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Einleitung

1. Einleitung

Als Signaltransduktion wird der VVorgang bezeichnet, bei dem extrazelluldre Signale tber
Rezeptoren an der Plasmamembran ins Innere der Zelle weitergeleitet und dort in
spezifische zellulare Reaktionen umgewandelt werden. Im Zellinneren erfolgt die
Weiterverarbeitung des Signals, indem beispielsweise sekundédre Botenstoffe wie
Zyklonukleotide, lonen (z.B. Ca’") oder Phospholipide eine Vielzahl von Effektor-
Proteinen aktivieren kénnen (Pawson and Nash, 2000; Pawson and Scott, 2005).

Proteinkinasen vermitteln einen wichtigen Teil (wenn nicht sogar den Hauptteil) der
Signaltransduktion in  Eukaryonten. Die Phosphorylierung durch spezifische
Proteinkinasen und  Dephosphorylierung  durch  Proteinphosphatasen  stellen
gegensétzliche Regulationsmechanismen zur schnellen Weiterleitung/Amplifikation oder
Beendigung eines Signals dar (Hunter, 1995; Hunter, 2000). Die besondere Bedeutung
der Protein-Phosphorylierung, nicht nur im Zusammenhang mit Signaltransduktion, wird
zudem dadurch deutlich, dass im menschlichen Genom ca. 2 % aller identifizierten Gene
fir Proteinkinasen kodieren (Manning et al.,, 2002a; Manning et al., 2002b). Die
kovalente Modifikation mit einer Phosphatgruppe, meist an Serin/Threonin- und/oder
Tyrosin-Resten, hat dabei vielfaltige Auswirkungen auf die Zielproteine. Zum Beispiel
kann die Stabilitdt oder Aktivitdt sowohl in positiver als auch in negativer Hinsicht
beeinflusst werden. Ein weiterer sehr wichtiger Aspekt ist die Schaffung von Plattformen
fiir phosphorylierungsabhangige Protein/Protein Interaktionen, wodurch die subzelluldre

Lokalisierung moduliert werden kann (Pawson and Nash, 2000).

1.1 Die cAMP-vermittelte Signaltransduktion in Eukaryonten

Die Stimulation der Produktion von zyklischem 37,5 -Adenosinmonophosphat (CAMP)
durch die Hormone Adrenalin und Glukagon wurde erstmals 1957 beschrieben (Berthet
et al., 1957a; Berthet et al., 1957b; Rall and Sutherland, 1958; Sutherland and Rall,
1958). Die Entdeckung von cAMP gilt als die Begrindung des Konzepts von
intrazellularen Botenstoffen (Beavo and Brunton, 2002).

Inzwischen ist bekannt, dass CAMP einen ubiquitdren sekundéren Botenstoff darstellt, der
sowohl im gesamten Tier- und Pflanzenreich als auch in Prokaryonten vorkommt
(Bolwell, 1995; Botsford and Harman, 1992). Die durch ein extrazellulares Signal

eingeleitete intrazelluldre Synthese von cAMP ist mittlerweile gut verstanden. Die
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Bindung von Liganden wie z.B. Hormonen oder Neurotransmittern an membranstandige
G-Protein-gekoppelte 7-Transmembranhelix-Rezeptoren (GPCR, G protein coupled
receptors) ist der erste Schritt (Dalrymple et al., 2008; Lefkowitz, 2004). Eine
Konformationsédnderung der Rezeptoren fihrt zur Aktivierung der gebundenen
heterotrimeren G-Proteine (afy), indem ein Austausch des GDP zu GTP stattfindet
(Yeagle and Albert, 2003). Daraufhin dissoziiert die Ga-Untereinheit von dem Gpy-
Dimer. In Abh&ngigkeit von der Ga-Untereinheit werden unterschiedliche intrazellulére
Effektorproteine aktiviert oder inhibiert. Das stimulierende Ga-Protein, Gas, aktiviert
Adenylylzyklasen und startet somit die Produktion von cAMP aus ATP (Levitzki, 1988a;
Levitzki, 1988b; Robidoux et al., 2004). Die Aktivierung von inhibitorischem G-Protein,
Ga;j, durch 7-Transmembranhelix-Rezeptoren, fuhrt zu einer Inhibition der cAMP-
Produktion. Desweiteren werden GPCRs (ber Phosphorylierung durch spezifische
GPCR-Kinasen, Bindung von Arrestinen oder durch Internalisierung reguliert (Antoni,
2000; Lefkowitz, 2004; Luttrell, 2006).

