Was bestimmt die Spezifitat einer Tyrosinkinase?

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat zu Koln

vorgelegt von
Daniel-Sebastian Karau

aus Rheine

2009



Berichterstatter: Prof. Dr. H. W. Klein (1.Gutadhte
Prof. Dr. J. Marner  (2.Gutachter)

Prof. Dr. S. Korsching (Prufungsvorsitz)

Tag der mundlichen Prifung: 24.06.2009



MeinenEltern

,Das ist ein Nod-Problem...”

Matt Ruff - ,Bad Monkeys"



Die im folgenden dokumentierte Arbeit wurde in deft vom
01.01.2005 bis zum 25.April 2009
am Institut fur Biochemie der Universitat zu Koln

unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. H. W. Kleiardhgefihrt.



Verzeichnisse

Inhaltsverzeichnis
1 Zusammenfassung
2 Abstract
3 Einleitung
3.1 Allgemeine EiNfUNIUNG.......ouuuiiiiiiiiime e e e e e e e e e ee e e e e e e eeeeees 5
3.2 Kinasen und ihre FUNKLION ..., 6
3.2.1 Topologie der RezeptortyroSiNKINASEN. ....cccaueeiiiieiiiiiiiee e 7
3.2.2 Unterschiede zwischen Ser/Thr-Kinasen undsigkinasen................cccccceeuee. 10
3.3 Die Familie der INSulinreZeptOrKiN@SEN. . «eeeevvrniieeeeiiiiiiieeeeeeiiis e e eevanaee e 13
3.4 Unterschiede zwischen IR Und IGF-1R........ccuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 15
3.5 Substrate und Signalwege des IGF-1R .....ecceeiiiiii e 15
3.5.1 Signalwege die durch IRS-1 gesteuert Werden...............ceeeveeeeeeeeeenvnnnnnnn. 6.1
3.6 Spezifische Protein-Protein INteraktioN. .. .eeeieeeieeeeeeeeeieeeiiiieeeeeeeeeeeenenns 19
3.6.1 Scaffolds und Ihre Bedeutung in Signalwegen............ccccceeeveeeeeieeeiinnnnnnnn. 1.2
3.7 Die Phosphotyrosin-bindende DOMENE (PTB ) cvveeiiiieeeeiiiiiiiiiinneeeeennennnnn 22.
3.7.1 Strukturelle Analyse der Peptidbindung deBRPT.........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 24
3.8 Bedeutung der Serinphosphorylierung innerhatbldsulinsignalwegs.................. 25
4 Fragestellung 28
5 Ergebnisse 30
5.1 Serinphosphorylierung durch IRKD und IGF..........ccccoiiieee e, 30
5.2 Bestimmung der Determinanten fur duale Sultcsphorylierung...................... 32
5.2.1 Etablierung von dimeren KiNaSen........ccccceeiieieiiiiiiieeeeee e eeeaens 32
5.2.2 Phosphorylierung von GST-PTB275 durch GSTak@m..............ccc.ccceveeennnnnns 35
5.2.3 Nachweis der Bindung von GST-PTB275 an die-Kghase..............ccceeeeee. 37
5.2.4 Ist das Faltungsdimer GST von Substrat umés@ der Grund fur die
Substrat-Kinase-INteraktion?..............iiieceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeee e 39
5.2.5 Phosphorylierung der denaturierten GST-PTB275........cccccovvviiviiiiiiiieeeeeenn, 40
5.2.6 Phosphorylierung von GST-PTB275 durch Kinasérmutierter
AktivierungssChleife..........ooo o 42
5.2.7 Konzentrationsabhéngige Substratphosphouylgevon GST-PTB275 durch
GST-TS-IGRAC UNd GST-TS-IGEC Phe.......cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie s eenneennee e 44
5.2.8 Modulation der dualen Phosphorylierung di8abstratverlangerung.............. 45
5.3 Auswirkungen einer kovalenten Bindung zwiscBebstrat und Kinase................. 55
5.4 Bestimmung der Serinphosphorylierungsstelle. ... 57
5.4.1 Eingrenzung der Serinphosphorylierungsstelle..............ccccvvviiiiierieinnnnn. 8.5
5.4.2 Prinzip des Ala-Scans am Beispiel der Semai@ AKL.................eeeeemeiminiinnnnnnns 59
5.4.3 Ermittlung der Serinphosphorylierungsstdiledie IGF-Kinase in GST-PTB275
durch Alanin-SCanniNg..........coooiiii i 62
5.4.4 \ollstandige Substitution des Serin-ClUSters..........cccovvviiiiieeeeeeeveiiiiina, 64
5.4.5 Separation des SEeriNCIUSIEIS. ... 66



Verzeichnisse

5.4.6 Das Serincluster der PTB ist kein Substnatifé IGF-Kinase, wenn es nicht mit

dieser iNteragieren Kanm.............oouuiiucoemmmeiiiieaa et e e eeeeranae e 68
5.4.7 Das Serincluster wird nicht durch die IGF-#&8e phosphoryliert, wenn es in
seiner relativen Position innerhalb der PTB-Domérschoben wird....................... 70
5.4.8 Massenspektroskopische Analyse der phospedent GST-PTB275.............. 71
5.4.9 Bromcyan Verdau (BrCN) der phosphorylierteiifd®?TB275...........c.cccoeeeeeeeen. 72

5.5 Auswirkungen der Proteinkomplexbildung auf rgedthaltete Effektorkinasen....75
5.5.1 Phosphorylierung von GST-PTB370 durch dieldikiase in Anwesenheit von

GSTAGFD A e e a e e e e e e aaaaa s 77
5.5.2 Phosphorylierung von GST-PTB370 durch dieldikiase in Anwesenheit von
LS o 79
5.5.3 Kompetition der Akt-Phosphorylierung durchldSFD—A und GST-14-3-3
............................................................................................................................ 82
5.5.4 Sequenzielle Phosphorylierung durch zwei 8&@ma..............ccccoevveiiiiiiiiiiinnnn. 84
6 Diskussion 87
6.1 Duale ProteinKiNaSEN...........cooiiiiitcommmemeese e e e et e e e e e e e eenanen e e e e e 87
6.2 Proteinbindung im zellularen Kontext......cccuvviiiiiiiii e 89
6.3 Charakterisierung der in dieser Arbeit verwéeddinasen...............cccccccevvvernnnnn. 89
6.4 Duale Substratphosphorylierung durch die IGRalSE.............c.cocvvvvviiiiiiiiiiiieeees 91
6.4.1 Bestimmung der Serinphosphorylierungsstald@F-Kinase von GST-PTB275
............................................................................................................................ 95
6.4.2 Bewertung der massenspektroskopischen AUSWEIL...........ccccviveveiiiieeinnnnnn. 97
6.5 Kinetische Untersuchungen der dualen PhospBougig.............ccooovvveiininn. 99
6.6 Mechanistische Uberlegungen der dualen Kindis@ak .....................cc.ocovveennen.. 100
6.7 Wirkt sich der IGF-Kinase-Substrat-Komplex aathgeschaltete Serinkinasen aus?
............................................................................................................................. 104
6.8 Restimee UNd AUSDIICK...........uuu e 109
7 Material 111
7.1 Bakterienstamme, Viren, Kulturmedien und —Zzesat............ccocovvvveiiiiiiinneinnnnn. 111
7.2 CREeMIKAIEN. .. ..eeeiiiiiiiiiiiee e e 111
7.3 Chromatographi€mMaterial................. e eeeeeeeeeee e 113
A N1 S]] (] 21 P 113
7.5 LabOIQEIaALe. .....oun e 114
7.6 Molekulargewichte und Massenstandards...........cceevvvvviinieeeeeeeeiiiiine e, 116
7.7 NUCIBINSAUIEN.....co ittt e e e e e e e e e e e e e e e e ees 116
7.7.1 PlasmidVeKIOIEN. .......ccoiiiiiiiiieeeeeemem e e e eee et eee e e e e e e e eeeenes 116
A 1101 OO PRSP PPPPPP 116
AR S T 2 (01 (=1 1TSS 118
7.8.1 DNA-moadifizierende Enzyme und zugehdrige &uff................ccooeeevvveveinnns 118
AR A d (0] (=T= <1< o PR PPPPPT 118
7.9 PUTTEr UNG LOSUNGEN. ...ttt s s+ttt e e e e e e a e e e e e e e e e eeaaeas 118
7.10 Verbrauchsmaterial................uuuiimmmmeme it 122



Verzeichnisse

7.11 EDV und genutzte Programime.............ceeeeemreeeeeeeeeeeemnnnnnnseeeeseeeessnnnnaneeeens 122
7.11.1 DAteNerfaSSUNG......cceieeeieiiieieiieeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e eeeaana s 122
7.10.2 DENSIOMEIIIC. ...ce i et 123
7.11.3 Molekularbiologische Standardanwendungen.............ccooevvviviiineeeeeeeeeennns 123
7.11.4 Programme zur Bilderfassung und -bearbeitung................ccoovviiiiiinnnnnn, 123

8 Methoden 124

8.1 Molekularbiologische Methoden............ccoovviiiiiiiiiii e, 124
8.1.1 Klonierung von GST-PTB263.........uuuteeeeiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 124
8.1.2 Klonierung der Single-Ala-PTB-Mutanten destem Alanin-Scans................ 124
8.1.3 Klonierung von Single-S-PTB-Mutanten fur dsveiten Alanin-Scan........... 125
8.1.4 Klonierung von His-Tyrtide-SPeptid-rCyS . oueeeriiieeiiiiiiieeeeieeeeeeaiinn 251
8.1.5 Klonierung von His-PTB263-SPeptid-rCys.....c...cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeen 126

8.2 Biochemische MethOoden...........ooo i, 126
8.2.1 BaculoVvirus-EXpresSioNSSYSIEM.........ccccceeiiiiiieiieiieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenes 126
8.2.2 Proteinexpression in E.COli..........ccceeeeei i eeeeeeeaaa, 129
8.2.3 Chromatographische Methoden..........ccceeeiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 130
8.2.4 Proteolytische Spaltungen.............oooeviiiiiiiiiiiiii e 136
8.2.5 Analytische Modifikation von reaktiven Cysten................cccccuvvvviiiiieieeeenenn. 137
8.2.6 Praparative Modifikation von reaktiven CysS#i.............ccccoeeeevviiiiiiieeeeennnnnn. 137
8.2.7 Dialyse VON ProteiNEN.........coiiiceeeemrie ettt 138
8.2.8 Aufkonzentrierung von ProteinlOSUNGEN. coooa.oeevvviiii e, 138
8.2.9 Charakterisierung von Proteinkonzentratioth ddentitat ................cccccceennn. 138
8.2.10 PhosphorylierungsreaktioNeN.........occccccevevvviruriiiiiiiieee e e eeeeeeeeeeeeeeeeveeeene 143
8.2.11 BrCN Verdau von phosphorylierter GST-PTB275..........coovvviiiiiiiiinnneenn. 148

9 Literaturverzeichnis 150
10 Anhang 158

10.1 PlasmidKarten.........ooeeeiiiiiiee ettt 158

10.2 Reinigungsdokumentationen.............cuuviieiiiiiiiiiii 161

10.3 Phosphorylierungsreaktionen............cccuvveeiiiieeiiiiiie e eeeeaenenn 168



Verzeichnisse

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 3.1.: Schematischer Aufbau der Kinasedwrginer Proteinkinase in aktiver Form mit

0EDUNENEM SUDSIIAL........uuiiiiiiiiieis s sttt e e e e e e e e e e e e e sessnaennees 9
Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung der kaéitadizten Region von Kinasen.................... 11..
Abbildung 3.3.: Sequenzvergleich des Aktivierungssents von dualen Kinasen mit
Tyrosinkinasen und Ser/Thr-KiNaSEN..........ccceeeeviviieeiiiiiiiieeeeeeeeeee s 12
Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung der vaestdn Signalwege, welche tber den IGF-1-
(R eV =T o] (o] Qe [oTY (=N [T Y= o = o 1 18
Abbildung 3.5.: Kristallstruktur der PTB-Domane VIBRIS-1..............uuvvvviimmiiimiiiniiiinnimmnnneeeeens. 24
Abbildung 5.1.: Zeitabhangige Phosphorylierung @®iT-Y-PTB275 durch IRKD Wildtyp (grtin)
UNd Phe-MULANTE (FOL)......eiiiiieieeiee e 31
Abbildung 5.2.: Kontrolle der Kinaseaktivitdt vor8G&TS-IGFAC und GST-IGRC Phe durch
Auto- und Substratphosphorylierung..........com i eeeeeiieiieceee e, 34
Abbildung 5.3.: Schematische Darstellung des Sats@ST-PTB275...........coooviiiiiiiiiiiiiiccees 35
Abbildung 5.4.: Zeitabhangige Phosphorylierung G®T-PTB275 durch GST-TS-IGQE und
GST-TS-IGRAC PRe...coiiiiiiiii e e 36
Abbildung 5.5.: Native PAGE zur Interaktion vordi@aktiv phosphoryliertem GST-IGFNT mit
(G I e I 2 3 4 TSRS 38
Abbildung 5.6.: Zeitabhéngige Phosphorylierung G®iT-PTB275 durch GST-TS-IQE und
GST-TS-IGRAC Phe £ 15 UM GST...ooiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeesee e e e e e e e e eaaaanns 40
Abbildung 5.7.: Phosphorylierung von GST-PTB275nativen und denaturierten Zustand durch
GST-TS-IGRAC UNA GST-AKIOCA. ... .uuveeiiiieeeeaiiiiiiiimenaa e e e eenieeeeeeeeeeasnnneeeeeens 41
Abbildung 5.8.: Zeitabhéngige Phosphorylierung G®iT-PTB275 durch Kinasen mit mutierter
AKEIVIENUNGSSCRIITE. ...t 43

Abbildung 5.9.: Vergleich der Initialgeschwindigten von GST-TS-IGEC und
GST-TS-IGFAC Phe fir steigende Konzentrationen des Subsh@isPTB275.

....................................................................................................................... 45
Abbildung 5.10.: Schematische Darstellung der SatsGST-PTB370 (A) und GST-TS-IRS-1738
(= PSSR SPPPPRSR 46
Abbildung 5.11.: Zeitabhangige Phosphorylierung G8iT-PTB370 durch GST-TS-1QE WT
UNd GST-TS-IGBAC PhE (FO1).....uuieiiiiieiiiiiiiiiiiiiie e e e e e 48
Abbildung 5.12.: Vergleich der Initialgeschwindigiesn von GST-TS-IGEC und GST-TS-IGAC
Phe fiir steigende Konzentrationen des Substi@alsSRIB370.........ccccceeeeeeennnnn. 49
Abbildung 5.13.: Zeitabhangige Phosphorylierung G8iT-TS-IRS-1665 durch monomere IGF
L] = 1S o T 51
Abbildung 5.14.: Zeitabhéngige Phosphorylierung V&IRS-1665 durch dimere GST-IGF
[T = Y= o PO PPUTT PP 53
Abbildung 5.15.: Zeitabhangige Phosphorylierung G8iT-TS-IRS-1738 durch dimere GST-IGF
L] = 1S =T o T 54
Abbildung 5.16.: Zeitabhéngige Phosphorylierungtdgbride GST-IRKD-IRS-1738 und
GST-IRKDPRE-IRS-1738.....uuiiiiieiiiieit sttt e et e e e et eaeeees 56
Abbildung 5.17.: Sequenzausschnitt des C-Termieussb5T-PTB275 von Arginin265 bis
Asparagin275 (SeriNCIUSIEN).........ooo e 58

Abbildung 5.18.: Zeitabhangige Phosphorylierung G5T-PTB263 durch GST-TS-I@E......59
Abbildung 5.19.: Zeitabhangig Phosphorylierung @®T-PTB275 S270A durch GST-AktOca...60
Abbildung 5.20.: Vergleichende zeitabhangige Phosglerung von GST-PTBS270Y durch GST-
TS-IGFAC UNA GST-AKIOCA. .....cciiiiiiiiieiiiiiiee s mmemee et 61
Abbildung 5.21.: Auswertung des Ala-Scans wenrineSerin des Clusters zu Alanin substituiert

iv



Verzeichnisse

] U PP PP PP PUUUPPPPPPPPPPPRPTRN 63
Abbildung 5.22.: Auswertung des zZweiten Ala-SCanS............cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 65
Abbildung 5.23.: Schematische Darstellung des SatssHis-Tyrtide-SPeptid-rCys (A) und
His-PTB263-SPeptid-rCys (B).....ccceeeeiiiiii e, 67
Abbildung 5.24.: Zeitabhéangige Phosphorylierung s Tyrtide-SPeptid-rCys durch GST-TS-
IGFAC UNA GST-AKIOKA.........uuiiiiiiieeeeeees s s eeeeeeeeaeeeeeaeaaeeaaaeeaaeaenanns 69
Abbildung 5.25.: Zeitabhéngige Phosphorylierung #AisPTB263-SPeptid-rCys durch GST-TS-
IGFAC (griin) und GST-AKIOCA...........cciiiieeiitceemmmee et e e e e aaaae s 70
Abbildung 5.26.: Auswertung der Phosphoaminosawalgae durch das ZMMK-Service-Zentrum
(o ] T SRR R 72
Abbildung 5.27.: BrCN Verdau der durch GST-AktOcal GST-TS-IGRC radioaktiv
phosphorylierten GST-PTB275.........ccuuiiiiieeee e 74
Abbildung 5.28.: Zeitabhangige Phosphorylierung Slekstrats GST-PTB370 durch GST-AktOCA
T GST-IGFD A « i e e e 77.
Abbildung 5.29.: Zeitabhéngige Phosphorylierung Selstrats Crosstide durch GST-AktOca +
LC 1Y I (] o I . 79
Abbildung 5.30.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung 8Slelsstrats GST-PTB370 durch GST-AktOCA
m S I T T TP 80
Abbildung 5.31.: Zeitabhangige Phosphorylierung @asstide durch GST-AktOCA + GST-14-3-
OSSP 81
Abbildung 5.32.: Zeitabhéangige Phosphorylierung G8il-PTB370 durch GST-TS-IQE +
LS I I EC PP S PPPP 82
Abbildung 5.33.: Zeitabhangige Phosphorylierung Slesstrats GST-PTB370 durch GST-AktOCA
1 GST-14-3-F UNA GST-IGFDBA. ...t 83
Abbildung 5.34.: Sequenzielle Phosphorylierung @8ir-PTB275 durch zwei unterschiedliche
[T = 7= TSR 85
Abbildung 6.1.: Autoradiographie der durch GST-Ak&phosphorylierten GST-PTB370 (A) und
GST-PTB370 S270A (B) in Anwesenheit von GST-IGPB............ccccceeeeeee. 107
Abbildung 8.1.: Schema der BrCN Spaltung von Peptidnter sauren Bedingungen an Methionin.
..................................................................................................................... 149
Abbildung 10.1.: Plasmidkarte und NukleotidsequalsZFASTA-File des kodierenden Bereiches
von GST-TS-IGRAC aus dem Vektor pAc-G2T-TS-IGF-dC ...........ccceeeeee. 158
Abbildung 10.2.: Plasmidkarte und NukleotidsequaisZ~ASTA-File des kodierenden Bereiches
von GST-TS-IGRAC Phe aus dem Vektor pAc-G2T-TS-IGF-dC-Y950F......158
Abbildung 10.3.: Plasmidkarte und NukleotidsequalszZFASTA-File des kodierenden Bereiches
VON PCISZ2-TRS-1. et ettt e e e e e e e e e e e e nneees 159
Abbildung 10.4.: Plasmidkarte und NukleotidsequaisZ~ASTA-File des kodierenden Bereiches
von GST-PTB275 aus dem Vektor pGex-3X-IRS-1-PTB275.........ccccvvveeeeeee. 159
Abbildung 10.5.: Plasmidkarte und NukleotidsequalszZFASTA-File des kodierenden Bereiches
von GST-TS-IRS-1 aus dem Vektor pAC-G2T-TS-IRS=Leeeccooeiiiiiiiiiiiiie 160
Abbildung 10.6.: Plasmidkarte und NukleotidsequalsZ~ASTA-File des Klonierungsbereiches
vOoN Pet-NTHIS-TYrtide-TS-CTCYS. ... 6L
Abbildung 10.7.: Reinigungsdokumentation der IRKD............cccuviiiiiiieiiiiiiiiiecee e 161
Abbildung 10.8.: Reinigungsdokumentation der GSTHBEAC ..........ccceeviiiiiiiiiiiiiiieeeeee 161
Abbildung 10.9.: Reinigungsdokumentation des HybBET-IRKD-IRS-1738...........ccceeeeeeeen.. 162
Abbildung 10.10.: Reinigungsdokumentation der TEpaBung von GST-TS-IGKC................. 163
Abbildung 10.11.: Reinigungsdokumentation von GIBRT75...........ccccvvviiviiiiiiiiiieieeeeeeeeees 163
Abbildung 10.12.: Reinigungsdokumentation von GIBPE3.........cccceviiiiiiieeeeiiiine e 164
Abbildung 10.13.: Reinigungsdokumentation von GIBB74A............ovvvvevveveevevvveniiinnnnns 164
Abbildung 10.14.: Reinigungsdokumentation von G&T313y. ........cccvviiiiveeeeeiiiiiiiiiieeeee 165
Abbildung 10.15.: Reinigungsdokumentation von GIBB70 .........cccooiiiriiiiiiiiiieieeeeeeeenes 165



Verzeichnisse

Abbildung 10.16.: Reinigungsdokumentation von GEFNT. ..........ccccccvviviiiiieiiiiiiieeieenn, 166
Abbildung 10.17.: Reinigungsdokumentation von GIBB74A. ......ccooovvvvvvvveevieieeeeiiiniinnnnns 166
Abbildung 10.18.: Reinigungsdokumentation von Hystile-SPeptid-rCys............ccccoeeinenes 167
Abbildung 10.19.: Reinigungsdokumentation von HIEBR63-SPeptid-rCys............ccceevvvvvvvnnnnn. 167
Abbildung 10.20.: Dokumentation des ersten Ala-Sqaiehe Kapitel 5.4.3) ........oevvvvviinnnnnn 168
Abbildung 10.21.: 1D PASA des ersten Alanin-Scaishe Kapitel 5.4.3) aller PTB-Mutanten
NACH 30 MIN.. e e e e e e e e e e e e e e rneeees 168
Abbildung 10.22.: 1D PASA des zweiten Alanin-SCans...........cccceeeeiiiieeeeeeieeeeeeieinnn 169
Abbildung 10.23.: A) Zeitabhangige Autophosphomigg von verschiedenen Activation-Loop-
IMIUBBINEEIN. ...t st ettt e e e et ettt bbb s e e e e e e e eaneenneaeeeeennnnes 169

Abbildung 10.24.: Vergleich der Initialgeschwindagten von GST-TS-IGEC (grtin) und
GST-TS-IGFAC Phe (rot) fur steigende Konzentrationen von GSFbBD—A . .170

Tabellenverzeichnis

Tabelle 3.1.: Zusammenfassung von Serin-/Threonagen die IRS-1 phosphorylieren kdnnen. .26
Tabelle 5.1.: Prozentuale Phosphat-Verteilung &iethzelnen Aminosauren der untersuchten

PTB Mutanten des ersten Alanin-SCanS.......ccccceeeeeeiieeeiiiiiiiiiiiieee e eiieees 64
Tabelle 5.2.: Prozentuale Phosphat-Verteilung &auitthzelnen Aminosauren der untersuchten

PTB Mutanten des zweiten Alanin-SCans.......ccccccceeeeeieiiieiiiiiieee e 66
Tabelle 5.3.: Ubersicht der Peptide die durch eBeDN-Verdau von GST-PTB275 erwartet

L= (0 =T o R 73
Tabelle 6.1.: Eigenschaften der moglichen dualeteifr Kinasen nach Lindberg et al. (TIBS

S 1S ) | 1 SRR 88
Tabelle 6.2.: Vergleich der maximalen Initialgesahdigkeiten der GST-TS-IGKC Kinasen flr

verschiedene SUDSLIate............coooi oo et 99
Tabelle 8.1.: Zusammensetzung der verwendeten TterthSammelgele.................cceoee. 140.
Tabelle 8.2.: Zusammensetzung der verwendeten Tr8pacer und Sammelgele....................... 141
Tabelle 8.3.: Zusammensetzung des Trenn- und Sagefadiir die native PAGE....................... 141

Vi



Verzeichnisse

Abkirzungsverzeichnis

A o oto | K
ACNPV ..o, Escherichia coli T T
Autographa Ca"fornica Nuc|eaEDTA .......... e RSIETIRII RRTLRTLEL B Kap|te|
Polyhydrosis Virus Ethylendiamintetraessigsaure kDa..................ccccceeeeeeeenenerees
Al e EGFR. o, Kilodalton
Alanin Epidermal growth factor L
APS. ..ot Rezeptor LIRK. .
Ammoniumpersu|fat EGTA. e IOS'lChe |nSU|inrezept0rkinase
AT Ethylenglykol- M
Arginin bis(aminoethylether)-N,N'- mA
N I P Tetraessigsaure A s
e | Milliampere
Adenos|ntr|phosphat etal..... I FRILIIIR IO IEE IR TER IR MAPK
ot aliter Ko .
B = Mitogen activatated Protein
BCIP . Kinase
5-Brom-4-Chlor-3- FPLC...covvsviinininiinnnnns s s 1001 TR
Indolylphosphat Fast performance Liquid Minute
BSA. . e Chromatography MING.ee oo
Rinderserumalbumin G mindestens
DZW.ei GEF... e mhoo
beziehungsweise Guanin-Nukleotid- Milliliter
C Austauchfaktor 11101 OO
- TSRS GlUueiii Millimeter
Circa Glutamat MV
vt GlY o, Millimolar
Curie Glycin MOttt
CPMeeeeeeeteeee e, GST.......... SRR Millipore Wasser
counts per minute, Zahlimpuls ~ Glutathion-S-Transferase
pro Minute H NI V0 11
CSKevrevieeaeiiaenn, e HIS........-.... ...................................... nerve growth factor receptor
Src am C-Terminus Histidin P
phosphorylierende Kinase HPLC....ooe s E AGE
O R High Pressure Liquid Polyacrylam|d """""""""""""""
C-terminale Doméne Chromatography Gelelektrophorese
Gy s ! PASA oo
CyStE‘ln IGF s Phosphoaminoséureanah/se
D insulin like growth factor PBS. ..ttt
d.h........... SRR LI ILLR I I IR......... Seereanenessnnasteninennnne e i phosphate buffered Sa"ne
das heif3t Insulinrezeptor PDGFR....cotivieeeeeeeeeeeeeee e
DA ]RKD ....................... P|ate|et_derived growth factor
Dalton Insulinrezeptor-Kinasedoméane Rezeptor
Dab...coveiieeiieee IRR e PDKLooooooe oo
Death-Associated Protein insulin-related-Rezeptor Phosphatidylinositol- dependent
DMSO.... e RS- e kinase-1
Dimethylsulfoxid Insulinrezeptor-Substrat-1 = pH..............cccocoeiiieeee e,
DINA . e TR e potentium hydrogenii
Desoxiribonucleinsaure Interleukin-2-Tyrosinkinase  PH..............ccccoveeeeeeeeee e,
DOK..ooveeieeeiiiieeieee, SRR IR Q Pleckstin homo|ogy
downstream of tyrosine KINASEFNK1...............cocoevvveeeeeere PRE. e
DTT ................................... c-Jun N_terminaj Protein Pheny|a|anin
Dithiothreitol Kinase =S
E anorganisches Phosphat

vii



Verzeichnisse

Tris-(Hydroxymethyl)-
aminomethan

------- volume/volume, ml Volumen in

100ml Gesamtvolumen

weight/volume, g Substanz in

........ 100 ml Gesamtvolumen

[ T SRR Rezeptor-Tyrosinkinase
Phosphatidylinositol-3-Kinase S

PIP3. . SOK Lo
Phosphatidyl-Inositol-3,4,5- Protein S6 Kinase 1
Triphosphat SDS. e

PKA.....c.co il SRIEIIIIE RIS Natriumdodecy|su|fat
CAMP-abhangige Proteinkinasgec....................c.cccocovevevrreceseeene.
A Sekunde

PKB/AKL ..o eS8,
Proteinkinase B Serin

PMOL.oiiiii 53 1 TR
picomol Spodoptera frugiperda

PMSF.. ..o, SH o
Phenylmethylsulfonylfluorid src homology domain

Pro.. e SNC. e
Prolin sh2-containing protein

pS .................... IR TR e Shp _________________________________________
Phosphoserin Src Homolog 2 domain

PSKooioiiie e containing phosphatase
Serin/Threonin-Kinasen SIRP...oiiieieieereeee e,

pT ....................... Signa| related proteins
Phosphothreonin T

PTB..coieieennn. SRRRIRRILLLLLLLLLLIEEEE REE Sogenannt
Phosphotyrosinbindende  Sos...........cc.cocoveieieieiiieees,
Domane Son of Sevenless

PTK i SFC e,
Protein-Tyrosin-Kinasen Rous Sarcoma Virus

PVDF......o o T
Polyvinyldifluorid TBS

pY........................ ........................... Tris Buffered Saline
Phosphotyrosin L=V 1= 0 W

R N,N, NN

RET. e Tetramethy]ethy]diamin
Referenz L=V

mm.......... IR TER IR TR I TE Tobacco Etch Virus
revolutions per minute THF e

R Threonin
Raumtemperatur TNFR oot

RTK e, tumor necrosis factor receptor

viii



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Insulinrezeptor (IR) und der nah verwandtsulin-like growth factor-1 receptor

(IGF-1R) sind Mitglieder der Familie der transmeanristandigen Rezeptortyrosinkinasen.
Nach Stimulation durch Insulin zeigt der IR in deatophosphorylierung eine duale
Aktivitdt, d.h. Phosphorylierung von Tyrosin- underBiresten. Wird die l6sliche

Insulinrezeptorkinase als dimeres GST-Fusionsprogeprimiert, so zeigt diese Kinase
auch in der Autophosphorylierung duale Aktivitaudlke Substratphosphorylierung durch
IR bzw. IGF-1R konnte nur beobachtet werden, wemm Rhosphorylierungsansatz

Poly-Lysin als ,Vernetzer” in aquimolaren Konzetitaen vorlag.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungem Kinase-Substratkomplexen auf
die Spezifitat von Kinasen und auf nachgeschaltEféektoren untersucht. Als
Modellsubstrat wurde die Phosphotyrosin-bindendeméxe (PTB) des humanen
Insulinrezeptorsubstrats (IRS-1) verwendet. Die HI@nane weist sowohl die
Eigenschaften eines ,Vernetzers* auf, ist jedo@icfizeitig ein geeignetes Substrat fur die
Kinasen des IR und IGF-1R. Dazu wurden verschieddamganten der PTB-Doméne
kloniert, gereinigt und in Kinase-Assays eingesefds Modellenzyme wurden die
l6sliche, dimere GST-getagte Kinasedomane des IBkerwendet, sowie eine Mutante
dieser Kinase, in der die PTB-Bindung durch Sulstitin des essenziellen TyroSthstark

abgeschwacht ist.

Es konnte gezeigt werden, dass Kinase und Sulestiert stabilen Komplex eingehen. Auf
nachgeschaltete Effektorkinasen hat dieser Prateipkex weitreichende Auswirkungen.
Eine Effektorkinase auf3erhalb des Signalosoms eeigt geringe katalytische Effizienz
fur das Substrat im Signalosom.

Kinase und Substrat bilden 1:1-Komplexe, sodase ginasi“-intramolekulare Reaktion
stattfindet. Somit unterliegt der Mechanismus debs&atphosphorylierung im Komplex

keiner Michaelis-Menten-Kinetik.

Durch den Kinase-Substrat-Komplex wird nicht nue diktivitat der komplexierten
Tyrosinkinase  gesteigert, sondern  dariber hinausre ihSpezifititt von
Tyrosinphosphorylierung auf Serin- und Threoninghasylierung erweitert. Wird die

Komplexbildung auf Seite der Kinase oder des Sabstpertubiert, so konnte keine
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Phosphorylierung des Substrats mehr beobachteewerd

Aufgrund dieser Ergebnisse wird ein Modell der Kespezifitat postuliert, das zwischen
der Proteinbindung Uber ,Docking“-Doménen und dendBng von Substraten im
katalytischen Zentrum unterscheidet. Dieses Modeiklart die Spezifitat von
Tyrosinkinasen: Einer Kinase wird fir jeden Phosplakzeptor im Substratprotein eine
Praferenz zugeordnet, unabhangig davon, ob esusichin Tyrosin, Threonin oder Serin
handelt. Diese Praferenz wird durch die Eigendehafles Kinase-Substrat-Komplexes
bestimmt. Hier ist die Aufenthaltsdauer des ,DogkiRroteins im Komplex mit der

Kinase, sowie die Flexibilitdt der zu phosphorydieden Aminosaurereste, entscheidend.



Abstract

2 Abstract

The insulin receptor (IR) and the closely relateduiin-like growth factor receptor
(IGF-1R) are members of the transmembrane recepyimsine kinase family. IR
autophosphorylation after insulin stimulation regedual activity, that is, phosphorylation
of both tyrosine and serine residues. Insulin reaeginase, if expressed as a soluble,
dimeric GST-fusion protein, also displays dual\agtiduring autophosphorylation. Dual
substrate phosphorylation by IR or IGF-1R was dettonly with a polylysine linker

present in equimolar concentrations.

In this thesis, the effects of kinase-substrateqleres on the dual specificity of kinases
and on downstream effectors were analyzed. Thepblodgrosine binding domain (PTB)
of the insulin receptor substrate-1 (IRS-1) waslusea model substrate. PTB functions as
both a linker and a suitable substrate for the dendomain of the IR and the IGF-1R.
Therefore, different variants of the PTB where eldnpurified and analyzed in kinase
assays. The soluble, dimeric GST-fused kinase doofahe IGF-1R was used as a model
enzyme, as well as a mutant of this kinase in whRtFB binding is impaired by

substitution of the essential tyrosine 950.

A stable complex formation between kinase and satestcould be demonstrated. This
complex has extensive impact on downstream effdat@ses. An effector kinase beyond
the signalosome shows only marginal catalytic @&gtitowards the substrate at the

signalosome.

Kinase and substrate form a 1:1 complex, so thdtguasi’-intramolecular reaction
appeared. Therefore, the mechanism of substratgppboylation within this complex does

not comply with Michaelis Menten kinetics.

Complex formation between kinase and substrateonyt increases kinase activity but
also extends kinase specificity from tyrosine plhasplation to serine- and threonine
phosphorylation. Perturbation of complex format@mnthe part of either the kinase or the

substrate resulted in a total loss of substratspiharylation.

Based on these results, a model for kinase spiggife postulated which distinguishes
between protein binding by docking sites and bigdh substrate amino acid residues to

the catalytic cleft. This model explains the speityf of tyrosine kinases: the kinase
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exhibits a distinct preference for every phosphandeptor within the substrate, regardless
of this residue being a tyrosine-, threonine-, erire residue. This preference is

determined by the characteristics of the kinasestsate-complex, particularly the duration

of the binding of the docking substrate in complas, well as the flexibility of the

phosphoryl acceptor residues.
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3 Einleitung

3.1 Allgemeine Einfihrung

Protein-Protein-Wechselwirkungen sind essenzielidié Bildung von zellularen, makro-
molekularen Strukturen. Ein zentraler Aspekt igrbei die Bildung von enzymatischen
Komplexen, welche die Regulation und den Metabalismer Zelle bestimméh Es wird
geschatzt, dass jedes zellulare Protein im Durctigaiit bis zu 10 Partnern interagiert.
Ein primarer Mechanismus dieser Signaltransduktion Zellen ist hierbei die
Phosphorylierung von Proteinen durch den TransérydPhosphatgruppe von ATP auf
-OH-, -SH oder -N Gruppen von Aminosaureresten. Rieersible Ubertragung von
Phosphatresten spielt eine entscheidende Rolledi@r Zellkommunikation und das
Uberleben der Zelle. Unkontrollierte Phosphoryliggukann die Ursache oder die
Konsequenz von Erkrankungen wie Diabetes mellitustebs oder diverser
Immunerkrankungen séth Dieser Phosphat Transfer wird durch eine groRgp@ von
Enzymen, den Proteinkinasen, gewahrleistet. Darti@esus wird die Wichtigkeit der
Proteinphosphorylierung in der eukaryotischen Sigmatragung dadurch bestatigt, dass
Proteinkinasen ungefahr 2% des gesamten Genomsaahsil. Die Sequenzierung des
menschlichen Genoms hat mindestens 500 verschie#@mesen ausgewiesen, die,
aufgrund ihrer strukturellen Ubereinstimmungen, etwa 20 Unterfamilien eingeteilt
werden konnéfl. Die Familie der Proteinkinasen wurde lange Zaitzivei Klassen
eingeteilt: Protein-Serin/Threonin-Kinasen (PSKig dntsprechend spezifisch fir Serin-
und/oder Threoninreste sind, und Protein-Tyrosina§en (PTK), die Tyrosinreste in
Proteinen phosphorylieren. Durch die Entdeckung metreren Proteinkinasen, die fahig
sind, sowohl sich selbst als auch Substrate ansiyresten und Serin-/Threoninresten zu
phosphorylieren, wurde eine dritte Kinase-Klasse Ri®teinkinasen postuliert: Kinasen

mit dualer Spezifit&t.

AuRere Signale werden durch Botenstoffe wie Hormomeurotransmitter und
Wachstumsfaktoren an die jeweiligen zellularen I&tmen Ubermittelt. Diese kdnnen
elekrophysiologisch  durch  Potentialanderung an Meamén, sterisch durch
Strukturverdnderungen oder chemisch durch postaiosale Modifikationen der
beteiligten Signalmolekile in das Innere der Zelleitergeleitet werden, wo sie

biochemisch verarbeitet werden. Wichtige Komponenteder intrazellularen
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Signaltransduktion sind GTPasen, Adaptermolekuleroteihphosphatasen und
Proteinkinasen. Phosphorylierung von Proteinen kansterischen und elektrostatischen
Effekten  fuhren, welche die Struktur, die zellulard_okalisation oder
Bindungseigenschaften verandert. Uber die Strukté@mnderung kann sich auch die
enzymatische Aktivitat oder die subzellulare Lokation verandern. Weiterhin kénnen
neue Bindungssteller@cking Sitesflir aktivierende oder inhibitorische Bindungspart
entstehen oder verloren gefferDie wichtige Rolle reversibler Phosphorylierungrde
schon fiir viele Signaltransduktionswege gezéfyt

Wie spezifische Substrat Erkennung bei einer Myiaoin Proteinkinasen erreicht wird, ist
bis heute nicht vollstéandig verstanden. Jedoch ksgnahe, dass die Determinanten fur

diese Spezifitat auBerhalb der eigentlichen Phagplaungsstelle liegen mussén

3.2 Kinasen und ihre Funktion

Auf der Basis der Sequenz und Struktur bilden eudtesche Proteinkinasen eine nah
verwandte Super-Familie. Diese unterscheiden sichden Histidinkinasen und anderen
Phosphoryltransferasen. Alle eukaryotischen Prkteasen katalysieren dieselbe
Reaktion, den Transfer dgsPhosphats (Phosphorylrest) von ATP an die Hydgrxppe
von Serin, Threonin oder Tyrosin. Da die Klasse dakaryotischen Proteinkinasen,
welche mehreren hundert Mitglieder zahlt, dasskHialytische Gerlst aufweist, hat sich
eine Anzahl von sehr verschiedenen, regulatorischethanismen entwickelt. Dies
erlaubt Kinasen, in der Funktion individuell zursdim Grundzustand sind Proteinkinasen
in der Regel inaktiv und die Akquisition der kateédghen Aktivitat wird oftmals erst nach
einer mehrstufigen Kontrolle erreicht. Die Reicheedieser Kontrolle geht von der
Bindung allosterischer Effektoren bis zur Anderumgier subzellularen Lokalisation des
Enzyms. Proteinkinasen stellen molekulare Schalter die zumindest zwei extreme
Konformationen einnehmen kdnnen: einen ,An* -Zusdtanit maximaler Aktivitdt und

einen ,Aus" -Zustand, der minimal aktiv ist.

PSKs stellen die bei weitem am besten untersuclassk der Proteinkinasen dar. Das am
besten dokumentierte Modell fur eine Kinase die3gps ist die cAMP-abhéngige
Proteinkinase A (PKA). Die PKA war zudem die er$imase, deren Kristallstruktur

veroffentlicht wurd€. Die PKA besitzt eine zweilappige Struktur, einkleineren,
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vornehmlich ausB-Faltblattern aufgebauten N-terminalen Lappen uimgre grol3eren,
C-terminalen Lappen, der Uberwiegea¢helikal aufgebaut ist. Im Spalt zwischen den
zwei Bereichen der Kinase befinden sich sowohl 8igbstrat- als auch die ATP-
Bindestelle. Untersuchungen zur Regulation diesease erbrachten Beweise dafur, dass
die Phosphorylierung des Threortifidiir die Aktivierung der Kinase verantwortlich ist,

und des Weiteren die Erkennung der regulatoristhdareinheit ermdéglicht.

Die Src-Kinase stellt den ersten Vertreter einemo3inkinase dar, welche charakterisiert
wurde. Kinasen aus der Src-Familie sind unter arden die Signalkaskade von T-Zellen
involviert. Entdeckt wurde die Src-Kinase beiRous Sarcoma/irus. Kinasen dieser
Klasse bestehen aus funf Untereinheiten, wobeKthase-Doméane als SH-1 bezeichnet
wird. N-terminal davon befindet sich eine SH2-Dom&anSrc-homology, die
Phosphotyrosine erkennen und binden kann, gefolyt einer SH3-Doméne, die
prolinreiche  Sequenzen erkennt. Der N-terminale eBbr der fur die
Membranverankerung verantwortlich ist, ist selmsierhalb der Src-Kinasefamilie sehr
divergent. C-terminal von SH1 befindet sich das ulaprische Tyrosii’. Nach
Phosphorylierung durch die Csk (Src am C-Termirhssphorylierende Kinase) fiihrt dies
zur Abschaltung der Kinasefunktion der Src, da é@sder Protein eigenen SH2-Doméane
interagiert. Dabei ist zu beachten, dass die seigie Umgebung des Tyros nicht
optimal fur die Erkennung durch SH2 ist und es $eh dieser Bindung, um schwache
Wechselwirkungen handelt.

Ein klassisches Beispiel fur eine Kinase mit du@eezifitat ist die MEK-Kinase. Die
MEK stellt eines der wichtigsten Komponenten inmadioh des evolutionar hoch
konservierten MAP-Kinaseweg dar. Sie wird selbstdweine Serinkinase phosphoryliert
und damit aktiviert. Die MEK phosphoryliert und @iert nun ihrerseits die MAPK-
Kinase sowohl an Tyrosift als auch an Threonffi in der Aktivierungsschleifé. Die
Struktur der MEK1 und MEK2 wurden 2004 aufgeklanduahnelt in ihrem Aufbau der
Faltung der PKA.

3.2.1 Topologie der Rezeptortyrosinkinasen
Rezeptortyrosinkinasen (im Folgenden als RTK béwet) stellen neben den PTKs die

grofdte Enzymfamilie dar. Es handelt sich dabei tamsmembrane Glykoproteine, welche
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zur Uberfamilie der Wachstumsfaktorrezeptoren gehonhre Aufgabe besteht darin,
extrazellulare Signale durch die Membran in dasoghtsma zu leiten. Prominente
Mitglieder der Familie der RTKs sind dersulin receptor(IR), derinsulin-like growth
factor-1 receptor(IGF-1R), derepidermal growth factor receptofEGFR), derplated-
derived growth factor receptofPDGFR) und denerve growth factor receptofNGFR/
Trk)®*. Die Struktur all dieser Rezeptoren ist sehr @hili Der Wachstumsfaktor bindet
an die Hormonbindedoméne im extrazellularen Beredie Unterschiede im Aufbau
dieser Domane bestimmen die Spezifitdt gegenubarldganden. Der hormonbindende,
extrazellulare Teil des Rezeptors wird Uber eindrelicalen, transmembranen Bereich mit
dem intrazellularen Teil des Rezeptors verbundeaa. ZYtoplasmatische Bereich, welcher
die Phosphoryltransferaseaktivitat tragt, wird imeeJuxtamembran-, eine C-terminale und
eine hoch konservierte Kinasedomane unterteilt. Spezifitat fur signalweiterleitende
Adapterproteine wird durch Unterschiede im Juxtamm@mbereich und in der C-
terminalen Doméane garantiert. Die meisten RTKs diest aus einer einzelnen
Polypeptidkette und liegen ohne Ligand in monom&wm in der Zellmembran vor (z.B.
EGFR). Nur die Mitglieder der IR-Familie (IR und F&LR) existieren dagegen bereits als
kovalente Dimere. Um die Signaltransduktionswege Rezeptorkinasen zu untersuchen,
ist deren l6sliche Intrazellulardomanen ein geeigmeviodelf?, da Holorezeptoren, im
Gegensatz zu Intrazellulardoméanen, gentechnisciveschu generieren und zu reinigen

sind.

Mit der Auflosung der PKA wurde die erste dreidisienale Struktur einer Proteinkinase
gezeigt®*® . Hubbardet al. stellte mit der Auflosung der Kristallstruktur déslichen

Insulinrezeptorkinasedomane (IRKD) erstmalig dieul&ur einer Rezeptortyrosinkinase
vor. Durch diese und weitere Kristallstrukturen \Rrmoteinkinasen konnte gezeigt werden,
dass die katalytischen Domanen eine groRe Homokgiweisen, unabhangig davon, ob

es sich um Tyrosin- oder Serin/ Threoninkinaserdbln
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Abbildung 3.1.: Schematischer Aufbau der Kinasedomdine einer Proteinkinase in aktiver Form mit
gebundenem Substrat.

Der katalytische Transfer des y -Phosphats des ATP auf ein Proteinsubstrat wird durch den roten Pfeil
angedeutet. Alle wichtigen, bei der Katalyse beteiligten Reste, die entweder mit dem ATP oder dem Substrat
interagieren, sind in gelber Farbe hinterlegt. Sekunddrstrukturen, die an der Regulation der katalytischen
Aktivitét der Kinase beteiligt sind, sind in grauer Farbe gehalten. Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
HRD-Motiv, DFG-Motiv und der a-C-Helix sind als schwarze Pfeile dargestellt. Gestrichelte Linien zeigen
die wichtigen polaren Kontakte. Die Annotation erfolgte anhand der Aminoscduren der PKA (Abbildung
modifiziert nach Kornev et al., 2006)!'7

In Abbildung 3.1 (Ref'®) ist stellvertretend die Topologie der Kinasedomaier PKA
dargestellt. Die Kinasedomane weist einen zweiggapiAufbau auf. Der N-terminale
Bereich (N-lobe ist neben der charakteristischeiC-Helix (aC, gelb) aug-Faltblattern
aufgebaut und Uber eine Scharnierregibmdge region mit dem groRRereng-helicalen
C-terminalen Bereich verbunde&-(obg. In der katalytischen Spalte atalytic clef),

zwischen dem N-terminalen und C-terminalen Bergelegen, ist das aktive Zentrum der

Kinase lokalisiert.

Der N-terminale Bereich bildet dort eine hydrophdlasche, die den Adeninring des ATP
wahrend der Nukleotidbindung aufnimmt und stakdlisi Die Glycin-reiche Schleife
(glycin-rich loop griin) des N-terminalen Bereiches ragt in die ligatzhe Spalte hinein
und positioniert dag -Phosphat des ATP fur den Phosphoryltransferirisariantes Lysin
(VAIK-Motiv) koordiniert dabei die a- und p-Phosphorylgruppe des ATP und geht
gleichzeitig eine Salzbriicke mit dem hoch konsetsie Glutamat (GI}) der a-C-Helix
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(aC, gelb) ein. Dies gewdahrleistet die optimale Acisting desy -Phosphat¥’. Der
C-lobe der Kinase beinhaltet die katalytische Schleifatdlytic loop rot) mit der
katalytischen Base Aspartat (A% innerhalb des HRD-Motivs. Diese Base ist essdinzie
da sie den Cofaktor MY koordiniert und auBerdem fiir die Orientierung der
Hydroxylgruppe des Substrats beim Phosphat Transf@ntwortlich ist. Darauf folgt das
Motiv der Substraterkennungssequenz ((L)AARN). Daeh konservierte DFG-Motiv
kennzeichnet den Beginn der Aktivierungsschleifetiyation loop blau). Dieses Motiv
fungiert als Metallchelator, da das Aspartat (ASpdirekte Wechselwirkungen zu allen
drei Phosphaten des ATP, bzw. indirekt Giber deraktof Mg, eingeht. Das Phenylalanin
(Pheé®) bildet eine Interaktion mit dea-C-Helix (@C, gelb) aus und tragt somit zur
Stabilisierung der Salzbriicke bei. AuRerdem interages mit dem Histidin (Hi€") des
benachbarten HRD-Motivs der katalytischen Schleifdutationen in den hoch
konservierten Aminosauren kénnen zur Verminderuag kétalytischen Aktivitat fihren.
Dies kann bis hin zur vollstandigen katalytischeraktivitat reichen. So ist fur die
Substitution des Lysins eine starke Abnahme deag@aktivitat, die durch Veranderungen
der Struktur im aktiven Zentrum hervorgerufen wittekannt®. Ein Austausch der
katalytischen Base Aspartat fuhrt dazu, dass zwHP gebunden wird, aufgrund der
Disorientierung des Cofaktors Migaber nicht umgesetzt werden Kk&#An In der
Aktivierungsschleife befinden sich aufRerdem phospieobare Tyrosinreste, die bei
vielen RTKs eine wichtige Rolle spielen und zurleolAktivitat der Kinase beitragen. Der
IR und IGF-1R besitzen beispielsweise drei potédnplaosphorylierbare Tyrosinreste,

deren Phosphorylierung essenziell ist, um vollealkeaktivitat zu erhalten.

3.2.2 Unterschiede zwischen Ser/Thr-Kinasen und
Tyrosinkinasen

Alle bisher strukturell aufgeldsten Kinasen folgam PKA-Superfold Allein anhand der
aulBeren Struktur lassen sich Ser/Thr-Kinasen nignt Tyrosinkinasen und dualen
Kinasen unterscheiden. Jedoch gibt es im Bereistkdtalytischen Zentrums signifikante

Unterschiede in der Aminosauresequenz zwischeemli€smaseklassen.

Die primare Aminosauresequenz des Aktivierungsoemdreiner Kinase wird definiert als
Bestandteil desC-Lobeszwischen zwei konservierten Tripeptid-Motiven (DE@RPE)

und ist zwischen 20 und 35 Aminoséauren lang isheEAufzahlung der sekundaren
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Strukturelemente  vom N-Terminus zum C-Terminus, dsindie Magnesium

Bindungsschleife 39, die Aktivierungsschleife, und die P+1 Schleifgekie Abbildung
3.2A)%

Die P+1-Schleife wurde ursprunglich anhand derKdimuder PKA benannt. In der PKA
interagiert der P+1 Rest mit dem gebundenen Paptldior PKI und ist ein kritischer
Interaktionspartner zwischen Substrat und Kinaselefh wurden bis heute mehr Reste als

der P+1 Rest als Substratinteraktionskontakte schiedenen Kinasen strukturell
aufgelost 24,

A)

Catalytic
Loop

Mg2+-binding
Loop

oF

Activation
Loop

Ser/Thr-Kinase Tyrosinkinase-Kinase
Abbildung 3.2.: Schematische Darstellung der katédgthen Region von Kinasen.

A) Das Aktivierungssegment reicht vom konservidbgG-Motiv in der Magnesiumbindungsschleife bis
zum konservierten APE-Motiv in der P+1-SchleifebEmhaltett9 und die Aktivierungsschleife.
B)Ubersicht tiber die C-terminale Ankerregion von/Bar-Kinasen und Tyrosinkinasen. Die Annotation fii
die Ser/Thr-Kinase erfolgte nach CDK2. Fir die Tynégiase diente die IRK als Modell. Erlauterungen im
Text (Abbildungen nach Nolen, 200%)

Innerhalb dieser Region lassen sich fur die veesldmen Kinaseklassen signifikante
Unterschiede feststellen. Diese betreffen sowohl gé&terminalen Anker* als auch den
,C-terminalen Anker” der Aktivierungsschleife. D&-terminale Anker wird durch die
Magnesiumbindungstasche und @@aStrang gebildet. Dispositionierung des Aspaiitats
DFG-Motiv verhindert eine korrekte Ausrichtung deBhosphats vom ATP. Diese falsche
Positionierung macht es der Phosphorylase-KinasK)Peinem Vertreter der Ser/Thr-
Kinasen, moglich, sich an Tyrosin zu phosphoryhei@iese duale Spezifitat ist jedoch nur

dann moglich, wenn das groRere ¥Manstelle des Mg verwendet wirtf®.

Der C-terminale Anker beginnt in der Mitte der P3dhleife, reicht bis zutEF-Helix und

bildet eine kleine Helix aus. Diese Helix ist zwarallen Kinasen vorhanden, wird aber
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nur bei wenigen Kinasen als eigene Schleife inld@ratur annotiert. Der C-terminale
Anker ist in S/T-Kinasen identisch positioniert wire Tyrosinkinasen, wobei aber alle
Kinasen in diesem Bereich starke Sequenzunterselaigfiveisen. Diese Unterschiede sind
entscheidend fiir die unterschiedliche Substratfifigzin der RStelle der Kinaséf?.

