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Zusammenfassung
1 Zusammenfassung

Dimerisierung fiihrt bei Rezeptortyrosinkinasen (RTK) zur Aktivierung der Kinaseaktivitét,
die sich in der Autophosphorylierung der Dimere niederschldgt. Nach gingiger Meinung
(Schlessinger et al. 1988/1989; Lammers et al. 1990; Ullrich et al. 1990) erfolgt die
Phosphorylierung der Dimere in trans, d.h. die Untereinheiten phosphorylieren sich
gegenseitig. Demnach sind Dimerisierung und trans-Autophosphorylierung unentbehrlich fiir
den Aktivierungsprozess. Eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung des Insulinrezeptors
(IR) wird den Tyrosinpositionen der Aktivierungsschleife (Y1146, Y1150 und Y1151)
zugesprochen (White et al.,. 1988). Des weiteren phosphoryliert die Insulinrezeptorkinase
rezeptoreigene und im Substrat befindliche Serinreste und ist somit eine Kinase mit dualer

Spezifitit.

In zahlreichen Mutationsanalysen wurde die Rolle der einzelnen Tyrosine fiir den
Aktivierungsprozess des IRs und fiir die Signaltransduktion kontrovers diskutiert ( Tavare et
al. 1991; Wilden et al. 1992; Zhang et al. 1991; Dickens und Tavare 1992). Jedoch ergab sich
in in vivo- und in vitro- Untersuchungen kein eindeutiges Bild {iber die Bedeutung der
einzelnen Tyrosinphosphorylierungsstellen. Dies kann an den unterschiedlichen Methoden
liegen, die einen Vergleich der verschiedenen Ergebnisse erschweren. Allen Arbeiten ist
gemeinsam, dass sich die Substitution aller drei Phosphorylierungsstellen in einer deutlichen

Reduktion der Kinaseaktivitit duBert (Wilden ef al. 1992).

Nicht nur die Bedeutung der Phosphorylierungsstellen, sondern auch die Reihenfolge ihrer
Besetzung ist umstritten. Die Meinungen reichen von einer zufélligen Besetzung (Tavare und
Dickens 1991) bis hin zu einem geordneten Besetzungsmuster (Dickens und Tavare 1992;

Wei et al. 1995), wobei zwischen zwei moglichen Reihenfolgen unterschieden wird.

Um ein homogenes Reaktionsfeld zur Analyse der zugrunde liegenden Mechanismen zu
schaffen, wurden in dieser Arbeit unterschiedliche mutierte Homo-und Heterodimere
Kinasekonstrukte des Insulinrezeptors generiert. Alle hergestellten Konstrukte wurden als
GST-Fusionsproteine in den Sf9-Zellen exprimiert und affinititschromotographisch gereinigt
und in ihrer Aktivitit in Auto- und Substratphosphorylierung charakterisiert. Die

Untersuchung der verwendeten Kinase-Mutanten fiihrte zu folgenden Ergebnissen:
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In  Autophosphorylierungsreaktionen wiesen alle mononemeren, homo- und
heterodimeren Kinasekonstrukte katalytische Aktivitdt auf. Folgende Tendenz konnte
verzeichnet werden: WT=Y1151F=Y1146F>Y1150F. Keine der Mutationen in den
potentiellen Phosphorylierungsstellen fiihrte demnach zu einer Knockout-Mutante.

Ein Vergleich der Hybride mit den zugehdrigen homodimeren Referenzkinasen zeigte
eine vergleichbare Aktivitit der aktiven Untereinheiten im Hybrid und im

Homodimer.

Die Phosphopeptidkartierung der C-terminal verkiirzten Kinasemutanten zeigt die

Besetzung aller Tyrosine der Aktivierungsschleife, vergleichbar mit den Hybriden.

Es wurden deutliche Unterschiede im Verhalten der einzelnen Mutanten in der Auto-
und Substratphosphorylierung verzeichnet. Die  Aktivitit in der
Substratphosphorylierung nahm in der Reihenfolge WT>Y1146F>Y1150F>Y1151F
ab. Die Besetzung der Position Y1151 spielt offenbar eine untergeordnete Rolle fiir
die Autophosphorylierung, scheint jedoch fiir die Substratphosphorylierung bedeutend

Zu sein.

Alle Kinasekonstrukte mit den Mutationen Y1150F und Y1151F haben die Fahigkeit

zur dualen Phosphorylierung weitgehend verloren.
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1.1 Abstract

Dimerisation of receptor tyrosine kinases induces their activation, resulting in the
autophosphorylation of the dimers. Current theory (Schlessinger et al. 1988/ 1989; Lammers
et al. 1990; Ullrich et al. 1990) has it that this autophosphorylation acts in trans, that is, the
subunits  phosphorylate each other. Therefore, both dimerisation and trans-
autophosphorylation are essential for the activation process. For the activation of the insulin
receptor (IR), tyrosine residues located in the activation loop (Y1146, Y1150, and Y1151) are
considered to play a key role (White et al., 1988). Furthermore, insulin receptor kinase
phosphorylates serine residues in both the receptor itself and its substrates, revealing it to be a

kinase with dual specificity.

The roles of the individual tyrosine residues for both IR activation and signal transduction has
been discussed controversially, using numerous mutation analyses (Tavare et al. 1991;
Wilden et al. 1992; Zhang et al. 1991; Dickens and Tavare 1992). However, neither in vivo
nor in vitro studies yielded conclusive results as to the importance of the individual tyrosine
phosphorylation sites. This could be due to the range of different methods employed, which
makes comparison of results a challenge. All studies agree on the substitution of all three

tyrosine phosphorylation sites leading to a significant reduction in kinase activity.

Not only the importance of the three phosphorylation sites, but also the order of their
phosphorylation is subject to debate. Opinions range from random phosphorylation (Tavare
and Dickens 1991) to an ordered pattern (Dickens and Tavare 1992; Wei et al. 1995),

whereby two distinct orders are distinguished.

To generate a homogenous reaction basis for the analysis of the underlying mechanisms,
several mutants of homo- and heterodimeric kinase constructs of the insulin receptor were
created during this study. All constructs were expressed as GST fusion proteins in Sf9 cells,
purified via affinity chromatography, and characterized for their activity in auto- and substrate

phosphorylation. Analysis of these kinase mutants led to the following results:

+ During autophosphorylation, all monomeric, homodimeric, and heterodimeric kinase

constructs displayed catalytic activity. The following tendency could be observed:
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WT=Y1151F=Y1146F>Y1150F. Therefore, none of the mutations in potential

phosphorylation sites resulted in a knock-out mutant.

o A comparison of the hybrids with the respective homodimeric reference kinase

showed a comparable activity of the active subunit in both hybrid and homodimer.

+ Phospho-peptide mapping of the C-terminally shortened kinase mutants revealed

phosphorylation of all tyrosine sites in the activation loop comparable to the hybrids.

+ A ssignificant differences were observed between the results of the auto- and substrate
phosphorylation. Substrate phosphorylation activity decreased in the order of
WT>Y1146F>Y1150F>Y1151F. Apparently, position Y1151 plays only a subordinate
role for autophosphorylation, but has a substantive role during substrate

phosphorylation.

+ All kinase constructs with the mutations Y1150F and Y1151F have the ability to dual

phosphorylation largely lost.

The mutation analysis of the activation loop shows that the activity of the insulin receptor is

determined by an interaction involving all three phosphorylation sites of the activation loop.
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2 Einleitung

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) sind transmembrane Glykoproteine, die intrazelluldre
Signalproteine an spezifischen Tyrosinresten phosphorylieren. Sie gehoren zu der Gruppe der
Proteinkinasen (PKs). PKs nehmen eine Schliisselfunktion in vielen Prozessen wie
Zellwachstum, Differenzierung, Stoffwechsel, Proliferation, Motilitit und Uberleben von
Zellen ein (Hubbard, Miller 2007). Bei der Phosphorylierung durch Kinasen (2% der Gene
des humanen Genoms codieren fiir Kinasen) handelt es sich um die héufigste
posttranslationale Modifikation von Proteinen (Rubin ef al. 2000). Sie katalysieren als
Phosphoryltransferasen ~ den  reversiblen  Transfer des y-  Phosphates eines
Nucleosidtriphosphates, in den meisten Fillen Adenosintriphosphat (ATP), auf eine
Hydroxylgruppe eines Donorproteins. Etwa ein Drittel aller eukaryotischen Proteine
unterliegen der reversiblen Autophosphorylierung, die durch ca. 600 verschiedene
Proteinkinasen katalysiert wird (Salton 2005). Diese Tatsache unterstreicht die Bedeutung der
Phosphorylierung in  der Regulation der Signalweiterleitung.  Unkontrollierte
Phosphorylierung gilt als mogliche Ursache fiir Immunerkrankungen, Diabetes mellitus oder

Krebs (Cohen 2002).

2.1 Rezeptortyrosinkinasen und deren Topologie

RTKSs stellen neben den Serin-/Threoninkinasen die grofite Enzymfamilie der Proteinkinasen
dar. Im menschlichen Genom sind 58 verschiedene RTKs bekannt, bei denen die wichtigsten
Mitglieder zu den folgenden RTK-Familien gehdren (Hubbard ef al. 2007): die EGFR-
Familie (epidermal growth factor receptor), die PDGFR-Familie (platelet-derived growth
factor receptor), die FGFR-Familie (fibroblast growth factor receptor), die NGFR-Familie

(nerve growth factor receptor) und die IR-Familie (insulin receptor).

Die meisten RTKs bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette und liegen in der
Abwesenheit von Ligand in monomerer Form in der Zellmembran vor (z.B. EGFR). Nur die
Mitglieder der IR-Familie (IR und IGFR) existieren dagegen bereits vor Ligandenbindung als

kovalente Dimere. Der strukturelle Aufbau dieser Rezeptoren ist sehr dhnlich (Manning ef al.
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2002). Die Hormonbindende extrazelluldire Doméne zeugt von einer groflen Variabilitdt im
Aufbau, was die Sperzifitit der Ligandenbindung gewahrleistet. Extrazellulirer und
intrazelluldrer Bereich werden durch das o-helicale Transmembransegment miteinander
verbunden. Der intrazelluldre, zytoplasmatische Bereich wird in eine Juxtamembrandoméne,
eine hoch konservierte Kinasedomdne und eine C-terminale Doméne unterteilt.
Juxtamembran- und C-terminale Doméne, welche die groBte Variabilitdt im Vergleich mit der

Kinasedoméne aufweisen, tragen zur Spezifitit fiir signalweiterleitende Adapterproteine bei.

Die hoch konservierte katalytische Doméne zeigt in ihren Aufbau eine Homologie, die sich
allgemein tiber alle Proteinkinasen erstreckt und einem konservierten Faltungschema

entspricht (Taylor et al. 1995; Hanks & Hunter, 1995). Mit der Auflosung der Kristallstruktur

der Proteinkinase A, einer Serin-/Threoninkinase, konnte die erste dreidimensionale Struktur
einer Proteinkinase vorgestellt werden ( Knighton et al. 1991, Bossemeyer et al. 1993, Zheng
et al. 1993). Ein typischer

Aufbau einer katalytisch
aktiven Kinasedoméne ist in

Abbildung 2.1 schematisch

dargestellt (Kornev et al.
2006). Ein faltblattreicher N-

uoibaui aﬁu!H

terminaler Bereich (N-lobe)
mit der charakteristischen a-
C-Helix ist {iber eine
Scharnierregion (hinge
region) mit dem groferen a-

helicalen C-terminalen Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau einer Kinasedomine einer
Proteinkinase nach Kornev (2006)

Bereich verbunden. In der
Der katalytische Transfer des y-Phosphats des ATP auf ein Proteinsubstrat
wird durch den roten Pfeil angedeutet. Alle wichtigen, an bei der Katalyse
beteiligten Reste, die entweder mit dem ATP oder dem Substrat
interagieren, sind in gelber Farbe hinterlegt. Sekundarstrukturen, die an der
N-terminalen und dem C- Regulation der katalytischen Aktivitdt der Kinase beteiligt sind, sind in
grauer Farbe hinterlegt. Die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
terminalen Bereich ist das HRD-Motiv, DFG-Motiv und der a-C-Helix sind als schwarze Pfeile

. .. dargestellt. Gestrichelte Linien zeigen die wichtigen polaren Kontakte
aktive Zentrum lokalisiert. (Nummerierungen der Aminoséuren nach der PKA).

katalytischen Spalte

(catalytic cleft) zwischen dem

Der N-terminale Bereich
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formt eine hydrophobe Tasche, die den Adenin-Ring des ATP bei der Nukleotidbindung
aufnimmt. Die glycinreiche Schleife (Gly-rich loop, griin) im N-terminalen Bereich, die in
den katalytischen Spalt hineinragt, positioniert das y -Phosphat des ATP fiir den
Phosphattransfer. Ein invariantes Lysin (PKA: Lys”bzw. IR: K''*") koordiniert die a- und -
Phosphorylgruppen des ATP und geht eine Salzbriicke mit einem hoch konservierten
Glutamat (PKA: GIu®' bzw. IR: E'™) in der charakteristischen o-C-Helix ein, so dass das y-
Phosphat des ATP optimal fiir die Katalyse ausgerichtet wird (Huse und Kuriyan, 2002). Im
C-terminalen Bereich (C-lobe) befindet sich die katalytische Schleife (catalytic loop) mit der
katalytischen Base Aspartat, gefolgt von einer Substraterkennungssequenz (PKA:
LysAlaAlaArgAsn bzw. IR: LAARN). Das Aspartat koordiniert den fiir die Katalyse
essentiellen Kofaktor Mg*".

Das DFG-Motiv der Aktivierungsschleife (activation loop, blau) beinhaltet das fiir die
Katalyse sehr wichtige Aspartat (PKA: Asp'® bzw. IR D'"**), das einen Kontakt mit allen drei
ATP-Phosphaten eingeht.

Das Phenylalanin im DFG-Motiv interagiert mit der oC-Helix zur Stabilisierung der
Salzbriicke, sowie mit dem Histidin (PKA: His'* bzw. IR: H'''*) des benachbarten HRD-
Motivs in der katalytischen Schleife (catalytic loop, rot). Das Aspartat (PKA: Asp'®® bzw. IR:
D''?) ist die am stirksten konservierte Aminosdure des HRD-Motivs. Es koordiniert die
Orientierung der Hydroxygruppe des Substrats fiir den Phosphattransfer. Ein Austausch dieser
Aminosédure ( D''??*) gegen Alanin fiihrt zur katalytischen Inaktvitit der mutierten Kinase,
da das Substrat nicht mehr richtig fiir den Phosphattransfer koordiniert werden kann (Ge ef al.

2002).

2.2 Der Insulinrezeptor

Der Insulinrezeptor ist ein typischer Vertreter fiir Rezeptortyrosinkinasen. Es handelt sich um
ein Heterotetramer (02p2), dessen Monomere sich ihrerseits aus zwei o- und zwei -
Untereinheiten zusammensetzen. Das apparente Molekulargewicht des Holorezeptors in der
SDS-PAGE wird mit ca. 400 kDa angegeben, die Molekularmasse der aUntereinheit betrigt
ca. 130 kDa, die der B-Untereinheit ca. 90 kDa (Ullrich et al., 1985). Dieser Komplex wird
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durch Disulfidbriicken stabilisiert. Der Rezeptor lédsst sich funktionell und morphologisch in

drei Bereiche untergliedern (Abbildung 2.2).

Der extrazellulire Bereich iibernimmt die Funktion der Insulinbindung. Den
Transmembrananteil bilden 23 Aminoséduren in Form einer a-Helix, die den extrazelluldren
und den intrazelluldren Anteil der a-Untereinheit miteinander verbindet. Der zytoplasmatische
Bereich der B-Untereinheit besteht aus 403 Aminosduren und kann in eine Juxtamembran-,

die Tyrosinkinase- (katalytische) und die C-terminale Domine unterteilt werden.

extrazelluldre Domine

Transmembrandoméine

Kinasedomine
intrazellulire Domine

C-terminale Doméne

Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau des Insulinrezeptors.

Dargestellt sind die hormonbindende extrazellulare Domane, die Transmembrandomane und die extrazellulare Domane. Die
intrazellulare Domane unterteilt sich in Juxtamembrandomane, Kinasedomane und die C-terminale Doméne. Im C-Terminalen

Bereich ist die Aktivierungsschleife mit den Tyrosinphosphorylierungsstellen dargestellt

Der Insulinrezeptor besitzt sechs potentielle Phosphorylierungsstellen: Tyrosin 960 (Y960)
der sich in der Juxtamembrandomine befindet, Y1146, 1150, 1151 in der
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Aktivierungsschleife sowie Y1316 und Y1320 im C-Terminus. Die Phosphorylierung dieser

Stellen fiihrt zu Regulation der Kinaseaktivitit des Rezeptors.

2.3 Bedeutung der Tyrosinphosphorylierungsstellen der

Aktivierungsschleife der Insulinrezeptorkinase

Fiir die Aktivierung des IRs ist die Autophosphorylierung der Tyrosine Y'*, Y'"** und Y"*'
der  Aktivierungsschleife =~ von  essentieller = Bedeutung.  Hierbei  wird  jeder
Phosphorylierungsstelle eine fest definierte Rolle im Aktivierungsprozess des IR
zugesprochen. Die Position 1151 weist die hochste Homologie unter allen Kinasen auf (Hanks
und Hunter 1995). Bei Serin-/Threoninkinasen befindet sich an dieser Stelle ein
phosphorylierbares Threonin, das fiir die Regulation der Aktivitéit eine entscheidende Rolle
spielt.

Im inaktiven, unphosphorylierten Zustand bildet das Tyrosin 1150 eine
Wasserstoffbriickenbindung zum katalytischen Aspartat (D"?°) aus und konkurriert mit
potentiellen Proteinsubstraten um die Bindestelle im aktiven Zentrum. Die Autoinhibition
wird durch Autophosphorylierung aufgehoben. Jedoch ist es umstritten, ob die
autoinhibitorische Rolle des Y'*" auch in vivo zum Tragen kommt, da das ATP im
millimolaren Bereich in der Zelle verfiigbar ist.

Im phosphorylierten Zustand wirken sich die Tyrosine der Aktivierungsschleife stabilisierend
auf die aktive Struktur aus. Das phosphorylierte Tyrosin (pY'"’) bildet Wasserstoffbriicken
zum Arginin (R'"%) aus und stabilisiert dadurch die offene Konformation. In dieser
Konformation ist die Aktivierungsschleife aus geklappt und das aktive Zentrum fiir das
Substrat und das ATP zugénglich. Dariiber hinaus wird die Aktivierungsschleife durch
weitere Wasserstoffbriicken zwischen dem phosphorylierten Tyrosin 1151 (pY1151), dem
Arginin 1143 (R1143) und dem Glycin 1154 (Gl154) fixiert. Einzig das phosphorylierte
Tyrosin 1146 geht keinen Proteinkontakt ein und zeigt eine gute Zugénglichkeit.

In zahlreichen Mutationsanalysen wurde die Rolle der einzelnen Tyrosine flir den
Aktivierungsprozess des IRs und fiir die Signaltransduktion untersucht. Keines der Tyrosine
ist in vitro essentiell fiir die Phosphorylierung der anderen ( Tavare ef al. 1991; Wilden et al.

1992; Zhang et al. 1991; Dickens und Tavare 1992). Jedoch ergab sich in in vivo- und in

9



Einleitung

vitro- Untersuchungen kein eindeutiges Bild {iber die Bedeutung der -einzelnen
Tyrosinphosphorylierungsstellen. Dies kann an den unterschiedlichen Methoden liegen, die
einen Vergleich der verschiedenen Resultate erschweren. Allen Arbeiten ist gemeinsam, dass
sich die Substitution aller drei Phosphorylierungsstellen in einer deutlichen Reduktion der
Kinaseaktivitit auBBert (Wilden ef al. 1992). Zudem wirkt sich der Austausch je einer der drei
Phosphorylierungsstellen negativ auf die Internalisierung des Rezeptors aus (Reynet et al.
1990; Wilden et al. 1992).
Nicht nur die Bedeutung der Phosphorylierungsstellen, sondern auch die Reihenfolge ihrer
Besetzung wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die Meinungen reichen von einer
zufilligen Besetzung (Tavare und Dickens 1991) bis hin zu einem geordneten
Besetzungsmuster (Dickens und Tavare 1992; Wei et al. 1995), wobei zwischen zwei
moglichen Reihenfolgen unterschieden wird:

= Y1146 - Y 1150 — Y 1151 (Dickens und Tavare 1992)

" Y1150 - Y 1146 — Y 1151 (Wei et al. 1995).

Nachdem die Kristallstruktur der IRKD gelost wurde, hat sich allgemein die Besetzung des
Tyrosins 1150 als erste Phosphorylierungsstelle etabliert.

2.4 Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen

Fiir die Entwicklung und die Homdostase einer Zelle ist ein angemessenes Gleichgewicht an
inhibitorischen und stimulierenden Signalen erforderlich. Dabei spielt die Regulation der
RTKs eine wichtige Rolle. Es muss also Mechanismen geben, die das Wechselspiel von
inhibierten zu aktivierten Zustdnden ermoglichen. Ein generelles Modell zur Aktivierung von
RTKs postuliert, dass durch die Bindung eines rezeptorspezifischen Liganden die
Rezeptordimerisierung (Ausnahme: IR-Familie, bereits unproduktiv dimerisiert) erfolgt. Die
Dimerisierung bewirkt, dass die beiden beteiligten zytoplasmatischen Kinasedominen in eine
bestimmte Anordnung zueinander gebracht werden, so dass die frans-Phosphorylierung
spezifischer Tyrosine in der jeweiligen Aktivierungsschleife des Nachbarmolekiils ermoglicht

wird (Schlessinger, 1988; Lemmon & Schlessinger, 1994; Greenfield et al. 1989; Lemmon et
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al. 1997). Somit spielen in dem komplexen Aktivierungsprozess von RTKs sowohl die
Dimerisierung, als auch die trans-Phosphorylierung eine entscheidende Rolle.

Fiir Wachstumsfaktorezeptoren der EGFR-Familie wurde bereits 1983 von Schlessinger et al.
ein klassischer Beweis fiir eine iiber Oligomerisierung erzeugte Aktivierung von
Wachstumstaktorrezeptoren erbracht. Durch die Verwendung monoklonaler Anti-Rezeptor
Antikorper (2G2-IgM) und deren monovalenter Fab-Fragmente konnte gezeigt werden, dass
die Oligomerisierung fiir die Aktivierung des EGF-Rezeptors notwendig ist. Die Bindung des
2G2-IgM Antikorpers an den EGFR fiihrte zu einer nachweislichen katalytischen Aktivitit,
die Bindung eines monovalenten Fab-Fragments dagegen nicht. Durch anschlieBende
Kreuzvernetzung (cross linking) der gebundenen Fab-Fragmente {iber entsprechende
Antikorper konnte die katalytische Aktivitdt wiederhergestellt werden. Die Experimente
zeigten, dass eine Oligomerisierung von EGFRs zu einer Aktivierung, sogar bei einer
Vermittlung iiber andere extrazelluldre Doménen als die Ligandenbindungsdoménen fiihrt.
Dies spricht fiir eine intermolekulare Autophosphorylierung der Wachstumsfaktorrezeptoren
der EGFR-Familie in frans. Dagegen liegt der IR bereits vor der Ligandenbindung als Dimer
vor, zeigt aber nur basale Aktivitit ohne Ligand.

Kahn ef al. konnten 1991 anhand einer mit Trypsin geschnittenen Variante des IRs zeigen,
das intramolekulare  cis-Phosphorylierungen innerhalb eines Dimers zu einer
Kinaseaktivierung fiihren konnen. Dieser mit Trypsin geschnittenen Variante fehlte ein
GroBteil der extrazelluldren a-Untereinheiten. Obwohl solche Fragmente kein Insulin binden
konnen, wurden sie konstitutiv aktiviert. Diese proteolytischen Studien konnten den
extrazelluldren a-Untereinheiten des IRs eine inhibitorische Funktion zuweisen.

Der Aktivierungsprozess der Wachstumsfaktorrezeptoren ist somit eng an eine Dimerisierung
gekoppelt. Die Dimersierung als solche reicht jedoch nicht allein zur Aktivierung von RTKs
aus. Dies konnte anhand von Analysen verschiedener Wachtumsfaktorrezeptoren
nachgewiesen werden. Untersuchungen am Erythropoietin Rezeptor (EpoR) und am
ErbB2/Neu-Rezeptor zeigten, dass die Dimerisierung zur Aktivierung bendtigt wird, aber
nicht immer zur Rezeptor-Aktivierung ausreicht (Krause et al. 1998; Stern et al,. 1998).
EpoR-Molekiile konnen als unterschiedliche Dimere vorliegen, in denen die beiden
Untereinheiten in verschiedenen Orientierungen zueinander liegen (Livnah et al. 1999). Je
nach Ausrichtung der Untereinheiten zueinander erhdlt man ein inaktives Dimer (ohne

Ligand), ein teilaktives Dimer (in Anwesenheit von einem Peptid-Agonisten EMP1 = Epo-
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mimetic peptide 1) oder ein vollaktives Dimer (in Anwesenheit von Epo). Somit ist mit der
Aktivierung des EpoRs eine Neuanordnung der priformierten Dimerkomplexe verbunden.
Fiir die Aktivierung muss ein praformiertes Dimer liber Konformationsédnderungen in ein
produktives Dimer umgewandelt werden. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die
Dimerisierung alleine unzureichend fiir die EpoR-Aktivierung ist. Analog dazu konnte die
Gruppe um Burke et al. (1998) zeigen, dass der ErbB2/Neu Rezeptor nur {iber einen
konformationsabhéngigen Prozess eine produktive Dimerisierung erlangen kann. Das
Vorkommen inaktiver bzw. autoinhibierter RTK-Dimere wird durch die IR-Familie
unterstrichen, deren Mitglieder ohne Ligand als inaktive Heterotetramere existieren.

Die Bindung eines Liganden muss zu einer Konformationsédnderung fiihren, die den Wechsel
zwischen einem Zustand verhinderter Aktivierung zu einem Zustand der zuldssigen
Kinasephosphorylierung ermoglicht (Yip et al. 2000).

Anhand dieser Ergebnisse stellte Hunter (1999) ein Modell vor, nachdem es in einem Dimer
zwei verschiedene relative Orientierungsmdglichkeiten der Kinaseuntereinheiten zueinander
gibt, welche die frans-Phosphorylierung im inaktiven, nicht Liganden gebundenen Zustand
verhindern. Im inaktiven Zustand des RTK-Dimers liegen die zytosolischen Kinasedominen
entweder in einem fiir die trans-Phosphorylierung unmoglichen Abstand oder in einer
falschen Orientierung zueinander vor. Erst eine Ligandenbindung I6st die Bildung eines
produktiven Rezeptor-Dimers aus, d.h. durch die Anderung der Orientierung der
Kinaseuntereinheiten zueinander wird die trans-Phosphorylierung und somit die Aktivierung
ermoglicht. Das Modell zeigt, dass die Orientierung der Kinaseuntereinheiten zueinander
einen wichtigen Punkt in der Aktivierung von RTKs ausmacht.

Wachstumsfaktorrezeptoren sind in ihrer Ganzheit schwer zur Kristallisation zu bringen. Um
aber dennoch die Struktur der RTKs und deren Autophosphorylierungsprozesse analysieren
zu konnen, hat sich das Modell der 16slichen Kinasedoméinen etabliert. Ullrich et al. (1985)
und Ebina et al. (1985) konnten die erste cDNA des IRs erfolgreich klonieren und somit die
Expression grofler Mengen in Vertebratenzelllinien ermoglichen. Die 16slichen RTKSs in ihren
Einzeldomdnen lassen sich besser kristallisieren. Zusétzlich konnte das aufwendige
Reinigungsverfahren des IRs aus Humanplazenta somit umgangen werden (Heidenreich et al.
1994). In unserer Arbeitsgruppe wird die 16sliche Insulinrezeptorkinase (LIRK bzw. IRKD)
als Modellenzym fiir den Insulinrezeptor eingesetzt. Mit dem Baculovirus-Expressionssystem

wird sie in Insektenzellen iiberexprimiert (Al-Hasani et al. 1994). Die IRKD umfasst den
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zytoplasmatischen Bereich der B-Untereinheit des IRs von der Aminosdure R**' bis S"**. Da
die Ligandenbindungsstelle fehlt, ist eine Aktivierung durch Insulin nicht méglich. Die
Kinase liegt in monomerer Form vor und zeigt eine Kkonstitutive Basal-
Phosphotransferaseaktivitit (Cobb et al. 1989; Herrera et al. 1988). Es kann gezeigt werden,
dass in vitro Autophosphorylierung bei Erhohung der Kinasekonzentration auftritt. Es wurde
eine Dimerisierung durch die Verwendung hoher Konzentrationen 16slicher Kinasedoménen
erreicht. Die Dimerisierung fiihrt zu einer lokalen Konzentrationserh6hung der
Kinasedoménen,  einhergehend —mit der  Beglinstigung der  anschlieBenden
Autophosphorylierung.

Nach Wei et al. (1995) hingt die Rate der Autophosphorylierung der monomeren IRKD VK
(VK=verkiirzte Kinase, V**°-K'*"") von der eingesetzten Enzymkonzentration ab. In unserer
Arbeitsgruppe konnte bestitigt werden, dass die Phosphorylierung der monomeren IRKD
VK, bzw. die der monomeren IRKDA72C (C-terminal deletiert, R*'-K'*™"), eine gewisse
Konzentrationsabhidngigkeit aufweist. Diese beobachtete Konzentrationsabhéngigkeit in der
Autophosphorylierung steht in Ubereinstimmung mit dem Mechanismus der von Hubbard
postulierten frans-Phosphorylierung. Eine eventuell auftretende cis-Phosphorylierung wird
dabei nicht ausgeschlossen. Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass eine Erhohung der
Konzentration der 16slichen Kinasen zu einer Aktivierung in der Autophosphorylierung fiihrt.
Die monomere 16sliche IRKD dient somit als Modell fiir den katalytisch inaktiven IR.
Untersuchungen in der Autophosphorylierung und in der Substratphosphorylierung machen
deutlich, dass bei der monomeren IRKD keine Unterscheidung zwischen Aktivierung iiber
Dimerisierung und trans-Autophosphorylierung moglich ist.

Die produktive Dimerisierung ist die Basis fiir die Aktivierung. /n vitro kann eine produktive
Dimerisierung durch die Verwendung rekombinanter Glutathion S-Transferase (GST)-
Fusionsproteine (Baer et al. 2001) erreicht werden. Das in unserer Arbeitsgruppe etablierte
GST-Modell ermoglicht eine kiinstliche Dimerisierung von Kinasedomédnen. GST-
Fusionsproteine werden wihrend der Proteinbiosynthese als nicht kovalente, stabile
Faltungsdimere gebildet. Kaplan ef al. (1996) und Lim et al. (1994) konnten die Stabilitit des
GST nachweisen. GST zeigt nur unter denaturierenden Bedingungen (4-5 M Harnstoff) eine
reversible Auffaltung. Dabei erfolgt der Ubergang vom nativen zum entfalteten Protein ohne
Zwischenzustinde (keine Intermediate nachweisbar). Unter natiirlichen Bedingungen konnte

dagegen keine Monomerisierung des GST beobachtet werden. Die homodimere Struktur des
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GST dient zusitzlich als Affinitdtstag fiir die Reinigung rekombinanter Proteine. Dimere
GST-Kinasen  begilinstigen eine  schnelle  Autophosphorylierung  durch  lokale
Konzentrationserh6hung der Phosphatdonor- und Phosphatakzeptor-Stellen. GST-Kinasen
zeigen eine 10 - 30 fach erhohte katalytische Aktivitdt gegeniiber ihren monomeren 16slichen
Kinasen. Untersuchungen anhand limitierter Proteolyse (Baer, 2001) geben einen Hinweis
darauf, dass die Aktivierungsschleife im GST-Fusionsprotein eine offene Konformation
bevorzugt. Die iiber GST-Fusion ermdglichte produktive Dimerisierung exponiert die
Aktivierungsschleifen der Kinasedoménen optimal fiir eine Autophosphorylierung in cis oder
in trans. Somit ist die Dimerisierung hinreichend fiir die Aktivierung der Kinasen. Die
Expression der IRKD als GST-Fusionsprotein stellt ein verbessertes Modell fiir den

aktivierten Holorezeptor dar.

2.5 Autoinhibition der Tyrosinrezeptorkinasen

Vor der Stimulation durch ihre Wachstumsfaktor-Liganden miissen RTKs in einem
Inhibitionszustand gehalten werden, um eine ligandenunabhingige katalytische Aktivitdt zu
unterbinden. Eine Daueraktivitit wiirde dem Verlust der Regulation entsprechen und
pathogene Folgen nach sich ziehen. Diese Regulation scheint {iber spezifische regulatorische
Regionen ermdglicht zu werden, welche die Rezeptoren in einer autoinhibierten
Konformation bewahren. Bei vielen Proteinkinasen ist solch eine intrasterische Inhibition als
Regulationsmechanismus bekannt (Pearson ef al. 1988; Soderling 1993; Kemp ef al. 1991;
Kobe et al. 1997). Einige RTKs bedienen sich dazu einer so genannten cis-Inhibition; z.B.
konnte eine Autoinhibition durch die Aktivierungsschleife beim IR nachgewiesen werden
(IRKDOP, Hubbard et al. 1994).

Das Modell der cis-Inhibition/trans-Aktivierung basiert auf den Rontgenstrukturdaten der
nicht aktiven, unphosphorylierten, monomeren Insulinrezeptorkinasedoméne (IRKD)
(Hubbard et al. 1994) und der vollaktiven, trisphosphorylierten Form der IRKD (Abbildung
2.3).
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Abbildung 2.3: Vergleich der Position der Aktivierungsschleifen in der unphosphorylierten und
trisphosphorylierten Insulinrezeptorkinase (nach Hubbard, 1997).

Die Aktivierungsschleife ist in griin dargestellt, die katalytische Schleife in orange und das
Peptidsubstrat in rosa. Der restliche Teil des Molekiils ist als semipermeable Oberfliache in grau
dargestellt. Des Weiteren ist ein ATP-Analogon (AMP-PNP) abgebildet, welches teilweise von dem N-
terminalen Bereich der IRKD-3P verdeckt wird. Weil3: Kohlenstoffatome; blau: Stickstoffatome; rot:
Sauerstoffatome; gelb: Phosphoratome; purpur: Magnesiumatome.

Im autoinhibierten Zustand bindet in der Aktivierungsschleife eine ,,Pseudosubstrat-
Aminosduresequenz (D'"* bis K'"¥) an die Peptidbindungsstelle. Gleichzeitig wird die
Nukleotidbindungsstelle durch das Riickgrat der Aktivierungsschleife (F'* bis M'"*")
blockiert. Dabei befindet sich der Phenylring des DFG-Motivs in der Tasche, in der bei
Substratbindung der Adeninring des ATP liegt. Es konnte gezeigt werden, dass das Y'*" in
der Aktivierungsschleife iiber Wasserstoffbriicken diese geschlossene, inaktive Konformation
fixiert und mit dem Substrat um die Bindung im katalytischen Zentrum konkurriert. Die
autoinhibierte Kinase gilt als Modell fiir die inaktive Rezeptorkinase bei Abwesenheit von
Hormon. Dagegen liegt bei der aktivierten Kinase (IRKD3P, Hubbard et al. 1997) die
Aktivierungsschleife ausgeklappt und phosphoryliert vor. Der Zugang zum katalytischen
Zentrum fiir ATP und Substrat ist frei. Diese tris-phosphorylierte Form gilt als Modell fiir den

durch Hormon stimulierten Rezeptor.
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Beim IR ist neben der Regulation iiber die Aktivierungsschleife eine Regulation iiber den N-
Terminus bekannt. Eine wichtige autoinhibitorische Funktion wird dabei dem Y°* in der
Juxtamembrandoméne zugesprochen (Kohanski et al. 2003). Eine vierfache Steigerung der
Kinaseaktivitit erfolgt, wenn dieses Y?’* gegen ein Phenylalanin ausgetauscht wird. Die
Kristallstruktur der unphosphorylierten IRKD VK (V* bis K'*"") verdeutlicht, dass das Y°"
die a C-Helix in einer unproduktiven Konformation hilt. Die Salzbriicke zwischen K'*'® und
E'® kann nicht ausgebildet werden, so dass das y-Phosphat des ATP nicht optimal fiir die
Katalyse ausgerichtet werden kann. N-terminale Bereiche der Kinasedoméne miissen bei der
Aktivierung eine Konformationsédnderung erfahren, so dass die a-C-Helix nicht mehr durch
das Y°"* blockiert wird und die fiir die Katalyse essentielle Salzbriicke eingehen kann.

Bei der Autoinhibition wird durch sterische Effekte gewdhrleistet, dass die regulatorischen
Tyrosine innerhalb einer Kinaseuntereinheit (cis-Phosphorylierung) nicht phosphoryliert
werden konnen. Fiir eine Aktivierung wird somit eine Konformationsdnderung vorausgesetzt
(Heldin 1995).

Das von Hubbard postulierte Modell der cis-Autoinhibition weist jedoch einige
Schwachstellen auf. Nach Frankel tritt die Autoinhibition nur bei geringer ATP-
Konzentration auf (Frankel et al. 2001). Unter physiologischen Bedingungen herrscht
allerdings ein permanenter ATP-Uberschuss, so dass die die inaktive Konformation
aufgelockert erscheint. Im Gegenteil zum Holorezeptor wird der Aspekt der Dimerisierung in
diesem Modell nicht beriicksichtigt. Des Weiteren konnte in vivo eine vollphosphorylierte
Form der Insulinrezeptorkinase nicht nachgewiesen werden (Tennagels et al. 2001). Auch die
GST-IRKD, die als Modell fiir den dimeren Rezeptor gilt (Baer et al. 2001), zeigt nicht den

maximal moglichen Phosphatenbau.
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2.6 Bedeutung der Dimerisierung

Der Dimerisierung wird in der dominierenden Literatur hinsichtlich der intrinsischen Kinase-
aktivitit von Rezeptortyrosinkinasen eine untergeordnete Rolle zugesprochen. So hat sie
demnach als einzige Aufgabe die Autophosphorylierung in trans zu ermoglichen, wodurch
die intrasterische Autoinhibition aufgehoben und die Kinase aktiviert wird.

Viele der Untersuchungen beziiglich der Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen beruhen auf
dem Vergleich von unphosphorylierter monomerer mit vollphosphorylierter monomerer
Kinase, da die Autoren sich auf das cis-Inhibitions/#rans-Aktivierungsmodell berufen. Bei all
diesen Arbeiten bleibt jedoch die Frage offen, welchen Beitrag die Dimerisierung beisteuert,
da dies in den meisten Fallen nicht {iberpriift wurde.

Hays et al. (2003, 2004) konnten durch Untersuchungen zur Aktivierung der c-MET-Kinase
zeigen, dass Oligomerisierung eine Konformationsinderung in der Kinasedoméane hervorruft,
die zusitzlich zu der Aufhebung der Inhibition durch Tyrosinphosphorylierung in der
Aktivierungsschleife wirkt. Aus diesem Grund postulieren sie, dass isolierte, monomere
Kinasedoménen, nicht dazu geeignet sind Rezeptorfunktionen zu untersuchen, da sie diese Art
der zusitzlichen Kinaseaktivierungnals ein allgemein giiltiges Konzept bei den Rezeptor-
tyrosinkinasen vermuten. Sie berufen sich dabei auf Untersuchungen am EGFR (Sherill et al.,
1997; Posner et al., 1992) und am B-PDGFR (Baxter et al., 1998), die darauf hindeuten, dass
Phosphorylierung alleine nicht die volle Kinaseaktivitit gewéhrleisten kann.Neben diesen
Hinweisen auf eine nicht zu vernachldssigende Rolle der Dimerisierung konnten alternative
Mechanismen zur cis-Inhibition/frans-Aktivierung gezeigt werden. So beobachteten Frankel
et al. (2001) fiir den Insulinrezeptor, dass die Authebung der Autoinhibition nicht zwingend
zur vollstindigen Kinaseaktivitit fiihrt. Bei dem EGF-Rezeptor ist Dimerisierung alleine
schon ausreichend fiir die Aktivierung. Die Bildung eines zytoplasmatischen Dimers
stabilisiert die Aktivierungsschleife auf diese Art, so dass sie zur Katalyse des
Phosphoryltransfers befahigt ist. Eine Phosphorylierung der Aktivierungsschleife ist somit
nicht notwendig (Stamos et al., 2002). Fiir den IR entwickelte die Arbeitsgruppe von Yip ein
in Abbildung 2.4dargestelltes Modell der Aktivierung, das auf elektronenmikroskopischer

Analyse der extrazelluldren Hormonbindungsdoméne basiert (Ottensmeyer et al., 2000).
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Abbildung 2.4 : Schematische Darstellung der Aktivierung des IR durch Insulin-Bindung
(modifiziert nach Ottensmeyer et al. (2000)).

Links: geschlossene, insulingebundene Form des IR. Die Kinasedo-ménen der beiden
Untereinheiten befinden sich in rdumlicher Néhe.

Rechts: offene, nicht insulingebundene Form des IR. Die Kinasedoménen der beiden
Untereinheiten sind rdumlich voneinander getrennt. TK: Kinasedoméne; A-loops:
Aktivierungsschleife

Dieses Modell trigt dem Umstand Rechnung, dass die hormon-bindende, extrazellulire
Doméne inhibitorisch auf die Kinase wirkt, indem es die Kinasedoménen in nichtproduktivem
Abstand hidlt (Ottensmeyer et al, 2000). Durch Ligandenbindung erfolgt eine
Konformationsédnderung der Ektodoménen,

die in einer Anndherung der zytosolischen Bereiche des Rezeptors resultiert. Hierdurch
werden die Kinasedominen so zueinander ausgerichtet, dass eine Autophosphorylierung in
trans erfolgen kann (Florke et al., 1990).

Wie bereits erwédhnt, wurde dieses Modell von unserer Arbeitsgruppe aufgegriffen. Hierzu
wurde die 16sliche, cytoplasmatische Doméne des Insulinrezeptors (IRKD) als Glutathion S-
Transferase (GST)-Fusionsproteine exprimiert. GST ist ein 26 kDa grofles Protein aus dem

Helminthen Schistosoma japonicum, das unter physiologischen Bedingungen als konstitutives
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Dimer vorliegt. Die Fusion der IRKD mit GST fiihrt somit wihrend der Proteinsynthese zu
einem nicht-kovalenten, stabilen Dimer der Kinase.

In enzymkinetischen Versuchen konnten Baer et al. (2001) zeigen, dass die GST-Kinasen ein
Modell fiir den aktivierten IR darstellen, ohne dass es der Phosphorylierung in der
Aktivierungsschleife bedarf. Die Ursache dafiir wurde anhand der limitierten, durch Trypsin
katalysierten Proteolyse gezeigt, da im Gegensatz zur monomeren Tyrosinkinasedomaéne,
deren Aktivierungsschleife fiir die Protease unzugénglich war, die kiinstlichen Dimere eine
fiir die Protease zugingliche Spaltstelle besaBlen (Baer et al., 2001). Dies kann als indirekter
Hinweis darauf gewertet werden, dass die Aktivierungsschleife durch die produktive
Dimerisierung optimal fiir eine Transphosphorylierung exponiert wird und somit
Dimerisierung hinreichend fiir die Aktivierung der Kinase ist. In Ubereinstimmung mit dieser
Hypothese zeigten weitere Untersuchungen, dass die intrasterische Autoinhibition des
Insulinrezeptors  geldost ~ wurde, wenn  die  monomere  Kinase in  der
Autophosphorylierungsreaktion in hohen Konzentrationen eingesetzt wurde (Wei et al.,

1995).