Wie vor rund zehn Jahren noch vielfach angenommen, wird eine Zelle nach Stimulation
nicht mit cAMP ,,uberflutet”, sondern es entstehen distinkte Mikrodomé&nen mit hoherer
CAMP-Konzentration (Zaccolo et al., 2006; Zaccolo and Pozzan, 2002). Die Hydrolyse
von cCAMP zu AMP durch Phospodiesterasen ist entscheidend bei der Begrenzung des
endogenen cAMP-Spiegels (Conti and Beavo, 2007; Mongillo et al., 2004).

In Eukaryonten sind neben der Proteinkinase A (PKA, siehe 1.2) weitere Zielproteine fur
CAMP bekannt. Eine Klasse dieser Proteine sind die zyklonukleotidgesteuerten
lonenkanéle (Craven and Zagotta, 2006). Eine Untergruppe, die CNG-Kanéle (cyclic
nucleotid-gated), kommen hauptsachlich in Photorezeptoren und in olfaktorischen
Neuronen vor, wo sie durch Bindung von cGMP oder cAMP ge6ffnet oder geschlossen
werden (Kaupp and Seifert, 2001; Matulef and Zagotta, 2003; Weitz et al., 2002). Die
HCN-Kanéle (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated) werden durch
Hyperpolarisation aktiviert und durch Bindung von Zyklonukleotiden moduliert (Craven
and Zagotta, 2006). Im Herzen fihrt die Bindung von cAMP an HCN-Kanale zu einer
schnelleren Offnungsrate der Kanéle, die dadurch an der Adrenalin induzierten Erhohung
der Herzschlag-Frequenz beteiligt sind (Mangoni and Nargeot, 2001).

Vor zehn Jahren wurden mit Epac 1 und 2 zwei Guaninnukleotid-Austauschfaktoren fir
Ras-dhnliche GTPasen (wie Rapl), die durch cAMP-Bindung reguliert werden, entdeckt

(de Rooij et al., 1998; Kawasaki et al., 1998). Diese Proteine sind an einer Vielzahl
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zellulérer Prozesse wie Proliferation, Transkription, Vesikeltransport, Exozytose und
Signaltransduktion in Neuronen regulierend beteiligt (Roscioni et al., 2008).
Trotz der vielfdltigen Aufgaben von Epac Proteinen gilt die cAMP-abhdngige

Proteinkinase als der Haupteffektor der cAMP-Signaltransduktion in Eukaryonten.

1.2 Die cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA)

Die PKA wurde vor mehr als 40 Jahren erstmals gereinigt und als diejenige Kinase
identifiziert, die durch Phosphorylierung die Phosphorylasekinase aktiviert und somit den
Glykogenstoffwechsel reguliert (Walsh et al., 1968). Inzwischen ist bekannt, dass die PKA
an der Regulation einer Vielzahl zellulérer Prozesse wie Entwicklung, Differenzierung,
Apoptose, Immunantwort und Gedachtnisbildung beteiligt ist (Skalhegg and Tasken, 2000;
Tasken and Aandahl, 2004). Seit der Aufklarung der dreidimensionalen Struktur der
katalytischen (C) Untereinheit gilt diese als Prototyp flr die Familie von Proteinkinasen
(Kornev and Taylor, 2010; Taylor, 1989; Taylor et al., 1990).