Mg-Bindung AktivierungsschleifeP+1-Schleife Name Organismus
DFGVSGQ LI DSMANSF VG TRS PE MEKL (‘human)
DFGVSGQ LI DSMANSF VG TRSYNAPE MEK2 ( hunan)
DFA SGY LVDSVAKTMD AG CKPYNAPE VEK3 (human)
DFG SGQ LVDSI AKTRD AG CRPYNAPE MEK4  (human)
DFGSSCY EHQRVYTYI Q SRFYRAPE DYRK (human)
DFGVAG EVQTEGMIPE TG TY APE STY (Peanut)
DFGLARL YNECEASEDEHL | R TSRYLAPE Nt DSK1( Tabacco)
DFGMIRD | YETDYYRKGGKG.L RV APE | RKD (human)
DFGMITRD | YETDYYRKGEKG.L BV APE | GFI ( human)
DFGLAKL LGAEEKEYHAEGGKY PI ALE EGF (human)
DFG.CKE G SDGATMKTF CG TPEYEAPE PKB (human)
DFG-SCQ LDPGEKLREV CG TPSYEAPE PHK (human)

Abbildung 3.3.: Sequenzvergleich des Aktivierunggsents von dualen Kinasen mit Tyrosinkinasen und
Ser/Thr-Kinasen

In jeder Kinaseklasse formt der C-terminale Ankes dSubstratbindungsinterface. In
Ser/Thr-Kinasen beginnt es am konservierten Seder orhreoninrest, welches die
P+1-Schleife mit der Aktivierungsschleife verbindet Tyrosinkinasen ist der aquivalente
Rest ein konserviertes Prolin, welches mit der Blygnppe des zu phosphorylierenden
Tyrosins interagiert (Abbildung 3.3). In den memstiualen Kinasen, wie zum Beispiel den
humanen MEK1 und MEKZ2, befindet sich dort ein Thmao Damit wirden duale Kinasen
zur Klasse der Ser/Thr-Kinasen zahlen. Jedochegilstuch hier Unterschiede. Die humane
MEK3 und MEK4 haben an dieser Position ein Cyst€lgstein ist zwar einem Serin
strukturell &hnlich, jedoch lassen sich diese Kemaanhand der Literatur weder in die
Klasse der Tyrosinkinasen noch der Ser/Thr-Kinaseteilen.

In der PKA bildet das Phosphothreonin in der Aldivingsschleife zum Arginin in der
katalytischen Schleife eine stabilisierende Wass#bslicke aus. Wohingegen das
Phosphotyrosin in der Aktivierungsschletfer IRKD parallel zum entsprechenden Arginin
liegt und keine Wasserstoffbriicken ausblfd&t Weitere Unterschiede zwischen

Ser/Thr-Kinasen und Tyrosinkinasen liegen in dernféomation des Arginins im
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RD-Motiv in der katalytischen Schleife. In beidem&seklassen wird der aktive Zustand
dadurch charakterisiert, dass das Arginin mit desieSstoffatom der Carboxylgruppe
eines Aminosaurerestes in der Magnesiumbindundstasine Wasserstoffbriicke eingeht
(Abbildung 3.2B). In Ser/Thr-Kinasen ist d&sStickstoffatom der Guanidiniumgruppe der
Protonendonor, wohingegen es in Tyrosinkinasen daStickstoffatom ist. Das
katalytische Aspartat stellt ein weiteres charagtische Merkmal der beiden Kinase-
Klassen dar. Dieser Rest bildet in beiden Kinasslda Kontakte zur Phosphatgruppe aus.
Jedoch hat die Seitengruppe eine unterschiedlicheehudg, so dass die

Wasserstoffbriicken in beiden Klassen auf zwei soteedlichen Seiten stehen.

Uber duale Kinasen ist bisher wenig bekannt. Slerfaanhand eines Sequenzvergleiches
in die Klasse der Ser/Thr-Kinasen. Die Auflésung deeidimensionalen Struktur der
humanen MEK-Kinase mit einem Inhibitor erbringt efadls keine Aufschliisse auf die

spezielle Funktionsweise dieser Kinad&én

3.3 Die Familie der Insulinrezeptorkinasen

Die Familie der Insulinrezeptorkinasen zeichneh sladurch aus, dass diese, anders als
andere RTKs, auch ohne Hormonbindung an die edluére Domane als Dimer in der
Membran vorliegen. Dieses Dimer allein fuhrt abahtzur katalytischen Aktivitat der
intrazellularen Kinasedomanen und ist plé-dimerisierter Zustand zu verstehen. Der
IGF-1-Rezeptor ist dem Insulinrezeptor sowohl sl als auch sequenziell nahe
verwandt. Die Homologie zwischen IR und IGF-1R {fiexyvischen 45-65 % in der
Ligandenbindungsdoméne, bzw. 60-85 % in den inliddeen Domaned™,

Sowohl der Insulinrezeptor als auch der nah vertearlGF-1-Rezeptor werden als
einzelstrangige Pre-Propeptide mit einem 30 Amincs@ groRem Signalpeptid
synthetisiert. Dieses wird nach der Translationespglten. Das jeweilige Propeptid wird
anschlieend glykosiliert, dimerisiert und zum Gdlgnsportiert. Dort wird es in die
o- und B- Untereinheit gespalltéfl. Diese Untereinheiten, verlinkt iber Disulfidbréok
bilden in beiden Rezeptoren ein Heterotetramepf{p—a), das dann zur Plasmamembran
transportiert wiri. Es konnte gezeigt werden, dass die N-Glycosiligrootwendig fiir
die Translokation zur Zelloberflachist®****. Der ausgereifte und an die Zellmembran

gebundene Holorezeptor besteht aus zwei 130-135 gi®en a-Ketten und zwei
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90-95 kDa groRRef-Ketten, die Uben-o unda-B Disulfidbricken miteinander verknipft
sind. Die a-Untereinheiten liegen ganzlich extrazellular vomdu bilden die

Ligandenbindungsdomane; pro Rezeptor wird ein Ldggebunden.

Die Gesamtstruktur der Kinasedomane ist der voriTBeKinasen sehr ahnli€fl (siehe
Kapitel 3.2.1). Sie folgen beide deRKA-Superfoldmit kleiner N-terminaler Domaéne,
groBer C-terminaler Domane und dem aktiven Zentruwischen diesen beiden Domaéanen.
Die Aktivierungsschleife sowohl der Kinase des IGR-als auch des IR beinhaltet drei
Tyrosinphosphorylierungsstellen (Tyrosin€™, Y***und Y***im IGF-1R, bzw. Tyrosine
YR Y0 yund Y™ im IR). In der unphosphorylierten Kinase blockiedie
Aktivierungsschleife sowohl die ATP-Bindungstasalex N-terminalen Doméne als auch

die katalytische Schleife der C-terminalen Domaéane.

Das Modell, das sich fur die Rezeptoraktivierungabéért hat, basiert auf der
Dimerisierung der Kinase mit anschlieBendeffirangphosphorylierung  der
Aktivierungsschleife. Dieser Prozess wird als Atmogphorylierung bezeichnet und
Uberfuhrt die Rezeptorkinase von einer Kinase ragater Aktivitat in eine Kinase mit
hoher Aktivitat®®. Insgesamt werden auRer den drei Tyrosinen ir\kevierungsschleife

noch weitere Tyrosine im C-Terminus phosphoryfieif. Des Weiteren werden
Tyrosinreste im Juxtamembranbereich phosphoryli2gigs schlie3t die Phosphorylierung
des Tyrosin Y*° beim IGF-1R, bzw. ¥°im IR, mit ein, welches fiir die Ausbildung von

Signalkomplexen fur die weitere Signaltransduk&ame entscheidende Rolle spielt.

Aus der Rontgenstruktur erklart sich die Funktiogider RTKs als eine fur Tyrosin
spezifische Kinas®. Dennoch wurde in unserer Arbeitsgruppe nicht fiar den
Insulinrezeptor eine duale Kinase-Aktivitat nach@g=en, sondern auch fir die l6sliche
Insulin Rezeptor Kinase Doméne (=LIRK) und fur Himase des IGF-1-Rezeptors. Unter
bestimmten experimentellen Bedingungen, wie deraBagvon Poly-Lysin, autophos-
phoryliert sich die Kinase des IR an den Serinres&” und $°*, welche durch
Sequenzierung identifiziert wurd&h Die Bedingungen, unter denen auch in Substraten
duale Phosphorylierung beobachtet wurden, wurdendém Folgezeit in unserer
Arbeitsgruppe weiter untersuéfit’. Eine Verunreinigung durch assoziierte Serinkinase
konnte bei diesen Experimenten nahezu ausgeschloseeden. Nachfolgend konnte

durch die Klonierung und Expression von GST-Kinagaterstrichen werden, dass durch
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die kunstliche Dimerisierung Kinasen aktiviert wend und duale Aktivitat in der
Autophosphorylierung erlangéh Weder die verfiigbaren RoOntgenstrukturdaten des

Insulinrezeptor&*?

noch die des verwandten IGF-Rezeptors, der alsoRsrotein
ebenfalls duale Aktivitat aufwel§t*®, geben Hinweise darauf, wie der Mechanismus

dualer Kinasen zu verstehen ist.

Trotz einem unterschiedlichen Aufbau der Rezeptasen unterliegen alle einem
vergleichbaren Aktivierungsmechanismus, der geheneé Dimerisierung des Rezeptors
erfordert. Die Rezeptoren der Insulinrezeptorfamilinterscheiden sich jedoch von
anderen Wachstumsrezeptoren wie EGF und PBGFAIs Kinase der

Insulinrezeptorklasse rekrutiert der Insulinrezepseine Effektorproteine Uber neun
potentielle Substrate, die aldockingProteine von ihm an multiplen Tyrosinresten
phosphoryliert werden. Im Gegensatz dazu rekrutieals weitere Rezeptorklasse der
EGF- und PDGF-Rezeptor Signalproteine Uber Autophogylierungsstellen in den

zytoplasmatischen Kinasedomanen.

3.4 Unterschiede zwischen IR und IGF-1R

Zwischen den Rezeptoren IR und IGF-1R besteht sbstalikturell als auch sequenziell
starke Homologie. Dennoch Uben die beiden Rezaptioré&Saugetieren unterschiedliche
biologische Funktionen alf Der IR spielt eine zentrale Rolle im Glukose Metismus,
der IGF-IR hingegen ubt seine Funktion in der Waainsregulation aus. Eine wichtige
Grundlage dieser unterschiedlichen Funktion istuheerschiedliche zellulare Verteilung
der Rezeptoren. Der IR wird nur im Leber-, Muskehd Fettgewebe in groler Menge
exprimiert, der IGF-1R hingegen in fast allen Geab*®. Des Weiteren haben beide
Rezeptoren unterschiedliche Affinitaiten zu den bhdgn, bzw. zu den Signal
weiterleitenden Substraten. In Zellen, die beidedReoren expremieren, gibt es einen
Anteil an Hybridrezeptoren, die ein Dimer aus einBaF-R Monomer und einem IR
Monomer bildeff®*?. Die Mdoglichkeit zur Heterodimerisierung beruhtf aler hohen
Homologie zwischen den Rezeptoren. Die Hybridrezept binden hauptsachlich den
Liganden IGF-I; die Affinitat zu Insulin ist gerifg®",

3.5 Substrate und Signalwege des IGF-1R
Die Hormonbindung an den Rezeptor flhrt zu einertiidrung verschiedenster

15



Einleitung

Signalwege. Durch die Autophosphorylierung des BRw. IGF-1R, an Tyrosin- und

Serinresten werden verschiedene BindungsstellenAtlapterproteine geschaffen. So
konnen Proteine, welche eine Phosphotyrosin-binel@amane (PTB Doméane) enthalten,
uber das Erkennungsmotiv (NPxpY) an den Rezeptatdsr?. Die bevorzugten Substrate
dieser Rezeptoren werden historisch nach ihrergk&hij an den IR zu binden, als
Insulinrezeptorsubstrate (IRS) bezeichnet. Sielgeni alle Uber eine den IR bindende
PTB-Doméane und eine N-terminal gelegeR&ckstrin-homology(PH)-Doméne. Die

PH-Doméane ermdglicht die zellulare Lokalisation IBYS-Proteinen an der Zellmembran,
da sie mit verschiedenen Inositoltriphosphaten Zelhmembranbestandteilen interagieren

54 Die IRS werden anschlieRend mehrfach an Tyrosienephosphoryliert. Den an

kan
Tyrosin phosphorylierten IRS kommt eine Schlisdielrim den Signalwegen des IR und
des IGF-1R zu. Sie stellen das zentrale Bindegiveidchen Rezeptor und der Zellantwort
dar. Da die IRS nach Phosphorylierung durch derepter Bindungsstellen fir andere
Proteine bereitstellen, und so das Signal vom Rereveiterleiten, werden sie oft als
Gerust- oder Adapterproteine bezeichmrety(.: scaffolding/adaptor proteinsiehe Kapitel

3.6.1).

Weitere Bindungspartner fur den aktivierten Rezepsond die Tyrosin-spezifische
Phosphatase SHP3r¢ homology 2 domain containing phosphataSe)P2 kann tber ihre
SH2-Domane an die Rezeptoren binden und damit #tevifit von SHP2 regulieren.
Weitere Interaktionspartner sirffic homology domain containing prote(8hc), GAP 1
und die Mitglieder der SIRP-Familiesignal related proteiri3">>*", Im folgenden werden

die weiteren Signalwege, welche Uber IRS-1 gestevenden, im Detail betrachtet.

3.5.1 Signalwege die durch IRS-1 gesteuert werden

IRS-1 bindet Uber seine PTB-Doméane an das phosisey Tyrosin im NPEpY-Motiv
innerhalb der Juxtamembrandomine des RezeptdiSifYIGF-1R; Y im IR) und wird
vom Rezeptor vielfach an Tyrosinresten phosphatyli@ie phosphorylierten Tyrosinreste
dienen ihrerseits als ,Andockstellen” fir weiterfelktoren (Abbildung 3.4). Ein Effektor
ist zum Beispiel die Phosphatidylinositol-3-Kinagel3K). Die Klasse | PI3K ist ein
Heterodimer, bestehend aus einer regulatorisch8B) (pnd einer katalytischen (p110)
Untereinheit. Die p85-Untereinheit bindet Uber eBt#2 an phosphorylierte Tyrosinreste
des IRS-1. Diese Bindung dissoziiert und aktivibet katalytische Untereinheit der PI3K.
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Die PI3K phosphoryliert die 3"-Hydroxylgruppe von hd3phatidyl-Inositol-4,5-
Bisphosphat (PIP2) und generiert Phosphatidyl-tob8i4,5-Triphosphat (PIP3). Die
Bildung von PIP3 fuhrt zur Lokalisation der Proteimase B (PKB/Akt) und der
Phosphatidylinositol- dependent kinase{PDK1) uber deren PH-Doméanen an die
Membrarf®*®, Die Assoziation der Akt mit der Membran fiihrt deren Aktivierung.
Zusatzlich wird sie durch die PDK1 an einem Thraoest phosphoryliert und so in der
aktivierten Form gehalten. Die Akt Kinase ist eindfenpunkt verschiedener Signhalwege,
die durch Wachstumsfaktoren, Cytokinen oder andéreltstimmuli ausgeldst werden.
Durch den IGF-1R und IR aktiviert, vermittelt diktAzumindest zwei Signalwege. Zum
einen phosphoryliert die aktivierte Akt ddaberous Sclerosis Compl€XSC) und hebt
dessen hemmenden Einfluss auf die Ser/Thr-Kinase ORT auf®®?.  Die
protein S6 kinase (S6K1) wird durch die Phosphorylierung von mTOR haktt und
initiiert die Proteinbiosynthe8&°. Der zweite Signalweg, der durch die Akt initiigird,
lauft Uber die Phosphorylierung von Bad, einem Mitly der Bcl2 Familie. Im
unphosphorylierten Zustand bindet Bad an Bcl-X odgmi2 und inhibiert deren
antiapoptotische Wirkung. Die Phosphorylierung vBad durch die Akt fihrt zur
Assoziation von 14-3-3 an Bad, so dass eine Hetemytsierung mit Bcl-X oder Bcl2
nicht mehr moglich ist. Bcl-X und Bcl2 kénnen sorehantiapoptotische Funktion
ausubef®. Uber IRS-1 kénnen noch weitere Signalwege imitiwerden. Auch das
Adapterprotein Grb2 bindet an IRS-1 und aktiviebei SOS $on of Sevenlessien
Ras/Mitogen activating protein kinas@MAPK) Signalweg. Das Adapterprotein Grb2
bindet iber seine SH2 Domé&ne an phosphoryliertéeRem IRS-£°". Grb2 wiederum
ist konstitutiv mit SOS verbunden, einem ubiquigdprimierten Raguanine nucleotide
exchange facto(GEF)*®*’. Das Binden des Rezeptor-assoziierten Shc-Protginden
Grb2-SOS-Komplex bewirkt die Translokation von S@tdie Zellmembran, wo es in die
Nahe des dort verankerten Ras-Proteins kommt. &asin kleines G-Protein, das im
inaktiven Zustand GDP und im aktiven Zustand GTBugelen hat. SOS aktiviert nun Ras,
in dem es die Freisetzung von GDP und den ansemdgh Austausch mit GTP

ermoglicht, welches im Zytosol in ca. zehnfach héh&onzentration vorliegt.
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Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung der versathén Signalwege, welche tGber den IGF-1-Rezeptor
gesteuert werden.

Dargestellt sind die Hauptwege tber IRS-1 und SHEPlAuterungen siehe Text

Aktiviertes Ras-GTP kann nun das Effektorproteing dRaf-Kinase, binden. Die
Membranrekrutierung fiihrt zur Aktivierung von R&f Aktive Raf-Kinase kann im
Gegenzug die Kinase MEK durch Phosphorylierung vakerd?. MEK, eine duale
Kinase, aktiviert wiederum ERK. ERK ist ein Schiglemzym fur den Eintritt und den
Ablauf des Zellzyklu$®. Die Konsequenz der Aktivierung dieses Signalwedgts
vielfaltig: Zellwachstum, Zelltransformation, Priglration aber auch
Wachstumsinhibitio¥".

Ein weiterer Bindungspartner von IRS-1 ist die Rimagase SHP?. SHP2 scheint in
mehrere Signalwege involviert zu sein. Hierzu zalder oben genannte MAPK Weg, der
Jak-STAT-Weg und der Weg uber PIZK Eigentlich sollte man meinen, dass SHP2 als
Phosphatase seine Bindungspartner dephophoryhertdadurch die Signalweiterleitung
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abschaltet. Gleichwohl ist der beobachtete Effekt $HP2, die Signalweiterleitung zu
verstarken. In den meisten Féllen spielt SHP2 a&s® stimulierende Rolle in der
Signalweiterleitung von Protein-Tyrosinkina8&ff. Tyn und Csk, zwei Mitglieder der Src
Kinase Familie, binden ebenfalls an IR%!1Beide Proteine aktivieren Signalwege, die
zur Reorganisierung des Zytoskeletts fiiifé IRS-1 und Shc sind nicht die einzigen
Substrate des Rezeptors. Die Bindung von einigaeran Proteinen konnte ebenso
nachgewiesen werden, jedoch sind die genauen 8iggal noch nicht aufgeklart. Ein
weiteres Protein, fir das die Bindung an den IGF+i&Rhgewiesen wurde, ist das
Adapterprotein Grb1®#. Die Rolle von Grb-10 in der IGF-1R Signalweitériag ist
kontrovers. Je nach Zelltyp fiihrt die Uberexprassi@s Adaptors zur Inhibition oder
Verstarkung der mitogenen Effekte des IGFE1#® Dennoch zeigen neuere Daten, dass
Grb-10 die Substratphosphorylierung des aktiven-1&Fhemnit”. Crkll, ein Mitglied
der Adapterprotein Familie Crk, bindet ebenfalls den Rezeptor und wird an
Tyrosinresten phosphoryliert. Anschliel3end intezetgder Adapter mit SOS, was den
MAPK Weg anschaltéfl. Auch im C-terminalen Bereich des Rezeptors gibt e
Bindestellen flr Substrate. Fehlt der C-Terminus Rezeptors, so kann der Rezeptor nicht
mehr sein volles Funktionsspektrum erfillen. Daragee Signalweg, der vom C-Terminus
ausgeht, ist nicht bekannt. Es ist lediglich bekadas 14-3-3 im C-terminalen Bereich des
IR und IGF-1R bindet und eine Funktion in der gmgtotischen Signalweiterleitung hat.
Auch die PI3K bindet an den C-Terminus. Hierfurds Erkennungssequenz pYXXM fur
die SH2 der p85 notwendiy. p85 wird vom Rezeptor phosphoryliert und fiihrtaieh
eine Konformationsanderung aus, die zur Aktivierdeg p110 fuhrt. Die aktivierte PI3K

kann die oben beschriebenen Signalwege anschalten.

3.6 Spezifische Protein-Protein Interaktion

Wie in den vorangegangenen Kapiteln beschriebestebe die Méglichkeit, dass ein
spezifisches Signal innerhalb der Zelle durch dgmn&8transduktion in verschiedene Wege
aufgespalten wird. Der Moglichkeit des Crosstalksolven dem Signal des IR und dem
des IGF-1R, sowie die Mdglichkeit der Hybridbildurgischen IR und IGF-1R, wirft die
Frage nach der Spezifitat der Signalweiterleitung. &Vie wird aus der Vielzahl der
Signalwege der jeweils nun korrekte ausgewahlt? Abivort darauf ist Ausbildung der

richtigen Protein-Protein-Interaktionen zur ricletigZeit im richtigen Zelltyp. Daraus lasst
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sich allgemein ableiten, wie Substraterkennung dieer Myriade von Kinasen und
Substraten erreicht wird. Es wird deutlich, dass Spezifitat der Erkennung nicht nur in
der nachsten Umgebung der Zielaminoséaure fir dieas@ liegen kann, sondern durch
weiter reichende Bedingungen erzeugt werden musseiR-Protein-Interaktionen durch
Dockingsiteswurden fur eine Reihe von Proteinkinase-Familiame die IR-Familie,
JNKs, Cdks, und MAPK-Kinasen beschrieB¥. Fiir eine Unterfamilie der
Proteinkinasen, den C-terminal Src Kinasen (Cskixden die Bedingungen der Substrat-
Erkennung weitgehend aufgekf&@t™" Innerhalb der Csk, einer Tyrosinkinase, wurde
eine Sequenz von sechs Aminosauren gefunden, sli&edenstiick zur Oberflache des
Substrats komplementér ist. Diese Docking-Intecakgrlaubt es der Csk, ihre Substrate

auf spezifische Weise zu erkennen und zu phospkoeyl

Die Ausweitung dieser auch alsmote-docking-interactiogenannten Method& %% der
Substraterkennung auf andere Proteinkinasen whetbisur schwierig zu zeigen. Fur die
Interleukin-2-Tyrosinkinase (Itk) ist beschriebemge die Kinase zwischen ihren beiden
Substraten unterscheiden kann. Die Itk phosphotylle Substrat PLEL an einem
spezifischen Tyrosinrest (Tyrodh) (Refl®'%) sowie sich selbst an Tyroih(Ref.
[104199) " Dije beiden Phosphorylierungsstellen haben kiin&equenzhomologie und sind
auch im strukturellen Kontext verschieden. Wahrdydosin® der Itk innerhalb der
Faltung einer SH3-Domane liegt, ist Tyrd&irder PLG1 in einem Linker zwischen der
SH2 und SH3 lokalisiert. Es stellt sich die Frageelcher Mechanismus der
Substraterkennung bei der Itk vorliegt. Joseplal. 2007 konnten zeigen, dass die SH2-
Domane der Itk, welche entfernt von der Phosphemytigsstelle liegt, dass Substrat zur
Kinase fuhrt und so die Bildung eines Enzym-Subbsf@mplexes férdert. Zudem konnte
gezeigt werden, dass dieser Mechanismus der SHRAiBg Tyrosinphosphat unabhéngig
ist. Die SH2 der Itk beherbergt ein zusatzlichelseBnungsmotiv, das notwendig fur die
selektive Phosphorylierung der Zieltyrosine (TyndSiin der Itk, bzw. Tyrosiff® in der
PLCyl) ist. Diese zusatzliche Interaktion fuhrt zur 8figchen Erkennung der Substrate
und verhindert so den ungewollten ,Crosstalk®. [B&l2-Domane der Itk mit ihrer
zusatzlichen Bindesequenz fungiert also hier atdrakes Motiv fur die Substratspezifitat

dieser Kinase.

Eine weitere Moglichkeit, um die Spezifitdt einedadgangssignals zu erhalten, liegt in der
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Organisation von Proteinkomplexen begrindet, wie kall der IRS-Proteine. Im
Folgenden, sollen die Méglichkeiten und Konsequenzeelche sich durclscaffolding

ergeben, naher betrachtet werden.

3.6.1 Scaffolds und Ihre Bedeutung in Signalwegen

Komplexe molekulare Signalnetzwerke sind meist nerdaufgebaut und erlauben so die
unterschiedlichsten biologischen Signale zu vertebe Die Signalweiterleitung in
solchen Netzwerken ist oft tiber Geriistproteine .(sngffold proteins gewahrleistet'?.,
Scaffoldswurden erstmals in der Hefe in einem MAPK-Signajwechgewieséi !
Scaffoldproteine fungieren als Organisationszentkénasen und Substrate, die in einer
Signalkaskade sequenziell aktiviert werden, werderch Scaffolds in raumliche Nahe
arrangiert. So werden Signalkomplexe ausgebildiet,jel nach ihrer Komplexitat auch
Signalosom genannt werdgfi**®. Auch die Proteine der IRS-Familie wirken innethdér
Signaltransduktion vom IR und IGF-1R als Scaffolidpme.

Scaffold Proteine wurden in der Vergangenheit ancanderen als den MAPK-Kaskaden

129 Diverse

nachgewiesen, was impliziert, dass ihre Funktiomssvgenereller Natur
Untersuchungen an Scaffold-Proteinen zeigen, dassefgreifende Einflisse auf die Art
und weise der Signalweitergabe hdbéff®l Eine Funktion kénnte die Vermeidung von
ungewolltem crosstalk zwischen verschieden Signalwegen sein, welche eliies
molekularen Komponenten ansprectéh® In der Literatur wird die Funktion der
Proteinorganisation durchScaffolding meist als Verstarkung des Eingangssignals
beschrieben. Die Steigerung der Signalspezifitdt jegloch bis heute weitgehend
experimentell unerforscft®. Dabei gewéhrleisten Signalosome, dass unterdidiied

Signalkomplexe physikalisch getrennt stffd

Einer der wichtigsten Parameter in Signalkompleigtrdie Konzentration der Scaffold
Proteine. Locasalet al konnten zeigen, dass die Konzentration an Schfobteinen die
Aktivierungszeit des Signalosoms stark beeinfltfdstzudem konnten Levchenket al
zeigen, dass es einer optimalen Scaffold Konzeotrdbedarf, um einen gesteigerten

Signaloutput zu bekomm@gy.

Scaffoldproteine der IRS und Dok-Familie binden riliee jeweilige PTB-Domane an

Tyrosin phosphorylierte Rezeptoren. Sie werden imsohluss selber an Tyrosin
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phosphoryliert und rekrutieren ihrerseits Effektotpine mit einer SH2
Bindungsdomar®®. Es wurden gebundene IRS/Dok PTB Doméanen an IR5-IG
1R,EGFR, Interleukin-4-Rezeptor (IL-4Rphsulin-related-recepto(IRR), RET Rezeptor
Tyrosinkinase und Tek Rezeptortyrosinkinase gefundg®wie gebunden an eine Reihe

von nicht Rezeptortyrosinkinasen, wie zum Beispla**,

Da die erste Stufe der Signalosom Bildung in derdBng von IRS-Proteinen durch ihre
PTB-Domé&nen an den Juxtamembranbereich des Regdasteht, wird im folgenden die

Phosphotyrosin bindende Doméane im Detail betrachtet

3.7 Die Phosphotyrosin-bindende Domane (PTB)

Nahezu 20 verschiedene PTB-Domanen wurden in eWielzahl eukaryotischer
Organismen identifiziert. DarunterCaenorhabditis elegans, Anopheles gambiae,
Drosophila melanogaster, Xenopus laewrsl alle Sdugetiere. PTB Domé&nen wurden nicht
in Saccharomyces cerevisiagler Arabidopsis thalianagefunden, jedoch existieren zwei
Proteine mit PTB-Domaéane iDictyostelium discoidiumDerzeit wurden im menschlichen
Genom etwa 60 Proteine mit einer PTB-Domaéne idemdit. Untersuchungen mit dem
Domain architecture resource togDART) von allen identifizierten PTB enthaltenden
Proteinen, lasst vermuten, dass keines dieserifeotine katalytische Aktivitat besitzt.
Etwa ein drittel aller Proteine mit einer PTB-Doredenthalt kein weiteres strukturelles
Motiv. Hieraus lasst sich schlie3en, dass PTB-Rretaniverselle Adapter- und Scaffold-

Proteine sind.

Proteine mit einer Phosphotyrosin-bindenden (PTB)mBne wurden schnell als
grundsatzliche Schlusselregulatoren fur die Orgdins von Signalnetzwerken akzeptiert.
Der Stellenwert, den die PTB Domanen im zellulaontext haben, wird dadurch
unterstrichen, welches Ausmal’ sie in physiologisdPmzesse haben. Hierunter befindet
sich auch die Entwicklung des Nervensystems, diendmantwort von Zellen,
Zellhomeostase und Zellwachstum. Die Liste der AdBpter/Scaffold Proteine, welche
in menschlichen Krankheiten und pathologischen Bgaigen involviert sind, wachst
stetig. Zur Zeit wurden funf Mutationen in Protegsenzen, die eine PTB-Doméne
kodieren, bestimmt. Diese Mutationen filhren zu smew menschlichen

Krankheitsbildern wie Hypercholesteremia, SchlaghnfErkrankungen der Coronal
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Arterien, Alzheimer und Diabet&$ %

Seit 1994, als die erste Phosphotyrosin-bindendedde charakterisiert wurde, wachst die
Datenmenge, die Uber PTBs zusammengefuhrt wird. BoBianen binden zudem eine
grol3e Gruppe von sauren Phospholipiden. Dies it @in Grund fir die Gberwiegende
zellulare Lokalisation dieser Proteine in der Néater Zellmembran. Einige PTBs

bendtigen einen phosphorylierten Tyrosinrest fimeehoch affine Bindung an den

Liganden. Der Uberwiegende Anteil der PTBs bindea jeweiligen Liganden unabhangig
davon, ob das Tyrosin phosphoryliert vorliegt odieht. Es besteht eine klare funktionelle
Zweiteilung innerhalb der PTB-Familie, welche aef dbhangigkeit von Phosphotyrosin
in ihrem Liganden beruht. Diese Unterteilung bridgt Shc/IRS/Dok/SNT-PTBs in eine

Gruppe (Phosphotyrosinabhéangig) und alle anderdi[Pdmanen in eine zweite Gruppe.
Historisch wurden die PTB Domanen auf Grund ihreungsatzlichen strukturellen

Unterschiede in zwei Gruppen eingetét Zum einen die kirzeren

Insulinrezeptorsubstrat (IRS) ahnlichen und diegéien Shc-dhnlichen PTBs. Neuere
Untersuchungen teilen die PTBs durch strukturekepolutiondre und analytische

Untersuchungen in drei getrennte Familien ein. ®iesnd die IRS-&hnlichen, die

Shc-ahnlichen und Dab-ahnlichen PTBs.

Kurz nachdem das erste PTB-Protein identifiziertdey konnte auch die erste 3D Struktur
gelost werdel¥’**® Die Shc PTB Doméane wurde auf Grund der strukiemel
Ubereinstimmungen mit détleckstrin homologyPH) Domane gefunden. Das war etwas
uberraschend, da kaum Ubereinstimmungen in der ésdimesequenz zwischen den
beiden Doméanen bestehen. Bisher folgen alle 10k&ien von PTB-Doméanen dem so
genanntenPH-Doméanen-Superfdfd®*>314 Der Kern diesesSuperfold besteht aus
sieben anti-parallelefi-Strangen, welche zwei orthogondie~altblatter bilden. Dieses
B-Sandwich wird durch eine C-terminaieHelix abgeschlossen. In Abbildung 3.5 ist die
Struktur der PTB-Domane des IRS-1 dargestellt.
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Abbildung 3.5.: Kristallstruktur der PTB-Doméane von IR$

A) Struktur der PTB ohne IR-Peptid; B) Struktur &arB mit IR-Peptid (grau =IR-Peptid; orange =pY;
rot = pY-Binder der PTB) (Abbildung modifiziert feEck, et al. 1997)

Weitere strukturelle Eigenschaften, die viele PT&ianen teilen, ist die
Peptidbindetasche, welche das NPxY-Motiv bindeesBiwird durch defi6-Strang und
der C-terminaleru-Helix gebildet. Des Weiteren verfligen viele PTBnsmen uber eine
basische Phospholipid Bindungsstelle. Diese wirdtiggbend durch Aminosaurereste in
den N-terminalen Schleifen gebildet. Neben dieseligemeinen, strukturellen
Ubereinstimmungen zwischen verschiedenen PTB-Domémgstieren eine Reihe von
signifikanten Unterschieden zwischen der Strukerr IRS-1-PTB und den Strukturen von
Shc-PTB und Dab-PTB. Shc-PTB und Dab-PTB besitrerGegensatz zur IRS-1-PTB
zwei zusatzliche-Helices, welche im N-Terminus zwischen dpiaStrang ung2-Strang
liegen. Die PTB des IRS-1 hat eine extrem trun&ie@-Helix, und teilt sonst nur die
generelle Faltung mit der Shc-PTB und der Dab-PD8&aus ergibt sich die historische
Aufteilung der PTB-Domaénen in die beiden Klassenl&&S-ahnlichen und Shc-ahnlichen
PTBs.

3.7.1 Strukturelle Analyse der Peptidbindung der PTB

Die raumliche Lage und grundsatzliche Raumauftgilder Peptidbindungstasche ist in
allen PTB-Strukturen gleich. Zudem ist auch der egelle Mechanismus der

Peptidbindung in dieser Spalte gleich. Peptidliganderden als anti-paralleles Psedo-

Faltblatt gebunden, welches weit reichende Kontaktedemp5-Strang der C-terminalen

a-Helix der PTB ausbildet. Die Peptidliganden ihe#s bilden eing-Schleife vom Typ |
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aus. Diese Struktur wird meist durch die Konsersmssnz NPxY ausgebildet, welche
strukturell einer der haufigsten SequenzmotivediérAusbildung vorg-Schleifen ist>,
Die Namenskonvention zeichnet das Tyrosin des NMe¥vs als Null-Stelle aus (,,0),
N-terminale Reste werden mit einem negativen Voten versehen (,-“) und C-terminale
Reste mit einem positiven Vorzeichen (,+f)-Schleifen sind fir die Bindung durch
PTB-Domaéanen privilegiert, da diese Peptidstruktas dyrosin des NPxY-Motivs perfekt
in der Bindetasche der PTB-Domé&ne positioniert. 3@nnen vielfaltige
Wasserstofforiicken zwischen der PTB und dem Subsitsgebildet werdén,
Zusatzlich bestehen schwéachere Kontakte zwischem Rleptid und denf5-Strang und
der C-terminalena-Helix. Die Struktur der PTB-Domane des IRS-1, welczuerst
zusammen mit einem Tyrosin phosphorylierten IL4-dp¢arpeptid Ifterleukin4-
Receptoy aufgelost wurd&® und spater mit einem Tyrosin phosphorylierten Beges
Insulinrezeptors’, koordiniert das Phosphotyrosin tiber die beidegimnreste Arg' und

22T Diese Reste sind Uber alle bisher strukturell aneken PTB-Domanen der

Arg
IRS-ahnlichen und Dok-ahnlichen Proteine konsetvi8ie bilden eine basische Tasche,
welche das negativ geladene Phosphat aufnimmt wmtehsve Wasserstoffbriicken mit
den Sauerstoffatomen des Phosphorylmolekils aetsbitine Mutation des Tyrosins zu
Alanin fihrt zum kompletten Verlust der PTB-Bindlifiy Unphoshorylierte Peptide
werden durch die IRS-1-PTB-Domane nur noch schvgatiunden, was noch einmal die

zentrale Bedeutung des Phosphotyrosins unterstiféich

Im Insulinsignalweg fuhrt die Substitution des Tsis® zu Phenylalanin im

Juxtamembranbereich des Insulinrezeptor zu eineBO% verringerten Zellantwort tber
das Scaffoldprotein IRSHEY. Auch hier zeigt sich, die dominierende Relevarer d
PTB-Domaéne fur die Interaktion von IRS-1 und Readphase in den Signalwegen des IR

und des nah verwandten IGF-1R.

3.8 Bedeutung der Serinphosphorylierung innerhalb des
Insulinsignalwegs

In der Vergangenheit sind mehr und mehr Beweiséirdgéfunden worden, dass die
Serinphosphorylierung des Insulinrezeptors oder I8 1 die Signalkaskade inhibiert.
Obwohl diesem regulatorischen Weg auf3erste Wichitigdeigemessen wird, ist es schwer,

den dahinter stehenden Mechanismus zu entschligsiéhm die Substrate IRS-1 und
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IRS-2 enthalten

Konsensussequenzen

jeweils

uber

fir verschiedene

30 Serin-/Threoningphorylierungsstellen in
Ser/Thr-KifidsenFerner

scheint die

Phosphorylierung an Serin-/Threoninresten ein gedleer Abschaltmechanismus der

Insulinsignalkaskade zu sein, da Immunoprazipiate durch Insulin stimulierten Zellen

verstarkt Serin-/Threoninphosphorylierung zelgén

Starke Serin-/Threoninphosphorylierung kann einerskeicht durch eine verminderte

elektrophoresische Mobilitat in reduzierenden SB&P analysiert werden, wichtiger ist

jedoch die Tatsache, dass eine verstarkte Sermedfimphosphorylierung mit einer

verminderten Tyrosinphosphorylierung einhergehs. Béispiel sei hier ddéumor necrosis

factor receptor (TNFR)Z genannt, der durch seine Signalkaskade negativ deaf

Insulinweg einwirkt, indem er die Phosphorylieruhes IRS-1 an Tyrosinresten reduziert

und die Serin-/Threoninphosphorylierung deutlichoén.

Die oben beschriebene starke Phosphorylierung R8sllan Serin- und Threoninresten

konnte sowohl in Zellkultur als audh vivo nachgewiesen werden und zeigte, dass diese

Art der Phosphorylierung mit einer verminderten Woitt auf das

Insulinsignal

einhergeht™. Es wird angenommen, dass dieser Mechanismus $awaikuter als auch

zu chronischer Insulinresistenz beitragt.

Tabelle 3.1.: Zusammenfassung von Serin-/Threamaskin die IRS-1 phosphorylieren kénnen

(Tabelle modifiziert nach Johnston et al., 2G68)

Kinase

aktiviert durch

phosphorylierende Reste

\Verweise

Inhibitory S/T phosphorylation

PKCa

MAPK

GSK-3

PKC

JINK

TOR

PI3K

Rho kinasex
IKK

Casein kinase Il
Activatory S/T phosphorylation

AMPK
PKB

PMA, human glycated albumin
n.b®

Insulin

Insulin

TNFa

TNFa

Insulin

Hypertension
TNF o

Insulin

AICAR
Insulin

S612,°Rn
n.b.

n.b.
n.b.
S307, Mm
S636, S639, Rn
n.b.

n.b.
S312, Hs

S99, T502, mM

S789, Rn
$265,302,325,358, Mm

De Feaet al, 1997

De Feeet al, 1997
Eldar-Finkelmaet al, 1997
Liuet al.2001

Aguirreet al, 2000

Ozes al, 2001

Lanet al, 1994

Begust al, 2002

Gaet al, 2002

Tanasget al, 1993

Jakobsest al, 2001
Petzal, 1997

?Die Nomenklatur geht aus der Sequenz von Ratte (Ra)s (Mm) oder Mensch (Hs) hervor.

nicht bekannt.

26



Einleitung

Wie Tabelle 3.1 verdeutlicht, kommt der Suche na€masen, die IRS-1 an
Serin-/Threoninresten phosphorylieren kdénnen, &kt Bedeutung Z&". Die Anzahl
der Kinasen fir sich genommen, die IRS-1 phosplereit, macht es wahrscheinlich, dass
jede Kinase einen Teil zum Gesamtphosphorylieruagss des IRS-1 beitragt. Durch
einen Yeast-tri-hybridVersuch konnte gezeigt werden, dass die Phospeamgb des
C-terminal zur PTB-Domane liegenden Setsdes humanen IRS-1 durch die
stressinduzierte JNK1 (c-Jun N-terminal Proteindsi®) die Interaktion der PTB mit der
katalytischen Untereinheit des Insulinrezeptorsetbricht. Ein méglicher Mechanismus
fur die beobachtete Unterbrechung der Interaktien TB mit dem phosphorylierten
NPEpY*®>- Motiv des Insulinrezeptors wurde von Ogihatal. 1997 publizieft>". Hierbei
wird postuliert, dass eine Insertion hinter der FO@&nane, durch die Interaktion mit dem
Protein 14-3-3 zur Unterbrechung der IRS-1-Rezelpii@raktion fuhrt. Diese Insertion ist

nur in den Proteinen IRS-1 und IRS2 konserviert.
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4 Fragestellung

Fur die Signaltransduktion durch dersulin-like growth factor-1 receptofiGF-1R) ist,
neben der Aktivierung der Kinase, die spezifischedBng der Substrate entscheidend.
Nach Autophosphorylierung der Rezeptorkinase bindas Insulinrezeptorsubstrat-1
(IRS-1) an den N-Terminus der Kinase, welcher r&mund strukturell entfernt vom
aktiven Zentrum liegt. Die Ausbildung eines Sigmetiplexes zwischen Rezeptorkinase
und IRS-1 fuhrt zur Tyrosin-, Threonin- und Seriopphorylierung des Substrats, was
Bindungsstellen fur die nachgeschalteten Effekt@@rafft. Unsere Arbeitsgruppe konnte
fur den nah verwandten Insulinrezeptor nach InsBtimulierung in der
Autophosphorylierung duale Spezifitit nachwef$gn Die Serinreste Serifi® und
Serin®® die in dieser Phosphorylierungsreaktion modifizierden, befinden sich im
C-Terminus der Kinase und besitzen Kkeinerlei Id&ntiin ihrer umgebenden
Aminosauresequeli?. Fir die 16sliche, monomere Kinase des IR (LIRKhkte durch
unsere und andere Arbeitsgruppen intrinsische, edu&#linaseaktivitdt in der
Autophosphorylierung gezeigt werden. Dies galt @dour, wenn Poly-Lysin als
.vernetzer* zugegen war. Da die natlrliche dualeZ#ffat von Kinasen nicht nur die
Auto- sondern auch die Substratphosphorylierungifthetwar es ein wesentlicher
Fortschritt, als in unserer Arbeitsgruppe die Bgdimgen fur die duale Spezifitat in der
Substratphosphorylierung gefunden wuftfen Durch die Expression der I6slichen
Kinasedoméne als GST-getagtes Dimer (Gluthatiome®isierase) konnte in der LIRK
auch ohne Poly-Lysin die Autophosphorylierung degrogenannten Serinreste beobachtet
werden. Allerdings verlangte die Substratphosplemyhg an Serinresten auch weiterhin
die Anwesenheit von Poly-Lysin und das Vorliegemesi 1:1-Komplexes zwischen Kinase
und Substrat.

IRS-1 bindet Uber seine Phosphotyrosin-bindende-&@(PTB) an den aktivierten und
phosphorylierten Rezeptor und bildet ein naturkchieterodimer aus Substrat und Kinase.
Es ist deshalb von Interesse zu untersuchen, dbdsc Aktivitat der Tyrosinkinase im
Proteinkomplex von der Aktivitat freier Kinasen uSdbstrate unterscheidet. Als Modell
bietet sich hier die Verwendung der PTB-DomanelB&&1 an, um die Auswirkungen von
Kinase-Substrat-Komplexen zu untersuchen. Die PDB¥ne weist sowohl die
Eigenschaften eines ,\Vernetzers* auf, kdnnte jedgldichzeitig ein Substrat fur die
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Kinase sein. Neben einem Tyrosinrest, welcher auofyjrder Sekundarstruktur in das
Innere des Proteins ragt, enthadlt die Struktur ndftk et al. keine weiteren
Phosphorylakzeptorér. C-terminal von der strukturell aufgeklarten Stoukbefinden
sich jedoch neben Serinresten, welche nach Phodmrang fur die Abschaltung des
Signals verantwortlich gemacht weréié¥y auch Threonin- und weitere Tyrosinreste.
Durch Modulation der Expression Uber die von Etkal. beschriebene Struktur hinaus
ergeben sich so die Moglichkeit, neben der Tyraeeseaktivitat auch Serin- und
Threoninreste als Substrate fur die Kinase anzemiddurch die Ausbildung von stabilen
Kinase-Substratkomplexen lber die Bindung der PTBne an die Kinase entfallt
zudem die Verwendung von Poly-Lysin und andererekubrer \ernetzer wie z.B.
Histon2B.

Uber das Modell der PTB-Doméane sollten in diesebeftr Aussagen uber die duale
Kinaseaktivitat der l6slichen IGF-1-Kinase im sgdien und daraus ableitend fur Kinasen
im allgemeinen getroffen werden. Hierbei solltebesondere darauf eingegangen werden,
worin duale Kinaseaktivitat begriindet ist. Insbesor war die Frage von Interesse, ob
sich die Kinasespezifitat im Kinase-Substratkomglerlert, und wie sich diese Anderung
aulRert. Des Weiteren sollte untersucht werden,heekonsequenzen Signalkomplexe fir

nachgeschaltete Effektorkinasen haben.
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5 Ergebnisse

5.1 Serinphosphorylierung durch IRKD und IGF

Nachdem in friheren Arbeiten gezeigt wurde, dass ldsliche Insulinrezeptorkinase
(IRKD) in der Autophosphorylierung die Serine S&fnund Seri?® im C-Terminus
phosphoryliert, sollte dieses Prinzip auch auf $wlbs Ubertragen werden. Frihere
Versuche verwendeten hierzu Komplexbildner wie Katdignen (Polylysin) oder
Histon2B",

In dieser Arbeit sollte das Prinzip der Serinphasplierung auch auf natirliche Substrate
Ubertragen werden. Hierzu wurde das Substrat GE8TB;s verwendet. Das Substrat
stellt die Phosphotyrosin-bindende-Domane (PTB) ldssilinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1)
von Aminosaure Proli® bis Arginirf” dar. Durch Klonierung hinter einen N-terminalen
GST-Tag mit anschlieBender Schnittstelle fur dieV-Hfotease, lag das Substrat als
konstitutives Dimer vor. Zudem besteht mit dem Tyrosinrest in der TEV-
Proteaseschnittstelle die Mdglichkeit der Tyrosmgthorylierung durch die IRKD. In
einem ersten Versuch wurde das Substrat GST-Y-RTelches in unserer Arbeitsgruppe
vorlag, durch die losliche zytosolische Kinasedoendtes Insulinrezeptors (IRKD)
zeitabhéngig phosphoryliert. Im direkten Vergleiglurde das Substrat durch eine
bindungsdefiziente Kinasemutante der IRKD (IR phosphoryliert. In dieser Kinase
wurde das nicht katalytische Tyro¥thim NPEpY-Bindemotiv der PTB-Doméne im

Juxtamembranbereich durch Phenylalanin substituiert

Beide Kinasen sind in unserer Arbeitsgruppe kldnieharakterisiert und von mir aus
Sf9-Zelllysat (8.2.1.4) durch eine Kombination aus Amoaustauscherchromatographie
(8.2.3.4) und Gelchromatographie (8.2.3.6) geréinig worden. Die
Reinigungsdokumentation der IRKD ist im Anhang ibbdung 10.7 gezeigt.

Die Phosphorylierung wurde unter StandardbedingundemM DTT, 30 uM MgGdin
50 mM Tris/HCI pH 7,5) mit 1 mMy[**P]-ATP und einer spezifischen Aktivitat von
200 cpm/pmol ATP durchgefuhrt (8.2.10). Zu den jégen Zeitwerten wurde die
Reaktion mit SDS-Probenpuffer abgestoppt, Uber €if@ige SDS-PAGE (8.2.9.3)
aufgetrennt und mit kolloidaler Farbeldésung (8.:2.%ngefarbt. Die einzelnen Banden

wurden ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat msit@erenkov-Messung quantifiziert.
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In diesem Versuch wurden 5 puM Substrat durch 1 pMage umgesetzt. Zu den

jeweiligen Zeitwerten wurden dem Ansatz 30 pl entneen und terminiert.

A) B) _K Y-PTB
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Abbildung 5.1.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung vorS&-Y-PTB:s durch IRKD Wildtyp (griin) und
Phe-Mutante (rot)

A) Kinetischer Verlauf der Phosphorylierung. Aufggen ist der Phosphat Transfer in [pmol] gegen die
Zeit in [min] B) 1D-PASA der Kinase und des Sulistr&€) 2D-PASA des Substrats. Das Substrat GST-Y-
PTB275 wird durch die WT-Kinase sehr gut, von dez-Rmase hingegen nur marginal phosphoryliert. Die
Phosphoaminosaureanalyse zeigt, dass die Serinpbogdjerung zeitlich hinter der
Tyrosinphosphorylierung liegt, sowie, dass keineedhimphosphorylierung auftritt.

In Abbildung 5.1 A) ist der Phosphat Transfer deiden Kinasen auf das Substrat
GST-Y-PTB7s gezeigt. Es wird deutlich, dass das Substrat dwlieh Wildtypkinase
innerhalb von 30 min sehr viel effizienter phospitiert wird, als durch die Phe-Mutante
der Kinase. Die Phosphorylierung durch die Wildiyplse zeigt einen sattigenden Verlauf
mit einem Maximum bei 60 pmol nach 32 min. Die Raease Ubertragt im selben
Zeitraum nur etwa 8 pmol. Zudem ist die Geschwikelig der Wildtypkinase im

Initialbereich der Phosphorylierung zehn mal sclenells die der Phe-Kinase.

Fur die Phosphoaminosaureanalyse (PASA) wurderPisigeine durch tryptische Elution
aus dem Gel eluiert und durch saure Hydrolyse t@lidig aufgespalten (8.2.10.4). Die

Auftrennung erfolgte durch Diinnschicht-Chromatogra@uf Nitrozellulosemembran.
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Die eindimensionale PASA der phosphorylierten GSHFIB,;s (Abbildung 5.1 B und C)

zeigt, dass das Substrat durch die Wildtypkinaset#eingig signifikant an Serinresten
neben Tyrosinresten phosphoryliert wird. Eine Asealyder durch die Phe-Kinase
umgesetzten GST-Y-PEB war auf Grund des nur geringen Gesamttransferft nic

maglich.

Aufgrund  dieses  Ergebnisses wurden die Determinanteder  dualen
Substratphosphorylierung durch die IRKD weiter wsueht. In den nachfolgenden
Experimenten sollte untersucht werden, ob auchiddikche Kinasedoméane dessulin-
like growth factor-1 receptofilGF-1R) in der Lage ist, Substrate dual neber3iresten

auch an Serinresten zu phosphorylieren.

5.2 Bestimmung der Determinanten fur duale
Substratphosphorylierung

Das Ergebnis aus Kapitel 5.1 zeigt erstmals, daatedPhosphorylierung von Substraten
durch die IRKD ohne die Zugabe von Komplexbildnevie Polylysin oder Histon2B
maoglich ist. Jedoch wurde in diesem Versuch mit omerer Kinase gearbeitet. Die
Kinase wurde ohne Affinitatschromatographie a8f3Zelllysaten gereinigt. Trotz
Kombination aus lonentauscherchromatographie undffili@¢ionschromatographie
konnten die Kinasen in einem Reinheitsgrad von maki 90% isoliert werden
(Reinigungsdokumentation in Abbildung 10.7 im AnpaBeite 161). Des Weiteren
mussten diese Kinasen vor der Substratphosphargliein einer Konzentration von
10 uM mit 1 mM ATP unter Standardbedingungen vosgphoryliert werden und
anschlielend fir die Substrat PhosphorylierunglauM verdinnt werden. Auf Grund
dieser Durchfuhrung ist der genaue Phosphat TramasfieBasis der spezifischen Radio-

aktivitdt nur schwer zu bestimmen.

In den weiteren Versuchen sollten nun die spehnésc Bedingungen der dualen
Phosphorylierung durch die IRKD und die nah verwandGF-Kinase weiter

charakterisiert werden.