2.7 Pseudokinasen und Dimerisierung mit katalytish inaktiven
Kinasemutanten

2-3% aller eukaryotischen Gene im humanen Genom kodieren fiir Proteine, die eine
Kinasedoméne besitzen (ca. 500 Proteinkinasen = Kinom), von denen etwa 10% keine
katalytische Aktivitdt aufweisen. Diese 48 der iiber 500 Proteinkinasen werden als
Pseudokinasen klassifiziert (Manning et al. 2002). Pseudokinasen konnten verstreut in allen
Kinasefamilien nachgewiesen werden. Dies suggeriert, dass sie sich in der Evolution aus
verschiedenen aktiven Kinasen entwickelt haben. Sequenzanalysen haben gezeigt, dass allen
Pseudokinasen in mindestens einem von den drei wichtigen Motiven der katalytischen
Doméne, eine oder mehrere Aminosduren fehlen, die fiir die katalytische Aktivitit bendtigt
werden. Diese drei sind das Val-Ala-Ile-Lys (VAIK) Motiv, das His-Arg-Asp (HRD) Motiv
und das Asp-Phe-Gly (DFG) Motiv. Anhand des Fehlens der Aminosdure/ n in diesen

Motiven werden die Pseudokinasen in sieben Klassen eingeteilt. Die am besten untersuchte
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Pseudokinase der RTKs ist die ErbB3/ HER3 der EGF-Rezeptorfamilie. Bei dem ErbB3-
Rezeptor ist das katalytische Aspartat im HRD-Motiv der katalytischen Schleife durch eine
nicht konservierte Aminosdure ersetzt. Obwohl Pseudokinasen keine katalytische Aktivitét
besitzen, scheinen sie trotzdem in der Signaltransduktion von wichtiger Bedeutung zu sein
(Boudeau et al. 2006). Méusen, denen z.B. das Gen fiir den ErbB3-Rezeptor fehlt, sterben
schon frith im embryonalen Stadium (Erickson et al. 1997).

In dem komplexen Aktivierungsprozess von RTKs spielen die Dimerisierung und die trans-
Autophosphorylierung eine wichtige Rolle. Es ist schwierig, beide Prozesse in ihrem Beitrag
der Aktivierung voneinander zu unterscheiden. Um nur den Beitrag der Dimerisierung
ermitteln zu kénnen, muss bei durchzufiihrenden Analysen eine trans-Autophosphorylierung
ausgeschlossen werden. Eine Moglichkeit dafiir ist die Verwendung von katalytisch inaktiven
Kinasemutanten. In unserer Arbeitsgruppe konnte in verschiedenen Experimenten an den
16slichen monomeren Kinasedomédnen des EGFRs, des IRs und des IGF-1Rs eine Aktivierung
durch Dimerisierung nachgewiesen werden (Parvaresch, Baer, nicht verdffentlichte
Experimente). In Phosphorylierungsreaktionen wurde ein groBer Uberschuss katalytisch
inaktiver Kinasemutante zu katalytisch aktiven Kinasen gemischt. Eine mdgliche trans-
Phosphorylierungsrate wurde somit stark gesenkt. Dieses Kinasegemisch zeigte in Substrat-
und in Autophosphorylierung eine deutlich hohere katalytische Aktivitidt als die reinen
monomeren Kinasen bei gleicher Konzentration. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass iiber
die Dimerisierung mit katalytisch inaktiven Kinasen eine Aktivitétssteigerung der Kinasen
bewirkt wird. Analog zur Analyse der Aktivierung bei der Mischung monomerer Kinasen,
kann das Hybrid-Modell als verbessertes Modell fiir den aktivierten Insulin-Holorezeptor
genutzt werden, da durch die geschickte Auswahl der Kinasen eine Autophosphorylierung
innerhalb eines Hybrids ausgeschlossen werden kann.

Eine Moglichkeit zur Bildung von Kinase-Hybriden besteht darin, Kinasen selektiv mit
reaktiven SH-Gruppen zu versehen, die es ermoglichen, gezielt mit Hilfe chemischer
,crosslinker (Quervernetzer) Heterodimere zu erzeugen (Neubert, 2004).

Ein weiterer Ansatz zur Heterodimerisierung ist durch GST-Fusionsproteine gegeben. Hornby
et al. (2000) haben gezeigt, dass GST-Dimere sich durch Anwendung von
Guanidiniumhydrochlorid oder Harnstoff monomerisieren und denaturieren lassen. Dieser
Prozess ist reversibel und fiihrt nach Entfernung der Agenzien durch Dialyse zur

Renaturierung und Dimerisierung zuvor monomerisierter Proteine. In unserer Arbeitsgruppe
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wurde dieses Verfahren erfolgreich auf GST-Fusionspeptide angewendet, die vom C-
Terminus der Insulinrezeptorkinase abgeleitet sind (Bergschneider, unverdffentlichte
Versuche). Dieses fiir den C-Terminus erprobte Verfahren konnte jedoch nicht auf GST-
fusionierte Kinasen iibertragen werden, da die Kinasedomdne allen Versuchen der
Renaturierung widerstand (Bergschneider, unveroffentlichte Versuche).

Heterodimere, bestehend aus einer katalytisch aktiven und einer katalytisch defizienten
Kinaseuntereinheit konnen aber mittels Coexpression generiert werden. Bei der Coexpression
von GST-Kinasen falten sich wihrend der Proteinbiosynthese einzelne Doménen unabhéngig
von den restlichen Teilen der Proteine. Somit kdnnen die GST-Anteile der Fusionsproteine
nicht-kovalente Dimere ausbilden, noch bevor die vollstindigen Fusionsproteine synthetisiert
werden. Dieser Umstand ermoglicht durch die Verwendung zweier verschiedener
Baculoviren, die unterschiedliche Kinasekonstrukte beinhalten, die Generierung von

Heterodimeren (Fischer, 2005).
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3 Fragestellung

Nach der giangigen Meinung ist die Dimerisierung von Rezeptortyrosinkinasen der generelle
Mechanismus fiir die Aktivierung (Schlessinger, 1988). Aufgrund der konstitutiven Dimere
der IR-Familie und ligandenunabhéngig pradimerisierten Rezeptoren Epo- und ErbB2 musste
dieser Prinzip der Aktivierung jedoch um den Terminus ,,unproduktive Dimere*, die ohne
Ligand vorliegen, erweitert werden. Bei diesem erweitertem Modell fiihrt die
Ligandenbindung an das unproduktive Dimer zur rdumlichen Anndherung der
cytoplasmatischen Domédnen und somit zum produktiven Dimer. Im bisher vorherrschenden
Modell der Aktivierung von Rezeptoren, ist neben der Dimerisierung auch die trans-
Phosphorylierung, bis auf wenige Ausnahmen, unabdingbar mit der katalytischen Aktivitét

verbunden.

Des Weiteren konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine GST-vermittelte
Dimerisierung einer katalytisch aktiven Untereinheit einer Kinase mit einer Pseudokinase zur
Aktivierung flihrt, die mit einem Homodimer, bestechend aus zwei aktiven
Kinasuntereinheiten, vergleichbar ist (Herweg 2007). Im Gegensatz zu der in der Literatur
postlierten Phosphorylierung in frans ist in diesen Heterodimeren nur noch cis-

Phosphorylierung moglich, da nur noch eine Untereinheit katalytische Aktivitit aufweist.

Bei der Aktivierung des IRs spielt die Phosphorylierung der Tyrosine der
Aktivierungsschleife (Y'*, Y'*) Y'"") neben der Dimerisierung eine entscheidende Rolle.
Wobei in der Literatur die Bedeutung der einzelnen Phosphorylierungsstellen fiir den

Aktivierungsprozess noch umstritten ist.

In einer vorangegangen Arbeit wurden bereits monomere IRKD-Konstrukte untersucht, bei
denen jeweils eines der drei Tyrosine der Aktivierungsschleife gegen Phenylalanin
ausgetauscht wurde (V.Nolle et al., 2000). Keine der Phosphorylierungsstellen zeigte sich
allein fiir die Aktivierung des IRs verantwortlich. Es konnte allerdings eine starke

Verringerung der dualen Aktivitét fiir die Mutantion Y1151F festgestellt werden.

Monomere IR-Kinasen stellen hervorragende Modelle fiir die Kristallographie dar, eignen
sich allerdings weitaus weniger zur Analyse des Mechanismus der Aktivierung. Um die Frage

der Aktivierung der Insulinrezeptorkinasen naher zu untersuchen sollten dimere,

22



Fragestellung

monosubstituierte Vollldingen und C-terminal verkiirzten Kinasekonstrukte generiert und
biochemisch charakterisiert werden. Dabei kann die Rolle der einzelnen Tyrosine der

Aktivierungsschleife im Bezug auf Spezifitdt und Aktivierung der Kinase untersucht werden.

Um den Beitrag der einzelnen Tyrosine bei der Aktivierung des IRs ohne den Einfluss einer
trans-Phosphorylierung zu untersuchen, sollen GST-vermittelte Heterodimere generiert
werden, die aus einer katalytisch aktiven (GST-TEV-IRKDACY") und einer inaktiven
Untereinheit (GST-IRKD P~ His) bestehen. Wobei die aktive Untereinheit jeweils eine
Mutation in der Aktivierungsschleife trigt (GST-TEV-IRKDACY'"**  GST-TEV-IRKDAC
YIBOF - GST-TEV-IRKDAC Y''¥), Die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Heterodimeren
mit nur einer aktiven, aber mutierten, Kinaseuntereinheit kdnnen dann mit zugehdrigen
Homodimeren verglichen werden und dabei Aufschluss {iber die Bedeutung der

phosphorylierbaren Tyrosinreste fiir die Aktivierung geben.
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung, Expression und Reinigung mutierter

Insulinrezeptorkinasen

4.1.1 Uberblick iiber die IRKD-Konstrukte

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Formen der 16slichen Kinasedoméne des
Insulinrezeptors (IR) verwendet. Die im Labor bereits vorliegende, pUC-19- Vektoren pUC-
IRKD (V.Nolle 1998) enthielten die cDNA des cytosolischen Anteils des humanen
Insulinrezeptors (R943-S1343, Nummerierung nach Ullrich et al., 1985) und der drei
Mutanten und dienten als Ausgangspunkt fiir die Generierung verschiedener mutierter
Varianten der 16slichen Insulinrezeptorkinasen (IRKD). Die codierende DNA-Sequenz der
Kinasemutanten musste daher in den pAcG2T-GST-TEV-Vector umkloniert werden. Der
GST-Tag am N-Terminus ermdglicht die produktive Dimerisierung der Kinase und kann fiir
die Reinigung iiber Glutathion-Sepharose-Affinitdtschromatographie genutzt werden. Eine
Schnittstelle fiir die TEV-Protease, zwischen GST und der LIRK-Doméne wurde im
Anschluss fiir die Generierung von monomeren Kinasen verwendet. Ausgehend von diesen
Konstrukten konnten mittels einer PCR-Reaktion eine C-Terminal verkiirzte Variante aller
Kinasen hergestellt werden.

Damit standen Insulinrezeptorkinasen zur Verfligung, die Punktmutationen in der
Hauptphosphorylierungsdomane tragen, sowie die Kinasevarianten, denen annéhernd der

komplette C-Terminus fehlt. Tabelle 4.1 fasst alle untersuchten Kinasen zusammen.

GST-TEV-IRKDY' WT Vollligen IRKD, Wildtype
Austausch Tyrosin 1146—Phenyalanin,
GST-TEV-IRKDY'*6* 46F Aktivierungsschleife der Kinasedomine
Austausch Tyrosin 1150—Phenyalanin,
GST-TEV-IRKDY'**f 50F Aktivierungsschleife der Kinasedomine
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Austausch Tyrosin 1151—Phenyalanin,
GST-TEV-IRKDY'*'* 51F Aktivierungsschleife der Kinasedoméne

GST-TEV-IRKDACY' ACWT Deletierter C-Terminus, Wildtype

GST-TEV- Deletierter C-Terminus,

IRKDACY"'¥ ACY1146F | Austausch Tyrosin 1146—Phenyalanin,
Aktivierungsschleife der Kinasedoméne

GST-TEV- Deletierter C-Terminus, Austausch

IRKDACY"'5F ACY1150F | Tyrosin 1150—Phenyalanin,
Aktivierungsschleife der Kinasedomédne

GST-TEV- Deletierter C-Terminus, Austausch

IRKDACY'"5'F ACY1151F | Tyrosin 1151—Phenyalanin,

Aktivierungsschleife der Kinasedoméne
Tabelle 4.1: Uberblick iiber die untersuchten Insulinrezeptorkinsen.

4.1.2 Generierung der GST-TEV-IRKD-Kinasekonstrukte

Da alle zu generierenden Kinasekonstrukte die gleiche kodierende Sequenz besitzen und sich
lediglich in einer Punktmutation , die in der Mitte der Sequenz liegt, voneinander
unterscheiden, konnten alle Konstrukte nach der gleichen Strategie kloniert werden.
Exemplarisch wird hier die Generierung von GST-TEV-IRKD"'°'" gezeigt,

Urspriinglich lag die IRKDY'"" im Vektor pUC-IRKDY''F vor (Nolle, 1998). Somit musste
die codierende DNA-Sequenz in den pAcG2T-GST-TEV-Vektor umkloniert werden. Dieser
Transfektionsvektor wird fiir das, fiir die Coexpression notige, Baculovirus
Expressionssystem verwendet. Mittels PCR wurde die DNA-Sequenz der LIRK aus dem
Vektor pUC-LIRKY'"'F amplifiziert. Fiir diese Amplifikation wurden die Primer so generiert,
dass sie den codierenden Bereich der IRKDY'""'* flankieren und gleichzeitig eine BamH - und
EcoRI-Schnittstelle an den Randbereichen des Amplifikates generieren (6.1.7.3).
Anschliefend wurden das PCR-Produkt und der Zielvektor pAcG2T-GST-TEV mit den
Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI verdaut. Die 5’-Phosphatenden des Zielvektors
wurden dann mittels Phosphtase dephosphoryliert un dsowohl das das Insert wie auch die
DNA der IRKD'"*' aus dem Reaktionsansatz iiber ein Agarosegel aufgereinigt. Fiir die
folgende Ligationwurde ein Verhéltnis von 1:5 (Vektor:Insert) eingesetzt(6.2.1.6). Nach

anschlieBender Transformation in elektrokompetente DH5a-Zellen und Selektion auf LB-
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Amp-Agarplatten, konnten einzelne Kolonien selektiert werden. Der Nachweis der Ligation

erfolgte mittels Restriktionstestverdau und Sequenzierung der DNA.

4.1.3 Expression und Reinigung der GST-TEV-IRKD-Konstrukte

Da die Integration der DNA-SEquenz in den Transfektionsvektor erfolgreich verlief, konnte

im Anschluss mittels Co-Transfektion (6.2.2.1.3) das Konstrukt in Sf9-Zellen gebracht

werden. Die Viren wurden
mittels Virusamplifikation

vermehrt (6.2.2.1.5) und der

L D WIW2W3 EI M C K
kDa

116

Titer durch Plaque Assay
(6.2.2.1.4)bestimmt. Die somit

gewonnen Virusiiberstdnde
konnten zur Generierung von
GST-TEV-IRKD-Konstrukten
mittels Expression verwendet
werden. Aus dem, nach der

Lyse (6.2.2.1.7) entstandenem |Abbildung 4.1: Reinigungsverlauf der GST-TEV-IRKDY"'*"
. . (12% SDS-PAGE)

Solubilisat, konnten die
L = Lysat; D = Durchfluss; W1 = PBS Waschschritt 1; W2 =
Waschschritt mit 1 M NaCl, 50 mM Tris; W3 = PBS Waschschritt 2;
E3 = Fluat 3; M = Molekulargewichtsmarker; C = Protein iiber
Centrikon eingeengt; K = Kontrolle mit GST-TEV-IRKDY' !4

gewiinschten Proteine tiber
Glutathion-Sepharose-
Affinitatschromatographie

(6.2.4.1) separiert werden. Nach
der Elution wurden die Proteine im Centrikon (6.2.4.3) gewaschen (zur Entfernung des
Glutathions) und gleichzeitig aufkonzentriert. Die Ausbeute aller Kinase-Konstrukte ist in
Tabelle 4.2 zusammengefasst. In Abbildung 4.1 wurde exemplarisch der Reinigungsverlauf

der GST-TEV-IRKDY'F dokumentiert. Alle GST-TEV-IRKD-Konstrukte wiesen ein

Konstrukt Ausbeute[mg]/1*10% Zellen
GST-TEV-IRKD"! 3,6
GST-TEV-IRKDY!*F 2,9
GST-TEV-IRKDY!'5* 1,6
GST-TEV-IRKDY'"'* 2,7

Tabelle 4.2: Dokumentation der Ausbeuten der GST-TEV-IRKD-Konstrukte
26



Ergebnisse

Molekulargewicht von 73 kDa auf und konnten in reiner Form und hoher Ausbeute separiert

werden.

4.1.4 Generierung der C-terminal deletierten Varianten der GST-TEV-
IRKD-Kinasekonstrukte

Ausgehend von den GST-TEV-IRKD-Konstrukten sollten C-terminal trunkierte Varianten der
Kinasemutanten generiert werden (K942-K1271).

Da alle vier GST-TEV-IRKD™WT / -Y1M46F / YUSOE /YISIE _Konstrukte in Expressionsvektoren
vorlagen, sollten anschlieBend durch die Einfiihrung eines Stopcodons nach der
Nukleotidsequenz kodierend fiir Lysin1271 die Expressionsvektoren so modifiziert werden,
dass die C-terminal verkiirzte Formen der Kinasen entstehen. Zur Kontrolle wurde zusitzlich
eine Xbal Restriktionsschnittstelle als stille Mutation nach dem Stopcodon eingefiigt.

Mit Hilfe von zwei Mutageneseprimern (6.1.7.4) wurde fiir jeden pAcG2T-GST-TEV-IRKD-
Vektor eine PCR-Reaktion (6.2.1.3) durchgefiihrt und so gezielte Punktmutationen eingefiigt.
Dadurch wiesen die Nukleotidsequenzen aller Konstrukte ein neues Stopcodon sowie eine
Xbal-Restriktionsschnittstelle auf. Anschliessend wurde das PCR-Produkt mit Dpnl verdaut,
um die methylierte maternale DNA zu entfernen und dann in e-komp. DH5a-Zellen
transformiert (6.2.1.1.4). Mehrere ausgewéhlte Kolonien wurden in Kultur hochgezogen, aus
denen mittels alkalischer Lyse nach Zhou (6.2.1.2.1) die Plasmid-DNA isoliert wurde. Der
Nachweis des zusitzlichen Stopcodons wurde durch Restriktionsanalyse mit Xbal und BamHI
(6.2.1.4) erbracht. Ein Klon mit der gewiinschten Mutation, wurde vervielfaltigt und das
Plasmid mittels Nucleobond” Plasmid Kit separiert (6.2.1.2.3). Durch anschlieBende
Sequenzierung konnten die korrekten Sequenzen der GST-TEV-IRKDAC-Kinasekonstrukte
nachgewiesen werden. AnschlieBend wurden die Kinasen durch Co-Transfektion in Sf9-
Zellen geschleust, um die zur Expression der Kinasen bendtigten Viren zu erzeugen
(6.2.2.1.3). Durch eine Virusamplifikation konnten geniigend Viren erzeugt und der Virustiter
anhand des Plaque Assays bestimmte werden. Die gewonnen Virusiiberstinde wurden fiir die

Expressionen der Kinasekonstrukte verwendet.
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4.1.5 Expression und Reinigung der der GST-TEV-IRKDAC-

Kinasekonstrukte

Nach erfolgreicher Transfektion in Sf9-Zellen (6.2.2.1.3) konnten alle vier generierten
Konstrukte exprimiert werden. Die Zellen wurden anschlieend aufgeschlossen (6.2.2.1.7)
und jeweils die gewiinschten Proteine {iber Glutathion-Sepharose-Affinititschromatographie

(6.2.4.1) isoliert. Nach der Elution wurden die Proteine im Centrikon (6.2.4.3) gewaschen

(Entfernung vom Glutathion)
und aufkonzentriert. Die L D WIW2 W3 EM c "
a
Ausbeute der GST-TEV- 4 oK
IRKDAC-Konstrukte ist in
66
Tabelle 4.3 zusammengefasst. -
. 45
In Abbildung 4.2 wurde .
) ~— 35
exemplarisch der o
Reinigungsverlauf der GST- h = — 25
TEV-IRKDACY!* 18
dokumentiert. Alle : 14
exprimierten und gereinigten Abbildung 4.2: Reinigung der GST-TEV-
IRKDACY"F (12 % SDS-PAGE)
GST-TEV-IRKDAC-
. . L = Lysat; D = Durchfluss von Lysat; W1 = PBS
Mutanten wiesen im SDS-Gel Waschschritt 1; W2 = Waschschritt mit 1 M NaCl, 50
das erwartete mM Tris; W3 = PBS Waschschritt 2; E3 = Eluat 3
(4ul); M = Marker; C = 5 pl GST-TEV-IRKDACY!4F
Molekulargewicht von 65 kDa aus dem Centrikon
auf und konnten in reiner

Form separiert werden.

Konstrukt Ausbeute [mg]/1*10°Zellen
GST-TEV-IRKDACY" 1,2
GST-TEV-IRKDACY!#6F 1,5
GST-TEV-IRKDACY!%%F 1,9
GST-TEV-IRKDACY!!5!F 1,3

Tabelle 4.3: Dokumentation der Ausbeuten nach Reinigung von GST-
TEV-IRKDAC-Konstrukte

28



Ergebnisse

4.1.6 Proteolytische Spaltung der GST-TEV-IRKD-Kinasekonstrukte

Alle generierten Kinasekonstrukte tragen zwischen dem GST-Tag und der Kinasesequenz
eine Erkennungsmotiv fiir die TEV-Protease (ENLYFQ|G). Dadurch ist es moglich die
Kinasen vom GST-Tag abzutrennen und sie somit zu monomerisieren. Dadurch ist eine

gesonderte Untersuchung der

Kinaseuntereinheiten in der

nativen PAGE, bei der die 1 2 3 M 4 5 6 7 o

a

einzelnen 116
Phosphorylierungsstufen e

pRoty s —— IRKDACY1151F 66

unterschieden werden konnen,
moglich.
Durch mehrere Testproteolysen

konnten die bestmoglichen

Bedingungen fiir die Abtrennung
. Abbildung 4.3: Proteolytische Spaltung von GST-TEV-
des GST-Tags ermittelt werden. |[RKpyACTS', dokumentiert auf 12% SDS-PAGE
Eine Reaktionsdauer von 150 1 = Kinase ohne Zugabe von TEV; 2 = Kinase nach 0’ min mit
min bei 30°C erwies sich als TEV; 3 =TEV (2 ng); 4 und 5 = Proteolyse der Kinase nach 150
min; 6 = Eluat aus GSH-S&ule (10 pl); 7 = Eluat aus Ni-NTA-
optimal und wurde zur Siule (10 pl); M = Marker

Herstellung monomerer Kinasen angewendet. Die im Spaltungsansatz noch verbliebenen
Reste der ungeschnittenen Kinase, sowie der abgespaltene GST konnten iiber Glutathion-
Sepharose-Affinitdtschromatographie (6.2.4.1) entfernt werden. Die TEV-Protease besitzt
einen Hexahistidintag (His-Tag), der fiir die Entfernung der Protease iiber Nickel-Chelat-
Affinitdtschromatographie (6.2.4.2) genutzt wird. AbschlieBend wurden die monomeren
Kinasen auf eine Konzentration von ca. 0,5 pg/ul im Centrikon aufkonzentriert (6.2.4.3). In
der Abbildung 4.3 ist der Reinigungsverlauf der IRKDACY'"'" auf einer 12 % SDS-PAGE
dokumentiert und wird an dieser Stelle stellvertretend fiir alle C-terminal delitierten
Kinasekonstrukte gezeigt. Das Gel stellt die noch unverdaute Kinase bei 65 kDa (Spur 1)
sowie das Protein, entnommen aus dem Spaltungsansatz sofort nach der Zugabe der TEV-
Protease ( Spur2) dar. Eine Probe, entnommen aus dem Spaltungsansatz nach 150 miniitiger

Inkubation mit der TEV-Protease, ist in der Spur 4und 5 gezeigt.
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die GST-TEV-IRKDAC'"'" nahezu vollstindig von der

TEV-Protease umgesetzt wurde.
Neben der monomeren Kinase, die

1m SDS-Gel als eine 36kDa Bande kDa

116
erscheint, ist die abgetrennte GST-

Bande bei 29 kDa zu sehen. Nach 66
anschlieBenden Reinigungsschritten 45 T
zur Entfernung vom GST (Spur 6) 35 eST-TEVAIRKD T
und der TEV-Protease (Spur 7) " - === IRKD
konnte die monomere Kinase T T

L TEV  GST

aufkonzentriert und fiir weitere
Versuche eingesetzt werden. 14
Komplementér zur proteolytischen

Spaltung der C-terminal deletierten Abbildung 4.4: Proteolytische Spaltung von GST-TEV-
IRKDY'"*', dokumentiert auf 12% SDS-PAGE
Kinasen ist in der Abbildung 4.4 die

. 1 = Kinase ohne Zugabe von TEV; 2 = Kinase nach 0’ min mit
Monomerisierung der TEV;3=TEV (2 ng); 4 = Proteolyse der Kinase nach 150 min;
5 = Eluat aus GSH-Séule (10 pl); 6 = Eluat aus Ni-NTA-Séule

Volllingenkinasen am Beispiel der (10 ul): M = Marker

GST-TEV-IRKDY'"*'F dargestellt.

Das SDS-Gel zeigt die noch unverdaute Kinase (Spurl) bei 73kDa, die Spaltungsansitze
sofort nach TEV-Zugabe (Spur 2) und nach 150 Minuten Inkubationszeit (Spur 4). Im Gel
sind der abgetrennte GST-Tag bei 29kDa und die monomere Kinase bei 46kDa deutlich zu
sehen. Die nachfolgenden Reinigungsschritte sind in den Spuren 5 und 6 dargestellt. Auch bei

allen Volllangenkinasen konnte die proteolytische Spaltung erfolgreich durchgefiihrt werden.
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4.2 Charakterisierung der generierte Kinasekonstrukte

Die gereinigten Kinasekonstrukte wurden auf ihre Aktivitit beziiglich der Auto- und
Substratphosphorylierung untersucht. Alle Versuche wurde mehrmals (n=3-5) durchgefiihrt

und werden in dieser Arbeit im Mittel oder exemplarisch gezeigt.

4.2.1 Autophosphorylierung der GST-TEV- IRKD-Konstrukte

Die Charakterisierung durch zeitabhédngige radioaktive Autophosphorylierung sollte zeigen,
wie die einzelnen  Austausche der  Tyrosine gegen  Phenylalanin  die
Phosphorylierungseigenschaften der einzelnen Kinasemutanten beeinflussen. Um direkte
Vergleiche zwischen den einzelnen Kinasevarianten durchfithren zu konnen, wurden alle
Versuche unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Dazu wurden alle Kinasemutanten unter
Standardbedingungen (0,5uM Kinase, 1puM ATP, 30mM Mg** , 5SmM DTT) fiir die
zeitabhidngige Autophosphorylierungsreaktionen eingesetzt. Die spezifische Aktivitit betrug
100cpm/pmol ATP. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden den Phosphorylierungsansétzen
Proben entnommen, die Reaktionen mit SDS-Probenpuffer abgestoppt und die Proben im
12% SDS-Gel (6.2.5.3) nach GroBle aufgetrennt. Die Gele wurden anschlieBend in
Peptidfarbelosung angefarbt (6.2.5.5). Die Kinasebanden wurden aus den SDS-Gelen
ausgeschnitten und mittels Cerenkov-Messung quantifiziert. Um quantitative Aussagen iiber
die Aktivitit der Kinasekonstrukte treffen zu konnen, wurde der Phophattransfer (mol
iibertragenes Phosphat), der Phosphateinbau ( mol iibertragenes Phosphat/ mol Kinase) und
die Initialgeschwindigkeit ( mol iibertragenes Phosphat/ mol Kinase/ min) ermittelt und

graphisch in der Abbildung 4.5 dargestellt.
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Phosphateinbau (mol/maol)

GST-TEV-IRKD WT
GET-TEV-IRKD Y 1146F
GST-TEV-IRKD Y 1150F
GST-TEV-IRKD Y151F

“aope

20 30
Zeit ( min)

Abbildung 4.5: Graphische Darstellung der zeitabhéingigen Autophosphorylierung der GST-TEV-
IRKD-Konstrukte.

Dargestellt ist der Phosphattransfer in die einzelnen Kinasen (mol/mol) in Abhéngigkeit von der Dauer der
Phosphorylierung.

Aus dem Vergleich der verschiedenen Kinasekonstrukte (Abbildung 4.5) werden die
Unterschiede des Autophosphorylierungsverhaltens einzelner Mutanten deutlich. So heben
sich die GST-TEV-IRKD "' und die GST-TEV-IRKDY"*F deutlich von den anderen
Kinasen ab. Diese Konstrukte zeigen den hochsten Phosphateinbau und die GST-TEV-
IRKDY"*F zeigt die hochste Initialgeschwindigkeit (Tabelle 4.4).

Phosphateinbau Initialgeschwindigkeit

(mol/mol) (mol/mol/min)
GST-TEV-IRKD%' 3,7 1,8
GST-TEV-IRKD!4F 3,7 2,8
GST-TEV-IRKD"!"% 2,5 1,5
GST-TEV-IRKDY'"*'* 3 2,6

Tabelle 4.4: Phosphateinbau und Initialgeschwindigkeiten der Vollliingenkinase-Konstrukten

32



Ergebnisse

Die Initialgeschwindigkeiten der Kinasen konnten aus der Steigung der Tangenten, die an das
Diagramm in den initialen Phase angelegt wurden (Abbildung 4.6, gestrichelte Linien),

bestimmt werden.

GST-TEV-IRKDWT GST-TEV-IRKD Y1146F
2 2
: :
2 2
- 2
£ £

0 'I.G BID J.U . ] !’0 2;:‘ 3‘0
Zeit (min) Zeit (min)
GST-TEV-IRKD Y1150F GST-TEV-IRKD Y1151F

Phosphateinbau (molmol)
"

*
Phosphateinbau (molimel)
"

¥ °

[ 10 20 0 o 10 0 30
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 4.6: Graphische Darstellung zur Ermittlung von Initialgeschwindigkeiten der einzelnen
Vollléingenkinasekonsrukte

Gezeigt sind einzeln die Sittigungskurven der Autophophorylierungen von unterschiedlichen GST-
TEV-IRKD-Konstrukten. Aus der Steigung der Tangenten (gestrichelte Linien), angelegt an den
Verlauf der Kurven, konnte die Initialgeschwindigkeit ermittelt werden.

Nach der durchgefiihrten Phosphorylierungsreaktion wurden die Proteine zu den Zeitwerten
von 4, 8, 16 und 32 Minuten in den ausgeschnittenen Gelbanden tryptisch verdaut und die
Phosphopeptide aus dem Gel eluiert (6.2.10.1). Die so eluierten Peptide wurden anschlieBend

einer Phosphoaminosdurenanalyse (PASA ) unterzogen. Die Auftrennung der Phosphopeptide
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erfolgte iiber eine eindimensionale Elektrophorese (pH1,9, 6.2.11). Die Auswertung der
Elekrophorese im Phosphoimager (6.2.11.1) ist in der Abbildung 4.7 dargestellt.

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, phosphorylieren sich die Insulinrezeptorkinasen
wihrend der Aktivierung an Tyrosinresten. Frithere Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe
zeigten, dass der Insulinrezeptor als natiirliches Dimer nach Insulinstimulierung duale
Aktivitdt aufweist (Heidenreich et al., 1994), d.h. dass er sich selbst an Tyrosin- und
Serinresten phosphoryliert. Eine Phosphoaminoséureanalyse sollte zeigen wie die einzelnen
eingefiihrten Mutationen in den GST-TEV-IRKD-Konstrukten die Féhigkeiten der Kinase zur

dualen Spezifitit zu beeinflussen vermogen.

GST-TEV-IRKD WT i GST-TEV-IRKD Y1146F
P' —_— - - - -
- - - -
PS—=% . % ® o

Ori — = - . - s & &

. § & ”

pYT—e M s 4% 8
W

4 8 16 32

GST-TEV-IRKD Y1150F GST-TEV-IRKD Y1151F
PSS —— ¥ & : »
. ¥
i—% g 4 80 1,
Ori — & . Y & ' - 8 L ]
4 8 16° 251 A 8 16° 32

Abbildung 4.7: Phosphoaminosiiureanalyse der GST-TEV-IRKD-Konstrukte.

Die Analyse erfolgte durch eine eindimensionale Elektrophorese.
Ori: Auftragungspunkt des Aminosédurengemisches

pY/T: Phosphotyrosin/Threonin

pS: Phosphoserin

Zu beobachten ist, dass auBler Tyrosinphosphorylierungen auch Serinphosphorylierungen fiir

alle Kinasen detektiert werden konnten (Tabelle 4.5) .
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pY /T [%] pS [%]

Zeit [min] 4 | 8 16|32 4| 8 |16 32
GST-TEV-IRKD"! 95 | 84 | 80 | 76 5 | 16 | 20 | 24
GST-TEV-IRKDY'™* | 90 | 83 | 78 | 70 | 10 | 17 | 22 | 30
GST-TEV-IRKDY'* | 100 | 99 |97,5| 97 | - 1 125 3
GST-TEV-IRKDY''* 975/ 97 | 94| 92 |25 3 | 6 | 8

Tabelle 4.5: Phosphoaminosdurenzusammensetzung der GST-TEV-IRKD-Konstrukte

Die Daten bestétigen, dass der Anteil der Serinphosphate bei jedem untersuchten Konstrukt
mit dem zeitlichen Verlauf der Phosphorylierung steigt. Deutlich ist auch die starke Abnahme
der Serinphopsphorylierung fiir die GST-TEV-IRKD"'**  und GST-TEV-IRKDY'*'F,
verglichen mit den GST-TEV-IRKDY" und GST-TEV-IRKDY'"*" zu verzeichnen. Die GST-
TEV-IRKDY'"*¥ hebt sich sowohl in ihrem Autophopshorylierungsverhalten als auch in ihrer
Fahigkeit zur dualen Aktivitdit von den anderen Kinasekonstrukten ab. Folgende Tendenz,
sowohl in der Aktivierung als auch in der dualen Aktivitit, konnte verzeichnet werden
(absteigend gezeigt): GST-TEV-IRKD"" = GST-TEV-IRKD"'"** > GST-TEV-IRKD'">'F >
GST-TEV-IRKDY'"*,

Neben der radioaktiven Autophosphorylierung wurden die hergestellten monomeren Formen
der unterschiedlichen Vollldngenkinasemutanten auf das Autophosphorylierungsverhalten in
der nativen Page untersucht. In der nativen PAGE unterscheiden sich phosphorylierte Proteine
in ihrem elektrophoretischen Laufverhalten da durch die zusétzlichen negativen Ladungen
ihre Mobilitdt hoher ist und somit die einzelnen Phosphorylierungsstufen eines Proteins
sichtbar von einander getrennt werden.

Fiir die untersuchten Kinase-Konstrukte konnte keinene eindeutige Auftrennung der einzelnen
Phosphorylierungsstufen gezeigt werden (Anhang/Abbildung 8.10). Die Kinasen schifteten

aufgrund ihrer hohen Molekulargewichte zu sehr stark im nativen Gel.

4.2.2 Substratphosphorylierung durch GST-TEV-IRKD-Konstrukte

Alle generierten GST-TEV-IRKD-Konstrukte zeigten Autophosphorylierungsaktivitit. Von
Interesse ist hier auch das Substratphosphorylierungsverhalten der generierten

Kinasekonstrukte. Als Substrat wurde hierfiir Tyrtide verwendet. Bei Tyrtide handelt es sich
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um ein 9,2 kDa grof3es Peptid aus dem Insulinrezeptorsubstrat 1 (human IRS-1). Es besitzt
(Y612)

Erkennungssequenz YMXM liegt. Aufgrund des unterschiedlichen Laufverhaltens von

eine  Phosphorylierungsstelle fir  Rezeptortyrosinkinasen, die in der

unphosphorylierten und phosphorylierten Tyrtide in der nativen PAGE kann die Aktivitét der
verwendeten Kinase optisch dargestellt werden.

Fir den Vergleich der unterschiedlichen Konstrukte wurde eine zeitabhidngige
Substratphosphorylierung von 50uM Tyrtide durch 50nM Kinase unter Stadardbedingungen
(10mM ATP, 30mM MgCl,, IM DTT) durchgefiihrt. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden den
Reaktionsansédtzen Proben entnommen, die Reaktion durch Zugabe von nativen Probenpuffer

terminiert und die Proben iiber das native Gel (6.2.5.4) aufgetrennt (Abbildung 4.8).

GST-TEV-IRKD WT

GST-TEV-IRKD Y1146F

1 5t 15° 30

e -

unphosphoryliert
- e -

Tyrtide —
phosphoryliert

GST-TEV-IRKD Y1150F

30 15° 5t 1

- -

GST-TEV-IRKD Y1151F

1% ¥ 15° 30

el

unphosphoryliert

Tyrtide
phosphoryliert

Gezeigt sind native Gele.

30 15° 5 bl

e - -

Abbildung 4.8: Substratphosphorylierung von Tyrtide durch Vollléingenkinasekonstrukte.

Wie aus der Abbildung 4.8 deutlich zu erkennen ist, konnte fiir die GST-TEV-IRKDY'* und

fir ~ GST-TEV-IRKD"'"'* keine nennenswerte katalytische — Aktivitit in der

36



Ergebnisse

Substratphosphorylierung nachgewiesen werden, obwohl beide Konstrukte katalytische
Aktivitdt in der Autophosphorylierung zeigten.

Erginzend hierzu wurde eine Substratphosphorylierung von Tyrtide durch unterschiedliche
monomere, vorphosphorylierte Kinasekonstrukte durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Die
monomeren Kinasen wurden vorab jeweils mit 10uM unter Standardbedingungen (1mM
ATP, 30mM MgCl,, ImM DTT) fiir 30 Minuten vorphosphoryliert. Durch die erhéhte lokale
Konzentration der Kinasen (10uM) werden die Monomere aktiviert, vergleichbar zur GST-
vermittelten  Dimerisierung.  AnschlieBend wurden die monomeren, aktivierten
Kinasekonstrukte fiir die Phosohorylierungsreaktion eingesetzt. Vergleichbar mit den GST-
Dimeren konnte auch hier nur fiir IRKDY" und IRKDY'"*F eine katalytische Aktivitit

festgestellt werden.

4.2.3 Autophosphorylierung der GST-TEV-IRKD AC-Konstrukte

Um den Einfluss des C-Terminus auf das Aktivierungsverhalten der einzelnen GST-TEV-
IRKDAC-Konstrukte zu analysieren, wurden diese einer Autophosphorylierungsreaktion
unterzogen. Es wurde eine zeitabhidngige radioaktive Autophosphorylierung durchgefiihrt, um

speziell die Aktivitdt der jeweiligen Kinasekonstrukte quantitativ bestimmen zu konnen. Fiir

die Autophosphorylierungsreaktion wurde 1mM y[>*P]-ATP mit einer spezifischen Aktivitit
von ca. 150 cpm/ pmol ATP und je 0,5uM Kinasekonstrukte eingesetzt. Die

Autophosphorylierungsreaktion wurde unter Standardbedingungen (30 mM MgCl,, 5 mM

DTT ) zeitabhidngig durchgefiihrt. Die radioaktiven Proben wurden mittels 12%iger SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt, in Peptidfiarbelosung angefarbt und die Radioaktivitét
mittels einer Autoradiographie (6.2.9.1) analysiert. Die Proteinbanden wurden aus den SDS-
Gelen ausgeschnitten und iiber Cerenkov-Messung quantifiziert. Um quantitative Aussagen
iiber die Aktivitit der Kinasekonstrukte treffen zu konnen, wurde der Phophattransfer (mol
iibertragenes Phosphat), der Phosphateinbau ( mol iibertragenes Phosphat/ mol Kinase) und
die Initialgeschwindigkeit ( mol {ibertragenes Phosphat/ mol Kinase/min) ermittelt und
graphisch in der Abbildung 4.9 und der Abbildung 4.10 dargestellt. Aus den vorliegenden
Daten wird deutlich, dass schon nach 5 Minuten ein Séttigungsniveau fiir alle untersuchten

Kinasen erreicht ist. Dabei fand ein hoherer Phosphateinbau in die GST-TEV-IRKDACY"
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statt, gefolgt von der GST-TEV-IRKDACY'"** uynd der GST-TEV-IRKDACY'"'. Der
niedrigste Phophateinbau konnte bei der GST-TEV-IRKDACY'** detektiert werden ( Tabelle
4.6).

o= HeopH

Phosphateinbau (mol/mol)

20 30

Zeit (min)

GST-TEV-IRKDAC WT

GST-TEV-IRKDACY1146F
GST-TEV-IRKDACY1150F
GSET-TEV-IRKDdCY1151F

qaepe

Abbildung 4.9: Graphische Auswertung der zeitabhiingigen
Autophosphorylierung von GST-TEV-IRKDAC-Konstrukten.

Gezeigt ist der Phophateinbau (mol/mol) in die einzelnen Kinasekonstrukte in
Abhéangigkeit von der Dauer der Phosphorylierung
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GST-TEV-IRKDACTWT

Phosphateinbau (molimol)
L)
==
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Zeit (min)

GST-TEV-IRKDACTY1150F

Phosphateinbau {molmol)

20
Zeit (min)

GST-TEV-IRKDAC-Konstrukte

Abbildung 4.10: Graphische Darstellung zur Ermittlung von Initialgeschwindigkeiten der einzelner

Gezeigt sind einzeln die Sattigungskurven der Autophophorylierung von unterschiedlichen GST-TEV-
IRKDAC-Konstrukten. Aus der Steigung der Tangenten (gestrichelte Linien), angelegt an den Verlauf der
Kurven, konnte die Initialgeschwindigkeit ermittelt werden.

GST-TEV-IRKDACT Y1146F

Phosphattransfer (molfmal)

] 10 20 30
Zeit (min)

GST-TEV-IRKDACT Y151F

Phosphattransfer (molimal)

o 10 20 30

Zeit {min)

Phosphateinbau Initialgeschwindigkeit
(mol/mol) (mol/mol/min)
GST-TEV-IRKDAC™" 3,2 1,7
GST-TEV-IRKDACY!*F 2,8 1
GST-TEV-IRKDACY!'"** 2 1,4
GST-TEV-IRKDACY!''3'F 2,8 1,7

Tabelle 4.6: Phosphateinbau und Initialgeschwindigkeiten der GST-TEV-IRKDAC - Konstrukte
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Im AnschluB3 an die Phosphorylierungsreaktion wurden die Gelbanden der 4, 8, 16 und 32
Minutenwerte tryptisch verdaut und die Phosphopeptide aus dem Gel eluiert (6.2.10.1). Nach
tryptischer Elution wurden die Proben elektrophoretisch auf ithre
Phosphoaminosiurezusammensetzung untersucht (pH 1,9). Die Ergebnisse dieser Analysen

sind in der Abbildung 4.11 dargestellt und in der Tabelle 4.7 zusammengefasst.

GST-TEV-IRKDACTWT | GST-TEV-IRKDACTY1146F

#

pS—b i : ¥
L4 L
.
Ofi —» @ ™ o & s M "
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Oi —s i & & @
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GST-TEV-IRKDACTY1 150F§ GST-TEV-IRKDACTY1151F
i 6 32 Zeit(min)

Abbildung 4.11: Phosphoaminosiureanalyse der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte.

Die Analyse erfolgte durch eine eindimensionale Elektrophorese.
Ori: Auftragungspunkt des Aminoséurengemisches;

pY/T: Phosphotyrosin/Threonin;

pS: Phosphoserin

pY /T [%] pS [%o]

Zeit [min] 4 8 |16 | 32 | 4 8 | 16 | 32
GST-TEV-IRKDACTW' 92 1 91 | 88 | 82 | 8 9 | 12 | 20
GST-TEV-IRKDACTY'#" | 92 | 94 | 93 | 85 | 8 6 7 15
GST-TEV-IRKDACTY'™™ | 97 | 96 | 91 | 89 | 3 4 9 10
GST-TEV-IRKDACTY'"™'"| 98 | 94 | 93 | 91 | 2 6 7 8

Tabelle 4.7: Phosphoaminosiurenzusammensetzung der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte
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Die Daten bestdtigen,dass die Serinphosphorylieurng bei jedem untersuchten Konstrukt
zeitlich nachgeschaltet erfolgt. Deutlich zu verzeichnen ist die starke Abnahme der
Serinphopsphorylirung fiir die GST-TEV-IRKDY'** und GST-TEV-IRKD"'"", verglichen
mit der GST-TEV-IRKD"" und der GST-TEV-IRKD" "%,

4.2.4 Autophosphorylierung der monomeren IRKDACT-Konstrukte

Erginzend zu den durchgefiihrten Untersuchungen der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte
sollten die entsprechenden monomere Kinasekonstrukte untersucht werden.

Fir die Charakterisierung von monomeren Kinasen konnten mehrere Verfahren genutzt
werden. Als erstes wurde das Autophosphorylierungsverhalten der einzelnen Kinasen im
nativen Gel untersucht werden. Diese Methode ermdglicht eine optische Analyse einzelner
Phosphorylierungsstufen des untersuchten Proteins.