Die C Untereinheit ist eine Serin/Threonin spezifische Kinase und gehdrt zu der
AGC-Unterfamilie (PKA, PKG und PKC) (Hanks et al., 1988; Manning et al., 2002b;
Parker and Parkinson, 2001). In der inaktiven Form liegt die cAMP-abhéngige
Proteinkinase als Heterotetramer aus einem Dimer der regulatorischen (R) mit zwei
gebundenen C Untereinheiten vor. Die Aktivierung der PKA erfolgt durch den
sekundaren Botenstoff cAMP, indem vier Molekile an die R Untereinheiten binden, was
zu einer Konformationsanderung und zur Dissoziation der C Untereinheiten fiihrt. Die
freien C Untereinheiten sind in der Lage, Substrate mit der generellen
Erkennungssequenz R-R/L-x-S/T-y zu phosphorylieren, wobei x einer beliebigen und y
einer hydrophoben Aminosdure entspricht. Die zu phosphorylierende Aminosaure (Serin
oder Threonin) wird als P°-Position bezeichnet (Kemp et al., 1977; Kemp and Pearson,
1990). Die in Abschnitt 1.2.2 detaillierter erlauterten R Untereinheiten besitzen ebenfalls
eine vergleichbare Erkennungssequenz und sind somit kompetitive Inhibitoren der C
Untereinheiten. Ein weiteres Molekil, das eine Substrat-Erkennungssequenz beinhaltet,
ist der hitzestabile Proteinkinaseinhibitor (PKI) (Demaille et al., 1977; Walsh et al.,
1971). Bei PKI handelt es sich um einen sogenannten Pseudosubstratinhibitor der C
Untereinheit, da sich in der P°-Position eine nicht-phosphorylierbare Aminosaure
(Alanin) befindet (R-R-N-A-1). Die Inhibition erfolgt durch eine 1:1 stéchiometrische

Interaktion, die strikt Mg**/ATP abhéngig ist (Herberg and Taylor, 1993; Wen and
Taylor, 1994; Whitehouse and Walsh, 1983; Zimmermann et al., 1999; Zimmermann et
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al., 2008). PKI ist aufgrund seiner GroRe (~ 8 kDa) in der Lage, die PKA-C Aktivitat im
Zellkern zu regulieren. Bei der Bindung an die C Untereinheit wird in PKI eine
Kernexportsequenz (NES, nuclear export signal) am C-Terminus freigelegt, wodurch ein
beschleunigter Export aus dem Zellkern erfolgen kann (Fantozzi et al., 1994; Wen et al.,
1995). Von PKI sind im Menschen und in Mausen je drei Isoformen bekannt (a, 3 und y),
die unterschiedliche Expressionsmuster zeigen. PKla wird primér in Muskeln exprimiert,
PKIB wird in Hoden sehr hoch exprimiert und PKIly wird Ubiquitdr, jedoch gering
exprimiert (Fantozzi et al., 1992; Zheng et al., 2000).

1.2.1 DieC Untereinheiten der PKA

Im Menschen sind funf Gene bekannt, die fir katalytische Untereinheiten der PKA
kodieren: Ca, C[3, Cy, PrKX und PrKY.

Die auf dem X-Chromosom kodierte Proteinkinase X (PrKX) ist ein aktives Protein,
allerdings mit unterschiedlichen Eigenschaften im Vergleich zu der Hauptisoform Ca
(siehe unten) (Klink et al., 1995; Zimmermann et al., 1999). PrKX kann nur mit
Pseudosubstratinhibitoren wie den R Untereinheiten des Typs | und dem hitzestabilen
Proteinkinaseinhibitor PKI interagieren (Diskar et al., 2007; Zimmermann et al., 1999).
Typ-1l1 R Untereinheiten kénnen allerdings von PrkKX phosphoryliert werden. In Kinase-
Aktivitatstests mit dem Heptapeptid Kemptide als Substrat zeigt PrKX eine zehn- bis
finfzehnfach  geringere  spezifische  Aktivitdit als die Ca. Ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal von PrKX und der Ca ist der ungewdhnlich Prolin-reiche N-
Terminus von PrKX. Erst kirzlich wurde gezeigt, dass der N-Terminus als
Interaktionsplattform fir WW-Domanen enthaltende Proteine wie Pinl (peptityl prolyl
cig/trans isomerase) dienen kann (Li et al., 2009a). Die Proteinkinase Y (PrKY) ist auf
dem Y-Chromosom kodiert, wobei noch unklar ist, ob es sich dabei um ein Pseudogen
bzw. eine Pseudokinase handelt, da dem Protein die 81 C-terminalen Aminoséuren fehlen
wirden, die fur die katalytische Aktivitat von Bedeutung sind (Schiebel et al., 1997a;
Schiebel et al., 1997D).