5.2.1 Etablierung von dimeren Kinasen
In einem ersten Schritt sollte untersucht werdénawach durch GST dimerisierte Kinasen
in der Lage sind, Substrate an Serinresten zu ploogieren. Zudem ist bisher unklar ob
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sich GST-Kinasen auch an den Phosphorylierungssteim Juxtamembranbereich
phosphorylieren. Die Phosphorylierung des Tyrd8irder IRKD oder des Tyrosifi§ im
nah verwandten IGF-1R im PTB-Bindemotiv (NPEpY)vsh entscheidender Bedeutung
fur die PTB-Bindung.

In den folgenden Versuchen wurden die dimeren KNa&ST-TS-IGR und die
GST-TS-IGRcrre Verwendet. Die Kinasen stellen die l6sliche Kimksaane des
IGF-1-Rezeptors von Aminosaure Argifithbis Lysin®®° dar. Das Konstrukt schliet den
Juxtamembranbereich mit dem PTB-Bindemotiv (NPBYmit ein. Der C-Terminus
wurde deletiert. Bisher wurde keine Interaktion sokien der PTB und dem C-terminalen
Bereich der Kinase beschrieben. Um dies bei degefmlen Experimenten trotzdem
ausschlielRen zu kénnen, wurde mit C-terminal d=letn Kinasen gearbeitet. Zwischen
dem GST-Tag und der Kinase ist eine TEV-Proteasgisstelle, um die Kinasen bei

Bedarf monomerisieren zu kdnnen.

Beide Kinasen sind in unserer Arbeitsgruppe kldnierd charakterisiert worden. Die
Kinasen wurden von mir zuerst Uber GSH-Affinitatschatographie (8.2.3.1) aus
Sf9-Zellen (8.2.1.4) angereichert und weiter Uber dieomiination aus
Anionenaustauscherchromatographie (8.2.3.4) undili@dion (8.2.3.6) bis zu einem
Reinheitsgrad von lUber 99% gereinigt (Reinigungsdwntation in Abbildung 10.8 im
Anhang, Seite 161). Aus 6x%Zellen konnte auf diese Weise etwa 5 mg hoch rinase

in einer Konzentration von 2 pg/ul gewonnen werden.

In einem ersten Schritt wurde, durch Autophospheryhg und Phosphorylierung eines
artifiziellen Substrats, die Transferaseaktivit@r deiden Kinasen GST-TS-IG@fFund
GST-TS-IGRKc prebestimmt und normiert. (Abbildung 5.2A). Hierzungan die Kinasen in
der Autophosphorylierung in einer Konzentration @ pM unter Standardbedingungen
(siehe 8.2.10) radioaktiv, zeitabhangig phospheryliZu den jeweiligen Zeitwerten
wurden dem Ansatz 30 pl entnommen, die ReaktionSDiE-Probenpuffer gestoppt und
die Proben Uber eine SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetréirtBanden wurden mit kolloidaler
Farbelbsung (8.2.9.7) angefarbt, ausgeschnittenihredRadioaktivitat mittels Cerenkov-

Messung quantifiziert.

33



Ergebnisse

A) B)

80
i ;ﬁ:: ﬂﬂﬂﬂﬂ
sl — U _ £
I o .

Pt
Y d
/ /
0,6 /
/

044 //

o

Phosphat Transfer [pmol]
Phosphateinbau [mol/mol]

20 1f

i 0241/ @ GST-TS-IGF, WT

B GST-TS-IGF, WT
A GST-TS-GF,, Phe #//. A GST-TS-GF,.Phe

0 ; 1‘0 1’5 2’0 2‘5 3’0 0 1’0 2‘0 3’0
Zeit [min] Zeit [min]
Abbildung 5.2.: Kontrolle der Kinaseaktivitat von&I-TS-IGF,c und GST-IGF,c phe durch Auto- und
Substratphosphorylierung.

A) Zeitabhéngige Autophosphorylierung. Aufgetrag¢ider Phosphat Transfer in [pmol] gegen die Zeit
[min]. Beide Kinasen zeigen den gleichen Phosphemytigsverlauf und sind nach 8 min vollstandig
phosphoryliert B) Zeitabhangige Substratphospherying von Tyrtide durch GST-TS-IGHgrin) und
GST-TS-IGke rre (rot). Aufgetragen ist der Phosphateinbau in dabs$rat in [mol/mol] gegen die Zeit in
[min]. Beide Kinasen phosphorylieren das Substratayiwertig und Ubertragen nach 30 min ca. 1 mol/mol

Beide Kinasen zeigen in der Autophosphorylierung déeichen Verlauf. Sie erreichen
beiden nach ca. 8 min ein Maximum von 60 pmol PhaspUmgerechnet auf Kinase

Molekdle entspricht dies einem Phosphorylierunggga@n 4 mol/mol.

Im zweiten Schritt wurden die Kinasen auf ihre jéige Transferaseaktivitat fir Substrate
untersucht. Hierzu wurde das Substrat Tyrtide vadeeé (Abbildung 5.2 B). Tyrtide ist ein
80 Aminoséaure grofRes Peptidsubstrat, welches ireransArbeitsgruppe aus der p30
Region des humanen IRS-1 kloniert wurde. Die Sexjuem Tyrtide enthalt nur eine
Tyrosinphosphorylierungsstelle in einer YMxM-Sequdsmgebung und wird an diesem
Rest sehr gut durch die Kinasen des IR und despi@isphoryliert. Zudem zeigt es bei
Phosphorylierung einen Mobilitatsshift in der nativPAGE und der SDS-PAGE. Das
Substrat Tyrtide wurde mir nach Affinitdtschromatgghie aus E.coli in einer
Konzentration von 5 pg/ul zur Verfigung gestellt.

In Abbildung 5.2 B) ist die zeitabhangige Phosphieryng von Tyrtide durch die IGF
Kinasen GST-TS-IGk und GST-TS-IGk:rregezeigt. In diesem Versuch wurden 10 uM
Substrat durch je 0,5 uM Kinase unter Standardigedigen (8.2.10) umgesetzt. Zu den
jeweiligen Zeitpunkten wurden dem Ansatz 30 pl entmen und die Reaktion durch
SDS-Probenpuffer abgestoppt. Die Proben wurden (dee SDS-PAGE (8.2.9.3)
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aufgetrennt, die Banden mit kolloidaler Farbelosamgefarbt (8.2.9.7), ausgeschnitten
und ihre Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messunguiifiziert. Es ist zu sehen, dass das
Substrat durch beide Kinasen in gleicherweise uetgesvird. Beide Kinasen Ubertragen
nach ca. 15 min etwa 1 mol Phosphat pro mol Subdias entspricht der theoretisch

maglichen maximalen Phosphorylierung des Substrats.

Die Versuche zeigen, dass die Substitution dessiygd° weder Auswirkung auf die
Autophosphorylierung noch auf die Substratphospienng von artifiziellen Substraten
hat.

5.2.2 Phosphorylierung von GST-PTB .75 durch GST-Kinasen

Da gewahrleistet ist, dass beide Kinasen die s&thasferaseaktivitat aufweisen, wurde
nun Uberprift, ob auch GST-Kinasen Substrate duasghorylieren kénnen. Das Substrat
GST-PTB;s entspricht der PTB-Domane des IRS-1 von AminosaBrelin™® bis
Asparagif” und enthalt keine artifiziellen Phosphorylierurtgien wie in Kapitel 5.1 fiir
die GST-Y-PTB beschrieben. In Abbildung 5.3 ist @&sbstrat schematisch dargestellt.
Innerhalb der GST-PTH liegt C-terminal den-Helix ein Serincluster (Abbildung 5.17).
Innerhalb des Clusters befindet sich mit Sétirin Substrat in einem RXRxxS-Motiv,
welches durch die Akt-Kinase phosphoryliert wind.dieser Arbeit wurde die Akt-Kinase
als Modell fur eine Serinkinase verwendet. Hierzentk die GST-getagte, um die PH-
Doméane deletierte und mittels Okadainsaure aktwieAkt-Kinase (GST-Akica
intrazellulare Doméane von Protif bis Glutamdf?), welche bereits uber Gluthation-
Sepharose-Affinitatschromatographie gereinigt \grla

@ PTB
@ PTB D)

Abbildung 5.3.: Schematische Darstellung des Sub&r@ST-PTRBys.

Das Substrat entspricht der PTB-Doméane des humHR8+L von Aminosaure Prolii bis Asparagiff®.
C-terminal befindet sich das Sefth welches ein natirliches Substrat der Akt-Kinasgelstellt. Das
Substrat wurde mit einem N-terminalen GST-Reinigtatgexprimiert und liegt als konstitutives Dimer.v
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Das Substrat GST-PERBwurde in unserer Arbeitsgruppe kloniert und von atber GSH-
Affinitatschromatographie (8.2.3.1) akscoli Zelllysat (8.2.2) bis zu einem Reinheitsgrad
von Uber 95% gereinigt. Die Reiningungsdokumentatiorch SDS-PAGE (8.2.9.3) ist im
Anhang in Abbildung 10.11 auf Seite 163 hinterlegt.

In diesem Versuch wurde das Substrat GST-RRHRitabhangig durch die GST-Kinasen
GST-TS-IGKc und GST-TS-IGk: phe phosphoryliert (Abbildung 5.4). Es wurden 5 uM
Substrat durch je 1 puM Kinase phosphoryliert. Dikos$phorylierung wurde unter
radioaktiven Standardbedingungen (8.2.10) durchigeflZu den jeweiligen Zeitwerten
wurden 30 pl der Reaktion mit SDS-Probenpuffer atapgpt, tber SDS-PAGE (8.2.9.3)

aufgetrennt, angefarbt und analysiert.

A) B)
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Abbildung 5.4.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung v@ST-PTB:7s durch GST-TS-IGFE¢ und
GST-TS-IGFEcehe

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [prughen die Zeit in [min]. Das Substrat wird durch die
Wildtypkinase sehr gut phosphoryliert (griin). Die&&semutante erreicht nach 30 min nur ein drittet d
wildtypischen Phosphorylierung (rot). B) 1D-PASAWGST-PTB;s . Die Wildtypkinase phosphoryliert
Uberwiegend Serinreste, wahrend die Phe-Mutante dbstfat ausschlie3lich an Tyrosinresten
phosphoryliert

In Abbildung 5.4 ist zu sehen, dass das Substrahdiie Wildtypkinase deutlich schneller
phosphoryliert wird, als durch die Phe-Mutante. igdtypkinase ubertragt nach 15 min
ca. 30 pmol Phosphat auf das Substrat. Die Phesuteommt im selben Zeitraum auf

nur etwa 8 Phosphate. Im Initialbereich ist zu seldass die Wildtypkinase etwa funfmal
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schneller das Substrat umsetzt als die Phe-Kinase.

Die Abschwachung der Interaktion zwischen Kinasd 8abstrat hat zur Folge, dass die

Phe-Mutante der Kinase das Substrat deutlich setdephosphoryliert.

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.45déstrats GST-PTBzeigt, dass die
Wildtypkinase Uberwiegend Serinreste, die Phe-Metaringegen ausschlief3lich
Tyrosinresten des Substrats phosphoryliert (Abbiddb.4 B).

Die Abschwéachung der PTB-Bindung an den Juxtamenfier@ich der Kinase hat zur
direkten Folge, dass das Substrat nicht mehr amr8sten phosphoryliert werden kann,
wobei die allgemeine Transferaseaktivitat der Kendér nicht bindende Substrate, durch

die Substitution nicht beeintrachtigt wird.

5.2.3 Nachweis der Bindung von GST-PTB .75 an die IGF-Kinase

Um die Interaktion zwischen GST-Kinasen und GST-BJBu untersuchen, wurde ein
Interaktions-Assay auf nativer PAGE durchgefuhiereu wurde ein radioaktiv markierter
N-Terminus der IGF-Kinase verwendet. Das KonstrueST-IGR, stellt den
Juxtamembranbereich der IGF-Kinase von Aminosaugini® bis Glutamaf®’ dar. Der
GST-IGR besitzt selber keinerlei katalytische Aktivitata$ Protein GST-IGEF wurde
zuerst von mir inE.coli exprimiert (8.2.2) und anschlieBend Uber Glutmtepharose
Affinitatschromatographie (8.2.3.1) bis zu einer ifReit von 95% gereinigt
(Reinigungsdokumentation im Anhang Seite 166, Ahbily 10.16). Im Anschluss wurden
1000 pmol GST-IGk fur 30 min mit 1 mM ATP und einer geringen Spetzifisn
Radioaktivitat von 50 cpm/pmol ATP durch 50 pmol momere IGk:. katalytisch
phosphoryliert. Zuvor wurde die monomere Kinaselftimin in einer Konzentration von
10 pM mit 1 mM ATP autophosphoryliert und damitieiletrt.

Der nun radioaktiv phosphorylierte GST-I@Him folgendeny*?P-GST-IGkr genannt)
wurde nun Uber eine Mini-GSH-Affinitatsreinigung &{8envolumen 300 pl) vom
radioaktiven ATP und der monomeren lgereinigt und durch je 50 ul Fraktionen von
10 mM reduziertem Gluthation eluiert. Die Kontrodler Elution erfolgte durch Vermessen
der einzelnen Eluatfraktionen im Cerenkov-Zahlewis tUber die Methode des Spot-Test
(8.2.9.1). Die Eluate mit der hoéchsten Radioakiiviind Proteinkonzentration wurden

vereinigt und bei -20°C gelagert.
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Um die Interaktion zwischey??P-GST-IGkr und GST-PTB, nachzuweisen, wurden die

beiden Komponenten in den Verhaltnissen y&R-GST-IGk: zu GST-PTB,; von 1:3,
1:2, 1:1 und 1:0,5 fir 20 min bei Raumtemperatikulmert. Die Interaktionsansatze
wurden auf eine native PAGE aufgetragen. Als Kdkiravurdeny®?P-GST-IGks und
GST-PTB,, einzeln aufgetragen. In Abbildung 5.5 sind die @assie gefarbte native
PAGE der Interaktionsanalyse (A) und die Autoradipdpie der nativen PAGE (B)
abgebildet.

A) B)

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
e W e

Abbildung 5.5.;: Native PAGE zur Interaktion von raobktiv phosphoryliertem GST-IGkr mit
GST-PTBys

A): Coomassie gefarbte native PAGE.

B): Autoradiographie des nativen Gels.

Die beiden Komponenten wurden in den Verhaltnis&e®-GST-IGk: zu GST-PTBsvon 1:3, 1.2, 1:1
und 1:0,5 far 20 min bei RT inkubiert.

1:Verhaltnis von 1:3; 2:Verhaltnis von 1:2; 3:Kootle GST-PTBs,; 4:Kontrolle y*-P-GST-IGy;
5:Verhaltnis von 1:1; 6:Verhaltnis von 1:0,5

In der nativen PAGE sind die Interaktionsansatzedan verschiedenen Verhaltnissen von
GST-PTB7s undy*?P-GST-IGkr dokumentiert (Spuren 1, 2, 5 und 6). Als Kontrollerde
die GST-PTBys (Spur 3) sowie der radioaktiv markieft8P-GST-IGR allein aufgetragen
(Spur 4). Es ist zu erkennen, dass die beiden iReostch in ihrem Laufverhalten in der
PAGE unterscheiden. Die GST-PkBlauft im direkten Vergleich zuny®P-GST-IGky
hoher in der PAGE und wird deutlich von diesem eyatt.

Auf der Autoradiographie sind nur die Ansatze dentin denen®*P-GST-IGRK+ vorliegt.
Dies ist in den Interaktionsansatzen mit der GSBRI(Spuren 1, 2, 5 und 6) und der
Kontrolle, in der nur dey*?P-GST-IGRrallein aufgetragen wurde (Spur 4), der Fall. In der
Kontrolle ist zu sehen, dass dePP-GST-IGk: nur eine diskrete Bande im unteren
Bereich der PAGE ausbildet. In den Interaktionsemeséist jedoch auch eine zweite Bande
sichtbar. Diese zweite Bande lauft in der PAGE ldahe der GST-PTBs. Da es sich um

eine radioaktive Bande handelt, muss es eine Bdasgg?P-GST-IGkr sein. Somit wird
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gezeigt, dass unter den gegebenen Bedingungen leieeaktion zwischen dem
v3?P-GST-IGKr und der GST-PTB:s stattfindet und dey®?P-GST-IGkin der PAGE nach
oben shiftet.

5.2.4 Ist das Faltungsdimer GST von Substrat und Kin  ase der
Grund fir die Substrat-Kinase- Interaktion?

In dieser Arbeit wurde Uberwiegend mit dimeren &iren gearbeitet. Die GST-Form der
IGF-Kinase ist als Modell fir den Hormon-gebundened damit aktivierten Holorezeptor
anerkannt’. Die PTB-Doméane als dimeres Substrat ist hingegieht physiologisch.
Daher ist fraglich, ob die Verwendung eines GSTsTagh Substrat der Grund fur die
Interaktion mit der Kinase ist. Ein Grund weshalbdieser Arbeit mit GST-Fusioniertem
Substrat gearbeitet wurde, ist der Umstand, dasslidiere Form der PTB-Domane sehr
stabil ist. Versuche, die PTB-Doméane bis AminoséAsparagif™ als monomeres Protein
zu expremieren gelangen nicht. Dieses Protein leomnar inE.coli exprimiert werden,
eine Uberfihrung in das Lysat war jedoch nicht riobgl Das Protein verblieb in
InclusionbodysVersuche, die PTB unter denaturierenden Bedinguagsinclusionbodys

zu reinigen, scheiterten an der Ruckfaltung deteir®.

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, haicEinfluss GST auf die Interaktion
zwischen Kinase und Substrat, und damit auf didedd@aaseaktivitat der Kinase, hat.
Hierzu wurde das Substrat GST-RBIBdurch GST-TS-IGk und GST-TS-IGk: pre in
Anwesenheit von freiem GST phosphoryliert. Als Kotle wurden die Ansdtze zudem
zusatzlich ohne GST phosphoryliert. Es wurden 5@8MT-PTB;s zeitabhangig durch je
1uM der Kinasen GST-TS-IGE und GST-TS-IGk.rme unter radioaktiven
Standardbedingungen (8.2.10) phosphoryliert (Ahiniggd 5.9). Die Ansatze enthielten
zudem 15 uM freies GST. Zu den Zeitpunkten 1 mimid, 15 min und 30 min wurden
den Ansétzen je 30 pul entnommen, die Reaktion mB-Brobenpuffer abgestoppt, durch
SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt und mit kolloiddférbeldsung angefarbt (8.2.9.7). Die
einzelnen Banden wurden ausgeschnitten und ihreioB&ditat mittels Cerenkov-

Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.6.: Zeitabhangige Phosphorylierung v@ST-PTB:s durch GST-TS-IGFc und
GST-TS-IGFc phe =15 uM GST.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. GST hat weder auf die
Phosphorylierung der Wildtypkinase einen Einflug$i), noch auf die Phosphorylierung durch die
bindungsdefiziente Phe-Mutante (rot)

In Abbildung 5.6 ist der Zeitliche Verlauf der Ppbsrylierung des Substrats GST-PIB
durch die beiden Kinasen gezeigt. Die Ansatze meieim GST sind durch durchgehende
Linien, die jeweiligen Kontrollansatze in gestrittea Linien dargestellt. Es ist zu sehen,
dass die Phosphorylierungsverlaufe beider Kinaseichgsind. Fur die Phosphorylierung
von GST-PTB;s durch die Wildtypkinase (grin) ist es unerheblich,GST im Ansatz ist
oder nicht. In beiden Féllen wird nach 45 min e®®apmol Phosphat auf das Substrat
Ubertragen. Auch fir die Phe-Mutante besteht kemtetschied in der Phosphorylierung
des Substrats. Sowohl im Ansatz mit freiem GSTaalsh in der Kontrolle wurden nach
45 min lediglich 5 pmol Phosphat Ubertragen. Aughzdivor beschriebene Diskrepanz der
Phosphorylierung von GST-PEBzwischen Wildtypkinase und Phe-Mutante wird durch
GST nicht aufgehoben.

5.2.5 Phosphorylierung der denaturierten GST-PTB 275

Dass die Bindung des Substrats GST-RdBn die Kinase GST-TS-IGEdas Kriterium
fur deren duale Kinaseaktivitat ist, sollte mittdbhosphorylierung von denaturiertem
Substrat bestatigt werden. Die Denaturierung filzdam Verlust der nativen

Sekundarstruktur der PTB, was zum Verlust der &kison mit der Kinase fuihren sollte.

Hierzu wurde das Substrat GST-RJBdurch eine Inkubation bei 95°C denaturiert und
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anschlieBend auf Eis retemperiert. Das Substratdevwturch die die IGF-Kinase
GST-TS-IGKc: und die Serin-Kinase GST-Akt im Vergleich zu nativer GST-PTR
phosphoryliert (Abbildung 5.7). In diesem Versuchrden 10 uM Substrat durch 2 pM
GST-TS-IGKc: bzw. 0,5uM GST-AkK., in je 30 ul far 30 min unter radioaktiven
Standardbedingungen (8.2.10) phosphoryliert, uedRBaktion durch SDS-Probenpuffer
abgestoppt. Die Proben wurden Uber eine SDS-PAGES(8) aufgetrennt, die Banden mit
kolloidaler Farbeldésung angefarbt (8.2.9.7), ausigeisten und ihre Radioaktivitat mittels
Cerenkov-Messung quantifiziert.

A) B) GST-IGF, GST-Akloy,
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Abbildung 5.7.: Phosphorylierung von GST-PTRim nativen und denaturierten Zustand durch
GST-TS-IGRcund GST-Akbca

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [AU] fie geweilige Kinase (IGF = dunkel; Akt = hell)

Die Phosphorylierung wurde unter Standardbedingundichgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte fiir 5min
bei 95°C mit anschlieBender Retemperierung aufBas. Substrat wird von der IGF-Kinase nur im nativen
Zustand phosphoryliert. Auf die Phosphorylierungctiudie Akt-Kinase hat die Denaturierung keinen
Einfluss. B) Auswertung der 1D-PASA (K: Kinasekdlgr®: Denaturiert; N: nativ). Das denaturierte
Substrat wird durch die IGF-Kinase nur an Tyrosiropphoryliert. Auf die Phosphorylierung durch dig-Ak
Kinase hat die Denaturierung keinen Einfluss

In Abbildung 5.7 A) ist die Radioaktivitat des Strass in arbitraren Einheiten (AU)
dargestellt. Die Phosphorylierung durch die IGFd§e entspricht den dunkle Balken, die
durch die Akt-Kinase den helle Balken. Es ist Ziuese dass die IGF-Kinase nur die native
PTB-Doméane phosphoryliert. Der Phosphat Transférdau denaturierte PTB entspricht
nur einem Viertel des Transfers auf die native HJId®nane. Die Akt-Kinase
phosphoryliert das Substrat GST-RBJBunabhéangig von der Denaturierung. In beiden

Fallen ist der Phosphat Transfer annahernd gl&eh.Vergleich der Phosphoaminosauren
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(Abbildung 5.7B) zeigt, dass die denaturierte PTiBct die IGF-Kinase ausschliel3lich an
Tyrosinresten phosphoryliert wird. Die native PTBirdy wie schon in den
vorangegangenen Versuchen gezeigt, uberwiegenc@ameésten phosphoryliert. Auf die
Akt-Kinase hat die Denaturierung auch in Bezug adie Verteilung der

Phosphoaminosauren keinen Einfluss (Abbildung 5.7 B

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Interaktion dewamatSubstrats an die IGF-Kinase das
entscheidende Kriterium fir eine duale Aktivitatr déF-Kinase ist. Wird die Interaktion
von Seiten des Substrats unterbunden, kommt egliddizu Tyrosinphosphorylierung.
Dass auch die denaturierte PTB-Domaéne sich gruzidg@éan Serinresten phosphorylieren
lasst, wird durch die Kontrolle mit der Akt-Kinagezeigt. Der Versuch schlie3t zudem
aus, dass die Aufreinigung der GST-TS-jc®dditive Serinkinasen enthalt. Diese wirden,
wie mit der Akt-Kinase gezeigt, auch die denatieieGST-PTB;s an Serinresten
phosphorylieren, da Serinkinasen lediglich sequeezfisch sind und nicht auf die native

Faltung ihrer Substrate angewiesen sind.

5.2.6 Phosphorylierung von GST-PTB .75 durch Kinasen mit
mutierter Aktivierungsschleife

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe wurden drei Kin&detanten kloniert, in denen je ein
Tyrosin in der Aktivierungsschleife durch ein PHalanin substituiert wurde (LIRKuises
LIRKyusos LIRKyvus1). Diese Kinasen zeigen ein anndhernd gleiches altern in der
Autophosphorylierung (siehe Abbildung 10.23 im Awhand Diplomarbeit Moch® und
Sznapk8®, 2008) jedoch mit abnehmender Fahigkeit zur ,A8trinphosphorylierung®.
In der Substratphosphorylierung zeigen diese Kinadgkitanten jedoch grol3e
Unterschiede. In den Arbeiten von Moch und Sznapkd die Auswirkung dieser
Mutationen auf die Struktur des Aktiven Zentrunsgutiert.

Um zu Uberprifen, in wieweit die Fahigkeit zur 8phosphorylierung von der Struktur
der Aktivierungsschleife abhangt, wurden die Kinbiganten GST-LIRKi4er
GST-LIRKy11s0r Und GST-LIRK11s5: Verwendet, um das Substrat GST-REBzu
phosphorylieren (Abbildung 5.8). Die Kinasen wurahein in einer Reinheit von tber 95%

zur Verfugung gestellt.

In diesem Versuch wurde das Substrat GST-RREHRitabhangig durch die GST-Kinasen
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GST-LIRKwr , GST-LIRKy1146r , GST-LIRKy1150r UNd GST-LIRK 115: phosphoryliert. Es
wurden 5 uM Substrat durch je 1 uM Kinase phosdresty Die Phosphorylierung wurde
unter radioaktiven Standardbedingungen (8.2.10)chayefihrt. Zu den jeweiligen
Zeitwerten wurden 30 pl der Reaktion mit SDS-Prqiodier abgestoppt, tiber SDS-PAGE
(8.2.9.3) aufgetrennt, angefarbt (8.2.9.7) undettizelnen Banden quantifiziert.
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Abbildung 5.8.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung vorS&-PTB;;s durch Kinasen mit mutierter
Aktivierungsschleife.

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pnthifch die jeweilige Kinasemutante zu drei verschinesh
Zeitwerten in [min]. Die Mutante Y1146 verhalt siefe der Wildtyp. Die Mutante Y1150 phosphoryliers d
Substrat deutlich schlechter als der Wildtyp, urelKinasemutante Y1151F erreicht in der Substrat-
phosphorylierung nur basale Aktivitat.

B) Anteil an Phosphotyrosin und Phosphoserin def-B%B7s nach 30 min Phosphorylierung durch die
jeweilige Kinase Mutante. Wahrend sich die Mutarité46 wie der Wildtyp verhalt, phosphorylieren die
Mutanten Y1150 und Y1151F deutlich weniger Seriardss Substrats.

In Abbildung 5.8 A) ist der Phosphat Transfer aafs dSubstrats GST-PFB zu drei
verschiedenen Zeitpunkten durch die jeweilige Kenddutante dargestellt. Alle Kinase
Mutanten zeigen im Vergleich zum Wildtyp herabgesetFahigkeit zum Phosphat
Transfer auf das Substrat. Die Mutante GST-LIRK¢ zeigt bis 15 min einen geringeren
Transfer als der Wildtyp, nach 30 min ist der Tfansnnahernd gleich. Bei der Mutante
GST-LIRKy13s0r ISt selbst nach 30 min der Transfer deutlich ggnimals der Wildtyp. Die
Kinase Mutante GST-LIRWKs:r erreicht in der Substratphosphorylierung ledigloasale
Aktivitat. In Abbildung 5.8 B) ist die Verteilunged Phosphoaminosauren Phosphotyrosin
(gestrichelt) zu Phosphoserin (grau) (8.2.10.4)empz Die Kinasen GST-LIRWK;s0r und
GST-LIRKy115:¢ phosphorylieren deutlich weniger Serinreste im shalb (in grau),
wahrend der Anteil an Phosphotyrosin tber alle E&ma hinweg etwa gleich bleibt
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(gestrichelt).

Dies zeigt, dass die Aktivierungsschleife der IGiRd§e in einer richtigen Konformation
vorliegen muss, um duale Kinaseaktivitat zu gevasteén. Substitutionen an Resten der
Aktivierungsschleife der Kinase fuhren zu einer miederten Fahigkeit, sich und
Substrate dual zu phosphorylieren. Die Fahigkeit @grosinphosphorylierung von

bindenden Substraten ist durch diese Substitutidath nur geringfiigig vermindert.

5.2.7 Konzentrationsabhéngige Substratphosphorylieru ng von
GST- PTB,ss durch GST-TS-IGF AC und GST-TS-IGF AC Phe

Das Substrat GST-PTER zeichnet sich dadurch aus, dass es durch die &iRdse und

die IR-Kinase Uberwiegend an Serinresten phospieorylvird, jedoch nicht durch die
bindungsdefizienten Phe-Mutanten dieser beiden d¢€@nalm folgendem Versuch sollte
durch sukzessive Erh6hung der Substratkonzentratrgarsucht werden, im welchem

stoéchiometrischen Verhéltnis die PTB-Domane vonl@éi-Kinase phosphoryliert wird.

Hierzu wurde das Substrat GST-RJHn den Konzentrationen 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM,
2 UM, 4 uM und 8 uM fir jeweils 5 min durch je 1 pddr Kinasen GST-TS-IGE und
GST-TS-IGRcrhe zeitabhéngig unter radioaktiven Standardbedingung@.2.10)
phosphoryliert (Abbildung 5.9). Zu den Zeitpunkt®td min, 1 min, 2 min und 5 min
wurden den Ansatzen je 30 ul entnommen, die Reaktib SDS-Probenpuffer abgestoppt,
durch SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt und mit kdiédber Farbelosung angefarbt
(8.2.9.7). Die einzelnen Banden wurden ausgeseimitind die Radioaktivitdt mittels
Cerenkov-Messung quantifiziert. Die zeitabhangigevierlaufe der einzelnen
Phosphorylierungen wurden linear gefittet und deadbing berechnet. Die Steigung wurde
als Initialgeschwindigkeit in den folgenden Grapligr@rnommen und gegen die jeweilige

Substratkonzentration aufgetragen.
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@ GST-TS-IGF,,
® GST-TS-IGF, .,
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Substratkonzentration [uM]

Abbildung 5.9.: Vergleich der Initialgeschwindigkeitevon GST-TS-IGERc und GST-TS-IGFEcene fur
steigende Konzentrationen des Substrats GST-R4B

Aufgetragen ist die Initialgeschwindigkeit der Phlosgylierung gegen die Substratkonzentration in [uM]
Das Substrat wird bei allen gemessenen Konzentratideatlich besser durch die Wildtypkinase
phosphoryliert (griin). Fur die Phe-Kinase konnte &l&@n Substratkonzentrationen nur Backround
gemessen werden (rot). Die Initialgeschwindigkeit\Wildtypkinase nimmt mit steigender
Substratkonzentration zu und erreicht ihr Maximuendiwa 0,08 mol/mol/min

In Abbildung 5.9 ist die Initialgeschwindigkeit definasen in Abhangigkeit der
Substratkonzentrationen gezeigt. Es ist zu sehass @ich die Geschwindigkeit der
Wildtypkinase (griin) mit steigender Substratkonegign erhdht und ihr Maximum bei
etwa 0,08 mol/mol/min erreicht. Die Substratkonesin, bei der die halbmaximale
Geschwindigkeit erreicht wird, liegt bei etwa 1 pBubstrat. Dies entspricht der
eingesetzten Kinasekonzentration. Fur die bindusfiggdnte Phe-Kinase (rot) konnte bei
keiner gemessenen Substratkonzentration im Bereah 5 min ein realer Phosphat
Transfer gemessen werden, der Uber dem Backrougd [de Ermittlung der

Initialgeschwindigkeit ist somit mit einem grol3erehfer versehen. Es wird jedoch
deutlich, dass GST-PTER kein Substrat fur die GST-TS-1Gfpn darstellt. Die Ermittlung

der kinetischen Parameter, Maximalgeschwindigkentd uSubstratkonzentration bei

halbmaximaler Geschwindigkeit, konnten nicht erefiitiverden.

5.2.8 Modulation der dualen Phosphorylierung durch
Substratverlangerung

In den vorangegangenen Versuchen konnte experith&elegt werden, dass durch die
Ausbildung eines starken Komplexes zwischen Kinasel Substrat die duale
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Kinaseaktivitat auch fir Substrate gezeigt werdannk Als Modellsubstrat wurde bisher
mit der PTB-Doméne des humanen IRS gearbeitetelstdlt nur einen sehr kurzen Teil
des Scaffoldproteins dar. Fraglich war nun, ob sleh duale Kinaseaktivitat der IGF-

Kinase und der nah verwandten IR-Kinase auch aujeé Squenzen des nattrlichen
Substrats IRS-1 Ubertragen lassen. Hinzu kommtFdage, ob durch die Verwendung
eines groBeren Teils von IRS-1, das Substrat umagder von der prominenten

PTB-Bindung wird.

Hierzu wurde die PTB-Doméne in zwei Stufen verlahgen ersten Schritt wurde die
PTB-Domane bis zur Aminosaure Aspardafirverlangert. Dies fiihrte zum Konstrukt
GST-PTB,. Das Substrat wurde in unserer Arbeitsgruppe &lbnivon mir in E.coli
exprimiert (8.2.2) und Uber GSH-Affinitdtschromataghie (8.2.3.1) bis zu einer Reinheit
von 95% gereinigt. Die ReiningungsdokumentationcduSDS-PAGE (8.2.9.3) ist im
Anhang in Abbildung 10.15 auf Seite 165 hinterlegt.

A)
158 INa70
@ : PTB ) IRS-1)
@ PTB ) IRS-1)
B) 738
158 551 612 32 ¢62 .

|
@ PTB ) IRS-1 D
@ PTB ) IRS-1 D)

Abbildung 5.10.: Schematische Darstellung der Subst GST-PTBy (A) und GST-TS-IRS-%;5 (B)

A) Das Substrat GST-PEB entspricht der humanen PTB-Domaéane des IRS-1 titdsigur Aminosaure
Asparagirf”® C-terminal verlangert. In der Verlangerung sind sehtiedene Serinreste und Threoninreste
vorhanden

B) Das Substrat GST-TS-IR&sEntspricht dem humanen IRS-1 von Aminosaure Pfoliis Isoleucif™,
Es besteht aus der PTB-Domaéane und reicht bis ip8@&Region hinein in der sechs Tyrosinreste invi¥xx
Motiven liegen.

In einem zweiten Schritt wurde in unserer Arbeiiggre ein IRS-1-Konstrukt kloniert, das

dem humanen IRS-1 von Aminosaure Prdfibis Isoleucii®® entspricht. Das Konstrukt
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GST-TS-IRS-3;3 wurde in einen Transfektionsvektor fi@f3Zellen kloniert, welcher
hinter dem GST-Tag eine Schnittstelle fir die THW@tPase enthalt. Das Protein
GST-TS-IRS-%s wurde von mir aus Sf3Zelllysat (8.2.1.4) durch GSH-
Affinitdtschromatographie (8.2.3.1) bis zu einemirReitsgrad von 90% gereinigt. Eine

schematische Darstellung der beiden Konstrukie i&bbildung 5.10 dargestellt.

5.2.8.1 Das Substrat GST-PTB 37 wird durch die IGF-Kinase neben
Serinresten auch an Threoninresten phosphoryliert

Das Substrat GST-PEBbeinhaltet die PTB-Domane des humanen IRS-1 unblisszur
Aminosaure Asparagiff verlangert. In der C-terminalen Verlangerung baginsich mit
Serin® ein weiteres Serin in einer Erkennungssequenz fér Akt-Kinase, sowie
verschiedene Threoninreste in unterschiedlichem&emmgebungen. Tyrosinreste sind in

der C-terminalen Verlangerung nicht vorhanden (ifshing 5.10 A).

In einem ersten Versuch wurden 5uM GST-B§Blurch je 1uM GST-TS-IGE und
GST-TS-IGRc phe zeitabhéngig phosphoryliert (Abbildung 5.11). DRéosphorylierung
wurde unter radioaktiven Standardbedingungen (@)2durchgefuhrt. Zu den jeweiligen
Zeitwerten wurden 30 pl der Reaktion mit SDS-Praldier abgestoppt, Uber SDS-PAGE
(8.2.9.3) aufgetrennt und angefarbt (8.2.9.7). énzelnen Banden wurden ausgeschnitten

und ihre Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messunagimjifiziert.
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Abbildung 5.11.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung v@ST-PTBy7, durch GST-TS-IGFRcwr und
GST-TS-IGFsc pre(rot).

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [prg#hen die Zeit in [min]. Das Substrat wird durch die
Wildtypkinase (gruin) viermal starker phosphoryliels durch die bindungsdefiziente Phe-Mutante (rot)
B) 2D-PASA der durch die GST-Kinasen phosphorgie@ST-PTB. Das Substrat wird durch die
Wildtypkinase massiv an Serin und Threoninrestersjphoryliert. Die Phe-Kinase phosphoryliert das
Substrat ausschlieRlich an Threoninresten.

In Abbildung 5.11A ist der Phosphat Transfer au$ @&ubstrat GST-PT8 durch die
Kinasen GST-TS-IGEk (grun) und GST-TS-IGk re(rot) gezeigt. Es ist zu sehen, dass
das Substrat durch die Wildtypkinase zu allen Zeikpen deutlich besser phosphoryliert
wird als durch die bindungsdefiziente Phe-Kinase Wildtypkinase Ubertragt auf das
Substrat nach 30 min etwa 40 pmol Phosphat. Die-Kiese Ubertragt im gleichen

Zeitraum nur 10 pmol Phosphat.

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4)Sidsstrats nach 30 min zeigt, dass
die Wildtypkinase das Substrat zu gleichen Teilen Serinresten und Threoninresten
phosphoryliert. Die Phe-Mutante Ubertragt die Phasgp ausschlief3lich auf Threoninreste

des Substrats.

Die Verlangerung des Substrats erweiterte die 8tigzder IGF-Kinase Uber Serinreste
und Tyrosinreste hinaus. Werden der Kinase in lmidde Substraten auch Threoninreste
angeboten, so werden auch diese phosphoryliererdudnnte erstmals auch fur die Phe-
Mutante eine Erweiterung der Spezifitdt gezeigt deer Auch die Phe-Mutante

phosphoryliert das Substrat an Threoninresten, gleieh der Gesamttransfer deutlich

schlechter ist.
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5.2.8.2 Konzentrationsabhangige Phosphorylierung von GST-PTB370
durch GST-TS-IGF sc und GST-TS-IGF ¢ phe

Im Anschluss sollte untersucht werden, in wiewah sdie Geschwindigkeit der Kinase
andert, wenn das Substrat neben Serinresten nuim &heeoninreste als Phosphat-

Akzeptor anbietet.

Hierzu wurde der Versuch aus Kapitel 5.2.in, dem das Substrat GST-PZ8
konzentrationsabhangig phosphoryliert wurde, mihderlangerten Substrat GST-PI8
wiederholt.

Das Substrat GST-PER wurde in den Konzentrationen 1 uM, 3 uM, 5 pM,u0d und

15 pM fir jeweils 5 min durch je 1 uM der KinaseBTaTS-IGKc und GST-TS-IGke pre

zeitabhangig unter radioaktiven Standardbedingur{§eh10) phosphoryliert (Abbildung
5.12). Zu den Zeitpunkten 0,5 min, 1 min, 2 min &whin wurden den Ansatzen je 30 pl
entnommen, die Reaktion mit SDS-Probenpuffer abgest durch SDS-PAGE (8.2.9.3)
aufgetrennt und mit kolloidaler Farbelosung and#fgB.2.9.7). Die einzelnen Banden
wurden ausgeschnitten, und ihre Radioaktivitat efstiCerenkov-Messung quantifiziert.

Die Ermittlung der Initialgeschwindigkeiten erfodgivie im obigen Versuch beschrieben.

0,25 -
@ GST-TS-GF, WT

@ GST-TS-IGF, Phe

o : E

0,15 4

(mol/mol/ min)

0,10 4

Ini

Y

0,05 4 i i

(L]
ol

0,00 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Substratkonzentration (uM)
Abbildung 5.12.: Vergleich der Initialgeschwindigkeih von GST-TS-IGRE: und GST-TS-IGFc phe fur
steigende Konzentrationen des Substrats GST-RB{B

Aufgetragen ist die Initialgeschwindigkeit der Phiosgylierung gegen die Substratkonzentration in [uM]
Das Substrat wird bei allen gemessenen Konzentratideeatlich besser durch die Wildtypkinase
phosphoryliert. Durch die Phe-Mutante wird das Stdidei allen Konzentrationen nur marginal
phosphoryliert.
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In Abbildung 5.12 ist die Initialgeschwindigkeit ™eKinasen bei den gegebenen
Substratkonzentrationen angegeben. Es ist zu selass, sich die Geschwindigkeit der
Wildtypkinase (grin) mit steigender Substratkonegin erhoht und ihr Maximum bei

5 UM Substrat mit etwa 0,17 mol/mol/min erreichie Bubstratkonzentration, bei der die
halbmaximale Geschwindigkeit erreicht wird, liegi btwa 1 M Substrat. Dies entspricht
der eingesetzten Kinasekonzentration. Die binduefggdnte Phe-Kinase (rot) Ubertragt
bei allen gemessenen Substratkonzentration nurlaegsam Phosphat auf das Substrat.
Die Phe-Kinase erreicht bei 3 pM Substrat ihre make Geschwindigkeit von etwa

0,05 mol/mol/min. Jedoch zeigt der Verlauf der Risk und der geringe Phosphat

Transfer , dass dieser Wert mit einem hohen Félaleaftet ist.

5.2.8.3 Das Substrat GST-TS-IRS-1 ;35 wird durch die IGF-Kinasen
GST-TS-IGF,c und GST-TS-IGF Acphe @an Serin-, Threonin- und
Tyrosinresten phosphoryliert

Das Substrat GST-TS-IRSzd besteht aus der humanen PTB-Doméane des IRS-1stnd i
C-terminal bis zum Ende der p30-Region des IRStlArgert. Die p30 Region entspricht
der Hauptphosphorylierungsstelle des IRS-1. Inetid®egion liegen sechs Tyrosine in
YxxM-Motiven (Tyrosirf®, Tyrosirt™, Tyrosirf®?, Tyrosirt®, Tyrosirt®® und Tyrosir®)
welche ideale Substrate fir die Kinasen des IR desl IGFIR darstellen (Abbildung
5.10B).

Fur erste Versuche wurde zunachst die Kinase iarilnmonomeren Form verwendet
(Abbildung 5.13A), da nicht klar war, ob dimere GKihasen grol3e dimere Substrate dual
phosphorylieren kdénnen, oder ob es auf Grund verisshen Behinderungen zu einer

verminderten Phosphorylierung kommt.

Die monomeren Kinasen wurden durch eine Restriktohder TEV-Protease aus den
GST-TS-IGF-Kinasen erhalten. Hierzu wurden die G&Tasen in einem Verhéltnis von

1:20 mit rekombinanter TEV-Protease fur 2 h bei 48tdaut. Anschlielend wurde durch
eine Kombination aus Mini GSH-Affinitatschromatoghee (S&ulenvolumen 400 ul) und
Mini Ni-NTA-Affinitatschromatographie (S&ulenvolume 200 pl; siehe Methodenteil

8.2.3.3) sowohl ungespaltene Kinase als auch abfiesps GST und die TEV-Protease
aus dem Ansatz entfernt. Die monomeren J&&inasen lagen im Durchfluss zu nahezu

100% rein vor. Die Dokumentation der Aufreinigursg im Anhang in Abbildung 10.10
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dargestellt. Die monomeren Kinasen TS-loFund TS-IGKcpre Wurden vor der
Verwendung in Phosphorylierungsansatzen in einerz€otration von 10 uM mit 1 mM
ATP  unter Standardbedingungen  vorphosphoryliert —undann  fir die

Substratphosphorylierung verdinnt.

Fur die Untersuchung der Substratphosphorylierumg @ST-TS-IRS-4s wurden 3 uM
Substrat durch je 1puM TS-IGF und 1uM TS-IGk:rhe unter radioaktiven
Standardbedingungen (8.2.10) phosphoryliert. Zu jdemiligen Zeitwerten wurden dem
Ansatz 30 pl entnommen, die Reaktion mit SDS-Prpb#ear gestoppt und die Proben
Uber eine SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt. Die Bandairden angefarbt (8.2.9.7),

ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat mittels @koe-Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.13.: Zeitabhangige Phosphorylierung v&S5T-TS-IRS-%ssdurch monomere IGF Kinasen.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. In griin ist die Phosphoryligrg
durch TS-IGRcWildtyp und in rot durch die bindungsdefizientelG&xc Phe-Mutante. Das Substrat wird
durch die Mutante nur zu gut 50% im Vergleich zuidtyp phosphoryliert. B) 1D-PASA des Substratshnac
30 min Phosphorylierung durch die verwendeten KinaBge Wildtypkinase phosphoryliert neben Tyrosin
und Threoninresten auch Serinreste innerhalb déstgats 82D-Daten nicht gezeigt)

Wie in Abbildung 5.13 gezeigt, wird das Substratctibeide Kinasen phosphoryliert. Die
Wildtypkinase (grin) tbertragt nach 8 min 160 piebbsphat auf das Substrat, die Phe-
Mutante (rot) in vergleichbarer Zeit nur 80 pmolidém ist im Initialbereich der Reaktion
zu erkennen, dass die Wildtypkinase das Substnat dbppelt so schnell phosphoryliert
wie die Phe-Mutante. Der Vergleich der Phosphoas@incen (Abbildung 5.13B) des
Substrats zeigt, dass die Wildtypkinase das Substedben Tyrosinresten auch an

Serinresten phosphoryliert. Die Auswertung der ASR erbrachte zudem einen hohen
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Anteil an Phosphothreonin im Substrat (nicht geel@as Verhaltnis von Phosphotyrosin
zu Phosphothreonin und Phosphoserin wurde bestiauh®:1:1 (pY:pT:pS). Die Phe-

Kinase ist dazu nur marginal in der Lage. Die Kamaatante phosphoryliert das Substrat
Uberwiegend an Tyrosinresten und marginal an Thneesten. Phosphoserin konnte nicht

nachgewiesen werden.

Da das Substrat GST-TS-IRSskehr grof3 ist und durch GST dimerisiert vorlag,deum
nachsten Schritt das Substrat durch eine Resmiktitt der TEV-Protease monomerisiert.
Hierzu wurde das Substrat fur 1,5 h bei Raumtentpernait TEV-Protease behandelt und
Uber eine Kombination von Ni-NTA-Affinitatschroma@phie (8.2.3.2) und GSH-
Affinitatschromatographie (8.2.3.1) aufgereinigt.nsghlieBend wurde das Substrat
TS-IRS-%35 durch ein 30k-Centricon in 50 mM Tris pH 7,5 umg#grt und angereichert
(8.2.8.1).

Im zweiten Versuch wurden 5uM des Substrats TSARS durch je 1 uM der
GST-Kinasen GST-TS-IGE und 1upuM GST-TS-IGkre unter radioaktiven
Standardbedingungen (8.2.10) phosphoryliert (Akingg 5.14A). Zu den jeweiligen
Zeitwerten wurden dem Ansatz 30 pul entnommen, degakiRon mit SDS-Probenpuffer
gestoppt und die Proben lber SDS-PAGE (8.2.9.3yetrginnt. Die Banden wurden
angefarbt (8.2.9.7), ausgeschnitten und ihre Ré&tio@t mittels Cerenkov-Messung

quantifiziert.
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Abbildung 5.14.: Zeitabhangige Phosphorylierung vais-IRS-Lesdurch dimere GST-IGF Kinasen.

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [png#pen die Zeit in [min]. In grin ist die
Phosphorylierung durch GST-TS-IGfVildtyp und in rot durch die bindungsdefiziente GSFIGFc pre
gezeigt. Das Substrat wird durch die Mutante nucau65% im Vergleich zum Wildtyp phosphoryliert.
B) 1D PASA des Substrats nach 30 min. Die Wildtgsid Ubertragt bis zu 20% der Phosphate auf
Serinreste, die Phe-Kinase nur etwa 5%.

In Abbildung 5.14A) ist der Phosphat Transfer dudié Wildtypkinase (grin) und die
Phe-Mutante (rot) auf das monomere Substrat TSIRSezeigt. Es ist zu sehen, dass die
Wildtypkinase das Substrat deutlich schneller phosgiert als die bindungsdefiziente
Phe-Mutante. Nach 10 min Ubertragt die Wildtypkendas Maximum von etwa 140 pmol
Phosphat auf das Substrat. Die Phe-Kinase phodroign selben Zeitraum das Substrat
mit bis zu 80 pmol Phosphat.

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4)Sdéstrats ( Abbildung 5.14B) zeigt,
dass das Substrat durch die Wildtypkinase bis 2a a8 Serinresten phosphoryliert wird.
Die Phe Kinase ubertragt etwa 5% der Phosphat8exirireste des Substrats.

Im Anschluss an diesen Versuch sollte das dimerel-&fbstrat durch dimere
GST-Kinasen phosphoryliert werden. Fraglich ist, dimere IGF-Kinasen in der Lage
sind, grofRe dimere Substrate zu binden und duphesphorylieren, oder ob es auf Grund
von sterischen Behinderungen zu keiner produkti¢emplexbildung zwischen Kinase

und Substrat kommt.

Hierzu wurden 3 uM des Substrat GST-IR&Mdurch je 1 pM GST-TS-IGE und
GST-TS-IGRcrhe unter radioaktiven Standardbedingungen (8.2.10) spharyliert
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(Abbildung 5.15A). Zu den jeweiligen Zeitwerten wen dem Ansatz 30 pl entnommen,
die Reaktion mit SDS-Probenpuffer gestoppt und Eieben Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt (8.2.9.3). Die Banden wurden mit koiéder Farbeldsung angefarbt (8.2.9.7),
ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat mittels Gkoe-Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.15.: Zeitabhangige Phosphorylierung v@3ST-TS-IRS-4ssdurch dimere GST-IGF Kinasen.

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [png#pen die Zeit in [min]. In grin ist die
Phosphorylierung durch GST-TS-1&Wildtyp und in rot durch die bindungsdefiziente GSFIGFc pre
Das Substrat wird durch beide Kinasen gleichweptigsphoryliert.

B) 1D-PASA des Substrats nach 30 min. Es ist znadn, dass die Wildtypkinase das Substrat duabimit
zu 15% Phosphoserin phosphoryliert. Die Phe-Kin#sertragt hingegen nur 5% der Phosphate auf
Serinreste im Substrat.

In Abbildung 5.15A ist der zeitliche Phosphat Tfensauf GST-IRS-%s durch die dimeren

GST-Kinasen GST-TS-IGE (grun) und GST-TS-IGk rre (rot) gezeigt. Es ist zu sehen,
dass beide Kinasen das Substrat gleich phosphayli&€s besteht keine Diskriminierung
zwischen GST-TS-IGE und GST-TS-IGkrne Welche in allen vorangegangen
Substratphosphorylierungen beobachtet wurde. N&cmi@ ist ein Maximum von etwa
130 pmol Phosphat durch beide Kinasen auf das ab#bertragen worden. Auch im

Initialbereich der Phosphorylierung verhalten delide Kinasen annahernd gleich.

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4)Sidsstrats nach 30 min (Abbildung
5.15B) zeigt, dass die Wildtypkinase das Subsehen Tyrosinresten auch bis zu 15% an
Serinresten phosphoryliert. Die Phe-Mutante phogpieot das Substrat Gberwiegend an

Tyrosinresten, jedoch ebenfalls mit bis zu 5% amBesten.
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Durch die Kombination von GST-Kinasen und groRem-S8bstraten kommt es zu keiner
Diskriminierung im Phosphat Transfer zwischen delinase-Mutante und der
Wildtypkinase. Zudem konnte erstmals gezeigt werdaéamss auch die Phe-Mutante
(GST-TS-IGRKRcpng durchaus in der Lage ist, Substrate dual an fsten und

Threoninresten zu phosphorylieren. Jedoch ist die-Nutante immer noch deutlich

langsamer in der Phosphorylierung von SerinresteSubstrat.

5.3 Auswirkungen einer kovalenten Bindung zwischen Sub strat
und Kinase

In den vorangegangenen \Versuchen wurde mit Substrgearbeitet, welche tber die
PTB-“Docking“-Domane an die Kinase zu binden. Witkse Bindung auf Seiten der
Kinase dadurch geschwacht, dass eine bindungselefiiziKinasemutante (Phe-Mutante)
verwendet wird, so wird der Phosphat Transfer aa$ &ubstrat signifikant verringert.
Zudem ist keine duale Kinaseaktivitat mehr messénd die Bindung auf Seiten des
Substrats dadurch unterbrochen, z.B. dadurch dassSiibstrat denaturiert wird, so kann
auch die GST-TS-IGE das Substrat nicht mehr dual phosphorylieren. Wilizd Substrat
verlangert, und somit unabh&ngiger von der reinelmiglexbildung durch die
PTB-Domaéne, so kann auch die sonst bindungsdeakziGnasemutante das Substrat dual

phosphorylieren.