Fiir die zeitabhéngige Autophosphorylierungsreaktion wurden je 10uM Kinasekonstrukte und
5mM ATP eingesetzt (30 mM MgCl,, 1 mM DTT). Zu festgelegten Zeitpunkten (0°-45” min)

wurden den Phosphorylierungsansidtzen Proben entnommen und in der nativen PAGE
(6.2.5.4) aufgetrennt. Die Auftrennung der phosphorylierten Proben in der nativen PAGE ist
in der Abbildung 4.12 dargestellt. Fiir die IRKDACTY" konnten 6 Phosphorylierungsstufen
detektiert werden, fiir alle untersuchten IRKDACT-Mutanten jeweils 5. Die monomere
IRKDACT %' kann an folgenden Positionen phosphoryliert werden: Tyrosin 972 und 960 in
der Juxtamenbranregion, Tyrosine 1140, 1150, 1151 in der Aktivierungsschleife und ein
Serinrest im N-Terminus der Kinase. Den IRKDACT-Mutanten fehlt jeweils eine
Tyrosinphosphorylierungsstelle in der Aktivierungsschleife.

Die nativen Gele konnten im folgenden densitometisch ausgewertet werden.

In der Abbildung 4.13 ist der durchschnittliche Phosphateinbau (mol/mol) fiir den Zeitwert 45

Minuten zusammengefasst.
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Zeit o 0.5 1 2 4 &' 8 15 25 45

Abbildung 4.12: Autophosphorylierung der IRKDACT-Konstrukte.

Die zeitabhidngige Autophosphorylierung wurde mit 10uM Kinase und SmM
ATP durchgefiihrt. Auftrennung in der nativen PAGE.

durchschnittlicher Phosphateinbau
[molimol]

D o 2 g I = ‘ - I‘."
af ,\;\e@? j\,\@cﬁ ,\;\6'\?

Abbildung 4.13: Autophosphorylierung der IRKD CT-Konstruktenach 45
Minuten.

Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertung des Phosphateinbaus nach
45' Autophosphorylierung (SmM ATP, 10m Kinase). Ermittelt wurden die
Hauptphosphorylierungsstufen der einzelnen Kinasekonstrukte. Die Y-Achse entspricht
dem Phosphateinbau (mol/mol).
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Die IRKDACY' wurde mit durchschnittlich 4,9 Phosphaten pro Kinaseuntereinheit am
starksten phosphoryliert. Bei der IRKDACY'' wurde die Hauptphosphorylierungsstufe
durchschnittlich mit 4,2 Phosphaten, gefolgt von der IRKDACY'"** mit 3,7 und IRKDACY"'**
mit 3,4 Phosphaten pro Kinaseuntereinheit gemessen.

Neben der optischen Analyse sollten die monomeren IRKDAC-Konstrukte in einer

radioaktiven Autophosphorylierungsreaktionen untersucht werden. Fiir diese Versuche wurde

1 mM ATP und y[>?P]-ATP mit einer spezifischen Aktivitit von ca. 150 cpm/ pmol ATP und

je 2 uM monomerer Kinase eingesetzt. Die Reaktionen verliefen unter Standardbedingungen

(30 mM MgCl,, 1 mM DTT, 50 mM Tris pH 7,5, RT). Zu bestimmten Zeitpunkten wurden

den Reaktionsansdtzen Proben entnommen, die Reaktionen wurden im SDS-Probenpuffer
abgestoppt und iiber 12 % SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (6.2.5.3). Die Gele
wurden angefarbt, die Proteinbanden aus den Gelen ausgeschnitten und ihre Radioaktivitét
gemessen. AbschlieBend konnte aus der Cerenkov-Strahlung der Phosphateinbau [mol
Phosphat/ mol Kinaseuntereinheit] ermittelt werden, und als Funktion der Zeit in der

Abbildung 4.14 dargestellt werden.

25

[RKDACT WT
IRDACT ¥1146F
IRKDACT ¥1150F
IRKDcCT ¥11581F

Phosphateinabu {molimol}

a ek

o0 - T T T
0 10 20 30

Zeit (min)

Abbildung 4.14: Graphische Auswertung der zeitabhingigen Autophosphorylierung von IRKDAC-
Konstrukten.

Gezeigt ist der Phophateinbau (mol/mol) in die monomeren Kinasen in Abhéngigkeit von der Dauer der
Phosphorylierung. Um die Unterschiede zwischen den einzelnen Kinasen zu verdeutlichen sind alle
Graphen in einem Diagramm zusammengefasst.
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Um eine quantitative Aussage tiber das Aktivierungsverhalten der monomeren
Kinasekonstrukte treffen zu konnen, wurde neben dem Phosphateinbau auch die
Initialgeschwindigkeit  [pmol Phosphat/ pmol Kinaseuntereinheit/ min] bestimmt. Die
Initialgeschwindigkeiten wurde als Steigung der Tangente, die an den initialen Bereich der

Sattigungskurven angelegt wurde, ermittelt (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Graphische Darstellung zur Ermittlung von Initialgeschwindigkeiten der einzelner
IRKDAC-Konstrukte.
Gezeigt sind einzeln die Séttigungskurven der Autophophorylierung von unterschiedlichen IRKDAC-
Konstrukten. Aus der Steigung der Tangenten (gestrichelte Linien), angelegt an den Verlauf der Kurven,
wurde die Initialgeschwindigkeit ermittelt.

Nach 16 Minuten scheint das Maximum des Phosphateinbaus fiir alle Kinasekonstrukte

erreicht zu sein. Dabei verhalten sich alle Kinasen nahezu gleich. Die IRKDA

CYllSOF

aber im Durchschnitt eine etwas geringere Aktivitit als die drei anderen Kinasen.

zeigte

44



Ergebnisse

Die hochsten Initialgeschwindigkeiten zeigten die IRKDACY'"* und die IRKDACY'"'F mit
1,0 bzw. 0,9 mol Phosphat/ mol Kinaseuntereinheit/ min. Die IRKDAC™" zeigte die niedrigste
Initialgeschwindigkeit mit 0,5 gefolgt von IRKDACY'" mit 0,6 mol Phosphat/ mol

Kinaseuntereinheit/ min (Tabelle 4.8).

Phosphateinbau Initialgeschwindigkeit
(mol/mol) (mol/mol/min)
IRKDACY! 1,9 0,5
IRKDACY!¢F 2 1
IRKDACY!% 1,2 0,6
IRKDACY!'5!F 2,1 0,9

Tabelle 4.8: Phosphateinbau und Initialgeschwindigkeiten der IRKDAC - Konstrukte

4.2.5 Substratphosphorylierung durch GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte

In den ersten Schritten der Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass die dimeren und die
monomeren IRKDACT-Konstrukte eine qualitativ erfassbare katalytische Aktivitdt in der
Autophosphorylierung aufweisen. Von Interesse ist hier auch das Verhalten der generierten
Kinasekonstrukte bei der Substratphosphorylierung. Zum Nachweis der Aktivitéit eignet sich
die  Phosphorylierung des hIRS-1 Peptides Tyrtide. Zusdtzlich wurde die
Substratphosphorylierung mit dem artifiziellen Substrat PolyGluTyr durchgefiihrt, um die
Auswirkung von spezifischen Enzym-Substrat-Wechselwirkungen zu untersuchen. Bei
PolyGluTyr handelt es sich um ein Heteropolymer mit repetetiven Glutaminsdure-Tyrosin-
Sequenzen, im Verhéltnis von 4:1 (Glu:Tyr). PolyGluTyr ist aufgrund der sauren Umgebung
der Tyrosine ein sehr gutes Substrat fiir Tyrosinkinasen.

Fir den Vergleich der wunterschiedlichen Konstrukte wurde eine zeitabhingige
Substratphosphorylierung von 50uM Tyrtide durch 50nM Kinase unter Standardbedingungen
(10mM ATP, 30mM MgCl,, IM DTT) durchgefiihrt. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden den

Reaktionsansétzen Proben entnommen, die Reaktion durch Zugabe von nativem Probenpuffer
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terminiert und die die Proben iiber das native Gel (6.2.5.4) aufgetrennt. In der Abbildung 4.16
sind die nativen Gele der zeitabhéngigen Substratphosphorylierung dargestellt.

GST-TEV-IRKDACT WT | GST-TEV-IRKDACT Y1146F
1 5 15 80 7 5 15 a0
Tyrtide
unphosphoryliert ... ' .m
Tyrtide
phosphoryliert . dE
GST-TEV-IRKDACTY1150F | GST-TEV-IRKDACTY1151F
1 5 15 30 7 5 15 30
e e
unphosphoryliert ..
Tyrtide
phosphoryliert

Abbildung 4.16: Substratphosphorylierung von Tyrtide durch GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte
(native Gele).

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden den Reaktionsansitzen je 20ul Probe entnommen, die
Reaktionen durch Zugabe von 6ul nativen Probenpuffer gestoppt und die Proben iiber native Gele
aufgetrennt.

Deutlich ist die Phosphorylierung von Tyrtide durch die GST-TEV-IRKDACT "' und die
GST-TEV-IRKDACT Y'"** erkennbar. Fiir die GST-TEV-IRKDACT Y'** und GST-TEV-
IRKDACT Y'™'""  konnte keine nennenswerte katalytische  Aktivitit in der

Substratphosphorylierung von Tyrtide nachgewiesen werden.

Zur Quantifizierung der katalytischen Aktivitdt der Hybride bei der Substratphosphorylierung
wurde die Methode des Paper Assays (6.2.9.1) verwendet. Als Substrate dienten Tyrtide und
das artifizielle Substrat PolyGluTyr. Auf diese Weise konnten Unterschiede in der
katalytischen Aktivitit der GST-TEV-IRKDACT-Mutanten aufgrund von spezifischen

Enzym-Substrat-Wechselwirkungen untersucht werden.
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Um die katalytische Aktivitit der Hybrid-Mutanten quantitativ erfassen zu konnen, wurde der

Phosphateinbau in das Substrat Tyrtide mit radioaktiv markiertem y[P32]-ATP gemessen. Zu
diesem Zweck wurde eine zeitabhingige Substratphosphorylierung von 50 uM Tyrtide bzw.

0,4pg/ul PolyGlyTyr unter Standardbedingungen (30 mM MgCl,, 1 mM DTT, in 50 mM

Tris/HCI pH 7,5) und 1 mM y[P3?]-ATP (150 cpm/pmol ATP) durchgefiihrt. Da die exakte
Kettenldnge von PolyGlyTyr nicht einheitlich ist und das Molekulargewicht stark schwankt,
ist eine Konzentrationsangabe nur in pg/pul moglich. Die Reaktion wurde zu den
entsprechenden Zeiten (2', 4', 8', 16', 32") durch Zugabe von 6 pl 500 mM EDTA je 10 nl
Probe gestoppt. In einer Doppelbestimmung wurden die Proben auf Phosphozellulose-Papier
getropft, nach unterschiedlichen Waschschritten die Radioaktivitit durch Cerenkov-Zéahlung
bestimmt und die spezifische Aktivitdt [(pmol iibertragenes Phosphat/pmol Kinase)/min]
ermittelt. Die Auswertungen des Assays flir Tyrtide (Tabelle 4.9) ergab ein
iibereinstimmendes Ergebnis mit der Substratphosphorylierung in der nativen Page
(Abbildung 4.17A und Abbildung 4.16) Erneut zeigt die GST-TEV-IRKDACT "' die hochste
katalytische Aktivitdt. Im Vergleich dazu erreicht die GST-TEV-IRKDACT Y'"*F  eine
Aktivitit von 56% , die GST-TEV-IRKDACT Y noch 28%, wihrend die GST-TEV-
IRKDACT "' mit ca. 2% nahezu inaktiv, in Bezug auf die Substratphosphorylierung, ist.
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Abbildung 4.17: Ermittlung der spezifischen Aktivitit der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte fiir
Tyrtide und PolyGlyTyr.

A: Graphische Auswertung der Substratphosphorylierung von 50uM Tyrtide durch je 50nM
Kinasekonstrukt.

B: Graphische Auswertung der Substratphosphorylierung von 0,4pg/ul PolyGlyTyr durch je 50nM
Kinasekonstrukte

Mit der Methode des Paper Assayas wurde die spezifische Aktivitdt der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte
fiir Tyrtide und PolyGlyTyr tiber die Steigung der Graphen ermittelt.

Spez. Aktivitat fiir Spez. Aktivitat fiir
Tyrtide PolyGlyTyr
(o) (“o)
GST-TEV-IRKDACY! 100 100
GST-TEV-IRKDACY!46F 56 36
GST-TEV-IRKDACY!F 28 10
GST-TEV-IRKDACY!'5!F 2 4
Tabelle 4.9: Spezifische Aktivitit der GST-TEV-IRKDACT-Kinasen in der Substratphosphorylierung von
Tyrtide und PolyGlyTyr.
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Die Auswertung des Paper Assays fiir PolyGlyTyr (Abbildung 4.17B) ergab ein dhnliches
Bild wie fiir die Substratphosphorylierung von Tyrtide. Erneut ist fiir GST-TEV-IRKDACT""
die hochste spezifische Aktivitit festzustellen. Die spezifische Aktivitit der Kinasemutanten

wurde wieder in Relation zu GST-TEV-IRKDACT ™' gesetzt (Tabelle 4.9).

4.2.6 Immunologische Nachweis einer Vorphosphorylierung

Von besonderem Interesse ist die Untersuchung der mdglichen Vorphosphorylierung der

Kinasen, da diese gleichbedeutend mit der Voraktivierung sein konnte.

Bei der Autohosphorylierung der monomeren IRKDACT -Konstrukte konnte eine
Vorphosphorylierung bereits festgestellt werden (Abbildung 4.12). Es ist bei allen
untersuchten Kinasekonstrukten (bei 0 Minuten Zeitwert) deutlich eine zweite Bande zu

erkennen.

Es ist ebenso von Interesse, ob die dimeren GST-TEV-IRKDACT—Kinasekonstrukte auch
eine Vorphosphorylierung aufweisen. Hierzu wurde ein 12% SDS-Gel mit je 10ug Protein
beladen, ein Elektroblot (6.2.6.1) durchgefiihrt und die Membran mit a-Phosphotyrosin-
Antikorper inkubiert. In der Abbildung 4.18 sind der entwickelte a-Phosphotyrosin-Blot und

12%iges SDS-Gel  a-Phosphotyrosin-Blot
kDa M WT 46 S0 51 M WT 46 50 S5I

117 — -
o0 W= iy
T g —— -- pr— GST-TEV-IRKDACT-
o
49 a Konstrukte (55kDa)

Abbildung 4.18: immunologischer Nachweis einer Vorphosphorylierung der GST-TEV-IRKDACT-
Kinasen.

Je 10 pg Protein wurden auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran geblotet. Gezeigt ist das gefiarbte SDS-Gel und der entwickelte
a-Phosphotyrosin-Blot.

M=Prestained Marker, WT=GST-TEV-IRKDACT "', 46=GST-TEV-IRKDACT Y'"*"| 50=GST-TEV-
IRKDACT Y% 51=GST-TEV-IRKDACT Y'''F,
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das angefarbte SDS-Gel gezeigt. Der Blot zeigt eine deutlich Vorphosphorylierung bei allen
vier untersuchten GST-TEV-IRKDACT -Konstrukten.

4.2.7 Interaktionsstudien der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte mit der
SH2-Doméne

Die SH2 —Dominen wurden erstmals von Sadowski et al., 1986 und Pawson ef al., 1988 in
den beiden Onkoproteinen Src und Fps beschrieben. An der Signaltransduktion beteiligte
Proteine beinhalten hdufig Sequenzen, die fiir SH2-Doménen charakteristisch sind. Die SH2-
Domaéine umfasst ca. 100 Aminosdurereste, die hochaffin (Kd ~ 0,1-1 nM) an Phosphotyrosine
in einem spezifischen Aminosdurekontext binden. Die SH2-doménentragenden Proteine
haben, soweit bekannt, keine katalytische Aktivitit, sondern scheinen nur die Rolle eines
Adapterproteins zu libernehmen, welches einen Komplex mit weiteren Molekiilen ausbildet.
Kristallographische Untersuchungen zeigen, dass zur Bindung der SH2-Doméne in vitro ein
phosphorylierter Tyrosinrest benétigt wird (Felder et al., 1993). Die Interaktion des SH2-
Dominen-haltigen Proteins mit der Kinase kann auf zwei Arten erfolgen: Zum einem tiiber die
Bindung an das Phosphotyrosin des pYXXM- oder pYMXM Motivs im C-Terminus der
Rezeptorkinase (Cohen et al., 1995) und zum anderen iiber Phosphotyrosin in der
Aktivierungsschleife. Wéhrend die C-terminale Interaktion schon lidnger bekannt ist, ist die
Kenntnis der Wechselwirkung der SH2-Doméne mit der Aktivierungsschleife relativ neu
(Murdaca et al., 2004). Auch die SH2-Domine der PI3-Kinase wechselwirkt mit der
Aktivierungsschleife des Insulinrezeptors. In diesem Zusammenhang besonders interessant
erscheint die Untersuchung der Interaktion der GST-TEV-IRKDACT -Konstrukte mit der
SH2-Doméne. Somit konnen die bevorzugten Interaktionsstellen fiir die IRKD gefunden

werden.

Hierfiir wurde die GST-SH2 in drei verschiedenen Mengen (5ug,10ug,15ug) iiber ein SDS-
Gel aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine iiber das Wet-Blot Verfahren auf eine
PVDF-Membran {iibertragen (6.2.6.2). Zum Nachweis der erfolgreichen Immobilisierung von
GST-SH2 auf die PVDF-Membran wurden die immobilisierten Proteine reversibel mit dem
kolloidalen Farbstoff Ponceaurot angefarbt. Die Membran wurde nach dem Blocken mit einer

BSA-Losung mit den phosphorylierten Kinasekonstrukten inkubiert. Die GST-TEV-
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IRKDACT-Konstrukte ~ wurden je mit 5SuM, in  250ul  Volumen, einer

Autophosphorylierungsreaktion unterzogen (30 mM MgCl,, I mM DTT,1 mM y[P32]-ATP

(350 cpm/pmol ATP)). Die Reaktion wurde durch 30ul 500mM EDTA terminiert und die
Proteine {iiber eine mini-GST-Sdule gegeben. Nach mehreren aufeinander folgenden

Waschschritten konnten die Kinasen von der Siule eluiert werden.

Die Cerenkov-Strahlung der Eluate wurde gemessen, und die Eluate auf 30800 cpm normiert.
Die radioaktiven Kinasen wurden anschlieBend 1 Stunde mit den Blotmembranen inkubiert.
Um unspezifisch gebundene Kinasen von der Membran zu l6sen, wurden die PVDF-
Membrane mehreren Waschschritten unterzogen und anschlieBend auf der Molecular-
Imager®-Plattform (BioRad) fiir 20 Stunden exponiert. Die Auswertung der Molecular-
Imager®-Detektorplatte ist in der Abbildung 4.44 dargestellt.

Interessant erschient die Tatsache, dass alle untersuchten Tyrosinpositionen eine Interaktion
mit der SH2-Domine zeigen. Die stirkste Bindung der SH2 konnte an die GST-TEV-
IRKDACTY!'"* detektiert werden. Die GST-TEV-IRKDACTY!'"*¥ interagiert nur halb so stark
mit der SH2-Domine. Die GST-TEV-IRKDACTY!'*F  zeigt im Vergleich zu GST-TEV-
IRKDACTY"% nur ca. 75% Interaktionsstirke, die GST-TEV-IRKDACTY" c¢a.60%.

Spg 10pg 15pg M Spg 10pg 15pg Spg 10pg 15pg M 5pg 10ug 15pg

- - GST-SH2
T - - —-—— —— ( A49kDa ;I
+ + + +
GST-TEV-RKDACT GST-TEVIRKDACT  GST-TEV-IRKDACT
BRTTEIRKDAGT W Y1146F Y1150F Y1151F

Abbildung 4.19: Interaktionstudien der GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte mit der SH2-Doméine.

Dargestellt sind die reversibel mit Ponceaurot gefarbte PVDF-Membrane mit immobilisierter SH2-Doméne
und die Auswertung der Phosphoimager-Detektorplatte.
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4.2.8 Identifizierung der Phosphorylierungsstellen der GST-TEV-
IRKDACT-Kinasekonstrukte durch Phosphopeptidkartierung
(Peptid Map)

Fir die Aktivierung der IRKD ist die Phosphorylierung der Tyrosine in der
Aktivierungsschleife von essentieller Bedeutung. Die Reihenfolge der Besetzung und der
Phosphorylierungsgrad, der zur Aktivierung der IRKD notwendig ist, wird in der Literatur
(Dickens und Tavare 1992; Wei et al. 1995) kontrovers diskutiert.

Um Riickschliisse auf die Reihenfolge der Besetzung der Phosphotyrosine in der
Aktivierungsschleife zu erhalten, wurde die Methode der Phosphopeptidkartierung (Peptid
Map,( 6.2.10.2) ausgewéhlt (Al-Hasani 1995). Die Phosphopeptidkartierung wurde von Al-
Hasani fiir die losliche IRKD-His entwickelt. Nach einer Autophosphorylierung mit
anschliefendem tryptischen Verdau der Kinase konnten 48 Peptide (bei einem vollstindigen
Verdau) identifiziert werden, von denen 29 Peptide potentielle Phosphorylierungsstellen (Ser,
Thr, Tyr) enthielten. Das Peptidgemische konnte mittels HPLC-Anionenaustausch-
Chromatographie mit einem zweistufigen Salzgradienten in 14 radioaktive Fraktionen
getrennt werden (90% Ausbeute der Radioaktivitit). Durch Edman-Sequenzierung war es
moglich, den einzelnen FElutionspeaks im Chromatogramm die entsprechende
Aminoséduresequenz und somit die jeweilige Phosphorylierungsstelle der verwendeten IRKD
zuzuordnen. Die Egebnisse der Arbeit von Al-Hasani ermdglichen es nun, die in den GST-
TEV-IRKDACT-Mutanten besetzten Phosphorylierungsstellen anhand der Retentionszeiten

zu identifizieren.

Fiir die Phosphopeptidkartierung wurde zunéchst eine Autophosphorylierungsreaktion mit 0,5
uM je Kinasekonstrukt iiber 5 und 15 min unter Standardbedingungen (1 mM y[P32]-ATP,
500 cpm/pmol ATP, 30 mM MgCl,, | mM DTT, pH 7.5) durchgefiihrt. Dem Ansatz wurden

Proben von 20 pl entnommen und mit je 6 ul SDS-Probenpuffer denaturiert. Nach der
Auftrennung der Proben SDS-PAGE wurden die radioaktiven Banden mittels
Autoradiographie detektiert und ausgeschnitten. Uber Nacht erfolgte der tryptische Verdau
der Proteinbanden und die Elution der Peptide. Die eluierten, radioaktiven Peptide wurden im
Anschluss iiber HPLC-Anionenaustausch-Chromatographie aufgetrennt. In der Abbildung
4.20 sind die entstanden Elutionsprofile der GST-TEV-IRKDACT"" dargestellt.
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Abbildung 4.20: Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACT""

A: Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACT WT nach 5min Autophosphorylierung
B: Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACT WT nach 15min Autophosphorylierung

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=mono-phosphorylierte Aktivierungsschleife,
b=bis-phosphorylierte Aktivierungsschleife, t=tris-phosphorylierte Aktivierungsschleife

In beiden Chromatogrammen sind jeweils fiinf Peaks zu erkennen. Der erste Peak bei 30 bzw.
20 min kann Peptiden zugeordnet werden, die nicht an der Séule der HPLC gebunden haben.
Es folgt ein breiter Peak, der sich iiber den Bereich 40 bis 50 min erstreckt, dem kein Peptid
eindeutig zugeordnet werden konnte. Der nédchste Peak, bei ca. 60 min, wurde von Al-Hasani
der monophosphorylierten Aktivierungsschleife zugeordnet. Nach einer Retentionszeit von
ca. 80 min tritt die bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife auf. AbschlieBend wird
die tris-phosphorylierte Form bei ca. 100 min detektiert. Die Ausbildung von Doublets oder
Schultern deutet auf eine Besetzung unterschiedlicher Aminosduren der Aktivierungsschleife
innerhalb einer Phosphorylierungsstufe hin. Im weiteren Verlauf der Arbeit konzentriert sich

die Diskussion der Chromatogramme auf die interessanten Peaks der Aktivierungsschleife.

Bei einem Vergleich der Chromatogramme beider Zeitwerte ist eine Zunahme der Peaks fiir
die bis- bzw. tris-phosphorylierte Formen der Aktivierungsschleife bei 15 Minuten im
Vergleich zum 5 Minuten Wert zu erkennen. Nach 15 Minuten ist eine anndhernde
Gleichverteilung der mono-, bis- und trisphosphorylierten Formen der Aktivierungsschleife

zu verzeichnen. Nach Wei (1995) findet die Phosphorylierung der Tyrosine der
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Aktivierungsschleife in folgender Reihenfolge statt: Zuerst erfolgt die Phosphorylierung von
Y1150, gefolgt von Y1146 und zuletzt wird Y1151 phosphoryliert. Demnach entspricht der
Monopeak der Besetzung von Y1150. Der Peak der bisphosphorylierten Form tritt als
Doublet auf, was auf eine unterschiedliche Besetzung der bisphosphorylierten Form
hindeutet. Nach Wei wiirde die eine Spitze des Doublets der Besetzung von Y1150/Y1146
und die andere der Besetzung von Y1150/Y1151 entsprechen. Der Trispeak entspricht der

Besetzung aller drei Tyrosine der Aktivierungssehleife.

Nachfolgend werden nun die Phosphopeptidkartierungen fiir den Zeitwert von 15 Minuten
gezeigt, da diese stirker ausgebildete Peaks aufweisen. Die Phosphopeptidkartierungen des 5

Minuten Zeitwertes sind im Anhang (Abbildung 8.13) zu finden.

In der Abbildung 4.21 sind die Chromotogramme der GST-TEV-IRKDACT""'**, GST-TEV-
IRKDACTY'"* und GST-TEV-IRKDACTY'*'F gezeigt. Die GST-TEV-IRKDACTY"F zeigt
vorwiegend mono-Phosphorylierung, mit einem extrem ausgeprigten Monopeak, der stark
aufgespalten erscheint. Der bis-Phosphorylierungspeak ist nur halb so grol wie der

Monopeak.

GST-TEV-IRKDACT Y1146F GST-TEV-IRKDACT Y1150F GST-TEV-IRKDACT Y1151F

D m b ?

Ll

120

100

80+

cpm

60+
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. 8 B8 8 38 B

; T 1
(] 20 40 &0 80 100 120
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Abbildung 4.21: Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACT- Kinasemutanten.

Gezeigt sind die Chromotogramme der GST-TEV-IRKDACT Y = GST-TEV-IRKDACT Y'** GST-TEV-
IRKDACT Y'"'F fiir den Zeitwert 15 Minuten.

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=mono-phosphorylierte Aktivierungsschleife,
b=bis-phosphorylierte Aktivierungsschleife, t=tris-phosphorylierte Aktivierungsschleife

Die Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACTY'™*  weist vorwiegend die

monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife auf, deren Peak eine Aufspaltung zum
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Doublet zeigt. Der bisphosphorylierte Peak erscheint um die Hilfte kleiner im Verhiltnis zum

mono-Peak.

Die GST-TEV-IRKDACT Y'"'F zeigt hauptsdchlich die hochst mogliche Besetzung der
Aktivierungsschleife. Die bisphosphorylierte Form erscheint doppelt so stark verglichen mit
der mono-Form. Der Monopeak weist eine starke Doupletaufspaltung auf. Bei ca. 100

Minuten erscheint ein Peak, dem kein Peptid zugeordnet werden kann.

AbschlieBend muss festgehalten werden, dass die Phosphopeptidkartierung die Ergebnisse der
radioaktiven Autophosphorylierung bestdtigte. Der unterschiedliche Phosphateinbau in die
Kinasekonstrukte konnte auf die unterschiedliche Besetzung der Aktivierungsschleife

zuriickgefiihrt werden.
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4.3 Generierung, Expression und Reinigung von Heterodimeren
der Insulinrezeptorkinase-Konstrukte

4.3.1 Verwendete Kinasekonstrukte

Der Insulinrezeptor tritt in der Zelle als ein natiirliches Dimer auf. Da sich die Reinigung des
Holorezeptors in der Vergangenheit als schwierig erwiesen hat, wurde in der Arbeitsgruppe
ein Modellsystem entwickelt. Dazu wurde die intrazellulire Kinasedomédne des
Insulinrezeptors N-terminal mit dem Faltungsdimer Glutathion-S-Transferase (GST aus
Schistosoma japonicumdas) fusioniert. Auf diese Weise kann der hormongebundene, aktive,
dimere IR imitiert werden. Mit Hilfe des GST-Tags konnen in situ unterschiedliche
Untereinheiten miteinander dimerisiert werden, die so genannten Hybride (Fischer 2005). Die
jeweiligen Untereinheiten sind frei wéhlbar. Sie konnen sich in GroBe, katalytischer Aktivitit
und sogar in der Kinasenfamilie unterscheiden (Bernards 2008; Cording 2008; Herweg 2007).
Uber Hybridisierung ist es sogar mdglich ein Substrat kovalent an die Kinase zu binden (vgl.
Karau). Zur Gewinnung von Hybriden wird bei der Coexpression (6.2.2.1.5) eine Sf9-
Insektenzelle gleichzeitig mit zwei Viren infiziert, die jeweils die DNA einer der beiden
Hybriduntereinheiten tragen. Dabei kommt es auch zur Bildung von Homodimeren, die
anschliefend von dem gewiinschten Hybrid separiert werden miissen. Unterscheiden sich die
beiden Hybriduntereinheiten in der Grofe voneinander, so kdnnen sie gesondert untersucht

werden.

Um den Einfluss der Dimerisierung bei der Aktivierung des IRs untersuchen zu konnen,
wurde in unserer Arbeitsgruppe ein ,Jlebend/tot" Hybrid (Hybrid Herweg) generiert und
charakterisiert (Herweg 2007). Dieses bestand aus einer C-terminal deletierten, katalytisch
aktiven Kinaseuntereinheit (GST-IRKDACT) und einer katalytisch defizienten
Kinaseuntereinheit (GST-IRKDP®~*-His), die in ihren Eigenschaften einer Pseudokinase
entspricht. Auf diese Weise konnte die Autophosphorylierung in trans ausgeschlossen
werden. Aufbauend auf dieser Arbeit sollten ,,lebend/tot" Hybride bestehend aus der GST-
IRKDP~*-His (tote Kinase) und den GST-TEV-IRKDACT-Kinasemutanten generiert werden
(Abbildung 4.22). Als Vergleich zu den Hybriden werde die schon generierten und
charakterisierten GST-TEV-IRKDACT-Kinasekonstrukte eingesetzt werden.

56



Ergebnisse

Hybrid WT Hybrid Y 1 146F

GSTARKD D—A-His/ GST-IRKD D—A-Hisf GST-
GST-TEV-IRKDACT WT TEV-IRKDACT Y1146F

Hybrid Y 1150F Hybrid Y 1151F

GET-IRKD D—A-Hisf GST- GST-IRKD D—A-Hisf GET-
TEV-IRKDACT Y1150F TEV-IRKDACT Y1151F
Abbildung 4.22: schematische Darstellung der verwendeten Hybridkonstrukte.

Uber das Fussionsprotein GST (blau) wurde eine katalytisch aktive Untereinheit (GST-TEV-

IRKDACT) mit einer inaktiven Untereinheit (GST-IRKDP~*-His) dimerisiert. Als aktive
Untereinheit dienen die GST-TEV-IRKDACT **, GST-TEV-IRKDACY"** GST-TEV-

IRKDAC Y'%  GST-TEV-IRKDACY'"'F Die Mutation der Aktivierungsschleife der aktiven
Untereinheit ist in rot hervorgehoben. Die aktive Untereinheit weist eine TEV-Schnittstelle
zwischen dem GST-Fusionsprotein und der Kinasendoméne auf. Die katalytische Base der
inaktiven Untereinheit wurde gegen Alanin ausgetauscht (rot umkreist). C-terminal verfiigt die

tote Untereinheit tiber einen Hexahistidintag (rote H), der zur Reinigung genutzt wird.
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Bei der inaktiven Kinasemutante GST-IRKD”*-His ist die katalytische Base Aspartat 1120
durch ein Alanin ausgetauscht, mit der Folge, dass weder eine Substrat- noch eine
Autophosphorylierung dieser Kinase moglich ist. /n vitro konnte gezeigt werden, dass eine
solch inaktive Kinase von aktiven Kinasen als Substrat erkannt und somit phosphoryliert
werden kann (Baer et al. 2001). Neben dem GST-Tag besitzt die GST-IRKDP~* einen
zusitzlichen Hexahistidintag (His-Tag), der zur Separierung der Hybride ausgenutzt werden
kann. Die, als Dimerisierungspartner dienenden, C-terminal trunkierten Varianten der

Insulinrezeptorkinase sind in dieser Arbeit bereits beschrieben und charakterisiert worden.

Die generierten Hybride sollten auf ihre Aktivitit hin in der Auto- und
Substratphosphorylierung charakterisiert werden. Als Referenz zu den Hybriden dienen die

GST-TEV-IRKDACT-Kinasekonstrukte.

4.3.2 Strategie des ,,Doppeltags*

Bei der Expression der Hybride in den Sf9-Insektenzellen entstehen neben den gewiinschten
Heterodimeren zwei Homodimere: das aktiven GST-TEV-IRKDACT-Konstrukte und die
inaktive GST-IRKDP~*-His. Um die beiden unerwiinschten Homodimere vom Hybrid zu
trennen, wurde fiir die Arbeit die Strategie des ,,Doppeltags® ausgenutzt (Ettich 2006). Dabei
wurden beide Reinigungstags, sowohl der GST- als auch der His-Tag fiir die

Hybridseparierung iiber Affinitdtschromatographie verwendet.

Zur Hybridisierung wurde der N-terminal vorhandene GST-Tag genutzt, der wihrend der
Expression ein Faltungsdimer bildet, und somit zwei Kinaseuntereinheiten dimerisieren lésst.
Die beiden Untereinheiten im Heterodimer unterscheiden sich in ihrer Gréfe voneinander.
Die katalytisch defiziente Untereinheit trégt zusétzlich ein Hexahistidintag. Dieses wird bei
der Separation der Hybride iiber eine Ni-NTA-Affinitditschromatographie genutzt. Das
Einsetzen eines Imidazolgradienten ermdglicht die Trennung eines reinen Hybrids von den

Heterodimeren ( Abbildung 4.23).
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Imidazolkonzentration

I —————

Abbildung 4.23: Schematische Darstellung der Ni-NTA-Affinititschromatographie.

Die Separation der reinen Hybridform aus der Coexpression wird durch die Strategie des
Doppeltags gewihrleistet. Neben dem GST-Tag (blau) an beiden Kinaseuntereinheiten ist
an einer Kinaseuntereinheit ein zusétzlicher Hexa-Histidin-Tag (rot) vorhanden. Nach
erfolgter Lyse der Zellpellets der Coexpression erfolgt eine Trennung mittels Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie iiber den Hexa-Histidin-Tag. Die Anwendung eines
Imidazolgradienten ermoglicht die Separation der reinen Hybridform. Das Schema zeigt,
dass durch den angewandten Imidazolgradienten die verschiedenen Kinaseformen, freies
und zellimanentes GST voneinander getrennt werden konnen. Zuerst wird die Kinaseform
ohne Hexa-Histidin-Tag und freies GST, als nichstes die Hybridform (nur eine
Untereinheit trigt einen Hexa-Histidin-Tag) und zuletzt bei hoher Imidazolkonzentration
die Kinaseform mit doppeltem Hexa-Histidin-tag eluiert.
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4.3.3 Expression und Reinigung der Hybride

Fiir alle Konstrukte wurden die Virusiiberstdnde, die die rekombinante DNA der vorgestellten
Hybriduntereinheiten beinhalteten, bereits generiert (4.1). So konnten diese mittels

Coexpression im Baculovirus-Expressionssystem (6.2.2.1.5) hergestellt werden.

Zur Hybridisierung wurde der N-terminale GST-Dimerisierungstag verwendet, der bereits
wihrend der Expression ein Faltungsdimer bildet und somit zwei Kinaseuntereinheiten
dimerisieren ldsst. Die beiden verwendeten Untereinheiten im Hybrid unterscheiden sich in
threr GrofBe voneinander. Sie sind iiber den GST-Tag dimerisiert und die katalytisch

defiziente Kinaseuntereinheit tragt zusétzlich einen His-Tag.

Die Lyse der Zellpellets der Coexpression erfolgte nach dem, in der Arbeitsgruppe
standardisierten Protokoll (6.2.2.1.7). Bei der Coexpression kommt es neben der Ausbildung
von Hybriden ebenso zur Bildung von Homodimeren (GST-Kinasen), bestehend aus zwei
aktiven Kinaseuntereinheiten oder aus zwei katalytisch defizienten Kinaseuntereinheiten. Alle
drei Kinaseformen wurden im unterschiedlichen Verhéltnis exprimiert, wobei die Expression
des Hybrids am schwéchsten erscheint. Bei der Separation der Hybride wurde die Affinitdt
beider Reinigungstags zur verwenden Matrix ausgenutzt, um die unerwiinschten Homodimere
zu entfernen. Im ersten Schritt der Reinigung erfolgte mit Hilfe einer Nickel-NTA-
Affinititschromatographie (6.2.4.2) die Trennung beiden Homodimere vom Hybrid.
(Cording2008). Durch Kompetition wird mit steigender Imidazolkonzentration zundchst das

Hybrid und anschlieend das doppelt His-getagte inaktive Homodimer von der Séule eluiert.

Der Reinigungsverlauf der Ni-NTA-Reinigung wurde auf einem 12% SDS-Gel dokumentiert
und in der Abbildung 4.24 dargestellt.
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Abbildung 4.24: Reinigungsverlauf der Hybride iiber Ni-NTA-Affinititschromatographoie.
Exemplarisch dargestellt fiir Hybrid WT. (12% SDS-Gele)

Das Hybrid wurde mit mittels Ni-NTA-A ffinitdtschromatographie von den beiden Homodimeren separiert.
Je 30ul der Proben der Ni-NTA-Affinitdtschromatographischen Reinigung wurden zur Dokumentation mit je
6ul SDS-Probenpuffer versetzt, auf ein 12%-iges SDS-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.
K=Kontrolle, M=SDS Molecular Weight Marker, L=Lysat, D=Durchfluss,

W1/ W2=Waschschritte. Als Kontrolle (K) der Aufreinigung wurde das Hybrid Y1151F aus einer
vorangegangen Reinigung aufgetragen. Schematisch ist iiber dem Gel der zur Elution verwendete
Imidazolstufengradient dargestellt. Dieser veranschaulicht, dass bei verschiedenen Imidazolkonzentrationen
verschiedene Formen der GST-Kinasen eluiert werden kdnnen.

Das aktive Homodimer, das keinen His-Tag trdgt, befindet sich im Durchfluss. Nach dem
Beladen der Séule erfolgten zwei Waschschritte mit 20 mM und 25 mM Imidazol, um
unspezifisch gebundene Proteine von der Sdule zu entfernen. Die Elution wurde manuell, mit
stufenweise steigenden Imidazolkonzentrationen von 45 mM bis 250 mM Imidazol,
durchgefiihrt. Mittels Spot-Test (6.2.5.1) wurde der Proteingehalt der jeweiligen Fraktion
bestimmt. In Abbildung 4.24 ist exemplarisch die Separierung des Hybrids WT gezeigt. Es ist
erkennbar, dass die aktive GST-TEV-IRKDY" nicht an die Sdule gebunden hat, sondern sich
im Durchfluss befindet. Die nachfolgenden Eluate, bei 45 mM Imidazol, enthalten das
gewlinschte Hybrid, erkennbar an der Intensitit der Proteinbanden. Bei Hybriden sind beide
Untereinheiten im &quimolaren Verhéltnis vorhanden, daher steht auch die Intensitit der
beiden Proteinbanden im Verhéltnis 1:1. Beginnend bei 50 mM Imidazol nimmt die Intensitét
der Bande, der doppelt getagten inaktiven Kinaseuntereinheiten (GST-IRKDP~A-His),

langsam zu und ab 70 mM Imidazol ist eine deutliche Zunahme der inaktiven Komponente zu
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verzeichnen. Ab 110mM Imidazol wird vorwiegend das doppelt getagte inaktive Homodimer
eluiert. Alle, bei 45mM Imidazol eluierten, Fraktionen (mit Proteinbanden im Verhiltais 1:1)
wurden vereinigt und anschlieend iiber eine GSH-Affinitdtschromatographie erneut gereinigt
(6.2.4.1), um die Hybride aufzukonzentrieren. Die aufgefangenen Fraktionen der Reinigung

wurden ebenfalls in einem 12%igen SDS-Gel getrennt (Abbildung 4.25).

Nach dem Beladen der GSH-Sdule mit den Eluaten der Ni-NTA-Reinigung folgten drei
Waschschritte. Zuerst wurde ein Waschschritt mit PBS-Puffer durchgefiihrt, um unspezifisch
gebundene Proteine von der Sdule zu ertfernen. Es folgte ein Hochsalzwaschschritt (1M
NaCl) um Proteine, die iiber schwache ionische Wechselwirkungen gebunden sind, zu
eluieren. Mit PBS-Puffer wurde die Séule fiir das kompetitive Eluieren mit 10 mM
reduzierten Glutathion in 50 mM Tris/HCI vorbereitet. Die Konzentration der Eluate wurde
erneut mittels Spot-Test iiberpriift. Proteinhaltige Eluate wurden vereinigt und iiber ein

Centricon glutathionfrei gewaschen (6.2.4.3).

Abbildung 4.25 zeigt exemplarisch ein Reinigungsgel der GSH-Reinigung von Hybrid WT.
Es ist erkennbar, dass sich im ersten Waschschritt noch unspezifisch gebundene Proteine
befinden, die iiber die Ni-NTA-Reinigung nicht entfernt werden konnten. Zudem wird das
Hybrid, im Vergleich zur Ni-NTA-Reinigung, von der GSH-Matrix deutlich konzentrierter

eluiert.
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Abbildung 4.25: Reinigungsverlauf der Hybride iiber GSH-Affinititschromatographie.
Exemplarisch dargestellt fiir Hybrid WT. (12% SDS-Gel)

Je 30pul der Proben der GSH-Reinigung mit je 6ul SDS-Probenpuffer versetzt, auf ein 12% SDS-
Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt:

N=gesammelte Eluate der Ni-NTA-Chromatographie, W1/
W2/W3=Waschschritte, E=Fluate, C1/C2=Proben nach dem Waschen im
Centricon, M=SDS Molecular Weight Marker, K=Kontrolle. Als Kontrolle (K)
der Reinigung wurde das Hybrid Y1151F aus einer vorangegangenen Reinigung
aufgetragen.

Alle Hybride konnten in reiner Form und mit guten Ausbeuten separiert werden (Tabelle

4.10).

Konstrukt Ausbeute [mg]/1*10%Zellen
Hybrid WT 11

Hybrid Y1146F 0,4

Hybrid Y1150F 2,9

Hybrid Y1151F 12

Tabelle 4.10: Dokumentation der Reinigung der Hybride.

Zum Detektieren der aktiven GST-TEV-IRKDY" wurde der Durchlauf aus der Ni-NTA-
Reinigung tliber eine GSH-Reinigung aufgearbeitet (Anhang/Abbildung 8.14). Zu erkennen
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ist, dass neben der GST-TEV-IRKD"" im Durchlauf der Ni-NTA-Reinigung zusitzlich noch

freies GST und geringe Mengen an Hybrid nachweisbar sind.

Ergdnzend zu den  Hybridreinigungen  iiber zwei  aufeinander  folgende
Affinitdtschromatographien wurde ein immunologischer Nachweis der Reinigungstags
durchgefiihrt. Hierzu wurden zwei Antikorper verwendet, die als Epitop je einen
Reinigungstag erkennen (a-GST- und a-His-Antikorper). Je 10pug Hybrid in einem 10% SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend einem Elektroblot unterzogen. Die
PVDF-Membran mit immobilisierten Proteinen wurde geteilt, eine Hilfte mit a-GST- und die
andere Hailfte der Membran mit a- His-Antikérpern inkubiert. Fiir beide Reinigungstags
konnte ein immunologischer Nachweis erfolgreich erbracht werden (Anhang/Abbildung

8.15).

