAPVPSGR
KGSGDLEGSENLYFQGGSHLHVHVKFADRQNSHCQRE

Abbildung 9.23.2: Aminoséuresequenz fir das Fusipeptid His-Tyrtide-TS-IGF-NT K3-Cys.

Die Tyrtide-Sequenz ist in blau, die Sequenz degi@ein rot und der His-Tag in griin dargestellasD
reaktive Cystein ist in rosa hervorgehoben.

>Aminosauresequenz von pET-21a(+) -mod-Nt-His -Tyrtide
-T3-Kontrollpeptid-Cys
MHHHHHHHMPAYPPGGGSGGRLPGHRHSAFVPTRSYPEEG
LEMHPLERRGGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGVAPVPSGR
KGSGDLEGSENLYFQGGSRLIGNLRFYASGFKNSHCQRE

Abbildung 9.23.3: Aminosauresequenz fir das Fusipegtid His-Tyrtide-TS-Kontrollpeptid-Cys.

Die Tyrtide-Sequenz ist in blau, die Sequenz dedi@ein rot und der His-Tag in griin dargestellasD
reaktive Cystein ist in rosa hervorgehoben.

>Aminosauresequenz von pET-mod-Nt-His -Tyrtide -TS-aD-
Peptid-rCys
MHHHHHHHMPAYPPGGGSGGRLPGHRHSAFVPTRSYPEEG
LEMHPLERRGGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGVAPVPSGR
KGSGDLEGSENLYFQGGSLKSYLRSLRPEAENNNSHCQRE

Abbildung 9.23.4: Aminosauresequenz fur das Fusipeptid His-Tyrtide-TSaD-Peptid-Cys.

Die Tyrtide-Sequenz ist in blau, die Sequenz dedi@ein rot und der His-Tag in griin dargestellasD
reaktive Cystein ist in rosa hervorgehoben.
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Abbildung 9.23.5: Aminoséuresequenz fir das Fusipeptid His-Tyrtide-TSaD-Peptid K2-Cys.
Die Tyrtide-Sequenz ist in blau, die Sequenz dedi@ein rot und der His-Tag in griin dargesteliasD

>Aminosauresequenz von pET-21a(+) -mod-Nt-His -Tyrtide
-TS-aD-peptid K2-Cys
MHHHHHHHMPAYPPGGGSGGRLPGHRHSAFVPTRSYPEEG
LEMHPLERRGGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGVAPVPSGR
KGSGDLEGSENLYFQGGSHSALRPPASAAPNSHCQRE

reaktive Cystein ist in rosa hervorgehoben.

Abbildung 9.24.1: Aminoséuresequenz fir das Fusipeptid His-Tyrtide-TSaD-Peptid K3-Cys.
Die Tyrtide-Sequenz ist in blau, die Sequenz dedi@ein rot und der His-Tag in griin dargesteliasD

>Aminosauresequenz von pET-21a(+) -mod-Nt-His -Tyrtide
-aD-Peptid-K3-Cys
MHHHHHHHMPAYPPGGGSGGRLPGHRHSAFVPTRSYPEEG
LEMHPLERRGGHHRPDSSTLHTDDGYMPMSPGVAPVPSGR
KGSGDLEGSENLYFQGGSTPTPDNSVFAASGNSHCQRE

reaktive Cystein ist in rosa hervorgehoben.

9.24 Sequenzierungsdaten der isolierten Phagen-DNA d

Displays gegen GST-IR-NT

>Aminosauresequenz von IR-NT K1
SSKPLPLLPSFRCCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQRPNISVMR
GRWLLSLSAQLSVSSCLRNSPRKQADKPIQLKAPFGAFFLE
IFNVKKLLFAIPLVVPFYSHSTQWLPSLLEHPMGGGSAETV
ESCLAKSHTENSLQRRSA?

Abbildung 9.24.2: Sequenzierungsdaten fir den Phagédon IR-NT K1.
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosauresaz
transformiert. Dargestellt ist der EinbuchstabercodDie 12mer
Peptidsequenz ist in rot hervorgehoben.

>Aminosauresequenz von IR-NT K2
KSLSSKPLPLLPSFRCCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQRPNIS
VMRGRWLLSLSAQLSVSSCLRNSPRKQADKPIQLKAPF
GAFFLEIFNVKKLLFAIPLVVPFYSHSEHWYDGPMTRPSGG
GSAETVESCLAKSHTENSLQLEA

Abbildung 9.24.3: Sequenzierungsdaten fur die Phag€one IR-NT K2-10.

Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosaugesaz transformiert.
Dargestellt ist der Einbuchstabencode. Die 12magtiteequenz ist in rot
hervorgehoben.
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9.25 Sequenzierungsdaten der isolierten Phagen-DNA  des Phage
Displays gegen GST-IGF-NT

>Aminosauresequenz IGF-NT K1
CCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQRPNISVMRGRWLLS
LSAQLSVSSCLRNSPRKQADKPIQLKAPFGAFFLEI
FNVKKLLFAIPLVVPFYSHSTQWLPSLLEHPM GGG
SAETVESCLAKSHTENSLQLEA

Abbildung 9.25.1: Sequenzierungsdaten fiir die Phag€lone IGF-NT K 1; 2; 4-8; 10.
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosawuqasaz transformiert. Dargestellt
ist der Einbuchstabencode. Die 12mer Peptidseqgseitzrot hervorgehoben.

=Aminosauresequenz von IGF-NT K3
KSLSSKPLPLLPSFRCCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQR
PNISVMRGRWLLSLSAQLSVSSCLRNSPRKQADKPI
QLKAPFGAFFLEIFNVKKLLFAIPLVVPFYSHSHLHVH
VKFADRQGGGSAETVESCLAKSHTENSLQL

Abbildung 9.25.2: Sequenzierungsdaten fur den Phaddon IGF-NT K 3
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosauyesaz transformiert. Dargestellt
ist der Einbuchstabencode. Die 12mer Peptidseqgseirzrot hervorgehoben.

>Aminosauresequenz von IGF-NT K9
KPLPLLPSFRCCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQRPNISV
MRGRWLLSLSAQLSYSSCLRNSPRKQADKPIQLKAP
FGAFFLEIFNVKKLLFAIPLVVPFYSHSINTYTTQLGFS
LGGGSAETVESCLAKSHTENSLQRRRR

Abbildung 9.25.3: Sequenzierungsdaten fir den Phaddon IGF-NT K 3
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosauyesaz transformiert. Dargestellt
ist der Einbuchstabencode. Die 12mer Peptidseqgseirzrot hervorgehoben.
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9.26 Sequenzierungsdaten der isolierten Phagen-DNA d  es Phage
Displays gegen das aD-Peptid

>Aminosauresequenz von aD-Peptid K2
LSSKPLPLLPSFRCCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQRPNIS
VMRGRWLLSLSAQLSVSSCLRNSPRKQADKPIQLKAPF
GAFFLEIFNVKKLLFAIPLVVPFYSHSHSALRPPASAAPG
GGSAETVESCLAKSHTENSFTNVTTTN

Abbildung 9.26.1: Sequenzierungsdaten fur die Phagéone aD-Peptid K 2; 4; 5; 7; 8; 10
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosauqaerz transformiert. Dargestellt ist der
Einbuchstabencode. Die 12mer Peptidsequenz ist imervorgehoben.

>Aminosauresequenz von aD-Peptid K3
KPLPLLPSFRCCLSLLRVTIPQKRPLTPCKPQRPNISVMR
GRWLLSLSAQLSVSSCLRNSPRKQADKPIQLKAPFGAFF
LEIFNVKKLLFAIPLVVPFYSHSTPTPDNSVFAASGGGSA
ETVESCLAKSHTENSLLTSEHRPI

Abbildung 9.26.2: Sequenzierungsdaten fur die Phagéone aD-Peptid K 3 und 9.
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosauqaerz transformiert. Dargestellt ist der
Einbuchstabencode. Die 12mer Peptidsequenz ist imervorgehoben.

>Aminosauresequenz von aD-Peptid K6
GGGSSSGRELPATLSDRIFRLGRGRGLLSLSLQLSLSSC
LRNPRKQADKPIQLKAPFGAFFLEIFNVKKLLFAIPLVVPF
YSHSNIWINILPTKPWGGGSAETVESCLAKSHTENSFTN
VKTAP

Abbildung 9.26.3: Sequenzierungsdaten fir den Phagdone aD-Peptid K6.
Die erhaltene DNA-Sequenz wurde in die Aminosauqesaz transformiert. Dargestellt ist der
Einbuchstabencode. Die 12mer Peptidsequenz ist imervorgehoben.
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