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ®igstrate phosphoryliert werden,
wenn diese gleichsam kovalent an die Kinase gekoppel. Die Auswirkungen, welche
eine kovalente Kopplung von zwei Reaktanden hdt,insder Literatur unter dem
Proximity Effektbekanrit®™®l Hierbei kommt es, je nach Lange und Flexibilitktr
Kopplung, zu einer Steigerung der Reaktionsgesdiigkeit.

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden zwei litigogeneriert. Die Hybride bestehen
jeweils aus einer aktiven Kinaseuntereinheit undemeiUntereinheit des Substrats
GST-IRS-%s3. Die beiden Untereinheiten sind Uber das natigli€faltungsdimer GST

kovalent aneinander gekoppelt.

Die Hybride wurden durch KoexpressionSi&9Zellen exprimiert (8.2.1.4), und tber eine
GSH-Affinitatschromatographie (8.2.3.1) mit anseBknder Anionenaustauscher—

chromatographie (8.2.3.4) gereinigt. Die Reiniguuysimentation des Hybrides
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GST-IRKD-IRS-Z%3s ist im Anhang auf Seite 162 dargestellt (Abbildut®9). Auf diese
Weise wurden zwei Hybride erzeugt: das Hybrid GBRKID-IRS-1;3. und das Hybrid
GST-IRKDphsIRS-1;35. Die beiden Hybride unterscheiden sich nur durehSubstitution
des Tyrosin¥® durch Phenylalanin in der Kinase GST-IRKDDie beiden Untereinheiten
der Hybride unterscheiden sich stark in ihrem Molafgewicht. Die
GST-IRS-%gzUntereinheit ist etwa 116 kDa, die GST-IRKD-Uniateit etwa 66 kDa
grof3. Dies ermdglicht eine genaue Trennung in @3-BAGE und eine exakte Zuordnung
des Phosphat Einbaus in die einzelnen Untereimheite

Die Hybride wurden zeitabhangig unter radioaktiv8tandardbedingungen (8.2.10)
phosphoryliert (Abbildung 5.16). Zu den jeweiligéritwerten wurden dem Ansatz 30 pl
entnommen, die Reaktion mit SDS-Probenpuffer ggstapd die Proben lber eine SDS-
PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt. Die Banden wurden noilokdaler Farbelésung angeféarbt
(8.2.9.7), ausgeschnitten und ihre Radioaktivitditetls Cerenkov-Messung quantifiziert.

In Abbildung 5.16 ist der Phosphateinbau in diegiigen Untereinheiten der Hybride zu
den gemessenen Zeitwerten gezeigt. In Abbildung A.{grtin) ist der Phosphateinbau in
die Wildtypkinase GST-IRKD (Dreiecke) und die G3IS-1 Untereinheit (Kreise)
dargestellt.
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Abbildung 5.16.: Zeitabhangige Phosphorylierung delybride GST-IRKD-IRS-%35 und
GST-IRKDephe IRS-1735

Aufgetragen ist jeweils der Phosphat Transfer im§] gegen die Zeit in [min].Es ist kein Untersathia
der Phosphorylierung der beiden Hybride zu erkennen

A) Zeitabhangige Phosphorylierung des Hybrides GBID-IRS-%ss

B) Zeitabhangige Phosphorylierung des Hybrides G&B-IRS-%35

C) Vergleich der Phosphoaminoséauren der IRS-1-léiméeit aus den hybriden. In beiden Hybriden wird
das Substrat mit bis zu 30% an Serinresten phospbdr
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Es ist zu sehen, dass die Kinaseuntereinheit naahid etwa 5 pmol Phosphat pro mol
Kinase einbaut und in den nachsten 15 min wiedehtladlephosphoryliert wird. In die
enzymatisch nicht aktive IRS-1-Untereinheit weradgwa 2 pmol Phosphat pro mol der
Untereinheit eingebaut. In Abbildung 5.16 B (rost ider Phosphateinbau in die
Kinasemutante GST-IRKE. (Dreiecke) und die dazugehdrige GST-IRS-1 Untérein
(Kreise) dargestellt. Es ist zu sehen, dass di@as&nntereinheit etwa 3pmol Phosphat pro
mol Kinase einbaut. In die enzymatisch nicht akti&-1-Untereinheit werden durch die
Kinaseuntereinheit etwa 2 pmol Phosphat pro mol detereinheit eingebaut. Der
Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4) derliRBitereinheit nach 30 min zeigt,
dass beide Kinasen das Substrat im Hybrid gleicdspihorylieren. Die IRS-1-Untereinheit

ist stark an Tyrosinresten phosphoryliert und weast30% Phosphoserin auf.

Durch die gleichsam kovalente Kopplung des Sulsstrat die Kinase wird die
Diskriminierung zwischen der Phe-Mutante und deldWpkinase ganzlich aufgehoben.
Zudem zeigt der Versuch, dass auch die Phe-Kinasesdbstrat mit der selben Effizienz
wie die Wildtypkinase phosphoryliert. Auch die \éling der Phosphoaminosauren im
Substrat zeigt, dass die Phe-Kinase in der Lag8usistrate dual zu phosphorylieren.

5.4 Bestimmung der Serinphosphorylierungsstelle

In den vorangegangenen Versuchen wurde deutlicks de&e IGF-Kinase und die Kinase

des Insulinrezeptors neben ihrer Tyrosinkinasefonkauch in der Lage sind Substrate an
Serin und Threonin zu phosphorylieren. Die Voratms®en hierfur sind die Ausbildung

eines stabilen Kinase-Substrat-Komplexes lber estefBindung des Substrats an die
Kinase und eine korrekte Konformation der Aktiviggsschleife innerhalb der Kinase.

Bisher ist jedoch wunklar, in welcher Sequenz- oddrukturumgebung sich ein

Serinsubstrat befinden muss, um durch die IGF-Kar@ssphoryliert zu werden.

Im folgendem sollte die Serinphosphorylierungssteiherhalb des Substrats GST-REB
bestimmt werden, da dieses Substrat die deutlicBgenphosphorylierung aufweist.
Neben dem vorherrschenden Serinsignal wird Tyrosmmarginal durch die IGF-Kinase
phosphoryliert. Der C-Terminus weist eine Reihe \®erinresten auf, die alle als
potenzielle Phosphorylierungsstellen fir die IGHRd&§e in Frage kommen (Abbildung
5.17).
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. RPRSKSQSSSN™”

Abbildung 5.17.: Sequenzausschnitt des C-Terminus @&T-PTBys von Arginin®® bis Asparagif’™
(Serincluster).

Das Serii” welches durch die Akt-Kinase phosphoryliert wigd griin gekennzeichnet. In rot,sind alle
potenziellen Serinphosphorylierungsstelle der IGRase angegeben. Das Sequenzmotiv der Akt-Kinase
(RxRxxS) ist gréRer dargestellt)

Um die Serinphosphorylierungsstelle zu bestimmemrde zunachst das Substrat
C-terminal bis Glutam&® verkiirzt, da so das fiinf Serine enthaltene Cluster
ausgeschlossen werden konnte (Kapitel 5.4.1). Aie@nd wurden am GST-PTBzwel
Alanin-Scans durchgefiihrt, um die Serinphosphomyfigsstelle weiter einzugrenzen
(Kapitel 5.4.3 und Kapitel 5.4.4).

Zeitgleich wurde die phosphorylierte GST-RJB durch verschiedene Labore

massenspektroskopisch vermessen.

5.4.1 Eingrenzung der Serinphosphorylierungsstelle

Um die Serinphosphorylierungsstelle im Substratoegtimmen, wurde in einem ersten
Schritt eine C-terminal deletierte Variante der PD&mane untersucht, um so das
C-terminale Serin-Cluster zu eliminieren. Das SwatstGST-PTBs; entspricht dem
humanen IRS-1 von Aminosaure Préiinbis Glutamaf® und gleicht somit der PTB-

Domane von Eclet al, welche durch NMR strukturell aufgeklart wurde

Das Substrat wurde von mir kloniert (8.1.1), Encoli exprimiert (8.2.2) und uber
GSH-Affinitatschromatographie (8.2.3.1) bis zu eifeinheit von Uber 95% gereinigt.
Die Dokumentation der Aufreinigung Uber SDS-PAGE2(®8.3) ist im Anhang in
Abbildung 10.11 abgebildet.

Das Substrat GST-PE8 wurde durch die GST-TS-IGE im direkten Vergleich zur

GST-PTBys zeitabhangig phosphoryliert (Abbildung 5.18 A)diesem Versuch wurden je
3 UM Substrat durch 1 uM Kinase unter Standardlgeatigen (8.2.10) phosphoryliert. Zu
den jeweiligen Zeitwerten wurden 30 ul der Reaktmih SDS-Probenpuffer abgestoppt,
uber SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt und mit kotded Farbelésung angefarbt (8.2.9.7).

Die einzelnen Banden wurden ausgeschnitten undRiadioaktivitdt mittels Cerenkov-
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Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.18.: Zeitabhangige Phosphorylierung v@ST-PTBs; durch GST-TS-IGFc

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [png#pen die Zeit in [min]. Die Phosphorylierung wurde
unter Standardbedingungen durchgefuhrt. Das C-teamierklrzte Substrat (rot) wird im Vergleich zu
GST-PTBys (grin) nur schwach phosphoryliert.

B) Auswertung der 1D-PASA. Das Substrat GST-BT&rd nur an Tyrosin phosphoryliert (2D-Daten nicht
gezeigt)

In Abbildung 5.18A) ist der Phosphat Transfer aig theiden Substrate Uber einen
Zeitraum bis 30 min gezeigt. Es ist zu sehen, dassverkirzte Substrat durch die Kinase
nur sehr schwach im Vergleich zur GST-BEBhosphoryliert wird. Die Kinase Ubertragt
nach 30 min ca. 28 pmol Phosphat auf das Subs8atRI B-s, wahrend auf das kirzere
Substrat GST-PTRB; im gleichen Zeitraum nur 5 pmol Phosphat Ubertragerden. Ein
Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4) destfatb nach 30 min zeigt, dass das
verklrzte Substrat ausschliel3lich an Tyrosinregitbasphoryliert wurde, wahrend das
langere Substrat GST-PTBlberwiegend an Serinresten phosphoryliert wurdéildbng
5.18B). Dies spricht dafur, dass die Serinphosgdlenngsstelle fur die IGF-Kinase

C-terminal der Aminosaure Glutarffliegen muss.

5.4.2 Prinzip des Ala-Scans am Beispiel der Serinkinas e Akt

Um Phosphorylierungsstellen innerhalb von Substrata lokalisieren, ist es ublich die

maoglichen Phosphorylakzeptoren sukzessive zu suestn. Substrate von Serinkinasen
eignen sich hierfiir sehr gut, da Serinkinasen segsggezifisch fir die nahere Umgebung

der Zielaminosaure sind. In den meisten Fallen $aninkinasen reicht die Substitution
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eines einzelnen Restes innerhalb der Zielseques)aziaueinen Knock-Out zu erzeugen.

Am Beispiel der GST-PTBs s,70a SOllIte das Prinzip des Ala-Scans flr eine Sergxkén
veranschaulicht und getestet werden. Als Modelldiine Serinkinase diente hierbei die
Akt-Kinase. Schon die Substitution einer Aminosadee Erkennungssequenz reicht aus,
damit die Akt-Kinase ihre Substrate nicht mehr phasylieren kann.

Das Substrat GST-PTR s.zoaWurde in unserer Arbeitsgruppe kloniert und cheeagiert,
von mir in E.coli exprimiert (8.2.2) und Uber GSH-Affinitatschromgitaphie (8.2.3.1) bis
zu einer Reinheit von 95% aufgereinigt.

Die GST-PTB;ss.70n Wurde durch die GST-Akic-Kinase im direkten Vergleich zur
Wildtyp PTB-Doméane GST-PTH zeitabhangig phosphoryliert (Abbildung 5.19). In
diesem Versuch wurden je 5 uM Substrat durch 0,5@8T-Akb.. phosphoryliert. Die

Phosphorylierung wurde unter radioaktiven Standeddigungen (8.2.10) durchgefuhrt.
Zu den jeweiligen Zeitwerten wurden 30 pl der Rmaktmit SDS-Probenpuffer

abgestoppt, tUber SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrenntanggfarbt (8.2.9.7). Die einzelnen
Banden wurden ausgeschnitten und ihre Radioaktivitéitels Cerenkov-Messung

guantifiziert.

® GST-PTB,, (WT)
® GST-PTB,,,

Phosphat Transfer [pmol]

o

0 10 20 30

Zeit [min]

Abbildung 5.19.: Zeitabhangig Phosphorylierung vd@BST-PTBys s2roadurch GST-Akbea.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat mit der Subgiitn
an Seri™ wird nicht mehr durch die Akt-Kinase phosphoryliéis Kontrolle ist wurde GST-PEFBdurch
die Akt Kinase phosphoryliert (griin)

Aus Abbildung 5.19 ist ersichtlich, dass die Aktkse nicht mehr in der Lage ist das
Substrat zu phosphorylieren, wenn das $€riturch Alanin substituiert wurde. In 30 min
Ubertragt die Akt-Kinase auf das wildtypische Stdisetwa 120 pmol Phosphat. Auf die
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Mutante GST-PTRss270a konnte Uber den gesamten Zeitraum kein Phosplratsiar
gemessen werden. Dieses Beispiel veranschaulieBg durch ein Alanin-Scanning des
C-Terminus der PTB-Doméane die Mdglichkeit besteh¢ Phosphorylierungsstelle der
IGF-Kinase genau zu charakterisieren.

Um zu uUberprifen, ob die Akt-Kinase grundsatzlichr rSerinreste innerhalb von
Erkennungssequenzen phosphoryliert, wurde eine Muinte kloniert, in der das
Serirf™ durch ein Tyrosin substituiert wurde. GST-RTB, wurde von mir kloniert, in
E.coli exprimiert, und tber GSH-Affinitatschromatograpbexeinigt.

Es wurden 5uM GST-PT1B,y und 5uM GST-PTBs durch 0,5 uM GST-Akt.
zeitabhangig unter radioaktiven Standardbedingungdrosphoryliert (8.2.10). Als
Kontrolle wurden beide Substrate durch 1 uM GSTKBS;c phosphoryliert. Zu den
jeweiligen Zeitwerten wurden 30 pl der Reaktion 8IRS-Probenpuffer abgestoppt, tber
SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt und angefarbt (82.Die einzelnen Banden wurden

ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat mittels @koe-Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.20.: Vergleichende zeitabhéngige Phosphierung von GST-PTRBy7ovdurch GST-TS-IGRc
und GST-Akbca

A) Kinetischer Verlauf der Reaktion. Aufgetragdrdier Phosphat Transfer in [pmol] gegen die Zeit in
[min].Farben: rot= GST-PTB,7y grin= Wildtyp-PTB; Linien: durchgéngige Linie= AKinase, gestrichelte
Linie= IGF-Kinase. Das Substrat GST-P&RBywird durch die Akt Kinase nicht phosphorylierteDGF-
Kinase Ubertragt zu jedem Zeitpunkt etwa doppelialdPhosphat auf die Mutante wie auf die Wildtyp.

B) 2D-PASA der GST-PEBovphosphoryliert durch GST-TS-IG@HInsert= Ninhydrin-Féarbung). Die PTB-
Mutante wird durch die IGF-Kinase neben Serin aanhTyrosin phosphoryliert.

In Abbildung 5.20 A) ist zu sehen, dass die Sulistih zur Folge hat, dass die PTB durch
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die Akt-Kinase nicht mehr phosphoryliert wird. Adie Mutante GST-PT8-0v konnte tber
den gesamten Zeitraum kein Phosphat Transfer gemegsrden. Jedoch kann sie durch
die IGF-Kinase weiterhin phosphoryliert werden. Derlauf der IGF-Phosphorylierung
von GST-PTRB,y ist dem des wildtypischen Substrats sehr dhnliellloch werden zu

jedem Zeitpunkt etwa doppelt so viele Phosphateti#men.

In der PASA des durch die IGF-Kinase phosphongierSubstrats GST-PEBoy ist zu
sehen, dass auch in diesem Substrat starke Sespipbrylierung neben
Tyrosinphosphorylierung auftritt. Das Serinsignegit bei 50%.

Als Ergebnisse lassen sich festhalten, dass dieKiidse ihre Substrate an spezifischen
Serinresten innerhalb von Erkennungssequenzen pbodiert. Die Substitution eines
Restes reicht aus, damit die Akt-Kinase Substratht mehr phosphoryliert. Auch die
Substitution durch einen anderen Phosphorylakzepiod durch die Akt-Kinase nicht

toleriert.

5.4.3 Ermittlung der Serinphosphorylierungsstelle fi r die IGF-
Kinase in GST-PTB ;75 durch Alanin-Scanning

Das Ergebnis aus Kapitel 5.4.2 zeigt, dass beireiddanin-Scan meist die Substitution
einer Aminosaure ausreicht, um einen Knock Outrzeugien. Das Prinzip wurde nun fur

die IGF-Kinase Ubernommen

In einem ersten Schritt wurde je ein einzelnesrSaus dem C-terminalen Cluster durch
Alanin substituiert. Dies fuhrte zu den PTB VaremtGST-PTBes GST-PTBqoa
GST-PTBy2n, GST-PTB73s, GST-PTB74a Alle PTB-Mutanten wurden von mir kloniert
(8.1.2), in E.coli exprimiert (8.2.2) und jeweils Uber GSH-Affinitéksomatographie
(8.2.3.1) bis zu einem Reinheitsgrad von 95% ge&gkinAls Beispiel ist die
Reiningungsdokumentation der Mutante GST-BIBm Anhang in Abbildung 10.13

dargestellt.

Alle PTB-Mutanten wurden im direkten Vergleich amildtypischen PTB-Doméane durch
die GST-TS-IGRk: zeitabhangig phosphoryliert (Abbildung 5.21). InesBm Versuch

wurden je 3 uM Substrat durch 1 uM Kinase unternoadiven Standardbedingungen
(8.2.10) phosphoryliert. Zu den jeweiligen Zeitvegrivurden 30 pl der Reaktion mit SDS-
Probenpuffer abgestoppt, Uber eine 12%ige SDS-PA&E9.3) aufgetrennt und mit
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kolloidaler Farbelésung angefarbt (8.2.9.7). Diezelnen Banden wurden ausgeschnitten

und ihre Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messungufifiziert.
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Abbildung 5.21.: Auswertung des Ala-Scans wenn je 8irin des Clusters zu Alanin substituiert ist

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer auf das jegesfBubstrat in [pmol] fir drei Zeitwerte. Die
Phosphorylierung erfolgte unter Standardbedingundiia Mutanten mit den Substitutionen an Sétund
Serirt”® werden deutlich schlechter phosphoryliert als Wéidtyp. Die Substitution an Seflfiwirkt sich
positiv auf die Phosphorylierung durch die IGF-Kieaaus. Die Dokumentation der SDS-PAGE und des
Imagerbildes, sowie die Auswertung der 1D-PASA ismédnhang zu finden (Siehe Abbildung 10.20 und
Abbildung 10.21)

In Abbildung 5.21 ist der Phosphat Transfer auf eliezelnen PTB-Mutanten durch die
GST-TS-IGRKc zu drei verschiedenen Zeitpunkten gezeigt. Die kbgt&ST-PTRB;3, wird
durch die Kinase nur noch gering phosphoryliertctNa5 min Ubertragt die Kinase nur
8 pmol Phosphat auf diese Mutante. Die Mutante 8%Bs;, Wird ebenfalls geringer
phosphoryliert als der Wildtyp. Nach 15 min werdaof die Mutante nur 12 pmol
Phosphat tibertragen. Die Mutante GST-EIBebt sich sowohl von der Wildtyp-PTB als
auch von allen anderen PTB-Mutanten ab. Zu alleripdekten wird diese Mutante
deutlich besser phosphoryliert. Schon nach 5 mierttdgt die Kinase auf die Mutante
GST-PTBaviermal mehr Phosphate als auf die Wildtyp-PTB. IN&& min wurden auf
die Mutante GST-PT8.. 30 pmol Phosphat tbertragen, auf die Wildtyp-PiBselben

Zeitraum etwa 25 pmol Phosphat.

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4)h na6 min der verschiedenen
PTB-Mutanten ist in Tabelle 5.1 zusammengefass. I-Phosphoaminosaureanalyse ist
im Anhang in Abbildung 10.21 dargestellt.
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Tabelle 5.1.: Prozentuale Phosphat-Verteilung defanzelnen Aminoséuren der untersuchten PTB
Mutanten des ersten Alanin-Scans

lwr  sesA S70A S72A S73A S74A
Phosphotyrosin 20 20 20 20 <1 10
Phosphoserin| 80 80 80 80 >99 90

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass alle PTB-Mi#a mit 80% uberwiegend an
Serinresten phosphoryliert werden. Hierbei verimalséch die Mutanten GST-PTERa
GST-PTB7a und GST-PTB;a wie der Wildtyp. Die Mutanten GST-PEB. und
GST-PTBy. Wwerden sogar noch starker an Serin phosphondisrder Wildtyp. In der
Mutante GST-PTB;za war kaum Tyrosinphosphorylierung nachzuweisenogadlag bei
dieser Mutante auch der gesamte Phosphat Tranefer dem des Wildtyps und der
Mutante GST-PTBua (vergleiche Abbildung 5.21)

Als Ergebnis lasst sich der der Alanin-Scan zusanfassen, dass die Substitution jeweils
nur eines Serins nicht zu eindtmock Outfir die IGF-Kinase gefiihrt hat. Jedoch werden
die Mutanten, in denen die Serine 270 und 273 dAfahin substituiert wurden, deutlich
schlechter durch die IGF-Kinase phosphoryliert. ChdB-Mutante in denen das
C-terminale  Serirfé® substituiert wurde hebt sich sowohl in ihrem
Phosphorylierungsverhalten, als auch in ihrer Phosminosaurezusammensetzung vom
Wildtyp und den anderen Mutanten ab. Die Substitutles Serirf§' fihrt zu einer tUber
alle Zeitwerte gemessenen Verbesserung der Phadigihong. Diese ist gerade im

Initialbereich bis 5 min sehr deutlich gegentber\Wédtyp-PTB-Domane.

5.4.4 Vollstandige Substitution des Serin-Clusters

Da der erste Alanin-Scan kein eindeutiges Ergebrbsachte, wurde nun versucht durch
einen zweiten Alanin-Scan das Ergebnis zu pragsiein diesem Fall wurden durch
Mutationen alle Serine bis auf ein einzelnes Sdes C-terminalen Clusters durch Alanin
substituiert. Mit dieser Methode sollte die Seriogphorylierungsstelle fir die IGF-Kinase

prazise bis auf eine Aminosaure bestimmt werden.

Dies fuhrte zu den PTB Varianten GST-RIBGST-PTRB, GST-PTR,, GST-PTR,;und
GST-PTBy, Alle Mutanten verfligen jeweils nur noch um einzeiines Serinsubstrat im
C-terminalen Cluster der PTB. Alle Anderen Seringden durch Alanin substituiert. Die
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restlichen Aminosauren wurden nicht verandert.

Alle PTB-Mutanten wurden von mir kloniert (8.1.3n E.coli exprimiert (8.2.2) und
jeweils Uber GSH-Affinitatschromatographie (8.2)3His zu einem Reinheitsgrad von
95% gereinigt.

Alle PTB-Mutanten wurden im Vergleich zur WildtypFB durch die GST-TS-IGk
zeitabhangig phosphoryliert (Abbildung 5.22). leskm Versuch wurden, wie beim ersten
Alanin-Scan aus Kapitel 5.4.3, je 3 uM Substratclut pM Kinase unter radioaktiven
Standardbedingungen (8.2.10) phosphoryliert. Zujeemiligen Zeitwerten wurden 30 pl
der Reaktion mit SDS-Probenpuffer abgestoppt, @s-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt und
mit kolloidaler Farbelosung angefarbt (8.2.9.7). e Deinzelnen Banden wurden
ausgeschnitten und ihre Radioaktivitat mittels Gkoe-Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.22.: Auswertung des zweiten Ala-Scans

Es wurden alle Serine bis auf je eine Ausnahmehditanin substituiert. Aufgetragen ist der Phosphat
Transfer auf das jeweilige Substrat in [pmol] fuedEeitwerte. Die Phosphorylierung erfolgte unter
Standardbedingungen. Werden jeweils nur die Se8 270 und 272 angeboten, so wirkt sich das
negativ auf eine Phosphorylierung durch die IGF-Kseaus. Werden nur die Serinen 273 und 274
angeboten, so ist die Phosphorylierung durch die-Kdnase vergleichbar mit dem Wildtyp. Diese PTB-
Mutanten werden vergleichbar wie der Wildtyp phaspliert. Die Dokumentation der 1D-PASA ist im
Anhang zu finden (Siehe Abbildung 10.22)

In Abbildung 5.22 ist der Phosphat Transfer durcie @&ST-TS-IGRk: auf die
verschiedenen Einzelserinmutanten der PTB zu derschiedenen Zeitpunkten im
Vergleich zur Wildtyp PTB gezeigt. Es fallt auf,sdadie beiden Mutanten GST-PrBund
GST-PTBy4 sich &hnlich verhalten wie der Wildtyp. Zu allenngessenen Zeitpunkten

65



Ergebnisse

Ubertragt die GST-Kinase auf die PTB Variantentimaegleich viel Phosphat wie auf die
Wildtyp-PTB. Die Einzelserinmutanten mit den Seuipstraten 268, 270 und 272
hingegen werden deutlich schlechter durch die IGkage phosphoryliert als der Wildtyp.
Nach 15 min wurden auf die drei Mutanten nur etwaveertel der Phosphate im direkten

Vergleich zum Wildtyp Ubertragen.

Tabelle 5.2.: Prozentuale Phosphat-Verteilung aefanzelnen Aminoséuren der untersuchten PTB
Mutanten des zweiten Alanin-Scans

lwr  ses S70 S72 S73 S74
Phosphotyrosin 20 40 20 10 <1 <1
Phosphoserin| 80 60 80 90 >99 >99

In Tabelle 5.2 ist der Vergleich der Phosphoamingesé (8.2.10.4) nach 15 min fir die
verschiedenen PTB Mutanten gezeigt. Das Phospheindag PASA ist im Anhang in
Abbildung 10.22 dargestellt. Es ist zu sehen, ddies Mutante GST-PT&g deutlich
schlechter an Serinresten phosphoryliert wird alsWildtyp. Die Mutanten GST-PT&
und GST-PTRB;, weisen in etwa das gleiche Phosphoaminosaurenteighaiuf wie der
Wildtyp. In den Mutanten GST-PEBund GST-PTRB;,konnte fast kein Phosphotyrosin
nachgewiesen werden. Der Phosphoserinanteil irediegiden Mutanten lag annéhernd
bei 100%.

Zusammenfassend konnte auch dieser Alanin-Scarerkeif0%igenKnock Outfur die
IGF-Kinase erzeugen. Jedoch sind die Serine 268,udd 272 schlechtere Substrate flr
die IGF-Kinase als die Serine 273 und 274. Werdannoch die Serinsubstrate 273 oder
274 angeboten, so werden diese Reste sehr gut diechGF-Kinase phosphoryliert.
Jedoch unterscheiden sich die PTB-Mutanten mitedi€substitutionen in ihrer Spezifitat
deutlich vom Wildtyp. In diesen Mutanten konnterieiTyrosinphosphorylierung mehr

nachgewiesen werden.

5.4.5 Separation des Serinclusters

In den vorangegangen Versuchen konnte gezeigt wewdiss die PTB-Domane des
humanen IRS-1 ein Substrat fir die IGF-Kinase istl Wlual neben Serinresten auch
Tyrosinresten phosphoryliert werden. Durch die bkaidAlanin-Scans konnte die
Phosphorylierungsstelle fur die IGF-Kinase auf zv&srine in einem C-terminalen
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Serincluster eingeschrankt werden. Aus den Ergebnigler Alanin-Scans geht hervor,
dass die IGF-Kinase ihre Substrate nicht nach eisemuenzspezifischen Mechanismus
phosphoryliert. Fraglich war nun, ob sich dieseiBerauch phosphoryliert werden, wenn

sie in ihrer relativen Position im Substrat versbba werden.

Hierzu wurde in zwei Schritten das Konstrukt HisERk-SPeptid-rCys kloniert. In

Abbildung 5.23 ist eine schematische Darstellumges Konstruktes gezeigt.

Die Klonierung erfolgte in zwei Schritten in derk.coli Expressionsvektor
pet-NTHis-Tyrtide-TS-CTCys fir kleine Peptide vora& Wirtz aus unserer Arbeitsgruppe
(Plasmidkarte im Anhang unter Abbildung 10.6, S&&6).

Im ersten Schritt wurde das Serincluster der PTrgehiTyrtide kloniert. Die Klonierung
ist im Methodenteil in Kapitel 8.1.4 beschrieberyrtiie dient in diesem Vektor als
Schuttelprotein zur Expression von kleineren Peptigh E.coli. Dies fihrte zu dem
Konstrukt His-Tyrtide-SPeptid-rCys (Abbildung 5.28ADieses Protein entstand als
Zwischenprodukt der Klonierung. Jedoch konnte miésem Protein noch einmal
unterstrichen werden, dass die Bindung des Substiratdie Kinase das entscheidende
Merkmal dualer Kinaseaktivitat der IGF-Kinase ist.

A) 612
2YMPM..., .
) MSSS \\\ l" ID
His, N : PTB-Peptid
DR G o
TEV-Site
B)
) P154 .E263
Hiss i PTB-Peptid
TEV-Site

Abbildung 5.23.: Schematische Darstellung des SubtrHis-Tyrtide-SPeptid-rCys (A) und
His- PTB.e.SPeptid-rCys (B).

A) Das Substrat His-Tyrtide-SPeptid-rCys entspraihem Teil der p30 Region des humanen IRS-1 mit
einer Tyrosinphosphorylierungsstelle innerhalb siYdixM-Motivs sowie dem C-terminalen Serin-Cluster
der PTB-Doméne. Das Konstrukt zeichnet sich dunshreN-terminalen His-Tag, einer TEV-
Proteaseschnittstelle zwischen den beiden IRS-1vdtosowie einem C-terminalen reaktiven Cysteins aus.
B) Das Substrat His-PTB-SPeptid-rCys entspricht der PTB-Doméane des humHERS+L von Aminosdure
Prolin'*® bis Glutama®®*sowie dem C-terminalen Serin-Cluster der PTB-DomBee weitere Aufbau
entspricht dem Vorlauferkonstrukt His-Tyrtide-SRapCys

Im zweiten Schritt wurde Tyrtide aus dem Vektor geschnitten und durch die humane

PTB-Doméane von Aminosaure Prdfih bis Glutamaf® ersetzt. Dies filhrte zu dem
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Konstrukt His-PTBss-SPeptid-rCys. Die Klonierung ist in Kapitel 8.1rB Methodenteil

beschrieben.

Zwischen der PTB und dem Serincluster in diesem ré&sgionsvektor liegt eine
Schnittstelle fur die TEV-Protease (ENLYFQG) (Althihg 5.23 B). Somit sollte sich nach
der Phosphorylierung durch die IGF-Kinase das Heptin der PTB separieren und

massenspektroskopisch vermessen lassen.

Beide Proteine wurden von mir kloniert, Eacoli exprimiert (8.2.2), und tber Nickel-
Chelat Affinitatschromatographie (8.2.3.2) bis meen Reinheitsgrad von 90% gereinigt.
Die Reinigungsdokumentation fir His-Tyrtide-SPeptys ist im Anhang in Abbildung

10.18 die Reinigungsdokumentation fur His-B&BBPeptid-rCys in Abbildung 10.19
dargestellt.

5.4.6 Das Serincluster der PTB ist kein Substrat flr die IGF-
Kinase, wenn es nicht mit dieser interagieren kann

Um zu bestatigen, dass fir eine duale Substratploogiperung die Komplexbildung
essenziell ist, wurde das Fusionsprotein aus ®yritd Serincluster durch die IGF-Kinase
phosphoryliert. Tyrtide selbst bildet keinen Komgplenit der IGF-Kinase und wird
lediglich an Tyrosinresten phosphoryliert. Als Kiariie wurde das Protein auch durch die
Akt-Kinase phosphoryliert (Abbildung 5.23A).

Es wurden 20 uM Substrat durch 0,5 uM GST-TSalGBzw. 0,5 UM GST-Aki.
phosphoryliert. Die Phosphorylierung wurde untedigaktiven Standardbedingungen
(8.2.10) durchgefuihrt. Zu den jeweiligen Zeitwertemrden 30 pl der Reaktion mit
nativem-Probenpuffer abgestoppt, Uber eine nath&f (8.2.9.5) aufgetrennt und mit
kolloidaler Farbelésung angefarbt (8.2.9.7). Diezelnen Banden wurden ausgeschnitten

und ihre Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messung@rjtfiziert.
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Abbildung 5.24.: Zeitabhangige Phosphorylierung vétis- Tyrtide- SPeptid-rCys durch GST-TS-IGE
und GST-Akbka.

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pna#hen die Zeit in [min]. Als Insert ist die natRAGE

der IGF-Phosphorylierung gezeigt. Die Phosphorylieg wurde unter Standardbedingungen durchgefihrt.
Das Substrat wird von beiden Kinasen phosphoryli2it. Akt Kinase Ubertragt ca. 1 mol/mol (rot), die
IGF-Kinase etwa 2 mol/mol (grin).

B) Auswertung der 1D-PASA. Das Substrat wird duieH@F-Kinase nur an Tyrosin phosphoryliert, durch
die Akt-Kinase ausschlief3lich an Serin (2D-Datern@gezeigt)

In  Abbildung 5.24A) ist die zeitabhangige Phosplieryng des Substrats
His-Tyrtide-SPeptid-rCys durch die Kinasen GST-T&={: (griin) und GST-Aki. (rot)
gezeigt. Als Insert ist die native PAGE der Phosplerung durch die IGF-Kinase
gezeigt. Die IGF-Kinase ubertrdgt nach 5 min einxidam von anndhernd 2 mol
Phosphat pro mol Substrat. Dies entspricht derrétisah vollstandigen Phosphorylierung
des Tyrosinsubstrates innerhalb des YMxM-Motivs igowler Phosphorylierung des
Tyrosins innerhalb der TEV-Proteaseschnittsteliehgs Kapitel 5.1). Auch die PAGE
bestétigt dieses Ergebnis. Das Substrat shiffteizviei Stufen. Wéahrend die ersten
Zeitwerte nur eine Phosphorylierungsstufe aufweisish das Substrat nach 32min
vollstdndig phosphoryliert. Die Akt-Kinase zeigtr iMaximum ebenfalls bei 5 min mit
einem Phosphat Transfer von etwa 1 mol PhosphatmmioSubstrat. Dies entspricht der
theoretisch vollstandigen Phosphorylierung desnSétiinnerhalb des Clusters (siehe
Kapitel 5.4.2).

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4) Sldsstrats zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten (Abbildung 5.24 B) zeigt bei der Phampherung durch die IGF-Kinase
ausschlief3lich Phosphotyrosin. Die IGF-Kinase ishiin der Lage, das Serincluster zu

phosphorylieren, wenn das Substrat nicht die Bigdemgenschaften der PTB-Domane
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aufweist. Bei einer Phosphorylierung durch die Kktase wird das Substrat
ausschlieBlich an Serinresten phosphoryliert. Hiar die Klonierung hinter ein nicht

interagierendes Protein keine Auswirkungen aufTdansferaseaktivitat der Kinase.

5.4.7 Das Serincluster wird nicht durch die IGF-Kinas e
phosphoryliert, wenn es in seiner relativen Positio n
innerhalb der PTB-Domane verschoben wird

Im Konstrukt His-PTRBs SPeptid-rCys ist das Serincluster C-terminal zOmBFDoméne
durch einen Linker verschoben. Somit ist fraglithes auch durch die IGF-Kinase zur

Serinphosphorylierung dieses Substrats kommt.

Die zeitabhéngige Phosphorylierung erfolgte untdigaktiven Standardbedingungen.
10 uM His-PTBesSPeptid-rCys wurden durch 1uM GST-TS-kgFbzw. 0,5 uM
GST-Akt, Kinase phosphoryliert. (8.2.10). Zu den jeweiligégitwerten wurden 30 pl
der Reaktion mit SDS-Probenpuffer abgestoppt, @ee 15%ige SDS-PAGE (8.2.9.3)
aufgetrennt und angefarbt (8.2.9.7). Die einzelBanden wurden ausgeschnitten und ihre

Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messung quantifizie

A) B)

250
30'

@ GST-Akt,,
@ GST-TS-IGF,,

pS

Phosphat Transfer [pmol]
pH 1,9

SDS-PAGE Start

T T T
0 10 20 30

Zeit [min]

Abbildung 5.25.: Zeitabhangige Phosphorylierung vétis- PTB,ss SPeptid-rCys durch GST-TS-IGk
(grtin) und GST-Akbca

A) Aufgetragen ist der Phosphat Transfer gegerZdie Als Insert ist die SDS-PAGE der Phosphoryligy
durch die Akt-Kinase gezeigt. Die Phosphorylierungdewnter Standardbedingungen durchgefiihrt. Das
Substrat wird von beiden Kinasen phosphoryliert. B¢ Kinase (rot) tbertragt ca. 180 pmol Phosplaié,
IGF-Kinase (gruin) etwa 50 pmol auf das Substrat.

B) Auswertung der 1D-PASA. Das Substrat wird duieH@F-Kinase nur an Tyrosin phosphoryliert.

In Abbildung 5.25 A) ist der Phosphat Transfer da$ Konstrukt His-PTRs-SPeptid-rCys
durch die Kinasen GST-TS-IGF(griin) und GST-Ak.. (rot) gezeigt. Als Insert ist die
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SDS-PAGE der Phosphorylierung des Substrats duec8T-Akt, hervorgehoben.

Die IGF-Kinase ubertragt nach 15 min ein Maximum\a. 50 pmol Phosphat auf das
Substrat. Dies entspricht einer Phosphorylierung @16 pmol Phosphat pro pmol
Substrat. Die Akt-Kinase ubertragt im gleichen #&itm etwa 200 pmol Phosphat. Dies

entspricht etwa 0,7 mol Phosphat pro mol Substrat.

Der Vergleich der Phosphoaminosauren (8.2.10.4) deksch die IGF-Kinase
phosphorylierten  Substrats  zeigt lediglich  Phosplosin. Das  Substrat
His-PTBs-SPeptid-rCys verfiugt zwar tber die bindende PTBrBoe, sowie Uber das
Serincluster, wird aber nicht dual durch die IGF&Se an Serinresten und Tyrosinresten

phosphoryliert. Griinde hierfir werden in der Disias erlautert.

5.4.8 Massenspektroskopische Analyse der phosphoryli erten
GST-PTB2s

Um das Ergebnis der beiden Alanin-Scans zu bestétigollte das C-terminale
Serincluster massenspektroskopisch untersucht welde Analyse erfolgte durch das
ZMMK-Service-Labor der Universitat zu Koln (Abbildg 5.26).

Zunachst wurde das Substrat GST-RIBdurch GST-IGRk. zeitabh&ngig unter
Standardbedingungen phosphoryliert. Nach 30 mindewudie Reaktion durch SDS-
Probenpuffer abgestoppt, die Probe bei 95°C deedatund der Ansatz tber eine SDS-
PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt. Nach anfarben mit kddter Farbeldsung (8.2.9.7) wurde die
PTB-Bande isoliert und dem Labor Ubersandt. Diee&@ehktion erfolge durch das
ZMMK. Das Protein wurde durch die Proteasen Trypsmil V8-Protease aus dem Gel
extraiert. AnschlieBend wurde der Verdau uUber e@gSaule entsalzt, Uber eine

Titandioxidsaule angereichert (TiQund Uber eine LC-MS-MS-Analyse vermessen.

Zur internen Kontrolle wurde ein gleichwertiger Aiw unter radioaktiven
Standardbedingungen (8.2.10) phosphoryliert, mitS$Dobenpuffer abgestoppt, Uber
SDS-PAGE (8.2.9.3) aufgetrennt und die PTB-Bandsdied. Die PTB wurde durch
tryptische Elution aus dem Gel extrahiert, lyodrt, und anschlielend durch saure
Hydrolyse mit 6 N HCI fir 2 h bei 110°C hydrolydigi8.2.10.4). Die anschlie3ende
Phosphoaminosaureanalyse bestatigte einen Serpipdtgehalt von Uber 80% in der
Probe (nicht gezeigt).
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In Abbildung 5.26 ist das Ergebnis des ZMMK-Servigbors dargestellt. Die Analyse
der einzelnen Fragmente zeigt, dass das ProteinR38%s vollstandig ist, und aus
345 Aminosauren besteht. Das Serincluster in eirfn Aminosaurepeptid konnte
allerdings nur zu 1,5% isoliert werden. Ein Peptids nur den letzten 8 Aminoséuren

entspricht, konnte nicht aufgelost werden.
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Abbildung 5.26.: Auswertung der Phosphoaminosaureaysd durch das ZMMK-Service-Zentrum Kdéln

Das Protein wurde durch die Proteasen Trypsin uBdaus dem Gel isoliert, und anschlie3end Uber
LC-MS-MS analysiert. Die Balken entsprechen jewailem zugewiesenen Peak aus der LC-MS, die roten
Markierungen, der Ubereinstimmungen einer einzelenosaure aus der anschlieRenden MS-Analyse
der einzelnen LC-Peaks

Die Analyse ergab, dass drei verschiedene Isoforgen Clusters vorliegen in denen
Serinen 272, 273 und 274 phosphoryliert sind. Die-Malyse der drei Isoformen, zeigt
jedoch nur zwei Ubereinstimmungen von einzelnenraséuren. Das gesamte Signal des

Clusters ist zu schwach, um genauere Aussageeftenr

5.4.9 Bromcyan Verdau (BrCN) der phosphorylierten GST-  PTBo2s

Da die Analyse durch das ZMMK zu keinem Ergebniwtg, wurde ein anderer Weg der
Bestimmung der Phosphorylierungsstelle beschrittdarzu wurde sich der Technik des
Bromcyan Verdaus (BrCN) bedient. Bromcyan spalietAminosaurekette des Proteins
stets auf der carboxyl-terminalen Seite des Methgndas anschlieRend in ein
C-terminales Homoserinlacton umgewandelt wird. Deonicyan spezifisch hinter
Methionin spaltet, kann aus der Anzahl der im Rnoémthaltenen Methionine die Anzahl

der Fragmente vorausgesagt werden (siehe Tabg)le 5.
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Tabelle 5.3.: Ubersicht der Peptide die durch einBrCN-Verdau von GST-PTBs erwartet werden.

Gezeigt sind die jeweilige erwartete Masse und digi8nz

Position Masse [Da] Sequenz
102. 0549
-1 118. 0499 M
2-69 8185. 2428 SPI LGYWKI KGLVQPTRLLL EYLEEKYEEHLYERDEGDKW
8201. 2377 RNKKFELGLEFPNLPYY!I DG DVKLTQSM

1396. 7695
70-81 1412 7644 Al | RYlI ADKHNM
1342. 6783
82-94 1413. 7154 LGGCPKERAEI SM
1358. 6732
3955. 1214
95-129 3971. 1163 LEGAVLDI RYGVSRI AYSKD FETLKVDFLSKLPEM
343. 2340
130- 132 359, 2289 LKM
2627.2095
133-154 2698. 2467 FEDRLCHKTYLNGDHVTHPD FM
2643. 2044
1266. 6616
155- 165 1282 6565 LYDALDWLYM
314. 1346
166- 168 330, 1296 DPM

12319. 7507 |CLDAFPKLVCFKKRI EAI PQ | DKYLKSSKYI AWPL
169-279  |12532.8621 |TFGGEGDHPPKSDLI EGRG P AFKEVWQVI LKPKGLGQTKN
12335, 7457  |LI G YRLCLTSKTI SFVKLN SEAAAWLQLM

3295. 5853
280-308  [3366.6225 [Nl RROGHSENFFFI EVGRSA VTGPGEFWWM
3311.5803

1157. 5433

309-319  [[77 paes  [QUDDSVAQNM
895. 4519

320-327 |70 e HETI LEAM

328-330 |20 1982 RAM

345. 1881
331-345 1711. 7994 SDEFRPRSKSQSSSN

In diesem Versuch, wurde die denaturierte und ébvex SDS-PAGE gereinigte PTB durch
BrCN aus dem Gel eluiert. Die Methode des BrCN-"eslin den Methoden in Kapitel
8.2.11 beschrieben. 20 ung GS-BEBwurden durch 8 ug GST-TS-IGF bzw. 0,4 pg
GST-Akioe, fur 30 min unter radioaktiven Standardbedingun@®2.10) phosphoryliert.
Anschliel3end wurden die Anséatze durch SDS-Probéspgéstoppt und Uber eine SDS-
PAGE aufgetrennt. Die PTB Bande wurde nach anfarbes dem Gel isoliert, die
Cerenkov-Strahlung vermessen und mehrfach mit M@agehen. Die Peptide wurden
durch die in Kapitel 8.2.11 beschriebene Methode @dem Gel eluiert. Das Lyophilisat
wurde in 30 pl Tris-Puffer pH 11 resuspendiert.pl3vurden auf einer Schagger-PAGE
(8.2.9.4) aufgetragen und weiter analysiert. Distlighen 15 ul wurden Uber eine
Reversed PhaselPLC (8.2.3.7) analysiert. Die Schagger-PAGE wundi¢ kolloidaler
Farbelosung angefarbt und zudem udber den Phospgeindokumentiert (Abbildung
5.27A). Die Eluate derReversed Phas#iPLC wurden einzeln gesammelt und die
Radioaktivitat Uber den Cerenkov-Zahler vermessi&bbidung 5.27B). Zur besseren
Dokumentation wird im folgenden die durch die GS3-IGF. phosphorylierte
PTB-Domaéne, ,PTR:* genannt, die durch die GST-Akf phosphorylierte entsprechend
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Abbildung 5.27.: BrCN Verdau der durch GST-Al¢ und GST-TS-IGRc radioaktiv phosphorylierten
GST-PTBys.

A) Schagger-PAGE nach dem Verdau. Links: Coomasdibtes Gel; Rechts: Imager Bild. Der Marker
wurde auf das Imager Bild Gbertragen. Sowohl dieIdfase als auch die Akt-Kinase phosphorylieren nur
ein Peptid, welches kleiner als 7 kDa ist.

B) Reversed Phase Elutionsprofil der phosphondief®TB-Domane. Die radioaktiven Peptide aus der Igf
und Akt-Phosphorylierung eluieren beim gleichen &tevon Puffer B.

C) PASA der durch Reversed Phase eluierten Pefidale Peptid ist sowohl durch die Akt-Kinase, alshau
durch die IGF-Kinase ausschlief3lich an Serin phaspliert.

In Abbildung 5.27A) ist die Coomassie gefarbte $gj&i-PAGE, und das Phosphoimage
gezeigt. Es ist zu sehen, dass durch den BrCN-Vedds PTB. und die PTRr das
gleiche Peptidschema entsteht. Der BrCN Verdau wictht durch die unterschiedliche
Phosphorylierung beeinflusst. Im Phosphoimage ussehen, dass in beiden Fallen nur
eine Bande radioaktiv markiert ist. Das radioaktReptid der PTR. lauft in der PAGE
auf der gleichen Hohe wie das Peptid der Rd&nd ist deutlich kleiner als 7 kDa.

In Abbildung 5.27B) ist das Elutionsprofil der Resed Phase HPLC fiir die PAB(rot)
und PTBsr (grun) gezeigt. Es ist zu sehen, dass auch heePdiB,. und PTBs das
gleiche Elutionsprofil zeigen. Nur ein Peptid bai 82% Puffer B ist radioaktiv markiert.

Die PASA (8.2.10.4) der durch die Reversed Phaseirggten Peptide zeigt, dass das
Peptid der PTBr nur Phosphoserin enthalt. Als Kontrolle ist augd BASA des Peptids
der PTB\« aufgetragen.

Der Versuch zeigt, dass die IGF-Kinase ein oderrerelSerinreste innerhalb der Sequenz
NT-SDEFRPRSKSQSSSN- CT (Vergleiche Tabelle 5.3) phosphoryliert. Dies wanags dem
direkten Vergleich der durch die Akt-Kinase phospherten PTB-Domane deutlich. Der

Versuch wurde unter nicht radioaktiven Bedingungeederholt und die Eluate der
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Reversed Phasdem ZMMK-Service Labor Ubersandt. Jedoch konntehahier kein

Ergebnis erzielt werden.

5.5 Auswirkungen der Proteinkomplexbildung auf
nachgeschaltete Effektorkinasen

Alle vorangegangenen Versuche wurden in vitro makombinanten Proteinen
durchgefuhrt. In vitro Kinase-Assays wurden benuizt die spezifischen Bedingungen der
Substratphosphorylierung heraus zu arbeiten Hierbeurde deutlich, dass die
Komplexbildung zwischen Kinase und Substrat eimdrale Bedeutung fur die duale
Kinaseaktivitat hat. Fraglich ist, wie sich Signaitkplexe auf nachgeschaltete Kinasen
innerhalb des IGF-Signalweges auswirken (siehe #€8@.6.1 in der Einleitung). Als
Modell-Kinase, welche innerhalb des IGF-Signalwefijeglie Serinphosphorylierung von

IRS-1 verantwortlich gemacht wird, wurde die Sanake GST-Akt. verwendet.

Um den Phosphat Transfer der Akt-Kinase eindeutig identifizieren, wurde als
Komplexbildner fur die PTB-Domé&ne mit einer IGF-Ese Mutante gearbeitet, in der das
katalytische Aspartat zu Alanin substituiert worden (GST-IGk 4, vergleiche Kapitel
5.5.1). Die Kinase wurde durch monomere IGF-Kiné@se0 min phosphoryliert und tber
Gluthation-Sepharose Affinitatschromatographie . @2 von ATP und der aktiven Kinase
gereinigt. Ein Kinaseaktivitatstest der Aufreinigumit einem artifiziellen Substrat zeigte
keinen Phosphat Transfer (nicht gezeigt). Sominkergewahrleistet werden, dass in den
folgenden Versuchen der gemessene Phosphat Trarefiér das PTB-Substrat
ausschlief3lich durch die Serinkinase GSToAldtammt.

Ogihara et al. diskutierten, dass Proteine der 13-Bamilie mit einer Ablosung der PTB-
Domane vom Rezeptor in Verbindung stéfénHierzu ware ein Ubergang von einem
Kinase-IRS-1 Komplex in einen IRS-1-14-3-3-Komptitig. Hieraus lasst sich schliel3en,

dass IRS-1 in der Zelle nie frei vorliegt und sitimer in einem Proteinkomplex befindet.

Proteine der 14-3-3 Familie sind kleine, bis zukBiax grol3e, saure Proteine, welche in
der Lage sind Homo- oder Heterodimere zu bilden ubidjuitéar exprimiert werden. Die
Bedeutung von 14-3-3 wurde in Experimenten mitr&useae illustriert, indem der
Doppelknockout der beiden 14-3-3 Gene in einemaleth Phanotyp resultierté”.
Zudem konnte gezeigt werden, dass 14-3-3 Genkniscklooch 14-3-3 Gene anderer

75



Ergebnisse

Organismen kompensiert werden koritén

14-3-3 bindet seine Substrate an Phosphoserinerstewert so verschiedene Signalwege
in der Zelle. Durch ein Screening von Peptid-Bitleken wurden zwei
Phosphopeptidmotive gefunden, an die alle bishéungienen 14-3-3 Isotypen binden.
Diese beiden Motive sind RSxpSxP und RxxxpSxP,i vease Phosphoserin durch
Phosphothreonin ersetzt werden kBih In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden,
dass 14-3-3 auch an unphosphorylierte Serine bindet. Die Widaweise von 14-3-3
Proteinen zeigt sich in der Maskierung von sequesmfischen Bindemotiven, was
sterische und strukturelle Konsequenzen hat. 14kargh zudem als Scaffold-Protein fur
andere Proteine agieren. So kénnte z.B. eine Kiaas#as erste 14-3-3-Monomer und das
Kinasesubstrat an das zweite Monomer binden undnscdumliche N&he gebracht
werden. Als Beispiel hierflr gilt die Glykogen $wse Kinasgs (GSK-315)™. Kinase
und Substrat kénnen durch 14-3-3 koprazipitiertdeer. Weiterhin fuhrt 14-3-3 zu einer
verstarkten Phosphorylierung des Substrats Tau d@BSK-F11. Verschiedene 14-3-3
Isoformen g, ¢, y und() interagieren mit IRS-1. In unserer Arbeitsgruggmnte gezeigt
werden, dass 14-3y3sowohl mit dem Insulinrezeptor, dem IGF-1-Rezeptod IRS-1
interagiert'®®. Bindemotive fur 14-3-3 finden sich innerhalb d&FB Domane, in ihrer
Né&he und zum Teil auch in der Nahe von YXXM Motinearhalb von IRS-1. So ist die
Mdglichkeit gegeben, dass 14-3-3 die Interaktion 1IRS-1 mit dem IGF-1-Rezeptor der
PI13-Kinase oder weiteren Kinasen oder Interaktiarspern beeinflus§°**". In Kapitel
5.5.2 sollte untersucht werden, in weit die Aktdée das PTB-Substrat phosphorylieren
kann, wenn 14-3-3 zusatzlich im Phosphorylierungatn vorliegt. Hierzu wurde
GST-14-3-3 verwendet.