4.3.4 Immunologischer Nachweis einer Vorphosphorylierung

Von besonderem Interesse ist hier die Untersuchung einer Vorphosphorylierung der
generierten Hybride, da fiir alle, bei der Herstellung der Hybride verwendeten Kinasen

bereits eine Vorphosphorylierung nachgewiesen werden konnte (4.2.6).

Fiir diese Experiment wurden je 10png Hybrid in einem 10% SDS-Gel aufgetrennt. Nach dem
Gellauf wurde ein Elektroblot durchgefiihrt und die PVDF-Membran mit a-Phosphotyrosin-
Antikorpern inkubiert. In der Abbildung 4.26 ist das gefdarbte SDS-Gel und die entwickelte
PVDF-Membran abgebildet. Deutlich zu erkennen ist eine Vorphosphorylierung von drei
Hybriden: Hybrid WT, Hybrid Y1150F, und Hybrid Y1151F. Das Hybrid Y1146F weist als

einziges Konstrukt keine Vorphosphorylierung auf.
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Abbildung 4.26: immunologischer Nachweis der Vorphosphorylierung der Hybrid-Mutanten.

Je 10pg Hybrid wurden auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine PVDF-Membran iibertragen. Gezeigt ist das gefarbte SDS-Gel (links) und der entwickelte
a-Phosphotyrosin-Blot (rechts).

M=Prestained Marker, WT=Hybrid WT, 46=Hybrid Y1146F, 50=Hybrid Y1150F,

51=Hybrid Y1151F.

4.3.5 Dephosphorylierung der Hybride

Bei den Hybriden konnte eine ungleiche Vorphosphorylierung festgestellt werden. Wahrend
drei der Hybride nach der Reinigung vorphosphoryliert vorlagen (Hybrid WT, Hybrid
Y1150F und Hybrid Y1151F), konnte bei dem Hybrid Y1146F keine Vorphosphorylierung
nachgewiesen werden. Dies erschwert einen Vergleich der Hybride beziiglich ihrer Aktivitit.

Daher sollte versucht werden die vorphosphorylierten Hybride zu dephosphorylieren.

Die Phosphorylierungsreaktion unterliegt dem Massenwirkungsgesetz. Es ist also die
Moglichkeit gegeben die Reaktion durch Zugabe von Produkt umzukehren. Daher wurden
sowohl die Hybride als auch die GST-TEV-IRKDACT-Kinasen iiber einen Zeitraum von 30

min mit 30 mM ADP unter Standardbedingungen behandelt (30 mM MgCl,, | mM DTT, pH

7,5). Dem Reaktionsansatz wurde alle 5 min Proben entnommen (je 10pug Protein) und auf
einem 12% SDS-Gel aufgetrennt, anschlieBend geblotet und mit o-Phosphotyrosin-
Antikorpern inkubiert.

65



Ergebnisse

In der Abbildung 4.27 sind exemplarisch die Blots fiir das Hybrid Y1151F und die GST-
TEV-IRKDACTY'"*'F gezeigt. Es wurde auch nach 30 Minuten ADP-Behandlung sowohl

beim Hybrid als auch bei der Kinase eine anhaltende Tyrosinphosphorylierung nachgewiesen.

Neben der Dephosphorylierung mit ADP wurden sowohl Hybride als auch die
Referenzkinasen der enzymatischen Dephosphorylierung unterzogen. Dazu wurde das Enzym
alkalische Phosphatase verwendet. Die Proteine wurden iiber einen Zeitraum von einer

Stunden mit der alkalischen Phosphatase bei Raumtemperatur unter folgenden Bedingungen

inkubiert: 10 uM ZnClz, 0,5 mM MgClZ, 2 mM EGTA, 1 mM DTT in 100 mM Tris/HCI pH

8,6. Nach 30 und 60 Minuten wurde dem Ansatz je 10ug Proteingemisch entnommen und
geblotet. Wie aus der Abbildung 4.28 (exemplarisch die GST-TEV-IRKDACTY!'*'F
dargestellt) ersichtlich wird, ist diese Methode nicht zur Dephosphorylierung vorliegender
Kinasen und Hybride geeignet.

10%iges SDS-Gel a-Phosphotyrosin-Blot
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Abbildung 4.27: Immunologischer Nachweis von Phosphotyrosin nach Dephosphorylierung mit ADP.

Bei der Dephosporylierungsreaktion mit ADP wurde dem Ansatz alle 5 Minuten eine Probe von je
10ug Protein entnommen. Nach Zugabe von je Sul SDS-Probenpuffer erfolgte die elektrophoretische
Auftrennung der Proben iiber eine 10%ige SDS-PAGE mit anschlieBenden Elektroblot. Gezeigt sind
das gefirbte 10%ige SDS-Gel und der entwickelte a-Phosphotyrosin-Blot

0'-30'=Zeitwerte zu denen Proben genommen wurden, H46=Hybrid Y1146F (Negativkontrolle),
K51=Homodimer Y1151F, M=Prestained Marker.

66



Ergebnisse
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Abbildung 4.28: Immunologischer Nachweis von Phosphotyrosin nach Dephosphorylierung mit der
alkalischen Phosphatase.

Die entnommenen Proben enthielten je 10ug Protein. Die Reaktion wurde durch Zugabe von

5ul SDS-Probenpuffer terminiert bevor die Proben auf einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und geblotet wurden. Dargestellt sind das gefarbte SDS-Gel und der entwickelte
a-Phosphotyrosin-Blot. Das Hybrid Y1146F wurde als Negativkontrolle verwendet, da bei ihm keine
Vorphosphorylierung vorlag

M=Prestained Marker, 30"/1h=Zeitwerte zu denen Proben genommen wurden, H46=Hybrid Y 1146F,
K51=Homodimer Y1151F.

4.3.6 Proteolytische Spaltung der Hybride

Die aktiven Kinaseuntereinheiten der Hybride (GST-TEV-IRKDACTY" GST-
TEVTRKDACTY'"**, GST-TEV-IRKDACTY'"** und GST-TEV-IRKDA"'"'F) enthalten alle
eine Schnittstelle fiir die TEV-Protease. Die Kinasen konnten bereits durch TEV-Proteolyse
erfolgreich monomerisiert werden. Die proteolytische Spaltung der Hybride ermdglicht eine
gesonderte Untersuchung der aktiven Kinaseuntereinheit in der nativen PAGE, wodurch der
Grad der Vorphosphorylierung untersucht werden kann. Ferner ist die Mdglichkeit von
Interesse, die aktive Kinaseuntereinheit nach vorangegangener Phosphorylierung (Auto- oder
Substratphosphorylierung) hinsichtlich der Phosphorylierungsstufe zu untersuchen. Die
Proteolyse wurde 4 Stunden unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 0,5 mM EDTA und
50 mM Tris/HCI pH 8,0. Nach der abgeschlossener Proteolyse wurde der Ansatz mit 5x
SDS-Probenpuffer versetzt und im 12% SDS-Gel aufgetrennt.
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zuvor

einer

Autophosphorylierungsreaktion unter Standardbedingungen unterzogen wurden, fiir die

proteolytische Spaltung eingesetzt.
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Abbildung 4.29: Proteolytische Spaltung der Hybride mit der TEV-Protease.

Die Hybrid-Mutanten wurden vor und nach einer 30 miniitigen Autophosphorylierung einer

Proteolyse unterzogen, um die monomere aktive Untereinheit (37 kDa, IRKDACT) zu erhalten.
Nach der Autophosphorylierung ist aber keine Spaltung mehr zu beobachten.
TEV=TEV-Protease, WT=Hybrid WT, 46=Hybrid Y1146F, 50=Hybrid Y1150F, 51=Hybrid
Y1151F

Die Abbildung 4.29 zeigt die Ergebnisse der proteolytischen Spaltung der Hybride vor und

nach der Autophosphorylierung. Vor der Autophosphorylierung ist eine Bande auf Hohe von

37 kDa sichtbar, die der monomeren aktiven Kinaseuntereinheit zugeordnet werden kann. Da

jedoch keine Abnahme der unteren Proteinbande des Hybrids (aktive Kinaseuntereinheit mit

GST-Tag) erkennbar ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Proteolyse nur zu einem

geringen Mal} stattfindet. Nach der Autophosphorylierung findet augenscheinlich keine

Proteolyse der Hybride mehr statt.

68



Ergebnisse
4.4 Charakterisierung der Hybride

Die gereinigten Hybride wurden auf ihre Aktivitit beziiglich der Autophosphorylierung und
der Substratphosphorylierung untersucht. Alle Versuche wurden mehrfach durchgefiihrt
(n=3-6) und sind im Mittel oder exemplarisch gezeigt. Die Phosphorylierungsreaktionen
erfolgten unter normierten Bedingungen. Des Weiteren wurden alle Hybride bzw. die

Referenzkinasen auf ihre aktiven Untereinheiten normiert eingesetzt.

4.4.1 Untersuchungen des Einflusses der TEV-Schnittstelle auf die
katalytische Aktivitédt der Hybride

Die TEV-Schnittstelle verfiigt {iber ein Tyrosin, das, wie friihere Arbeiten gezeigt haben,
ebenfalls phosphoryliert werden kann. Um zu kldren, welchen Einfluss die TEV-Schnittstelle
auf die katalytische Aktivitdt der Hybride hat, wurde das vorgestellte Hybrid WT mit dem
lebend/tot Hybrid von Herweg (Herweg 2007), das iiber keine TEV-Schnittstelle verfiigt,

verglichen.

Hierfiir wurden beide Hybride einer Autophosphorylierungsreaktion mit 1 mM y[>?P]-ATP
unterzogen. Die Reaktion verlief unter Standardbedingungen (1 mM DTT, 30 uM MgCl, pH

7,5) und wurde zum jeweiligen Zeitwert mit SDS-Probenpuffer abgestoppt. Die Proben
wurden tiber eine 10%ige SDS-PAGE aufgetrennt, ihre Radioaktivitit mittels
Autoradiographie detektiert und durch Cerenkov-Messung quantifiziert. Um quantitative
Aussagen iiber die Aktivitdat der Hybride treffen zu kdnnen, wurde der Phosphattransfer [mol
iibertragenes Phosphat], der Phosphateinbau (mol {iibertragenes Phosphat / mol aktive
Untereinheit) und die Initialgeschwindigkeit (mol {ibertragenes Phosphat / mol aktive

Untereinheit / min) ermittelt und graphisch dargestellt (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Graphische Darstellung der Autophosphorylierung von Hybrid WT und "Hybrid

Uber den Vergleich beider Hybride soll der Einfluss der vorhandenen TEV-Schnittstelle in der aktiven
Untereinheit der Hybride untersucht werden. Gezeigt sind der ermittelte Phosphateinbau in die aktive (griin)
und inaktive (rot) Untereinheit, sowie der Gesamteinbau in beide Untereinheiten (schwarz). Des Weiteren sind
die Tangenten zur Ermittlung von Initialgeschwindigkeiten als gestrichelte Linien dargestellt.

Im Ergebnis verhielten sich beide Hybride beziiglich des Gesamtphosphateinbaus nahezu

gleich. Der Gesamteinbau resultiert aus der Summe des Einbaus in beide Untereinheiten des

jeweiligen Hybrids. Bereits nach 15 Minuten ist der maximale Phosphateinbau bei beiden
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Hybriden zu beobachteten. Sowohl das Hybrid WT, als auch das ,,Hybrid Herweg* zeigen
einen maximalen Gesamteinbau von 4,1 mol/mol (Tabelle 4.11). Unterschiede werden erst
deutlich, wenn der Phosphateinbau in die Untereinheiten nédher betrachtet wird. Die aktive
Untereinheit des ,,Hybrid Herweg™ baut mit 1,5 mol/mol weniger ein als die aktive
Untereinheit des Hybrid WT, die 2,2 mol/mol einbaut. Anders verhélt es sich bei dem
Phosphateinbau in die katalytisch defiziente Untereinheit. Hier baut das ,,Hybrid Herweg* mit
2,6 mol/mol mehr ein als das Hybrid WT (mit 1,8 mol/mol). Theoretisch ist fiir die aktive
Untereinheit ein maximaler Einbau von 4 mol/mol im ,,Hybrid Herweg® und Smol/mol im
Hybrid WT moglich. In die inaktive Untereinheit ist fiir beide Hybride ein Phosphateinbau
von maximal 6mol/mol zu erreichen. Somit erzielen beide Hybride in ihre Untereinheiten

nicht annéhernd den theoretisch moglichen Phosphateinbau.

Hybrid WT Hybrid WT Hybrid WT
gesamt aktive Untereinheit | inaktive Untereinheit
Phosphateinbau 4,1 2,2 1.8
( mol/mol)
Initialgeschwindigkeit 1,9 1,0 0,9
(mol/mol/min)
~Hybrid Herweg*“ | ..Hybrid Herweg* ~Hybrid Herweg*
gesamt aktive Untereinheit | inaktive Untereinheit
Phosphateinbau 4,1 1,5 2,6
( mol/mol)
Initialgeschwindigkeit 1,3 0,5 0,8
(mol/mol/min)

Tabelle 4.11: Phosphateinbau und Initialgeschwindigkeiten des HybirdsWT und "Hybrids Herweg"'.

Das Vorhandensein einer TEV-Schnittstelle in der aktiven Kinaseuntereinheit des Hybrid WT
fithrte zu einer Verdnderung der Initialgeschwindigkeiten. Die Initialgeschwindigkeit fiir den
Gesamteinbau ist bei beiden Hybriden anndhernd gleich, jedoch findet der Einbau in die
aktive Untereinheit des Hybrid WT schneller statt als beim ,,Hybrid Herweg®, dagegen ist der
Einbau in die inaktive Untereinheit des Hybrid WT gegeniiber dem Hybrid Herweg

verlangsamt.

Das Einfligen der TEV-Schnittstelle fiihrte demnach zu einem geringeren und verlangsamten

Phosphateinbau in die katalytisch defiziente Untereinheit des Hybrid WT. Gleichzeitig kann
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ein erhohter und schnellerer Phosphateinbau in die aktive Untereinheit des Hybrid WT

verzeichnet werden.

Der Einfluss der vorhandenen TEV-Schnittstelle auf die katalytische Aktivitit der Hybride
soll auch beziiglich der Substratphosphorylierung untersucht werden. Um eine sinnvolle
Aussage treffen zu konnen ist es notwendig die Aktivitit des Hybids WT mit dem ,,Hybrid

Herweg* im direkten Vergleich zu testen.

Fiir diesen Vergleich wurde eine zeitabhingige Substratphosphorylierung von 50 uM Tyrtide
durch 100 nM Hybrid unter Standardbedingungen (10 mM ATP, 30 mM MgCl,, 1 mM, pH

7,5) durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von nativen Probenpuffer unterbrochen

und die Proben {iber native PAGE aufgetrennt.

Hybrid WT Hybrid Herweg
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Abbildung 4.31: Substratphopshorylierung von Tyrtide durch Hybrid WT und "Hybrid Herweg"

Dargestellt ist ein natives Gel. Ein Vergleich der zeitabhingigen Phosphorylierung von Tyrtide durch das
Hybrid WT und durch das ,,Hybrid Herweg* soll den Einfluss der eingefiigten TEV-Schnittstelle kldren. Zu den
angegebenen Zeitwerten wurde dem Ansatz jeweils eine Probe von 20ul entnommen, die Reaktion mit 6ul
nativen Probenpuffer terminiert und das Proteingemisch iiber ein natives Gel aufgetrennt.

Auch im Bezug auf die Substratphosphorylierung in der nativen PAGE (Abbildung 4.31)
konnte kein Unterschied zwischen dem Hybrid WT und dem ,,Hybrid Herweg* ohne TEV-
Schnittstelle festgestellt werden.
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4.4.2 Autophosphorylierung der Hybride

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die vorhandene TEV-Schnittstelle keinen stdrenden
Einfluss auf die Gesamtaktivitit der Hybride hat, wurden die Hybrid-Mutanten zunéchst auf
ihr Verhalten in der Autophosphorylierung untersucht. Alle folgenden Aussagen beziiglich
einer ermittelten Kkatalytischen Aktivitit, sowohl bei den Hybride als auch bei den

Referenzkinasen, beziehen sich auf die Anzahl der aktiven Untereinheiten.

Dazu wurde eine zeitabhdngige Autophosphorylierung unter Standardbedingungen
durchgefiihrt (1 uM je Hybrid, 1 mM 7[32P]-ATP, spezifischen Aktivitdt von 150 cpm /pmol
ATP, 1 mM DTT, 30 pM MgCl, pH 7.5). Den Phosphorylierungsansitzen wurden zu

festgelegten Zeitpunkten Proben entnommen, die Reaktionen mit SDS-Probenpuffer gestoppt
und die Proben anschlieBend im 10%SDS-Gelen aufgetrennt.

Hybrid WT Hybrid Y1146F
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Abbildung 4.32: Autophosphorylierung der Hybride.

Dargestellt sind 10%ige SDS-Gele (A) und die zugehorigen Autoradiographien (B). Zum Vergleich der
Hybrid-Mutanten wurde eine zeitabhéngige Autophosphorylierung durchgefiihrt. Zu den angegebenen
Zeitwerten wurde ein Probe mit je 20 pmol Hybrid entnommen, die Reaktion durch Zugabe von 5ul SDS-
Probenpuffer abgestoppt und iiber ein 10%iges SDS-Gel aufgetrennt (A). Zur Identifikation der radioaktiven
Proteinbanden wurde eine Autoradiographie durchgefiihrt (B).

Im Anschluss wurden die Gele angefdrbt und autoradiographiert (Abbildung 4.32). Die
radioaktiven Banden der Gele wurden ausgeschnitten und mittels Cerenkov-Messung

quantifiziert.
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Um quantitative Aussagen iiber die Aktivitit der Hybride treffen zu konnen, wurde der
Phophattransfer (mol {iibertragenes Phosphat), der Phosphateinbau (mol {ibertragenes
Phosphat/ mol Kinase) und die Initialgeschwindigkeit (mol tiibertragenes Phosphat/ mol
Kinase/ min) der beiden Untereinheiten der Hybride ermittelt und graphisch dargestellt
(Abbildung 4.33).

Bei allen Hybrid-Mutanten konnte bereits nach neunzig Sekunden ein deutlicher
Phosphateinbau in beide Untereinheiten detektiert werden, das an der Schwirzung des
Rontgenfilms gut erkennbar ist (Abbildung 4.32B). Dabei ist ein stirkerer Phosphateinbau in
die katalytisch defiziente Untereinheit erkennbar. Im Gel macht sich der zunehmende
Phosphateinbau durch einen Shift der jeweiligen Proteinbande zu einem hoheren aparenten
Molekulargewicht bemerkbar. Durch zunehmende Phosphorylierung erscheinen die

Proteinbanden diffuser.

Bei allen Hybriden wurde der Phosphateinbau in die aktive und in die katalytisch defiziente
Untereinheit ermittelt. Der Gesamteinbau resultiert aus der Summe des Phosphateinbaus in
die aktive und inaktive Untereinheit des jeweiligen Hybrids. Auf den ersten Blick ist
erkennbar, dass sich bei allen Hybriden das Verhiltnis des Phosphateinbaus in die aktive und

inaktive Untereinheit dhnelt. (vgl. Abbildung 4.33).
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Abbildung 4.33: Graphische Darstellung der Autophosphorylierung der Hybride.

Der Phosphateinbau der Hybrid-Mutanten wurde fiir die aktive (griin) und inaktive (rot) Untereinheit
ermittelt. Der Gesamteinbau (schwarz) resultiert aus der Summe des Phosphateinbaus in beide
Untereinheiten. Die Initialgeschwindigkeiten wurden aus der Steigung der angelegten

Tangente (gestrichelte Linien) bestimmt.

Dies wird auch nach qualitativer Auswertung der Daten bestitigt (Tabelle 4.12). Demnach
findet der Phosphateinbau zu ca. 60% in die aktive und zu ca. 40% in die katalytisch
defiziente Untereinheit der Hybride statt. Dies gilt ungeachtet der absolut erreichten
Phosphateinbauten. Die sich bei der Phosphatinkorporation abzeichnende Tendenz ist auch
bei den Initialgeschwindigkeiten wieder zu erkennen. Der Phosphateinbau in die aktive
Untereinheit der Hybride trigt ca. 60% und der Phosphateinbau in die inaktive Untereinheit

ca. 40% zur Gesamtinitialgeschwindigkeit bei.
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Hybrid WT Hybrid WT Hybrid WT
Gesamteinbau akt. Untereinheit | inakt. Untereinheit
Phosphateinbau 4,1 2,2 1.8
( mol/mol)
Anteil 100 54 44
Phosphateinbau(%)
Initialgeschwindigkeit 1,9 1,0 0,9
(mol/mol/min)
Anteil 100 53 47
Initialgeschwindigkeit(%o)
Hyvbrid Y1146F Hybrid Y1146F Hybrid Y1146F
Gesamteinbau akt. Untereinheit | inakt. Untereinheit
Phosphateinbau 2,0 1,2 0,9
( mol/mol)
Anteil 100 60 40
Phosphateinbau(%o)
Initialgeschwindigkeit 0,6 0.4 0,2
(mol/mol/min)
Anteil 100 67 33
Initialgeschwindigkeit(%o)
Hybrid Y1150F Hybrid Y1150F Hybrid Y1150F
Gesamteinbau akt. Untereinheit | inakt. Untereinheit
Phosphateinbau 1,6 1,0 0,6
( mol/mol)
Anteil 100 36 38
Phosphateinbau(%)
Initialgeschwindigkeit 1,0 0,7 0,4
(mol/mol/min)
Anteil 100 70 30
Initialgeschwindigkeit(%o)
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Hybrid Y1151F Hybrid Y1151F Hybrid Y1151F

Gesamteinbau akt. Untereinheit | inakt. Untereinheit

Phosphateinbau 3,6 2,1 1,6
( mol/mol)
Anteil 100 58 44
Phosphateinbau(%)
Initialgeschwindigkeit 1,0 0,6 0,4
(mol/mol/min)
Anteil 100 60 40
Initialgeschwindigkeit(%o)

Tabelle 4.12: Phosphateinbau und Initialgeschwindigkeiten der Hybride unter Beriicksichtigung der
Untereinheiten.

Bei einem direkten Vergleich des Phosphatgesamteinbaus in die Hybride werden jedoch die

Unterschiede zwischen den Hybriden deutlich.

Einbau [mol/mol]

S

P —

S —

Hybrid WT
Hyt
o Hybrid Y146F
Hybrid Y1150F

I Y1181F

untereinander.

Phosphorylierung.

10

20
Zeit [min]
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Abbildung 4.34: Graphische Darstellung der Autophosphorylierung der Hybride. Vergleich der Hybride

Gezeigt sind die errechneten Gesamteinbauten in die Hybride in Abhéngigkeit von der Dauer der

Das Hybrid WT zeigt sowohl den hochsten Phosphateinbau als auch die hdochste

Initialgeschwindigkeit. Beim Hybrid Y1151F konnte zwar ein &hnlich hoher Phosphateinbau
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detektiert werden, jedoch erfolgt dieser nur halb so schnell. Die Hybride Y1146F und Y1150F
weisen dagegen nur einen etwa halb so gro3en Einbau auf. Wie schon bei Hybrid Y1151F ist
der Phosphateinbau bei Hybrid Y1150F ebenfalls nur halb so schnell im Vergleich zum
Hybrid WT. Beim Hybrid Y1146F erfolgt der Phosphateinbau besonders langsam, diese
Hybrid liegt aber auch als Einziges nicht vorphosphoryliert vor.

In einem weiteren Schritt sollten die Hybrid-Mutanten untereinander und mit den

entsprechenden GST-TEV-IRKDACT-Kinasekonstrukten verglichen werden.

Fiir den Vergleich der Hybrid-Mutanten mit den jeweiligen Referenzkinasen wurde eine
zeitabhingige Autophosphorylierung (I uM Hybrid und 0,5 pM Homodimer) unter
Standardbedingungen (1 mM y[>?P]-ATP, spezifischen Aktivitit von 150 cpm / pmol ATP, 1

mM DTT, 30 uM MgClLpH 7,5) durchgefiihrt.

Dieser Vergleich ergab ein analoges Verhalten der einzelnen Hybride mit den zugehorigen
Referenzkinasen sowohl in Bezug auf den Phosphateinbau als auch die Initialgeschwindigkeit
(vgl. Tabelle 4.13 und Tabelle 4.14). Die einzige Ausnahme bildet das Hybrid Y1146F, das
die gleiche Initialgeschwindigkeit wie die Referenzkinase aufweist, jedoch nicht den gleichen
Phosphateinbau erreicht (Hybrid Y1146F 1,9 mol/mol; Homodimer Y1146F 2,6 mol/mol).
Dabei muss aber beachtet werden, dass die GST-TEV-IRKDACTY!"*F vorphosphoryliert ist,
das Hybrid Y1146F jedoch nicht.

Hybrid WT |Hybrid Y1146F Hybrid Y1150F | Hybrid Y1151F
Phosphateinbau 3,0 1,9 1,8 35
( mol/mol)
Initialgeschwindigkeit 2,0 0,8 1 1,1
(mol/mol/min)

Tabelle 4.13: Phosphateinbau und Initilgeschwindigkeiten der Hybride.

GST-TEV- GST-TEV- GST-TEV- GST-TEV-
IRKDWT IRKDYI 146F IRKDYI 150F IRKDYI 150F
Phosphateinbau 32 2,6 1,5 3,1
( mol/mol)
Initialgeschwindigkeit 2,0 1,0 1,4 1,8
(mol/mol/min)

Tabelle 4.14: Phosphateinbau und Initialgeschwindigkeiten der Kinasen.
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Abbildung 4.35: Graphische Darstellung der Autophosphorylierung der Hybride im Vergleich zu den
Referenzkinasen.

Der Phosphateinbau in die Hybride und Homodimere in Abhéngigkeit von der Dauer der Phosphorylierung
wurde graphisch ermittelt. Dabei wurden die Hybride in einem direkten Vergleich mit dem jeweiligen
Homodimer gestellt. Die Initialgeschwindigkeiten sind als gestrichelte Linien dargestellt und wurden durch
Anlegen der Tangente an den initialen Bereich der Kurven bestimmt.

4.4.3 Substratphosphorylierung durch die Hybride

In ersten Schritten der Charakterisierung der Hybride konnte eine qualitativ erfassbare
katalytische Aktivitdt in der Autophosphorylierung gezeigt werden. Von Interesse ist hier
auch das Verhalten der generierten Hybride in der Substratphosphorylierung. Zum Nachweis
der Aktivitdt eignet sich die Phosphorylierung des hIRS-1 Peptides Tyrtide. Zusétzlich sollte
die Substratphosphorylierung mit dem artifiziellen Substrat PolyGluTyr durchgefiihrt werden,
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um die Auswirkung von spezifischen Enzym-Substrat-Wechselwirkungen genauer zu
untersuchen.

Im ersten Schritt der Charakterisierung der Hybride in der Substratphosphorylierung sollte ein
Vergleich zwischen den Hybriden, den zugehorigen Referenzkinasen und dem voraktivierten
monomeren Kinasen bei der Phoshphorylierung von Tyrtide durchgefiihrt werden. Dazu
wurde ein Zeitwert gewdhlt, bei dem die Hailfte des eingesetzten Substrates umgesetzt wird.

Geeignet war dafiir eine Substratphosphorylierung von 50 uM Tyrtide durch 100 nM Hybrid
fur 15 Minuten unter Standardbedingungen (10 mM ATP, 30 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH

7,5). Die Reaktion wurde durch Zugabe von nativen Probenpuffer unterbrochen und die
Proben im nativen Gel aufgetrennt. Als Kontrollen dienten die jeweiligen GST-TEV-
IRKDACT-Kinasen (50 nM) und die vorphosphorylierten Monomere (IRKDACT™Y',
IRKDACTY"F IRKDACTY'"*F | IRKDACTY''f| mit jeweils 100 nM), die den aktiven
Untereinheiten der Hybride entsprechen. Vorab wurden je 10 pM Monomer (1 mM ATP, 30
mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,5) fiir 30 Minuten vorphosphoryliert, um diese zu aktivieren.
Durch die hohe lokale Konzentration der monomeren Kinasen wird ein Aktivierungsgrad
erreicht, der bei den Hybriden und Homodimeren allein durch die GST-vermittelte

Dimerisierung zustande kommt.

WT Y1146F Y1150F Y1151F
v M K H vM M K H v M K H v M K H

Tyrtide
unphosphoryliert i - M Wl
Tyrtide .

W — o .
unphosphoryliert v - N

/‘-) = 3

Monomere Kinase
vorphosphoryliert

Abbildung 4.36: Substratphosphorylierung von Tyrtide durch Hybride, GST- und monomere Kinasen.

Gezeigt sind native Gele.

Substratphosphorylierung von Tyrtide, durchgefiihrt flir 15 min, durch Hybride, GST- und voraktivierte
monomere Kinasen.

vM=vorphosphorylierte monomere Kinase, M=Tyrtidephosphorylierung durch vorphosphoryliertes Monomer,
K=Tyrtidephosphorylierung durch die GST-Kinase, H=Tyrtidephosphorylierung durch Hybride.
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In der Abbildung 4.36 sind die nativen Gele der Substratphosphorylierung dargestellt. Eine
Ubereinstimmung in der Aktivitit der Hybride mit den jeweiligen Referenzkinasen und den
Monomeren konnte beobachtet werden. Obwohl alle Hybride katalytische Aktivitdt in der
Autophosphorylierung gezeigt haben, konnte fiir die Hybride Y1150F und YI1151F keine
nennenswerte katalytische Aktivitdt in der Substratphosphorylierung von Tyrtide
nachgewiesen werden. Das Hybrid Y1146F zeigt eine etwas abgeschwichte katalytische
Aktivitdt in der Substratphosphorylierung von Tyrtide verglichen mit dem Hybrid WT.

Da alle Hybride in der Autophosphorylierung Féhigkeit zu trans-Phosphorylierung zeigten,
was fiir Hybride Y1150 und Y1151 in der Substratphosphorylierung nicht nachgewiesen
werden konnte, sollten diese Hybride hoher konzentriert und fiir lingere Zeit in einer
Substratphosphorylierungsreaktion von Tyrtide eingesetzt werden. Hierzu wurde 50nM
Tyrtide unter Startbedingungen durch je 2uM Hybride phosphoryliert. Die Reaktionszeit
betrug 60 Minuten. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden den Reaktionansdtzen Proben

entnommen, die Reaktionen in Propobenpuffer terminiert und iiber native Gele aufgetrennt.

Als Referenz diente die GST-TEV-IRKDACTY!'!SF |

Hybrid Y1151F GST-TEV-IRKDACT Y1151F

0° 5% 10° 45° 60° 60° 45° 10° 5° 0O

(FTRIFIRPRINTNTN | V17
Hybrld l unphosphoryliert

= S = pagds

« Iyrtide
phosphoryliert

Abbildung 4.37: Substratphosphorylierung von Tyrtide durch 2uM Hybrid und 1pM Kinase.

Dargestellt ist eine native PAGE.

Substratphosphorylierung von Tyrtide durch 2uM Hybrid Y1151F und 1uM GST-TEV-IRKDACT Y'"'F | Zu
den angegeben Zeitpunkten wurden dem Ansatz Proben von 20ul entnommen, die Reaktion durch Zugabe von
6ul Probenpuffer gestoppt und die Proben im nativen Gel aufgetrennt.

Die Abbildung 4.37 zeigt exemplarisch die native PAGE der zeitabhingigen
Substratphosphorylierung von Tyrtide durch HybridY1151F und die zugehdrige
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Referenzkinase. Hierbei ist deutlich ist eine Phosphorylierung von Tyrtide erkennbar. Nach
45 Minuten erreichte das Hybrid Y1151F eine dhnliche Umsetzung des Substrates wie des
Hybrid WT (nach bereits 15 Minuten) und mit einer zwanzigfach geringeren Konzentration

(100 nM). Dies kann ebenfalls fiir GST-TEV-IRKDACT Y''>'f bestitigt werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir die verringerte Aktivitdt der Hybrid-MutantenY1150F und
Y1151F gegeniiber dem Hybrid WT konnte eine Inhibition der Autophosphorylierung durch
das Substrat Tyrtide sein. Um dies auszuschlieBen wurden exemplarisch die Hybride WT und
Y1151F zundchst mit 10 mM ATP wunter Standardbedingungen in einer
Autophosphorylierungsreaktion fiir 30 min vorphosphoryliert, und anschlieBend fiir eine
zeitabhingige Substratphosphorylierung von 50 uM Tyrtide eingesetzt.

Hybrid WT Hybrid Y1151F

2° 5¢ 15° 30° 30° 15° 5 2°

Tyrtide
-- e - “““ unphosphoryliert

Tyrtide
-~
phosphoryliert

Abbildung 4.38: Substratphosphorylierung von Tyrtide durch vorphosphorylierte Hybride.

Dargestellt ist eine native PAGE.

Um eine Kompetition von ATP und Tyrtide auszuschlieBen wurden die Hybride (100nM) fiir 30
min. mit |0mM ATP autophosphoryliert und anschlieend fiir eine Substratphosphorylierung
eingesetzt. Zu angegeben Zeitpunkten wurden den Ansétzen 30ul Proben entnommen, die
Reaktionen durch Zugabe vom nativen Probenpuffer terminiert und im nativen Gel aufgetrennt.

Fiir das Hybrid WT ist keine sichtbare Anderung der katalytischen Aktivitit durch die
Vorphosphorylierung erkennbar (Abbildung 4.38). Fiir das Hybrid Y1151F konnte nach 30
min. Substratphosphorylierung eine vergleichbare Aktivitit wie fiir das HybridWT bereits
nach 5 min. detektiert werden. Dies bedeutet eine 6-fache Verringerung der katalytischen
Aktivitdt des Hybrids Y1151F in der Substratphosphorylierung verglichen mit dem Hybrid
WT.
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Die Diskrepanz der katalytischen Aktivitdt der Hybride konnte durch eine Erh6hung des Km-
Wert fiir Tyrtide hervorgerufen werden. Um dies zu kldren wurde erneut eine
Substratphosphorylierung bei konstanten Hybridkonzentrationen (100 nM) und steigenden
Tyrtidekonzentrationen (10 puM, 50 uM, 100 puM und 200 mM) durchgefiihrt. Bei einer
Verschlechterung des Km-Wertes ist eine Zunahme der Phosphorylierung von Tyrtide zu
erwarten. Die Substratphosphorylierung wurde mit 100 nM Hybrid bzw. 50 nM
Referenzkinase unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Nach 15 Minuten erfolgte die

Termination der Reaktion durch Zugabe von nativen Probenpuffer.

GST-TEV-
Hybrid Y1146F IRKDACT Y1146F

GST-TEV-
Hybrid WT IRKDACT WT

58 KA - ;
S 10 50 100 200 200100 50 10 _ and 10 50 100 200 200 100 50 10
Tyrtide

m * unphosphoryliert i ‘w_
S < Tyrtide -

- phosphoryliert

GST-TEV-
Hybrid Y1151F IRKDACT Y1151F

GST-TEV-
Hybrid Y1150F IRKDACT Y1150F
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Tyrtide
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R — «—  Tytide i

phosphoryliert

Abbildung 4.39: Tyrtidephosphorylierung durch die Hybride. Ky- Abhiingigkeit fiir Tyrtide.

Dargestellt sind native Gele.
Substratphosphorylierung von Tyrtide (10uM, 50uM, 10 uM, 200uM) durch 100nM Hybride bzw. S0nM
Kinase fiir 15 min.

Wie in der Abbildung 4.39 dargestellt, zeigen sowohl die Hybride als auch die Kinasen eine
Zunahme der Phosphorylierung von Tyrtide mit zunehmender Substratkonzentration. Die
relativen Unterschiede zwischen den einzelnen Konstrukten, beziiglich ihrer katalytischen
Aktivitit, bleiben jedoch weiterhin bestehen. Wiederum zeigen das Hybrid und Kinase WT
den grofiten Umsatz von Tyrtide, gefolgt von den Y1146F Mutanten. Das Hybrid Y1150F

und das Homodimer zeigen eine deutlich verringerte Aktivitit im Bezug auf die
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Substratphosphorylierung. Jedoch kann sowohl bei dem Hybrid Y1151F als auch bei dem
zugehorigen Homodimer erneut keine nennenswerte katalytische Aktivitdt nachgewiesen

werden.

Nach der densitometrischen Auswertung der Substratphosphorylierung der Hybride sollte hier
die  Quantifizierung der katalytische  Aktivitit der Hybride beziiglich der
Substratphosphorylierung untersucht werden. Hierzu wurde die Methode des Paper-Assays

verwendet (6.2.9). Als Substrate wurden Tyrtide und PolyGlyTyr ausgewaihlt.

Um die katalytische Aktivitdt der Hybrid-Mutanten quantitativ erfassen zu kénnen wurde der

Phosphateinbau in das Substrat Tyrtide bzw. PolyGlyTyr mit radioaktiv markiertem y[P32]-

ATP gemessen. Zu diesem Zweck wurde eine zeitabhéngige Substratphosphorylierung von 50

uM Tyrtide bzw.0,4g/ul PolyGlyTyr unter Standardbedingungen (30 mM MgCl,, 1 mM

DTT, pH 7,5) mit 100 nM je Hybrid und 1 mM y[P32]-ATP (150 cpm/pmol ATP)
durchgefiihrt. Die Reaktion wurde zu den festgelegten Zeiten (2', 4', 8', 16', 32") durch Zugabe
von 6 ul 0,5M EDTA je 10 ul Probe gestoppt. In einer Doppelbestimmung wurden die Proben
auf Phosphozellulose-Papier getropft, nach mehreren aufeinander folgenden Waschschritten
die Radioaktivitdt mittels Cerenkov-Zahlung bestimmt und die spezifische Aktivitit [(pmol
iibertragenes Phosphat/pmol aktive Untereinheit)/min] ermittelt. Die Auswertung der Assays
fir Tyrtide ergab ein iibereinstimmendes Ergebnis im Vergleich zu der
Substratphosphorylierung in der nativen PAGE (vgl. Abbildung 4.36 und Abbildung 4.40A).
Erneut zeigt das Hybrid WT die hochste katalytische Aktivitat. Im Vergleich dazu erreicht das
Hybrid Y1146F nur 27% der Aktivitdt. Die Hybride Y1150F und Y1151F sind mit 7% bzw.
2% der Aktivitit in Relation zum Hybrid WT quasi inaktiv (Tabelle 4.15).
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Abbildung 4.40: Graphische Auswertung der quantitativen Substratphosporylierung von Tyrtide und
PolyGlyTyr durch die Hybride.

Mit der Methode des Paper Assayas wurde die spezifische Aktivitit der Hybrid-Konstrukte fiir Tyrtide und
PolyGlyTyr iiber die Steigung der Graphen ermittelt.

A: Graphische Auswertung der Substratphosphorylierung von 50uM Tyrtide durch je 100nM Hybrid.

B: Graphische Auswertung der Substratphosphorylierung von 0,4pg/ul PolyGlyTyr durch je 100nM Hybrid.

Spez. Aktivitit fir Spez. Aktivitit fir
Tyrtide PolyGlyTyr
(“o) (“o)
Hybrid WT 100 100
Hybrid y1146F 27 56
Hybrid Y1150F 7 35
Hybrid Y1151F 2 10
Tabelle 4.15: Spezifische Aktivititen der Hybride in der Substratphosphorylierung von Tyrtide und
PolyGlyTyr.

Beim Betrachten der Auswertung der Assays fiir PolyGlyTyr fallt erneut auf, dass das Hybrid
WT die hochste spezifische Aktivitdt aufweist (Abbildung 4.40B). Das Hybrid Y1146F zeigt
hingegen nur 56% Aktivitét, gefolgt vom Hybrid Y1150F mit 35% und vom Hybrid Y1151F
mit 10% Aktivitdit. Im Verhédltnis zueinander decken sich die relativen spezifischen

Aktivitdten der Hybride in der Substratphosphorylierung von Tyrtide und PolyGlyTyr.
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4.4.4 Identifizierung der Phoshorylierungsstellen der Hybride durch
Phosphopeptidkartierung (Peptide Map)

Ergidnzend zu den bereits beschriebenen Phosphopeptidkartierungen der GST-TEV-
IRKDACT-Kinasekonstrukten (4.2.8) sollte im weiteren die Phosphopeptidkartierung der
Hybride durchgefiihrt werden. Analog zu den Kinasen wurden 1uM der Hybride einer
Autophosphorylierungsreaktion iiber 5 und 15 Minuten unter Standardbedingungen (1 mM

y[P32]-ATP, 500 cpm/pmol ATP, 30 mM MgCl,, pH 7,5) unterzogen. Dem Ansatz wurden

Proben von 20 pl entnommen, mit je 6 ul SDS-Probenpuffer denaturiert und iiber eine SDS-
PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurden die radioaktiven Banden mittels Autoradiographie
detektiert und ausgeschnitten. Uber Nacht erfolgte der tryptische Verdau der Proteinbanden
und Elution der Peptide aus den SDS-Gelfragmenten. Die eluierten, radioaktiven Peptide
wurden im Anschluss iiber HPLC-Anionenaustausch-Chromatographie aufgetrennt (6.2.10.2).
Nachfolgend werden nur Chromogramme fiir die Zeitwerte von 15 Minuten gezeigt. Die

Chromotogramme fiir den Zeitwert 5 Minuten sind im Anhang zu finden.

Vorab sollte das Hybrid WT mit dem ,Hybrid Herweg® verglichen werden. Bei der
Autophosphorylierung beider Hybride konnte ein &hnlicher Gesamtphosphateinbau
festgestellt werden, die Besetzung der Untereinheiten zeigte jedoch Unterschiede. Mittels

Phosphopeptidkartierung sollen diese Unterschiede ndher untersucht werden.
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Abbildung 4.41: Phosphopeptidkartierung. Vergleich Hybrid WT mit "Hybrid Herweg".

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife,
b=bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife, t=trisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife
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Bei einem direkten Vergleich der Chromatogramme der Hybriduntereinheiten (Abbildung

4.41) zeigt sich erneut der unterschiedliche Einbau in die Untereinheiten. Wahrend bei der

aktiven Untereinheit des ,,Hybrids Herweg* eine anndhernd gleichméBige Verteilung aller

drei Phosphorylierungsstufen erreicht wird, zeigt das Hybrid WT einen stirkere Auspragung

der mono- und bisphosphorylierten Formen der Aktivierungsschleife. Dies korrespondiert mit

dem hoheren Einbau des Hybrid WT in die aktive Untereinheit.

Das Chromatogramm der katalytisch defizienten Untereinheit des ,,Hybrids Herweg® zeigt

eine nahezu gleichméBige Verteilung der Phosphorylierungsstufen, die inaktive Untereinheit

des Hybrid WT dagegen eine stirkere Auspragung der monophosphorylierten Form.
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Des weiteren sollen hier einzelne Hybride mit den zugehdrigen Referenzkinasen in einem

direkten Vergleich betrachtet werden.

Hybrid WT Hybrid WT GST-TEV-IRKDACT WT
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Abbildung 4.42: Phosphopeptidkartierung des Hybrids WT im Vergleich mit GST-TEV-IRKDACT "'

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife,
b=bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife, t=trisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife

Die Phosphopeptidkartierung die GST-TEV-IRKDACT"" (Abbildung 4.42) zeigt nach 15
min Autophosphorylierung alle drei Phosphorylierungsstufen, wobei die mono- und bis-
phosphorylierte Form der Aktivierungsschleife etwas stirker ausgeprigt sind. Der Vergleich
mit der Phosphopeptidkartierung der aktiven Untereinheit des Hybrid WT zeigt die gleiche
Verteilung der  Phosphorylierungsstufen, bei der ebenfalls die Mono- und
Bisphosphorylierungen verstérkt auftreten. Beide aktive Untereinheiten, sowohl im Hybrid als

auch in der Referenzkinase, zeigen das gleiche Besetzungsmuster.

Die Unterschiede sind erst bei ndherer Betrachtung zu erkennen. Wihrend das
Chromatogramm der aktiven Untereinheit der GST-TEV-IRKDACTY" beim bis-Peak eine
Schulter erkennen ldsst, tritt diese beim Hybrid WT nicht in Erscheinung. Das
Chromatogramm der inaktiven Untereinheit des Hybrid WT zeigt diffuse Peaks, die stark zur
Ausbildung von Schultern und Doublets neigen. Es bleibt jedoch zu bedenken, dass es sich
bei der inaktiven Untereinheit um eine Vollldngenkinase handelt, die im Unterschied zur

aktiven Untereinheit einen C-Terminus besitzt. Alle drei Phosphorylierungsstellen der
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Aktivierungsschleife werden besetzt, wobei die monophosphorylierte Form héufiger auftritt.
Die bis- und trisphosphorylierten Formen sind im etwa gleichen Verhéltnis vertreten.