Von dem Gen fir CB (Prkacb) sind bislang die meisten Spleilvarianten bekannt, die
hauptsachlich in neuronalem Gewebe exprimiert werden (Guthrie et al., 1997; Orstavik et
al., 2001; Showers and Maurer, 1986; Thullner et al., 2000; Uhler et al., 1986b; Wiemann
et al., 1991). Cy wurde ausschlieBlich in Spermien und Hodengewebe gefunden (Beebe et

al., 1990; Beebe et al., 1992; Zhang et al., 2004). Ein aufféalliger Unterschied zwischen Cy
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und Ca ist, dass Cy in vitro zwar durch die R Untereinheiten, aber nicht durch PKla oder
PKIB inhibiert werden kann (Zhang et al., 2004).

Von der Hauptisoform Ca sind zwei SpleiRvarianten, Cal und Ca2 (Cas) beschrieben
worden (Maldonado and Hanks, 1988; Thomis et al., 1992; Uhler et al., 1986a). Ca2
wurde ausschlieflich in ménnlichem Hodengewebe nachgewiesen und weist, im
Vergleich zu Cal, einen um sieben Aminosduren verkirzten N-Terminus auf, wodurch
diese SpleilRvariante kein Myristylierungsmotiv enthélt (Desseyn et al., 2000; Nolan et
al., 2004). Die Cal Isoform wird ubiquitdr exprimiert und gilt, nicht erst seit der
Aufklarung der dreidimensionalen Struktur, als Prototypkinase (Knighton et al., 1991a;
Knighton et al., 1991b; Shuntoh et al., 1992; Taylor, 1989; Taylor et al., 2005).

Die PKA-C ist aus zwei globuldren Domanen aufgebaut. Der sogenannte kleine Lobus
besteht hauptsachlich aus P-Faltblattstrukturen und ist fir die Mg®*/ATP-Bindung
verantwortlich. Der groRe Lobus besteht in erster Linie aus a-Helices, bildet die
Interaktionsoberflache fiir Substrate und beinhaltet die fir die Katalyse entscheiden
Aminosduren (Bossemeyer, 1995; Bossemeyer et al., 1993). Die Spalte zwischen den
beiden Loben, in der das Substrat und ATP zusammengebracht werden, ist das aktive
Zentrum der Kinase. Die Flexibilitat des kleinen Lobus ermdglicht die fur die Katalyse
entscheidende offene und geschlossene Konformation des Enzyms (Bossemeyer et al.,
1993; Zheng et al., 1993). Diese in AGC-Kinasen konservierte katalytische Kernregion
umfasst in der PKA-C Untereinheit die Aminoséduren 40-300. Die N-terminalen
Aminosduren (1-39) sind unter anderem fir die Stabilitat wichtig (Herberg et al., 1997).
Zudem sind im N-Terminus posttranslationale Modifikationen beschrieben worden. Serin
10 wird durch Autophosphorylierung modifiziert, wobei die Funktion noch unklar ist
(Toner-Webb et al., 1992). Die Deamidierung des Asparagin 2 soll einen Einfluss auf die
Kerntranslokation der PKA-C haben (Kinzel et al., 2000; Tholey et al., 2001). Eine
weitere posttranslationale Modifikation ist die Myristylierung an Glycin 1 (Carr et al.,
1982; Clegg et al., 1989; Yonemoto et al., 1993). Liegt die C Untereinheit frei vor, ist die
Myristylséure in einer tiefen, hydrophoben Tasche verankert (Zheng et al., 1993).
Hingegen fuhrt die Interaktion mit RIIB und nicht mit Rla zu einer erhdhten Flexibilitat
des N-Terminus der PKA-C, wodurch die Myristylsdure freigelegt wird und in
Membranen verankert werden kann (Gangal et al., 1999). Zusétzlich zu den
Modifikationen wurde die Bindung des A Kinase Interacting Protein 1 (AKIP1) an die
Aminosauren 15-30 der aA-Helix beschrieben (Sastri et al., 2005). Die Interaktion mit