Das Protein GST-14-3y3wurde in unserer Arbeitsgruppe kloniert, von mmr E.coli
exprimiert (8.2.2) und Uber Gluthation-SepharosgéniAfitschromatographie (8.2.3.1) bis
zu einer Reinheit von 99% gereinigt. Die Reinigulalaimentation Gber eine SDS-PAGE
istim Anhang in Abbildung 10.12 dargestellt.

Die folgenden Versuche wurde mit GST-RIBdurchgefihrt (siehe schematische
Darstellung in  Abbildung 5.10). Dieses Substrat ithes zwei Serine in

Erkennungssequenzen fur die Akt-Kinase.
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5.5.1 Phosphorylierung von GST-PTB 370 durch die Akt-Kinase in
Anwesenheit von GST-IGF p_a

Im ersten Teil sollte untersucht werden welche Adamg die Anwesenheit von
phosphorylierter IGF-Kinase im Ansatz auf die Phmsglierung von GST-PTB,durch
die Akt-Kinase hat. Hierzu wurde die oben besclameb phosphorylierte IGF-Mutante
GST-IGh_A verwendet, die selber katalytisch inaktiv ist.

10 puM der phosphorylierten Kinase GST-KGkwurden fur 10 min mit 5 uM GST-PEB
auf Eis vorinkubiert und anschlieRend auf Raumteatpe retemperiert. Als Vergleich
wurde ein Ansatz ohne Zugabe von katalytisch ivektilGF-Kinase unter gleichen
Bedingungen durchgefuhrt.

Anschlieend wurde das Substrat durch 0,5uM GSE:Akzeitabhangig unter
radioaktiven Standardbedingungen phosphorylie@.18). Zu den jeweiligen Zeitwerten
wurden 30 pl der Reaktion mit SDS-Probenpuffer atuppt, tber SDS-PAGE (8.2.9.3)
aufgetrennt und angefarbt (8.2.9.7). Die einzelBanden wurden ausgeschnitten und ihre

Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messung quantifizie

Phosphat Transfer [pmol]
g

Zeit [min]
Abbildung 5.28.: Zeitabhangige Phosphorylierung d8sbstrats GST-PTBo durch GST-Akbca +
GST-I1GFp_.a .

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat wird durch dietAk
Kinase in Anwesenheit von GST-IGK(griin) bis etwa 8 min um den Faktor 5 schlechtersphoryliert.
Nach 8 min sinkt die Kompetition durch GST-KGkund GST-PTB, wird vergleichbar phosphoryliert wie
ohne Zugabe von GST-IGE (rot)

In Abbildung 5.28 ist der Phosphat Transfer auf &adbstrat GST-PTH, durch die
GST-Akta gezeigt. In grin, der Kontrollansatz ohne Zugaba katalytisch inaktiver
IGF-Kinase, in rot in Anwesenheit von 10 uM GST-KGE. Die Akt-Kinase Ubertragt
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unter Standardbedingungen nach 32 min etwa 140 pimagphat auf das Substrat. Ist im
Ansatz zusatzlich katalytisch inaktive IGF-Kinaserhanden, so andert sich der gesamte
Kurvenverauf von einer Sattigungskurve in einemmsiglalen Verlauf. Die Akt-Kinase ist
fur einen Zeitraum bis 8 min stark gehemmt. Nachi® ist die Hemmung hingegen nicht
mehr zu beobachten, und das Substrat wird dewbtbineller phosphoryliert. Auch wenn
katalytisch inaktive IGF-Kinase im Ansatz ist, ppberyliert die Akt-Kinase nach 30 min
das Substrat mit bis zu 120 pmol Phosphat. Ein pHaisTransfer auf die GST-IGEx
fand nicht statt (nicht gezeigt).

Um zu Uberpriufen, ob die zeitliche Retention dert-Rkosphorylierung an einer
Hemmung der Kinaseaktivitat der Akt durch die IGHkd&se liegt, wurde der Versuch mit
dem artifiziellen Substrat Crosstide an Stelle VhB wiederholt (Abbildung 5.29).
Crosstide ist ein aus 11 Aminoséuren bestehendgsidPewelches die Sequenz
GRXRxxSFAE®esitzt und durch die Akt-Kinase sehr gut phosylient wird™".

In diesem Versuch wurden 30 uM Crosstide in Anwksdnon 5uM GST-IGF., durch
0,5 uM GST-Aké.. zeitabhangig unter radioaktiven Standardbedingung8.2.10)
phosphoryliert. Gleichzeitig wurde ein Ansatz ohfegabe von katalytisch inaktiver
Kinase phosphoryliert. Zu den jeweiligen Zeitpumkievurden dem Ansatz 10 pl
entnommen und auf p81-Papier aufgetragen, die Reakbit 5% TCA-Probenpuffer
abgestoppt und die Membran wie unter Kapitel 8.206t-Blot auf Phosphozellulose-
Papier " beschrieben gewaschen und ausgewertet.

In Abbildung 5.29 ist der Phosphat Transfer auf @asbhstrat Crosstide durch die
GST-Akio, gezeigt. In grun ist der Transfer ohne Zugabe @GST-IGk, 4, in rot der

Transfer in Anwesenheit der katalytisch inaktiveind§e gezeigt. Es ist zu sehen, dass in
beiden Fallen das Substrat Crosstide durch dieghdithwertig phosphoryliert wird. In
diesem Versuch ist es unerheblich, ob katalytiswktive IGF-Kinase in der Reaktion

anwesend ist oder nicht.
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Abbildung 5.29.: Zeitabhangige Phosphorylierung d8sbstrats Crosstide durch GST-Akt £
GST-IGFp_a.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat wird durch dietAk
Kinase in beiden Versuchen vergleichbar phosphatylie

Somit konnte gezeigt werden, dass nicht die eigpbmtl Transferaseaktivitat der Akt-
Kinase durch die katalytisch inaktive-Kinase gehémind. Die zeitliche Verzégerung der
PTB-Phosphorylierung resultiert somit aus der Bikgon zwischen IGF-Kinase und PTB-
Domane.

5.5.2 Phosphorylierung von GST-PTB 370 durch die Akt-Kinase in
Anwesenheit von GST-14-3-3 y

Wie in Kapitel 5.5 beschrieben, bindet 1448#h Serinreste von Proteinen, und steuert
somit viele Signalwege. Unter anderem bindet 14-3438 IRS-1. Es ist fraglich, wie sich
die Serinkinase Akt in Anwesenheit von 14+8-@egeniber dem Substrat GST-R%EB
verhalt (Abbildung 5.30). Hierzu wurden 15 puM GSI3-3y fur 10 min mit 5 uM
GST-PTBy, auf Eis vorinkubiert und anschlieRend auf Raumtnapir retemperiert. Als
Kontrolle wurde ein Ansatz ohne Zugabe von GST-i-3inter gleichen Bedingungen
durchgefuhrt.

Anschlieend wurde das Substrat durch 0,5 uM GSE:Aknter radioaktiven Standard-
bedingungen phosphoryliert (8.2.10). Zu den jewgeili Zeitwerten wurden 30 pl der
Reaktion mit SDS-Probenpuffer abgestoppt, tber 8BGE (8.2.9.3) aufgetrennt und
angefarbt (8.2.9.7). Die einzelnen Banden wurdesgeschnitten und ihre Radioaktivitat
mittels Cerenkov-Messung quantifiziert.
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Abbildung 5.30.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung d8sbstrats GST-PTB, durch GST-Akbca +
GST-14-3-3.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat wird durch diktA
Kinase ohne Zugabe von GST-14-8tBer den gesamten Zeitraum bis 32 min um den F8kiesser
phosphoryliert (grin).

In Abbildung 5.30 ist der Phosphat Transfer auf Gafbstrat GST-PTH, durch die
Serinkinase GST-Akt, gezeigt. Es ist zu sehen, dass die PTB in Anwestnion
GST-14-3-3 deutlich schlechter durch die Akt-Kinase phosphery wird als in der
Kontrolle ohne Zugabe von 14-3-3Nach 30 min Ubertragt die Kinase etwa 140 pmol
Phosphat auf das Substrat. Im Ansatz mit 14-3v8rden im selben Zeitraum nur etwa

80 pmol Phosphat tbertragen.

Um zu uberprifen, ob die verminderte PTB-Phosplemyhg in Anwesenheit von 14-3-3
an einer verminderten Transferaseaktivitat aufeBegter Kinase liegt, wurde der Versuch
mit dem artifiziellen Substrat Crosstide wiederh@bbildung 5.31). In diesem Versuch
wurden 30 puM Crosstide in Anwesenheit von 10uM G8%3-3; durch 0,5 puM
GST-Akiloc, zeitabhangig unter radioaktiven Standardbedingur{§e2.10) phosphoryliert.
Gleichzeitig wurde ein Ansatz ohne Zugabe von I#¥-Bhosphoryliert. Zu den jeweiligen
Zeitpunkten wurden dem Ansatz 10 pul entnommen wifdp81-Papier aufgetragen, die
Reaktion mit 5% TCA-Probenpuffer abgestoppt und\ie@nbran wie unter Kapitel 8.2.10
,Dot-Blot auf Phosphozellulose-Papier “ beschriegemwaschen und ausgewertet.
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Abbildung 5.31.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung v@rosstide durch GST-Akt. £ GST-14-3-3.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat wird durch dietAk
Kinase in beiden Versuchen gleich phosphoryliert.

In Abbildung 5.31 ist der Phosphat Transfer auf @sstrat Crosstide durch die
Serinkinase GST-Akt. gezeigt: in grin der Kontrollansatz ohne Zugabe @&T-14-3-3
und in rot der in Anwesenheit von 10 puM GST-14438s ist zu sehen, dass GST-1443-3
keinen Einfluss auf die Transferaseaktivitat det-Kinase hat. In beiden Versuchen wurde
das Substrat gleich phosphoryliert. Nach 10 mindearetwa 120 pmol Phosphat auf das
Substrat Ubertragen. Die Transferase Aktivitat Alkf-Kinase wird nicht durch 14-3-3
gehemmt.

Zur Kontrolle, ob 14-3-3 auch die Interaktion zwieo der IGF-Kinase und der
PTB-Doméane hemmt, wurde die PTB-PhosphorylierungclduGST-TS-IGRk: in
Anwesenheit von 14-3-3 untersucht. Hierzu wurdemqu6GST-14-3-3 fur 10 min mit
5uM GST-PTBy, auf Eis vorinkubiert und anschlieend auf Raumenamor
retemperiert. Als Vergleich wurde ein Ansatz ohnegg@be von 14-3-3 gleich behandelt.
Anschlieend wurde das Substrat durch 1puM GSTARd zeitabhangig unter
radioaktiven Standardbedingungen phosphorylie&.18). Zu den jeweiligen Zeitwerten
wurden 30 pl der Reaktion mit SDS-Probenpuffer atappt, tber SDS-PAGE (8.2.9.3)
aufgetrennt und angefarbt (8.2.9.7). Die einzelBanden wurden ausgeschnitten und ihre

Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messung quantifizie
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Abbildung 5.32.: Zeitabhangige Phosphorylierung v&8ST-PTBy, durch GST-TS-IGRc +
GST-14-3-3

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat wird in beiden
Versuchen gleich durch die IGF-Kinase phosphoryligontrolle ohne Zugabe von 14-3-3 in grin).

In Abbildung 5.32 ist der Phosphat Transfer auf Gagstrat GST-PTH, durch die

GST-TS-IGKc in Anwesenheit von GST-14-3¢3rot), sowie die Kontrolle ohne 14-3-3
(grin) gezeigt. Die PTB-Domane wird in beiden Raligleich durch die IGF-Kinase
phosphoryliert. Nach 30 min werden etwa 30 pmoldphat auf das Substrat tbertragen.

GST-14-3-3 hat keinen Einfluss auf die Interaktion zwisch@BRind IGF-Kinase. Trotz
Serinphosphorylierung des Substrats kommt es difeB-3y zu keiner Auflésung des
Kinase-Substrat-Komplexes. Dieses wirde sich inereigesteigerten Substratphos-

phorylierung widerspiegeln.

5.5.3 Kompetition der Akt-Phosphorylierung durch GST -IGFp_a
und GST-14-3-3y

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigtewedass die Anwesenheit von
Bindungspartnern der PTB-Doméane eine Phosphorytigrudurch die Akt-Kinase
erschweren. Im Fall der katalytisch inaktiven IGi&se (Kapitel 5.5.1), wurde die Akt-
Kinase Uber einen Zeitraum von 8 min gehemmt, asdSiibstrat anschlielRend doch fast

vollstandig phosphoryliert (siehe Abbildung 5.28).

Im Falle von GST-14-353(Kapitel 5.5.2) wurde die PTB-Domane Uber den gdsa

Zeitraum von 30 min schlechter phosphoryliert. &ddovar der Effekt der Hemmung
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durch 14-3-3 nicht so deutlich wie die Hemmung dukatalytisch inaktive IGF-Kinase
(siehe Abbildung 5.30).

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, diee Akt-Kinase die PTB-Domaéane
phosphoryliert, wenn zwei Bindungspartner im Phosplierungsansatz anwesend sind
(Abbildung 5.33).

Hierzu wurden 5 puM GST-PT:B mit 10 uM vorphosphorylierter GST-IGE, und 15 uM
GST-14-3-3 fur 15 min auf Eis vorinkubiert, bei Raumtemperatetemperiert und
anschlieend durch 0,5 uM GST-Aktunter radioaktiven Standardbedingungen (8.2.10)
phosphoryliert. Zu den jeweiligen Zeitwerten wurd8@ pl der Reaktion mit SDS-
Probenpuffer abgestoppt, tber eine SDS-PAGE (8Ra&ufgetrennt und mit kolloidaler
Farbeldosung angeféarbt (8.2.9.7). Die einzelnen Bandurden ausgeschnitten und ihre

Radioaktivitat mittels Cerenkov-Messung quantifizie
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Abbildung 5.33.: Zeitabh&ngige Phosphorylierung d8sbstrats GST-PTBo durch GST-Akbca +
GST-14-3-3 und GST-IGR_a.

Aufgetragen ist der Phosphat Transfer in [pmol] geglie Zeit in [min]. Das Substrat wird durch dietAk
Kinase durch die Anwesenheit von GST-14-3r8l GST-IG_.» Uber den gesamten Zeitraum um den
Faktor 4 schlechter phosphoryliert (schwarz).

In Abbildung 5.33 ist der Phosphat Transfer durah Serinkinase GST-Akt, auf das
Substrat GST-PTH, in Anwesenheit von GST-1GE, und GST-14-3-8 gezeigt. Es ist zu
sehen, dass die Akt-Kinase in Anwesenheit der beilmdungspartner das Substrat
deutlich langsamer phosphoryliert als in der KoigrdNach 30 min Ubertragt die Kinase
etwa 140 pmol Phosphat auf das Substrat. Liegefnisatz zusétzlich katalytisch inaktive
IGF-Kinase und 14-3-3 vor, so Ubertragt die Kineseselben Zeitraum nur etwa 40 pmol

Phosphat.
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Dies zeigt, dass die PTB-Domane in einem Proteiqtexndeutlich schlechter durch die
Akt-Kinase phosphoryliert wird. Die hier gewahlt®&edingungen spiegeln immer noch
nicht dasMolekular Crowdingin einer Zelle wieder, zeigen jedoch eindrucksvdlss

nachgeschaltete Serinkinasen ihre Substrate niciht den kinetischen Parametern
phosphorylieren, welche unter Laborbedingungen gserewerden, wenn ihre Substrate

in Proteinkomplexen vorliegen.

5.5.4 Sequenzielle Phosphorylierung durch zwei Kinas  en
Um zu uberprufen ob die Serinphosphorylierung albaisreicht, um den Proteinkomplex
aus IGF-Kinase und PTB-Domane zu losen, wurde diB Bequenziell durch zwei

Kinasen phosphoryliert.

Zunachst sollte mit diesem Versuch untersucht werdd eine durch die Akt-Kinase
phosphorylierte PTB sich zusatzlich an Serinresiigich die IGF-Kinase phosphorylieren
lasst. Dies sollte nicht moglich sein, da eine nlwhdende PTB-Domaéne durch die IGF-
Kinase nicht phosphoryliert wird (vergleiche Kapit&2.5). Als Kontrolle wurde der

Versuchvice versadurchgefihrt.

Zunachst wurden mit nur einer Kinase (0,5 pM GSToAkbzw. 1uM GST-TS-IGk)

3 UM GST-PTBys fur 30 min unter radioaktiven Standardbedingungen® mM ATP
vorphosphoryliert. Nach 10 min,20 min und 30 minrean dem Ansatz 30ul entnommen,
mit SDS-Probenpuffer abgestoppt, Uber eine SDS-PA&GE9.3) aufgetrennt, angefarbt
(8.2.9.7) und die einzelnen Banden quantifizieer naximale Einbau wurde durch den
Vergleich des 20 min und 30 min Wertes ermittehiéd den gegeben Bedingungen, haben
beide Kinasen das Substrat nach ihren Mdglichkeitmaximal phosphoryliert.
AnschlielRend wurde die zweite Kinase, sowie erdgbitmM ATP hinzu gegeben und zu
den jeweiligen Zeitpunkten dem Ansatz 30 pl entnemmmit SDS-Probenpuffer
abgestoppt und Uber eine SDS-PAGE (8.2.9.3)aufysireangefarbt (8.2.9.7) und die
einzelnen Banden quantifiziert (Abbildung 5.34).
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Abbildung 5.34.: Sequenzielle Phosphorylierung voisGPTB:7s durch zwei unterschiedliche Kinasen.

Im Ersten Fall wurde zuerst 30 min mit der GSToAkin zweiten Fall 30 min mit der GST-TS-lkinter
radioaktiven Standardbedingungen phosphoryliertAinschluss wurde zeitabhangig mit der jeweils
anderen Kinase nachphosphoryliert. AufgetragenéstRhosphat Transfer auf das Substrat zu den
Zeitpunkten 5,15,30 min und der Kontrolle mit nuregiKinase. Sowohl die IGF-Kinase, als auch die Akt-
Kinase phosphorylieren das vorphosphorylierte Salbstst die PTB durch Akt vorphosphoryliert, Ubagt
die IGF-Kinase bis zu 30 pmol Phosphat zusatzlgtirdie PTB durch die IGF-Kinase vorphosphorylieud,
erreicht die Akt-Kinase nicht den gleichen Einbae imi eine unphosphorylierte PTB (30 pmol Phosphat
statt 90 pmol)

In Abbildung 5.34 ist der Phosphat Transfer auf &adbstrat GST-PTBs durch die
Kinasen GST-Ak.. und GST-TS-IGk: gezeigt. Im ersten Fall wurde die PTB durch die
Akt-Kinase vorphosphoryliert. Hier konnte ein mazier Einbau von etwa 90 pmol
gemessen werden. Dies entspricht ca. 1 mol Phogpimatmol Substrat. Durch die
IGF-Kinase konnten im Anschluss innerhalb von 36 nmoch 30 pmol Phosphat
Ubertragen werden. Somit wurden nach insgesamtldr¢h beide Kinasen etwa 1,3mol
Phosphat pro mol Substrat Ubertragen. Im Fall, ddi&s IGF-Kinase die PTB
vorphosphoryliert, wurde nur ein Phosphat Trangér ca. 30 pmol nach 30 min erreicht.
Die Akt-Kinase Ubertragt in 30 min nur etwa 30 prRblbsphat zusatzlich auf das Substrat.
Somit konnte in dieser Kombination nur etwa 0,6 nRilosphat pro mol Substrat

Ubertragen werden.

Die IGF-Phosphorylierung der vorphosphorylierterBFDomane unterscheidet sich nicht
von der Phosphorylierung des unphosphorylierters@ats. In beiden Fallen werden etwa
30 pmol Phosphat auf die PTB tibertragen. Dies zaigh einmal, dass das Séfimicht

zwangslaufig durch die IGF-Kinase phosphorylientdviZzudem zeigt dieses Versuch auch,

dass eine an Sefifl phosphorylierte PTB-Doméne durchaus ein Substmatdfe IGF-
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Kinase ist. Da die PTB nur dann phosphoryliert wirgtnn sie einen Komplex mit der
Kinase eingehen kann, zeigt dies, dass die Seragbluoylierung allein nicht der Grund
fur eine Auflosung des Kinase-Substrat-KomplexeésDse Akt-Kinase kann eine durch
die IGF-Kinase phosphorylierte PTB nicht mehr wéliglig phosphorylieren. In dieser
Kombination werden nur 30% des maximalen Phosptatsfers erreicht. Griinde hierftr

werden in der Diskussion erlautert.
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6 Diskussion

Der Insulinrezeptor (IR) und der nah verwandtsulin-like growth factor-1 receptor
(IGF-1R) sind Mitglieder der Familie der transmearistandigen Rezeptortyrosinkinasen
(RTK). Nach Stimulation durch Insulin zeigt der IR der Autophosphorylierung eine
duale Aktivitat, d.h. Phosphorylierung von TyrosumAd Serinresten. Wird die I6sliche
Insulinrezeptorkinase als dimeres GST-Fusionsprogeprimiert, so zeigt diese Kinase
auch in der Autophosphorylierung duale Aktivitaudlke Substratphosphorylierung durch
IR bzw. IGF-1R konnte nur beobachtet werden, wemm Rhosphorylierungsansatz
Poly-Lysin als ,Vernetzer* in Aquimolaren Konzetimaen vorlad?. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die losli€masedoméne IGF-1R in der Lage
ist, Substrate multiple an Tyrosin-, Threonin- uBdrinresten zu phosphorylieren. Die
Bedingungen hierfiir sind die Bildung eines stabiléimase-Substratkomplexes uber
Bindungseigenschaften, die strukturell entfernt \dmn katalytischen Spalte der Kinase
liegen. Wird diese Bindung auf Seiten des Substdés der Kinase pertubiert, so verliert
die IGF-Kinase die Fahigkeit zur dualen AktivitZiudem ist die richtige Konformation
der Aktivierungsschleife entscheidend fur die duKieaseaktivitat. Fir das Substrat
GST-PTB,;, welches die Phosphotyrosin-bindende  Doméne  (PTR)es
Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS-1) als GST-getaddaser darstellt, konnte zudem die
Phosphorylierungsstelle der IGF-Kinase bis auf deerine in einem C-terminalen
Serincluster eingegrenzt werden. Wird dieses Qlustewenige Aminosauren verschoben,
so ist die IGF-Kinase nicht mehr in der Lage, dasbsBat an Serinresten zu
phosphorylieren. Ob die duale Kinaseaktivitat deGFIKinase sich bei der
Signalweiterleitung auswirken kann, wurde durch HKefitionsexperimente mit der

Serinkinase Akt untersucht und wird hier weitekdigert.

6.1 Duale Proteinkinasen

Proteinkinasen sind Phosphoryltransferasen, die rjach Phosphorylakzeptor,
klassischerweise in zwei Klassen unterteilt werde®erin/Threonin-Kinasen und
Tyrosinkinaseh'™ . In den meisten Proteinkinasen ist diese Unterigilempirisch leicht zu
Uberprufen und klar unterscheidbar, wenn Substlateeinen oder der anderen Klasse
eingesetzt werden. Als Beispiel sei hier die Akihdge als Vertreter einer Serin/Threonin-

Kinasen zu nennen. Diese Kinase phosphoryliert$uigstrate an spezifischen Serinresten
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innerhalb von Erkennungssequenzen. Wird das Serchdein Tyrosin substituiert, so ist
die Kinase nicht in der Lage, das Tyrosin zu phosgteren (Abbildung 5.20, Seite 61).
Tyrosinkinasen hingegen phosphorylieren ihre Sabstr nicht nach einem
sequenzspezifischen Mechanismus. Fir die Kinasenlmgilinrezeptors und des nah
verwandten IGF-1-Rezeptors ist lediglich bekanrdssd sie Tyrosin in einer sauren
Sequenzumgebung praferief&h Jedoch ist bisher unbekannt, worin die Substeaififit
bei Tyrosinkinasen begrtindet ist.

Tabelle 6.1.: Eigenschaften der moglichen dualestén Kinasen nach Lindberg et al. (TIBS 1992)

verwendete Bezeichnungen: NT: nicht getestet; PTKeRriyrosinkinase; anti-P.Tyr: Antikdrper gegen
Phosphotyrosin.

Name Organismus Phosphoaminosauren nachPTK Substrate bakterieller
Autophosphorylierung in trans anti-P.Tyr
weel [Schizosaccharomyces pombeTyr = P.Ser Angiotensin Il NT
Clk Maus P.Tyr = P.Ser Poly(Glu,Tyr) Ja
ERK1 |Mensch P.Tyr =P.Thr NT NT
ERK2 |Mensch P.Tyr = P.Thr NT NT
mik1 S. pombe NT NT NT
Spkl [Saccharomyces cerevisiae P.Ser, P.Thr>> P.Tyr Poly(Glu,Tyr)? Ja
Tik Maus P.Ser, P.Thr>> P.Tyr NT Ja
PYT Mensch P.Thr>> P.Tyr NT Ja
Mckl1l |S. cerevisiae P.Tyr = P.Ser? Poly(Glu,Tyr) NT
DPYK1 Dictyostellium discoideum P.Tyr? NT Ja
DPYK2 [D. discoideum P.Tyr? NT Ja

Darliber hinaus lassen sich auch klare Unterschiededer Primarstruktur von
Tyrosinkinasen und Ser-/Thr-Kinasen feststellen rgieche Kapitel 3.2.2 in der
Einleitung). In wenigen Féllen jedoch werden Prdtgiasen beschrieben, die Uber duale
Spezifitat verfigen, indem sie in der Lage sindpame Serin-/Threoninresten auch
Tyrosinreste zu phosphorylieren (Tabelle 8.1Finer der wenigen bis heute zweifelsfrei
anerkannten Kinasen mit dualer Spezifitat ist dieolyen-aktivierte-Proteinkinase aus der
MEK-Familie, die die Mitogen-aktivierten Proteinigen (MAPK) durch
Phosphorylierung der konservierten Sequenz TxYvikerd'®. In der Literatur ist
deutlich belegt, dass die Insulinrezeptorkinassibitlich der Autophosphorylierung tber

duale Spezifitat verfugt**"e*®

In der vorliegenden Arbeit konnte hinreichend
beschrieben werden, wie auch Substrate ohne dieab&ugon Polylysin durch die

IGF-Kinase und die nah verwandte l6sliche Insulieforkinasedomane (IRKD) dual
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phosphoryliert werden kdnnen.

6.2 Proteinbindung im zellularen Kontext

In Signalnetzwerken gibt es keine optimale Affibiig Protein-Protein Interaktionen, aber
eine groRe Bandbreite an Dissoziationskonstantehche fur die jeweilige biologische
Aufgabe malRgeschneidert ist. Es ist biochemischekbrzu vermuten, dass starke Protein-
Protein-Interaktionen ein hohes Mal3 an Spezifigtvorbringen und biologisch mehr
relevant sind, als relativ schwache Interaktiorf&tarke Interaktionen sind langlebig, was
in manchen Bereichen wichtig sein kann. Aber e&lest dass solche Interaktionen nicht
immer die nétige Flexibilitat aufweisen, die einellg fur eine dynamische Antwort bei
sich &ndernden externen Bedingungen braucht. &fem im mikromolaren Bereich
bedeuten nicht gleich den Verlust der Spezifitéatsachlich konnte fur SH2- und
SH3-Domanen gezeigt werden, dass eine gesteigdfigité® zu einem Motiv die
Spezifitit zwischen Kinase und Substrat herad5ét# Die Auflésung dieses
Paradoxons konnte darin liegen, dass gesteigertduBg an eine optimale Sequenz zu
einer Absperrung von verlagerten Motiven des Sabstitihrt und dies die Spezifitat der
Kinase herabsetZf. Auf dieses Modell von Pawsat al soll spater naher eingegangen

werden.

6.3 Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Kinasen

In der vorliegenden Arbeit konnte flr verschied&hdstrate gezeigt werden, dass diese
durch die IGF-Kinase und die nah verwandte Kinage bhsulinrezeptors (IR) neben
Tyrosinresten auch an Serinresten und Threoninregt®sphoryliert werden kdnnen.
In vivo bindet IRS-1 lber seine PTB-Doméne an den Juxtamarhéreich des Rezeptors.
Die Bindung erfolgt Gber ein NPEpY-Motiv. Wird ddgrosin in diesem Motiv durch
Phenylalanin substituiert, so geht die Phosphamwytig von IRS-1lin vivo um 80%
zuriick™®, In der vorliegenden Arbeit wurde neben der wibisghen Form der
IGF-Kinase mit einer Kinase-Mutante gearbeitet, der Tyrosif®® innerhalb des
NPEY-Motivs durch Phenylalanin substituiert wurd®ies entspricht derselben
Substitution, die Whiteet al. 1985 fur den Insulinrezeptor benutzt haben. Zudende
uberwiegend mit der durch GST dimerisierten, |lésic Form der Kinase gearbeitet.
GST-Kinasen stellen ein Modell fir den Hormon-gedemen und damit aktivierten
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Holorezeptor d&f' und weisen eine eine gesteigerte Aktivitat im & zu monomeren

Kinasen auf.

GST-Kinasen konnen effizient in hoher Ausbeute uRdinheit ausSf9Zellkultur
gewonnen werden, zumal bei der Reinigung die Mgkt der zusatzlichen
Affinitatschromatographie besteht. Somit konntee H#iinasen in dieser Arbeit nahezu
homogen (100% rein) erhalten werden. Versuche seran Arbeitsgruppe zeigten, dass die
IGF-Kinase in allen Reinheitsstufen duale Kinase#@kt besitzt. Sowohl die
Wildtypkinase GST-TS-IGk als auch die Mutante GST-TS-IGkn wurden Uber das
gleiche Reinigungsprotokoll bestehend aus Affisiat Anionenaustauscher- und
anschlieBender Gelfiltrationschromatographie gégeinDies gewahrleistet, dass die

Aufreinigungen frei von additiven Serinkinasen ldntamination sind.

Die Wahl von C-terminal verkiirzen Kinasen ergalh sias der Uberlegung, dass mogliche
Interaktionen zwischen dem C-Terminus und dem $absiie Auswirkungen der

Substitution im N-Terminus abschwéachen kénnten.

Um auszuschliel3en, dass die Substitution innerldah Juxtamembranbereichs einen
Einfluss auf die Transferaseaktivitat der Kinasg harrden beide Kinasen in Auto- und
Substratphosphorylierung eines artifiziellen Sudistreingesetzt und verglichen. Als
Cofaktor wurde in den Phosphorylierungsansiatzef Mgrwendet. Auf das groRere fMn
lon, wie es Yuaret al. verwendet haben, um duale Kinaseaktivitat firRi@sphorylase-
Kinase zu messén, wurde verzichtet. Aus den Versuchen geht eindehgivor, dass die
Substitution keinen Einfluss auf die Kinaseaktivitéat (Abbildung 5.2, Seite 34). Die
duale Autophosphorylierung beider Kinasen bescheisich auf die Phosphorylierung
eines artifiziellen Serinrestes im N-terminalen Kan zwischen GST und Kinase (Daten
nicht gezeigt). Dieses Serin ist ein Resultat @amH-Klonierungsschnittstelle im

Transfektionsvektor pAc-G2T.

Mit dem artifiziellen Substrat Tyrtide-Hisvurde keine duale Kinaseaktivitat gemessen,
obwohl auch dieses Substrat tber die artifizielerirfphosphorylierungsstelle in der
BamH-Klonierungsschnittstelle  verfigt. Jeglicher Phuosp Transfer erfolgte
ausschlief3lich auf Tyrosinreste des Substrats. AlashSubstrat GST-IGEA wurde durch
beide Kinasen ausschlie3lich an Tyrosinresten giwygpert. Das Substrat GST-1GE
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verfugt in seinem C-Terminus Uber Serinreste welchéer Autophosphorylierung der
katalytisch aktiven Form dieser Kinase durchaussphoryliert werden. Diese Serine
werden in einer Substratphosphorylierung von GSHs1Gz nicht durch die GST-TS-IGE
Kinasen phosphoryliert.

Sowohl Tyrtide als auch GST-IGE, zeichnen sich dadurch aus, dass sie nicht tber
weitere Bindungen auf3er der Substratstabilisieiomgatalytischen Zentrum der Kinase
mit dieser interagieren. Diese Versuche zeigers dessGST-IGF-Kinasen eine intrinsische
duale Kinaseaktivitat fur die Autophosphorylierubgsitzen. Substrate die nicht mit der

Kinase interagieren, werden jedoch nicht durchedas Serinresten phosphoryliert.

Die katalytisch inaktive Kinase stellt jedoch eiresbnderes Substrat dar. Unsere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der monomereretert der katalytisch inaktiven
Kinase durch die monomere aktive Kinase durchaas$ au Serinresten und Tyrosinresten
phosphoryliert wirl”. Hier wird postuliert, dass die Dimerisierung, urdhmit
grof3flachige Interaktion beider Kinasen, duale Kespezifitat induziert, wobei jeweils

eine Kinase des Dimeres mit der inaktiven Form webhirken kann.

6.4 Duale Substratphosphorylierung durch die IGF-Kinas e

In dieser Arbeit wurde mit verschieden Variantes i@manen Insulinrezeptorsubstrat-1
(IRS-1) gearbeitet. Die Substrate stellen alleRhesphotyrosin-bindende Domane (PTB)
nach Ecket al. von Aminosdure Prolif? bis Glutamdf® dar (Ref™), die jeweils
C-terminal verlangert wurden. Der lGiberwiegende Anier Versuche dieser Arbeit wurden
mit dem Substrat GST-PTR durchgefiihrt, welches bis zur Aminoséure Argiflineicht

und ein C-terminales Serincluster mit einschlief3t.

GST-Kinasen sind fur Interaktionsversuche mit Swabsh, die an den
Juxtamembranbereich der Kinase binden, umstrit@8T-Kinasen zeichnen sich zwar
durch eine gesteigerte Auto- und Substratphospieouylg au$®, jedoch konnte fur diese
Kinasen bisher nicht gezeigt werden, dass das iftiirderaktion mit der PTB-Domaéane
entscheidende Tyrosi in der GST-TS-IGk: (respektive Tyrositi’ in der GST-IRKD)
phosphoryliert wird.

Die GST-PTBys wird durch die Wildtypkinase GST-TS-IGFmit tber 70% deutlich an

Serinresten phosphoryliert. Die Kinasemutante GSIHGF,c phe iSt hierzu nicht in der
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Lage (Abbildung 5.4, Seite 36), obwohl beide Kimaske gleiche Aktivitat gegenuber
nicht bindenden Substraten zeigen (vergleiche Abbily 5.2B, Seite 34). Das beweist zum
einen, dass Tyrosit! dem Phenylalanin an dieser Stelle fur eine Bindmigder PTB
bevorzugt wird. Dies spricht fiur eine N-terminalaoBphorylierung von GST-Kinasen.
Jedoch konnte diese Phosphorylierung in der Autgpiharylierung nicht nachgewiesen
werden. Sowohl die GST-TS-IGF als auch die GST-TS-IGEpne wurden mit 4 mol
Phosphat pro mol Kinase phosphoryliert (Abbildungfs Seite 34). Die Substitution in
der Mutante sollte sich in in einem um 1mol pro meiringerten Phosphateinbau zeigen.
GST-Kinasen eignen sich nicht fur eine Auftrennimgler nativen PAGE. Jedoch konnte
mit den monomerisierten Vertretern dieser Kinaseeiner nativen PAGE gezeigt werden,
dass die Phe-Mutante der Kinase eine Phosphorglisaiufe weniger aufweist als die
Wildtypkinase.

Die Interaktion zwischen Kinase und Substrat fubu dualer Kinaseaktivitat der
IGF-Kinase. Dies wurde in unserer Arbeitsgruppe oschfir die I6sliche
Insulinrezeptorkinase gezef§t. Jedoch wurde fiir die Substratphosphorylierungludie
Insulinrezeptorkinase das groRere Mimon verwendet und mit monomeren Kinasen
gearbeitet, welche nicht die hohe Reinheit der &Biksen aufwiesen. Da sowohl
GST-TS-IGRc: als auch GST-TS-IGErw Uber das identische Reinigungsprotokoll
aufgearbeitet und tber Auto- und Substratphospieotylg normiert wurden, ist es héchst
unwahrscheinlich, dass additive Serinkinasen nuwtein Aufreinigung der Wildtypkinase
verbleiben. Ist nun die deutliche Serinphosphoryhg der PTB durch die IGF-Kinase
begriindet, oder sind Serinkinasen in der Aufreingguder PTB selbst hierfir
verantwortlich? Um auch dieses ausschlielen zu é@nmvurde GST-PTBs unter
radioaktiven Standardbedingungen mit Magnesium ARl ohne Zugabe einer weiteren
Kinase Uber eine Zeit von 60 min bei Raumtemperiakubiert. Es konnte kein Phosphat
Transfer auf die PTB gemessen werden (Daten niokeigt). Somit ist als
Phosphoryldonor ATP in Verbindung mit einer aktiv@nase notwendig, um das Substrat
PTB zu phosphorylieren.

Bei der Verwendung von GST-Konstrukten stellt sioimer die Frage, ob nicht der
GST-Tag eines Proteins mit dem GST-Tag des andereteins interagiert. Dies konnte

durch eine Phosphorylierung von GST-BEBIin Anwesenheit von freiem GST
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ausgeschlossen werden (Abbildung 5.6, Seite 40)T G& keinen Einfluss auf die
Interaktion zwischen Kinase und Substrat und daft die Serinphosphorylierung der
durch GST dimerisierten PTB-Doméane. Durch eine veatiPAGE mit dem

phosphoryliertem N-Terminus der Kinase wurde gdzeidass GST-Kinase und
GST-Substrat einen nachweisbaren stabilen Proteiplex bilden (Abbildung 5.5, Seite
38).

Dass die duale Kinaseaktivitat der IGF-Kinase inBiadung des Substrats begrindet ist,
wird dadurch unterstrichen, dass eine denaturlfiB-Domane durch die Wildtypkinase
nicht mehr an Serinresten, sondern ausschlieRicfiyaosinresten phosphoryliert wird
(Abbildung 5.7, Seite 41). Im Gegensatz dazu is$ dinter nativen Bedingungen mdoglich.
Die Denaturierung hatte lediglich einen Verlust sekundaren Struktur zur Folge, was die
unveranderte Phosphorylierung durch die Akt-Kinae®t. Dass denaturierte Substrate
nicht mehr phosphoryliert werden, wurde schon fig @-terminal Src-Kinase(Csk)

gezeigt®.

Diese Ergebnisse sind koharent zu Beobachtungess, idaalisierte Substratpeptide, die
durch Mutationsanalysen von naturlichen Kinasesatest erzeugt wurden, nicht
anndhernd so gut phosphoryliert werden wie die rhetén/nativen Substrate der
entsprechenden Kind%é'® Diese Substratpeptide weisen nicht die native
Sekundarstruktur der natirlichen Substrate auf. Bdsspiel sei hier wieder die Csk
genannt. Ein kombinatorischer Peptidscan der Cslsthorylierungsstelle in der
C-terminalen Sequenz der Src-Kinase erbrachte eptiddubstrate, die um ein vielfaches
schlechter umgesetzt werden. Auch die Beobachtymzes Substrate in Anwesenheit von
niedermolekularen Komplexbildnern (wie Polylysinurch Kinasen deutlich starker
phosphoryliert werden, korreliert zu den von mifupelenen Ergebnissétt'® Auch hier
findet sich ein Beispiel fir die Csk. Die Untersuoben zum Mechanismus der
Substraterkennung brachten ein artifizielles Ranéaptid mit vier N-terminalen Lysinen
hervor, dass um den Faktor 500 besser durch digkssphoryliert wird als das natirliche
Substrat®. Aus der Literatur lasst sich somit schlieRensddis Steigerung der Bindung
zwischen Kinase und Substrat immer zu einer ermikévitat der Kinase fihrt. Uber die
Steigerung oder Anderung der Spezifitit einer Keénast in der Literatur nichts

beschrieben.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ddiehBindung des Substrats Uber seine
PTB-Domane an eine Tyrosinkinase, Serinreste iraflerides Proteins phosphoryliert
werden koénnen. Wird die Serinphosphorylierungsstelus der PTB-Doméne (siehe
folgendes Kapitel) hinter ein nicht bindendes Su#tdtloniert, so kann in diesem Protein
keine Serinphosphorylierung durch die IGF-Kinasehgawiesen werden. Dies zeigt, dass
der Komplex aus Substrat und Kinase von grunds@tli Bedeutung fur eine duale

Kinaseaktivitat der IGF-Kinase ist.

Doch ist die Bindung des Substrats an die Kinaseethzig ausreichende Bedingung fur
duale Kinaseaktivitdat? Die Versuche mit Kinase-&aten mit mutierter
Aktivierungsschleife zeigen, dass eine weitere Bgaing fUr duale Kinaseaktivitat
erforderlich ist. Kinasen, in denen die Aktiviergsghleife durch Substitutionen der
Tyrosinautophosphorylierungsstellen mutiert wundejsen nicht die gleiche katalytische
Spezifitait wie die Wildtypkinase auf. Sie untersdee sich nicht in der
Autophosphorylierung jedoch in der Fahigkeit, Stdist zu phosphorylieren. Zudem sind
sie nur bedingt in der Lage, sich und Substrat&Sannresten zu phosphorylieren. Die
Kinasemutanten GST-LIRKisor und GST-LIRKyis:¢ zeigen deutlich verminderte
Serinphosphorylierung des Substrats GST-RsI@bbildung 5.8, Seite 43). Der Anteil an
Phosphotyrosin hingegen ist in etwa vergleichbar i der Wildtypkinase. Dies zeigt,
dass die Konformation der Aktivierungsschleife eh&sdenden Einfluss auf die duale
Kinaseaktivitat hat. Wird die Struktur der Aktiviergsschleife verandert, weist die Kinase
keine duale Kinaseaktivitat auf. Wahrend Tyrosinese veranderte Konformation
tolerieren, scheinen kirrzere Serin- und Threoniareght mehr innerhalb der Struktur aus
katalytischer Schleife, Aktivierungsschleife und1PSchleife fir den Phosphat Transfer
stabilisiert zu werden und kénnen damit als Sutestiecht mehr erkannt werden.

Die Phe-Mutante der IGF-Kinase ist jedoch grundsditzdazu fahig, Substrate an
Serinresten zu phosphorylieren. Wird das Substeaingert, so dass die Bindung der
PTB-Domane an den Juxtamembranbereich nur noch diag¢ zur Gesamtinteraktion
zwischen Substrat und Kinase beitragt, so wird adciale Kinaseaktivitat in der
Phe-Mutante beobachtet. Wird das Substrat gleicHsaralent an die Kinase gekoppelt,
so ist kein Unterschied zwischen der Phe-Kinase ded Wildtypkinase festzustellen.

Beide Kinasen phosphorylieren das Substrat an TfimeoSerin-, und Tyrosinresten
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(Abbildung 5.16, Seite 56).

6.4.1 Bestimmung der Serinphosphorylierungsstelle der
IGF-Kinase von GST-PTB 275

Um die Serinphosphorylierungsstelle fur die IGF#&3a in GST-PTBs zu identifizieren,
wurde zunéchst eine kirzere Variante der PTB ktonigiese Variante entsprach der
PTB-Domane nach Eckt al®®. Durch Charakterisierung dieses Substrats wur@e di
Phosphorylierungsstelle auf das C-terminale Sarstel eingegrenzt (Abbildung 5.18,
Seite 59). Dieses Ergebnis wurde durch einen Bramggrdau (BrCN) der
phosphorylierten PTB-Doméane bestatigt. Durch derdae entsteht ein 16 Aminosauren
langes Peptid mit einer PhosphorylierungsstelledférAkt-Kinase (Tabelle 5.3, Seite 73).
Ein Vergleich der Phosphopeptide durch eine Schagg&E und eine Reversed Phase
Analyse (Abbildung 5.27, Seite 74) zeigt, dassl@iE-Phosphorylierung auf dem gleichen
Peptid liegt wie die Akt-Phosphorylierung.

Wird das C-terminale Serincluster um einen Linkeséiner raumlichen Lage verandert, so
wird es durch die IGF-Kinase nicht mehr phospheryliDies lasst auf einen ersten Blick
vermuten, dass die IGF-Kinase ihre Substrate meftienzspezifisch, sondern nach ihrer

raumlichen Positionierung und Zugéanglichkeit phasphert.

Dazu wurden zwei Alanin-Scans dieses SerinclusterSubstrat durchgefihrt. Bei einem
Alanin-Scan werden sukzessive alle mdglichen Phmrsfierungsstellen fur eine Kinase
durch Alanin substituiert. Wird eine Mutante minei Alanin-Substitution nicht mehr
durch die Kinase phosphoryliert, so ist eine Phosglerungsstelle fir die Kinase
identifiziert.

Im Falle des ersten Alanin-Scans wurden zwei PTBawtien gefunden, die einen
geringeren Phosphat Transfer zeigten als der Wildly diesen Mutanten wurden die
Serine 270 und 273 durch Alanin substituiert. Didémeden Serinreste stellen somit
potentielle Phosphorylierungsstellen fur die IGHR&Se dar. Der Vergleich der
Phosphoaminosauren zeigte jedoch, dass beide &tgbsteiterhin Uberwiegend an Serin
phosphoryliert werden. Zudem wurde der Phosphahsfea auf beide Mutanten, im
Vergleich zum Wildtyp, lediglich halbiert. Somit lssint die IGF-Kinase auf andere
Serinreste auszuweichen, wenn diese Serine ngliRredsphorylakzeptoren zur Verfigung
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stehen. Die IGF-Kinase ist, anders als die Serad@nAkt, nicht sequenzspezifisch in der
Wabhl ihrer Phosphorylierungsstellen. Ein weiteregelBnis dieses Alanin-Scans war die
Mutante GST-PTB.s Welche starker phosphoryliert wurde als der Wpdund zudem

auch einen grof3eren Anteil an Phosphoserin aufvidés.Substitution an dieser Stelle
scheint die Konformation des C-Terminus so veramddass weitere Serine durch die

IGF-Kinase phosphoryliert werden kénnen.

Bei einem zweiten Alanin-Scan wurden bis auf je 8erin alle anderen Serine des
Clusters durch Alanin substituiert. Hierdurch kaendie Phosphorylierungsstelle der IGF-
Kinase bis auf zwei Reste genau eingegrenzt wefdbhildung 5.22, Seite 65). Werden
nur die Serine 268, 270 oder 272 der IGF-Kinaseebotgn, so geht die Phosphorylierung
iIm Vergleich zum Wildtyp stark zurick. Werden lddij die Serine 273 oder 274
angeboten, so verhalten sich diese PTB-Mutantendeie Wildtyp. Ein Vergleich der
Phosphoaminosauren zeigt, dass in den beiden Mut&®T-PTB,; und GST-PTRy, nur
Serinreste phosphoryliert wurden. In der Mutante, der nur das Serin 268 als
Phosphorylakzeptor verblieb (GST-PsE$, ging der Anteil an Phosphoserin auf 60%
zurick. Dies zeigt erneut, dass die IGF-Kinase,eendals die Akt-Kinase nicht
sequenzspezifisch ist. Die IGF-Kinase préaferieg 8erine 273 und 274. Werden diese
aber durch Alanin substituiert, so werden anders&én raumlicher Nahe phosphoryliert.
Fur die Kinase des Insulinrezeptors ist ein ahelicRall in der Literatur beschrieben.
Lewis et al. 1990 beschreiben, dass die Serine 1293 oder 1284 Insulin Stimulation
des Rezeptors phosphoryliert werden. Dies gescHhrdiags erst 2 h nach der
Insulinstimulation und nur zu einem marginalen Amnten 2%4'°. Unsere Arbeitsgruppe
konnte fur den Insulinrezeptor und die I6slicheulmsezeptorkinasedoméane die Serine
1275 und 1309 eindeutig als Autophosphorylieruradiest identifizierel"'™. Hierbei trat
30 min nach Insulinstimulation die Serinphosphe@ming mit 40% deutlich hervdy.
Diese Phosphorylierungen schlieRen zudem die Amiesevoninsulin-sensitive serin
kinases (IRSK) aus. Auch dieser Fall zeigt, dass eine 3wikinase nicht
sequenzspezifisch ist, sondern ihre Substrate Baelichbarkeit phosphoryliert. In diesem
Fall werden die Serine 1275 und 1309 in untersticleeh Sequenzumgebungen

préaferiert.

Bei der Substitution von je vier Resten durch Ataisit nicht zu erwarten, dass die native
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Sekundarstruktur des Clusters erhalten bleibt. Smtnein Vergleich zwischen dem ersten
Alanin-Scan und dem zweiten Alanin-Scan nicht olmeiteres maoglich. Es fallt jedoch
auf, dass Serf' und Serif” Schliisselpositionen im C-Terminus der PTB-Doméne
besetzen. Wird Sefifi allein substituiert, so geht der Phosphat Trarsfiédiese Mutante
zurtck. Wird nur dieses Serin als Phosphorylakzeptogeboten, so ist der Phosphat
Transfer vergleichbar mit dem der Wildtyp-PTB. WBerirt"* allein substituiert, so wird
die resultierende Mutante starker durch die IGFasa phosphoryliert. Wird nur dieses
Serin der IGF-Kinase angeboten, so wird diese PTBakte ebenfalls starker
phosphoryliert als der Wildtyp. Die spricht fur eirKompetition der Phosphorylierung
durch das Serift’.

6.4.2 Bewertung der massenspektroskopischen Auswertung

In Kapitel 5.4.8 Massenspektroskopische Analyse der phosphorylie@8n-PTB275,
Seite 71) wurde eine Probe der durch GST-TSxGihosphorylieren GST-PTLB durch
das Service-Labor des ZMMK Kd&ln massenspektroskbpianalysiert. Als Kontrolle
wurde dem Labor zudem eine durch die Akt-Kinase sphorylierte PTB-Domane
Ubersandt. Fur die Akt-Kinase ist in der Literatdas Seri#® in der PTB-Doméane als
Phosphorylierungsstelle beschrieb®n Schon vor diesem Schritt gingen Proben der
phosphorylierten PTB-Domane an unterschiedlicheotetzur massenspektroskopischen
Analyse. Kein einziges Labor konnte das C-termin&erincluster isolieren und

massenspektroskopisch vermessen.

Die Gelextraktion wurde von Seiten des Labors dyethhrt. Es wurden zwei
verschiedene Proteasen verwendet: zum einen Trypaim anderen V8-Protease. Die
Analyse erfolgte, indem zuerst die erzeugten Fragenéber eine (-Saule entsalzt, die
Phosphopeptide dann Uber eine Titandioxidsaule JJTa&dgereichert und tber eine LC-
MS-MS-Analyse untersucht wurden.

Beide Proteasen erzeugen jedoch nur Fragmentegnenddas Serincluster gespalten
vorliegt. Die Ausbeute eines 20 Aminosaurerestegdan Peptid-Fragmentes, das das
gesamte Serincluster enthalt, lag nur bei 1,5% engdb drei verschiedene Isoformen.
Versuche von Seiten des Labors, die Gelextraktedisigungen zu andern und so eine

grolRere Ausbeute des Fragmentes zu erhalten, schjadoch fehl. Das gro3te Problem
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das bewaltigt werden musste, lag darin, dass dagntent nicht auf der £Saule
verbleibt, da es zu hydrophil ist. Somit kann eshhiiber die nachgeschaltete FH8Aule
angereichert werden. Versuche das Laufmittel vareréAmeisensaure auf eine Mischung
mit 0,1% Trifluoressigsaure (TFA), sowie statt eifg-Saule einddigh-Carb-Vorséule zu
verwenden, gelangen nicht. Zudem konnte auch &iirderne Kontrolle mit der durch die
Akt-Kinase phosphorylierten PTB kein Ergebnis dtzierden. Somit ist das Ergebnis mit
Vorsicht zu bewerten.

Da die drei Isoformen des C-terminalen Fragmerggasamt nur zu 1,5% vorlagen, war
die Signalstarke sehr schwach. In der zweiten M&8kse konnte in zwei Isoformen nur
jeweils eine Aminosaure exakt zugewiesen werdemer#u konnte nicht unterschieden

werden, welche phosphorylierte Isoform des Clugtérdiger auftritt.

Aus diesem Grund wurde ein Bromcyanverdau (BrCNxlogefuhrt. Dieser erzeugt ein
Peptid-Fragment von 16 Aminosauren und ca. 1,8 ki@dches das gesamte Serincluster
enthalt. Der Verdau wurde sowohl Uber eine SchaBeetid-PAGE, als auch Uber eine
Reversed-PhasdPLC analysiert. In beiden Fallen korrelierten &ieyebnisse des durch
die IGF-Kinase phosphorylierten Substrats mit dentolle des durch die Akt-Kinase
phosphorylierten Substrats. Dies unterstreicht reomal, dass die IGF-Kinase ein Serin
auf dem selben Peptidfragment phosphoryliert wie Akt-Kinase, und bestétigt die
Ergebnisse des Alanin-Scannings. ProbenRierersed-Phas@nalyse wurden ebenfalls
an das ZMMK weitergeleitete. Jedoch konnte aucki@sem Fall kein Ergebnis erzielt

werden.