Auffillig ist die starke Aufspaltung des bis-Peaks zum Doublet.

In der Autophosphorylierungsreaktion wurde nur zwischen Hybrid Y1146F und der
zugehorigen Referenzkinase eine Diskrepanz werden. Dieser Unterschied konnte auch in der

Phosphopeptidkartierung nachgewiesen werden (Abbildung 4.43).
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Abbildung 4.43: Phosphopeptidkartierung des Hybrids Y1146F im Vergleich mit der GST-TEV-
IRKDACT Y1146F.

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife,
b=bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife, t=trisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife

Die GST-TEV-IRKDACTY"** weist vorwiegend monophosphorylierte Form auf, die aich in
einem stark aufgespaltenem mono-Peak und einer etwa halb so starke Bisphosphorylierung
zeigt. Auch bei der aktiven Untereinheit des HybridsY 1146F ist hauptsichlich die Ausbildung
der monophosphorylierten Form zu beobachten, jedoch ist die Besetzung der
Aktivierungsschleife mit zwei Phosphaten nur sehr gering ausgeprigt. Zusitzlich kann bei
einer Retentionszeit von 100 min ein kleiner Peak beobachtet werden, der keinem Peptid

eindeutig zugeordnet werden kann, da eine Trisphosphorylierung der Aktivierungsschleife
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durch die Mutation nicht mehr gegeben ist. Die inaktive Untereinheit des Hybrid Y1146F
zeigt ein dhnliches Besetzungsmuster wie die inaktive Untereinheit des Hybrid WT. Auch hier
liegt eine gleichmiBige Ausprdgung aller Phosphorylierungsstufen und eine starke

Aufspaltung der Peaks vor.

Die Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACTY'™* (Abbildung 4.44) zeigt
vorwiegend die monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife. Dieser Peak fillt durch
eine starke Aufspaltung zum Doublet auf. Die Bisphosphorylierung wird im Verhéltnis zur

Monophosphorylierung nur halb so oft erreicht.
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Abbildung 4.44: Phosphopeptidkartierung des Hybrids Y1150F im Vergleich mit der GST-TEV-
IRKDACTY"*'F,

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife,
b=bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife, t=trisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife

Das Hybrid Y1150F zeigt in der radioaktiven Autophosphorylierung einen vergleichbaren
Phosphateinbau wie das Hybrid Y1146F. Dies kann durch die Ergebnisse der
Phosphopeptidkartierung erhirtet werden. Die aktive Untereinheit des Hybrids Y1150F weist

ebenfalls vorwiegend monophosphorylierte Form auf. Der zugehorige Peak zeigt eine
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Schulter bei einer fritheren Retentionszeit als der Hauptpeak. Die bisphosphorylierte Form ist

in etwa halb so stark vertreten wie die Monophosphorylierung.

Bei der katalytisch, defizienten Untereinheit des Hybrid Y1150F kann erneut eine annidhernd

gleichméafBige Verteilung aller Phosphorylierungsstufen beobachtet werden.

Sowohl das Hybrid Y1151F als auch seine Referenzkinase zeigen in der radioaktiven
Autophosphorylierung eine mit dem Wildtyp vergleichbare Aktivitit. Dies soll in der

Phosphopeptidkartierung ndher untersucht werden.

Tatsachlich zeichnet sich die GST-TEV-IRKDACTY'*' vorwiegend durch die hochst
mogliche Besetzung der Aktivierungsschleife aus (Abbildung 4.45). Die Bisphosphorylierung
tritt in etwa doppelt so stark auf wie die monophosphorylierte Form. Zudem weist der Peak
der Monophosphorylierung eine starke Doublet-Aufspaltung auf. Erneut kann das Auftreten

eines Peaks bei ca. 100 min verzeichnet werden.

Hybrid Y1151F

inaktive Untereinheit

Hybrid Y1131F

aktive Untereinheit

D m

?

|

I

a

}

R

60

ot

cpm

cpm

W

Zeit [min]

IRKDACTY'"™'F,

T T T T T
20 40 60 80 100 120

Zeit [min]

120

100 4

80~

20

g

GST-TEV-IRKDACT
Y1151F

-+ -2

m

il

Zelt [min]

Abbildung 4.45: Phosphopeptidkartierung des Hybrids Y1151F im Vergleich mit der GST-TEV-

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=monophosphorylierte Form der Aktivierungsschleife,
b=bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife, t=trisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife

Die aktive Untereinheit des Hybrid Y1151F ldsst hingegen eine Gleichverteilung der mono-

und bisphosphorylierten Formen erkennen, wobei die bisphosphorylierte Form eine Schulter
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bei spiterer Retentionszeit aufweist. Wieder ist der Peak bei einer Retentionszeit von ca. 100

min zu beobachten.

Die inaktive Untereinheit des HybridsY1151F weist ein ausgewogenes Auftreten aller drei

Phosphorylierungsstufen auf, die zugehorigen Peaks zeigen zudem eine starke Aufspaltung.

Zusammenfassend bestdtigen die Phosphopeptidkartierungen die Ergebnisse der radioaktiven
Autophosphorylierung (4.4.2). Die aktive Untereinheit der Hybride zeigt das gleiche
Besetzungsmuster wie das zugehorige Referenzkinase auf. Zudem kann der unterschiedliche
Phosphateinbau sowohl der Homodimer- als auch der Hybrid-Mutanten auf eine
unterschiedliche Besetzung der Aktivierungsschleife der aktiven Untereinheit zuriickgefiihrt
werden. Interessanterweise ist bei der Besetzung der Aktivierungsschleife der katalytisch
defizienten Untereinheiten ein einheitliches Muster fiir alle Hybrid-Mutanten zu erkennen.
Die Phosphorylierung der inaktiven Hybriduntereinheiten umfasst die Besetzung aller

Phosphorylierungsstufen.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs), im Besonderen
die Aktivierung des Insulinrezeptors (IR) untersucht werden. Neben der Untersuchung von
unterschiedlichen dimeren und monomeren Kinasekonstrukten, die eine Mutation in der
Aktivierungsschleife tragen, sollte die Aktivierung von Hybridkinasen, bestehend aus einer
aktiven und einer katalytisch defizienten Untereinheiten, im Vordergrund dieser Arbeit
stehen. Die in unserer Arbeitsgruppe etablierten GST-Kinasen stellen ein Modell fiir den
hormonaktivierten Holorezeptor dar. Durch GST-vermittelte Dimerisierung erfolgt eine
Konformationsdnderung, durch die die Aktivierungsschleife der 16slichen Kinasedoméne fiir
eine Phosphorylierung zugénglich wird (offene Konformation) (Baer et al., 2001). Somit
imitieren GST-Kinasen aktive Rezeptoren. GST ermdglicht auBerdem die Dimerisierung von
unterschiedlichen Kinaseuntereinheiten. So ist auch die Dimerisierung einer katalytisch
defizienten (Pseudokinase) mit einer katalytisch aktiven Untereinheit moglich. Auf diesem
Weg kann der Einfluss der Dimerisierung auf die Aktivierung getrennt von der
Autophosphorylierung untersucht werden. Insbesondere kann zwischen einer intra (cis-) und
intermolekularen (trans-) Autophosphorylierung unterschieden werden. Da die katalytisch
inaktive Untereinheit {iber keine Phosphoryltransferaseaktivitét verfiigt, kann sich die aktive
Untereinheit entweder selbst phosphorylieren (in cis) oder von einer aktiven Untereinheit
eines benachbarten Hybrids phosphoryliert (in #rans) werden. Von besonderem Interesse ist
die sowohl die Autophosphorylierung der Kinasekonstrukte als auch der Hybrid-Mutanten, da
hierbei Riickschliisse auf die Rolle und moglicherweise Reihenfolge der Besetzung der
Phosphorylierungsstellen in der Aktivierungsschleife gezogen werden konnen. Dariiber
hinaus kann die Untersuchung des Finflusses der inaktiver Kinasen auf die

Rezeptoraktivierung mogliche Einblicke in die Funktion von Pseudokinasen in Zellen liefern.
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5.1 Generierung, Expression und Reinigung von Homo - und

Heterodimeren - Kinasekonstrukte

5.1.1 Darstellung der Kinasekonstrukte

Die fiir die Arbeit benétigten Rezeptorkinasen und ihre Mutanten wurden nach dem, in der
Arbeitsgruppe standardisiertem, Protokoll mit Hilfe des Baculovirus-Expressionssystems
exprimiert und aufgereinigt (Al Hasani et al., 1997, Nolle et al., 2001) (Abbildung 4.1.,
Abbildung 4.2) In die GST-TEV-IRKD-Konstrukte wurde als eine Besonderheit eine
Schnittstelle fiir die TEV-Protease eingefiigt, um nach erfolgreichen Expression,
Aufreinigungund nach proteolytischer Spaltung leichter monomere Kinasen zu erhalten
(Abbildung 4.3, Abbildung 4.4). Dieses Verfahren stellt sich als wesentlich einfacher und
reproduzierbarer dar, sowohl die Ausbeute als auch was die Reinheit des Proteins betreffend,
als das von Nolle et al. (2001), dessen Protokoll der Aufreinigung auf hybrophoben und
ionischen Interaktionen beruhte.

Ein weiterer neuer Gesichtspunkt in der Generierung und Reinigung von Heterodimeren
Kinasehybriden war, dass die ,,Doppel-Tag-Strategie* angewandt wurde. Denn diese
ermoglicht es gezielt Hybride aus einer aktiven und einer inaktiven Kinaseuntereinheit zu
selektionieren (Abbildung 4.23). Die GST-verbriickten Hybride sind unter nicht
denaturierenden Bedingungen stabil und neigen nicht zur Monomerisierung oder zum
Kinaseaustausch, da ein GST-Dimer erst bei Behandlung mit 6M Harnstoff in seine
Untereinheiten zerféllt (Lim et al., 1994)). Andere Verfahren in unserem Labor, die nicht die
,otrategie des Doppeltag” zur Hybirdseparation nutzten, fiihrten zu weit geringeren

Ausbeuten und einer in Frage zustellender Homogenitit (Launinger, 2006, Fische 2005).
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5.1.2 Untersuchungen zur Vorphosphorylierung der Kinasekonstrukte

Die GST-Kinasen gelten als Vertreter der aktiven Kinasen (Baer et al., 2001), wenn
Dimerisierung zur Aktivierung bendétigt wird (Baer et al., 2005). Deshalb ist zu erwarten, dass
in SfY-Insektenzellen iiberexprimirte GST-Kinasen teilweise vorphosphoryliert sind. Dies gilt
fir alle hier beschrieben Kinasekonstrukte. Bei allen dimeren monosubstituierten
Kinasekonstrukten, bei den C-terminal trunkierten Varianten der Kinasen, und, bis auf eine
Ausnahme, auch bei den heterodimeren Hybriden, die aus zwei Untereinheiten bestehen,
wurde eine Vorphosphorylierung nachgewiesen (vgl. Abbildung 4.18 und Abbildung 4.26).
Der  Nachweis der  Vorphosphorylierung  erfolgte  ausschlieBlich  mit  o-
Phosphotyrosinantikorpern.

Als Grund hierfiir kdnnten bei den Hybriden zwei Moglichkeiten in Betracht kommen: zum
einen konnte das gleichzeitig exprimierte aktive Homodimer die Hybride als Substrat
phosphorylieren, zum anderen konnte der aktive Teil der Hybridkinase sich selber

phosphorylieren und anschlieBend Phosphate auf die inaktive Komponente transferieren.

Bei den monomeren Kinasen kann die bestehende Vorphosphorylierung nicht nur mittels
Antikorper nachgewiesen werden, sondern ist auch im nativen Gel an der zuséitzlich

auftretenden Bande deutlich zu erkennen (Abbildung 4.12).

Weder die Dephosphorylierung mittels ADP-Zugaben, als auch die enzymatische
Dephosphorylierung durch die alkalischen Phosphatase (Argetsinger und Shafer 1992),
filhrten zum gewiinschten Ergebnis. Die Hybride und die GST-Kinasen lagen weiterhin

phosphoryliert vor.

Dieses Ergebnis fiihren zu der Vermutung, dass sich der vorphosphorylierte Rest in einem
Bereich der Kinase befindet, der einer starken Abschirmung unterliegt und nicht von der
Phosphatase erreicht werden kann. Es ist aber auch nicht nachgewiesen, dass sich die
Vorphosphorylierung in der Aktivierungsschleife befindet, wo sie zu einer Voraktivierung
fiihren wiirde. Jedoch ldsst der Vergleich des nicht vorphosphorylierten Hybrids Y 1146F mit
seiner phosphorylierten Referenzkinase den Schluss zu, dass der Vorphosphorylierung eine
aktivierende Rolle zugeschrieben werden kann. Das nicht vorphosphorylierte Hybrid Y1146F

zeigt einen deutlich langsameren und auch geringeren Phosphateinbau als das zugehdrige
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Homodimer Y1146F. Dieses Ergebnis konnte in mehreren unabhéngigen Versuchen fiir die

unterschiedliche Enzymchargen reproduziert werden.

Fiir die Bestimmung der Initialgeschwindigkeit der Autophosphorylierung ergibt sich daraus
jedoch folgendes Problem: Aufgrund der Vorphosphorylierung entspricht die ermittelte
Initialgeschwindigkeit nicht genau der Geschwindigkeit fiir den Einbau des ersten Phosphates.
Wabhrscheinlich handelt es sich bei der hier ermittelten Geschwindigkeit um eine Mischung
aus der Initialgeschwindigkeit fiir die Besetzung des ersten und des zweiten
Phosphatakzeptors. Es handelt sich also nicht mehr um den ersten Schritt, der fiir die

Aktivierung der Kinase notwendig ist.

5.2 Auswirkungen der Substitutionen

Nach Schlessinger (1988) ist die Dimerisierung fiir die Aktivierung von Rezeptorkinasen
notwendig, wie er am Beispiel des EGFR zeigen konnte. Im bisher vorherrschenden Modell
der Aktivierung von Rezeptoren ist neben der Dimerisierung die trans-Phosphorylierung
unabdingbar mit der katalytischen Aktivitit gekoppelt. Einen Sonderfall stellen die
Rezeptoren der IR-Familie dar, da sie als konstitutive Dimere vorliegen. Wie bereits an der
extrazelluliren Domine des Epo- und des ErbB2/ Neu-Rezeptor gezeigt wurde, liegen auch
diese monomeren Rezeptoren ohne gebundenen Liganden bereits als Dimere vor. Jedoch
bedarf es zur Aktivierung von RTK's erst der Bildung eines produktiven Dimers durch

Liganden induzierte Konformationsdnderungen (Hunter, 1999).

Das in unserer Arbeitsgruppe etablierte GST-Modell der 16slichen IRKD stellt ein Modell fiir
den aktivierten Holorezeptor dar. Als Grund wird angenommen, dass die iiber GST-
vermittelte Dimersierung die Aktivierungsschleife der 16slichen Kinasedoméne in eine offene
Konformation bringt (Baer et al, 2001). Mit Hilfe dieses Modells sollen
Proteinwechselwirkungen untersucht werden, die notwendig sind fiir die Aktivierung von
RTK's. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit GST-Dimere generiert, bei denen in der

Kinasedomone drei Tyrosine jeweils gegen Phenylalanin substituiert wurden, und die
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rekombinanten monosubstituierten Proteine anschliefend charakterisiert. Durch Verwendung

unterschiedlicher Kinasekonstrukte wurde deren Beitrag zum Aktivierungsprozess analysiert.

Die Bedeutung des C-Terminus der Insulinrezeptorkinase wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Ungekldrt ist, zu welchem Zeitpunkt der C-Terminus Zugang zur
Aktivierungsschleife hat. Dies ist um so bedeutender, da diese Doméne, ebenso wie ATP, die
Konformation des katalytischen Zentrums dndern kann (Tylor et al., 1995). Moglicherweise
bindet der C-Terminus an das aktive Zentrum und dient als Autoinhibitor, vergleichbar mit
der Serin/Threoninkinase Twitchin (Hu et al., 1994). Allerdings fiihrt die Abtrennung des C-
Terminus der l6slichen Insulinrezeptorkinase nicht zwingend zur Aktivierung (Hsuan et al.,

1989).

Mit Hilfe von hergestellten C-terminal trunkierten Insulinrezeptorkinasen konnte die Frage
der Aktivierung und der Bedeutung der einzelnen Tyrosinpositionen der Aktivierungsschleife
ndher untersucht werden.

Es ist nicht geklart, ob im GST-Dimer beide Kinaseuntereinheiten als aktive Enzyme
vorliegen miissen, oder ob die beobachtete Konformationsinderung in der
Aktivierungsschleife auch durch eine inaktive Komponente hervorgerufen werden kann (Baer
et al., 2001). Mit Hilfe der generierten Hybrid-Konstrukte ist es mdglich, eine Aktivierung
mittels Dimerisierung von einer, die durch Phosphorylierung induziert wird, zu unterscheiden,
da eine trans-Phosphorylierung im Hybrid ausgeschlossen werden kann. Insbesondere steht
der in der Literatur vorherrschende trans-Phosphorylierungsmechanismus zur Diskussion.
Diese Untersuchungen sollten helfen, die Rolle natiirlich vorkommender Pseudokinasen zu

verstehen.

In Autophosphorylierungsreaktionen wiesen alle monomeren, homo- und heterodimeren
Konstrukte katalytische Aktivitdt auf. Keine der Mutationen in den potentiellen
Phosphorylierungsstellen fiihrte demnach zu einer Knockout-Mutante. Somit kann keinem der
drei Tyrosine alleine die regulierende Rolle in der Autophosphorylierung zugewiesen werden
und offensichtlich ist, dass keiner der drei Tyrosine fiir die Phosphorylierung der anderen
notwendig ist. (Zhang et al., 1991; Tavaré und Dickens, 1991; Dickens und Tavaré, 1992a;
Wilden et al., 1992.) .

97



Diskussion

Bei der Untersuchung der Phosphoaminosdurenzusammensetzung der Kinasekonstrukte
konnte eien verminderte Serinphopshorylierung bei allen Konstrukten mit den Mutationen

Y1150F und Y1151F detektiert werden.

Es zeigte sich eine deutliche Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Auto- und
Substratphosphorylierung. Die Aktivitdt bei der Substratphosphorylierung nahm in der
Reihenfolge WT>Y1146F>Y1150F>Y1151F ab. Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits
von Zhang fiir die Substratphosphorylierung von PolyGluTyr vorgestellt (Zhang et al., 1991).
Fir die Autophosphorylierung hingegen wurde folgende Reihenfolge vorgefunden:
WT=Y1151F=Y1146F>Y1150F. Ahnliche Ergebnisse wurden in vivo bereits beobachtet
(Wilden et al., 1992). Jedoch wurden die unterschiedlichen Aktivitidten in der Substrat- und

Autophosphorylierung bisher nicht berichtet.

5.2.1 Charakterisierung der Kinasekonstrukte in der
Autophosphorylierung

Ein Vergleich der generierten Konstrukte untereinander zeigt, dass alle untersuchten
Kinasekonstrukte, sowohl die dimeren Volldngenkinasen, als auch die dimeren und
monomeren C-terminal trunkierten Formen der IRKD sowie die heterodimeren Hybride, mit

den identischen Mutation in der Aktivierungsschleife sich auch analog zueinander verhalten.

Bei der Analyse der verschiedenen Volldngenkinasekonstrukte zeigen sich deutliche
Unterschiede sowohl im Phosphateinbau als auch in den Initialgeschwindigkeiten. So konnte
fir die GST-TEV-IRKDY"'** die hochste Initialgeschwindigkeit und Phosphatinkorporation
festgestellt werden ( Tabelle 4.4). Auch die WT-Kinase zeigte zwar den selben
Phosphateinbau wie die GST-TEV-IRKDY'"'*F | die Initialgeschwindigkeit war aber um ca.
35% verringert. Vergleichbare Initialgeschwindigkeit konnte auch bei der GST-TEV-
IRKDY!'""%F festgestellt werden, bei einer halb so hohen Phosphatinkorporation. Die GST-
TEV-IRKD"'"'F zeigt in der Autophosphorylierung eine hohe Initialgeschwindigkeit und
Phosphateinbau.
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Analog zu den Vollingenkinasekonstrukten konnte fiir alle = GST-TEV-IRKDACT-
Kinasekonstrukte eine katalytische Aktivitit nachgewiesen werden. Beim Vergleich der
Kinase-Mutanten untereinander heben sich die GST-TEV-IRKDACT "' ,ACT Y'"*F und die
ACT "' deutlich von der ACT Y'"**-Mutanten ab (Abbildung 4.9 und Tabelle 4.6). Bei der
Betrachtung des maximalen Phosphateinbaus fillt auf, dass sich die ACT V7, die ACT Y'F
und die ACT Y'"' gehr dhnlich verhalten. Die ACTY'"*"-Kinase zeigt eine um ca. 45%

verringerte Phosphatinkorporatin verglichen mit den anderen Konstrukten.

Erginzend zu den GST-dimeren Kinasekonstrukten wurden die hergestellten Monomere
charakterisiert. Um einen messbaren Phopshateinbau zu erreichen wurden die monomeren
Kinasen fiir die Autophosphorylierung mit 2uM eingesetzt, da diese, im Gegensatz zu GST-
Dimeren, sich deutlich langsamer aktivieren, wenn sie in geringeren Konzentrationen
vorliegen. Die Kinasen zeigten im Mittelwert einen dhnlichen maximalen Phosphateinbau, der
zwischen 1,8 und 2,1 Phosphaten/Kinaseuntereinheit liegt (Abbildung 4.14 und Tabelle 4.8.)
Die IRKDACY'" weist wiederholt einen geringeren Phosphateinbau, als die drei anderen
Kinasen, auf. Eine weitere Methode zur Quantifizierung der Phosphatinkorporation stellte die
native PAGE dar. Diese Methode ermoglichte eine optische Untersuchung der einzelnen
Phosphorylierungsstufen der untersuchten Kinasen (Abbildung 4.12). Auffillig war dabei,
dass bei allen Konstrukten zwei unterschiedlich stark ausgeprigte Banden fiir den 0’ min
Zeitwert detektiert wurden, ohne dass ATP zugegeben wurde. Die zweite Bande deutet die
erste Phosphorylierungsstufe an, die bereits nach der Reinigung vorhanden ist. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den durchgefiihrten Untersuchungen der Vorphopshorylierung der

Dimere.

Durch  densitometrische = Auswertung  der  nativen @ PAGE  konnten  die
Hauptphosphorylierungsstufen der Kinasen ermittelt werden. Die monomere WT-Kinase ist
demnach am stirksten, mit durchschnittlich 5 Phosphaten pro Kinaseuntereinheit,
phosphoryliert. Bei der IRKDACT Y'"°'¥ Jag die Hauptphosphorylieurng durchschnittlich bei 4
Phosphaten, gefolgt von der IRKDACT Y% mit 3,7 und IRKDACT Y"*F mit 3,4 Phosphaten
(Abbildung 4.13).

Des weiteren wurden die generierten und erfolgreich aufgereinigten Hybrid-Mutanten
hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivitdt untersucht. Es wurde bereits von Herweg (2007)

gezeigt, dass die Dimerisierung einer katalytisch aktive Untereinheit mit einer inaktiven
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Untereinheit zur Aktivierung fiihrt, wihrend die monomeren Untereinheiten in der gleichen
Konzentration keine Aktivitit zeigen. Zundchst wurden die Hybrid-Mutanten in der
Autophosphorylierung untersucht und mit den zugehorigen Referenzkinsasen verglichen. Auf
Grund des GroBenunterschiedes konnten die Untereinheiten der Hybride getrennt voneinander
untersucht werden. In der Autophosphorylierung zeigen alle Hybride katalytische Aktivitit.
Die Mutation in der Aktivierungsschleife fithrt demnach zu keiner Knockout-Mutante. Keiner
der potentiellen Phosphorylierungsstellen der Aktivierungsschleife kann also eine alleinige
regulierende Funktion zugewiesen werden, sowie es bereits flir die GST-Kinasen gezeigt
wurde. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass bei den meisten Hybriden eine
Vorphosphorylierung detektiert wurde und somit nicht ausgeschlossen werden kann, dass die
entscheidende Aktivierung schon vorher erfolgte. Dies konnte schon bei der Coexpression in

Sf9-Zellen durch das gleichzeitig exprimierte aktive GST-Homodimer erfolgt sein.

Alle Hybrid-Mutanten, aufler dem Hybrid Y1146F, welches keine Vorphosphorylierung
aufweist (Abbildung 4.26), sowie die zugehdrigen ACT-Kinasekonstrukte zeigen eine
vergleichbare Gesamtphosphatinkorporation. Das bedeutet, eine katalytisch aktive
Untereinheit im Hybrid leistet den gleichen Phosphattransfer wie eine katalytisch aktive
Untereinheit im Homodimer. Die aktive Untereinheit im Hybrid leistet einen Einbau in die
katalytisch defiziente Untereinheit (trans-Phosphorylierung) und in sich selbst (cis-
Phosphorylierung). Wohingegen beim GST-Homodimer nicht zwischen cis- und trans-
Phosphorylierung unterschieden werden kann. Aufgrund dieser Daten ist nicht klar, ob
vielleicht nur eine der beiden Untereinheiten des Dimers aktiv sein muss und die andere
lediglich als Dimerisierungspartner dient (vgl. Donor-Akzeptor-Modell Zhang et al., 2006).
Die Ergebnisse lassen auf cis-Phosphorylierung als Mechanismus fiir den Phosphateinbau

schlieBen. Diese These wird im Verlauf der Arbeit weiter untermauert.

Bei einer genaueren Betrachtung der Untereinheiten der Hybride konnte ein deutlicher
Unterschied in der Kinetik der Besetzung beider Untereinheiten festgestellt werden. Der
Einbau in die aktive Komponente erfolgte schneller und auch stirker als in die katalytisch

defiziente Untereinheit.

Der Phosphateinbau in die aktive Untereinheit betridgt 60% des Gesamteinbaus an Phosphat in
das Hybrid. Die relative Phosphatinkorparation in die inaktive Untereinheit betrdgt folglich
40% des Gesamteinbaus. Auch die Verteilung der Initialgeschwindigkeiten folgt diesem
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Muster. So trigt die Initialgeschwindigkeit fiir den Einbau in die aktive Untereinheit zu 60%
zur Gesamtgeschwindigkeit bei. Die Initialgeschwindigkeit der inaktiven Untereinheit flief3t

zu ca. 40% in die Gesamtgeschwindigkeit ein (vgl. Tabelle 4.12).

Diese Ergebnisse korrelieren mit Experimenten, in denen gezeigt werden konnte, dass die
inaktive Untereinheit des Hybrids {iber einen intramolekularen trans-Mechanismus
phosphoryliert wird. In diesen Mischungsexperimenten mit aktiven und inaktiven GST-
Kinasen (im Verhéltnis 1:1) wurde das Hybrid imitiert, wobei die Phosphorylierung der
inaktiven GST-IRKD P~* iiber einen intermolekularen trans-Mechanismus erfolgen muss.
Die Experimente zeigen, dass die intermolekulare trans-Phosphorylierung der inaktiven GST-
Kinase als Substrat deutlich verlangsamt gegeniiber der intermolekularen
Autophosphorylierung im Hybrid auftritt (Abbildung 8.20). Des Weiteren konnte in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Phosphorylierung der aktiven Untereinheit des
Hybrids auf einem cis-Mechanismus beruht. Dazu wurde die Konzentrationsabhdngigkeit der
Autophosphorylierung untersucht. Da die Autophosphorylierung unabhingig von der
eingesetzten Hybridkonzentration ist, konnte auf eine Phosphorylierung in cis geschlossen
werden. Bei einer intermolekularen trans-Phosphorylierung wiirde der gemessene

Phosphateinbau mit steigender Hybridkonzentration zunehmen.

Somit wird fiir die Phosphorylierung der aktiven Untereinheit ein cis-Mechanismus und fiir
die katalytisch defiziente Untereinheit des Hybrids ein intramolekularer frans-Mechanismus

angenommen.

Bei dem Vergleich der Hybride untereinander konnen diese in zwei Gruppen eingeteilt
werden. Das Hybrid Y1151F verhidlt sich bei einer Betrachtung des maximalen
Phosphateinbaus dem Hybrid WT sehr dhnlich. Die Hybride Y1146F und Y1150F erreichen
jedoch nur einen Phosphateinbau, der in etwa dem halben Einbau des Hybrid WT entspricht
(vgl. Tabelle 4.12).

Fiir alle wuntersuchten Kinasetypen konnen aus den dargelegten Daten folgende
Schlussfolgerungen iiber die Bedeutung der einzelnen Tyrosine der Aktivierungsschleife
gezogen werden. Es ist wahrscheinlich, dass die Besetzung des Tyrosins 1151 und 1146 nicht
zwingend erforderlich fiir eine volle Kinaseaktivierung erforderlich ist, da das Fehlen dieser
Positionen  bei  keinem  untersuchten = Konstrukt eine  Abschwichung  der

Autophosphorylierungsfihigkiet zur Folge hatte. Dies steht in Ubereinstimmung mit der
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Vermutung, dass das Tyrosin Y1151 im Regelfall nicht phosphoryliert wird. Die Besetzung
des Tyrosins 1150 scheint hingegen eine bedeutende Rolle in der Kinaseaktivierung zu
spielen, da das Fehlen dieser Position den maximalen Phosphateinbau im Vergleich zum
Wildtyp halbiert. Das Fehlen dieser Phosphorylierungsposition und die Tatsache, dass das
Tyrosin 1151 fiir die Aktivierung nicht notwendig zu sein scheint, spricht fiir die vorwiegende
Besetzung von Y1146. Bei der Mutante Y1146F kann analog die vorwiegende Besetzung der
Position Y1150F vermutet werden. Nach Kohanski (1993) wird bei der 16slichen
Insulinrezeptorkinase Tyrosinl146 als letzter Rest phosphoryliert. Demnach wird bei einer
Substitution von Y1146 gegen Phenylalanin keine Abschwéchung der Aktivierung zu
erwarten sein. Keiner der Tyrosine ist demnach fiir die Phosphorylierung der anderen
notwendig (Zhang et al., 1991; Tavaré und Dickens, 1991; Dickens und Tavaré, 1992a;
Wilden et al., 1992.).

Diese Vermutungen wird durch die Methode der Phosphopeptidkartierung bestitigt.

5.2.2 Charakterisierung der Kinasekonstrukte in der
Substratphosphorylierung

Im Gegensatz zur Autophosphorylierung werden bei der Transferaseaktivitit der

Kinasekonstrukte auf Substrate unterschiedliche Auswirkungen der Mutationen festgestellt.

Wie bereits in der Autophosphorylierung fiir alle in der Arbeit beschriebenen Kinasen
beobachtet, haben die Kinasekonstrukte mit identischen Mutationen ein dhnliches Verhalten

in der Substratphosphorylierung gezeigt.

Bei der Phosphorylierung von Tyrtide, eines 9,2 kDa groBen Peptids aus dem
Insulinrezeptorsubstrat (hIRS1), zeigen alle Mutanten der Volllingenkinase eine verringerte
katalytische Aktivitit (Abbildung 4.8). Wobei die GST-TEV-IRKDY'** die hochste
katalytische Aktivitit, vergleichbar mit der GST-TEV-IRKDY', aufwies. Fir die GST-TEV-
IRKD'* und GST-TEV-IRKDY'"*'" konnte, unter Beriicksichtigung der Farbemethode,
keine nennenswerte katalytische Aktivitit nachgewiesen werden. Bereits nach 15 Minuten

konnte die WT-Kinase etwa die Hélfte des Substrates umsetzen. Die Y1146F- Mutante zeigt
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eine etwas geringere Aktivitit bei der Substratphosphrylierung. Fiir die GST-TEV-IRKD
Y% ynd Y1151F konnte dies nicht detektiert werden.

Ein dhnliches Verhalten zeigen auch die C-terminal verkiirzten Kinasekonstrukte sowie die
Hybride. Besonders fallt dabei auf, dass sowohl bei den Hybriden Y1150F und Y1151F, als
auch bei den AC-Kinasemutanten mit den Deletionen Y1150F und Y1151F kaum noch
umgesetztes Substrat beobachtet wird (Abbildung 4.36, Abbildung 4.16).

Die Auswertung des radioaktiven Paper Assays ergab ein dhnliches Bild fiir alle untersuchten

Konstrukte (vgl. Abbildung 4.17 und Tabelle 4.9,vgl. Abbildung 4.40 und Tabelle 4.15).

Durch Erhoéhung der Kinasekonzentration und der Reaktionszeit konnte auch fiir die
Konstrukte mit den Mutationen Y1150F und Y1151F eine katalytische Aktivitdt in der
Substratphosphorylierung von Tyrtide nachgewiesen werden (Abbildung 4.37). Prinzipiell ist
die Umsetzung von Substraten fiir die Kinasen und Hybride mit der Deletion Y1150F und
Y1151F also moglich, wenn auch stark verlangsamt. Scheinbar liegt die verringerte Aktivitit
dieser Mutanten in der Umsetzung des Substrates an der mangelnden Voraktivierung. Um
dies auszuschlieBen, wurde exemplarisch das HybridY1151F und Mutante ACTY'"'*
vorphosphoryliert. Dadurch wurde sichergestellt, dass sich sowohl das Hybrid wie auch die
die Kinase vollstindig aktiviert haben, bevor die Substratphosphorylierung folgte. Als
Referenz dienten das ebenfalls vorphosphorylierte HybridWT und die Wildtypekinase. Aber
auch eine Voraktivierung der KonstrukteY1151F filihrte nicht zur gesteigerten
Substratphosphorylierung (Abbildung 8.12, Abbildung 4.38).

Die bisher dargelegten Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass bei einer Mutation der
Aktivierungsschleife im Hybrid und auch in den Referenzkinasen die Substratspezifitit
verringert wird. Um dies zu untersuchen, wurde bei konstanter Hybrid- bzw.
Kinasekonzentration eine zunechmende Substratmenge phosphoryliert (Abbildung 4.39). Der
Versuch zeigte mit steigender Substratkonzentration eine zunehmende
Substratphosphorylierung bei fast allen Hybriden und Kinasen. Dies Ergebnis deutet darauf
hin, dass die Substratsittigung fiir die Mutanten in diesem Versuch nicht erreicht wurde. Die

einzelnen Mutanten unterscheiden sich abermals in der Kkatalytischen Aktivitdt
(WT>Y1146>Y 1150F>Y1151F). Hieraus kann gefolgert werden, dass sich der K, -Wert, der
ein Merkmal fiir die Spezifitit des Substrates ist, scheinbar durch die Mutationen der

Aktivierungsschleife erhoht hat.
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Die scheinbare Erhohung des Km-Wertes fiir die Konstrukte mit der Mutation Y 1150F konnte
auch auf den schlechteren Phosphateinbau bei der Autophosphorylierung zuriickgefiihrt
werden. Sowohl die radioaktive Autophosphorylierung, als auch die Phosphopeptidkartierung
zeigten fir die beiden Mutationen iiberwiegend eine Monohosphorylierung. Sowohl fiir die
monophosphorylierte IGF  (Insulin-like-Growth-Factor-Receptor) als auch fiir die
monophosphorylierte IRKD konnte in der Literatur gezeigt werden, dass der Substrat-Km von
der Phosphorylierungsstufe abhidngt (Ablooglu und Kohanski 2001; Favelyukis et al., 2001).
Dagegen zeigte sich zwischen den Km-Werten der bis- und trisphosphorylierten Kinasen kein
Unterschied mehr. Die geringere katalytische Aktivitit der Mutanten Y1150F bei der
Substratphosphorylierung konnte demnach auf die Monophosphorylierung zuriickzufiihren
sein. Fiir die GST-TEV-IRKDACT'"'F kann die abgeschwichte Substratphosphorylierung
nicht mit den Einfluss des Km-Wertes in Verbindung gebracht werden, da diese Kinase

iiberwiegend bisphosphoryliert vorliegt.

Tyrtide wird von der Insulinrezeptorkinase aufgrund eines optimalen Sequenzmotivs
phosphoryliert. Um auszuschlieBen, dass diese Enzym-Substrat-Wechselwirkung die
Unterschiede in der katalytischen Aktivitdt hervorruft, wurde auf ein artifizielles Substrat
PolyGluTyr zuriickgegriffen. Sollten die Unterschiede innerhalb der katalytischen Aktivitit
der Mutanten auf schlecht ausgebildete Enzym-Substrat-Wechselwirkungen zuriickzufiihren
sein, sollte dieser Effekt durch Verwendung von PolyGluTyr nivelliert werden. Jedoch stellte
sich heraus, dass die katalytische Aktivitit der Mutanten im Vergleich zur Phosphorylierung
von Tyrtide unverdndert blieb. Wiederum zeigten nur die Kinasen und Hybride WT und
Y 1146F im radioaktiven Paper Assay (Abbildung 4.17 und Tabelle 4.9, Abbildung 4.40 und
Tabelle 4.15) katalytische Aktivitit.

Dennoch sind alle Hybride prinzipiell zur Transhosphorylierung auf ein Substrat fahig, dies
wurde bereits durch die Phosphorylierung der katalytisch defizienten Untereinheit der
Hybride deutlich. Alle Hybride zeigten den gleichen relativen Phosphateinbau in ihre inaktive

Untereinheit.

In der Literatur wird fiir die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife der Kinasen CHK2,
DAPK, SLK und LOK ein Mechanismus diskutiert, der sich von der Phosphorylierung des
Substrates unterscheidet (Oliver et al., 2007; Pike et al., 2008). Bei dem so genannten

activation ~ segment exchange erfolgt intramolekulare Transhosphorylierung der
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Aktivierungsschleife innerhalb eines Dimers durch Dimerisierung der katalytischen Zentren.
Dem scheint ein anderer Mechanismus als bei der Substratphosphorylierung zugrunde zu
liegen, da die aktive, dimerisierte Kinase die Aktivierungsschleife eines Monomers als
Substrat nicht phosphoryliert. Bei den untersuchten Hybriden konnte ein &hnlicher

Mechanismus vorliegen.

Der Unterschied zwischen den Substraten Tyrtide und PolyGluTyr auf der einen und der
inaktiven Hybriduntereinheit der Kinase auf der anderen Seite, deuten auf unterschiedliche
Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum hin. Wahrend Tyrtide und PolyGluTyr nur fiir
den Zeitpunkt der Umsetzung assoziert mit der Kinase verbunden werden, ist die inaktive
Untereinheit kovalent mit dieser verbunden. Durch die Bindung erh6ht im Falle der inaktiven
Untereinheit des Hybrids die apparente Konzentration wodurch eine niedrigere

Substrataffinitét, entsprechend einem hohen Km-Wert, kompensiert wird.

Es konnte jedoch sein, dass durch die Mutation der Aktivierungsschleife eine Deformation der
aktiven Spalte vorliegt. Diese ist somit entweder schwerer zuginglich geworden oder so
aufgeweitet, dass nur noch groBle Peptide, wie die inaktive Untereinheit des Hybrids,

umgesetzt werden konnen.

Diese Annahme wird durch Untersuchungen der dualen Aktivitidt der GST-Kinasekonstrukte
gestiitzt. Die Insulinrezeptorkinase ist nicht nur in der Lage ihre Substrate und sich selbst an
Tyrosinen zu phosphorylieren, vielmehr konnte auch Serinphosphorylierung nachgewiesen

werden (Al Hasani et al., 1997, Parvaresch et al., 2002; Tennagels et al., 2001).

Die Untersuchungen der dualen Aktivitit haben gezeigt, dass diese im gleichen Malle wie die

Fahigkeit zur Substratphosphorylierung abnimmt.

Die IRKD autophosphoryliert sich an den Serinresten 1275 und 1309 (Al Hasani et al., 1997).
Dariiber hinaus kann ein weitere Serin im N-Terminus, bei den es sich um ein
Klonierungsartefakt handelt, phosphoryliert werden. Fiir die GST-TEV-IRKDY'"* und die
GST-TEV-IRKD'"*'F konnte eine starke Verringerung dieser Fihigkeit verzeichnet werden (
Tabelle 4.5). Wéhrend die WT und Y1146F-Kinasen 30% Serinphosphorylierung nach 30
Minuten Autophosphorylierung aufweisen, konnte bei den Mutanten Y1150F und Y1151F

nur marginale Serinphosphorylierung von 3 bzw. 8% detektiert werden. In der Literatur
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wurde bereits gezeigt, dass die Mutation von Y1150 in vivo und in vitro eine reduzierte
Serinphosphorylierung und eine vollstindige Inhibition der Threoninphsophorylierung des
Insulinrezeptors zu Folge hat (Tavaré und Dickens, 1991). Feener et al. (1993) und Teenagels
(1998) beobachteten eine verlangsamte Serinphosphorylierung des C-Terminus bei einer

Y 1151F-Mutante.

Verwunderlich erscheint die Tatsache, dass bei der GST-TEV-IRKDACTY" auch 20%
Autoserinphosphorylierung ~ detektiert ~ wurden, da  bei  dieser Kinase die
Serinphosphorylierungsstellen 1275 und 1309 fehlen. Bei der Serinposition, die hierbei
phosphoryliert werden koénnte, handelt es sich um ein N-terminales Serin, das als ein
Klonierungsartefakt entstanden ist. Von Pautsch et al. (2001) wurde bereits die
Phosphorylierung eines solchen Serins in einem Linker des IGF-1-Rezeptor beobachtet.
Jedoch reduzierten die Mutationen der Aktivierungsschleife die Féhigkeit zur
Autoserinphosphorylierung. Die Homodimere Y1146F und Y1150F zeigen eine auf 15%
bzw. 11% verringerte duale Aktivitit, die bei dem Homodimer Y1151F noch stéirker
minimiert war (Tabelle 4.7). Bei den Hybriden wurde dieselbe absteigende Tendenz in der
Fahigkeit zur Serinphopshorylirung verzeichnet. Die verringerte Serinphosphorylierung
wurde dabei sowohl in der aktiven als auch in der inaktiven Untereinheit der Hybride Y1150F

und Y1151F detektiert.

Dies konnte mit einer Deformation der aktiven Spalte zusammenhingen. Bei einer
Aufweitung der aktiven Spalte (Y1151F>Y1150F>Y1146F>WT) konnte das groBere Tyrosin
noch phosphoryliert werden, jedoch das kleinere Serin nicht mehr. Das wiirde mit der
verringerten Substratspezifitit korrelieren. Je weiter die aktive Spalte ist, desto schlechter ist
die Spezifitét fiir ein Substrat, das nicht fest an die Kinase gebunden ist. Eine feste Bindung
des Substrates bewirkt eine massive Erhohung der lokalen Konzentration, wodurch eine
schlechte Spezifitit umgangen werden kann (vgl. Phosphorylierung der inaktiven

Untereinheit im Hybrid).

In der Arbeitsgruppe konnte mit dem Substrat PTB jedoch gezeigt werden, dass eine grofle
rdumliche Néhe und hohe lokale Konzentration des Substrates nicht zwingend zur Umsetzung
fiihrt. Bei PTB handelt es sich um die phosphotyrosinbindende Doméne des IRS-1 Substrates
(Aminosdure PI5S8 - N270). Nach der N-terminalen Autophosphorylierung der

Insulinrezeptorkinase an Tyrosin Y960 erfolgt eine Bindung {iber ionische
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Wechselwirkungen, so dass die PTB als Substrat fest an die Kinase gebunden ist. PTB wird

von der Insulinrezeptorkinase hauptsédchlich an Serin phosphoryliert.

Versuche mit den GST-Kinase-Mutanten und PTB als Substrat ergaben, dass die
Homodimere WT, Y1146F und Y1150F zu einer Phosphorylierung der PTB an Serin im
gleichen Maf3e fahig waren (Homodimer WT 69%; Homodimer Y1146F 73%; Homodimer
Y1150F 62% Serinphosphorylierung). Jedoch zeigte das Homodimer Y1151F trotz groBer
Néhe und hoher lokaler Konzentration des Substrates keine nennenswerte katalytische
Aktivitdt. Diese konnte zum einen daran liegen, dass das Y960 nicht phosphoryliert ist, PTB
somit nicht an die Kinase binden kann und nicht umgesetzt wird. Zum anderen konnte eine
verminderte duale Aktivitdit des Homodimer Y1151F vorliegen, die moglicherweise durch
eine Konformationsidnderung in der aktiven Spalte hervorgerufen werden konnte. Die
Untersuchung des Phosphateinbaus und die verminderte Autophosphorylierung an Serin der

Homodimere Y1151F lassen jedoch auf eine Deformation der aktiven Spalte schief3en.