AKIP1 soll mitverantwortlich fir die Kernlokalisation der PKA-C sein.
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1.2.2 DieR Untereinheiten der PKA

Die Aktivitat der C Untereinheiten wird hauptsachlich durch die reversible Bindung an
die R Untereinheiten bestimmt. In Sdugern sind vier Gene bekannt, die fir die
individuellen Proteine Rla, RIB, Rlla und RIIB kodieren (Clegg et al., 1988; Jahnsen et
al., 1986; Lee et al., 1983; Levy et al., 1988; Oyen et al., 1989; Sandberg et al., 1988;
Sandberg et al., 1987; Scott et al., 1987; Solberg et al., 1991). Die urspriingliche
Unterteilung in Typ-l und Typ-ll R Untereinheiten erfolgte aufgrund ihres
unterschiedlichen Elutionsverhaltens wéhrend der Anionenaustausch-Chromatographie
(Corbin et al., 1975; Reimann et al., 1971a; Reimann et al., 1971b). Die R Untereinheiten
weisen eine hohe Homologie auf, wobei Rla und RIB, im Bezug auf die
Aminosauresequenz, zu 81 % und Rlla und RIIB zu 68 % identisch sind (Skalhegg and
Tasken, 2000). Lediglich von der Rla sind zwei Spleilvarianten bekannt, und zudem

steht das Gen unter Kontrolle von zwei Promotoren (Solberg et al., 1997).

e

Abb. 1.2.1: Domanenaufbau der R Untereinheiten aus Sdugern. N-terminal befindet sich die
Dimerisierungs- und Dockingdoméne (D/D) mit einem darauf folgenden Linker, der die
Autoinhibitionsdoméne (rot) enthélt. Den strukturell groBten Teil einer R Untereinhei bilden die
zyklonukleotidbindenden Doméanen A und B (CNB-A und CNB-B).