In der Literatur werden die Serine 265, 302, 302,325 und 358 des humanen IRS-1 als
potentielle Phosphorylierungsstellen angegeben. seéDieAngaben erfolgten aus
Phosphopeptidkartierungen und massenspektrosk@pisciAnalysen. Nach den
Erkenntnissen, die aus der Massenspektroskopieggazwerden kénnen, ist es fraglich,
ob die Serine 268-274 auch natlrliche Phosphowyliggstellen darstellen. Peptide die zu
hydrophil sind, werden nicht analysiert und werdiaher auch in der Literatur nicht
beschrieben.

Eine weitere Mdoglichkeit, warum die Massenspektops& zu keinem Ergebnis fihrte,

besteht darin, dass das Stop-Codon bei der Expressin GST-PTBs Uberlesen wird.
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Somit wiirde der C-Terminus um drei Aminosaurenaregert werden, und Signale aus der
MS-Analyse kdnnen keiner Sequenz zugeordnet werdlde. Konstrukte die in dieser
Arbeit verwendet wurden, sind auf DNA-Ebene seqigghzvorden und weisen keinerlei
Abweichungen zur erwarteten Sequenz auf. DahatigsEinschatzung des Labors nicht
zutreffend. Es bleibt zu erwahnen, dass es dem rLaboht gelungen ist, die
Phosphorylierungsstelle der Akt-Kinase, welche @r diteratur beschrieben i8t, zu

bestatigen.

6.5 Kinetische Untersuchungen der dualen Phosphorylier ung

Ein Vergleich der Geschwindigkeiten der Tyrosint der Serinphosphorylierung der IGF-
Kinase zeigt, dass die Serinphosphorylierung dgutlangsamer als die Tyrosinphos-
phorylierung ist. Ein Vergleich der Initialgescimdigkeiten fur das Substrat GST-16k
mit denen fir das Substrat GST-RIB (Tabelle 6.2) verdeutlicht, dass die
Serinphosphorylierung  mit 0,08 mol/mol/min 20 malangsamer ist als die
Tyrosinphosphorylierung. Daher ist klar, dass ladg& angenommen wurde, dass die
Serinphosphorylierung der Tyrosinphosphorylieruedlizh nachfolgt. Vergleicht man die
Geschwindigkeit mit der GST-PER durch die IGF-Kinasen phosphoryliert wird, sozst
erkennen, dass das Substrat um den Faktor 2 sehneglosphoryliert wird als
GST-PTBys

Tabelle 6.2.: Vergleich der maximalen Initialgesaidigkeiten der GST-TS-1GEKinasen fiir verschiedene
Substrate.

GST-TS-IGKc GST-TS-IGKc pre
V max V Max
[mol/mol/min] [mol/mol/min]
GST-IGh_a 22 0,1 2,2 0,1
GST-PTBs 0,08 £0,01 n.b.
GST-PTBo 0,17+0,01 0,03 £ 0,02
GST-PTBy7v |0,4 £0,03 0,03 £0,02

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch schon naahin Serinphosphorylierung im
Substrat GST-PTBs hachgewiesen werden. Aus den Daten lasst sicleBeln, dass die
IGF-Kinase Tyrosinreste vor Threonin- und Serireespréaferiert. Dieses Prinzip ist

allerdings nicht allgemein gultig. Wird ein Tyroest in einer nicht optimalen Position
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angeboten, so wird er durch die bindungsdefiziéGte-Kinase nicht phosphoryliert. Die
PTB-Domane besitzt in ihrer Struktur ein einzeln®gosin im B2-Faltblatt. Die
Hydroxylgruppe des Tyrosins ist in der Sekundak$tnuin das Lumen des Proteins
gerichtet. Daher ist es in der nativen PTB-Domagia kptimales Substrat fur die Kinase.
Zudem zeigt der Versuch mit der PTB-Mutante GST-8%B(vergleiche Abbildung 5.20,
Seite 61) dass die Serinphosphorylierung parallelTgrosinphosphorylierung erfolgt. Zu
jedem Zeitwert ist der Phosphat Transfer auf diek#ante doppelt so hoch wie im
Wildtyp. Obwohl ein Tyrosinrest vorhanden ist, wirds jedoch durch die Phe-Mutante
vergleichbar schlecht phosphoryliert wie das Witditybstrat. Dies zeigt, dass sowohl fur
die Serin- als auch fur die Tyrosinphosphorylierdimgraumliche Position der Aminosaure
im Protein von entscheidender Bedeutung fur dieaiénist. Das Tyrosin an Position 270
in der PTB-Domane ist somit fur eine freie Phosgh@mung misspositioniert und kann
nicht durch die Phe-Mutante phosphoryliert werdeomit lasst sich schlussfolgern, dass
die Position des Phosphorylakzeptors einen Einfugsdie Spezifitat einer Tyrosinkinase
hat.

6.6 Mechanistische Uberlegungen der dualen Kinaseaktiv ~itat

Welche kinetischen Parameter der Serinphosphonierdurch die IGF-Kinase werden
durch die Bindung der PTB geandert? In der Literatird beschrieben, dass durch die
Bindung des Substrats an die Kinase sich defif das Substrat dndert, jedoch nicht der
Vuax der Reaktiofi'®. Andere Literaturstellen beschreiben, dass sigiehddie Bindung
des Substrats der\Knicht andert, sich aber der Umsatz, angegebeik.alsdurch die
Bindung deutlich verschlechtéft. Um dieses Paradoxon aufzuklaren, mdchte ich ein
Modell aufstellen. In diesem Modell wird gedanklizwischen dem Substrat an sich, der
Aminosaure als Phosphat-Akzeptor, und dem gesaRmgtein unterschieden. Im Fall von
GST-PTBss dient der PTB-Anteil bis Aminosaure Glutafiatdes Substrats als
.Docking“-Protein, das den ersten Kontakt zwiscl@nase und Substrat herstellt. Dieser
Teil des Proteins wird nicht durch die Kinase phaspliert, was mit Versuchen mit GST-
PTB.ss gezeigt werden konnte (Abbildung 5.18, Seite Br Kontakt erfolgt Uber den
B5-Strang und der C-terminaleaHelix der PTB und den N-Terminus der Kin&3elm
Modell wird die PTB-Doméne gedanklich in ein ,Doegi-Protein und das eigentlich zu

phosphorylierende Serin eingeteilt. Die IGF-Kinasegd in eine Interaktionssite des
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katalytischen Zentrums und die PTB-Bindestelle Réstner flr das Docking-Protein,

aufgliedert.

Mit Hilfe dieses Modells lassen sich die verschiedkinetischen Parameter der
Substratphosphorylierung von GST-RJRlurch die IGF-Kinase erklaren. Dey, fir das
Serinsubstrat im PTB-Protein ist im direkten Veigftezu einem Tyrosinsubstrat sehr hoch.
Dies wird durch Versuche mit der Phe-Mutante ofignmtich. Auch bei hohen
Konzentrationen von GST-PTEB wird das Serinsubstrat nicht phosphoryliert (ABbiig
5.9, Seite 45 und Abbildung 5.12, Seite 49). Seuind Threoninreste werden durch die
Struktur der P+1-Schleife der Rezeptortyrosinkinal$sin nicht optimal positioniert, dass
ein Phosphat Transfer erfolgen kann. Dieser Pasrmgtd nicht durch die Bindung des
PTB-Proteins beeinflusst. Lediglich wird durch d&BEB-Docking-Protein bei Bindung an
den Juxtamembranbereich der Kinase die lokale Kuraion des Serinsubstrates im
aktiven Zentrum der Kinase auf ein Niveau geholoxss der hohe Kiberschritten und
der Phosphat Transfer ermdglicht wird. Der Phosphatsfer erfolgt dann in der gleichen
Geschwindigkeit wie auf einen Tyrosinrest . Diesdaum einen durch das frihe zeitliche
Auftreten der Serinphosphorylierung gezeigt, zumdezen spricht die parallele
Phosphorylierung von Serin- und Tyrosinresten imbsiat GST-PTByy flr eine

vergleichbar schnelle Phosphorylierung von Tyrosimd Serinresten.

Fur das Gesamtprotein GST-P}Bkonnte weder fur die Wildtyp-Kinase noch fir die
bindungsdefiziente Phe-Mutante eipy-MVert und ein V.-Wert ermittelt werden. Diese
Parameter beruhen auf einer Michaelis Menten Kinekraglich ist, ob bei der

Phosphorylierung der PTB-Domaéne eine solche kicletiBBetrachtung zulassig ist.

Bei der Phosphorylierung des Substrats durch dietypkinase fallt auf, dass in jeder
durchgefuhrten Phosphorylierungsreaktion nicht dgssamte Substrat im Ansatz
phosphoryliert wird. Es wurde in fast allen Phosgherungsreaktionen 1 uM IGF-Kinase
verwendet. Auf das Substrat wurden etwa 0,3 mobkpthat pro 1 mol Substrat Ubertragen.
Die Akt-Kinase ubertragt in diesem Zeitraum etwad Phosphat pro 1 mol Substrat. Wie

ist dies zu erklaren?

Da die Bindung des Gesamt-Proteins GST-RIBn die Kinase das entscheidende

Kriterium fur eine Serinphosphorylierung ist, wendalle Substrate im Ansatz, welche
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nicht an die Kinase binden, folglich nicht an Segsten phosphoryliert. Fur ,freie”
Substrate ist der \Kdes Serinsubstrates zu hoch, als dass sie durdkirise in Lésung
phosphoryliert wirden. Fur ,gebundene“ Substratedvwdies durch die Erh6éhung der
lokalen Konzentration des Serinrestes moglich,esiém PTB-Kinasekomplex der Fall ist.
In diesem Modell ist die Kinase der limitierendektes. Es werden nur gebundene
Substrate phosphoryliert. Im Ansatz sind jeweilsp8®l Kinase anwesend (1 uM in
30 pl). Dies korreliert mit dem Phosphat Transfef das Substrat im Ansatz. Auch der
Plot der Initialgeschwindigkeiten der Kinase beirsohieden Substratkonzentrationen
(Abbildung 5.9. Seite 45) zeigt, dass die halbmaérnGeschwindigkeit bei etwa 1 uM
Substratprotein erreicht wird. Dies entspricht dengesetzten Kinasekonzentration.
Versuche, in denen die Kinasekonzentration varirrtde, zeigten, dass sich nicht die
Geschwindigkeit der Phosphorylierung &nderte, sondder maximale Transfer auf
GST-PTB+s mit der Kinasekonzentration korreliert (nicht gegte Aus diesen Griinden ist
die Verwendung der Parametey; Kind V. fir die Phosphorylierung des Substrats GST-
PTB,7s nicht zulassig, da bei einem stdchiometrischen \ethaltnis von Enzym zu
Substrat nicht von Michaelis Menten Kinetik gespret werden kann. Nur die Substrate

werden umgesetzt, die Uber ihre PTB-Doméne an ttiag¢ binden.

Wie passen nun die Versuche, welche mit Kinasen mutierter Aktivierungsschleife
durchgefuhrt wurden, in das Modell? Grundsatzlish durch NMR Untersuchungen
bekannt, dass Proteinstrukturen in standiger Benggsind®. Die Kinasemutanten
GST-LIRKy1150r Und GST-LIRK 355 Ubertrugen jeweils nur sehr wenig Phosphate auf
Serinreste des Substrats GST-R;FBAbbildung 5.8, Seite 43). Die Bindung des Sulistra
ist durch das Docking-PTB-Protein bei diesen Kinaseht gestort, da sich diese
Mutationen nicht auf die Bindung Uber den N-Termsimuswirken. Jedoch scheint durch
Mutationen in der Aktivierungsschleife die Affinithir Serinsubstrate weiter erhéht zu

werden, da sich die Sekundarstruktur des katahgis@entrum verandert.

Diese Kinase Mutanten phosphorylieren auch Tyrosissate schlechter. Somit hat sich
durch die Mutation auch der 4K fir Tyrosinreste erhdht. In der Autophosphorylieyan

Tyrosinresten zeigt sich jedoch kein Unterschiediselaen den Kinase-Mutanten
(Abbildung 10.23, Seite 169 im Anhang). Da das 8abgdas einzelne Tyrosin) an die

Kinase gekoppelt ist, erhoht sich die lokale Konzion des Substrats im katalytischen
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Zentrum, der K" fur die Reaktion wird Uberschritten und eine Phaosplerung des

Tyrosinrestes wird maglich.

In der Literatur ist dieses Prinzip auch &ximity Effectbekannt®*®® Hierbei wird

durch die Kopplung zweiter Reaktanden durch eirgmaischen Linker die Ausbildung
einer kovalenten Bindung zwischen den Reaktandemliohd Je nach Lange und
Flexibilitat des Linkers wird die Reaktion Uberhauprst ermdglicht, oder die

Geschwindigkeit deutlich erhéht.

Das Prinzip de®roximity Effectsvurde in dieser Arbeit durch die Kopplung von Ksea

und Substrat Gber das Faltungsdimer GST erreichbi{dung 5.16, Seite 56). Fur die
Wildtypkinase reicht es aus, dass das Substrat der@mN-Terminus mit der Kinase eine
stabile Kopplung eingeht, um Serinphosphorylierung erméglichen. Fir die Phe-
Mutante, welche bindungsdefizient fir die PTB-Domést, ist die stabile Verbindung
zwischen Kinase und Substrat Uber GST notwendignBang, um Serinreste im Substrat

zu phosphorylieren.

Auch der Alanin-Scan kann mit dem Modell in Einldagebracht werden (Kap 5.4.3 und
Kap 5.4.4). Die Ergebnisse zeigen, dass mehr ailsSearin durch die IGF-Kinase
phosphoryliert werden kann (Abbildung 5.21, Seeu@d Abbildung 5.22, Seite 65). Im
Fall der PTB-Mutante, in der das Séffrsubstituiert wurde, konnte sogar ein erhohter
Phosphat Transfer als fiir das wildtypische Subgjeshessen werden. Es scheint, dass
jedes Serin einen eigenen Kfur die Phosphorylierung durch die Kinase hatr Biei
Serine im C-terminalen Serincluster liegt dieseg,,Kkn einem Bereich, der durch eine
Bindung der PTB-Doméane an die Kinase erreicht wibieses scheint fur die Serine
Serirt”, Serirf” und Serif™ zu gelten.

Warum wird nun die PTB-Domé&ne nicht mehr an Sester® phosphoryliert, wenn das
Serincluster um einen Linker verschoben wird (vaaile Kapitel 5.4.7, Abbildung 5.25,
Seite 70)? Eine Mdglichkeit besteht darin, dassFHlxibilitéat des Linkers den Effekt der
Bindung durch die PTB-Domane in einer Art komperisidass der ,lg“ fur das Serin

nicht mehr erreicht wird. Andererseits ist es mdgli dass durch den Linker das
Serinsubstrat in seiner globalen Position verscholied, und nicht mehr in das aktive

Zentrum der Kinase reicht.
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Das Modell von Pawsoet al. spricht fiir die Verlagerung des SerinsubstfdiesDie
Bindung der PTB an die NPEY Sequenz der Kinaset fiireiner Abschirmung des
verlagerten Serinclusters, da es nicht bis in ddalische Zentrum der Kinase hinein
reicht. Versuche mit der EGF-Rezeptorkinase sprecieenfalls fur diese Mdoglichkeit.
Das Konstrukt GST-EGF entspricht der l6slichen Kadoméane des EGF-Rezeptors von
Arginin®’ bis Alanin*® und enthalt C-terminal ein PTB-Bindemotiv in Foder Sequenz
NPEY. GST-EGF wurde mir Uber Affinitatschromatodregp gereinigt zur Verfligung
gestellt. Eine Phosphorylierung von GST-Y-PTB (Weighe Kap. 5.1) durch die GST-EGF
zeigte ausschliefRlich Tyrosinphosphorylierung (higbzeigt). Der Phosphat Transfer ist
vergleichbar mit dem der Phe-Mutante der Insulieptarkinase in Kap. 5.1. Die PASA
dieses Versuches zeigte ausschliel3lich Tyrosingtowgherung. Dies spricht fir eine
Jalsche Positionierung” des Serinsubstrates, s atanicht mehr in das aktive Zentrum

dieser Kinase reicht und somit nicht phosphorylegtden kann.

Dass die Spezifitat von Tyrosinkinasen in der Kamplldung aus Substrat und Kinase
Uber Bindungsstellen aulRerhalb des katalytischerrdms begrindet ist, wurde bisher in
der Literatur nicht beachtet. In dieser Arbeit ktenrngezeigt werden, dass durch
Komplexbildung nicht nur die katalytische Effiziergesteigert wird, sondern dartber

hinaus Tyrosinkinasen ihre Spezifitdt auf anderesPhorylakzeptoren erweitern.

Arbeiten Uber duale Phosphatasen zeigen, dasssdiigemeine Prinzip auch bei dieser
Enzymklasse greift und anerkannt ist. Am Beispml @dc25-Phosphatase konnten Sohn
et al nachweisen, dass der Austausch von wenigen, katalytisch aktiven Resten an der
Oberflache des Proteins ausreicht, die Aktivitat Bédosphatase um das 600fache zu
senkef™. Dieses Prinzip der ,Hot-Spot“-Proteininteraktiomrde erstmals parallel von
Clacksonet al. und Schreibeet al. 1995 beschrieb&ff'%l Der Austausch des einzelnen
Tyrosins™ in der PTB-Bindedoméne der Kinase greift diesemziRr auf und fuhrt
ebenfalls zu einer deutlichen Abschwéachung derakteon zwischen Kinase und Substrat.
Als Konsequenz daraus ergibt sich eine Verringerdeg Kinaseaktivitat und Spezifitat
gegenuber dem natirlichen Substrat IRS-1.

6.7 Wirkt sich der IGF-Kinase-Substrat-Komplex auf
nachgeschaltete Serinkinasen aus?

Im Mittelpunkt meiner Arbeit stand die Frage, ole dusbildung von Proteinkomplexen
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Einfluss auf die Spezifitit der Kinase hat. Als Mtheaktion wurde von mir die
Interaktion der IGF-1-Rezeptorkinase (IGF-1R) mier dPhosphotyrosin-bindenden
Doméne des IRS-1 (PTB) untersucht. Die PTB-Doméauaele/von mir ausgewahlt, da sie
den ersten Kontakt zwischen dem aktivierten Rezepiod dem Substrat in der
Signalkaskade des IGF-1R und des nah verwandteiirirezeptors herstellt.

Die Serinphosphorylierung dieser Domane des IRSrd fiir den Abschaltmechanismus

#9192 Eiir die beobachtete

der IRS-1-Rezeptor-Wechselwirkung verantwortlichmgeh
Serinphosphorylierung von IRS-1 werden in der later unterschiedliche Serinkinasen
beschriebe®. Der IGF-1-Rezeptor wird, da es sich um eine Remgposinkinase
handelt, nicht zu den Kinasen gezahlt, die IRS-1Saninresten phosphorylieren. Die
grundlegenden Uberlegungen der Serinphosphorylieruon IRS-1, und den damit
verbundenen Konsequenzen fur die folgende Sigrelveitung, beruhen tberwiegend auf
in vivo Versuchen in unterschiedlichen Zelltypen. In allgarsuchen wurden die
verwendeten Kinasen und Substrate in den ZelleohdUransfektion tGberexprimiert, um
einen Effekt gegeniiber den verwendeten Kontro#peltu messen. Jedoch wurde bei
diesen Uberlegungen der Autoren auf3er acht geladasa IRS-1 als direktes Substrat des
IGF-1-Rezeptors und Insulinrezeptors ein Scaffalotéin darstellt. Einer der wichtigsten
Parameter in Signalkomplexen ist die Konzentratien Scaffold Proteine. Locasad¢ al.
weisen darauf hin, dass die Konzentration an SichPooteinen die Aktivierungszeit des
Signalosoms stark beeinflus&t. Zudem konnten Levchenket al. zeigen, dass es einer
optimalen Scaffold Konzentration bedarf, um eineastgigerten Signaloutput zu
bekommeR®®. Damit ist fraglich, wie Ergebnisse zu bewertendsidie auf einer

Uberexpression von IRS-1 beruH&h

In dieser Arbeit wurden alle Kinase-Assaiysvitro durchgefuhrt, um die spezifischen
Bedingungen der Substratphosphorylierung der PTB¥w® herauszuarbeiten. Dies
ermdglichte die genaue Zuordnung des jeweiligersphat Transfers zu einer Kinase. Im
letzten Teil dieser Arbeit wurde durch Kompetitiergerimente untersucht, in wie weit
nachgeschaltete Serinkinasen fahig sind, Substragghosphorylieren, wenn diese sich in
Signalkomplexen befinden. Als nachgeschaltete &e@se diente die spater im
IGF-Signalweg aktivierte Akt-Kinase. Als Kompetigor wurde sowohl der N-Terminus

der IGF-Kinase als auch die volllangen, katalytisolaktive IGF-Kinase verwendet

105



Diskussion

(Kapitel 5.5.1). Weiter wurde auch das in Saugegiéen ubiquitdr exprimierte Protein
14-3-3 eingesetzt (Kapitel Fehler: Referenz niaitigden5.5.2).

Wird das Substrat GST-PEBin einem Komplex mit der IGF-Kinase in einen Akinldse-

Assay phosphoryliert, so verlauft die zeitliche §btworylierung sigmoidal (Abbildung
5.28, Seite 77). Am Anfang der Reaktion ist die $fimrylierung durch die Akt-Kinase
gehemmt. Diese Hemmung geht aber im zeitlichenauérier Reaktion zurtick, und das
Substrat wird nach 30 min etwa gleich stark phosgiest wie das freie Substrat. Das
Substrat GST-PTH, zeichnet sich gegeniber GST-BEBdadurch aus, dass im
C-Terminus ein weiteres Serin mit der Akt-Erkenmaseqjuenz lokalisiert ist. Der
sigmoidale Verlauf der Phosphorylierung von GST-BJRann auf zwei Wegen erklart

werden.

In der Literatur wird das Modell von Obberghen al. préferiert, in dem IRS-1 zuerst
schwach an Serin phosphoryliert wird, dann volldigirvom Rezeptor dissozii€rf! und
anschlieBend stark an Serin phosphoryliert wirdisEgedoch mdglich, dass es durch die
Phosphorylierung dieser flexiblen Region der PTB¥laoe lediglich zu einer
Konformationsdnderung kommt. Diese Konformationséiadg hat nicht die Auflésung
des Rezeptor-Substrat-Komplexes zur Folge. Es werdediglich weitere
Phosphorylierungsstellen innerhalb des Substratsdié Phosphorylierung zugénglich
gemacht. Wird innerhalb von GST-PFBein Serin durch die Akt phosphoryliert, so wird
durch die Konformationsanderung auch das zweitenSg&nr die Phosphorylierung
zuganglich. Ein phosphorylierungsbedingter Konfaroreswechsel erklart zudem, warum
die IGF-Kinase nicht das gesamte Substrat im Anglatsphoryliert, obwohl das Substrat
Uberwiegend an Serinresten phosphoryliert wird. Babstrat dissoziiert auch nach der
Serinphosphorylierung nicht von der Kinase, sondeenfdhrt lediglich eine
Konformationsanderung. Da der Komplex nicht aufdmm wird, werden die ,freien®

Substrate nicht durch die IGF-Kinase phosphoryliert

Ebenfalls fiir einen phosphorylierungsbedingten lomfationswechsel des C-Terminus
der PTB-Domane spricht das Ergebnis der sequeeaiddhosphorylierung der PTB-
Domane durch die IGF-Kinase und die Akt-Kinase (k&p5.5.4). In diesem Versuch
konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierumghddie Akt-Kinase keinen Einfluss

auf die Phosphorylierung durch die IGF-Kinase Dags spricht zum einen daftr, dass die
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IGF-Kinase ein anderes Serin phosphoryliert alsAkeKinase. Weiterhin zeigt dieser
Versuch aber auch, dass eine bereits serinphodrtey PTB-Domane ein Substrat fur
die IGF-Kinase darstellt. In dieser Arbeit wurde zggt, dass fur eine duale
Phosphorylierung von Substraten ein stabiler Kirfaislestrat-Komplex vorliegen muss.
Folglich diirfte nach dem Modell von Obberghen al. (Ref**®) die IGF-Kinase die

Serinphosphorylierte PTB nicht mehr als Substra¢mmen. Dies ist jedoch nicht der Fall.
Hingegen zeigt der Versuch, dass die Akt-KinaselG&i-vorphosphorylierter PTB nicht
den gleichen Phosphat Transfer erreicht wie behasphorylierter PTB. Dies spricht fur

einen phosphorylierungsbedingten Konformationswelathss C-Terminus.

Ein Vergleich der Phosphorylierung von GST-RAZRlurch die Akt-Kinase mit einer
Mutante, in der eine Phosphorylierungsstelle stibstt wurde (= GST-PTB, s2704, ze€IiQt,
dass eine Kompetition durch katalytisch inaktiveFi&inase nicht vollstéandig ist
(Abbildung 6.1). Die Phosphorylierung erfolgte untadioaktiven Standardbedingungen.
Es wurden je 3 uM Substrat zuerst mit 10 uM phospisoter GST-IGk_, fir 15 min
auf Eis vorinkubiert und anschlieend auf Eis regtenert. AnschlielBend wurde das
Substrat durch 0,5 uM GST-Akt zeitabhangig phosphoryliert. Zu den jeweiligen
Zeitpunkten wurden dem Ansatz 30 pul entnommen, SiE-PAGE aufgetrennt und tber

eine Autoradiographie dokumentiert.

- GST-IGF + GST-IGE

D-A DA
2 4 8 32 32 8 4 2 [min]
ena———— o |csTPTS,
B)
- GST-IGF,_, » + GST-IGER, 5
2 4 8 32 32 8 4 2 [min]
s e — GST_P-rBa?o S270A

Abbildung 6.1.: Autoradiographie der durch GST-Ad¢t phosphorylierten GST-PTB, (A) und
GST-PTB0 s2704(B) in Anwesenheit von GST-IG#=a.

Die katalytisch inaktive IGF-Kinase wirkt kompetignd auf die Akt-Kinase. Bei beiden Substraten komm
es zu einer verringerten Phosphorylierung des Satsstwenn GST-IGE=.» im Ansatz vorliegt.

In Abbildung 6.1 ist zu sehen, dass die Mutantermaiteiner Akt-Phosphorylierungsstelle
im Vergleich zur Wildtyp-PTB schlechter phosphoeyti wird. Ist nun GST-IGE., im
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Ansatz, so wird die Akt bei der Phosphorylierung @éldtyp-PTB lber einen Zeitraum

von 8 min inhibiert. Nach 32 min ist die Phosphmmying vergleichbar mit der

Phosphorylierung ohne Zugabe von GSTHGF Bei der Mutante ist dieser inhibierende
Effekt des IGF-Kinase-PTB-Komplexes uber den gesardeitraum von 32 min wirksam.

Es scheint, als ob durch den Komplex aus PTB urféH@ase, ein Serin fur die Akt

Kinase nicht mehr zugéanglich ist. Durch die Phosplierung eines Serins kann es zu
einer Konformationsdnderung des C-Terminus kommard beide Serinreste fur die
Akt-Kinase zugénglich werden.

Dass in der PTB-Mutante im Kinase-Substratkomplesriiaupt Phosphorylierung auftritt,
zeigt, dass der Komplex aus IGF-Kinase und PTB tnistarr ist. Wahrend die
PTB-Doméne an die Kinase gebunden ist, ist diesléir flexiblen C-Terminus der PTB-

Domaéne keine unmittelbare Voraussetzung.

Werden nun GST-PTR und GST-14-3-8 in einen Kinase-Assay mit der Akt-Kinase
eingesetzt, so wird das Substrat Uber den gesa#@wéraum von 30 min schlechter
phosphoryliert als das freie Substrat (Abbildun§05.Seite 80); folglich konkurriert

14-3-3 mit der Akt-Kinase um das Substrat. In diéeratur wird beschrieben, dass 14-3-3
uberwiegend an Phosphoserine in Proteinen Biffiein unserer Arbeitsgruppe konnte
wiederholt gezeigt werden, dass 14-3-3 auch mit hagphorylierten Serinresten

interagiert®?,

Werden GST-IGE., und GST-14-3-8als Kompetitoren in der Phosphorylierungsreaktion
verwendet, so wurde ein starker Rickgang des Pho3pansfers beobachtet. (Abbildung
5.33, Seite 83). In diesem Fall war die Gesamtprktmzentration im Ansatz sehr hoch

(1,6 pg/ul zu sonst Ublichen 0,3 pg/ul).

Dies spricht fur das von Pawsen al. beschriebene Modélf, in dem durch Bindung
zweier Proteine Bindungsstellen oder Phosphoryiigsatellen fir andere Kinasen oder
Phosphatasen sterisch abgeblockt werden. Ein \weiteAspekt der hohen
Proteinkonzentration ist die Viskositat des Phosygllerungsansatzes und das
Diffusionsverhalten aller beteiligten Molekile. @8/ul bzw. 1,6 ug/ul spiegeln nicht die
Proteinkonzentrationen des Zytoplasmas von intaKedlen wieder, die das so genannte

molecular crowding verursachéi®. Jedoch miissen auch diese Effekte fiir eine
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Spezifitatsbestimmung einer Kinase bericksichtigrden. Somit ist es fraglich, ob in
intakten Zellen die Akt-Kinase als nachgeschalggenkinase das Substrat IRS-1 in dem

Mal3e phosphorylieren kann, wie dies in der Litaraeschrieben wird.

Dadurch dass sich IRS-1 in einem Komplex mit demaeReor befindet, und damit die
Aspekte desnolecular crowdingund der Abschirmung durch andere Proteine entfalle
birgt dieses Modell der intrinsischen Serin-/Thriekimaseaktivitat der IGF-1R-Kinase

und der IR-Kinase die Moglichkeit einer homologeesBnsibilisierung.

6.8 Resumee und Ausblick

Die MEK-Kinase ist als ein anerkannter Vertreteraldn Kinasen in S&augern. Die
strukturelle Aufklarung der MEK-Kinase erbrachte inee Aufschlisse Uber den
Mechanismus der dualen KinaseaktiVithtUnsere Arbeitsgruppe konnte schon fir den
Insulinrezeptor und die I6sliche Insulinrezeptodgadoméane (IRKD) duale Aktivitat in
der Autophosphorylierung zeigen. Fir duale Sulgi@phorylierung durch die IRKD
war bisher immer die Verwendung von Polylysin oHéston2B als molekulare Vernetzer

notwendig. Die Determinanten der dualen Kinased#tiblieben bisher ungeklart.

Fur Tyrosinkinasen ist bekannt, dass diese Supsftitle und Substrate, welche nicht mit
der Kinase interagieren, deutlich langsamer phagfieeen als die entsprechenden
bindenden Substrat& 1% Dies vernachlassigt den Gedanken, dass Tyrosis&m
mit ihren natirlichen Substraten immer KomplexerijPocking“-Domanen wie die SH2-
Doméne oder die PTB-Doméne eingel&nSomit muss der Gedanke der Aktivitat und
Spezifitat von Tyrosinkinasen neu Uberdacht werden.

In dieser Arbeit wird ein Modell vorgestellt, dasicmt nur die Spezifitat von
Tyrosinkinasen, sondern zudem auch die Begrindengddalen Kinaseaktivitat erklart.
Dieses Modell trennt die Interaktion von Substratd uKinase uber ,Docking“-
Interaktionen von der Interaktion der Phosphoryigitaren mit dem katalytischen
Zentrum. Der Mechanismus der Phosphorylierung astis nicht durch die kinetischen
Parameter einer Michaelis Menten-Kinetik zu bestlere da Kinase und Substrat einen
1:1-Komplex bilden und somit eine ,quasi“-intramialéare Reaktion durchfihren. Durch
dieses Modell lasst sich die Spezifitdt von Tyrksiasen erklaren, indem einer Kinase fur

jeden Phosphorylakzeptor im Substratprotein ein@elRenz zugeordnet werden kann.

109



Diskussion

Diese Préaferenz wird zum einen durch die Eigensehales Kinase-Substrat-Komplexes
bestimmt. Hier ist die Aufenthaltsdauer des ,DogKiProteins im Komplex mit der
Kinase, sowie die Flexibilitat der zu phosphorydieden Aminosaurereste entscheidend.
Weiterhin hat aber auch die rdumliche Positionigrder Phosphorylakzeptoren auf die
Spezifitait der Phosphorylierung grof3en Einfluss. tztemdlich entscheidet bei
Tyrosinkinasen nicht die optimale Positionierung &hosphorylakzeptors durch den P+1-
Loop der Kinase Uber die Spezifitdt. Vielmehr is thkale Konzentrationserhéhung der
Aminosaure in der Nahe des aktiven Zentrums enigehd. Dies wird durch Bindung von
Docking-Proteinen an eine strukturell getrennte i&egder Kinase erreicht. Fur
Signalkomplexe erklart sich aus dem Modell Uber 8teigerung der Kinaseaktivitat
hinaus die Mdglichkeit der Erweiterung der Kinasmfitat auf andere
Phosphorylakzeptoren als Tyrosin. Dies konnte nibdgl fir das Substrat der
Phosphotyrosin-bindenden Domane (PTB) des humansulinrezeptorsubstrat (IRS-1)
und der l6slichen IGF-1-Kinasedoméne gezeigt werd®a IGF-Kinase phosphoryliert
das gebundene Substrat, je nach angebotenen Phgakheptoren, an Tyrosin-,
Threonin-, und Serinresten. ,Freie* Substrate werderch die IGF-Kinase nicht oder

wesentlich schlechter phosphoryliert.

Das Modell bietet dartiber hinaus einen elegantesatnzur Aufklarung des dualen
Kinasemechanismus der MEK-Kinase, da auch die Aufiklg der Rontgenstruktur keine

neuen Erkenntnisse brachte.

In dieser Arbeit wurden zudem die Auswirkungen \8ignalosomen auf nachgeschaltete
Effektorkinasen untersucht. Es konnte gezeigt werdkss Protein-Komplexe in sich
geschlossene Systeme darstellen, und Effektorererlaal® dieses Komplexes eine
schwachere Aktivitdt aufweisen. Dies ist mit densgagen von Locasalet al.

vereinbal®  geschlossene Systeme mussen fiir Aktivitats- ungeziStéts-

Charakterisierungen getrennt untersucht werden. Nar kénnen weitverzweigte
Signalwege eindeutig bestimmt, und Fragen des figtpats in molekularen Systemen

beantwortet werden.
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7 Material

7.1 Bakterienstamme, Viren, Kulturmedien und —Zusatze

Autographa californicaNuclear Polyhedrosis Virus

Spodoptera frugiperdésd) Zellen
Escherichia colDH5a

Amphotericin B (Fungizor®)

Ampicillin, Natriumsalz

Fotales Kalberserum (FKS)

Gentamycinsulfat (G418)

Grace’s Insektenzellenmedium

LB-Broth Base Medium

LB-Agar

Neutralrot (3-Amino-7-dimethylamino-2-
Methylphenazin-Hydrochlorid)

Trypanblau (1,2-bis(-Amidino-2-benzofuranyl)-ethyle

7.2 Chemikalien

A
Aceton

Acetonitril, gradient grade

Acrylamid, p.a.

Adenosin-5’-triphosphat
[y-32P]-Adenosin-5"-Triphosphat, 5000 Ci/mmol
Agarose glectrophoresis grade

Ameisensaure

Ammoniumcarbonat
Ammoniumper(oxodi)sulfat

Ammoniumsulfat

B
Bradford-Farbereagenz

5-Bromo-4-chloro-3-indoylphosphat (BCIP)
Bromphenolblau, Natriumsalesearch grade

c
Complete Inhibitor Tablets

Complete Inhibitor Tablets EDTA-free

Pharmingen, San Diego, @2A

Dr. S. Stabel, Max-Delbriick
Laboratorien, K&In

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

Life Technologies, Eggenstein
Fluka, Buchs, CH
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Taufitien

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Merck,Darmstadt

Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
NEN, Zantentem, Belgien
Seakem, Hameln
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

BioRad, Munchen
Sigma, Tardken
Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
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(Coomassie Brilliant) Blue G-250
(Coomassie Brilliant) Blue R-250

D
Dithiothreitol (DTT)

E

Essigsaur@,97%, p.a.
Ethanol, absolut, p.a.
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

EthylenGlycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-

Tetraessigsaure (EGTA)

G
Gel Red

Glutathion-L, reduziert
Glycerin
Glycin, electrophoresis grade

|
Imidazol

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

Eiliumchlorid-hexahydrat, p.a.

Kaliumhydrogenphosphat, p.a.

di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat, p.a.

L
Leupeptin

M
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a.

Mangan(ll)chlorid-Tetrahydrat, p.a.

Methanol, p.a.
N

ﬁatriumacetat, wasserfrei,
Natriumazid, reinst
Natriumchlorid p.a.

Natriumcarbonat

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, p.a.

Natriumdodecylsulfat (SDS)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
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Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChearmstadt

Biotium Inc., KdIn

Boehringer, Mannheim

Serva, Heidelberg

ICN Biomediacls, Aurora, OH, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Datadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

p.a.Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Dstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
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Ninhydrin

P
Perchlorsaure, 70%

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorséaure

Ponceau S

i-Propanol, p.a

S
D(+)-Saccharose, p.a.

Salzsaure, 37 %

Schwefelséure, 98 %

Sucrose Ultra Pure

Serva Blue G

Serva Blue R

T

2,4,6-Trichloranisol (TCA)

TCEP

N,N,N",N"-Tetramethylendiamin (TEMED)
Triton-X-100®, p.a.
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypsin

Tween-20 (Polyoxyethylensorbitmonolaureat)

X
Xylencyanol FF (XC)

7.3 Chromatographiematerial

Matrixmaterial :
Glutathion-Sepharose-4B

Nickel-NTA Agarose
Fertigsaule
Nucleogel SAX1000-8/460 x 4,6 mm)

7.4 Kit-Systeme
BaculoGold™-Transfection Kit
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit
Nucleobon® AX 100 Plasmid Kit

my-Budget Double Pure Kit
Krefeld

QIAquick™ PCR Purification Kit

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkireche

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt

.Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

MP Biomedicals LLC, lllkirch, F
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

AppliChem, Darmstadt
Fluka, Taufkirchen
Serva, Heidslp
Boehringer, Mannheim
Sigma, Tardken
Aldrich, Taufkirchen
BioRadnihien

Sigma, Taufkirchen

Pharmacia, Freiburg

Qiagen, Hilden

Machery & Nagel, Diren

PharminGen, San Diego, O8A
Sigma, Steinheim
Macherey & Nagel, Diren
Bio-Budget Technologies GmbH,

Qiagen, Hilden
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7.5 Laborgerate

A
Autoklaven:

Tischautoklav Tuttnauer 2540 EL

Varioklav Dampfsterilisator

B
BioLogic Workstation

(ink. Molecular Analyst Software)
E

EIektrophorese-Apparaturen:

Mighty Small SE245 ,Dual Gel Caster*”
Novex El 9001-XCELL 2 Mini-Cell
Electroporator 2510

G
Geltrockner:

Model 543
Phero-Temp
Gelgiel3system

H
Heizblock HB-130

HetoVac VR1 + HetoTrap CT110

Homogenisator

1
VP-ITC MicroCalorimeter

Inkubatoren:
EB 28
FD 53

Inkubator Shaker innova 4000
USA

L
Leuchttisch

M
Microplate ReadeModel 550

Mikroskop Wilovert S

Molecular Imager System GS 363
Molecular Imaging Screen-C
Molecular Imaging Screen-BlI
Eraser GS 505

Sample Exposure Platform GS 505
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Tuttnauer, Jerusalsrael
H+P Labortechnik, Miinchen

BioRad, Miinchen

Hoefer, Sanrfiaco, CA, USA
Novex, San Diego, CASA
Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen
Biotec Fischer, Reiskirchen
BioRad, Miinchen

Unitek
Heto, Birkerod, Danemark

Braun, Melsungen

MicroCal, LLC, Northampton USA

WTB Binder, Tuttlingen
WTB Binder, Tuttlingen

New Brunswick Sci., Edison, NJ,

Nonius, Delft, NL

BioRad, Miinchen
Hund, Wetzlar

BioRad, Miinchen
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P
PCR-Gerat:

Mastercycler 5330

Pipetten:

Pipetman (P20, P100, P200)

Eppendorf Research (0,5-10 pl; 10-100ul, 100-1000 pl
Hamilton Microliter™ Spritze

Peristaltikpumpe Minipuls 2

Photometer DU 7400

R
Ruhr- Schittel- und Mischgerate:

Ikamag Magnetriihrer mit Heizplatte
Ikamag Magnetrihrer Reverstir Model RS 8
IKA-Vibrax-VXR

Rollschiittler RM-5

Rotoren:

HFA 12.500, HFA 22.50

70Ti, 45Ti

S
Spannungsgeber:

EPS 3.500

3000 Xi

PowerPac 3000

SpeedVac SC110 + Refrigerated Vapor Trap RVT4104
Sterilbank LB-48-C Lamin Ai®

T

?hermomixer 5436

U
Ultraschallprozessor UP 200H

UV-Leuchttisch N90 MW 312nm
v
Vakuumpumpe

W
Waagen:

Analysewaage
Feinwaage
Wasserbader:
Julabo 13A
Julabo F10

Eppendorf, Hamburg

Gilson, Bad Camberg

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Gilson, Arnouville Les Gonesse, F

Beckman, Miinchen

Janke&Kunkel ufta
Toyo Kagakngyo Co., Japan
Janke&Kunkel, Staufen

Braun, Melsungen

Heraeus, Dusseldorf

Beckmann, Minchen

Pharmacia, Feiburg

BioRad, Miunchen

BioRad, Muinchen
aatarmingdale, NY, USA

Heraeus, Dusseldorf
Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher GmbH, Teltow
Konrad Bend, Wiesloch

Vakuubrand, Wertheim

Sartorius, Géttingen

Sartorius, Géttingen

Julabo, Seelbach

Julabo, Seelbach

115



Material

Julabo UC Julabo, Seelbach
Western Blot-Apparatur:

Novablot Electrophoretic Transfer Kit LKB/Pharmadragiburg
BioRad Mini 2-D-Cell (‘Tank-Blot”) BioRad, Munchen
Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus Millipore, Bed, PA,USA
Z

Zentrifugen:

Centrifuge 5415 C (Tischzentrifuge) Eppendorf, Hargbur
EBA12R Hettich, Tuttingen
Mikrozentrifuge Hf-120 Capsule Qualitron, Korea
Variofuge 20 RS, 3.0 RS Heraeus, Dusseldorf
XL-70 Ultrazentrifuge Beckmann, Minchen
Zahlkammer nach Neubauer, improved Brand GmbH, Wenthe

7.6 Molekulargewichte und Massenstandards

GeneRuler™ DNA Ladder Mix MBI Fermentas, Wilna, Litaue
MassRuler™ DNA Ladder Mix MBI Fermentas, Wilna, Litauen
PrestainedSDS-PAGEMolecular WeightMarker (Broad Range) MBI Fermentas, Wilna, Litauen
SDSMolecular Weight Marke(BroadRange) MBI Fermentas, Wilna, Litauen

7.7 Nucleinsauren

7.7.1 Plasmidvektoren

pAcG2T-IRKD His D. KelRler

pPACcG2T-TEV-His Pharmingen, San Diego, USA
pGex-3X GE Healthcare, USA
pet2la(+)-Nt-His-TS-Ct-Cys Wirtz, AG Klein 2007
pCis2-IRS-1 Quon et al. 1994

7.7.2 Primer

Alle Primer wurden von Sigma-Genosys (Steinheinmite entsalzt bezogen.

7.7.2.1 Primer fur die PTB-Doméane des humanen IRS-1

PTB P158 5'
5-CGT GGG ATC CCC GCA TTC AAA GAG GIC TGG CAA G3

PTB N275 3'
5-CGA TGA ATT CTA GIT GGA CGA GGA CTG GCT CTT CGCT G3

PTB Kurz bis E263 3'
5-CGA TGA GAA TTC CTA CTC ATC ACT CAT GGC CCG CAT G&C CTC3
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7.7.2.2 Primer fUr den ersten Ala-Scan

Es wurde durch Variation des 3' Primers immer anirSdes Serinclusters durch Alanin substituiers D
Konstrukt GST-PTB:04 lag in unserer Arbeitsgruppe vor. Das KonstrukiTéPS Bsy724 wurde durchsite-
directed mutagenesmit zwei Primern, welche die Mutation tagen erzeug

3'-S68A
5-CGA TGA ATT CTA GIT GGA CGA GGA CTG G&XC CIT G&C CCG AG3'

5'-S72A
5-AAG AGC CAG GCC TCG AGC AAC TAG AAT TCG3'

3'-S72A
5-AAT TCT AGI TGC TGC AGG CCT G&C TCT TGC-3

3'-S73A
5-CGA TGA ATT CTA GIT GGA CGC GG CTG GCT CTIT GCT G3

3'-S74A
5'-CGA TGA ATT CTA GIT GEC CGA GGA CTG GCT CIT GCT G3'

3'-S270Y
5-CGA TGA ATT CTA GIT GGA CGA GGA CTG GTA CIT GCT G3

3'-8270T
5-CGA TGA ATT CTA GIT GGA CGA GAA CTG GGr CIT GCT G3

7.7.2.3 Primer fur den zweiten Ala-Scan

Durch Variation des 3' Primers wurden alle Series &erinclusters durch Alanin substituiert. Immier e
Serin blieb von der Substitution unberthrt.

3'-68S
5-CGA TGA ATT CTA GIT GEC CGC GEC CTG GEC CTIT GCT GCG AG3'

3'-70S
5-CGA TGA ATT CTA GIT GEC CGC GEC CTG GCT CIT GEC GCG AG3

3-72S
5-CGA TGA ATT CTA GIT GEC CGC GRA CTG GEC CIT GGC GCG AG3

3'-73S
5-CGA TGA ATT CTA GIT GEC CGA GEC CTG G&C CTIT GEC GCG AG3'

3'-74S
5-CGA TGA ATT CTA GIT GGA CGC GGEC CTG GGEC CIT GGEC GCG AG3'

7.7.2.4 Klonierung des Serinclusters der PTB

Das Cluster wurde durch Hybridisierung von zwei lanlerimern erzeugt, phosphoryliert und in den Viekto
His-Tyrtide-SPeptid-rCys kloniert.

Linker 3'
5-AAT TGTI TGC TGC TGC TCT GGC TTT TGC TGC GCG GGC GG3

Linker 5'
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5-GAT CCC GCC CGC GCA GCA AAA GCC AGA GCA GCA GCA AC3

7.7.2.5 Klonierung der PTB Domane fir den Vektor His  -Tyrtide-
SPeptid-rCys

PTB rCYS 5
5-TGG ATC CAT CCC CGC ATT CAA AGA GGT CTG GAA G3

PTB rCYS 3
5-CGA TGA ATT CCA GIT GGA CGA GGA CTG GCT CTT GCT G3

7.8 Proteine

7.8.1 DNA-modifizierende Enzyme und zugehoérige Puffer

Antarctic Phosphatase NEB, Beverly, MA, USA
Antarctic Phosphatase Puffer NEB, Beverly, MA, USA
Alkaline Phosphatase NEB, Beverly, MA, USA
Alkaline Phosphatase Puffer NEB, Beverly, MA, USA
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas, Wilna, Litauen
T4-DNA-Ligase-Puffer MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Mannheim

Cloned Pfu Buffer Promega, Mannheim
dNTP-Mix Roche, Basel, CH

BamHI Roche, Basel, CH

EcoRl Roche, Basel, CH

Puffer B Roche, Basel, CH

7.8.2 Proteasen

Trypsin Boehringer, Mannheim

7.9 Puffer und Lésungen

Alle Losungen und Puffer wurden, soweit nicht asdargegeben, mit MQ angesetzt.
Ampicillin (1000x)

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

ATP-Stocklésung

100 mM ATP in 50 mM Tris-HCI

Blockierungspuffer fir Western Blots

1% (w/v) BSAin PBS, 0,02% NaN

alternativ: 5% (w/v) Milchpulver in TBS
Bradford-Farbereagenz
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a) fur 1-10 pg Protein:

1,9% (v/v) Perchlorsaure, 0,06% (w/v) Coomassidini Blue G-250

b) fur 0,1-2 pg Protein:

85% (v/v) Phosphorsaure, 5% (v/v) Ethanol, 0,004%) Coomassie Brilliant Blue G-250
Destain

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

DNA-Probenpuffer (10x)

67% (w/v) Saccharose; 0,4% (w/v) Bromphenolblau.bgyencyanol FF.

Der Puffer kann mit Wasser (Manniagisal. 1975) oder mit TE-Puffer angesetzt werden.
EDTA-LOsung

0,5 M EDTA-NaOH

Elutionspuffer fir Glutathion-Sepharose Affinitatsr einigung

Der Elutionspuffer muss frisch angesetzt werderdatareduzierte Glutathion sonst oxidiert.
10 mM red. L-Glutathion, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

Kolloidale Peptid-Farbelésung (1 1)

0,8 g Coomassie Brillant Blue G250 in 400 ml MQ amRuhren I6sen, 400 ml 1 M,BO,

zugeben, 3 h ruhren, Uber Faltenfilter filtrier&8, ml 10 M KOH zugeben, 124 ml 100% (w/v)
TCA hinzufligen

Kulturmedium

Grace’s Insektenmedium, 10% (v/v) FCS
Fungizone (Endkonzentration: 2,5 pg/ml)
Gentamycin, steril filtriert (Endkonzentration: E@/ml)
Grace's Insektenmedium phosphatfrei
Leupeptin-Stammldsung (1000x)

10 mg/ml Leupeptin

Lysispuffer mit Protease-Inhibitoren

250 mM Saccharose, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 CasteplTablette auf 50 ml Lysispuffer
Nativer Laufpuffer

384 mM Glycin, 50 mM Tris-HCI

Nativer Probenpuffer (4x)

250 mM EDTA, 0,1 M DTT, 16% (v/v) Saccharose, 378 riris-HCI (pH 8,8), 0,5% (w/v)
Bromphenolblau

Natriumacetat-Losung

3 M NaOAc-HAc, pH 5,2
Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie-Puffer
His-Lysispuffer
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50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 15 mM Imidazol, pH 8,0
His-Waschpuffer

50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 8,0
His-Elutionspuffer

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 45 mM Imidazol, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 50 mM Imidazol, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 60 mM Imidazol, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 70 mM Imidazol, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 110 mM Imidazol, pH38,

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pHO8,
Ponceau-Rot Peptidfarbelésung

0,25% (w/v) Ponceaus, 1% (v/v) HAc, mit MQ auf gesschtes Volumen bringen
PBS-Puffer

140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM N#IPO,,1,8 mM KH,PO,, pH 7,5

Phosphorylierungs-Puffer (10x), Standardbedingungen
300 mM MgCE, 1 mM ATP, 10 mM DTT, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)

PMSF-Stammldsung (100x)

0,1 M PMSF in 100% (v/v) Isopropanol oder Ethanol

Puffer fur DNA-Midipraparation

Puffer S1

50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 pg/ml RNA&gzunéchst in 1 ml Puffer |6sen)
Puffer S2

200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS

Puffer S3

2,8 M KAc pH 5,1

Puffer N2

100 mM Tris, 900 mM KCl, 15% (v/v) Ethanol, pH 68t H,PO, einstellen, 0,15% (v/v) Triton-
X100

Puffer N3
100 mM Tris, 1150 mM KCI, 15% (v/v) Ethanol, pH 68t H,;PO, einstellen

Puffer N5
100 mM Tris, 1000 mM KCl, 15% (v/v)Ethanol, pH 818t H;PO, einstellen

Regenerationspuffer 1 fur Glutathion-Sepharose Affiitatsreinigung
0,5 M NacCl, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,5
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Regenerationspuffer 2 fur Glutathion-Sepharose Affiitatsreinigung
0,5 M NaCl, 0,2 M NaOAc-HOACc, pH 4,5

SDS-Laufpuffer (1x)

0,1% (w/v) SDS, 384 mM Glycin, 50 mM Tris-HCI
SDS-Probenpuffer (10x)

20% (w/v) SDS, 60% (w/v) Saccharose, 0,1% (w/v)rBpbenolblau, 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8),
1 M DTT (fakultativ)

Spot-Test-Farbelésung

0,25% (w/v) Coomassie Brillant Blue G250, 10% (WAgthanol, 7% (v/v) Essigsaure
Spot-Test-Entfarbelésung

Siehe Destain

TBE-Puffer (10x)

0,89 M Tris, 0,89 M Borsaure, 20 mM EDTA
TBS-Puffer

150 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI, pH 7,5
TBS/Tween

0,1% Tween-20 in TBS, immer frisch ansetzen
TE-Puffer

1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
TNES-Puffer

0,1 N NaOH, 0,5% SDS in TE-Puffer
TE-RNAse-Puffer

TE-Puffer mit RNAse (0,1 mg/ml)
TEV-Spaltungspuffer (10x)

5 mM EDTA, 0,5 M Tris / HCI, pH 8,0
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

Tris-Glycin

240 mM Tris, 240 mM Glycin

Western Blot Entwicklungspuffer

100 mM NaCl, 5 mM ng, 100 mM Tris-HCI, pH 9,5
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vor Gebrauch auf 10 ml Entwicklungspuffer 33 pl BGR0O mg/ml) und 66 pl NBT (50 mg/ml)

geben
Wet Blot Puffer

192 mM Glycin, 25 mM Tris-HCI, 20% Methanol, 0,03%v) SDS

7.10 Verbrauchsmaterial

A
Amicon® Ultra 15 Mikrokonzentrator (30 kDa)

E
Filtermaterial

0,2 um Dyngard ME Sterilfilter

0,22 pm Type GS{ 4,9 cm)

0,45 pm Type GS{ 4,9 cm)
Membranfilter ME 24 (0,2 um , @ 47 mm)
Filterpapier

Faltenfilter (@ 125 und 270 mm)

Munktell Grade 1F

Whatman 3T

Filme

Kodak Scientific Imaging Film

K
Quarzkuvetten

Typ 105.200-QS
Schichtdicke 10 mm

Zentrum 8,5 mm

P
Sarstedt Serological Pipette (1-25 ml, steril)

PVDF-Membran Immobilon P

R
Reaktionsgefalie

Falcon BLUE MAX™ (aus Polypropylen, 15 und 50 ml)
USA

Reagiergefall Safety Cap( 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
PCR-Tubes (0,5 ml)

7.11 EDV und genutzte Programme

7.11.1 Datenerfassung

Milliper Bedford, PA, USA

Microgon, CA, USA
Millipore, Bedford, PA, USA
Millipore, Bedford, PA, USA
Schleiched @chuell GmbH, Dassel

Schleicger und SdhBmbH, Dassel
LKB, Pharmacia, Freiburg
Whatman, Maidstone, GB

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Hellma, Mannheim

SaistNUmbrecht
Millipore, Bedford, PA, USA

BatDickinson, Franklin Lakes, NJ,

Satrshitmbrecht
Sarstedt,Nimbrecht

Agarosegele, Polyacralamidgele ufi-Autoradiogramme nach Phosphoimagery wurden mit

einem Bio-Rad Imaging System erfasst. Zur Bildesfiag und wurde die im Lieferumfang
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enthaltene Software ,Molecular Analyst* verwendgur Densitometrie und Auswertung von

p_Autoradiogrammen wurde die Funktion ,Analyse VolkiObject List* eingesetzt.