Tatsédchlich zeigt die von Hubbard vorgestellte Kristallstruktur, in der die trisphosphorylierte
IRKD mit einem Peptid und ATP-Analogon cokristallisiert wurde (Hubbard 1997), dass die
Substratbindung  liber eine  Faltblatt-Faltblatt-Wechselwirkung am  Ende  der
Aktivierungsschleife erfolgt. Die Mutation des Tyrosin Y1151F, welches sich ebenfalls am
Ende der Aktivierungsschleife befindet, konnte demnach eine Verdnderung der Position der
Aktivierungsschleife hervorrufen und somit eine Substratbindung und Umsetzung verhindern.
Schon der Austausch der benachbarten Phosphorylierungsstelle Y1150F scheint sich auf die
Position der Aktivierungsschleife nachteilig auszuwirken, da auch die Y1150F Mutanten eine

eingeschrankte Aktivitéit in der Substratphosphorylierung aufweisen.

5.2.3 Identifizierung der Phosphorylierungsstellen der GST-Kinasen und
Hybride

Eine Voraussetzung fiir die Aktivierung der Insulinrezeptorkinase ist eine Phosphorylierung
der drei Tyrosine in der Aktivierungsschleife. Von Wei (1995) wurde dafiir ausschlieBlich
Transphosphorylierung postuliert. In der Literatur ist lediglich eine cis-Phosphorylierung der
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IRKD fiir den N-Terminus (Y960) beschrieben (Cann und Kohanski 1997; Kohanski 1993).
Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Hybriden kann die Aktivierung jedoch nur in
cis erfolgen, da sie nur eine Untereinheit mit katalytischer Aktivitdt besitzen. Eine
Transphosphorylierung durch ein benachbartes Hybrid konnte durch vorangegangene
Versuche unter den verwendeten Bedingungen weitgehend ausgeschlossen werden (Herweg,
2008). Zur Untersuchung des Phosphateinbaus in die Aktivierungsschleife der Mutanten
wurde die Methode der Phosphopeptidkartierung genutzt. Diese Methode sollte eine
Erklarung fiir die Diskrepanz im Phosphateinbau der Mutanten bei der Autophosphorylierung

liefern.

Die  Phosphopeptidkartierung  ermoglicht es  die  zeitliche  Besetzung  der
Autophosphorylierungsstellen, speziell im Falle der Aktivierungsschleife, zu bestimmen.
Etabliert wurde die Methode fiir die monomere IRKD von Al-Hasani (1995). Nach tryptischer
Spaltung der radioaktiv autophosphorylierten IRKD konnten 29 Peptide mit potentiellen
Phosphorylierungsstellen (Tyr, Ser, Thr) mittels Edman-Sequenzierung identifiziert werden.
Dies ermoglichte eine genaue Zuordnung der Phosphorylierungsstellen der IRKD. Auf Grund
dieser Arbeit ist bei der Auftrennung des zu untersuchenden Phosphopeptidgemisches durch
HPLC-Anionenaustausch-Chromatographie anhand der Retentionszeiten eine Zuordnung der

Phosphorylierungsstellen moglich.

Bei einer Autophosphorylierung iiber 15 Minuten kann davon ausgegangen werden, dass die
endgiiltige Besetzung der Phosphorylierungsstellen bereits erfolgt ist. Dabei traten
hauptséchlich die mono- und bisphosphorylierte Form der Aktivierungsschleife auf, wihrend
die trisphosphorylierte Form schwicher vorgefunden wurde. Auffillig war die starke
Aufspaltung des bis-Peak in ein Doublet. Vorangegangene Mutationsanalysen der
Aktivierungsschleife zeigen, dass es sich hierbei um zwei bisphosphorylierte Formen handelt,
bei denen unterschiedliche Tyrosine besetzt sind (Nolle 1998). Bei der zu fritheren
Retentionszeiten auftretenden Form werden Y1146 und entweder Y1150 oder Y1151
phosphoryliert. Wohingegen bei dem zur spdteren Retentionszeit verschobenen bis-Peak die
Besetzung von Y1150 und Y1151 vorgefunden wurde. Demnach iiberwiegt nach 15 min

Autophosphorylierung die Besetzung von Y1146 und entweder Y1150 oder Y1151.

Im Folgenden galt es dies mittels Phosphopeptidkartierungen auch fiir die Homodimere- und

Heteromer-Mutanten zu bestitigen. Dazu wurde zundchst untersucht, ob die aktiven
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Untereinheiten in den GST-Kinasen und im Hybrid das gleiche Besetzungsmuster aufwiesen.
In der Tat =zeigten alle aktiven Untereinheiten die gleiche Verteilung der
Phosphorylierungstellen, unabhéngig ob sich die aktive Untereinheit im Homodimer oder im

Hybrid befand. Die weitere Diskussion wird sich deshalb hauptsédchlich auf Hybride beziehen.

Die Chromatogramme der katalytisch defizienten Untereinheiten der Hybrid-Mutanten
dhnelten sich sehr stark. Bei allen werden drei Phosphorylierungsstufen im anndhernd
gleichen Verhiltnis erreicht. Zudem sind die Chromatogramme sehr diffus. Dies kann jedoch
nicht allein mit dem geringeren radioaktiven Einbau zu begriinden sein, da die
Chromatogramme der aktiven Untereinheiten mit &hnlichen cpm-Werten klare Peaks
aufwiesen. Dies konnte als ein Hinweis auf eine mangelnde Préaferenz in der Reihenfolge der
Phosphorylierung der Aktivierungsschleife gedeutet werden. Es konnte sein, dass die
postulierte Reihenfolge der Besetzung der Phosphorylierungsstellen (Dickens und Tavare
1992; Wei et al. 1995) bei einer trans-Phosphorylierung nicht in dieser strengen Form gilt.

Die Ergebnisse der Phosphopeptidkartierungen korrelierten mit den Daten der radioaktiven
Autophosphorylierung. Die aktive Untereinheit der Hybride zeigte einen vergleichbaren
Phosphateinbau wie eine aktive Untereinheit der GST-Kinasen. Auflerdem zeigten alle
Hybrid-Mutanten einen vergleichbaren relativen Phosphateinbau in die katalytisch defiziente

Untereinheit.

Durch die Phosphopeptidkartierungen konnten auch die unterschiedlichen Phosphateinbauten
der Hybrid-Mutanten erkldrt werden. Die Hybride WT und Y1151F =zeigt einen
vergleichbaren katalytische Phosphateinbau. Dies ldsst auf eine &hnliche Besetzung der
Phosphorylierungsstellen in der Aktivierungsschleife schliefen. Die
Phosphopeptidkartierungen der aktiven Untereinheiten ergeben tatséchlich fiir das Hybrid WT
vorwiegend mono- und bis-Phosphorylierung der Aktivierungsschleife. Die tris-
Phosphorylierung trat nur in geringerem Malle auf. Das Hybrid Y1151F zeigt ebenfalls eine
starke mono- und bis-Phosphorylierung, wihrend tris-Phosphorylierung dieses Hybrids auf
Grund der Mutation der Aktivierungsschleife nicht moglich ist. Dennoch konnte bei einer
Retentionszeit von ca. 100 min ein kleiner Peak beobachtet werden. Dieser Peak wird einem
nicht weiter identifizierbaren Peptid zugeordnet, das moglicherweise nicht vollstdndig verdaut

worden ist und auf Grund der grofleren Ladung ldnger auf der Séule retardiert.
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Sowohl das Hybrid WT, als auch das Hybrid Y1151F, als auch die zugehorigen
Referenzkinasen zeigen in der aktiven Untereinheiten die gleiche Besetzung der
Phosphorylierungsstellen. Auch zeigten beide Hybride und Kinasen einen &hnlichen
Phosphateinbau in der Autophosphorylierung. Dies ldsst den Schluss zu, dass fiir die
Aktivierung der IRKD die Phosphorylierungsstelle Y1151 wahrscheinlich nicht besetzt
werden muss. Auch fand sich in beiden aktiven Untereinheiten eine stirkere Auspragung des
frithen bis-Peaks. Dies ist gleichbedeutend mit einer wahrscheinlichen Besetzung der
Phosphorylierungsstellen Y1146 und Y1150, nachdem die Phosphorylierung der Position

Y1151 vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt.

Die Hybride Y1146F und Y1150F zeigen im Vergleich zum Hybrid WT in der
Autophosphorylierung nur den halben Phosphateinbau, wobei auch dies mit Hilfe der Maps
erhirtet werden konnte. Die Chromatogramme der aktiven Untereinheiten der Hybride Y1146
und Y1150 wiesen nach 15 min Autophosphorylierung einen stark ausgepréagten Peak fiir die
mono-Phosphorylierung auf. Der bis-Peak war eher schwach ausgebildet. Beide Hybride
erreichen demnach nicht den fiir sie moglichen maximalen Phosphateinbau. Wahrscheinlich
wird in beiden Hybriden, dhnlich dem Hybrid WT, die Position Y1151 kaum phosphoryliert,
weshalb nur der halbe Phosphateinbau erreicht wird. Fiir die Phosphorylierung der
Aminosdure Y1151 scheint demnach die Phosphorylierung von Y1146 und/oder Y1150
notwendig zu sein. Es konnte jedoch keine Priferenz fiir Y1146 oder Y11 50 gefunden
werden, da beide Hybride einen vergleichbaren Phosphateinbau zeigen und auch die

Phosphopeptidkartierung keinen gravierenden Unterschied aufwies.

Der genauere Vergleich der Chromatogramme der Hybride Y1146F und Y1150F ergibt zwei
unterschiedliche bis-Peaks mit unterschiedlichen Retentionszeiten, das Hybrid Y1146F zeigt
einen spiten bis-Peak, der einer Besetzung von Y1150 und Y1151 zuzuordnen ist, das Hybrid
Y 1150F einen frithen bis-Peak auf, entsprechenden einer Phosphorylierung von Y1146F und
Y1151F.

Zusammenfassend ergibt sich die folgende Reihenfolge fiir die Phosphorylierung der

Aktivierungsschleife:

Zunichst erfolgt mit gleicher Priaferenz eine Phosphorylierung entweder an Y1146 oder

Y1150, gefolgt von einer bis-Phosphorylierung an diesen beiden Positionen. Erst dann findet
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eine Phosphorylierung an Y1151 statt. Diese scheint jedoch zur vollen Kinaseaktivitit der

IRKD im Bezug auf die Autophosphorylierung nicht erforderlich zu sein.

5.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die Charakterisierung der generierten Konstrukte, sowohl der GST-Kinasen als auch der
Hybride, zeigt liberraschende Unterschiede in der katalytischen Aktivitit, die Auto- und
Substratphosphorylierung betreffend.

Alle dimeren Kinasehybride sind in der Lage sich selbst sowohl in der aktiven (cis-
Phosphorylierung) als in die inaktive Kinaseuntereinheit (#rans-Phosphorylierung) zu
phosphorylieren. Der Phosphateinbau ist in der aktiven Komponente mit 60% hdher als in der
inaktiven. Die wirft ein neues Licht auf den Aktivierungsmechanismus von Kinasen durch
Dimerisierung. Bislang galt es als unwidersprochen, dass infolge der Dimerisierung es zu

trans-Phosphorylierung kommt (Schlessinger, 1988).

Des Weiteren wurde fiir jede Hybrid Mutante, im Vergleich mit den dimeren Kinasen, die
eine identische Mutation tragen, eine dhnliche katalytische Aktivitit sowohl in der Auto- als

auch in der Substratphosphorylierung gefunden.

Eine aktive Untereinheit im Hybrid zeigt demnach die gleiche katalytische Aktivitidt wie eine
aktive Untereinheit im GST-Homodimer. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass im
preformierten Dimer des IR nur eine der beiden katalytischen Untereinheiten aktiv sein muss.
Ein solcher Ansatz konnte eine mogliche Erklarung fiir das Funktion von Pseudokinasen in
Zellen liefern. Die katalytisch inaktiven Pseudokinasen konnten als reiner
Dimerisierungspartner die aktive Kinaseuntereinheit aktivieren, so dass vollstandige

Kinaseaktivitit erreicht werden kann.

Keine Mutation in der Aktivierungsschleife fiihrt also, die Autophosphorylierung betreffend,
zu einer Knockout-Mutation, wie es im Fall der Proteinkinase A bereits beschrieben wurde
(Adams et al., 1995). Uberraschen besitzen alle Mutanten vergleichbare Phopshrylierung wir
der Wildtyp, bis auf die Y1150FMutanten.
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Fiir die Substratphosphorylierung. ergibt sich ein verdndertes Bild. Hier konnten die
Kinasekonstrukte mit den Mutationen Y1150F und Y1151F das Substrat, aufgrund der
geringe Substrataffinitit,  nicht  phospohrylieren. Die  Aktivitit in  der
Substratphosphorylierung nahm in der Reihenfolge WT>Y1146F>Y1150F>Y1151F ab.
Vergleichbare Ergebnisse wurden bereits von Zhang fiir die Substratphosphorylierung von
PolyGluTyr vorgestellt (Zhang et al., 1991). Fiir die Autophosphorylierung hingegen wurde
folgende Reihenfolge vorgefunden: WT=Y1151F=Y1146F>Y1150F. Ahnliche Ergebnisse
wurden in vivo bereits beobachtet (Wilden er al, 1992). Jedoch wurde iiber die
unterschiedlichen Aktivititen in der Substrat- und Autophosphorylierung bisher nicht
berichtet.

Durch die Mutationsanalyse der Aktivierungsschleife konnte gezeigt werden, dass eine
Phosphorylierung an Position Y1151 fiir die uneingeschrinkte
Autophosphorylierungsaktivitdt nicht notwendig ist. Laut Literatur findet die Besetzung
dieser Position zuletzt statt (Dickens & Tavare 1992; Wei et al,, 1995). Hier konnte
allerdings keine weitere Aussage zu der Reihenfolge der Phosphorylierung der
Aktivierungsschleife getroffen werden, da keine Préferenz zwischen der Besetzung der

Position Y1146 und Y1150 gefunden werden konnte.

Die Tatsache, dass alle Kinasekonstrukte mit dem Austausch Y1150F und Y1151F nur zu
einer geringen Substratphosphorylierung der Lage sind, konnte auf der Labilisierung der
Aktivierungsschleife beruhen die nicht in der Lage ist, das Substrat im aktiven Zentrum zu
stabilisieren. Im Einklang mit einer moglichen Aufweitung des aktiven Zentrums steht die
Feststellung, dass die Mutante Y1150F eine stark verringerte duale Aktivitit zeigt und die
Mutanten Y1151F diese Féhigkeit nahezu vollstdndig verloren haben, sogar selbst dann, wenn

das Substrat (PTB) nur eine geringe Neigung zur Dissoziation zeigt.

Mogliche Hinweise auf die Bedeutung der Positionen Y1150 und Y1151 bei der
Substratphosphorylierung liefert die Kristallstruktur einer aktiven IRKD von Hubbard
(Hubbard 1997). Die Kristallstruktur zeigt die Bindung eines cokristallisierten Peptids an
einem B-Faltblatt am Ende der Aktivierungsschleife. Der  Austausch der
Phosphorylierungsstellen Y1150 und Y1151, die sich beide am Ende der Aktivierungsschleife
befinden, konnte zu einer Konformationsédnderung der Aktivierungsschleife fiihren, die mit

einer Umpositionierung des -Faltblattes einhergeht.
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Die Losung fiir dieses, weitgehend auf Hypothesen basierte, Verhalten der Mutanten Y 1150F
und  YI1151F, beziiglich  fehlender  dualer = Aktivierung und  verringerter
Substratphosphorylierung, kann erfolgreich nur gelost werden, wenn es gelingt diese
Kinasemutanten, moglichst mit Substrat (PTB oder Peptidsubstrat), zu kristallisieren, und der

der Rontgenstrukturanalyse zu zufiihren.
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6 Material und Methoden
6.1 Matherial

Material und Methoden

6.1.1 Bakterienstamme, Viren, Kulturmedien und — Zusatze

Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus
Spodoptera frugiperda (Sf9) Zellen

Escherichia coli DH50.

Amphotericin B (FungizoneD)

Ampicillin, Natriumsalz

Fotales Kélberserum (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)-ethylen

6.1.2 Chemikalien
A

Aceton

Acetonitril, gradient grade
Acrylamid, p.a.
Adenosin-5'-triphosphat
[y-**P]-Adenosin-5"-Triphosphat, > 5000 Ci/mmol
Agarose, electrophoresis grade
Ameisensaure 98-100%
Ammoniumcarbonat
Ammoniumhdroxid-Losung, 25 %
Ammoniumper(oxodi)sulfat
Ammoniumsulfat

B

Borsédure

Bradford-Férbereagenz
5-Bromo-4-chloro-3-indoylphosphat (BCIP)
Bromphenolblau, Natriumsalz, research grade

C

Eomplete Inhibitor Tablets
Complete Inhibitor Tablets EDTA-free

D
Dimethylformamid (DMF)

Pharmingen, San Diego, CA, USA
Dr. S. Stabel, Max-Delbriick-
Laboratorien, Koln

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

Life Technologies, Eggenstein
Fluka, Buchs, CH

Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein
Life Technologies, Eggenstein

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
NEN, Zantentem, Belgien
Seakem, Hameln
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt

ICN Biomedicals, Aurora, OH, USA
BioRad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

E

Essigséure, >97%, p.a.

Ethanol, absolut, p.a.

Ethidiumbromid (2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenyl-
phenanthridiumbromid)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

G

Glutathion-L, reduziert
Glycerin

Glycin, electrophoresis grade

H
Harnstoff

I

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

K

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

L
Leupeptin

M

Magnesiumchlorid-Hexahydrat, p.a.
Mangan(Il)chlorid-Tetrahydrat, p.a.
Methanol, p.a.

N,N’-Methylenbisacrylamid, research grade

N

Natriumacetat, wasserfrei, p.a.
Natriumazid, reinst

Natriumchlorid p.a.

Natriumcarbonat
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, p.a.
Natriumdodecylsulfat (SDS)
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)
Ninhydrin

Material und Methoden

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
ICN Biomediacls, Aurora, OH, USA

Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
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Natrium Orthovanadat

P

Perchlorséiure, 70%
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphorsaure

Polyethylenglykol 35000 (PEG-35000)
Ponceau S

i-Propanol, p.a.

S

Sucrose Ultra Pure
Salzsdure, 25 %
Schwefelsdure, 98 %
Serva Blue G

Serva Blue R

T

Trichloressigséure (TCA)
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Triton-X-100®, p.a.
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypanblau (1,2-bis-Amidino-2-benzofuranylethylen
(0,5 % (w/v) Trypanblau in 0,9 % (w/v) NaCl))
Tween-20 (Polyoxyethylensorbitmonolaureat)

X
Xylen Cyanole FF (XC)

6.1.3 Chromatographiematerial

Matrixmaterial:
Glutathion-Sepharose-4B
Nickel-NTA Agarose

Fertigsiule:
Nucleogel SAX10000-8/46 (50 x 4,6)

6.1.4 Kit-Systeme
BaculoGold™-Transfection Kit
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit
my-Budget Double Pure Kit
NucleobondJ AX 100 Plasmid Kit

QIAquick™ PCR Purification Kit

Material und Methoden

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Buchs, CH
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

MP Biomedicals LLC, Illkirch, F
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

AppliChem, Darmstadt

MP Biomedicals LLC, Illkirch, F
Boehringer, Mannheim

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg
BioRad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden

Machery & Nagel, Diiren

PharminGen, San Diego, CA, USA

Sigma, Steinheim
Bio-Budget Technologies GmbH,
Krefeld

Macherey & Nagel, Diiren
Qiagen, Hilden
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6.1.5 Laborgerite
A

Autoklaven:
Tischautoklav Tuttnauer 2540 EL
Varioklav Dampfsterilisator

B

EioLogic Workstation
(inkl. Molecular Analyst Software)
Blockthermostat BT1301

E

Elektrophorese-Apparaturen:
Mighty Small SE245 ,,Dual Gel Caster*
Novex EI 9001-XCELL 2 Mini-Cell
Electroporator 2510

G
Geltrockner:
Model 543
Phero-Temp

H

Heizblock HB-130

HetoVac VR1 + HetoTrap CT110
Homogenisator

I

Inkubatoren:

EB 28 WTB Binder, Tuttlingen
FD 53WTB Binder, Tuttlingen
Inkubator Shaker innova 4000

L
Leuchttisch
UV-Leuchttisch N90 MW 312nm

M

Microplate Reader Model 550
Mikroskop Wilovert S

Molecular Imager System GS 363
Molecular Imaging Screen-C
Molecular Imaging Screen-BI

Eraser GS 505

Sample Exposure Platform GS 505

P
PCR-Gerit:

Mastercycler 5330 (inkl. Heizdeckel 5330plus)

Material und Methoden

Tuttnauer, Jerusalem, Israel
H+P Labortechnik, Miinchen

BioRad, Miinchen
Sel Laboratory Products, England

Hoefer, San Francisco, CA, USA
Novex, San Diego, CA, USA
Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen
Biotec Fischer, Reiskirchen

Unitek, Boblingen
Heto, Birkerod, Danemark
Braun, Melsungen

New Brunswick Sci., Edison, NJ,
USA

Nonius, Delft, NL
Konrad Bend, Wiesloch

BioRad, Miinchen
Hund, Wetzlar

BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg
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Pipetten:

Pipetboy ( P20, P100, P2000)
Eppendorf Research (0,5-10 pl; 2-20ul;
100-1000 pl)

Hamilton Microliter™ Spritze
Peristaltikpumpe M312

Photometer DU 7400

R

Riihr- Schiittel- und Mischger:iite:
Tkamag Magnetriihrer mit Heizplatte
Ikamag Magnetriihrer Reverstir Model RS 8
IKA-Vibrax-VXR

Rollschiittler RM-5

Inkubator Shaker innova 4000

Rotoren:
HFA 12.500, HFA 22.50
70T1 und 45Ti

S
Spannungsgeber:
EPS 3500

3000Xi

PowerPac 3000

SpeedVac SC110 + Refrigerated Vapor Trap RVT4104

Sterilbank LB-48-C Lamin Airl]

T

?hermomixer 5436

1]
Ultraschallprozessor UP 200H

\Y%

Vakuumpumpe

W

Waagen:

BA4100

MC1 Sartorius, Gottingen
Wasserbider:

Julabo 12B

Julabo 13A

Julabo F10

Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Plus

Western Blot-Apparatur:
LKB Multiphor II

Material und Methoden

Gibson, Bad Camberg

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

Janke&Kunkel, Staufen

Toyo Kagaku Sangyo Co., Japan
Janke&Kunkel, Staufen

Braun, Melsungen

New Brunswick Sci., Edison, NJ,
USA

Heraeus, Diisseldorf
Beckman, Fullerton, CA, USA

Pharmacia, Feiburg

BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Savant, Farmingdale, NY, USA
Heraeus, Diisseldorf

Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher GmbH, Teltow

Vakuubrand, Wertheim

Sartorius, Gottingen

Julabo, Seelbach
Julabo, Seelbach
Julabo, Seelbach
Millipore, Bedford, PA,USA

Pharmacia, Freiburg
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Z

Zentrifugen:

Centrifuge 5415 C (Tischzentrifuge) Eppendorf, Hamburg
Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg

EBA 12R Hettich, Tuttingen
Mikrozentrifuge Hf-120 Capsule Qualitron, Korea

Variofuge 20 RS, 3.0 RS Heraeus, Disseldorf

XL-70 Ultrazentrifuge Beckmann, Fullerton, CA, USA
Zahlkammer nach Neubauer, improved Brand GmbH, Wertheim

6.1.6 Molekulargewichts- und Ldngenstandards

GeneRuler™ DNA Ladder Mix #SM0331 MBI Fermentas, Wilna, Litauen
MassRuler™ DNA Ladder Mix #SM0403 MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Prestained Protein Molecular Weight Marker #SM0441 MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Unstained Protein Molecular Weight Marker #SM043 1 MBI Fermentas, Wilna, Litauen

6.1.7 Nukleinsduren

6.1.7.1 Plasmidvektoren

pAcG2T-TEV-His PharminGen, San Diego, USA
pAcG2T PharminGen, San Diego, USA
pAcSG2 PharminGen, San Diego, USA
pET21(a)+ MERCK (Norvagen), Bad Soden

6.1.7.2 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oigonucleotide wurden von Sigma-Genosys (Steinheim) bezogen.

6.1.7.3 Mutageneseprimer zur Generirung der GST-TEV-IRKD-
Konstrukte

Primer pUC LIRK -5‘(BamHI):
5Y- TCCTATAAATGGATCCAAGAGGCAGCCAGA -3V
Primer pUC LIRK -3¢(EcoRlI):
57— TAGGAATTCTTAGGAAGGATTGG -37

6.1.7.4 Mutageneseprimer zur Generierung der GST-TEV-IRKDAC-

Konstrukte
Primer fiir pAc-G2T-GST-TEV-IRKD-Konstrukte
5" - AGCGAGGAGAACAAGTAACTCTAGAGTGAG -3
37 - CCTCTTGTTCATTGAGATCTCACTCCTCGA -5'

6.1.7.5 Sequenzierungsprimer
Sequenzierungsprimer pGEX 5 (#1):
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5’ - GGGCTGGCAAGCCACGTTTG -3’
Sequenzierprimer 3’-pAc-G2T-neu:
5"- CAACAACGCACAGAATCTAGCG -3’

Sequenzierungsprimer 1290:
5’ - GGAGTGGTGTCAAGGGCCAGC -3’

6.1.8 Proteine

6.1.8.1 Antikorper

a-Rabbit IgG-Alkalische Phosphatase (AP) (1:3000) Boehringer, Mannheim
a-GST-Exon 20 Rabbit (1:1000) Lehr (1995)

a-pY Mouse (1:2000) Santa Cruz, Santa Cruz, California
a-Mouse IgG-Alkalische Phosphatase (AP) (1:3000) Santa Cruz, Santa Cruz, California

6.1.8.2 DNA-modifizierende Enzyme und zugehorige 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

Dpn I NEB, Beverly, MA, USA
T4-DNA-Ligase MBI Fermentas, Wilna, Litauen
T4-DNA-Ligase-Puffer MBI Fermentas, Wilna, Litauen
Pfu-DNA-Polymerase MBI Fermentas, Wilna, Litauen
10x Pfu Buffer mit MgCl, MBI Fermentas, Wilna, Litauen
dANTP-Mix Roche, Basel, CH

6.1.9 Restriktionsenzyme und zugehdrige Puffer

BamHI Roche, Basel, CH
EcoRI Roche, Basel, CH
EcoR V NEB, Beverly, MA, USA
Nde I NEB, Beverly, MA, USA
Xba I NEB, Beverly, MA, USA
Xho I NEB, Beverly, MA, USA
Puffer A Roche, Basel, CH
Puffer B Roche, Basel, CH
Puffer D Roche, Basel, CH
Puffer 2 NEB, Beverly, MA, USA
Puffer 4 NEB, Beverly, MA, USA

6.1.10Proteasen

Trypsin Boehringer, Mannheim

6.1.11Puffer und Lésungen
Alle Losungen und Puffer wurden, soweit nicht anders angegeben, mit MQ angesetzt.

Ampicillin (1000x)
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50 mg/ml Ampicillin, steril filtriert iiber 0,22 um Sprizenfilter

ATP-Stocklosung (0,1 M)
100 mM ATP in 50 mM Tris / HCI pH 7,5

Blockierungspuffer fiir Western Blots
1% (w/v) BSA in PBS oder TBS, 0,02% NaN;

Bradford-Firbereagenz

a) fir 1-10 pg Protein:

1,9% (v/v) Perchlorséure, 0,06% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250

b) fiir 0,1-2 pg Protein:

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

Destain Losung
10% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigséure

DNA-Probenpuffer (10x)
67% (w/v) Saccharose; 0,4% (w/v) Bromphenolblau bzw. Xylencyanol FF.
Der Puffer kann mit Wasser (Manniatis et al., 1975) oder mit TE-Puffer angesetzt werden.

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

Elutionspuffer fiir Glutathion-Sepharose Affinitétsreinigung
Der Elutionspuffer muss frisch angesetzt werden, da das reduzierte Glutathion sonst oxidiert.
10 mM red. L-Glutathion, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0

Ethidiumbromid-Lésung

5,25 mg/ml Ethidiumbromid

Kolloidale Peptid-Farbelosung (1 1)

0,8 g Serva Blue G in 400 ml MQ unter Riihren 16sen, 400 ml 1 M H,SO, zugeben, 3 h riihren, {iber
Faltenfilter filtrieren, 88 ml 10 M KOH zugeben, 124 ml 100% (w/v) TCA hinzufiigen

Kulturmedium

Grace's Insektenmedium, 10% (v/v) FCS

Fungizone (Endkonzentration: 2,5 pg/ml)

Gentamycin, steril filtriert (Endkonzentration: 50 pug/ml)
Grace’s Insektenmedium phosphatfrei

Leupeptin-Stammlosung (1000x)
10 mg/ml Leupeptin

Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren
250 mM Saccharose, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 Complete Tablette auf 50 ml Lysispuffer
(fiir Separierung iiber Ni-NTA-Matrix, EDTA-free Tabletten verwenden)

Nativer Laufpuffer
384 mM Glycin, 50 mM Tris-HCl

Nativer Probenpuffer (4x)

121



Material und Methoden

250 mM EDTA, 0,1 M DTT, 16% (v/v) Saccharose, 375 mM, 3 M Tris / HCI (pH 8,8), 0,5% (w/v)
Bromphenolblau

Natriumacetat-Losung
3 M NaOAc/HAc, pH 5,2

Nickel-Chelat-Affinititschromatographie-Puffer

Lysis Puffer

50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 15mM Imidazol, pH 8,0
Puffer A (Waschpuffer)

50 mM Tris / HCL, 150 mM NaCl, 25 mM Imidazol, pH 8,0
Elutionspuffer

50 mM Tris / HCI, 150 mM NaCl, 45 mM Imidazol, pH 8,
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 / HCL, 150 mM NaCl, 70 mM Imidazol, pH 8,0
50 mM Tris / HCL, 150 mM NaCl, 110 mM Imidazol, pH 8,0
50 mM Tris / HCI, 150 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0

Dialyse-Puffer
50 mM Tris / HCL, 100 mM NaCl, 100 mM Sacharose, pH 7,8

Ponceau-Rot Peptidfirbelosung
0,25% (w/v) PonceauS, 1% (v/v) HAc, mit MQ auf gewiinschtes Volumen bringen

PBS-Puffer
140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,,1,8 mM KH,PO,, pH 7,5

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

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

Puffer fiir DNA-Midipriparation

Puffer S1

50 mM Tris / HCIL, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 pg/ml RNAse A (zunichst in 1 ml Puffer 16sen)
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 6,3 mit H;PO, einstellen, 0,15% (v/v) Triton-
X100

Puffer N3

100 mM Tris, 1150 mM KCl, 15% (v/v) Ethanol, pH 6,3 mit H;PO, einstellen

Puffer N5

100 mM Tris, 1000 mM KCl, 15% (v/v)Ethanol, pH 8,5 mit H;PO, einstellen

Regenerationspuffer 1 fiir Glutathion-Sepharose Affinititsreinigung

0,5 M NaCl, 0,1 M Tris / HCI, pH 8,5
Regenerationspuffer 2 fiir Glutathion-Sepharose Affinititsreinigung
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0,5 M NacCl, 0,1 M NaOAc-HOAc, pH 4,5

SDS-Laufpuffer (1x)
0,1% (w/v) SDS, 384 mM Glycin, 50 mM Tris / HCL_

SDS-Probenpuffer (10x)
20% (w/v) SDS, 60% (w/v) Saccharose, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 0,5 M Tris / HCI (pH 6,8), 1 M
DTT (fakultativ)

Spot-Test-Firbelosung
0,25% (w/v) Serva Blue G, 10% (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigsdure

Spot-Test-Entfirbelosung
10 % (v/v) Methanol; 7 % (v/v) Essigsaure

TBE-Puffer (10x)
0,89 M Tris, 0,89 M Borsaure, 20 mM EDTA

TBS-Puffer
150 mM NaCl, 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

TEV-Spaltungspuffer (10x)
5mM EDTA, 0,5 M 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)

Tris-Puffer (1)
50 mM Tris / HCL 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

Tryphanblau
0,5% (w/v) Trypanblau in 0,9% (w/v) NaCl

TSS-Losung
85% LB-Medium, 10% (w/v) PEG 8000, 5% (v/v) DMSO, 50 mM MgCl,, pH 6,5, sterilfiltrieren

Western Blot Blot-Puffer
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50 mM Tris, 40 mM Glycin, pH 9,1

Western Blot Entwicklungspuffer

100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 100 mM Tris / HCI, pH 9,5

Material und Methoden

vor Gebrauch auf 10 ml Entwicklungspuffer 33 pl BCIP (20 mg/ml) und 66 pl NBT (50 mg/ml) geben

Wet Blot Puffer

192mMGlycin, 25mM Tris-HCL, 20% Methanol, 0,02% (v/v) SDS

6.1.12Verbrauchsmaterial
A

Xmicon@ Ultra Centrifugal Filter Devices (4ml, 30 kDa)
Amicon® Ultra Centrifugal Filter Devices (15 ml, 30 kDa)

Autoklavierkontrollband

C

alssettes 1.5 mm, 25/PK (LOT NO. 80421-N)

D

2_5 DC-Plastikfolien 20x20 cm Cellulose (fiir PASA)

E
Einmach-Folie (Art.Nr. 5050)

F

Filtermaterial

0,2 um Dyngard ME Sterilfilter

0,22 um Type GS (O 4,9 cm)

0,45 um Type GS (1 4,9 cm)
Membranfilter ME 24 (0,2 um , @ 47 mm)

Filterpapier

Faltenfilter (@ 125 und 270 mm)
Munktell Grade 1F

Whatman 3T

Filme
Kodak X-Omat LS film

K

Kiivetten
Quarzkiivetten

(Typ 105.200-QS, Schichtdicke 10 mm, Zentrum 8,5 mm)
Halbmikro Einmalkiivetten (Nr. 2712010)

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

Millipore, Billerica, MA, USA
Millipore, Billerica, MA, USA
KMF Laborchemie, St. Augustin

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Merck, Darmstadt

Deti, Meckesheim

Microgon, CA, USA

Millipore, Bedford, PA, USA
Millipore, Bedford, PA, USA
Schleicher und Schuell GmbH, Dassel

Schleicger und Schuell GmbH, Dassel
LKB, Pharmacia, Freiburg
Whatman, Maidstone, GB

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hellma, Mannheim
Ratiolab, Dreieich-Buchschlag

Sarstedt, Niimbrecht
Millipore, Bedford, PA, USA
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R

Reaktionsgefifle

Falcon BLUE MAX™ (aus Polypropylen, 15 und 50 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA

PCR-Tubes (0,5 ml) Sarstedt, Niimbrecht

Reagiergefil} Safety Cap ( 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Sarstadt, Niimbrecht

6.1.13EDV und Software

6.1.13.1Datenerfassung

Adobe Photoshop CS1 (Verion 8.0); Adobe Systems Inc.

Adobe Photoshop CS3 (Verion 10.0); Adobe Systems Inc.

Bio-Rad Imaging System Software Molecular Analyst; Version: 1.5 (1996); Bio-Rad Laboratories,
Kalifornien, USA

CanonScan D1250 U2F; Canon Deutschland GmbH, Krefeld

CanonScan 4400F; Canon Deutschland GmbH, Krefeld

Epson Perfection™ 2480 Photo; EPSON Deutschland GmbH, Meerbusch

Microsoft Excel 2003

Microsoft World 2003

Open Office. Org 2.4

6.1.14Molekularbiologische Standardanwendungen

GENTtle; Version 1.9.4 (2004); Autor: Magnus Manske,; Universitit zu Kdln Institut fiir Biochemie;

Quelle: http://gentle.magnusmanske.de
ImagelJ; Version 1.39u (2007); Autor: Wayne Rasband, National Institute of Health, USA; Quelle:

http://rsb.info.nih.gov/ij/
Sigma Plot 10.0 (2006); Systat Software, Inc

6.2 Methoden
6.2.1 Molekularbiologische Methoden
6.2.1.1 Bakterienkulturen

6.2.1.1.1 Bakterienkulturen zur Plasmidpriparation

Fiir alle molekularbiologischen Schritte, mit dem Ziel der Anlegung von Plasmid-
Stammldsungen, wurde der rekombinantions-defiziente E.coli-Stamm DH5 o verwendet.
Dieser Stamm eignet sich zur Anlegung von Plasmid-Stammldsungen und
Restriktionsspaltungen, da er kein Weiteres als das zu untersuchende (transformierte) Plasmid
enthalt.

Durch Transformation (6.1.1.4) der Bakterien mit den Vektor pAcG2T erwerben die
Bakterien eine Antibiotikaresistenz fiir Ampicillin, aufgrund derer sie, nach Zugabe von
Ampicillin (50 pg/ml) zum LB-Medium, selektiert werden kdnnen.

Isolierte Klone wurden nach der Transformation (6.1.1.4) in 6 ml Ubernachtkulturen (UNK)
und bei 37°C unter Schiitteln (180 rpm) vermehrt. Kulturen und Agarplatten sind bei 4°C vier
Wochen haltbar und vermehrungsfahig.
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6.2.1.1.2 Anlegen von Glycerolstocks

Zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterien eigenen sich Glycerolstocks, welche aus 85%
(v/v) Bakterienkulturen (Absorption Agoonm= 0,5) und 15% (v/v) Glycerin (steril) bestehen.

6.2.1.1.3 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Fiir die Transformation von Bakterien durch Elektroporation (6.1.1.4) muss die
Bakteriensuspension einen niedrigen Salzgehalt haben, um ein zu schnelles Abfallen der
angelegten Spannung, und damit eine ineffiziente Transformation, zu vermeiden.

1. 500 ml LB-Amp—Medium mit 5 ml einer UNK animpfen und bei 37°c / 180 rpm
inkubieren, bis eine Absorption Aeoo nm von 0,5 erreicht ist
. Inkubation der Bakteriensuspension fiir 20 min auf Eis

. Zentrifugation der Bakteriensuspension fiir 30 min bei 4°c / 2506 x g (= 3500 rpm)
. Bakteriensediment in 500 ml gekiihltem, sterilem Wasser resuspendieren, kurz mischen

2
3
4
5. Zentrifugation der Bakteriensuspension fiir 30 min bei 4°c / 2506 x g

6. Bakteriensediment in 250 ml gekiihltem, sterilem Wasser resuspendieren, kurz mischen
7

8

9

1

. Zentrifugation der Bakteriensuspension fiir 30 min bei 4°c / 2506 x g
. Bakteriensediment in 10 ml sterilem 10 % (v/v) Glycerin resuspendieren, kurz mischen

. Zentrifugation der Bakteriensuspension fiir 30 min bei 4°c /2506 x g
0. Bakteriensediment in 1,5 ml sterilen 10 % (v/v) Glycerin resuspendieren, kurz mischen

11. Aliquots (60 pl) der kompetenten Bakterien nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff

bei -80°c aufbewahren, diese bleiben 2 Monate transformierbar (normalerweise kann man
sie aber auch nach mehr als 6 Monaten verwenden)

6.2.1.1.4 Transformation elektrokompetenter Bakterien durch Elektroporation

Die Elektroporation ist ein alternativer Weg, um Makromolekiile wie DNA in Bakterien (oder
Hefestamme) einzubringen. Dabei handelt es sich um die Anwendung von kurzen
Hochspannungsimpulsen, die temporére Poren in der Zellmembran verursachen. Diese Poren
sind in der Regel grof3 genug, dass Makromolekiile in die Zelle diffundieren konnen. Nach
dem Entfernen des elektrischen Feldes und einer Zeit der Erholung schlie3en sich die Poren
wieder. Die DNA kann innerhalb der Zelle transkribiert und repliziert werden. Die in den
Transformationsansatz eingehende Fliissigkeit muss moglichst salzfrei sein. Dazu kann der
Ligationsansatz fiir ca. 30 Minuten {iber einen Nitrozellulosefilter gegen eine 10%ige
Glycerolldsung dialysiert werden.

1. 1 pl (dialysiert bis zu 5 pl) der zu transformierenden DNA-Losung (1-10 ng/ul)
wird zu 50 pl sterilem MQ gegeben. Die verdiinnte DNA-Lsung wird in eine
vorgekiihlte Elektroporationskiivette iiberfiihrt.

2. Ein 30 pul Aliquot elektrokompetenter Bakterien wird auf Eis aufgetaut und zu
der DNA-L6sung in der Elektroporationskiivette gegeben.

3. Die von auf3en vollig trockene Elektroporationskiivette wird in den
Elektroporator gestellt; die Elektroporation erfolgt durch Entladung der an dem
Kondensator der Elektroporationskiivette angelegten Spannung (1700V).
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4. Schnelle Zugabe von 1 ml 37°C warmen SOC- oder LB-Medium. Die
Bakteriensuspension wird in ein geeignetes Gefdl3 (Falconréhrchen 15 ml)
umgefiillt und 1 h bei 37°C/ 220 rpm inkubiert.

5. Aliquots von 50-400 pl werden in 100 mm [J Petrischalen auf LB-Amp‘-Agar
ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Zusitzlich wird eine Kontrolle mit nicht transformierten Bakterien ausplattiert.
Die Transformationsrate liegt, fiir elektrokompetente Bakterien und einem Standardplasmid,
bei mehr als 10° Kolonien pro pg DNA.

6.2.1.2 DNA-Reinigung, Konzentrationsbestimmung und Anreicherung

6.2.1.2.1 Plasmid-Miniprdparation nach Zhou

Diese Methode zur schnellen Reinigung von Plasmid-DNA basiert auf dem Verfahren der
alkalischen Lyse nach Zhou et al. (1990). Die Bakterien werden in alkalischem Medium
lysiert, Proteine und chromosomale DNA mit einer Natriumacetatlosung gefallt und die
Plasmid-DNA mit Ethanol prazipitiert.

* 1,5 ml Aliquot einer Ubernachtkultur in ein ReaktionsgefB iiberfiihren

= Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei max. Drehzahl (14.000 rpm) fiir 30 sec

» Uberstand verwerfen (bis auf ca. 50 pl), das Pellet resuspendieren

= Zugabe von 300 pl frisch angesetztem TNES-Puffer, 5x invertieren

= Zugabe von 150 pl 3M NaOAc (pH 5,8; kalt), erneut 5x invertieren

= Zentrifugation der Suspension fiir 20 min bei max. Drehzahl, Uberstand in neues

Reaktionsgefdl} transferieren, Pellet verwerfen

= Zum Uberstand 900 ul 100 % (v/v) EtOH (-20°c) hinzugeben

= Zentrifugation fiir 20 min bei max. Drehzahl

» Uberstand verwerfen

= Zugabe von 750 ul 70 % (v/v) EtOH (4°c)

= Zentrifugation fiir 5 min bei max. Drehzahl

=  Uberstand verwerfen und Pellet in 30 ul Puffer SI mit RNase aufnehmen

Die so gereinigte Plasmid-DNA kann bei -20°c gelagert werden; die Ausbeute an Plasmid-
DNA kann iiber ein Agarosegel anhand eines Massenstandard-Markers abgeschitzt werden.
Die mit dieser Methode gewonnene DNA wurde nur zur Restriktionskontrolle verwendet, der
Reinheitsgrad ist deutlich schlechter als {iber die in der Arbeit vorgestellten Kit-Systeme.

6.2.1.2.2 Plasmid-Minipriiparation

Die Reinigung von Plasmiden aus E.coli-Bakterienkulturen erfolgt mit dem kommerziell
erhéiltlichen GenElute™ Plasmid Miniprep Kit. Hierbei werden Bakterien mithilfe von
Enzymen und einer alkalischen SDS-Losung lysiert. Die DNA bindet an eine Silicamembran
und Verunreinigungen werden mithilfe eines salzhaltigen Puffers und Zentrifugation entfernt,
bevor die gebundene DNA mit einem Tris-HCI-EDTA-Puffergemisch eluiert wird.

Das GenElute™ Plasmid Miniprep Kit wird gemall den Herstellervorgaben eingesetzt.
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Die so gereinigte Plasmid-DNA kann bei -20°C gelagert werden; die Ausbeute an Plasmid-
DNA kann entweder {iber photometrische Messung bestimmt oder iiber ein Agarosegel
anhand eines Massenstandard-Markers abgeschétzt werden.