Der Domanenaufbau aller R Untereinheiten ist vergleichbar (Abb. 1.2.1). N-terminal
befindet sich die Dimerisierungs- und Dockingdoméane (D/D), die zu der Funktion der
Dimerbildung noch die Interaktionsflache fir A-Kinase Ankerproteine (AKAPS) enthilt,
und somit fur die subzelluldre Verteilung des PKA Holoenzyms entscheidend ist (Banky
et al., 2000). Die Dimerisierung erfolgt Uber a-Helix Motive, die sich X-formig
antiparallel zusammenlagern (Newlon et al., 1997; Newlon et al., 1999). Lediglich bei RI
Untereinheiten werden die Dimere durch Disulfidbriicken zusatzlich kovalent verbunden,
die jedoch nicht essentiell fur die Stabilitat sind (Bubis et al., 1987; Leon et al., 1997).
Ublicherweise bilden die R Untereinheiten Homodimere, allerdings wurde auch ein
Heterodimer aus Rla und RIfB in lebenden Zellen beschrieben (Tasken et al., 1993).
Weiter C-terminal folgt eine unstrukturierte  Linkerregion, in der die
Autoinhibitionsdoméne liegt (Li et al., 2000; Vigil et al., 2004b; Vigil et al., 2006). Diese
Doméne stellt ein weiteres wichtiges Unterscheidungsmerkmal von Typ-1 und Typ-Il R
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Untereinheiten dar. Beide besitzen eine Konsensussequenz an die die PKA-C bindet,
wobei RI Untereinheiten die Sequenz RRGAI (Rla) bzw. RRGGV (RIB) beinhalten und
RIl Untereinheiten RRVSV (Rlla) bzw. RRASV (RIIB). Die Typ-I R Untereinheiten
weisen keine phosphorylierbare Aminosaure in der Autoinhibitionsdoméne auf und
werden daher als Pseudosubstratinhibitoren bezeichnet (Durgerian and Taylor, 1989;
Titani et al., 1984). R Untereinheiten des Typs Il hingegen besitzen ein
phosphorylierbares Serin und werden als Substratinhibitoren bezeichnet (Takio et al.,
1984; Takio et al.,, 1980). Ein weiteres auf der Autoinhibitionsdoméne beruhendes
Unterscheidungsmerkmal ist, dass die Pseudosubstratinhibitoren erst in Gegenwart von
Mg?*/ATP hochaffin an die C Untereinheit binden (Durgerian and Taylor, 1989; Herberg
et al., 1999; Herberg and Taylor, 1993; Zimmermann et al., 2008). Der hitzestabile
Proteinkinase-Inhibitor (PKI), der ebenfalls eine Pseudosubstrat-Konsensussequenz
enthélt, verhalt sich genauso (Walsh et al., 1971; Zimmermann et al., 1999; Zimmermann
et al., 2008). Typ-1I R Untereinheiten kdnnen sowohl in An- als auch in Abwesenheit von
Nukleotid/Metallionen Holoenzym bilden, wobei eine geringe Affinitat in Gegenwart der
Kofaktoren beschrieben wurde, was mit einer moglichen Autophosphorylierung in der P°-
Stelle einhergehen kann (Rangel-Aldao and Rosen, 1976a; Rangel-Aldao and Rosen,
1977; Zimmermann et al., 1999).

Mehr als zwei Drittel der R Untereinheit besteht aus zwei aufeinanderfolgenden cAMP-
Bindedomanen (CNB A und B) (Corbin et al., 1978; Doskeland, 1978; Taylor et al.,
1990). Diese, urspriinglich durch Genduplikation entstandenen Doménen, unterscheiden
sich in der Affinitdt fur cAMP und diverser cAMP-Analoga (Doskeland, 1978;
Doskeland et al., 1993; Dostmann et al., 1990; Schwede et al., 2000a; Schwede et al.,
2000b; Schweinsberg et al., 2008; Shabb and Corbin, 1992).

Die a Isoformen der R Untereinheiten werden ubiquitdr exprimiert (Skalhegg and
Tasken, 1997), wobei die Rla in Ratten in friihen haploiden Zellen und die Rlla erst
spater wéhrend der Spermatidelongation exprimiert wird (Oyen et al., 1987; Skalhegg
and Tasken, 2000). Die RIf wird primér in neuronalem Gewebe (Cadd and McKbnight,
1989; Clegg et al., 1996; Rogers et al., 1992), die RIIB in neuronalem Gewebe, sowie in

braunem und weillem Fettgewebe exprimiert (Cummings et al., 1996).

Dass die verschiedenen R Untereinheiten funktionell nicht oder nur teilweise redundant
sind, wurde aus Maus knockout Studien ersichtlich. Mause, in denen das Gen fir die Rla

(Prkarla) durch den Austausch des Exons 3 unterbrochen wurde, starben frih in der
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Embryonalentwicklung, aufgrund fehlerhafter Mesodermentwicklung, verursacht durch
eine erhOhte PKA-C Basalaktivitat (Amieux et al., 2002). Zudem war die Gesamtmenge
der PKA-C reduziert. Heterozygote Mause (Prkarla™) sind lebensfahig, weisen
allerdings eine stark eingeschrankte Fertilitat auf, die auch mit einer erhohten PKA-C
Basalaktivitdt zusammenhéngt (Burton et al., 2006). Der Carney Komplex in Menschen
ist ebenfalls mit Mutationen, die zur Inaktivierung des PRKARLA Gens fihren, in
Zusammenhang gebracht worden (Burton et al., 2006; Kirschner et al., 2000a; Kirschner
et al., 2000Db).