Western Blots, gefarbte Dinnschichtchromatogrammed gefarbte Kieselgelplatten wurden
gescannt. Die digitale Bildbearbeitung erfolgte mndier Software Adobe Photoshop CS2.

Insbesondere wurden Bilder beschnitten oder in Kshibder Helligkeit angepasst.

7.11.2 Densiometrie

Zur densitometrischen Auswertung der Farbungsiitin®inzelner Gelbanden wurden die
gefarbten Gele zunachst fotografiert (s. Datenstfiag). AnschlieRend wurden Bereiche gleicher
Flache definiert, deren Schwérzung Uber das ModMhalyse Volumes Object List* des
Programms ,Molecular Analyst* gemessen wurde. 8¢stien wurde auch das open source
Programm Image J verwendet. Die besten Ergebnigsden sich bei der Definition elliptischer

Messbereiche, die die gefarbten Banden eng umsarios

7.11.3 Molekularbiologische Standardanwendungen
In dieser Arbeit dargestellte Plasmidkarten undugegen wurden mit dem Programm ,GENTtle®

bearbeitet und graphisch aufbereitet.

7.11.4 Programme zur Bilderfassung und -bearbeitung
Eingescannte Bilder von Gelen oder Autoradiographi@irden mit Adobe Photoshop CS2 und

Adobe lllustator nach bearbeitet.
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8 Methoden

8.1 Molekularbiologische Methoden
Folgende molekularbiologischen Methoden wurden denSiandardprotokollen nach
Sambrook et al.(198%%! durchgefiihrt:

» Agarose-Gelelektrophorese, Ethanolfallung von DRAstriktionsendonukleolytische
Spaltung, Ligation, Konzentrationsbestimmung vonADN

* Plasmid-"Mini"-Préparationen fur Restriktionsanagserfolgten nach Zhou et al. (1990)
19%hzw. mit

* dem Sigma-Kitsystem nach Herstellerangaben.
* Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgté de@m Qiaex-Kitsystem (Quiagen.)

» Die Sequenzierung von DNA wurde von der Firma GEditee durchgefihrt. Dazu wurden
500 pg Plasmid mit 1 uM Primer in einem Gesamtangat 6 ul analysiert.

» Zellen de<.coli Stammes DH5a bzw. Bl21 wurden bei 37 °C in Luriat&&-Medium (LB-
Medium) und auf LB-Agarplatten kultiviert.

» Kompetente Bakterien wurden nach Chung et al. (LB80TSS Puffer (85 % LB-Medium,

10 % (w/v) Polyethylenglycol, 5 % (v/v) DMSO, 50 mMigCI2, pH 6,5 ) hergestellt und bei

-80 °C gelagert. Die Transformation von Bakteridiereerfolgte durch Hitzeschock (1,5 min,

42 °CpP™,
8.1.1 Klonierung von GST-PTB ;3
Die DNA der C-terminal verkirzten PTB-Domane desmboen IRS-1 wurde mittels PCR
generiert. Mittels der unter 7.7.2.1 beschriebe@igonucleotidprimer wurde das verkirzte Stiick
amplifiziert. Als Template wurde der Vektor pCid2S-1 verwendet, der die kodierende Sequenz
fur das gesamte humane IRS-1 tragt. Die Primekiigiten das 5 -Ende der resultierenden DNA
mit der Restriktionsschnittstelle BamHI und dasEBde mit der Restriktionsschnittstelle EcoRI.
Die resultierende DNA wurde zuerst mit Dpnl behdndend anschlielend mit den
Restriktionsendonucleasen BamHI und EcoRI ges@émithd den mit BamHI/EcoRlI linearisierten

Vektor pGex-3x ligiert. Die erhaltene Plasmid-DNAMte mittels Sequenzierung Gberprift.

Der Expressionsvektor pGex-3x-PEBfiuhrt zur Expression der durch GST dimeren verdirz

PTB-Domane von Aminosaure Prdfihbis Glutamats,

8.1.2 Klonierung der Single-Ala-PTB-Mutanten des erste n
Alanin-Scans

Der Austausch der Serine 268, 270, 272 , 273 uddd2irch Alanin erfolgte jeweils durch PCR.
Als Template wurde der Vektor pCis2-IRS-1 verwendidr die kodierende Sequenz flir das

gesamte humane IRS-1 tragt. Die Primer (siehe .2)7flankierten das 5 -Ende der resultierenden
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DNA mit der Restriktionsschnittstelle BamHI und déisEnde mit der Restriktionsschnittstelle
EcoRlI. Der jeweilige 3'-Primer tragt jeweils einenRtmutation um die einzelnen Substitution zu
ermoglichen. Die resultierende DNA wurde wurde gterit Dpnl behandelt und anschlielBend mit
den Reatriktionsendonucleasen BamHI und EcoRI géseh und in die BamHI/EcoRl

linearisierten Vektoren pGex-3x ligiert. Die erleglé Plasmid-DNA wurde mittels Sequenzierung

Uberprift.

Die Expressionsvektoren pGex-3x-Psk&, pGex-3x-PTBros, pGex-3X-PTBr2a pGex-3x-PTBrsa
und pGex-3x-PTBuaflihrt zur Expression der durch GST dimeren PTB-afgen in denen jeweils

ein Serin des Serinclusters durch Alanin substitisg

8.1.3 Klonierung von Single-S-PTB-Mutanten flr den zwe iten
Alanin-Scan

Der Austausch aller Serine des C-terminalen Clasggr PTB-Domane durch Alanin mit
Ausnahme jeweils nur eines einzelnen Serins edglgieils durch PCR. Als Template wurde der
Vektor pCis2-IRS-1 verwendet, der die kodierendgugez fir das gesamte humane IRS-1 tragt.
Die Primer flankierten das 5°-Ende der resultie@ndNA mit der Restriktionsschnittstelle
BamHI und das 3"-Ende mit der RestriktionsscheitistEcoRI. Der jeweilige 3'-Primer (siehe
7.7.2.3) tragt jeweils mehrere Punktmutationen uenethzelnen Substitution zu ermdglichen. Die
resultierende DNA wurde wurde zuerst mit Dpnl betein und anschlie@end mit den
Restriktionsendonucleasen BamHI und EcoRI ges@mittnd in den mit BamHI/EcoRI
linearisierten Vektor pGex-3x ligiert. Die erhalee®lasmid-DNA wurde mittels Sequenzierung

Uberprift.

Die Expressionsvektoren pGex-3x-PsEBpGex-3x-PTBz, pGex-3x-PTRB7, pGex-3x-PTB;;und
pGex-3x-PTRzfuhrt zur Expression der durch GST dimeren PTBafaen in denen jeweils alle
Serin des Serinclusters durch Alanin substitusdrtbas Serinsubstrat welches noch in der Mutante

zur phosphorylierung zur Verfliigung steht ist jewaihgeben.

8.1.4 Klonierung von His-Tyrtide-SPeptid-rCys

Das Peptid des Serinclusters wurde mit den Linkesdche unter 7.7.2.4 zwischen die Tev-Site
und die Sequenz des reaktiven Cysteins inEl€oli-Expressionsvektor pet2la(+)-Nt-His-Y612-
TS-Ct-Cys kloniert. Dazu wurden die Oligonucleot{d@er.2.4) nach Standardmethode hybridisiert,
mit der Polynucleotidkinase phosphoryliert und &tis@end in den BamHI/EcoRI linearisierten
pet-21a(+)-Nt-His-TS-CtCys-Vektor ligiert Die Linksind so konzipiert, dass durch die Ligation

die BamHI-Schnittstelle wegféllt, so dass die Klomirch Restriktionsanalyse mit den
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Endonucleasen BamHI und Ndel auf die Erfolgreicigation hin untersucht werden konnten. Die

erhaltenen Plasmide wurden mittels DNA-Sequenzgamalysiert.

Die Expression des Vektors pet2la(+)-Nt-His-Y6129”¢eptid-Ct-Cys filhrt zur Expression des

Proteins Tyrtide mit anschlieBRender TEV-Proteasgsisitelle und dem C-terminalen Serincluster.

8.1.5 Klonierung von His-PTB263-SPeptid-rCys.

Die PTB-Doméane des IRS-1 von Aminosaure Pidlibis Glutamaf® wurde mit den Primern
mittels PCR generiert. Mittels der unter 7.7.2.5dgiebenen Oligonucleotidprimer wurde das
verkurzte Stuck amplifiziert. Als Template wurder déektor pCis2-IRS-1 verwendet, der die
kodierende Sequenz fir das gesamte humane IRS$itl B¢ Primer flankierten das 5°-Ende der
resultierenden DNA mit der RestriktionsschnittgtelBamHI und das 3-Ende mit der
Restriktionsschnittstelle EcoRI. Die resultierendBlA wurde zuerst mit Dpnl behandelt und
anschlielend mit den Restriktionsendonucleasen Nddl Xhol geschnitten. Aus dem Vektor
pet2la(+)-Nt-His-Y612-TS-SPeptid-Ct-Cys wurde durBestriktion mit den Restriktionsend-
onucleasen Ndel und Xhol die Sequenz des Tyrtidters entfernt, der Vektor durch
Gelextraktion gereinigt und durch alkalische Phasase dephosphoryliert. In den linearisierten
Vektor wurde die Sequenz der PTB ligiert. Die e Plasmid-DNA wurde mittels

Sequenzierung tberprift.

Der Expressionsvektor pet2la(+)-Nt-His-R&B'S-SPeptid-Ct-Cys fuhrt zur Expression der
verkiirzten PTB-Domane von Aminoséure Pr8firbis Glutamaf® mit anschlieRender TEV-

Proteaseschnittstelle und dem C-terminalen Sestelu

8.2 Biochemische Methoden
8.2.1 Baculovirus-Expressionssystem

8.2.1.1 Allgemeines

Baculoviren gehtéren zu der Gruppe der doppelstgigmgiDNA-Viren. Jede Art befallt sehr
stammes- und wirtsspezifische Insekten. Der am tareiantersuchte Virus ist déwutographa
californica nuclear polyhedrosi¥irus (AcNPV, welcher sich in den Saulenzellen im Darmtrakt

der Schmetterlinge Autographa californica @pmbdoptera frugiperd&sf) vermehrt.

Die 130 kbp grof3e DNA ist in einer stabférmigen tBithille verpackt, die zusatzlich mit einer
Lipidmembran umgeben ist; bis zu 100 solcher Partkden, in einer aus Polyhedrin bestehenden
Proteinhille das Dauerstadium des Virus (EinscRiurger; inclusion body). Die Einschlusskdrper

werden vom Wirt oral aufgenommen und gelangen steim Verdauungstrakt des Insektes. Dort
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wird die Polyhedrinhille abgebaut und die infektidsViruspartikel verschmelzen, nach der
Passage der peritrophischen Membran, mit der Zellonan ihre Wirtszellen. Die hier freigesetzte

DNA wandert in den Zellkern und wird nach etwa seShtunden (post infection; p.l) repliziert und

transkribiert. In der frihen Phase (10h p.l.) \&s&n vornehmlich die stdbchenformigen Partikel
durch Knospung die Zelle und infizieren Zellen imer Umgebung; die ersten Einschlusskorper
sind nach 48 h p.l. detektierbar. Die Lyse derefeietzt nach 72 h ein.

Das Polyhedrin ist im Lebenszyklus fur das Virush esehr wichtiges Protein, unter
Zellkulturbedingungen ist es aber nicht notwenéig. unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors in

das virale Genom eingeschleuste Gen kann in hohamdatrationen in den Insektenzellen

exprimiert und gereinigt werden. (1gPiellen). Ein weiterer Vorteil dieses Expressionssys
ist sein eukaryotischer Ursprung. Viele posttraimi@len Modifikationen wie Faltung,
Disulfidbriicken und Glykolysierungen werden von diesektenzellen korrekt ausgefiihrt, so dass

die gereinigten Proteine auch ihre volle biologesétinktion erhalten.

Das einbringen von Fremd-DNA in die Virus-DNA ggjindurch die homologe Rekombination
eines die DNA enthaltenen speziellen Transfervekioit linearisierter ACNPV-DNA. Isolierte
Viren werden dann sukzessive vermehrt und flr aifiektion grof3er Insektenkulturen verwendet.
Die Reinigung des exprimierten Proteins erfolgtmder Lyse der Zellen mit chromatographischen
Verfahren (8.2.3).

8.2.1.2 Sf9-Zellkultur

Die SPB-Zelllinie stammt aus dem Mitteldarmgewebe \&podoptera frugiperdaNicht infizierte
Zellen sind in ihrem &uf3eren Erscheinungsbild ple@Rig rund und verdoppeln sich etwa alle 18
bis 24 Stunden bei 27°C. Sie kénnen entweder ipé&sonskultur in einer Spinnerflasche oder
als ,Monolayer“-Kultur in Gewebeschalen gehaltenrde®. Neben einer auf ihre Bedirfnisse
abgestimmten Nahrlésung enthédlt das Kulturmediuntalds Kalberserum, welches den

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

und antifungizider Wirkung. Die Zellzahl sollte mghen 1 x 16zellen pro Milliliter Medium
betragen. Die Vitalitait der Zellen (Lebendzellzahijrd durch Anfarbung der Zellen mit
Trypanblau bestimmt, welches tote Zellen blau dotfar

Mit Viren infizierte Zellen unterscheiden sich geglk in ihrer GréR3e, dem stark vergrof3erten
Zellkern und einer granularen Struktur im Zytosblaneben ist ihre Generationsdauer stark
eingeschrankt und ihre Adsorptionsfahigkeit ankaksurgefal® nicht mehr gegeben. Als Kontrolle

werden immer Negativanséatze mit nicht infizierteil@n bei allen Infektionen, Transfektionen und
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Plague Assays mit angesetzt.

8.2.1.3 Transfektion von Sf9-Zellen mit dem
BaculoGold™Transfection Kit

Die zu expremierende DNA wird unter der KontrollesdPolyhedrin-Promoters in einen sog.
Transfervektor kloniert. Dieser kann aufgrund seifenpilicinresistenz und einenk.coli
Replikaktionsursprung (ORI) in Bakterien vermehmrden. Daneben enthélt er Sequenzen der
AcNPVDNA. Wird er zusammen mit der im Kit enthaltenenebrisierten, letalen Form des
AcNPVin Insektenzellen transfiziert, konnen Vektor wmcile DNAin vivo rekombinieren und es
entsteht eine intakte, rekombinante Virus-DNA. Diaraus gebildeten neuen infektibsen
Viruspartikel enthalten das gewinschte Gen. Dureh &insatz letaler Virus-DNA liegt die

Wahrscheinlichkeit, dass die entstehenden Vireh das gewtinschte Gen enthalten bei 70-90 %.

In einer 25 crA bzw. 15 cm Kulturflasche werden 1 x $0bis 3 x 18 Zellen in 2 oder 3 ml
Medium vorgelegt und fur 15 min zur Adsorption stelgelassen. Wahrend dieser Zeit pipettiert
man 1pug der mittels Midi-Prep gewonnen und durcthaBolprazipitation gereinigten
Transfervektor-DNA zu 0,25 pg Virus-DNA in einenesien Reaktionsgefald, mischt dieses und
lasst es bei Raumtemperatur ca. 5 min stehen. ticAdsorptionszeit wird das Medium aus der
Kulturflasche abgesaugt und 0,5 ml Transfektionfgpu&k gleichmalig auf die Zellen gegeben und
die Flasche geschwenkt. Nachfolgend gibt man 0,9 rahsfektionspuffer B zu dem Virus-
Transfervektor-DNA-Gemisch und gibt diese Losunfjdie Zellen, wobei nach der Zugabe von je

2 Tropfen die Schale bewegt wird um sie mit demfd®k zu mischen. Das im Puffer B
enthaltenen CaCZ‘I bewirkt die Aufnahme der DNA in die Zellen. Die llé@ werden unter

stiindlichem Schwenken der Schale im Brutschrankdfiirbei 27 °C inkubiert. Danach wird das

Transfektionsgemisch abgesaugt und durch 2,5 sdtfds Kulturmedium ersetzt.

Der Uberstand wird nach fiinf Tagen abgenommen hdisische 2,5 ml Kulturmedium ersetzt und
weitere zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Der etgmmene Uberstand (P1*) wird bei
2300 rpm fur 10 min bei Raumtemperatur zentrifugigrd bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C
gelagert. Dasselbe wird mit dem Uberstand (P3*)iZiage spater auch gemacht. Rekombinate
Viren werden anschlieBend durch einen Plaque Assaliert und rekombinante Klone durch

immunologischen Nachweis des exprimierten Proteiastifiziert.

8.2.1.4 Infektion, Proteinexpression Ernte und Lyse von Sf9-Zellen

Fur die Proteinexpression der l6slichen KinaserndenrSfo-Zellen mit ein@vlOl (multiplicity of

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

 SfgZellen (1 x 10 Zellen/ml) aus Suspensionskultur abzentrifugid€90 g, 27 °C)
« Zellsediment in virushaltigem Medium resuspendidier 10 Zellen/ml,MOI 5-10)
* Inkubation bei 27 °C fur 1h

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

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

 Zellpellet in 1 x PBS Losung resuspendieren unéwrabzentrifugieren (10000 g, 10 min,
4 °C)

Die Zellen wurden bei -80 °C eingefroren oder dinekiterverwendet. Der Aufschluss der Zellen
und alle weiteren Reinigungsschritte erfolgten #&C. Die angegebenen pH-Werte der Puffer

beziehen sich auf Raumtemperatur (22 °C).
Zellyse:

« Zellen in Aufschlusspuffer resuspendieren’ @éllen/ml).
« Aufschlusspuffer: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 0,25 Mc8harose, 1 x Complete
* 3 x 5 sec. Sonifizieren (100 Watt, auf Eis)

Im Elvehjem-Potter-Homogenisator bei 700 Umdrehuang@mogenisieren

Unldsliche Bestandteile durch Zentrifugation emtésr (10 min, 10000 g)

« Uberstand abnehmen in Ultrazentrifugenrahrchenfibem.

In der Ultrazentrifuge bei 40000 rpm und 4 °C férmin zentrifugieren.

« Den Uberstand nach Schockgefrierung in flissigeink§bff bei -80 °C lagern oder direkt

weiterverwenden.

8.2.2 Proteinexpression in E.coli
Zur Expression der GST-Fusionsproteine wurde dgré&ssionsvektor pGex-3x verwendet. Die
Expression erfolgte inE. Coli BL21. Zur Expression der His-getaggten Proteinewucdkr
Expressionsvektor pet-21a(+) verwendet. Die Expoes®rfolgte in BL21-DE3 Zellen. Die
Anzucht der Bakterien, die Induktion der Proteimesggion erfolgte nach Smith und Johnson
(1988%°

Expression der FusionsproteineEnColi:

» TransformierteE. coli BL12in LB-Amp-Medium animpfen, Gber Nacht inkubier&7 (°C,
220 rpm).

« Ubernachtkultur 1:10 mit LB-Medium (37 °C) verdunne

* Inkubation fur 1h, bei 37 °C und 18 rpm.

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

» Bakterien abzentrifugieren (10 min, 3500 rpm, 4.°C)
 Aufschluss der Bakterien:

* Zellen mit 1/50 Kulturvolumen eiskaltem 1 x PBS wlaesn.
» Bakterien erneut abzentrifugieren (10 min bei 51 §C).

 Zellen in 1/100 Kulturvolumen eiskaltem 1 x PBS{LTomplete Proteaseinhibitor)
resuspendieren.

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

» Zugabe von Triton X-100 auf 1 % (v/v).

» Unl6sliche Zellbestandteile durch Zentrifugationfemen (15 min, 10.000 g, 4 °C).

* Lysat Gber Glutathion-Sepharose-Affinitatschromeapdie bzw. Nickel-Chelat-
Affinitdtschromatographie reinigen.

8.2.3 Chromatographische Methoden

8.2.3.1 Gluthation-Sepharose Affinitditschromatograph ie

GST ist ein 26 kDa grof3es Protein aus déatminthen Schistosoma japonicuBas Glutathion
S-Transferase-Expressionsystem ist eine Methode, edi ermdéglicht, auf DNA-Ebene das
gewunschte Peptid an ein sehr gut charakterisieratin, die Glutathion S-Transferase (GST) zu
koppeln. Die Fusionsproteine werden Uber Affinthtomatographie gereinigt, wobei an
Sepharose immobilisiertes Glutathiory-Glu-Cys-Gly) als Affinitatsmatrix verwendet, der
Ligandder GST. Uber Glutathion-Sepharose wurdee #@IST-Kinasen sowie die in E.coli

exprimierten GST-Fusionsproteine gereinigt.

Herstellung der Affinitatssdule

* Leere S&ule (geeignet: benutzte NucleoBond-Saulk)eflon-Einlage mit MQ und Ethanol
spulen.

* Doppeltes Zielvolumen der Sdule an Glutathion-Seggeaeinfillen (im Kihlraum).
* Matrix mit 20x Saulenvolumen 1x PBS spilen.
* Auslauf schlieBen, Saule in etwas 1x PBS stehaeta@atrix darf nie trocken laufen!).

Proteinreinigung

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

* Proteinlésung (z.B. Uberstand einer Zentrifugatiauf) die Saule geben, je 50 ul von
Uberstand und Durchlauf in Eppis auffangen.

» Saule mit 5-10 x Saulenvolumen an 1 x PBS wasdiep/) Durchlauf in Eppi auffangen.

* Im Falle der Proteine al&Coli Saule mit 5-10 x Saulenvolumen ATPase Entfernunffgsip
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(2,5 x ATP, 10 mM MgCJ in 50 mM Tris/HCI) waschen.

* Saule mit 5-10 x Saulenvolumen 1 M NaCl in 50 mNs Waschen, 50 pl Durchlauf in Eppi
auffangen.

» Saule 10 x mit 2 x S&ulenvolumen Elutionspufferezken.

« Séaule 3 x abwechselnd mit je 15 ml Regeneratiofsplifund Regenerationspuffer 2
regenerieren Saule in 20 % Ethanol lagern.

* Eluate durch Spottest auf Proteingehalt testen9&.p
* Eluate einzeln in 10.000 MWCO Centrikon mit 50 mksTpH 7,5 von Glutathion frei
waschen und auf gewiinschte Konzentration einstéfén8.1)
8.2.3.2 Nickel-Chelat Affinitatschromatographie

Fusionsproteine mit poly-Histidin-Resten lasserh di&icht und schnell mit Hilfe der Ni- NTA-
Affinitatschromatographie reinigen. Die Histidintegonnen zweiwertige Kationen wiedj Fe?*

und C#* komplexieren. In der Ni-NTA-Chromatographie singleiwertige Ni- lonen tber vier
ihrer sechs Bindungsstellen an NTA (Nitrilotriessigreacid), einem vierzahnigen Liganden, der
an der Agarose-Matrix gekoppelt ist, gebunden.itiiateste der rekombinanten Proteine kdnnen
an die beiden verbleibenden Bindungsstellen del@mi-Uber ihre Imidazolringe binden, wodurch
die Proteine an der Ni-NTA immobilisiert werden.idi&zol allein, eine Teilstruktur von Histidin,

bindet ebenfalls an Ni-lonen und kann zur Elutiebgndener Proteine verwendet werden.

Bei einer Imidazolkonzentration von 100-250 mM digren 6xHis-Proteine, da sie nicht langer
mit Imidazol kompetetieren kénnen. Auch eine Reituktles pH-Wertes lasst gebundene His-Tag-
Proteine eluieren. Der Stickstoff des Imidazolring®n Hisitidin wird bei pH 4,5-5,3 protoniert,
so dass ein positives Ammoniumion entsteht, das positiv geladenen Ni-lon abgestof3en wird.
Zur Verminderung der Bindung nicht getagter, Histidaltiger Backgroundproteine im Zelllysat
sind geringe Imidazolkonzentrationen (10-50 mM)eliterfur die Kopplung und Waschprozeduren
empfehlenswert. Ebenso kann bei den Waschschd#epH-Wert bis auf pH 6,0 reduziert werden.

Herstellung der Affinitdtssaule

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

Doppeltes Zielvolumen der Saule an Glutathion-Seggeaeinfillen (im Kdhlraum).

Matrix mit 20x S&ulenvolumen 50 mM Tris pH 7,5 sl

Auslauf schlieRBen, Saule in etwas 50 mM Tris pHstghen lassen (Matrix darf nie trocken
laufen!).
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Proteinreinigung

 Zellen in 1/50 Kulturvolumen Ni-NTA-Lysispuffer naStandardprotokoll lysieren.

» Zugabe von Complete (EK 1 x), DTT (EK: 1 mM) undtdin-X-100 (EK: 1 % (V/V)).

» Zentrifugation fur 15 min, bei 10000 g, 4 °C.

* Lysat auf Eis stellen und Pellets in 1/25 Kultutwaken Ni-NTA-Lysispuffer resuspendieren.
» Zugabe von Complete (EK 1 x), DTT (EK: 1 mM) undtdin-X-100 (EK: 1 % (V/V)).

» Zentrifugation fur 10 min, bei 15000 g, 4 °C.

* Lysat auf Eis stellen und Pellets in 1/25 Kultutwaken Ni-NTA-Lysispuffer resuspendieren.
* Zugabe von Complete (EK 1 x), DTT (EK: 1 mM) undtdn-X-100 (EK: 1 % (V/V)).

* Zentrifugation fur 10 min, bei 15000 g, 4 °C.

* Lysate vereinigen und mit einer Geschwindigkeit taml/min tber die Sdulenmatrix geben

* Matrix mit 20 x Saulenvolumen Waschpuffer (50 mMsfx50 mM NaCl/40 mM Imidazol
pH 8,0) bei einer Geschwindigkeit von 1 ml/min wase

* Elution mit15x 2ml Elutionspuffer (50mM Tris/250 mivhidazol pH 8,0).

* Eluate durch Spottest auf Proteingehalt testenga.p

* Eluate Uber Nacht gegen 10 mM Tris/2 mM Mg@H 7,5dialysieren.

* Proben der Lysate, dem Durchfluss, der Waschlésadgler Eluate werden auf einer SDS-
PAGE (8.2.9.3) uberprft.

8.2.3.3 Nickel-Chelat Affinitdtschromatographie zur Reinigung von
Spaltungsansatzen

Die Nickel-Chelat Affinitatschromatographie eignetich sehr gut zur Reinigung von
Spaltungsansétzen, bei denen mittels TEV-ProteaseHs-Tag abgespalten wird. Sowohl das
ungespaltene Protein, der abgespaltene His-Tag@uals die TEV-Protease selbst binden an die
Nickel-NTA-Matrix und bleiben auf der Saule hangerghrend sich das abgespaltene Protein im
Durchlauf befindet. In der Arbeit wurden so die &en IGk: und IGFcen Tev-His befreit.
Zusatzlich wurde auch das Substrat GST-TS-IRSeurch diese Methode von der TEV-Protease

befreit.

* Zugabe von 15 mM Imidazol zum Spaltungsansatz.
* Zugabe von 1 ml Nickel-NTA-Matrix (mit 20 mM Trid7,5 aquilibriert).

Inkubation fiir 20 min auf dem Rollschittler bei@ °

» Gesamten Ansatz Uber Saule geben. Im Falle deidedfindet sich das Peptid im
Durchlauf.

Séaule mit 15 mM Imidazol in 20 mM Tris pH 8 waschen

Die Proteinenthaltenden Lésungen mittels Spot-desProteingehalt (8.2.9.1) und mittels
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SDS-PAGE auf Reinheit Uberprifen.
* Die Peptide IGF-NTK1-Cys, IGF-NTK3-Cys, IGF-KP-Cy)Peptid-Cys kdnnen in der

Speed-Vac um das 5 fache eingeengt werden (8.2.8.1)
8.2.3.4 lonen-Austausch-Chromatographie
Zur Aufreinigung der Lysate der LIRK und LIRKYr und der Eluate der GSH-Reinigung der
GST-TS-IGRc und GST-TS-IGR: rre Wurde eineResource Q1L ml Anionenaustauschersaule in
einem FPLC Fast Performance Liquid Chromatography System eingesetzt. Bei der
Anionenaustauschchromatographie (IEX) besteht diatriM der Saule aus substituierten
quarternaren Aminogruppen, an welche Proteine imine Uberschuss an negativen Ladungen
binden. Durch Anlegen eines Salzgradienten werdengdbundenen Proteine entsprechen der
Starke ihrer Interaktion mit dem S&ulenmaterial zeskiv eluiert. Das Eluat wird Uber einen
Fraktionssammler aufgefangen, die Identitat detdire in den jeweiligen Fraktionen wird mittels
SDS-PAGE undWestern Blotbestimmt. Die Reinigung erfolgt bei 14 °C, weili bdieser

Temperatur die maximale Trennschérfe Hesource €5aule erreicht wird.

Die Chromatographiesaule ist in ein BioLogic FPL8r@natographiesystem (Firma BioRad)
integriert. Dieses besteht aus einer Steuereintieigm System zur Probeninjektion, Pumpen zum
Transport der mobilen Phase, einem Photometerr dipparatur zur Messung der Leitfahigkeit

sowie einem Fraktionssammler.

8.2.3.5 ResourceQ 1 ml

Die ResourceQResQ) 1 ml (Amersham Pharmacia Biotech) ist ¢anker Anionenaustauscher.
Die Saulenmatrix besteht aus monodispersem Podystynd Divinylbenzen. Die Flussrate betragt
F= 2 ml/min. Aufgetragen auf die Saule wurden 1 ml8.ysat. Das Lysat wird im Eiswasserbad
schonend aufgetaut, danach das Lysat auf jeweligazentration (Tabelle X) an IEX B
eingestellt. Unldsliche Bestandteile werden durehtéfugation fir 10 min bei 5000 rpm und 4 °C
sedimentiert. AnschlieRend wird die Probe Uberreidd5 um Luer-Filter filtriert und dann in die
Probenschleife des Chromatographiesystems eindgebfdach Aquilibrierung der Saule mit der
jeweiligen Konzentration an Puffer B (Flussrate 2wmm, far 2 ml) wird der Inhalt der
Probenschleife in das Chromatographiesystem uUlmer @ml Probenschleife injiziert (Flussrate

2 ml/min).

Nach vollstandiger Beladung der Séaule wird mit 8 dds Gemisches aus der jeweiligen
Konzentration an Puffer B (isokratischer Fluss, sBtate 2 ml/min) gewaschen, um nicht
gebundene Proteine mit dem Durchfluss zu entferDench kontinuierliche Erhdhung des Anteils

an Puffer B in der mobilen Phase (Flussrate 2 mlymiird ein linearer Salzgradient angelegt.
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Dies fuhrt zur Elution der Proteine von der Sadkes Elutionsprofil der an die Saule gebundenen

Proteine wird durch photometrische Messung der Aiigm A,;,nm erstellt. Sind die Fraktionen

(0,5 ml), die das gewunschte Protein enthaltemtifigiert worden, so kdnnen diese vereinigt
werden. Zur vollstandigen Freisetzung auf der S&elbliebener Proteine wird der Anteil an
Puffer B innerhalb von 3 min (Flussrate 2 ml/miath der Elution auf 100 % (v/v) gebracht; diese
Pufferkonzentration wird bei einer Flussrate vomlZmin flr mindestens 5 min beibehalten. Zur
Aufbewahrung der Saule nach erfolgter Chromatodeaplird diese mit MQ entsalzt (Flussrate
2 ml/min, fir mindestens 5 min) und in 20 % Ethagelagert.

8.2.3.6 Gelfiltrationschromatographie Superdex 75 (p  rep. Grade)

Das Trennprinzip einer Gelfiltrationschromatographasiert auf dem GroRenausschlussverfahren.
Die Superdex 75 (HiLodd 26/60 prep Grade) (320 ml Saulenvolumen) trenatefte in einem
GroRenbereich von 3000-70000 Da. Der Trennbersichbihangig von der Zusammensetzung der
Gelmatrix, einem Dextran-Agarose-Gemisch. Vor deanflmuss die Saule Gber Nacht mit 500 ml
Superdex-Puffer (Flussrate F= 0,5 ml/ min) aqu#iirwerden. Die Beladung der S&ule und die

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

Kinasehaltige Fraktionen werden vereinigt und Ubmen Mikrokonzentrator (Amicon
Ultra-4) bei 5000 x g und 4°C konzentriert. Die Bawvird anschlielend mit 400 ml
Superdex-Puffer gespiilt und danach auf 20% Ethges#tzt.

Reinigung:
» Auftauen der Eluate in Eiswasser.
e Eluate mit 1 mM DTT versetzen.

» Unl6sliche Bestandteile werden durch Zentrifugafi@ml0 min bei 5000 rpm 4°C
sedimentiert.

* Eluate in 1 ml — 8 ml Schleife fillen

» 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 dealtionssammlers (nach ca. 2 % h)

* Die Eluate mittels Spot-Test auf Proteingehalt. 8D und mittels SDS-PAGE auf Reinheit
Uberprifen

« Fraktionen mit reiner Kinase vereinigen und bei&@édber ein Centricon (8.2.8.1)
einengen und bis zum weiteren Gebrauch bei 4°Grdage
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8.2.3.7 Reversed-phase-HPLC

Die chemisch synthetisierten Peptide wurden UberR#versed-phase- High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) gereinigt. Bei diessem chitographisches Trennverfahren wird die zu
untersuchende Substanz zusammen mit einem fllissigefmittel, der "mobilen Phase" (auch
"Eluent” genannt) auf eine sog. Trennsaule, die 'timtiondre Phase" darstellt, gegeben.
Wechselwirkt ein Bestandteil der zu untersuchen8ahstanz stark mit der stationdren Phase,
verbleibt er relativ lange auf der Saule. Wechs#dwer hingegen schwach mit der stationéaren
Phase, verlasst er die Saule friher. Je nach Sdidser Wechselwirkungen erscheinen die
Bestandteile der Substanz zu verschiedenen Zeidem (‘Retentionszeiten") am Ende der
Trennsaule, wo sie dann mit einem geeigneten Dmtelktchgewiesen werden kénnen. Es werden
zwei Methoden unterschieden: Normal Phase (NP)Renersed Phase (RP). Bei der NP-HPLC
wird eine polare stationdre Phase(z.B. Silikagekg&lgel) und eine unpolare mobile Phase (z.B.
Hexan) genutzt. Polare Molekiile werden auf der &Skudger retardiert als unpolare Molekile und
verlassen deshalb spater die Saule. Die RP-HPL® ider Praxis die gangigste Methode. 70%
aller analytischen HPLC-Trennungen sind RP-TreneandgHier wird eine unpolare stationare
Phase verwendet und eine polare mobile Phase.t&tiergire Phase wird hergestellt indem man
Silane welche mit langkettigen Kohlenwasserstoffebstituiert wurden, mit Silicagel reagieren
lasst. Dabei wird die polare Oberflache der Siladgartikel mir einer apolaren Schicht aus
Alkanen Uberzogen, also die Polaritdt umgekehrgl(etiReversed"). Als mobile Phase werden
meist Mischungen aus Wasser oder Puffer und AdgilpnTetrahydrofuran oder Methanol
eingesetzt. Bei isokratischen Trennungen bleibZdisammensetzung der Mobilen Phase wahrend
der gesamten Zeit gleich. Bei Gradiententrennumgjeshder unpolare Anteil wahrend der Analyse
erhoht. Besondere Anwendung findet die RP-HPLCdeeiAuftrennung von polaren Analyten die
auf Normalphasen zu hohe Retentionszeiten aufweiggden. Die Detektion erfolgt mittels UV-
Detektor bei 206 nm.

Durchfthrung:

» 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
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* Puffer B: 0,1 % TFA, 80 % CiCN

Gradient:
Zeit [min] Anteil an Puffer B [%)]
0 0
15 30
30 45
40 50
54 100

Die Peptide wurden bei ca. 35 % B von der Saulertlu

Aufarbeitung:

» Peptidhaltige Fraktionen vereinigen.
* Losungsmittel im Vakuum (Speed-Vac) abziehen.

* Ruckstand 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 saa#r, Zugabe von 50 mM Tris pH 10).

* Proteinkonzentrationsbhestimmung Uber Absorptiorigspskopie.
8.2.4 Proteolytische Spaltungen

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

TEV-Protease ist die 27 kDa grof3e katalytische Dwerdes Nuclear Inclusion a (Nia) Protein, das
vom Tobaco Etch Virus kodiert wird. Die Strukturr dEEV-Protease entspricht zwar der Struktur
gewodhnlicher Serinproteasen wie Chymotrypsin, dpalting wird hier allerdings durch ein
reaktives Cystein in der ,katalytischen Triade“ chgeflihrt. Die TEV- Protease besitzt eine sehr
viel strengere Sequenz-Spezifitat als Faktor Xa ddeombin. Sie erkennt a lineares Epitop der
Form E-X-X-Y-X-Q-(G/S), wobei X einer belibiegen Anosdure entspricht, und spaltet zwischen
Q und S bzw. Q und G. In unserer Arbeitsgruppe wiedSequenz ENLYFQG verwendet. Da die
TEV-Protease keine post-translationale Modifikataum vollstandigen Aktivitat bendétigt, kann sie
in groRen Mengen in E.Coli exprimiert und Uber Alfits-Chromatographie aufgereinigt werden.
Die TEV-Protease hat N-terminal einen His-Tag, sssdsie aus einem Spaltungsansatz Uber
Nickel-Chelat-Matrix entfernt werden kann. Der Spafjsansatz enthiel 10 mM Tris/HCI pH 8,
2 mM DTT. Gespalten wurde bei 4 °C Uber Nacht arhdRollschittler. Die TEV-Protease wurde

in einem Verhaltnis von Protease zu Substrat vaa (w/w) eingesetzt.
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Bei den Kinasen GST-TS-1Gf und GST-TS-IGk phe Wurde der GST-Tag durch einen TEV-
Protease-Verdau abgetrennt. AnschlieBend wurde Ashsiatz Uber eine Nickel-Chelat-Saule
gegeben, um die TEV-Protease rauszuwaschen.. Dehuf wurde dann tber eine Glutathion-
Sepharose-Matrix gegeben, um die gespaltenen Ki@seingespaltener Kinase und freiem GST

abzutrennen.

8.2.5 Analytische Modifikation von reaktiven Cysteinen

Die Proteine, die im Vektor Pet-mod-NTHis-Tyrtidd-Cys exprimiert wurden besitzen
C-terminal die Sequenz HCQRE. Det-Wert der Thiolgruppe des Cysteins dieser Sequdrtz w
durch die Sequenzumgebung ins saure verschobenlas® der Schwefel nucleophil an den
Maleimidring des Tetramethylrhodamine-5-maleimidch Vilichael Addition angelagert werden
kann. Markierungen im kleineren Maf3stab wurden ligefiihrt, um die Reaktion der Farbstoffe
auf variierte Markierungsbedingungen (wie z.B. ByfReaktionszeit, Temperatur, pH-Wert usw.)
bezlglich Markierungsausbeute zu testen. Sie waaegtonzipiert, dass sie fiir eine anschliel3ende
Auswertung Uber eine SDS-PAGE direkt geeignet warBies betrifft insbesondere das
Markierungsvolumen von i.d.R. 10-1b und den Proteingehalt von 10-i§. Um sicher zu
stellen, dass nur das eine Cystein markiert wudede der Farbstoff im molaren Unterschuss
zum Protein eingesetzt. Ein Standardansatz enthiejtg Protein und 1 pg Farbstoff. Markiert
wurde in 10 mM Tris pH 7 fur 30 min bei 4 °C. Abtmspt wurde die reaktion mit einem 10-
fachen molaren Uberschuss DTT zum Farbstoff. SanatliSchritte mit Farbstoff fanden unter
gedampftem Licht bzw. Lichtabschluss statt. Zurwertung wurden die Ansatze auf einem SDS-
Gel untersucht. Der Farbstoff wird bei 543 nm aegeund emittiert bei 575 nm, so dass markierte
Proteine im SDS-Gel unter der UV-Lampe betrachted ausgewertet werden konnen. Eine

Einfarbung der Proteinbanden in peptidfarbelésshghenfalls maglich.

8.2.6 Praparative Modifikation von reaktiven Cystein  en
Die Markierung im praparativen Maf3stab wurde dirgtihrend der Reinigung des Proteins auf der
Nickel-Chelatmatrix durchgefuhrt. Die hier aufgefigh Anleitung ist das Ergebnis zahlreicher

Ansatze und wurde wahrend der Arbeit z.T. in leidriierter Ausfihrung angewendet:

Die Matrix mit dem immobiblisierten Protein aus itelt Expression wurde mit 10 pl (100 nmol)
Farbstoff versetzt und fir 30 min bei 4 °C auf dRwilschittler unter Lichtabschluss inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 uM DTT gestoAnschlieBend wurde das Protein wie
unter Fehler: Referenz nicht gefunden beschrielerimggt und anschliel3end dialysiert (8.2.7).
Der Erfolg der Markierung wird Uber SDS-PAGE mitsahliel3ender Analyse unter UV-Lampe
Uberprift.
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8.2.7 Dialyse von Proteinen
Die Dialyse dient dazu, Salze oder kleine Peptige @lutathion aus der Protein-Lésung zu entfernen
und die Proteine zurlckzuhalten. Der in dieser Arkserwendete Nitrocelluloseschlauch hatte eine
AusschlussgrofRe von 12 kDa-14 kDa, oder von 3,5 d&Daalle groReren Proteine werden im inneren
des Schlauches zurtickgehalten.
* Dialyseschlauch ( auf Ausschlussgréf3e achten!gtmesiden (ca. 7+ (n ml Probenvolumen)
cm)
* Dialyseschlauch in MQ aufkochen (1 min in der Mikidle)
* Dialyseschlauch an einem Ende zuknoten, @ Hberprifen, dass der Knoten auch dicht ist
* Dialyseschlauch fur 5min in Dialysepuffer bei 4°@plett aquilibrieren
* Probe vorsichtig und ohne Aufschdumen in den Déalgklauch geben
* Dialyseschlauch am anderen Ende zuknoten
* An jedes Ende des Dialyseschlauch einen Schwimefestigen
* Dialyse bei 4°C gegen Tris-Puffer 50 mM pH 8,0 &nitM MgClL , wahlweise gegen 3l Uber
Nacht, oder je 0,5l fur je 30min
8.2.8 Aufkonzentrierung von Proteinldsungen

8.2.8.1 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 nd00 pl 50 mM Tris/HCI,
pH 7.5 benetzen; Zentrifugation bei 3500 rpm un@ #fr ca. 10 min.

« Uberschiissigen Puffer entfernen.

* Eluate zugeben und Zentrifugation bei 3500 rpmab¥t, alle 5 min Uberprifen, ob bis zum
gewulnschten Volumen eingeengt ist.

+ Eluate vorsichtig entnehmen und aliquotieren.

* Spottest zur Bestimmung der Proteinkonzentrationhduhren.

» Aliguots in flussigem Stickstoff schockgefrierendumei —80 °C bis zur Weiterverarbeitung
lagern

8.2.9 Charakterisierung von Proteinkonzentration und -ldentitat

8.2.9.1 Konzentrationsbestimmung nach MINAMIDE und BA  MBURG
(1990) — ,Spot-Test"

1 upl der Proteinlésung, deren Konzentration zuilvesen ist, sowie jeweils 1 ul der einzelnen
Konzentration einer BSA-Eichreihe (0,1-10 pug/ul)rdviauf Munktell Grade 1F Filterpapier

aufgetragen. Nachdem die Probe eingetrocknet igtl das Filterpapier fur 30 s iBpot-Test
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Farbelésung gelegt, anschlieBend in Entfarbeloswrgfarbt bis keine unspezifische
Hintergrundfarbung sichtbar bleibt. Hohere Konzatiwn der zu untersuchenden Proteinlésung
resultiert in einer intensiveren Blaufarbung an dentsprechenden Auftragsort. Die Konzentration

wird durch Vergleich mit den Farbintensitaten dehieihe abgeschétzt.

8.2.9.2 Konzentrationsbestimmung nach BRADFORD (1976 ) [202

Die Proteinkonzentration wird bei dieser Method@tpmetrisch bei einer Analysenwellenlange
von A=595 nm gemessen, wobei als Referenzwellenléangétztieh bei 470 oder 650 nm noch
gemessen wird. Dazu werden 100 ul der Proteinlésumimekannter Konzentration und jeweils
100 pl von BSA-Eichlésungen (10-3 bis 5 * 10-2 (dpfpit jeweils 100 pl Bradford-Farbereagenz
in einer Mikrotiterplatte fir 5 min bei RT inkubterAnschlieRend wird in einemMijcroplate
Reader“die Absorption des Komplexes aus Protein und Féadagenz bestimmt. Mithilfe der BSA-

Eichgraden kann die Konzentration der zu analysgea Proteinprobe ermittelt werden.

8.2.9.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAG E)

Lésungen von Proteinen konnen mittels SDS-PAGEeitdgnt werden. Dazu werden die Proteine
zunachst nach Zugabe des anionischen, amphiphieardenz SDS, und DTT zur Reduktion
intra- oder intermolekularer Disulfidbriicken, b&°€ fur 5 min denaturiert. Anschliel3end werden
die entfalteten Proteine durch Anlegen einer Spagrm einem Gel nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt; aufgrund des basischen pH-WerteszuleElektrophorese eingestellt wird, und der
Wechselwirkung mit SDS bewegen sich die Proteindrichtung der Anode. SDS lagert sich
stochiometrisch an Proteine an (1,4 g SDS/1 g Proteh. 1 Moleklil SDS/2-3 Aminoséauren).
Somit sind Nettoladung und native Struktur einesotétns wéahrend der SDS-PAGE
vernachlassigbar, und die elektrophoretische Mabilieines Proteins ist proportional zum
Logarithmus seines Molekulargewichts. Allerdingsraan die elektrophoretischen Eigenschaften
eines Proteins durch kovalente Modifikationen (z.Bhosphorylierung, Glykosylierung)
beeinflusst, da diese die Bindung von SDS an Rvetbeinflussen, wodurch mittels SDS-PAGE
nur ein apparentes Molekulargewicht bestimmt werétann. Die Zusammensetzung der im
Rahmen dieser Arbeit benutzten Gele fir SDS-PAGHEeds Fehler: Referenz nicht gefunden zu
entnehmen. Der Trennbereich eines 12 %-igen Trdésrgystreckt sich von 14-200 kDa. Die
Polymerisation der Gelldsungen erfolgt durch Zugabe 12,5 ul 40 % (w/v) APS und 10 ul
TEMED im Fall fir 10 ml Sammelgels, bzw. 10,4 pul%0(w/v) APS und 4,4 ul TEMED im Fall

fur 10 ml Trenngels.

139



Methoden

Tabelle 8.1.: Zusammensetzung der verwendeten TugmhSammelgele

Trenngel (10 ml) 12%| 159% 18 % Sammelgel (10 ml) 6 %
40 % Acrylamid (100:2,7) [ml] 3,00 | 3,75| 4,50| 40 % Alemyid (100:2,7) [ml]| 1,50
3 M Tris pH8,8 [ml] 1,85 | 1,85 | 1,85/ 0,5M Tris pH 6,8][m 2,50
20 % SDS [ml] 0,05 | 0,05| 0,05 20% SDS [mI] 0,05
60 % Saccharose [ml] 1,15/ 1,15 1,15 MQ [ml] 5,95
MQ [ml] 3,95 |3,20 | 245

8.2.9.4 Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamid e Gel
Electrophorese (Schagger-Gel; Schagger, Jagow, 1987 )

Das Schagger-Gel ist eine diskontinuierliche SD$&PAzur Auftrennung von Proteinen im
Bereich von 1-100 kDa. Die SDS-PAGE nach Laemmli ¢en grof3en Nachteil, dass kleine
Peptide unter 10 kDa nicht aufgetrennt werden kinrgei der Verwendung von héheren
Acrylamidkonzentrationen zur Auftrennung kleinerpige kann man diese nicht mehr von der
grolRen Menge an SDS trennen. Das liegt hautsacttichn, dass kleine Peptide Komplexe aus
Protein und Detergenz bilden, die alle die ,glefcBedRe und Ladung wie die SDS-Micelle selbst
aufweisen. Eine grol3e Verbesseserung liefert dd/eheendung von Tricin an Stelle von Glycin
im Laufpuffer. Glycin, wie es bei Laemmli im Laufifer verwendet wird, hat einen pK von 9,6.
Die Anwesenheit von Glycin im Laufpuffer fihrt Samumg von sehr groRen Proteinen, weil es
sehr langsam im sauren Sammelgel wandert; Allesdfigrt eben das dazu, dass kleine Peptide
nur gering, oder gar nicht vom SDS aufgetrennt eeikbnnen. Bei der Verwendung von Tricin im
Laufpuffer kann das Sammeln und Trennen der kleleptide im Sammelgel unter einfacheren
Bedingungen, gleicher pH wie das Trenngel und geriAcrylamidkonzentation, gewahrleistet
werden. DA bei normalen pH -Werten zwischen 6,8 8t®l mehr Tricin in anionischer Form
vorliegt, wandert es sehr viel schneller als Glydm Sammelgel trotz der grél3eren
Molekularmasse. Zusatzlich wird beim Schagger-Gile eweitere Lage, das Spacer-Gel,
eingefiihrt. Das Spacer-Gel, das zwischen Sammd|Ttamngel liegt, ermdglicht die Auftrennung
von kleinen und groRen Proteinen. Ohne das Spaeler@sste zur Auftrennung der kleinen
Peptide ein 8-10 % Sammelgel genutzt werden, wodiroteine oberhalb 20 kDa nicht mehr
ordentlich aufgetrennt werden kdnnen. Durch diefifirung des 10 % Spacer-Gel reichen im
Sammelgel Acrylamidkonzentrationen von 4-6 % awsdass auch grofRe Proteine aufgetrennt
werden konnen. Die kleinen Peptide trennen sichn da Eintritt ins Spacer-Gel vom SDS. Die
Zusammensetzung der im Rahmen dieser Arbeit bemut@ele fir das Schagger-Gel ist der

Tabellen Fehler: Referenz nicht gefunden dargési2ié Polymerisation der Gellésungen erfolgt
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durch Zugabe von 40 pl 40 % (w/v) APS und 8 pl TEMiE Fall fur 10 ml Sammelgels, bzw.
16ul 40 % (w/iv) APS und 3,4 pl TEMED im Fall fur & Trenngels bzw Spacer-Gels.