6.2.1.2.3 Reinigung grofier Plasmidmengen (Nucleobond® Plasmid Kit AX 100)

Die Reinigung grof3er Plasmidmengen aus E.coli-Bakterienkulturen erfolgt mit dem
kommerziell erhiltlichen Nucleobond” Plasmid Kit von Macherey-Nagel. Nach alkalischer
Lyse der Bakterien und grober Entfernung der Proteine, des SDS und der chromosomalen
DNA mit einer Kaliumacetatldsung wird die Plasmid-DNA mit der Nucleobond"-Siule AX
100 von restlichen Proteinen und RNA gereinigt. Die Séule basiert auf einer modifizierten
Silicagelmatrix nach dem Verfahren eines Anionenaustauschers. Verunreinigungen werden
mit einem salzhaltigen Puffer entfernt, bei dessen Konzentration die Plasmid-DNA noch nicht
eluiert. Durch Erhohung der Ionenstirke wird die DNA von der Sdule gewaschen und
anschliefend mit Isopropanol entsalzt und prizipitiert. Das Nucleobond” Plasmid Kit wird
gemal den Herstellervorgaben eingesetzt.

6.2.1.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdiuren

Die Konzentration von Nukleinsduren wird durch eine Absorptionsmessung verdiinnter
Aliquots bei 260 nm bestimmt. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm entspricht ca. 50 pg/ml
doppelstringiger DNA, 40 pg/ml einzelstrdngiger DNA oder RNA bzw. 33 pg/ml
Oligonukleotiden.

Die Konzentration der zu untersuchenden DNA-LSsung ergibt sich durch:
Verdiinnungsfaktor0 4, 1504 g

10004/

Um die Reinheit der DNA zu tiberpriifen, wird das Verhiltnis der Absorptionen bei 260 nm
zu 280 nm (aromatische Gruppen der Proteine) bestimmt. Eine DNA ohne
Proteinverunreinigung weist ein Verhiltnis von 1,8-2 auf.

Die Menge an DNA kann auch im Vergleich zu bekannten Standards aus einer Agarose-
Gelelektrophorese abgeschétzt werden.

c(DNA)[pg/ul]=

6.2.1.2.5 Reinigung von PCR-Produkten mit dem QIAquick™ PCR Purification Kit

Das QIAquick™ PCR Purification Kit wird zu Darstellung von PCR-Produkten aus dem
Amplifikationsansatz eingesetzt. 90-95 % der zu reinigenden DNA (100 bp — 10 kbp,
maximal 10 pg) konnen angereichert und von restlichen Oligonukleotiden, Nukleotiden,
Salzen und der Polymerase befreit werden. Die Entfernung der Kontaminationen ist
Voraussetzung fiir eine effiziente Restriktion und Ligation der PCR-Produkte. Das
QIAquick™ PCR Purification Kit wird gemdl3 den Herstellervorgaben eingesetzt.

6.2.1.2.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen: QlAquick Gel Extraction Kit

e Die DNA wird aus einem Agarosegel mit einem Skalpell herausgeschnitten
e Das herausgeschnittene Stiick wir gewogen
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Zugabe von 3 Volumen Puffer QG auf 1 Volumen Gel

10 Minuten bei 50°C inkubieren, dabei jede zweite Minute kurz vortexen

Das Gel 16st sich auf

Wenn die Farbe orange oder violett wird, dann soll man das pH mit 3M NaAcetat
einstellen

Bei gelber Farbe ist eine pH Einstellung nicht notwendig

Zugabe von 1 Volumen Isopropanol

Die Losung in QIAquick Siule geben

1 Minute zentrifugieren

Zugabe von 500 pl Puffer QG und 1 Minute zentrifugieren

Mit 750 pl Puffer PE zwei Minuten inkubieren und anschlieBend zentrifugieren
Weitere Minute zentrifugieren, um Ethanol wegzuwaschen

Eluieren mit 50 ul 5 mM Tris pH 8,0

6.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der schnellen Vervielfiltigung kleinster Mengen
DNA. Das Prinzip basiert auf der enzymatischen Vermehrung eines DNA-Abschnittes
zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenldufig an komplementidre DNA-Stringe
gebunden sind. Voraussetzung ist demnach die Kenntnis der, den zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes flankierenden, Nukleotidsequenzen. Die Oligonukleotidprimer werden im
Uberschuss zu einer DNA-Priiparation gegeben. Nach thermischer Denaturierung der
doppelstrangigen Ausgangs-DNA (96°C), paaren unter Hybridisierungsbedingungen
(68-72°C) die Primer an die komplementiren Sequenzen. Die DNA-Polymerase heftet
Nukleotide an die 3’-OH-Primer-Enden und synthetisiert die restliche komplementére
Sequenz. Die entstandenen PCR-Synthese-Produkte werden bei 96°C denaturiert. Dann folgt
eine neue Runde mit der Hybridisierung von Oligonukleotidprimern und DNA-Strang-
Synthesen. Die Amplifikation der Zielsequenz gehorcht folgendem Zusammenhang:
Ng=(2"-2n)x

NK = Anzahl der Kopienzahl nach n Vervielfiltigungszyklen

n = Anzahl der Vervielfaltigungszyklen

2n = Anzahl der Produkte des ersten und zweiten Vermehrungszyklus,deren Lénge nicht definiert ist
x = Anzahl der Kopien der urspriinglichen DNA-Matrize

Die Anzahl der Kopien der Zielsequenz wird ab dem zweiten Zyklus exponentiell vermehrt.
Die Anzahl der Zyklen — Denaturierung, Hybridisierung, Synthese — betrdgt in der Regel
20-30(50), und wird der erwarteten Genauigkeit der Amplifikation angepasst.

Es handelt sich um eine Kettenreaktion, bei der winzige Mengen DNA um das Millionenfache
amplifiziert werden.

Ansatz fiir Amplifikations-PCR und Site-directed-mutagenesis-PCR:

100 ng Template-DNA
125 ng Primer 5’

125 ng Primer 3’

1 ul Pfu-Polymerase
Sul 10xPfu-Puffer

1 ul dNTP-Mix

ad 50 pl mit MQ
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Es wurde die Methode der HotStart PCR gewdlt, bei der die Polymerase erst nach der initialen
Denaturierung bei 96°c fiir 60 s dazugegeben wird.

6.2.1.3.1 Zyklen bei der Amplifikations-PCR

Amplifikationsprogramm fiir:

96 °C 50 sec |

96 °C 45 sec

57°C 45 sec X30
72 °C X Min*

72 °C 10 Min

4°C 0

+  Fiir puc-LIRKY-Y1150F wurde die Elongationszeit auf 2,5 min gesetzt.

6.2.1.3.2 Site-directed-mutagenesis-PCR

Bei der Mutagenese-PCR (engl.. Site-directed-mutagenesis-PCR) handelt es sich um eine
Variation der PCR. Mithilfe der Primer wird nicht ein DNA-Fragment bestimmter Grof3e aus
einem Template amplifiziert, sondern Modifikationen im Vektor selbst vorgenommen.
Hierdurch lassen sich stille Mutationen einfiigen, die Schnittstellen fiir bestimmte
Resktionsenzyme entfernen oder generieren. Ein weiterer Aspekt liegt in der Moglichkeit auf
DNA-Ebene einzelne Aminosduren beliebig zu ersetzten. Das PCR-Produkt unterscheidet
sich vom Template nur durch die Mutation an dieser Position und durch den
Methylierungsgrad. Im Gegensatz zu den aus Bakterien isolierten Templates weisen die PCR-
Produkte keine Methylierung auf. Das Fehlen von Methylierung wird ausgenutzt, um die
parentale DNA sowie Heterodimere aus PCR-Produkt und parentaler-DNA durch die
Restriktionsendonuklease Dpnl abzubauen, die spezifisch methylierte DNA schneidet.

Amplifikationsprogramm zur Einfiigung eines Stopcodons in pAcG2T-GST-TEV-IRKD-
Mutanten zur Herstellung von GST-TEV-IRKDAC-Mutanten:

96 °C 50 sec

96 °C sssec €T

58 °C 45 sec X30
72 °C 19 Min 50 s

72 °C 10 Min

4°C 00

6.2.1.3.3 Sequenzierung

Die Proben wurden durch die Firma GENterprise sequenziert. Die Sequenzierung erfolgt auf
einem ABI PRISM 3730 DNA Analyzer der Firma Applied Biosystems nach der cycle
sequencing Methode. Die verwendeten Sequenzierungsprimer sind unter 5.7.2.5 aufgefiihrt.
Die DNA- und Primerkonzentrationen entsprachen den Vorgaben von GENterprise.
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6.2.1.4 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die von einem Bakterium aufgenommene
artfremde DNA abbauen, indem sie zumeist palindromische Nukleotidsequenzen erkennen,
und dort den DNA-Strang schneiden. Die Restriktion eigener DNA wird vermieden, indem
diese an den entsprechenden Erkennungssequenzen methyliert wird. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit benutzten Restriktionsenzyme sind in 5.8.3 zusammengefasst; diese
Endonukleasen liefern am 5’-Ende iiberstehende Restriktionsprodukte (sticky ends). Die
Restriktion wurde zur Uberpriifung der PCR-Reaktion und der Kontrolle, der durch
Mini/Midi-Praparation gewonnenen DNA benutzt.

Die Restriktionsansitze werden nach Herstellerangaben inkubiert. Das Ergebnis der
Restriktion wird mittels Agarosegelelektrophorese iiberpriift.

6.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels Agarose-Gelelektrophorese konnen Gemische von DNA-Molekiilen in einem
elektrischen Feld aufgetrennt werden. DNA-Molekiile bewegen sich aufgrund ihrer negativ
geladenen Phosphatreste in Richtung der Anode. Die elektrophoretische Mobilitdt eines
DNA-Molekiils bei gegebener Feldstirke, Geldichte und Laufpufferzusammensetzung ist
abhéngig von seiner Linge, die proportional zu seiner Ladung ist, und bei Plasmiden zudem
vom Grad der Superspiralisierung. Durch Zugabe von Ethidiumbromid oder GelRed, das
zwischen die Basenpaare der DNA interkaliert, kann die DNA unter UV-Licht durch die
Fluoreszenzstrahlung (590 nm) des Ethidiumbromid-DNA-Komplexes identifiziert werden.
Die Nachweisgrenze liegt bei etwa 10 ng DNA pro Bande. Durch Variieren der Konzentration
der Agarosegele werden DNA-Molekiile verschiedener Gro3enbereiche wie folgt aufgetrennt
(Tab. ):

Agarose [ % (W/v)] Trennbereich [bp]
0,3 5.000 — 60.000
0,6 1.000 —20.000
0,7 800 —10.000
0,9 500 —7.000
1,2 400 — 6.000
1,5 200 —3.000
2,0 100 —2.000

Tabelle 6.1: Trennbereich von Agarosegelen in Abhiingigkeit von ihrer Konzentration

Herstellung von Agarosegelen

Zunachst wird die gewiinschte Menge an Agarose durch Kochen in 0,5x TBE-Puffer in
Losung gebracht. Der auf etwa 60°C abgekiihlten Losung werden 0,3 pg/ml Ethidiumbromid
zugesetzt. Die Losung wird anschlieend in eine GelgieBkammer gegossen. Ein Kamm wird
zur Herstellung der Taschen zum Probenauftrag bis zum Erstarren des Gels eingesetzt.
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Elektrophoretische Auftrennung von Proben im Agarosegel

Das erstarrte Gel wird in eine mit 0,5x TBE Puffer gefiillte Elektrophoresekammer iiberfiihrt
und mit den Proben, welche mit 10x DNA-Probenpuffer versetzt sind, beladen. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte bei 50 oder 100 V, bis der Laufmittelfrontmarker
Bromphenolblau das Gelende fast erreicht hatte.

6.2.1.6 Ligation

Unter Ligation versteht man die kovalente Verkniipfung von zwei oder mehreren lineare
DNA-Molekiilen. Diese kann durch die T4-DNA-Ligase katalysiert werden, welche unter
ATP-Verbrauch die freien 3’-OH- mit 5’-Phosphat-Enden zweier DNA-Stringe verbindet.
Die durch die T4-DNA-Ligase katalysierte Ligation kann sowohl bei liberlappenden (sticky
ends) als auch bei stumpfen (blunt ends) Enden der DNA-Molekiile erfolgen. Im letzten Fall
allerdings weniger effizient, sodass hohe Konzentrationen an Enzym und DNA eingesetzt
werden miissen.

6.2.1.6.1 Ligation der PCR-Produkte
Die Ligationsansdtze wurden fiir 1 h gegen 10 % Glycerol dialysiert. Die Ligation selbst

wurde bei 16°C liber Nacht durchgefiihrt. Durch das Vorhandensein von zwei
unterschiedlichen Restriktions-Schnittstellen konnte das PCR-Produkte bzw. Linker nur in
definierter Orientierung in den Vektor ligiert werden. Um Religationen zwischen dem Vektor
und linearisierten Vektor zu verhindern, wurde der Vektor im Anschluss an die Restriktion
mit der Antarctic Phosphatase dephosphoryliert, so dass keine nucleophilen Angriffe auf das
Phosphat und somit keine Religationen moglich waren.

Ligationsansatz: n fmol Vektor, n fmol Insert bzw. Linker, 1 pl T4-Ligase, 2 ul 10x T4-
Ligase Puffer, ad 20 ul MQ (zusétzlich zu Verbesserung der Ligation wurde 1 mM ATP
dazugegeben)

Das Verhéltnis von Vektor zu Insert/Linker wurde so gewilt dass keiner der Reaktionspartner
unter 15 fmol lag (siche Ergebnisteil).

6.2.2 Biochemishe Methoden
6.2.2.1 Das Baculovirusexpressionssystem

6.2.2.1.1 Allgemeines

Baculoviren gehoren zu der Gruppe der doppelstringigen DNA-Viren. Jede Art befillt sehr
stammes- und wirtsspezifische Insekten. Der am meisten untersuchte Virus ist der
Autographa californica nuclear polyhedrosis Virus (AcNPV), welcher sich in den
Sdulenzellen im Darmtrakt der Schmetterlinge Autographa californica und Spodoptera
frugiperda (Sf) vermehrt.

Die 130 kbp grofle DNA ist in einer stabformigen Proteinhiille verpackt, die zusétzlich mit
einer Lipidmembran umgeben ist. Bis zu 100 solcher Partikel bilden, in einer aus Polyhedrin
bestehenden Proteinhiille das Dauerstadium des Virus (Einschlusskorper). Die
Einschlusskorper werden vom Wirt oral aufgenommen und gelangen so in den
Verdauungstrakt des Insektes. Dort wird die Polyhedrinhiille abgebaut und die infektiésen
Viruspartikel verschmelzen, nach der Passage der peritrophischen Membran, mit der
Zellmembran ihre Wirtszellen. Die hier freigesetzte DNA wandert in den Zellkern und wird
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nach etwa sechs Stunden post infectionem (p.I) repliziert und transkribiert. In der friihen
Phase (bis 10 h p.I.) verlassen vornehmlich die stdbchenférmigen Partikel durch Knospung
die Zelle und infizieren Zellen in ithrer Umgebung. Die ersten Einschlusskorper sind nach 48
Stunden p.I. detektierbar. Die Lyse der Zellen setzt nach 72 Stunden ein.

Das Polyhedrin ist im Lebenszyklus fiir das Virus ein sehr wichtiges Protein und steht unter
Kontrolle des sehr starken Polyhedrinpromotors, unter Zellkulturbedingungen ist es aber nicht
notwendig. Ein unter Kontrolle des Polyhedrinpromotors in das virale Genom eingeschleuste
Gen kann in hohen Konzentrationen in den Insektenzellen exprimiert und gereinigt werden. (1
g pro 10° Zellen). Ein weiterer Vorteil dieses Expressionssystems ist sein eukaryotischer
Ursprung. Viele fiir die Funktionalitit von Sdugerproteinen bendtigte posttranslationale
Modifikationen wie Faltung, Disulfidbriicken und Glykolysierungen werden von den
Insektenzellen korrekt ausgefiihrt, so dass die gereinigten Proteine ihre volle biologische
Funktion erhalten.

Das Einbringen von Fremd-DNA in die Virus-DNA gelingt durch die homologe
Rekombination eines die DNA enthaltenen speziellen Transfervektors (z. B. pAc-G2T) mit
linearisierter ACNPV-DNA. Isolierte Viren werden dann sukzessive vermehrt und fiir die
Infektion groBer Insektenkulturen verwendet. Die Reinigung des exprimierten Proteins erfolgt
nach der Lyse der Zellen mit chromatographischen Verfahren ().

6.2.2.1.2 Sf9-Zellkultur

Die Sf9-Zellinie stammt aus dem Mitteldarmgewebe von Spodoptera frugiperda. Nicht
infizierte Zellen sind in ihrem &uBleren Erscheinungsbild gleichmiBig rund und verdoppeln
sich etwa alle 18 bis 24 Stunden bei 27°C. Sie konnen entweder in Suspensionskultur in einer
Spinnerflasche oder als Adhdsionskultur-Kultur in Gewebeschalen gehalten werden. Als
Kulturmedium wird Grace’s Insect Medium verwendet. Diesem werden fotales Kélberserum,
das ein Gemisch von Wachstumsfaktoren liefert, welches die Differenzierung der Zellen
verhindert und antiapoptotisch wirkt, sowie Gentamycin und Fungizone mit antibakterieller
und antifungizider Wirkung zugesetzt. Die optimale Zelldichte betragt 0,5 - 2 x 10° Zellen pro
Milliliter Medium. Die Vitalitdt der Zellen (Lebendzellzahl) wird durch Anfarbung der Zellen
mit Trypanblau bestimmt, das tote Zellen blau anfarbt und sie so mikroskopisch klar
detektierbar macht. Zelldichte und Vitalitdt wurden durch mikroskopische Zahlung einer
Probe in einer Zahlkammer nach Neubauer (improved) bestimmt.

Mit Viren infizierte Zellen unterscheiden sich generell in ihrer Grof3e, dem stark vergroBerten
Zellkern und einer granuldren Struktur im Cytosol. Daneben ist ihre Generationsdauer stark
eingeschrankt und ihre Adsorptionsfahigkeit an das Kulturgefa3 nicht mehr gegeben. Als
Kontrolle werden parallel zum eigentlichen Versuch immer Negativansétze mit nicht
infizierten Zellen bei allen Infektionen, Transfektionen und Plaque Assays angesetzt.

Das Baculovirus-Sf9 Expressionssystem wurde in der vorliegenden Arbeit zur Herstellung
aller Kinase-Konstrukte genutzt.

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

Die zu exprimierende DNA wird unter der Kontrolle des Polyhedrin-Promoters in einen sog.
Transfervektor kloniert. Dieser kann aufgrund seiner Ampilicinresistenz und einem E.coli
Replikaktionsursprung (ORI) in Bakterien vermehrt werden. Daneben enthélt er Sequenzen
der AcNPV-DNA. Wird er zusammen mit der im Kit enthaltenen linearisierten, letalen Form
des AcNPV in Insektenzellen transfiziert, konnen Vektor und virale DNA in vivo
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rekombinieren und es entsteht eine intakte, rekombinante Virus-DNA. Die daraus gebildeten
neuen infektiosen Viruspartikel enthalten das gewiinschte Gen. Durch den Einsatz letaler
Virus-DNA liegt die Wahrscheinlichkeit, dass die entstehenden Viren auch das gewiinschte
Gen enthalten bei 70-90%.

In einer 25 cm? Kulturflasche werden 1 x 10° Zellen in 3 ml Medium vorgelegt und fiir 15
Minuten zur Adsorption stehen gelassen. Wahrend dieser Zeit pipettiert man 1 pg, der mittels
Midi-Prép gewonnen und durch Ethanolprézipitation gereinigten, Transfervektor-DNA zu
0,25 pg Virus-DNA in einem sterilen Reaktionsgefal, mischt dieses und lésst es bei
Raumtemperatur ca. 5 min stehen. Nach der Adsorptionszeit wird das Medium aus der
Kulturflasche abgesaugt und 0,5 ml Transfektionspuffer A gleichméBig auf die Zellen
gegeben und die Flasche geschwenkt. Nachfolgend gibt man 0,5 ml Transfektionspuffer B zu
dem Virus-Transfervektor-DNA-Gemisch und gibt diese Losung auf die Zellen, wobei nach
der Zugabe von je 2 Tropfen die Schale bewegt wird um sie mit dem Puffer A zu mischen.
Das im Puffer B enthaltenen CaCl, bewirkt die Aufnahme der DNA in die Zellen. Die Zellen
werden unter stliindlichem Schwenken der Schale im Brutschrank fiir 4h bei 27°C inkubiert.
Danach wird das Transfektionsgemisch abgesaugt und durch 2,5 ml frisches Kulturmedium
ersetzt.

Nach fiinf Tagen wird der Uberstand abgenommen, durch frische 2,5 ml Kulturmedium
ersetzt und weitere zwei Tage im Brutschrank inkubiert. Der abgenommene Uberstand (P1*)
wird bei 2300 rpm fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C gelagert. Ebenso wird der Uberstand (P3*) zwei Tage spiter behandelt.
Rekombinate Viren werden anschlieend durch einen Plaque Assay (6.2.4) isoliert und durch
immunologischen Nachweis des exprimierten Proteins identifiziert (6.6.7).

6.2.2.1.4 Plaque Assay

Der Plaque Assay dient zur Isolation rekombinanter Viren nach der Transfektion und kann zur
Titer-Bestimmung eines isolierten und amplifizierten Virus-Stocks verwendet werden. Bei
diesem Assay werden Zellen mit einem geringen Virus-Titer infiziert und die Zellen mit
Agarose iiberschichtet. Die Uberschichtung mit Agarose schiitzt die Zellen und limitiert die
Verteilung des Virus in der Petrischale.

Wenn jede infizierte Zelle Virus produziert und folglich lysiert, sollten nur die direkt
benachbarten Zellen neu infiziert werden. Dadurch entstehen Gruppen von infizierten Zellen,
die man spiter als Plaques bezeichnet. Jeder Plaque reprisentiert ein einzelnes Virus.
Nichtinfizierte Zellen erscheinen durchsichtig.

Durch Auszéhlen der Plaques bestimmter Verdiinnungsreihen kann der Virus-Titer bestimmt
werden. Zur Identifizierung einzelner rekombinanter Klone wird die Position eines isolierten
Plaques markiert und die {iber ihm befindliche Agaroseschicht, die durch die Lyse
freigesetzten Virenpartikel enthilt, mit einer Pasteurpipette ausgestochen und abgesaugt. Das
isolierte Stiick Agarose wird in ein Reaktionsgefdl mit 1 ml Kulturmedium iiberfiihrt. Von
dieser Suspension wird eine 25¢cm* Kulturflasche mit 1 x 10° Zellen angeimpft. Die Kultur
sollte fiir drei Tage bei 27°C bis zur Ernte inkubiert werden. Dadurch erhilt man ein einzelnes
Virus, welche in Kulturflaschen und Spinnerkulturen amplifiziert wird.

6.2.2.1.5 Infektion von Insektenzellen: Expression und Co-Expression

Eine optimale Expression des gewiinschten Proteins wird durch die richtige Virusmenge
erreicht. Die Menge an zugegebenem Virusiiberstand richtet sich nach der MOI (,,multiplicity
of infection*), der zu infizierenden Zellzahl und dem Titer der einzusetzenden Virusldsung.
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Die MOI beschreibt die Anzahl infektidser Partikel (engl.: plaque forming units, pfu) pro
Zelle. Ein ,,Low-Titer Stock®, der zur Infektion einer Spinnerkultur fiir eine
Virusamplifikation dient, darf nur mit einer MOI von hdchstens eins infiziert werden. Der
Grund dafiir liegt darin, das jede Zelle hochstens von einen Virus infiziert wird, um die
Moglichkeit einer Rekombination so gering wie moglich zu halten. Ein ,,Low-Titer Stock*
kann aus dem, im Plaque Assay gewonnen Virusiiberstand oder aus Virusiiberstand P1*
erhalten werden. Dazu infiziert man 1 x 10° Zellen in einer Kulturflasche mit 1 ml Uberstand.
Der hieraus gewonnene Uberstand hat eine Titer von mindestens 107 pfis/ml.

Mit der Hilfe der Formel:

MOI [pfu/Zelle|x  Zellzahl

Virustiter [pfu/ml]

ergibt sich die einzusetzende Menge dieses Virusiiberstandes fiir die Infektion einer
Spinnerkultur in Milliliter. Der erzeugte Stock hat einen Titer von mindestens 10° bis 10"
pfu/ ml. Zur Expression und anschlieBender Reinigung des Proteins sollte, um eine maximale
Infektion der Zellen zu erreichen, ein Spinner oder eine Kulturflasche mit einer MOI von 5 -
10 infiziert werden.

Infektion von Kulturflaschen

In einer Kulturflasche werden 2-3 ml Medium vorgelegt und 1,5-3 x 10° Zellen, die sich in
der logarithmischen Wachstumsphase (1,5-2 x 10° Zellen/ ml, >98 % Vitalitit) befinden, dazu
gegeben. Nach Adsorption der Zellen an das Kulturgefa3 wird das Medium abgenommen. Die
Infektion erfolgt durch Zugabe von Virustiberstand. Ist der Titer bekannt, wird mit einer MOI
(engl.: multiplicity of infektion; siche oben) von 7,5 infiziert. Die Suspensionslosung wird fiir
eine Stunde bei 27°C inkubiert und alle 15 min geschwenkt. AnschlieBend wird mit frischem
Medium auf das gewiinschte Volumen aufgefiillt und 48 h bei 27°C inkubiert.

Infektion im Spinner

Im Falle der Suspensionskultur werden die Zellen einer sich in der logarithmischen
Wachstumsphase befindlichen Kultur aus der Spinnerflasche in Reaktionsgefife tiberfiihrt
und bei 1800 rpm fiir 10 min pelletiert. Die Pellets werden mit Virusiiberstand (MOI 5)
resuspendiert; bei einer Coexpression von zwei Proteinen werden die Vireniiberstinde
zundchst gemischt. Die resuspendierten Zellen gibt man zuriick in die Spinnerflasche und
inkubiert diese Suspensionslosung bei 27°C fiir eine Stunde, wobei die Suspensionsldsung
alle 15 min geschwenkt wird. Anschlieend wird mit frischem Medium auf das gewiinschte
Kulturvolumen aufgefiillt und fiir 48 h bei 27°C inkubiert.

Sollen zwei Proteine in der Sf9-Zellkultur gleichzeitig exprimiert werden, erfolgt die Infektion
mit zwei verschiedenen Virusiiberstinden gleichzeitig.

Inoculum  [ml] =

6.2.2.1.6 Ernte von Sf9-Zellen

Die Ernte von infizierten Sf9-Zellen aus der Kulturflasche erfolgt durch dreimaliges Schlagen
gegen jede Seitenwand, wodurch sich die Zellen vom Boden abldsen. Sie werden, genauso
wie die Zellen einer Spinnerkultur, mit dem Medium in Falcons tiberfiihrt und pelletiert (2300
rpm, 10 min, RT). Die Medieniiberstinde werden verworfen. Die Zellpellets werden durch
Resuspension in etwa 10-fachen Pelletvolumen mit eiskaltem PBS gewaschen und erneut
pelletiert (2300 rpm, 10 min, 4°C). Das Pellet wird in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und kann bei -80°C gelagert werden. Ab diesem Zeitpunkt erfolgen simtliche weiteren
Reinigungs- und Zentrifugationsschritte bei 4°C.

6.2.2.1.7 Herstellung von Solubilisaten aus Sf9-Zellen
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Bevor die exprimierten Proteine affinitdtschromatographisch gereinigt werden kdnnen,
miissen diese zunéchst aus den Wirtszellen in Losung gebracht werden.

Zum Zellaufschluss werden die Pellets in 10 ml Lysepuffer (5.9) pro 10® Zellen resuspendiert,
je 10x gepottert und bei 70 W fiir 4x 5 sec auf Eis sonifiziert (Intervall 0,5, 80 %). Die
Zelltrimmer werden durch Zentrifugation fiir 12 min bei 10.000x g sedimentiert. Um weitere
unldslichen Bestandteilen zu entfernen, folgt im Anschluss eine Ultrazentrifugation bei
40.000 rpm fiir 45 min. Die Uberstinde der Ultrazentrifugation sollten ausschlieBlich 18sliche
Zellbestandteile enthalten und werden aus diesem Grund als Solubilisate bezeichnet.

6.2.3 Escherichia coli als Expressionssystem

6.2.3.1 Allgemeines

Eines der éltesten und am besten charakterisierten Systeme zur Expression rekombinanter
Proteine nutzt das menschliche Darmbakterium Escherichia coli. Das gingigste System nutzt
dabei rekombinante Plasmide, in die unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors (z. B. des
Lac-Promotors) das gewiinschte Gen eingebracht werden kann. Um stabile Zelllinien zu
erhalten und das Uberleben von Zellen zu verhindern, die kein rekombinantes Plasmid
enthalten, vermitteln die am héufigsten benutzten Plasmidvektoren Antibiotikaresistenzen,
den Erhalt einer stabilen Zelllinie durch permanente Selektion ermdglichen.

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene E.coli Stimme etabliert, die verschiedenste genetische
Verdnderungen aufweisen. Besonders hervorzuheben ist der Stamm BL21*"", der zur
Expression der TEV-Protease genutzt wurde. Zur Expression dieses Proteins ist der Stamm
BL2 1} besonders gut geeignet. Der Stamm BL21 ist proteasedefizient und ermoglicht so
eine Expression mit minimierter gleichzeitiger Proteolyse.

AuBerdem konnen Bakterien bestimmte eukaryotische Codons der vier Aminosduren Arginin
(R), Isoleucin (I), Prolin (P) und Leucin (L) nur schlecht ablesen, da die zugehdrigen tRNAs
unterreprasentiert sind. Insbesondere handelt es sich hier um die Arg Codons AGA, AGG,
CGG, CGA, das Ile Codon AUA, das Leu Codon CUA, das Gly Codon GGA und Pro Codon
CCC. Die Eigenschaft ,,RIPL* steht fiir die kiinstliche Addition dieser tRNAs auf einem
zusitzlichen Plasmid, das auerdem noch eine Chlormaphenicolresistenz tragt.

6.2.3.1.1 Proteinexpression in E.coli BL21(DE)*™"

= 100 ml Bakterienkultur in 900 ml LB Medium mit 50 mg/l Ampicillin geben, im
Schiittler bei 37°C und 180 rpm inkubieren, halbstiindlich Probe im Photometer
iiberpriifen, bis die OD600 zwischen 0,5 und 0,6 liegt

* Induktion der Expression durch Zugabe von 0,1 mM IPTG

= Weitere 3 h im Schiittler bei 37°c und 180 rpm inkubiert

= Zentrifugieren bei 3500 rpm, 15 min, 4°c

» Uberstand verwerfen, Pellets in je 10 ml PBS resuspendieren

= Zentrifugieren bei 3500 rpm, 30 min, 4°c

= Bakterienpellets in fliissigem Stickstoff schockgefrieren oder direkte Herstellung von
Solubilisaten

6.2.3.1.2 Herstellung von Solubilisaten nach Proteinexpression in E.coli

Alle Reinigungsschritte erfolgen bei 4°C.
1. Pellets je in 10 ml PBS resuspendieren
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2. Zellsuspension mit 1 mM PMSF, 10 pg/ul Leupeptin, 0,5 % Triton und 1 mM
DTT versetzen

5 x5 Sekunden bei 70 W auf Eis sonifizieren (Intervall 0,5, 80 %)

Bei 10.000x g fiir 15 min bei 4°C zentrifugieren

Zelltrimmer und unl6sliche Bestandteile im Pellet verwerfen und das Solubilisat
iiber Nickel-Chelat-Affinitdtschromatographie (6.4.2) aufreinigen.

nhw

6.2.4 Chromatographische Reinigung

6.2.4.1 Glutathion-Sepharose Affinititschromatographie

Bei der Affinitdtschromatographie, basierend auf dem Prinzip von Smith und Johnson (1988)
wird ein Ligand, an den das Zielprotein mit hoher Affinitit bindet, auf einer Matrix
immobilisiert.
Glutathion-S-Transferase (GST) ist ein 26 kDa grof3es Protein aus dem Helminthen
Schistosoma japonicum. GST bindet hochaffin an Glutathion (y-Glu-Cys-Gly). Stellt man
Fusionsproteine aus GST und dem zu reinigenden Zielprotein her, so kann das Fusionsprotein
iiber Affinitditschromatographie gereinigt werden. Dabei wird an Sepharose immobilisiertes
Glutathion als Affinitdtsmatrix verwendet. Das zu reinigende Fusionsprotein kann
anschliefend durch Kompetition mit Glutathion im Elutionspuffer von der immobilisierten
Glutathionmatrix eluiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses System zur
Reinigung aller benutzter Kinasen verwendet.
Herstellung der Affinitiitssiule
= Leere Séule (geeignet: benutzte NucleoBond-Séaule) und Teflon-Einlage mit
MQ und Ethanol spiilen
= Doppeltes Zielvolumen in die Séule einfiillen
= Mit 20-fachem Séilenvolumen PBS spiilen
= Auslauf schlielen, Sdule mit etwas PBS stehen lassen (Matrix darf nie trocken
laufen)
Proteinreinigung bei 4°c
o Sidule mit 10-fachem Séulenvolumen PBS &quilibrieren
o Solubilisate auf die Siule geben, Flussrate 0,5-1 ml/min; je 40 ul von Uberstand und
Durchlauf zur Dokumentation in Reaktionsgefa3en auffangen
o Séule mit 3x mit 10-fachem Saulenvolumen PBS waschen, Flussrate 2 ml/min; 40 pl
Durchlauf zur Dokumentation in Reaktionsgefa3en auffangen
o Séule mit 1-fachem Sdulenvolumen 1 M NaCl 50 mM Tris / HCI ph 7,5 waschen,
Flussrate 2 ml/min; 40 pl Durchlauf zur Dokumentation in Reaktionsgefall auffangen
o Séule mit 10-fachem Siulenvolumen PBS waschen (alternativ 50 mM Tris / HCI ph 7,5),
Flussrate 2 ml/min; 40 pl Durchlauf zur Dokumentation in Reaktionsgefd3 auffangen
o Sdule 5x mit 1 ml Elutionspuffer eluieren (umriihren, fiir 1 min stoppen), und mit SPOT-
Test die Proteinkonzentration bestimmen, die Fraktionen mit hochster Konzentration
vereinigen
o Sidule 3x abwechselnd mit je 15 ml Regenerationspuffer 1 und Regenerationspuffer 2
regenerieren
o Sdule in 20 % Ethanol lagern (alternativ 50 mM Tris / HCI ph 7,5)

Die vereinigten Eluate werden durch Ultrafiltration (6.5) von Glutathion frei gewaschen
(c[Glutathion] < 1 mM) und durch Anpassung des Volumens auf die gewlinschte
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Proteinkonzentration eingestellt. AbschlieBend wird die Proteinkonzentration iiber Spot-Test
(6.6.1) bestimmt und SDS-PAGE (6.6.3) zur Kontrolle durchgefiihrt.

Eingeengtes Protein in fliissigem Stickstoff schockgefrieren (in je. 20-1000 pl Fraktionen)
und bei -80°C lagern.

6.2.4.2 Nickel-Chelat-Affinitatschromatographie

Fusionsproteine mit poly-Histidin-Resten lassen sich mit Hilfe der Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie reinigen. Die Histidinreste konnen mit zweiwertigen Kationen wie
Ni*, Fe*" und Cu*" komplexieren. In der Ni-NTA-Chromatographie sind zweiwertige Ni-
Ionen iiber vier ihrer sechs Bindungsstellen an NTA (Nitrilotriessigsdure), einem vierzdhnigen
Liganden, der an der Agarose-Matrix gekoppelt ist, gebunden. Histidinreste der
rekombinanten Proteine konnen {iber ihre Imidazolringe an die beiden verbleibenden
Bindungsstellen des Ni-Ions binden, wodurch die Proteine an der Ni-NTA immobilisiert
werden. Imidazol allein, eine Teilstruktur von Histidin, bindet ebenfalls an Ni-Ionen und kann
zur Elution gebundener Proteine durch Kompetition mit Histidin verwendet werden.

Bei Imidazolkonzentrationen von 100-250 mM dissoziieren 6xHis-Proteine, da sie nicht
langer mit Imidazol konkurrieren kénnen. Auch eine Reduktion des pH-Wertes lésst
gebundene His-Tag-Proteine eluieren. Der Stickstoff des Imidazolringes von Hisitidin wird
bei pH 4,5-5,3 protoniert, so dass ein positives Ammoniumion entsteht, das vom positiv
geladenen Ni-Ion abgestofen wird. Zur Verminderung der Bindung nicht getagter
histidinhaltiger Backgroundproteine im Zelllysat ist eine geringe Zugabe von Salzen (z. B.
150 mM NacCl) oder Imidazol (10-50 mM) bereits fiir die Adsorption und Waschprozeduren
empfehlenswert. Ebenso kann bei den Waschschritten der pH-Wert bis auf pH 6,0 reduziert
werden.

Herstellung der Affinitéitssiule
= Leere Séule (geeignet: benutzte NucleoBond-Séule) und Teflon-Einlage mit

MQ und Ethanol spiilen
= Doppeltes Zielvolumen Ni-NTA-Matrix in die Siule einfiillen
= Séule mit 10-fachem Sdulenvolumen His-Lysispuffer dquilibrieren

Proteinreinigung
o Solubilisat auf die Siule geben, Flussrate 0,5 ml/min; je 40 ul von Uberstand und

Durchlauf zur Dokumentation in Reaktionsgefa3en auffangen

o Sidule mit 10-fachem Séulenvolumen mit His-Waschpuffer B waschen; je 40 ul von
Durchlauf zur Dokumentation in Reaktionsgefa3 auffangen

o Sdule 5x mit 1 ml Elutionspuffer eluieren (umriihren, fiir 1 min stoppen), und mit SPOT-
Test die Proteinkonzentration bestimmen, die Fraktionen mit hochster Konzentration
vereinigen

o Sidule mit abwechselnd 25 ml Puffer C und A regenerieren

o Séule in 20 % Ethanol lagern

Im Fall der Hybridreinigung wurde die Elution in Stufen mit steigender

Imidazolkonzentration durchgefiihrt.
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6.2.4.3 Konzentrierung der gereinigten Proteine mittels Ultrafiltration

Konzentrierung von GST-Kinasen
= Konzentrationsbestimmung mittels Spot-Test zur Bestimmung der

Ausgangskonzentration
=  Amicon®Ultra 15 Mikrokonzentrator (30 kDa) mit 50 mM Tris / HCI fiihlen;
Zentrifugation bei 2500-3000 rpm und 4°c fiir ca. 10 min

= Vereinigte Eluate zugeben und Zentrifugation bei 2700-3000 rpm bei 4°C
= Mit Puffer auffiillen und dabei die verbliebene Proteinlésung vorsichtig iiber
die Membranen auf und ab pipettieren, um Proteine vom Filter vollstindig
abzulosen. Erneut zentrifugieren; diesen Waschvorgang wiederholen bis die
gewiinschte Verdiinnung von Glutathion von unter 1 mM erreicht ist
Das Zielvolumen bestimmt sich nach der gewiinschten Proteinkonzentration. Diese
sollte nicht unter 1 pg/ pl liegen, da stark verdiinnte Proteine leicht instabil werden
konnen
= Spot-Test zur Bestimmung der Proteinkonzentration durchfiihren

= Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefrieren und bei -80°C bis zur
Weiterverarbeitung lagern

Konzentrierung von monomeren Kinasen aus TEV-Proteolyse
= Konzentrationsbestimmung mittels Spot-Test zur Bestimmung der
Ausgangskonzentration

*  Amicon®Ultra 4 Mikrokonzentrator (30 kDa) mit 50 mM Tris / HCI fiihlen;

Zentrifugation bei 3200 rpm und 4°c fiir ca. 10 min

= Vereinigte Eluate zugeben und Zentrifugation bei 3200 rpm bei 4°c bis auf
400-600 pl
= Aliquots bei -22°c lagern

6.2.5 Charakterisierung von Proteinkonzentration und —Identitéat

6.2.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Minamide und
Bamburg (1990)

1 pl der Proteinlosung, deren Konzentration zu bestimmen ist, sowie jeweils 1 ul von BSA-
Losungen einer Eichreihe (0,1-5 pg/pl) wird auf Munktell Grade 1F Filterpapier aufgetragen.
Nachdem die Probe eingetrocknet ist, wird das Filterpapier fiir 30 s in Spot-Test-Farbelosung
gelegt und anschlieBend in Destain entférbt, so dass keine unspezifische Hintergrundfarbung
sichtbar bleibt. Hohere Konzentration der zu untersuchenden Proteinldsung fithren zu einer
intensiveren Blaufarbung an dem entsprechenden Auftragsort. Die Konzentration wird durch
Vergleich mit den Farbintensititen der Eichreihe abgeschitzt.

6.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976)

Die Proteinkonzentration wird bei dieser Methode photometrisch bei einer
Analysenwellenldnge von A=595 nm gemessen, wobei als Referenzwellenldnge zusétzlich bei
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470 oder 650 nm nochmals gemessen wird. Dazu werden 100 ul der Proteinlésung
unbekannter Konzentration und jeweils 100 ul von BSA-Eichlosungen (107 bis 5 0107 pg/
ul) mit jeweils 100 ul Bradford-Farbereagenz in einer Mikrotiterplatte fiir 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wird in einem ,,Microplate Reader* die Absorption des Komplexes
aus Protein und Férbereagenz bestimmt. Mithilfe der BSA-Eichgrade kann die Konzentration
der zu analysierenden Proteinprobe ermittelt werden.

6.2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli,
1970)

Losungen von Proteinen konnen mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden. Dazu werden die
Proteine zunichst nach Zugabe des anionischen amphiphilen Detergens SDS und DTT, zur
Reduktion inter-molekularer Disulfidbriicken, bei 95°C fiir 5 min denaturiert. SDS lagert sich
stochiometrisch an die Proteine an (1,4 g SDS/ 1 g Protein, d. h. 1 Molekiil SDS/ 2-3
Aminosduren). Aminosdureanzahl und negative Ladung sind daher proportional.
AnschlieBend werden die denaturierten Proteine durch Anlegen einer Spannung in einem
Polyacrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Aufgrund des basischen pH-
Wertes, der zur Elektrophorese eingestellt wird und der Wechselwirkung mit SDS bewegen
sich die Proteine in Richtung der Anode. Somit sind Nettoladung und native Struktur eines
Proteins wéhrend der SDS-PAGE vernachléssigbar, und die elektrophoretische Mobilitét
eines Proteins ist proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichts. Allerdings
werden die elektrophoretischen Eigenschaften eines Proteins durch kovalente Modifikationen
(z. B. Phosphorylierung, Glykosylierung) beeinflusst, da diese die Bindung von SDS an
Proteine beeinflussen. Das fiihrt dazu, dass mittels SDS-PAGE nur ein apparentes
Molekulargewicht bestimmt werden kann.

Die Zusammensetzung der im Rahmen dieser Arbeit benutzten Gele fiir SDS-PAGE ist
Tabelle 6.2 und 6.3 zu entnehmen. Der Trennbereich eines 12%-igen Trenngels erstreckt sich
von 14-200 kDa. Die Polymerisation der Gellosungen erfolgt durch Zugabe von 12,5 pl 40 %
(w/v) APS (Polymerisationsinitatiator) und 10 pl TEMED (Radikalkettenstarter) zu je 10 ml
Sammelgellosung, bzw. 10,4 ul 40% (w/v) APS und 4,4 ul TEMED zu 10 ml
Trenngell6sung.

Trenngel (10 ml) 10 % [ml] 12 % [ml]
40 % Acrylamid (100:2,7) 2,50 3,00
3 M Tris-HCI, pH 8,8 1,85 1,85
20 % SDS 0,05 0,05
60% D(+)-Saccharose 1,15 1,15
MQ 4,45 3,95

Tabelle 6.2: Zusammensetzung der verschiedenen Trenngele

Sammelgel (10 ml) 4 % [ml] 6 % [ml]
40 % Acrylamid (100:2,7) 1,00 1,50
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,50 2,50
20 % SDS 0,05 0,05
MQ 6,45 5,95

Tabelle 6.3: Zusammensetzung der verschiedenen Sammelgele
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6.2.5.4 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE)

Die nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (native PAGE) ermoglicht die
Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Gréf3e und Ladung. Durch negative Ladungen erhoht
sich die Laufstrecke des Proteins im Gel. Da Phosphorylgruppen bei physiologischen pH-
Werten negative Ladungen tragen, erlaubt diese Methode eine Trennung verschieden stark
phosphorylierter Proteine. Die Phosphorylierungsansitze werden in 4x nativem Probenpuffer
aufgenommen, wodurch die Phosphorylierungsreaktion abgestoppt wird. Die Durchfiihrung
erfolgt dhnlich wie die SDS-PAGE. Unterschiede bestehen im Fehlen eines Detergens wie
SDS, zusétzlich wird die Elektrophorese im gekiihlten System bei 4°C durchgefiihrt. Die
Auftrennung erfolgt mit 150 mV (konstant) fiir ein Gel und genau so mit 150 mV fiir zwei
Gele. Nach erfolgter Trennung wird das Gel durch Peptidfarbelosung angefarbt.