Im Gegensatz zu Rla sind Prkarlb knockout Mé&use lebensfahig und weisen einen
normalen Phanotyp auf, was mit einer kompensatorischen Erh6hung der Rla Expression
erklart wird (Amieux et al., 1997; Brandon et al., 1995). Allerdings zeigen diese Mé&use
Defekte in der Gedachtnisbildung.

Wie bei RIB sind Prkar2a knockout Mause lebensfahig und zeigen keinen offensichtlich
unterschiedlichen Phénotyp im Vergleich zum Wildtyp (Burton et al., 1997; Burton et al.,
1999). Allerdings war auch bei diesen Mdusen die Gesamtmenge PKA-C reduziert und
die Rla kompensatorisch stabilisiert. Lediglich ein Defekt bei der Langzeitpotenzierung
(LTP) im visuellen Kortex konnte dem Prkar2a knockout zugeschrieben werden (Rao et
al., 2004).

Ein knockout des RII3 Gens Prkar2b hat einen deutlichen Ph&notyp zur Folge. Obwonhl
die Méuse ein normales Fressverhalten zeigten, enthielten sie nur eine geringe Menge
weilBes Fettgewebe und waren resistent gegen erndhrungsbedingte Fettsucht (Cummings
et al., 1996; Schreyer et al., 2001).

1.3 Subzdluléare Koordination der PKA Holoenzyme durch AKAPs

Ein hohes Mall an Spezifitst im cAMP/PKA Signalweg wird, zusétzlich zu den
unterschiedlichen Eigenschaften der PKA Isoenzyme, durch die Interaktion mit A-Kinase
Ankerproteinen (AKAPs) erreicht. AKAPs werden aufgrund ihrer Fahigkeit, die PKA
Holoenzyme in distinkten subzelluldaren Kompartimenten zu verankern, als rdumliche
Koordinatoren der cAMP-abhéngigen Proteinkinase verstanden (Wong and Scott, 2004).
Vor mehr als 25 Jahren wurde das erste AKAP Map2 (microtubule-associated protein-2)
als Kontamination bei Reinigungen der Typ-1I R Untereinheiten entdeckt (Lohmann et
al., 1984). EinschlielRlich einer Vielzahl von Spleivarianten sind bislang mehr als 50