Tabelle 8.2.: Zusammensetzung der verwendeten Ti®paeer und Sammelgele

Trenngel (60 ml) 16,5 99 Spacer-Gel (60 ml 10|% Sameigp ml)
. ) 40 % Acrylamid . )
40 % Acrylamid (100:2,7) [ml] 25 (100:2,7) [ml] 15 || 40 % Acrylamid (100:2,7) [ml]
3 M Tris/0,3% SDS pH 8,45 [ml] 20 3 M Tris/0,3% SDS pH 20 3 M Tris/0,3% SDS pH 8,45
8,45 [ml] [ml]
Glycerin [ml] 8 MQ [ml] 25 || MQ [mlI]
MQ [ml] 7

8.2.9.5 Native Polyacrylamid-Gelelktrophorese (nativ. e PAGE)

Die nicht-denaturierende Polyacryamid-Gelelektrapie (native PAGE) ermdglicht die

Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Gr63e undubhg. Durch proteineigene negative
Ladungen erhoht sich die Laufstrecke des Proteins Gel. Weil Phosphorylgruppen bei

physiologischen pH-Werten negative Ladungen tragelaubt diese Methode eine Auftrennung
verschieden stark phosphorylierter Proteine Die sphorylierungsansatze werden in 4x
Probenpuffer (Quenching Buffer) aufgenommen, woldurdie Phosphorylierungsreaktion

abgestoppt wird. Die Durchfiihrung erfolgt ahnlickewlie SDS-PAGE. Unterschiede bestehen im
Fehlen einer Detergenz wie SDS aul3erdem wird diktEelphorese im gekihlten System bei 4°C
durchgefihrt. Die Auftrennung erfolgt mit bei 15¢ rfkonstant) fiir ein Gel und mit 200 mV bei

zwei Gelen fur 1,5 h. Nach erfolgter Trennung wiles$ Gel durch Peptidfarbelésung angefarbt.

Tabelle 8.3.: Zusammensetzung des Trenn- und Sgeimélr die native PAGE

Trenngel (10 ml) 8,5% || Sammelgel (10 ml) 5%
40 % Acrylamid (100:2,7) [ml] 2,10 40 % Acrylamid @@,7) [ml] | 1,20

3 M Tris pH8,8 [ml] 1,85 0,5 M Tris pH 6,8 [ml] 2,50
60 % Saccharose [ml] 1,15 MQ [ml] 6,30
MQ [ml] 4,90

8.2.9.6 Proteinextraktion aus Gelen fir die 2D-Gel E  lektrophorese
Nach farben und entfarben (siehe 8.2.9.7) von eatoder IEF-Gelen (siehe 8.2.9.5) ist es mdglich
die einzelnen Proteinbanden aus zuschneiden unirdteine auf eine SDS-PAGE (siehe 8.2.9.3)

zu Ubertragen um diese weiter zu untersuchen.
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«Inkubation der Gelbanden in 20% EtOH fir 10min

«Inkubation der Gelbande in 100ul 2xSDS Probenpurffeé25ul EtOH fir 5min

‘Waschen der Gelbande mit 1xSDS Probenpuffer

-Die gewaschenen Gelstlicke in die Taschen der SOE=Péberfihren und das Gel wie unter
8.2.9.3 beschrieben durchfiihren und farben

8.2.9.7 Farbung von Proteinen in SDS-, Schagger und  Nativen-Gelen

8.2.9.8 Farbung mit Comassie (Kolloidale Peptidfarbe  [6sung)
SDS-PAGE-Gele (8.2.9.3) und native PAGE-Gele (852.9verden Uber Nacht in kolloidale
Peptid-Farbelésung eingelegt, wobei die aufgetrageRroteine durch Coomasie-Blue G250
angefarbt werden. Durch Waschen des gefarbten i@el§asser wird unspezifisch in das Gel
eingelagerter Farbstoff entfernt, so dass die Frimé@den sich deutlich vom Hintergrund abheben.

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 0,Prajein pro Bande.

8.2.9.9 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-
Blot

Der Western Blotist eine Methode zum Nachweis von Proteinen mezgischen Antikorpern.
Die Proteine werden zunachst mit SDS-PAGE aufgetrefann auf eine Membran transferiert, die
schlieBlich mit einem Antikdrper, der spezifisch da&s gesuchte Protein bindet, inkubiert. Die
Proteinbande wird sichtbar gemacht, indem die Mambmit einem sekundaren Antikdrper
inkubiert wird, dessen Epitop im primaren Antikargiegt. Der sekundare Antikorper ist kovalent
mit einem Enzym (alkalische Phosphatase) konjugieig ein geeignetes Substrat (BCIP, NBT) so
umsetzt, dass durch eine Farbreaktion die Proteddaan die der primare Antikdrper bindet,

sichtbar wird.

8.2.9.10 Semi-dry Blot

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

» Auf die Anodenplatte des Blotapparates werden 12Biatpuffer getrdnkte Munktell-
Filterpapiere als Pufferreservoir gelegt. Als néetsvird die Membran und das Gel aufgelegt,
und auf die Kathodenseite des Gels wird ein ausniBlotpuffer getrankten Munktell-
Filterpapieren bestehendes Pufferreservoir pldtzier

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

* Nach dem Blot wird das Gel in kolloidale Peptidi&dsung eingelegt, um die Vollstandigkeit
des Blots abschéatzen zu kénnen. Die Membran wisdtdieRend fiir mindestens 1 h bei RT
oder Uber Nacht bei 4°C in 1% BSA/TBS inkubiert, unspezifische Bindungsstellen fir den
priméren Antikorper abzublocken.

* Kurzes Waschen der Membran mit 1x TBS.
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* Inkubation mit dem priméaren Antikorper in einet@00 Verdinnung in 1% BSA/TBS fur 1 h
bei RT.

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

* Inkubation mit sekundarem Antikérper/Alkalische Bpbatase in einer 1:3000 Verdiinnung in
1% BSA/ TBS fiur 1 h bei RT.

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

* Fir die Entwicklung in ein Schale 10 ml des Entwicigspuffer mit 66 pl NBT und 33 pl
BCIP geben und den Blot hineinlegen, bis Bandentisar werden.

* Die Farbereaktion wird unter flieRendem Wasser stogpt.
* Der Blot ist lichtempfindlich, und wird daher in#fblie aufbewabhrt.

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

8.2.9.11 Wet-Blot

Die PVDF-Membran wird auf die Grol3e des Gels zugeisien und fur 30 s in Methanol
aktiviert. AnschlieRend wird sie kurz gewassert.

In die Blot-Kassette wird in Wet-Blotpuffer gelagtd von der Kathode zugewandten Seite
aus folgendermalf3en beladen: Schwammchen, 2 LageBl@eng Papier, Gel, PVDF-
Membran, 2 Lagen Gel-Blotting Papier, Schwammchen.

» Einspannen der Blot-Kassette in die mit Wet-Blotpufgefillte Blotkammer (, Tank-Blot®)

Blot mit 30mA Uber Nacht im Kihlraum; alternativi @®0mA fir eine Stunde

Die Behandlung der Membran im Anschluss an dag@iatntspricht der des Semi-dry Blot.

8.2.10 Phosphorylierungsreaktionen

Die Aktivitat einer Kinase kann in Phosphoryliergngaktionen untersucht werden. Hierzu eignet
sich sowohl die Autophosphorylierung der Kinasébsiglals auch die Substratphosphorylierung.
Als Substrate wurden in dieser Arbeit zum eineniigktiven Mutante der IGF-1RKD und IRKD
verwendet, welche durch einen Austausch des keselh@n Aspartats zu Alanin (D1104A) keine
katalytische Aktivitdt mehr besitzen. Inaktive Kaem werden durch aktive Kinasen spontan

phosphoryliert. Zum anderen wird ein Stick aus desalinrezeptorsubstrat-1 (IRS-1) verwendet.

Dieses Substrat besitzt nur eine Tyrosinphospremigsstelle (19, so dass die
Phosphorylierung dieses Restes sehr gut auf derenaPAGE beobachtet werden kann. Als ein
naturliche Substrate wurden auflerdem verschiedem@nten der Phosphotyrosin-bindenden
Doméne (PTB) des IRS-1 verwendet.

Die in dieser Arbeit genutzten Methoden zum NackBweiund zur Analyse der
Phosphatinkorporation in die Kinase selbst bzwdas Substrat umfassen die Bestimmung des
Einbaus des radioaktiven Isotops 32P und einendmdeten Mobilitatsshift im elektrischen Feld
durch Phosphorylinkorporation (Native PAGE). Diefizélle Sl-Einheit fur die radioaktive
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Zerfallsrate ist das Becquerel (Bq [s—1]). In detetatur ist jedoch das Curie (Ci [s—1]) die
gebrauchliche Einheit (es gilt: 1 Ci = 3,7x1010 Bq)

8.2.10.1 Phosphorylierung mit anschlie3ender nativer PAGE

Die Autophosphorylierung erfolgte standardmafig ciurl-10 uM monomerer Kinase mit

1-10 mM ATP, 5 mM DTT, 30 mM Mg in TRIS/ HCI, pH 7.5 fiir die angegebenen Zeiteh be
Raumtemperatur. Die Substratphosphorylierung edatiyirch 1-5 uM monomerer bzw. 0,5-2 uM

dimerer Kinase und 50-200 pM Tyrtide mit 1-10 mMFRAB mM DTT, 30 mM Mﬁ* in TRIS/HCI,

pH 7.5 fur die angegebenen Zeiten bei RaumtemperZtu den entsprechenden Zeitpunkten
werden 20-30 ul des Reaktionsansatzes entnommendigndReaktion durch Zugabe von 4x
Probenpuffer mit EDTA gestoppt. Nach dem Abstopden Reaktion werden die Proben auf Eis
gelagert. Die Proben werden mittels nativer PAGR.85) aufgetrennt. Anschlielend wird das

Gel in Proteinfarbelésung angefarbt.

8.2.10.2 Radioaktive Auto- und Substratphosphorylier  ungen

Bei der Auto- und Substratphosphorylierung der ieser Arbeit beschriebenen Kinasen wurde

[v32P]-ATP mit einer spezifischen Aktivitat von 150-36@m/pmol als Kosubstrat der Reaktion
eingesetzt, so dass sich in einem Zeitwert 1-2 u®iadioaktivitat befinden.

Autophosphorylierungen erfolgten standardmaRigdard uM monomerer Kinase bzw. 0,5-1 uM

dimerer Kinase mit 1 mM ATP, 5mM DTT, 30 mM MIgin TRIS/ HCI, pH 7.5 fir die
angegebenen Zeiten bei Raumtemperatur. Die Sytisbsghorylierung erfolgte durch 1-5 M
monomerer bzw. 0,5-2 uM dimerer Kinase und 50-280Tyrtide mit 0,5 mM ATP, 5 mM DTT,

30 mM Mgt in TRIS/HCI, pH 7.5 firr die angegebenen ZeitenRaiimtemperatur. Der Start der
Reaktion wird entweder durch Zugabe von Kinase oMEP eingeleitet. Zu den gewahlten
Zeitpunkten werden dem Reaktionsansatz Aliquots@ninen und durch Zugabe von EDTA oder
10X SDS-Probenpuffer abgestoppt. Zur Bestimmungirderporierten Radioaktivitdt nach Auto-
oder Substratphosphorylierungsreaktionen wurden dethoden angewendet. Zur Bestimmung
der inkorporierten Radioaktivitat nach Substratpihasylierung wurde die Radioaktivitdt des
inkorporierten radioaktiven Phosphats durch Messdeg Cerenkov-Strahlung im Tritium-(3H)
Fenster des -Szintillationszahlers ermittelt und Werhéltnis zur eingesetzten Stoffmenge an

Protein gesetzt.

Dot-Blot auf Phosphozellulose-Papi&ahal und Fujita-Yamaguchi, 1987]

Die Reaktion wurde durch Zugabe von EDTA (Endkomadion 150 mM) beendet und 6 pl auf
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Whatman P81-Papier aufgetragen. Das Papier wusighbel3end viermal fur 15 min mit eiskalter
10 % (w/v) TCA/10 mM Natriumpyrophosphat und abg®énd fiar 10 min mit Ethanol
gewaschen. Nach dem Trocknen wurden die Probenfalgsgeschnitten und die Radioaktivitat

durch Messung der Cerenkov-Strahlung bestimmt.
SDSPAGE

Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS-Probenpyffe0 mM DTT) beendet. Die Proben
wurden 5 min bei 95 °C denaturiert und danach d@8BS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde
20 min fixiert (50 % Methanol, 7 % Essigsaure) uadf einem Geltrockner zwischen einer
Zellulosefolie unter Vakuum getrocknet. Durch Aatiographie des getrockneten Gels wurden
die radioaktiven Proteinbanden lokalisiert und Banden ausgeschnitten. Die Radioaktivitat der
Gelstiicke wurde durch Messung der Cerenkov-Strghlloestimmt. Die Methode der
Autoradiographie beruht auf dur@hStrahlung hervorgerufene Bildung von Silberkeinreiner
fotographischen Emulsion. Durch Entwicklungsproeesgerden die Silberkeime in schwarze
Silberkérner umgewandelt, die sich als Schwarzuafy @nem entwickelten Fotofilm &ufert.

Radioaktiv-markierte Proteine, z.B. in einem SDS-Génnen so auf einem Rontgenfilm

nachgewiesen werden. Dies erfolgt durch ExpositiohKodak BIOMAX™ MS-Filmen in einer
Rontgenkassette mit Verstarkerfolie. In Abhéangigkleir Strahlungsintensitat der Proben und dem
Empfindlichkeitsgrad des Filmes, werden die Profier20 min bis zu 24 h bei -80 °C exponiert.
Die bestrahlten Filme werden in GBX-Developer his5zmin entwickelt, kurz gewassert und fir
1 min in GBX-Fixer fixiert (bis Filmfolie klar wirl Nach kurzer Wasserung kann die

Autoradiographie bei Raumtemperatur getrocknet emerd

8.2.10.3 Bestimmung des Korrekturfaktor flr den Phos phateinbau

Bei der Verwendung des radioaktiv markiertgfP-ATP der Firma Hartmann konnte wurde ein
hoher Unterschied beim Phosphateinbau im Vergleichnativen Page festgestellt. In der nativen
PAGE wurde ein deutlich héherer Phosphateinbau dubt als bei radioaktiven Versuchen, was
damit zu erklaren sein konnte, dass ein GroRteil\yéf®-ATP hydrolysiert wurde, und daher ein
Grof3teil der Strahlung vom radioaktiv markiertemomganischem Phosphat stammt. Aus diesem
Grund wurde ein Verfahren entwickelt, mit dessetieHts mdglich ist den tatsachlichen Einbau
von y[3%P] zu ermitteln. Dazu wird die Differenz des Einbaumittels radioaktiver
Phosphorylierung und des Einbaus ermittelt Gber rdidve PAGE bestimmt. Unter gleichen
Bedingungen (5 uM Kinase,1 mM ATP, 30 mM MgCwurde dazu die monomere IGE
zeitabhangig phosphoryliert, einmal tUber nativeGBAausgewertet und einmal mittagfSP-ATP
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uber

SDS-PAGE und Autoradiographie. Der Vergleidefette einen dreifach hoheren

Phosphateinbau mittels nativer PAGE. Dieser Fatiter stimmt mit alten Versuchen, die noch mit

ATP der Firma Perkin Elmer durchgeflihrt wurden,réive Daher der Einbau aller Versuche, die

mit dem ATP von Hartmann durchgefiihrt wurden mindeaktor drei korrigiert. Neuere Versuche,

die wieder mit Perkin Elmer durchgefiihrt wurdentiggen ebenfalls den Faktor 3.

8.2.10.4 Phoshoaminosaure- und Nucleotidanalyse

8.2.10.5 Tryptische Spaltung von Proteinen im SDS-Ge |

Mit Hilfe dieser Methode werden Proteine im SDS-@gptisch verdaut und aus dem Gelstlick

eluiert®, Die so eluierten Peptide kénnen anschlieBend &hesphoaminosaurenanalyse (PASA)

unterzogen werden.

Phosphorylierungsansatz elektrophoretisch auftmen@el trocknen und Autoradiographie
durchfuhren

Banden aus dem Gel ausschneiden, wobei der Autayiagihiefilm als Vorlage dient
Messung der Cherenkov-Strahlung
Gelsticke in 500 ul MQ wassern, Folie entfernen

MQ durch 500 pl Acetonitril ersetzen, 15 min eirkein lassen bis die Gelstiicke eine
milchig-triibe Farbung erlangen

Acetonitril abnehmen, Gelstlicke an der Luft trockiessen

Zugabe von 10 pl Trypsin-Lésung (1 mg Trypsin imlAmmoniumcarbonat-Losung) und
50 pl 50 mM Ammoniumcarbonat-Lésung, 30 min bef 38hutteln

Zugabe von 5 pl Trypsin-Losung und 300 pul Ammoniarbonat-Ldsung,

Bei 35€ schutteln Giber Nacht

Zentrifugation in Tischzentrifuge, Uberstand abnehrmand liber Speed-Vac lyophilisieren
Messung der Cherenkov-Strahlung

300 pl MQ auf das Gelstiick geben, 1h bef 42hitteln

Abzentrifugieren, Uberstand wieder abnehmen, zwstesrn dazugeben und lyophilisieren

Messung der Cherenkov-Strahlung des Lyophilisatedestens 85 % der 1. Messung des
Gelstlicks); Lagerung jetzt bei -20noglich

Saure Hydrolyse mit Lyophilisat durchftihren: Inktiba mit 200 ul (je nach GroRRe des
Rickstandes) 6 N HCI bei 1'f@ir 2 h

Proben ziigig auf Eis abkuhlen und Uber Speed-gakren

2x mit 30 pl MQ waschen und ebenfalls trocknen
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Messung der Cherenkov-Strahlung und Lagerung I0&i -2

8.2.10.6 HPLC-Analyse tryptischer Peptide
(Phosphopeptidkartierung)

Durch tryptische Proteolyse lassen sich aus deopgsmatischen phosphorylierten Domane der
I6slichen Insulinrezeptorkinase IRKD-HIS Phosphdjup generieren, die sich durch HPLC-
Anionenaustausch-Chromatographie voneinander trentessef”. Die Auftrennung des
Phosphopeptid-Gemisches  durch  HPLC-Anionenausta@bobmatographie  (Trennsaule:
Nucleogel SAX1000-8/46, 50 x 4,6 mm) mit einem Atgigen Salzgradient fihrt zur Separation
von 29 Radioaktivitat enthaltenden Fraktionen. Séguenz der darin enthaltenen Phosphopeptide
konnte Al-Hasani durch direkte Edman-Sequenzierangitteln. Somit ist es moglich, jedem
einzelnen Elutionspeak im Chromatogramm die entsmmde Aminosauresequenz und
Phosphorylierungsstelle der IRKD-HIS zuzuordnentr Bergleich dieses Elutionsprofils mit den
korrespondierenden Profilen der IRKD und des aum#&hplazenta gereinigten Insulinrezeptors
zeigte, dass die Autophosphorylierungsreaktioneseti Enzyme in der identischen Besetzung der
Autophosphorylierungsstellen resultfértDas von Al-Hasani standardisierte Protokoll dstau
demnach die Analyse des Phosphorylierungsstatuseeelnen Phosphorylierungsstellen im
Enzym. Fur die Phosphopeptid-Kartierung wurden pbasphorylierungsreaktionen der Hybride
und der Referenzkinasen durchgefihrt. Nach derr@ufiung der Proteine durch SDS-PAGE
wurde das Gel getrocknet, die Proteinbande durd¢bradiographie lokalisiert und ausgeschnitten.
Das Gelstiick wurde durch tryptische Spaltung dui@.2.10.5) und die HPLC-Analyse
durchgefihrt. Die Probe sollte wenigstens 10000 epthalten und ein Volumen von 7QDnicht
Uberschreiten.

Laufpuffer: Puffer A: 20 mM Ammoniumacetat, pH 7,0

Puffer B: 1 M Kaliumphosphat, pH 4,0

«  Tryptisches Eluat mit Puffer A auf 1 ml auffiillendubei 10000 “ g fiir 5 min
zentrifugieren

- S&ule mit 10 ml Puffer A aquilibrieren
Saule mit Probe beladen, FluRrate: 0,5 ml/min

dreistufigen linearen Gradienten anlegen: 0-50 ¥ B20 ml, FluRBrate 0,5 ml/min
¢ 0-10 min: 0 % B, 10-50 min: 10 % B, 50-125 min:%®B

Fraktionen von 0,5 ml sammeln, Radioaktivitat duvtdssung der Cerenkov-Strahlung
ermitteln
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8.2.10.7 Phosphoaminosaureanalyse tber Eindimensiona le
Elektrophorese auf Zellulose 2%

« Lyophilisate werden in MQ aufgenommen, so dass etaa 500 cpm/ul erhalt.

« 0,5 ul (250 cpm) auf DC-Zellulose-Membran auftraged mit 0,4 pl (DNP-Lysin)
Farbstoff versehen. Zudem wird zur Kontrolle defth/annung ein
Phosphoaminosaurestandard (0,5 pl) bestehend agphrityrosin, Phosphoserin und
Phosphothreonin mit aufgetragen.

- Die 1D-Elektrophorese lauft konstant bei 1000 VZ6r30 min. Die Stromstarke sollte
zwischen 8 und 15 mA liegen. Der Laufpuffer ist A&ineisensaure-Eisessigsaure-MQ
Gemisch.

+ Nach dem Ende der Elektrophorese wird die Membriaeimer Ninhydrinldsung bespriht
und anschlieRend im Trockenschrank bei 80°C furitukdn getrocknet. Ninhydrin farbt
Aminoséauren und macht so den Phosphoaminosaurastasidhtbar.

«  Zur Auswertung wird die Membran mindestens Uberhtlaaf eine Detektionsplatte des
Phosphoimagers aufgelegt und anschliel3end analysier

Die Reihenfolge der Auftrennung bei einer 1D-Elegtiorese vom Auftrag ausgegangen:

Peptidgemisch, Phosphotyrosin, Phosphoserin/-timaord freies P

8.2.10.8 Phospho-Imager-Auswertung

Radioaktive Signale auf Membranen, in Gelen oder HBTLC-Platten kdénnen mit einem
Molecular-Imager®-System (BioRad) quantifiziert urdisgewertet werden. Dazu wird eine
Molecular-Imager®-Detektorplatte (BioRad) je nachérBe des Signals einige Minuten bis
Stunden der Strahlungsquelle exponiert. Die radioakStrahlung bewirkt, dass die Molecular-
Imager®-Detektorplatte Photoluminiszenzstrahlungilath deren Starke direkt proportional zu der

Radioaktivitat der Probe ist.

8.2.11 BrCN Verdau von phosphorylierter GST-PTB .15

Bromcyan ist ein Blausaure (HCN) Derivat bei ders Wéasserstoffatom durch Brom ersetzt ist.
Die giftige Wirkung beruht auf den beiden KompomenBrom und Cyanid, die sowohl durch
enzyme-inhibitorische Eigenschaften als Stoffwedfifielals auch toxisch auf Nervenzellen wirken.
In der Biochemie wird es fir die Sequenzierung Rmteinen eingesetzt. Bromcyan spaltet
selektiv C-terminal nach der Aminosaure Methioridas Reaktionsschema ist in Abbildung 8.1

dargestellt.

Durchfuihrung:

- Proteinbande aus dem Gel ausschneiden, zerklaimerwassern

. Gelstucke durch Acetonitril entwassern.
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+  Entwasserte gelstiicke durch 705 Ameisensdure wasche

- Proteinextraktion durch Zugabe von 2,5% BrCN in 7®8teisensaure tber Nacht,
schittelnt bei RT.

- Uberstand abnehmen und in der Speed-Vac lyophiisie
- Gelstlicke in 5% Ammoniakwasser waschen

- 2. Uberstand mit Lyophilisat vereinigen und erriauder Speed-Vac trocknen

Lyophilisat erneut mit 50 pl 5% Ammoniakwasser westund erneut trocknen

BrCN-Spaltung

Joh o fon 0
H = 1] _

—NH—CI:—G— N—CH—LC—NH - I .NH—E—D —H—F‘,H—E—NH -
CH, 8 ¢, R

H = e H *
MNH—L—C—f—CH-—C—nH- —=  NH—C—C=ni—CH—C—NH-
H,G o R H,C o R
\ ) \Dﬁ/ i
[ T —
;'IJ-" H2 . . . I?—CN
1 5—CHN
* | . DHJ

y
— Nh=—C + HN-CH—C—NH -
N R

o
N
CH; Homaosarin-

lacton
-H0 Tl+120

0
=
-NH—C—C
7 "
HC OH

Eti? Homosann
OH

Abbildung 8.1.: Schema der BrCN Spaltung von Peptidemer sauren Bedingungen an Methionin.

AnschlieBend kann die Probe in Tris-Puffer gelosrden und z.B. auf eine Schagger-PAGE
(8.2.9.4) oder Reversed Phase HPLC (8.2.3.7) waitalysiert werden.
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10 Anhang

10.1 Plasmidkarten

~

&

>pAC-G2T-Tev-IGF-RKD-dC*
ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAA
ATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCA
ATCTTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAAC
ATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTC
GAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCG
AAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGAT
GTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCC
ACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCG
ACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCGGAGAATCTTTATTTTCAGGGGGAGCTCGGATCCGCGATGAGA
AAGAGAAATAACAGCAGGCTGGGGAATGGAGTGCTGTATGCCTCTGTGAACCCGGAGTACTTCAGCGCTGCTGATGTGTA
CGTTCCTGATGAGTGGGAGGTGGCTCGGGAGAAGATCACCATGAGCCGGGAACTTGGGCAGGGGTCGTTTGGGATGGTCT
ATGAAGGAGTTGCCAAGGGTGTGGTGAAAGATGAACCTGAAACCAGAGTGGCCATTAAAACAGTGAACGAGGCCGCAAGC
ATGCGTGAGAGGATTGAGTTTCTCAACGAAGCTTCTGTGATGAAGGAGTTCAATTGTCACCATGTGGTGCGATTGCTGGG
TGTGGTGTCCCAAGGCCAGCCAACACTGGTCATCATGGAACTGATGACACGGGGCGATCTCAAAAGTTATCTCCGGTCTC
TGAGGCCAGAAATGGAGAATAATCCAGTCCTAGCACCTCCAAGCCTGAGCAAGATGATTCAGATGGCCGGAGAGATTGCA
GACGGCATGGCATACCTCAACGCCAATAAGTTCGTCCACAGAGACCTTGCTGCCCGGAATTGCATGGTAGCCGAAGATTT
CACAGTCAAAATCGGAGATTTTGGTATGACGCGAGATATCTATGAGACAGACTATTACCGGAAAGGAGGCAAAGGGCTGC
TGCCCGTGCGCTGGATGTCTCCTGAGTCCCTCAAGGATGGAGTCTTCACCACTTACTCGGACGTCTGGTCCTTCGGGGTC
GTCCTCTGGGAGATCGCCACACTGGCCGAGCAGCCCTACCAGGGCTTGTCCAACGAGCAAGTCCTTCGCTTCGTCATGGA
GGGCGGCCTTCTGGACAAGCCAGACAACTGTCCTGACATGCTGTTTGAACTGATGCGCATGTGCTGGCAGTATAACCCCA
AGATGAGGCCTTCCTTCCTGGAGATCATCAGCAGCATCAAAGAGGAGATGGAGCCTGGCTTCCGGGAGGTCTCCTTCTAC
TACAGCGAGGAGAACAAGTGACC

Abbildung 10.1.:Plasmidkarte und Nukleotidsequenz als FASTA-Fitekibelierenden Bereiches von
GST-TS-IGke aus dem Vektor pAc-G2T-TS-IGF-dC

>pAC-G2T-Tev-IG-RKD-dC (Y950-F)*
ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTC GGAATATCTTGAAGAAAA
ATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCA
ATCTTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAAC
ATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTC
GAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCG
AAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGAT
GTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCC
ACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCG
ACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCGGAGAATCTTTA CAGGGGGAGCTCGGATCCGCGATGAGA
AAGAGAAATAACAGCAGGCTGGGGAATGGAGTGCTGTATGCCTCTGTGAACCCGGAATTCTTCAGCGCTGCTGATGTGTA
CGTTCCTGATGAGTGGGAGGTGGCTCGGGAGAAGATCACCATGAGCCGGGAACTTGGGCAGGGGTCGTTTGGGATGGTCT
ATGAAGGAGTTGCCAAGGGTGTGGTGAAAGATGAACCTGAAACCAGAGTGGCCATTAAAACAGTGAACGAGGCCGCAAGC
ATGCGTGAGAGGATTGAGTTTCTCAACGAAGCTTCTGTGATGAAGGAGTTCAATTGTCACCATGTGGTGCGATTGCTGGG
TGTGGTGTCCCAAGGCCAGCCAACACTGGTCATCATGGAACTGATGACACGGGGCGATCTCAAAAGTTATCTCCGGTCTC
TGAGGCCAGAAATGGAGAATAATCCAGTCCTAGCACCTCCAAGCCTGAGCAAGATGATTCAGATGGCCGGAGAGATTGCA
GACGGCATGGCATACCTCAACGCCAATAAGTTCGTCCACAGAGACCTTGCTGCCCGGAATTGCATGGTAGCCGAAGATTT
CACAGTCAAAATCGGAGATTTTGGTATGACGCGAGATATCTATGAGACAGACTATTACCGGAAAGGAGGCAAAGGGCTGC
TGCCCGTGCGCTGGATGTCTCCTGAGTCCCTCAAGGATGGAGTCTTCACCACTTACTCGGACGTCTGGTCCTTCGGGGTC
GTCCTCTGGGAGATCGCCACACTGGCCGAGCAGCCCTACCAGGGCTTGTCCAACGAGCAAGTCCTTCGCTTCGTCATGGA
GGGCGGCCTTCTGGACAAGCCAGACAACTGTCCTGACATGCTGTTTGAACTGATGCGCATGTGCTGGCAGTATAACCCCA
AGATGAGGCCTTCCTTCCTGGAGATCATCAGCAGCATCAAAGAGGAGATGGAGCCTGGCTTCCGGGAGGTCTCCTTCTAC
TACAGCGAGGAGAACAAGTGAC

Abbildung 10.2.:Plasmidkarte und Nukleotidsequenz als FASTA-Fitekdelierenden Bereiches von
GST-TS-IGkc preaus dem Vektor pAc-G2T-TS-IGF-dC-Y950F
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>pCis2_IRS-1**
ATGGCGAGCCCTCCGGAGAGCGATGGCTTCTCGGACGTGCGCAAGGTGGGCTACCTGCGCAAACCCAAGAGCATGCACAA
ACGCTTCTTCGTACTGCGCGCGGCCAGCGAGGCTGGGGGCCCGGCGCGCCTCGAGTACTACGAGAACGAGAAGAAGTGGC
GGCACAAGTCGAGCGCCCCCAAACGCTCGATCCCCCTTGAGAGCTGCTTCAACATCAACAAGCGGGCTGACTCCAAGAAC
AAGCACCTGGTGGCTCTCTACACCCGGGACGAGCACTTTGCCATCGCGGCGGACAGCGAGGCCGAGCAAGACAGCTGGTA
CCAGGCTCTCCTACAGCTGCACAACCGTGCTAAGGGCCACCACGACGGAGCTGCGGCCCTCGGGGCGGGAGGTGGTGGGG
GCAGCTGCAGCGGCAGCTCCGGCCTTGGTGAGGCTGGGGAGGACTTGAGCTACGGTGACGTGCCCCCAGGACCCGCATTC
AAAGAGGTCTGGCAAGTGATCCTGAAGCCCAAGGGCCTGGGTCAGACAAAGAACCTGATTGGTATCTACCGCCTTTGCCT
GACCAGCAAGACCATCAGCTTCGTGAAGCTGAACTCGGAGGCAGCGGCCGTGGTGCTGCAGCTGATGAACATCAGGCGCT
GTGGCCACTCGGAAAACTTCTTCTTCATCGAGGTGGGCCGTTCTGCCGTGACGGGGCCCGGGGAGTTCTGGATGCAGGTG
GATGACTCTGTGGTGGCCCAGAACATGCACGAGACCATCCTGGAGGCCATGCGGGCCATGAGTGATGAGTTCCGCCCTCG
CAGCAAGAGCCAGTCCTCGTCCAACTGCTCTAACCCCATCAGCGTCCCCCTGCGCCGGCACCATCTCAACAATCCCCCGC
CCAGCCAGGTGGGGCTGACCCGCCGATCACGCACTGAGAGCATCACCGCCACCTCCCCGGCCAGCATGGTGGGCGGGAAG
CCAGGCTCCTTCCGTGTCCGCGCCTCCAGTGACGGCGAAGGCACCATGTCCCGCCCAGCCTCGGTGGACGGCAGCCCTGT
GAGTCCCAGCACCAACAGAACCCACGCCCACCGGCATCGGGGCAGCGCCCGGCTGCACCCCCCGCTCAACCACAGCCGCT
CCATCCCCATGCCGGCTTCCCGCTGCTCGCCTTCGGCCACCAGCCCGGTCAGTCTGTCGTCCAGTAGCACCAGTGGCCAT
GGCTCCACCTCGGATTGTCTCTTCCCACGGCGATCTAGTGCTTCGGTGTCTGGTTCCCCCAGCGATGGCGGTTTCATCTC
CTCGGATGAGTATGGCTCCAGTCCCTGCGATTTCCGGAGTTCCTTCCGCAGTGTCACTCCGGATTCCCTGGGCCACACCC
CACCAGCCCGCGGTGAGGAGGAGCTAAGCAACTATATCTGCATGGGTGGCAAGGGGCCCTCCACCCTGACCGCCCCCAAC
GGTCACTACA GTCTCGGGGTGGCAATGGCCACCGCTGCACCCCAGGAACAGGCTTGGGCACGAGTCCAGCCTTGGC
TGGGGATGAAGCAGCCAGTGCTGCAGATCTGGATAATCGGTTCCGAAAGAGAACTCACTCGGCAGGCACATCCCCTACCA
TTACCCACCAGAAGACCCCGTCCCAGTCCTCAGTGGCTTCCATTGAGGAGTACACAGAGATGATGCCTGCCTACCCACCA
GGAGGTGGCAGTGGAGGCCGACTGCCGGGACACAGGCACTCCGCCTTCGTGCCCACCCGCTCCTACCCAGAGGAGGGTCT
GGAAATGCACCCCTTGGAGCGTCGGGGGGGGCACCACCGCCCAGACAGCTCCACCCTCCACACGGATGATGGCTACATGC
CCATGTCCCCAGGGGTGGCCCCAGTGCCCAGTGGCCGAAAGGGCAGTGGAGACTATATGCCCATGAGCCCCAAGAGCGTA
TCTGCCCCACAGCAGATCATCAATCCCATCAGACGCCATCCCCAGAGAGTGGACCCCAATGGCTACATGATGATGTCCCC
CAGCGGTGGCTGCTCTCCTGACATTGGAGGTGGCCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACGCCGTCCCTTCCGGGACCA
GCTATGGAAAGCTGTGGACAAACGGGGTAGGGGGCCACCACTCTCATGTCTTGCCTCACCCCAAACCCCCAGTGGAGAGC
AGCGGTGGTAAGCTCTTACCTTGCACAGGTGACTACATGAACATGTCACCAGTGGGGGACTCCAACACCAGCAGCCCCTC
CGACTGCTACTACGGCCCTGAGGACCCCCAGCACAAGCCAGTCCTCTCCTACTACTCATTGCCAAGATCCTTTAAGCACA
CCCAGCGCCCCGGGGAGCCGGAGGAGGGTGCCCGGCATCAGCACCTCCGCCTTTCCACTAGCTCTGGTCGCCTTCTCTAT
GCTGCAACAGCAGATGATTCTTCCTCTTCCACCAGCAGCGACAGCCTGGGTGGGGGATACTGCGGGGCTAGGCTGGAGCC
CAGCCTTCCACATCCCCACCATCAGGTTCTGCAGCCCCATCTGCCTCGAAAGGTGGACACAGCTGCTCAGACCAATAGCC
GCCTGGCCCGGCCCACGAGGCTGTCCCTGGGGGATCCCAAGGCCAGCACCTTACCTCGGGCCCGAGAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCCCTTGCTGCACCCTCCAGAGCCCAAGAGCCCGGGGGAATATGTCAATATTGAATTTGGGAGTGATCAGTCTGG
CTACTTGTCTGGCCCGGTGGCTTTCCACAGCTCACCTTCTGTCAGGTGTCCATCCCAGCTCCAGCCAGCTCCCAGAGAGG
AAGAGACTGGCACTGAGGAGTACATGAAGATGGACCTGGGGCCGGGCCGGAGGGCAGCCTGGCAGGAGAGCACTGGGGTC
GAGATGGGCAGACTGGGCCCTGCACCTCCCGGGGCTGCTAGCATTTGCAGGCCTACCCGGGCAGTGCCCAGCAGCCGGGG
TGACTACATGACCATGCAGATGAGTTGTCCCCGTCAGAGCTACGTGGACACCTCGCCAGCTGCCCCTGTAAGCTATGCTG
ACATGCGAACAGGCATTGCTGCAGAGGAGGTGAGCCTGCCCAGGGCCACCATGGCTGCTGCCTCCTCATCCTCAGCAGCC
TCTGCTTCCCCGACTGGGCCTCAAGGGGCAGCAGAGCTGGCTGCCCACTCGTCCCTGCTGGGGGGCCCACAAGGACCTGG

Abbildung 10.3.:Plasmidkarte und Nukleotidsequenz als FASTA-Filekddgrenden Bereiches von
pCis2-IRS-1

>IRS-1-PTB / pGEX-3X**
ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAA
ATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCA
, ATCTTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAAC
’ ATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTC
GAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGA’ CTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCG
AAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGAT
GTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCC
- ACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCG
- ACCATCCTCCAAAATCGGATCTGATCGAAGGTCGTGGGATCCCCGCATTCAAAGAGGTCTGGCAAGTGATCCTGAAGCCC
AAGGGCCTGGGTCAGACAAAGAACCTGATTGGTATCTACCGCCTTTGCCTGACCAGCAAGACCATCAGCTTCGTGAAGCT
GAACTCGGAGGCAGCGGCCGTGGTGCTGCAGCTGATGAACATCAGGCGCTGTGGCCACTCGGAAAACTTCTTCTTCATCG
4 AGGTGGGCCGTTCTGCCGTGACGGGGCCCGGGGAGTTCTGGATGCAGGTGGATGACTCTGTGGTGGCCCAGAACATGCAC
GAGACCATCCTGGAGGCCATGCGGGCCATGAGTGATGAGTTCCGCCCTCGCAGCAAGAGCCAGTCCTCGTCCAACTAGAA
TTCATC

Abbildung 10.4.:Plasmidkarte und Nukleotidsequenz als FASTA-Filekddgrenden Bereiches von
GST-PTBys aus dem Vektor pGex-3X-IRS-1-PTB275

159



Anhang

>pAC-G2T-TEV-IRS1*
ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAA
ATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCA
ATCTTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAAC
ATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTC
GAGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGTTCG
AAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGAT
GTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCC
ACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCG
ACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCGGAGAATCTTTA CAGGGGGAGCTCATGCCCGCATTCAAA
GAGGTCTGGCAAGTGATCCTGAAGCCCAAGGGCCTGGGTCAGACAAAGAACCTGATTGGTATCTACCGCCTTTGCCTGAC
CAGCAAGACCATCAGCTTCGTGAAGCTGAACTCGGAGGCAGCGGCCGTGGTGCTGCAGCTGATGAACATCAGGCGCTGTG
GCCACTCGGAAAACTTCTTCTTCATCGAGGTGGGCCGTTCTGCCGTGACGGGGCCCGGGGAGTTCTGGATGCAGGTGGAT
GACTCTGTGGTGGCCCAGAACATGCACGAGACCATCCTGGAGGCCATGCGGGCCATGAGTGATGAGTTCCGCCCTCGCAG
CAAGAGCCAGTCCTCGTCCAACTGCTCTAACCCCATCAGCGTCCCCCTGCGCCGGCACCATCTCAACAATCCCCCGCCCA
GCCAGGTGGGGCTGACCCGCCGATCACGCACTGAGAGCATCACCGCCACCTCCCCGGCCAGCATGGTGGGCGGGAAGCCA
GGCTCCTTCCGTGTCCGCGCCTCCAGTGACGGCGAAGGCACCATGTCCCGCCCAGCCTCGGTGGACGGCAGCCCTGTGAG
TCCCAGCACCAACAGAACCCACGCCCACCGGCATCGGGGCAGCGCCCGGCTGCACCCCCCGCTCAACCACAGCCGCTCCA
TCCCCATGCCGGCTTCCCGCTGCTCGCCTTCGGCCACCAGCCCGGTCAGTCTGTCGTCCAGTAGCACCAGTGGCCATGGC
TCCACCTCGGATTGTCTCTTCCCACGGCGATCTAGTGCTTCGGTGTCTGGTTCCCCCAGCGATGGCGGTTTCATCTCCTC
GGATGAGTATGGCTCCAGTCCCTGCGATTTCCGGAGTTCCTTCCGCAGTGTCACTCCGGATTCCCTGGGCCACACCCCAC
CAGCCCGCGGTGAGGAGGAGCTAAGCAACTATATCTGCATGGGTGGCAAGGGGCCCTCCACCCTGACCGCCCCCAACGGT
CACTACATTTTGTCTCGGGGTGGCAATGGCCACCGCTGCACCCCAGGAACAGGCTTGGGCACGAGTCCAGCCTTGGCTGG
GGATGAAGCAGCCAGTGCTGCAGATCTGGATAATCGGTTCCGAAAGAGAACTCACTCGGCAGGCACATCCCCTACCATTA
CCCACCAGAAGACCCCGTCCCAGTCCTCAGTGGCTTCCATTGAGGAGTACACAGAGATGATGCCTGCCTACCCACCAGGA
GGTGGCAGTGGAGGCCGACTGCCGGGACACAGGCACTCCGCCTTCGTGCCCACCCGCTCCTACCCAGAGGAGGGTCTGGA
AATGCACCCCTTGGAGCGTCGGGGGGGGCACCACCGCCCAGACAGCTCCACCCTCCACACGGATGATGGCTACATGCCCA
TGTCCCCAGGGGTGGCCCCAGTGCCCAGTGGCCGAAAGGGCAGTGGAGACTATATGCCCATGAGCCCCAAGAGCGTATCT
GCCCCACAGCAGATCATCAATCCCATCAGACGCCATCCCCAGAGAGTGGACCCCAATGGCTACATGATGATGTCCCCCAG
CGGTGGCTGCTCTCCTGACATTGGAGGTGGCCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACGCCGTCCCTTCCGGGACCAGCT
ATGGAAAGCTGTGGACAAACGGGGTAGGGGGCCACCACTCTCATGTCTTGCCTCACCCCAAACCCCCAGTGGAGAGCAGC
GGTGGTAAGCTCTTACCTTGCACAGGTGACTACATGAACATGTCACCAGTGGGGGACTCCAACACCAGCAGCCCCTCCGA
CTGCTACTACGGCCCTGAGGACCCCCAGCACAAGCCAGTCCTCTCCTACTACTCATTGCCAAGATCCTTTAAGCACACCC
AGCGCCCCGGGGAGCCGGAGGAGGGTGCCCGGCATCAGCACCTCCGCCTTTCCACTAGCTCTGGTCGCCTTCTCTATGCT
GCAACAGCAGATGATTCTTCCTCTTCCACCAGCAGCGACAGCCTGGGTGGGGGATACTGCGGGGCTAGGCTGGAGCCCAG
CCTTCCACATCCCCACCATCAGGTTCTGCAGCCCCATCTGCCTCGAAAGGTGGACACAGCTGCTCAGACCAATAGCCGCC
TGGCCCGGCCCACGAGGCTGTCCCTGGGGGATCCCAAGGCCAGCACCTTACCTCGGGCCCGAGAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCCCTTGCTGCACCCTCCAGAGCCCAAGAGCCCGGGGGAATATGTCAATATTGAATTTGGGAGTGATCAGTCTGGCTA
CTTGTCTGGCCCGGTGGCTTTCCACAGCTCACCTTCTGTCAGGTGTCCATCCCAGCTCCAGCCAGCTCCCAGAGAGGAAG
AGACTGGCACTGAGGAGTACATGAAGATGGACCTGGGGCCGGGCCGGAGGGCAGCCTGGCAGGAGAGCACTGGGGTCGAG
ATGGGCAGACTGGGCCCTGCACCTCCCGGGGCTGCTAGCATTTGCAGGCCTACCCGGGCAGTGCCCAGCAGCCGGGGTGA
CTACATGACCATGCAGATGAGTTGTCCCCGTCAGAGCTACGTGGACACCTCGCCAGCTGCCCCTGTAAGCTATGCTGACA
TGCGAACAGGCATTGCTGCAGAGGAGGTGAGCCTGCCCAGGGCCACCATGGCTGCTGCCTCCTCATCCTCAGCAGCCTCT
GCTTCCCCGACTGGGCCTCAAGGGGCAGCAGAGCTGGCTGCCCACTCGTCCCTGCTGGGGGGCCCACAAGGACCTGGGGG
CATGAGCGCCTTCACCCGGGTGAACCTCAGTCCTAACCGCAACCAGAGTGCCAAAGTGATCCGTGCAGACCCACAAGGGT
GCCGGCGGAGGCATAGCTCCGAGACTTTCTCCTCAACACCCAGTGCCACCCGGGTGGGCAACACAGTGCCCTTTGGAGCG
GGGGCAGCAGTAGGGGGCGGTGGCGGTAGCAGCAGCAGCAGCGAGGATGTGAAACGCCACAGCTCTGCTTCCTTTGAGAA
TGTGTGGCTGAGGCCTGGGGAGCTTGGGGGAGCCCCCAAGGAGCCAGCCAAACTGTGTGGGGCTGCTGGGGGTTTGGAGA
ATGGTCTTAACTACATAGACCTGGATTTGGTCAAGGACTTCAAACAGTGCCCTCAGGAGTGCACCCCTGAACCGCAGCCT
CCCCCACCCCCACCCCCTCATCAACCCCTGGGCAGCGGTGAGAGCAGCTCCACCCGCCGCTCAAGTGAGGATTTAAGCGC
CTATGCCAGCATCAGTTTCCAGAAGCAGCCAGAGGACCGTCAGTAGAATT

Abbildung 10.5.:Plasmidkarte und Nukleotidsequenz als FASTA-Fitekdelierenden Bereiches von
GST-TS-IRS-1 aus dem Vektor pAc-G2T-TS-IRS-1

z>pET-21a(+) -mod-Nt-His ~TS-rCys *
ATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG
AGATATACATAATGCACCATCATCACCATCATCATATGGATATCCTCGAGGGATCGGAGAATCTTTATTTTCAGGGGGGA
TCCGAGCTCCGGAATTCCCATTGTCAAAGAGAATGATAATTCTTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC
TAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAAC
GGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTG

Abbildung 10.6.:Plasmidkarte und Nukleotidsequenz als FASTA-Fitekdenierungsbereiches von

pet-NTHis-Tyrtide-TS-CTCys
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10.2 Reinigungsdokumentationen

A) B) Fraktionen
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Abbildung 10.7.: Reinigungsdokumentation der IRKD

Die Kinase durch eine Kombination aus Anionenaustharchromatographie (A) und
Gelfiltrationschromatographie (B) direkt aus Sfol&e bis zu einem Reinheitsgrad von 90% gereinigt.
Peak #3 entspricht der Kinase die weiter aufgereinigrde. Als Insert ist die SDS-PAGE der Fraktionen
nach Gelchromatographie gezeigt. Die Kinase befisadt im zweiten Peak der Gelchromatographie

(blau= Absorbtion bei 280nm; rot= Leitfahigkeit jmS/cnd])
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Abbildung 10.8.: Reinigungsdokumentation der GST-TGHxc.

Nach GSH-Affinitatschromatographie wurde die Kinaseel eine Kombination aus
Anionenaustauscherchromatographie (A) und Gelfilbrsschromatographie (B) bis zu einem Reinheitsgrad
von Uber 99% gereinigt. Peak #3 entspricht der Kandie weiter aufgereinigt wurde. Als Insert ist 8[@S-
PAGE der Fraktionen nach Gelchromatographie gezéigtier ersten Spur ist zum Vergleich die Kinase
nach GSH-Reinigung aufgetragen (blau= Absorbtion289nm; rot= Leitfahigkeit in [mS/cf)
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Abbildung 10.9.: Reinigungsdokumentation des HylsiGST-IRKD-IRS-%3s.

Das Hybrid besteht aus einer GST-IRKD-Untereinf@tkDa) und einer GST-TS-IR&zlUntereinheit
(116kDa). Das Hybrid wurde durch eine Kombinatiars & SH-Affinitdtschromatographie mit
anschlieBender lonentauscherchromatographie auiigigte A) SDS-Reiningungsdokumentation der GSH-
Aufreinigung (L:Lysat; D:Durchfluss, W1:Waschschnitit 1m NaCl; W2:Waschschritt mit 1xPBS; E:
Eluat, M:Marker). B+C) Diagramm der ResusQ-Anionesstauscher-Chromatographie (C:Detailansicht).
D: SDS-PAGE zur Dokumentation der Anionenaustausbl@matographie (M:Marker;54-67: Fraktionen
der FPLC)
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Abbildung 10.10.:Reinigungsdokumentation der TEV-Spaltung von GSIGFs.
1: Ansatz vor dem Verdau; 2: monomere TSaBlach GSH-Reinigung und Ni-NTA-Reinigung
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Abbildung 10.11..Reinigungsdokumentation von GST-R£B

Das Protein GST-PTRwurde Uber GSH-Affinitdtschromatographie aus E.gelieinigt. L:Lysat;
D:Durchfluss; W:Waschschritt mit 1M NaCl E:Eluat; Marker
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Abbildung 10.12.: Reinigungsdokumentation von GST-B::
M:Marker; L:Lysat; D:Durchfluss; W1:Waschschritt BBS; E:Eluat
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Abbildung 10.13.: Reinigungsdokumentation v@BST-PTBs7sa.
M:Marker; L:Lysat; D:Durchfluss; E:Eluat
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Abbildung 10.14.Reinigungsdokumentation von GST-14y3-3

M:Marker; L:Lysat; D:Durchfluss; W1:Waschschritt BBS; W2:Waschschritt 1M NaCl; W3:Waschschritt
1xPBS; E:Eluat

Abbildung 10.15.:Reinigungsdokumentation von GST-B#B

L:Lysat; D:Durchfluss; W1:Waschschritt mit 1xPBS;Waschschritt mit 1M NaCl; W3: Waschschritt mit
1xPBS; M:Marker; E:Eluat
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Abbildung 10.16.:Reinigungsdokumentation von GST-KaF

Der in E.coli exprimierte GST-IGF wurde Uber GSH-Affinitdtschromatographie aufgemgtini_: Lysat;
D:Durchfluss; W1: Waschschritt mit 1xPBS; W2: Wasttitt mit 1m NaCl; M: Marker; E: Eluat
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Abbildung 10.17.:Reinigungsdokumentation v@ST-PT B4
M:Marker; L:Lysat; D:Durchfluss; E:Eluat
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18,4

14,4

Abbildung 10.18.:Reinigungsdokumentation von His-Tyrtide-SPeptidsrCy
L:Lysat; D:Durchfluss; W:Waschschritt; E1+E2:Elud¥j:Marker

L D W E [M] MIkpal

Abbildung 10.19.:Reinigungsdokumentation von His-Bd&ESPeptid-rCys
M:Marker; L:Lysat; D:Durchfluss; W:Waschschritt; Eluat
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10.3 Phosphorylierungsreaktionen

WT SBBA S70A S72A S73A ST4A

GST-TS-IGFAC k i |
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Abbildung 10.20.: Dokumentation des ersten Ala-Sedsiehe Kapitel 5.4.3)

Coomassie gefarbte SDS-PAGE und Phospho-Imagegigtasind in der Oberen Reihe die SDS-PAGE mit
jeweils gleicher Kinasekonzentration und jeweili§eibstrat-Konzentration. In der unteren Reihe ist di
Auswertung des Imagers gezeigt.
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Abbildung 10.21.: 1D PASA des ersten Alanin-Scan®l® Kapitel 5.4.3) aller PTB-Mutanten nach
30 min.

Es ist zu sehen, dass alle Mutanten durch die GBTGF.c Uberwiegend an Serin phosphoryliert werden.

Die Mutanten GST-PTd&a.und GST-PTR.azeigen sogar eine stéarkere Serinphosphorylieruaglie
Wildtyp-PTB
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WT S68 S70 S72 S73 S74

pH 1,9

Start

Abbildung 10.22.: 1D PASA des zweiten Alanin-Scans.

Es wurden alle Serine des Serinclusters der PTBlanin substituiert. Immer ein Serin blieb von dies
Substitution unbetroffen. Es ist zu sehen, dassRIB-Varianten starke Serinphosphorylierung zeigen
den Mutanten S73 und S74 konnte keine Tyrosinpbodjgtung mehr nachgewiesen werden.
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Kinase Mutante

Abbildung 10.23.: A) Zeitabhangige Autophosphorylierg von verschiedenen Activation-Loop-
Mutanten.

Die Kinasen unterscheiden sich kaum in ihrem Autsphorylierungsverhalten. B) Anteil an
Phosphotyrosin und Phosphoserin nach 30min in deijigen Kinase Mutanten. Die Kinase Y1151F ist
am geringsten an Serinresten phosphoryliert
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Abbildung 10.24.: Vergleich der Initialgeschwindigken von GST-TS-IGEc (griin) und GST-TS-IGFEc
pre (rot) flr steigende Konzentrationen von GST-1GEa

Beide Kinasen phosphorylieren das Substrat bei @messenen Konzentrationen in vergleichbarer Adt un
weise. Maximal kénnen 2 mol/mol/min Ubertragen eerd
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