Die Zusammensetzung der nativen PAGE ist Tabelle 6.4 zu entnehmen. Die Polymerisation
der Gellosungen erfolgt durch Zugabe von 12,5 pl 40 % (w/v) APS
(Polymerisationsinitatiator) und 10 pl TEMED (Radikalkettenstarter) zu je 10 ml
Sammelgellosung, bzw. 10,4 ul 40% (w/v) APS und 4,4 ul TEMED zu 10 ml
Trenngellosung.

Substanz Trenngel (8,5 %, 10 ml) | Sammelgel (5 %, 10 ml)
40 % Acrylamid (100:2,7) 2,1 ml 1,2 ml

3 M Tris-HCI, pH 8,8 1,95 ml -

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 2,5 ml

60 % D(+)-Saccharose 1,15 ml -

MQ 4,9 ml 6,3 ml

Tabelle 6.4: Zusammensetzung der Gele fiir die native PAGE

6.2.5.5 Farbung von Proteinen in SDS-PAGE-Gelen und nativen Gelen
nach Blakesley und Boezi (1977)

Polyacrylamidgele (6.6.3-6.6.4) werden {iber Nacht in kolloidaler Peptid-Féarbelosung (5.9)
geschwenkt. So werden die enthaltenen Proteine durch Serva Blue G250 angeférbt. Durch
Waschen des gefarbten Gels in Wasser wird unspezifisch in das Gel eingelagerter Farbstoff
entfernt, so dass sich die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abheben. Die
Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei etwa 0,1 pg Protein pro Bande.

6.2.5.6 Reversible Firbung durch Western Blot immobilisierter Proteine
(Ponceau-Fiarbung)

Zum Nachweis der erfolgreichen Immobilisierung von Proteinen nach Western Blot konnen
die immobilisierten Proteine reversibel mit dem kolloidalen Farbstoff PonceauS angefarbt
werden. Um einen immunologischen Nachweis anschliefen zu konnen, ist die Reversibilitat
der Farbung essenziell und stellt den entscheidenden Vorteil gegeniiber der Coomassie-
Féarbung (6.6.5) dar. Die Ponceau-Féarbung ist allerdings empfindlich gegeniiber Detergenzien
wie SDS.

Vor Fiarbung der Membran muss diese daher gegebenenfalls von Detergenzien befreit werden.
Dazu wird die Membran kurz in Methanol und in MQ geschwenkt und umgehend in
PonceauS-Firbelosung tiberfiihrt. Die angefarbten Banden werden erst wéhrend der
Entfarbung der Membran in MQ sichtbar, da der Farbstoff von Proteinen langsamer
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abgewaschen wird als der unspezifisch auf der Membran befindliche Farbstoff. Nach
Entfarbung des Membranhintergrunds wurde die Membran ziigig gescannt, da die abgefarbten
Proteinbanden in MQ sonst ebenfalls wieder entfarbt wiirden.

6.2.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Blot

Der Western Blot ist eine Methode um immobilisierte Proteine mit spezifischen Antikdrpern
nachweisen zu konnen. Die Proteine werden zunichst per PAGE (6.6.3-6.6.4) aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Membran transferiert, die mit einem Antikorper, der spezifisch an das
gesuchte Protein bindet, inkubiert wird. Die Proteinbande wird sichtbar gemacht, indem die
Membran mit einem sekundiren Antikorper inkubiert wird, der spezifisch an ein Epitop des
priméren Antikorpers bindet. Der sekundire Antikorper ist kovalent mit einem Enzym (hier:
alkalische Phosphatase) konjugiert, das ein geeignetes Substrat (hier: BCIP, NBT) so umsetzt,
dass ein schwer l6slicher Farbstoff entsteht, der auf der Membran ausfallt und so die Position
der Proteinbande sichtbar macht.

6.2.6.1 Elektroblot

1.1 Die PVDF-Membran wird auf die GroBe des Gels zugeschnitten, kurz in Methanol
aktiviert und anschlieBend gewéssert, wodurch sie hydrophob wird, und in Blotpuffer
getrankt

1.2 Auf die Anodenplatte des Blotapparates werden iibereinander 12 in Blotpuffer getriankte
Munktell-Filterpapiere als Pufferreservoir gelegt. Als Nichstes wird die Membran und
das Gel aufgelegt, und auf die Kathodenseite des Gels wird ein aus 12 in Blotpuffer
getrinkten Munktell-Filterpapieren bestehendes Pufferreservoir platziert.

1.3 Blot mit ~2 mA pro cm? Gel fiir 20 min blotten

1.4 Es folgt die Entwicklung der Membran nach 6.6.9

6.2.6.2 Wet-Blot

Blot wird in der Vertikalen in Wet-Blottpuffer durchgefiihrt. Vorteil: Protein wird komplett
auf die Membran tibertragen. Autbau des Schlittens (in Draufsicht):

= Schwamm (an Kathode)
= 2x Munktell-Filter

SDS-Gel
PVDF-Membran

2x Munktell-Filter
Schwamm (an Anode)

el S

Schlitten in die Wet-Blot-Kammer (BioRad) einsetzen. 30 mA, iiber Nacht, 4°C.

6.2.6.3 Entwicklung von Western Blots bei Verwendung der alkalischen
Phosphatase

Alle verwendeten Antikorper wurden jeweils zu Arbeitslosungen mit einem Volumen von 10
ml in 1 % BSA in PBS verdiinnt (Ausnahme a-Phosphotyrosin: 5 % BSA und 0,1 %
Tween-20). Zur Verhinderung von Bakterienwachstum und zur Steigerung der Lagerfahigkeit

142



Material und Methoden

wurden 0,02 % (w/v) NaNs zugesetzt. Die Antikorperlosungen wurden bei 4°C gelagert und
mehrfach verwendet.

Antikoérper Verdiinnung
0-GST-Exon20 (rabbit) 1:1000
a-GST (rabbit) 1:2000
aHexahistidin 1:1000
a-Phosphotyrosin (mouse) 1:2000
a-mouse-AP 1:3000
a-rabbit-AP 1:3000

Tabelle 6.5: Ubersicht der verwendeten Antikérper
[Alle Antikdrper wurden in PBS mit 1 % (w/v) BSA und 0,02 % (w/v) NaN; gelést und mit der Membran
fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert; der jeweilige Spenderorganismus der Antikérper ist in Klammern
angegeben, AP: Alkalische Phosphatase]

1. Nach dem Blot wird das Gel in kolloidale Peptidfarbelosung eingelegt (6.6.5), um
die Vollstindigkeit der Proteiniibertragung abschétzen zu kdnnen. Je nach Bedarf
konnen die auf der Membran immobilisierten Proteine iiber eine reversible
Proteinfirbung nachgewiesen werden. Die Membran wird anschlieend in ein 50-
ml-Reaktionsgefal tiberfiihrt (Proteinseite zur Losung) und auf dem Rollschiittler
fiir mindestens 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C in 1 % BSA/PBS inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen fiir den primdren Antikorper abzublocken.
Mehrfaches Waschen der Membran mit 1x TBS/Tween
Inkubation mit dem priméren Antikorper fiir 1 h bei RT
Waschen der Membran mit TBS/Tween fiir 5x 5 min
Inkubation mit sekunddrem Antikdrper/Alkalische Phosphatase fiir 1 h bei RT
Waschen der Membran mit TBS/Tween fiir 5x 5 min
Fiir die Entwicklung in eine Schale 10 ml des Entwicklungspuffer mit 66 ul NBT
und 33 pl BCIP geben und den Blot hineinlegen, bis Banden sichtbar werden
8. Die Farbereaktion wird in mit 2 % (v/v) Essigsdure versetztem Wasser abgestoppt
9. Der Blot ist lichtempfindlich und wird daher in Alufolie aufbewahrt
Die Nachweisgrenze der Methode liegt bei etwa 10 ng Protein pro Bande.

Nowkwd

6.2.7 Trocknung von Polyacrylamidgelen

Je nach gewiinschter Anwendung ist es ndtig, Polyacrylamidgele nach der Elektrophorese zu
trocknen. In der vorliegenden Arbeit war dies zur Durchfithrung von Autoradiographien oder
zur anschlieBenden Phosphoaminosiureanalyse notig.

Zunichst wurde ein der dreifachen Gelgroe entsprechendes Stiick Einmachhaut kurz in MQ
gewissert. Das Gel wurde anschlielend beidseitig und ohne Lufteinschliisse mit Einmachhaut
bedeckt. Die eigentliche Trocknung erfolgte unter Vakuum fiir 40 min bei 80°C und
anschlieBend fiir mindestens 20 min bei RT.

Zu Verhinderung von Rissen kann das Gel zuvor alternativ flir 5-10 min in MQ mit ca. 0,5 %
Glycerol gewissert werden.
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6.2.8 Densitometrische Analyse von Proteinmengen in
Polyacrylamidgelen

Als Densitometrie bezeichnet man die quantitative Messung der Farbdichte pro
Flacheneinheit. Diese Technik wurde genutzt, um die Farbdichte von gefarbten Proteinbanden
in Polyacrylamidgelen zu bestimmen. Die Proteine im zu untersuchenden Gel wurden jeweils
iiber Nacht in kolloidaler Proteinfarbelosung geschwenkt und anschlieBend mit MQ
gewdssert, um nicht proteingebundenen Farbstoff aus dem Gel auszuwaschen. Die digitalen
Bilder der Gele (BioRad Gel Camera)wurden desensiometrish ausgewertet.

6.2.9 Substratphodphorylierung

Als Substratphosphorylierung bezeichnet man im Gegensatz zur Autophosphorylierung den
durch eine Kinase katalysierten Phosphattransfer auf ein Substrat. In der Vorliegenden Arbeit
wurde die Substratphosphorylierung durch dimere und monomere Konstrukte der IRKD, der
IRKDACT sowie die zugehoren Lebend-Tot-Hybriden untersucht. Als Substrate dienten
hierfiir Tyrtide und PolyGlyTyr. Die Analyse der Substratphosphorylierung gab Hinweise
iiber die Aktivitdt der jeweiligen Kinasen und Hybride.

Tyrtide ist ein 85 Aminosduren langes Fragment des Insulinrezeptorsubstrats 1 (IRS-1), das
als Fusionsprotein mit einem carboxyterminalem Hexahistidintag exprimiert wurde. Es
verfiigt iiber eine Phosphotyrosinbindedoméne (PTB) mit der Sequenz YMXM, die von
Tyrosinkinasen gut phosphoryliert wird. Das in diesem Motiv liegende Tyrosin ist die einzige
Phosphorylierungsstelle dieses Substrats. Der Phosphoryltransfer auf tyrtide gibt Aufschluss
iiber die Aktivitdt der jeweils untersuchten Kinase.

Bei PolyGlyTyr handelt es sich um ein artifizielles Substrat, das aus repetitiven Sequenzen
von Glutaminsdure und Tyrosin im Verhiltnis 4:1 besteht. Im Gegensatz zu Tyrtide weist
PolyGlyTyr miltiple Tyrosinphosphorylierungsstellen auf, die aufgrund der saueren
Umgebung durch Tyrosinkinasen gut phosphoryliert werde.

Die Substratphosphorylierung wurde zeitabhéngig untersucht. Die Reaktionen fanden unter
Standardbedingungen (1 mM ATP; 30 mM MgCl,; 1 mM DTT; 5 mM Tris-HCI, pH7,5) statt.
Alle Reaktionen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Phosphorylierungsreaktion
wurde durch den entsprechenden Probenpuffer terminiert. Dies wurde entweder durch darin
enthaltenes EDTA zur Komplexierung von zweiwertigen Kationen (native PAGE) oder durch
Harnstoff (Harnstoff-PAGE) erreicht. Bis zur elektrophoretischen Analyse der Proben wurden
diese auf Eis gelagert.

6.2.9.1 Bestimmung des Phosphateinbaus

Zur Bestimmung der inkorporierten Radioaktivitit nach Substratphosphorylierungsreaktionen
wurde die Radioaktivitit des inkorporierten radioaktiven Phosphates durch Messung der
Cherenkov-Strahlung im Tritium-(*H) Fenster des f—Szintillationszéhlers ermittelt und ins
Verhiltnis zur eingesetzten Stoffmenge an Protein gesetzt.

SDS-PAGE

Nach erfolgter Phosphorylierung wird die Reaktion mit SDS-Probenpuffer gestoppt, die
Proben werden bei 95 °C fiir 5 min denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
AnschlieBend wird das Gel mit Peptidfarbeldsung gefarbt und in MQ gewdéssert, bevor es
getrocknet wird. Mit dem so préparierten Gel wird eine Autoradiographie durchgefiihrt. Der
entwickelte Film dient zur Identifizierung der Bereiche im Gel, in denen sich radioaktiv
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markierte Proteine befinden. Die entsprechenden Bereiche werden ausgeschnitten und die
Radioaktivitdt nach Cherenkov gemessen.

Autoradiographie
Die Methode der Autoradiographie beruht auf durch B-Strahlung hervorgerufene Bildung von

Silberkeimen in einer fotographischen Emulsion. Durch Entwicklungsprozesse werden die
Silberkeime in schwarze Silberkérner umgewandelt, die sich als Schwérzung auf einem
entwickelten Fotofilm duBert. Radioaktiv-markierte Proteine, z.B. in einem SDS-Gel, konnen
so auf einem Rontgenfilm nachgewiesen werden. Dies erfolgt durch Exposition auf Kodak
BIOMAX™ MS-Filmen in einer Rontgenkassette mit Verstérkerfolie fiir 1h bei -20°C. Die
bestrahlten Filme werden in GBX-Developer bis zu 5 min entwickelt, kurz gewissert und fiir
I min in GBX-Fixer fixiert (bis die Filmfolie klar wird). Nach kurzer Wésserung kann das
Autoradiogramm bei RT getrocknet werden.

Phosphozellulose Paper-Assay
Nach erfolgter Phosphorylierung wird die Reaktion mit 50mM EDTA gestoppt und 2mal 6l

der Probe auf ein Phosphozellulose-Papier aufgetropft. Nach dem Eintrocknen der Proben
wird das Papier 5 mal 5 Minuten mit 0,5% ortho-Phosphorsédure un d anschlieBend mit 70%
Ethanol gewaschen. Nach den Trocknen wird das Phosphozellulosepapier auf den
Phosphoimager untersucht. Die Radioaktiven bereiche werden ausgeschnitten und die
Radioaktivitdt nach Cherenkov bestimmit.

6.2.10 Phosphoaminosaure- und Nukleotidanalyse

6.2.10.1 Tryptische Spaltung von Proteinen im SDS-Gel

Mit Hilfe dieser Methode werden Proteine im SDS-Gel tryptisch verdaut und aus dem
Gelstiick eluiert (Rosenfeld et al. 1992; Al-Hasani, 1995). Die so eluierten Peptide konnen
anschlieBend einer Phosphoaminosdurenanalyse (PASA) unterzogen werden.
1. Phosphorylierungsansatz elektrophoretisch auftrennen, Gel trocknen und
Autoradiographie durchfiihren
2. Banden aus dem Gel ausschneiden, wobei der Autoradiographiefilm als
Vorlage dient
Messung der Cherenkov-Strahlung
Gelstiicke in 500u1 MQ wiéssern, Folie entfernen
5. MQ durch 500ul Acetonitril ersetzen, 15 min einwirken lassen bis die
Gelstiicke eine milchig-triibe Farbung erlangen
Acetonitril abnehmen, Gelstiicke an der Luft trocknen lassen
7. Zugabe von 10ul Trypsin-Lésung (1 mg Trypsin in 1 ml Ammoniumcarbonat-
Losung) und 50pul 50mM Ammoniumcarbonat-Lésung, 30 min bei 35 °C
schiitteln
Zugabe von Sul Trypsin-Losung und 300ul Ammoniumcarbonat-Losung,
9. Bei 35°C schiitteln iiber Nacht
10. Zentrifugation in Tischzentrifuge, Uberstand abnehmen und iiber Speed-Vac
lyophilisieren

bl

o

*
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11. Messung der Cherenkov-Strahlung

12.300ul MQ auf das Gelstiick geben, 1h bei 42 °C schiitteln

13. Abzentrifugieren, Uberstand wieder abnehmen, zum ersteren dazugeben und
lyophilisieren

14. Messung der Cherenkov-Strahlung des Lyophilisats (mindestens 85 % der 1.
Messung des Gelstiicks); Lagerung jetzt bei -20 °C moglich

15. Saure Hydrolyse mit Lyophilisat durchfiihren: Inkubation mit 200 pul (je nach
GroBe des Riickstandes) 6 N HCl bei 110 °C fiir 2 h

16. Proben ziigig auf Eis abkiihlen und iiber Speed-Vac trocknen

17. 2x mit 30 ul MQ waschen und ebenfalls trocknen

18. Messung der Cherenkov-Strahlung und Lagerung bei -20°C

6.2.10.2 HPLC-Analyse tryptischer Peptide (Phosphopetidkartierung)

Durch tryptische Proteolyse lassen sich aus der cytoplasmatischen phosphorylierten Doméne
der 16slichen Insulinrezeptorkinase IRKD-HIS Phosphopeptide generieren, die sich durch
HPLC-Anionenaustausch-Chromatographie voneinander trennen lassen (Al-Hasani et al.
1997). Die Auftrennung des Phosphopeptid-Gemisches durch HPLC-Anionenaustausch-
Chromatographie (Trennsdule: Nucleogel SAX1000-8/46, 50 x 4,6 mm) mit einem
zweistufigen Salzgradient fiihrt zur Separation von 29 Radioaktivitit enthaltenden Fraktionen.
Die Sequenz der darin enthaltenen Phosphopeptide konnte Al-Hasani durch direkte Edman-
Sequenzierung ermitteln. Somit ist es moglich, jedem einzelnen Elutionspeak im
Chromatogramm die entsprechende Aminosduresequenz und Phosphorylierungsstelle der
IRKD-HIS zuzuordnen. Der Vergleich dieses Elutionsprofils mit den korrespondierenden
Profilen der IRKD und des aus Humanplazenta gereinigten Insulinrezeptors zeigte, dass die
Autophosphorylierungsreaktionen dieser Enzyme in der identischen Besetzung der
Autophosphorylierungsstellen resultiert (Tennagels 1995, Magg 1997). Das von Al-Hasani
standardisierte Protokoll erlaubt demnach die Analyse des Phosphorylierungsstatus der
einzelnen Phosphorylierungsstellen im Enzym. Fiir die Phosphopeptid-Kartierung wurden
Autophosphorylierungsreaktionen des ,,Lebend-/Tot-Hybrids®, des ,,GST-Hybrids* und
weiterer Kinasen durchgefiihrt. Nach der Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wurde
das Gel getrocknet, die Proteinbande durch Autoradiographie lokalisiert und ausgeschnitten.
Das Gelstiick wurde durch tryptische Spaltung eluiert (9.2.9.1) und die HPLC-Analyse
durchgefiihrt. Die Probe sollte wenigstens 10000 cpm enthalten und ein Volumen von 700 pl
nicht iiberschreiten.

Laufpuffer:  Puffer A: 20 mM Ammoniumacetat, pH 7,0
Puffer B: 1 M Kaliumphosphat, pH 4,0

e Tryptisches Eluat mit Puffer A auf 1 ml auffiillen und bei 10000 " g fiir 5 min
zentrifugieren

e Siule mit 10 ml Puffer A &dquilibrieren

Saule mit Probe beladen, Fluflrate: 0,5 ml/min

e dreistufigen linearen Gradienten anlegen: 0-50 % B in 120 ml, FluBirate 0,5 ml/min
0-10 min: 0 % B, 10-50 min: 10 % B, 50-125 min: 50 % B
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Material und Methoden

e Fraktionen von 0,5 ml sammeln, Radioaktivitdt durch Messung der Cerenkov-
Strahlung ermitteln

6.2.11Phosphoaminosaureanalyse liber Eindimensionale Elektrophorese
auf Zellulose (Boyle et al. 1991)

* Lyophilisate werden in MQ aufgenommen, so dass man etwa 500 cpm pro pl erhilt.
0,5ul (250 cpm) auf DC-Zellulose-Membran auftragen und mit 0,4 pul (DNP-Lysin)
Farbstoff versehen. Zudem wird zur Kontrolle der Auftrennung ein
Phosphoaminosdurestandard (0,5 ul) bestehend aus Phosphotyrosin, Phosphoserin und
Phosphothreonin mit aufgetragen.

* Die 1D-Elektrophorese lduft konstant bei 1000 V fiir 25-30 min. Die Stromstirke sollte
zwischen 8 und 15 mA liegen. Der Laufpuffer ist ein Ameisensédure-Eisessigsdaure-MQ
Gemisch.

* Nach dem Ende der Elektrophorese wird die Membran mit einer Ninhydrinlosung
bespriiht und anschlieBend im Trockenschrank bei 80°C fiir 5 Minuten getrocknet.
Ninhydrin farbt Aminosiduren und macht so den Phosphoaminosiurestandard sichtbar.

*  Zur Auswertung wird die Membran mindestens iiber Nacht auf eine Detektionsplatte des
Phosphoimagers aufgelegt und anschliefend analysiert.

Die Reihenfolge der Auftrennung bei einer 1D-Elektrophorese vom Auftrag ausgegangen:

Peptidgemisch, Phosphotyrosin, Phosphoserin/-threonin und freies P;.

6.2.11.1Phospho-Imager-Auswertung

Radioaktive Signale auf Membranen, in Gelen oder auf HPTLC-Platten kénnen mit einem
Molecular-Imager®-System (BioRad) quantifiziert und ausgewertet werden. Dazu wird eine
Molecular-Imager®-Detektorplatte (BioRad) je nach Stirke des Signals einige Minuten bis
Stunden der Strahlungsquelle exponiert. Die radioaktive Strahlung bewirkt, dass die
Molecular-Imager®-Detektorplatte Photoluminiszenzstrahlung abgibt, deren Stirke direkt
proportional zu der Radioaktivitét der Probe ist.
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8 Anhang

8.1 Uberblick iiber die Aminosdurensequenzen der verwendeten
Kinasekonstrukte

Sk

001 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFENLEYYID GDVELTQSMA ITRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGA

eat)

101 DIRYGVSRIA YSEDFETLKV DFLSFLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHVTH PDEMLYDALD VVLYMDEMCL DAFPELVCER KRIEAIPQID KYLKSSKY

1G5 Tev-Ste LIFH-diC
201 WPLOGHWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSENLY FQGELGSKRQ PDGPLGPLYA SSNPEYLSAS DVEPCEVYVP DEWEVSREKI TLLRELGOGS FGMVYEGH

(LIRH-AC
301 DITKGEAETR VAVETVNESA SLRERIEFLN EASVMEGETC HHVVRELLGVV SKGQPTLVVM ELMAHGDLES YLRSLRPEAE NNEGRPPPTL QEMICQMAA

LR
401 ADGMAYLNAK KEVHRDLAAR NCHVAHDFTY KIGDEGMTRD IYETDYYLKG GKGLLEVRWM APESLKDGVE TTSSDMWSFG VVLWEITSLA EQPYQGLS

(LRG0
501 QVLKEVMDGG YLDQPDNCPE RVIDLMRMCW QFNENMRPTF LEIVNLLKDD LHPSFPEVSE FHSEENK

Abbildung 8.1: Sequenz der GST-TEV-IRKDACT™"

GSI
001 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNEKFELGL EFPFNLPYYID GDVELTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPRERA

(BET)
091 EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKV DFLSKLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHYVTH PDFMLYDALD VVLYMDEMCL DAFEPKLVCEE

(GET) Tev-Sie LIRK-GC Y 1145F
181 KRIEATPQID KYLKSSKYIA WPLOGWQATE GGGDHPPESD LVPRGSENLY FOGELGSKRQ PDGPLGPLYA SSNPEYLSAS DVFPRCSVYVE

(LIRK-C YH4ER)
271 DEWEVSREKI TLLRELGOGS FGMVYEGNAR DIIRGEAETR VAVKTVNESA SLRERIEFLN EASVMEGETC HHVVRLLGVY SKGOETLVVM

YI14EF
(LIRH-AC YH146F) -
361 ELMAHGDLES YLRSLRPEAE NNPGRPPPTL QEMIQMAAEI ADGMAYLNAK KFVHRDLAAR NCMVAHDFTYV KIGDFGMTRD IFETDYYLEG

(LIRK-AC YH46F)
451 GKGLLEVEWM APESLKDGVE TTSSDMWSFG VVLWEITSLA EQPYQGLSNE QVLKFVMDGG YLDQPDNCPE RVIDLMEMCW QFNENMRETE

(LIRK-GC Y1 146F)
541 LEIVNLLEDD LHPSFPEVSF FHSEENK

Abbildung 8.2: Sequenz der GST-TEV-IRKDACTY"'**
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68T
001 MEPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID GDVELTQSMA ITRYIADKHN MLGGCPKERA

(os1)

091 EISMLEGAVL DIRYGVERIA YSKDFETLKV DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPKLVCEE

(G5T) Toy-Sle IRKDWC '1151F
181 KRIEAIPQID KYLKSEKYIA WPLOGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGEENLY FQGELGSKRQ PDGPLGPLYA SSNPEYLSAS DVEPCEVYVE

(RKDEC Y151F)
271 DEWEVEREKI TLLRELGQGS FGMVYEGNAR DITKGEAETR VAVKTVNESA SLEERIEFLN EASVMEGFTC HHVVRLLGVV SKGQPTLVVM

(BKDAC Y1151F) i
361 ELMAHMGDLES YLRSLRPEAE NNPGRPPPTL QEMIQMAAEI ADGMAYLNAK KEVHEDLAAR NCMVAHDFTV KIGDEGMTRD IYETDYFREG

(DR Y1HEIF)
451 GEGLLPVEWM APESLKDGVF TTESSDMWEEG VVLWEITSLA EQPYQGLSNE QVLKEVMDGG YLDQPONCPE RVTDLMRMCW QFNENMRPTE

(RKDAC YT151F)
541 LEIVNLLKDD LHPSFPEVSF FHSEENK

Abbildung 8.3: Sequenz der GST-TEV-IRKDACTY"*'*

&7

001 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNEKFELGL EFPNLPYYID GDVELTQSMA ITRYTADKHN MLGGCPKERA

[G5T)
091 EISMLEGAVL DIRYGVSRIA YSKDFETLKY DFLSKLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHVTH PDEMLYDALD VVLYMDEMCL DAFEPKLVCEK

{GET) Tev.She LIRK-aC1150F
181 KRIEAIPQID EYLK5SKYIA WELQGWQATF GGGDHPPESD LVPRGSENLY FQGELGSKRQ PDEPLGPLYA SENPEYLSAS DVEPCEVYVE

{LIRK-8CY1150F)
271 DEWEVSREKI TLLRELGQGS FGMVYEGNAR DIIKGEAETR VAVKTVNESA SLRERIEFLN EASVMEGETC HHVVRLLGVV SKGOPTLVAVM

: YI150F
{LIRK-0CY1150F) &
361 ELMAHGDLKS YLRSLRPEAE NNPGREPPTL QEMIQMAAEI ADGMAYLNAK KEVHRDLAAR NCHVAHDETYV KIGDEGMIRD IYETDEYREG

[LIRK-6CY1150F)
451 GKGLLPVEWM APESLKDGVE TTSSDMWSEG VVIWEITSLA EQPYQGLSNE QVLEFVMDGG YLDQPDNCPE RVIDLMRMCW QFNENMRETF

(LIRK.4CY1 150F)
541 LEIVNLLKEDD LHPSFPEVSF FHSEENK

Abbildung 8.4: Sequenz der GST-TEV-IRKDACTY"¥*
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57
001 MBPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEEYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID GDVKLTQSMA ITRYIADKHN MLGGCPKERA

(G5T)
091 EISMLEGAVL DIRYGYSRIA YSKDEETLEY DFLSKLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHVTH PDEMLYDALD VVLYMDEMCL DAFPKLVCFK

(51) RHD  8i &5 %5 975
181 KRIEAIPQID KYLKSSKYIA WELQGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSRKRQ PDGPLGPLYA SSNPEYLSAS DVFRCSVYVP DEWEVSREKI

(D). 4es 1005 105 102 1038 1045 1055 i3
271 TLLRELGQGS FGHVYBGN&R DIIKGEAETR VﬁVKTVNESA SLRERIEFLN EASVHKGFTC HHVVRLLGVV SKGQFTLVVH ELHAHGDLKS
D=4,

°F uo 1035 1105 |1J ¥ W“ 1J u*- 1455

361 YLRSLRPEAE NNDGRPPPTL QEMIQMAAEI ADGMAYINAK KFVHRALAAR NCMVAHDETV KIGDEGMTRD IYETDYYRKG GKGLLEVRWH

KD 175 1185 k] 1305 116 1208 138 1245

451 APESLKDGVF TTS5DMUSEG VVLWEITSLA EQPYQGLENE QVLKEVMDGG YLDQPDNCPE RVIDLMRMCW QENPNMRPTE LEIVNLLKDD

fIRED] 1755 1275 1285 | 1305 13E 1335 15% His-Tag

541 LEPSFPEVSF FHSEENKAPE SEELEHEFED MENVPLDRSS HCQREEAGGR DGGSSLGFER SYEEHIPYTH MNGGEKNGRI LILPRSNPHH

(Hie-Tagp)
631 HHHHS

Abbildung 8.5: Sequenz der GST-TEV-IRKD ”~*-His

G8T
001 HSPILGYWEI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDR WRNRRFELGL EFENLEYYID GDVELIQSMA IIRYIADKRN MLGGCPRERA EISMLEGAVL

(Gs)
101 DIRYGVSRIA YSKDFETLEV DFLSKLPEML KMFEDRLCHK TYLNGDHVIH EDEMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPELVCEE KRIEAIPQID KYLESSKYIA

G5 TEv RADWT
201 WELQGWQATF GGGDHEPKSD LVERGSENLY FQGELGSKRQ PDGRLGPLYA S3NPEYLSAS DVFECSVYVP DEWEVSRERI TLLRELGQGS FGHVYEGNAR

(RKDIAT)
301 DITKGEAETR VAVETVNESA SLRERIEFLN EASVMEGFTC HHVVRLLGVV SEGQPTLVVM ELMAHGDLES YLRSLRPEAE NNEGREPPETL (EMIQMAAET

(RIDWT)
401 ADGMAYINAK KEVHRDLAAR NCMVAHDFTV KIGDEGHTRD IYETDYYLKG GEGLLEVRWH APESLKDGVF TTSSDMWSEG VVLREITSLA EQPYQGLSNE

(REDAT)
501 QVLEFVMDGG YLDQPDNCEE RVTDLMRMCW QFNENMRETF LEIVNLLEDD LHPSFEEVSF PHSEENKAPE SEELEMEFED MENVELDRSS HCQREEAGGR

(RHDVT)
601 DGGSSLGFER SYEEHIPYTH MNGGRENGRI LTLERSNPS

Abbildung 8.6: Sequenz der GST-TEV-IRKD""
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G8T
001 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFENLPYYID GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL

(G5D)
101 DIRYGVSRIA YSKDFETLKYV DFLSKLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHVTH PDEMLYDALD VVLYMDPMCL DAFPRLVCFK KRIEAIPQID EYLKSSEYIA

(Gs1) TeY KD Y1146
201 WPLOGHQATE GGGDHPPRSD LVPRGSENLY FQGELGSKRQ PDGELGPLYA SSNPEYLSAS DVFECSVYVP DEWEVSREKI TLLRELGQGS FGMVYEGNAR

(IRKD Y1 146F)
301 DIIKGEAETR VAVKTVNESA SLRERIEFLN EASVMRGETC HHVVRLLGVY SKGQPTLVVM ELMAHGDLES YLRSLRPEAE NNPGRPPPTL QEMIQMAAEI

V11467
(KD 'Y1146F) &
401 ADGMAYINAK KFVHRDLAAR NCMVAHDETYV KIGDFGMTRD IFETDYYLKG GKGLLPVRWM APESLEDGVF TTSSDMWSFG VVIWEITSLA EQPYQGLSNE

(KD Y1146F)
501 QVLKFVMDGG YLDQBONCPE RVIDLMRMCW QFNENMRETF LEIVNLLKDD LHPSFPEVSF FHSEENKAPE SEELEMEFED MENVPLDRSS HCQREEAGGR

(RAD V1146F)
601 DGGSSLGFKR SYEEHIPYTH MNGGKENGRI LTLPRENES

Abbildung 8.7: Sequenz der GST-TEV-IRKD"**

G81
001 MSPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFENLPYYID GDVKLTQSMA IIRYIADKHN MLGGCPEERA EISMLEGAVL

(&1
101 DIRYGVSRIA YSKDFETLKV DFLSKLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHVTH PDFWLYDALD VVLYMDPMCL DAFEKLVCFK KRIEATPQID KYLKSSKYTA

{657) TV RID Y1150
201 WPLQGWQATF GGGDHPPKSD LVPRGSENLY PQGELGSKRQ PDGPLGPLYA SSNPEYLSAS DVEPCSVYVE DEWEVSREKI TLLRELGQGS PGMVYEGNAR

(D Y1150F)
301 DIIKGEAETR VAVKTVNESA SLRERIEFLN EASVMEGETC HHVVRLLGVV SKGQPTLVVM ELMAHGDLKS YLRSLRPEAE NNPGRPEPTL QEMIQMAAEI

Y150F
(KD Y1150F) A
401 ADGMAYLNAK KFVHRDLAAR NCMVAHDETY KIGDEGMTRD IYETDFYRKG GKGLLEVRWM APESLKDGVE TTSSDMWSEG VVLWEITSLA EQPYQGLSNE

{RID Y1150F)
S01 QVLRFVMDGE YLDQEDNCEE RVIDLMRMCW QFNPNMRPTF LEIVNLLEDD LHPSFEEVSE FHSEENKADE SEELEMEFED MENVPLDRSE HCQREEAGGR

(KD Y1150F)
601 DGGSSLGFKR SYEEHIPYTH MNGGKENGRI LTLPRSNPS

Abbildung 8.8: Sequenz der GST-TEV-IRKD'"*""
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68T
001 MBPILGYWKI KGLVQPTRLL LEYLEEKYEE HLYERDEGDK WRNKKFELGL EFPNLPYYID GDVKLTQSMA IIRYTADKHN MLGGCPKERA EISMLEGAVL

(&0
101 DIRYGVSRIA YSKDFETLRYV DFLSKLPEML KMFEDRLCHE TYLNGDHVTH PDFMLYDALD VVLYMDEMCL DAFPRLVCFK KRIEAIPQID RYLKSSKYIA

(G8T) TV RHD Y115IF
201 WPLQGWQATF GGGDHPPESD LVPRGSENLY FQGELGSERQ PDGPLGPLYA SSNPEYLSAS DVEBCSVYVE DEWEVSRERI TLLRELGQGS FGMVYEGNAR

(RKO V1151F)
301 DITKGEAETR VAVETVNESA SLRERIEFLN EASVMEGETC HHVVRLLGVY SKGQPTLVVM ELMAHGDLKS YLRSLRPEAE NNEGRPPPTL QEMIQMAAEI

. " Y1151F
(KD V1151F) e

401 ADGMAYLNAK KEVHRDLAAR NCMVAHDETYV KIGDFGHTRD IYETDYFRKG GRGLLPVRWM APESLEDGVE TTESDMWSFG VVLWEITSLA EQPYQGLSNE

(IRKD Y1151F)
501 QVLEFVMDGG YLDQEDNCPE RVTDLWRMCW QFNENMRETF LEIVNLLEDD LHPSFPEVEE FHSEENKAPE SEELEMEFED MENVPLDRSS HCQREEAGGR

(IRKD Y1151F)
601 DGGSSLGFER SYEEHIPYTH MNGGERNGRI LTLPRSNES

Abbildung 8.9: Sequenz der GST-TEV-IRKDY"'*'f
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8.2 Charakterisierung der GST-TEV-IRKD-Kinasekonstrukte

o 05 1 2 &4 6’ 8 15 25 45

IRKD Y1146F

IRKD Y1150F

IRKD Y1151F

Abbildung 8.10: Autophosphorylierung der monomeren IRKD-Konstrukte

Dargestellt ist die Auftrennung in der nativen Page. Die Fiir die
Autophosphorylierung wurden je 10uM Kinase und je 5uM ATP eingesetzt.
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Einbau [molfmol]

400

ZLeit [min]

GST-TEV-IRKD WT

GST-TEV-IRKD Y1146F
GST-TEV-IRKD Y1150F
GST-TEV-IRKDY1151F

durch die GST-TEV-IRKD-Kinasekonstrukte.

Abbildung 8.11: Graphische Auswertung des Paperassays fiir PolyGlyTyr, phosphoryliert

0,4pg/ul PolyGlyTyr wurden unter Standardbedingungen (30 mM MgCl,, I mM DTT, in 50 mM

Tris/HCI pH 7,5) und 1 mM y[P3?]-ATP (150 cpm/pmol ATP) durch 50nm Je Kinasekonstrukt einer
Substratphosphorylierungsreaktion unterzogen.

Spez. Aktivitit fiir PolyGlyTyr
(%)
GST-TEV-IRKD"" 100
GST-TEV-IRKDY! 146 82
GST-TEV-IRKDY!!5% 27
GST-TEV-IRKDY'!5"¥ 15

Tabelle 8.1: Spezifische Aktivitit der GST-TEV-IRKD-Konstrukte in der Substratphosphorylierung von

PolyGlyTyr.
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8.3 Charakterisierung der GST-TEV-IRKDACT-Kinasekonstrukte

GST-TEV-IRKDACT WT GST-TEV-IRKDACT Y1151F

2 5% 15% 30° 30° 15° 5¢ 2°

b o i i — T
—
' unphosphoryliert
w | Tyrtide

phosphoryliert

Abbildung 8.12: Substratphosphorylierung von Tyrtide durch vorphosphorylierte GST-TEV-
IRKACT"Y" und GST-TEV-IRKDACT Y"'5'F,

Gezeigt ist eine native PAGE.

Um eine Kompetition von ATP und Substrat auszuschlieBen wurden die Kinasen (50nM) mit I0mMATP fiir
30 Minuten vorphosphoryliert, bevor sie in eine Substratphosphorylierungsreaktion von Tyrtide(50mM)
eingesetzt wurden. Zu angegebenen Zeitpunkten wurden den reaktionen Proben entnommen, die Reaktionen
durch Zugabe vom nativen Probenpuffer terminiert und im nativen Gel aufgetrennt. Deutlich ist zu erkennen,
dass die Vorphosphorylierung keine Aktivierung mit sich bringt.

GST-TEV-IRKDACT Y1146F GST-TEV-IRKDACT Y1150F GST-TEV-IRKDACT Y1151F

m b D ? m b

1T IRRE

1so~_ |
!-‘0:

1 ‘l 80
120 1
100 e ol J 60
80+ Qo {
804 | r 1 ‘ @
‘02 ] 1 20
20+
o : T T
o 2

o 2 4 6 8 100 12 120
Zeit [min) Zeit [min] Zait [min]

4—'3
-«— .
+— 3

100+

cpm
4
cpm

&

=
k=

Abbildung 8.13: Phosphopeptidkartierung der GST-TEV-IRKDACT-Kinasemutanten.

Gezeigt sind die Chromotogramme der GST-TEV-IRKDACTY1146F, GST-TEV-IRKDACTY1150F,
GST-TEV-IRKDACTY 1151F fiir den Zeitwert 5 Minuten.

D=Durchfluss, ?=unbekanntes Peptid, m=mono-phosphorylierte Aktivierungsschleife,
b=bis-phosphorylierte Aktivierungsschleife, t=tris-phosphorylierte Aktivierungsschleife
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8.4 Charakterisierung der Hybride

M DN D W1 W2 W3 E C

kDa

116

GST-IRKD-D—A-His
66

GST-TEV-IRKDACT
45

35

25

18

Abbildung 8.14: Dokumentation der GSH-Affinititschromatographie des Ni-NTA-Durchlaufs.

Das aktive Homodimer befindet sich im Durchlauf der Ni-NTA-Reinigung. Zum Nachweis des aktiven
Homodimers wurde der Durchlauf der Ni-NTA-Reinigung nochmals iiber eine
GSH-Affinitdtschromatographie gereinigt. Je 30ul der Proben wurden mit je 6ml SDS-Probenpuffer
versetzt und auf einem 12%igem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt:

M=Marker, DN=Durchlauf der Ni-NTA-Reinigung, D=Durchlauf der GSH-Reinigung,
W1/W2/W3=Waschschritte, E=Eluate, C=nach dem Einengen {iber Centricon

wHisBlon  10igesSDS.Gel  aGSTBlot
WT 46 350 51 M WT 46 50 51 MWT46 50 51 M WT 46 350 51
GST-IRKD-D— A-His

G
i

GST-TEV-IRKDACT

! . — —

T [ — - 4 uzggi —_—

GST-IRKD-D—A-His - - — — - .
Mt oo R e

ik - ——
<
3

Abbildung 8.15: Immunologischer Nachweis der Reinigungstags.

Nach der Reinigung der Hybride tiber zwei aufeinander folgende Affinitdtschromatographien und einer
Uberpriifung der ProteingroBe mittels SDS-PAGE, soll die Reinigung immunologisch auf ihre Richtigkeit
iiberpriift werden. Es wurden zwei spezifische Antikorper verwendet, die als Epitop je einen Reinigungstag
erkennen (0-GST- und a-His-Antikdrper).

Abgebildet sind von links nach rechts der entwickelte a-His-Blot, das zugehorige 10%ige SDS-Gel

und der entwickelte a-GST-Blot. Auf das Gel wurden immer 10pg Protein aufgetragen: WT=Hybrid WT,
46=Hybrid Y1146F, 50=Hybrid Y1150F, 51=Hybrid Y1151F und M=Prestained Marker.
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Hybrid WT Hybrid WT

inaktive Untereinheit aktive Untereinheit

T

60+

204 l"
0 - - T

[} 20 40 60 80 100 120
Zeit [min] Zeit [min]

cpm
g o
cpm

Abbildung 8.16: Phosphopeptidkartierung des Hybrids WT. (Smin)

Hybrid Y1146F Hybrid Y1146F
inaktive Untereinheit aktive Untereinheit
D 2 m b t i) 2>m b 7
ol IREEERE
60 80
60
404
20+
m.
o e, ok W L'
o 20 40 &0 80 100 120 o 20 40 &0 80 100 120
Zeit [min] Zeit [min]
Abbildung 8.17: Phosphopeptidkartierung des Hybrids Y1146F. (Smin)
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Hybrid Y1150F Hybrid Y1150F
inaktive Untereinheit aktive Untereinheit

D T mb 2

D ? mb t l l ll l
o 434
604
201
o Mkenity .
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Abbildung 8.18: Phosphopeptidkartirung des Hybrids Y1150F. (Smin)
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Abbildung 8.19: Phosphopeptidkartierung des Hybrids Y1151F. (Smin)
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Abbildung 8.20: Graphische Darstellung der Autophosphorylierung des Hybrids WT und 1:1Mix.

Das Hybrid WT(0,5uM) und das Gemisch, bestehend aus GST-TEV-IRKD "* und GST-IRKD °~* (1uM)
wurden unter Standardbedingungen zeitabhingig autophosphorylier. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden
den Reaktionsansitzen Proben entnommen, im SDS-Probenpuffer denaturiert und im 10%igen SDS-Gel
aufgetrennt. Nach Coomassi-Farbung wurden die Proteinbanden aus den Gelen ausgeschnitten, dere
Radioaktivitit gemessen, und der Phosphateinbau ermittelt.

Im Diagramm ist der Phosphattransfer in die inaktive Untereinheit des Hybrids und die tote Kinase aus der
Mischung in Abhéngigkeit von der Dauer der Phosphorylierung gezeigt. Die Initialgeschwindigkeiten
konnten aus der Steigung der Tangenten ermittelt werden.

Fiir die katalytisch defiiente Untereinheit aus dem Hybrid konnte eine Initialgeschwindugkeit von
0,78mol/mol/min ermittelt werden. Fiir die GST-IRKD °~* aus der Mischung mit der WT Kinase konnte
eine Initialgeschwindigkeit von 0,4mol/mol/min errechnet werden.
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