AKAPs entdeckt und beschrieben worden, die strukturell vielfaltig, aber funktionell
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vergleichbar sind (Pidoux and Tasken, 2010). Die Interaktion von AKAPs erfolgt tber
eine amphipathische Helix und die Dimerisierungs-/Dockingdoméne der R
Untereinheiten (Carr et al., 1992; Carr et al., 1991). Fir die hochaffine Interaktion sind
hauptsachlich hydrophobe Wechselwirkungen, aber auch Wasserstoff- und Salzbriicken
verantwortlich (Gold et al., 2006; Hundsrucker et al., 2006; Newlon et al., 2001). Die
Mehrzahl der bislang beschriebenen AKAPs sind sogenannte Typ-Il spezifische, sie
binden also ausschlieBlich die Rlla und RIIB Untereinheiten (Colledge and Scott, 1999;
Tasken and Aandahl, 2004). Als dualspezifische AKAPs, die sowohl RI als auch RII
Untereinheiten verankern, wurden D-AKAP1, D-AKAP2, Ezrin, Merlin, AKAP220 und
PAP7 identifiziert (Dransfield et al., 1997; Gronholm et al., 2003; Huang et al., 1997a;
Huang et al., 1997b; Li et al., 2001; Liu et al., 2003; Reinton et al., 2000). Erst wenige,
nur Typ-I spezifische AKAPs wie a4-Integrine, Myosin oder das AKAPce (C. elegans)
wurden beschrieben (Angelo and Rubin, 1998; Angelo and Rubin, 2000; Kussel-
Andermann et al., 2000; Lim et al., 2007). Die molekulare Grundlage, wie AKAPs
zwischen RI und RII Untereinheiten unterscheiden, wird noch immer untersucht. Eine
Determinante ist die unterschiedliche Topographie der Dimerisierungs- und
Dockingdoméne von RI und RII Untereinheiten. Dabei ist die hydrophobe Oberflache der
Rlla D/D Domane, die mit der amphipathischen Helix von AKAPs interagiert, eine
breite, offene und leicht zugéangliche Vertiefung (Newlon et al., 2001; Newlon et al.,
1999). Im Gegensatz dazu weist die Rla D/D Doméne eine eher unzugangliche
Interaktionsflache auf (Banky et al., 2000; Banky et al., 2003). Diese liegt in einer tiefen
Spalte, eingerahmt von den N-terminalen Aminosduren der Rla, wobei eine
Neuausrichtung nach AKAP-Bindung vermutet wird (Banky et al., 2003; Kinderman et
al., 2006). Zudem ist der hydrophobe Charakter der Interaktionsoberflache durch einige
geladene Aminoséuren unterbrochen, worauf ebenfalls eine AKAP Selektivitat beruhen
kann. Aus Kristallstrukturen der Rlla D/D Domaéne, gebunden mit dem Peptid AKAP-IS
(in silico) oder einem der amphipathischen Helix von D-AKAP2 entsprechenden Peptid,
geht hervor, dass der flexible N-Terminus eines Rlla Protomers Uber zwei essenzielle
Lysine mit den AKAP-Peptiden interagiert (Gold et al., 2006; Kinderman et al., 2006).
Dieses konnte somit ebenfalls eine Determinante fur die Typ-1l Spezifitdt von AKAPS
sein. Erst kdrzlich wurde in dem dualspezifischen AKAP Ezrin eine weitere Sequenz
entdeckt, die unabhangig von der amphipathischen Helix an der Interaktion mit RI

Untereinheiten beteiligt ist (Jarnaess et al., 2008). Diese sogenannte RI specifier region
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(RISR) ist in den meisten dualspezifischen AKAPs konserviert und soll die RI/AKAP
Interaktion begunstigen.

Die subzelluldare Lokalisation von AKAPs erfolgt entweder durch spezielle
»Zielsequenzen®, Interaktion mit anderen Proteinen oder durch posttranslationale
Modifikationen. Weiterhin konnen unterschiedliche SpleilRvarianten an verschiedenen
Orten in der Zelle vorkommen.

Die alpha und beta Isoformen des AKAP18 (AKAP7) lokalisieren an Membranen, was
auf Fettsduremodifikationen zurlickzufiihren ist (Fraser et al., 1998; Trotter et al., 1999).
Zudem interagiert das AKAP18a uber ein modifiziertes Leuzin-zipper Motiv direkt mit
L-Typ Ca®*-Kanalen (Hulme et al., 2002; Hulme et al., 2003). Die gamma Isoform
hingegen ist im Zytoplasma zu finden. Die von Henn und Mitarbeitern beschriebene
Spleilvariante AKAP184 lokalisiert in den Hauptzellen des Sammelrohrs in der Niere an
Aquaporin-2 (AQP2) enthaltenden Vesikeln (Henn et al., 2004; Henn et al., 2005).
Phosphorylierung des AQP2 an Serin 256 durch die PKA-C fuhrt zu einer Translokation
von den intrazellularen Vesikeln an die Plasmamembran (Kamsteeg et al., 2000;
Klussmann et al., 1999). Im Herzen bringt AKAP18d die PKA in rdumliche N&he zu der
an dem sarkoplasmatischen Retikulum lokalisierten Ca**/ATPase (SERCA2) und ihrem
Inhibitor Phospholamban (PLN) (Lygren et al., 2007). Die Phosphorylierung von PLN
durch die PKA-C fiihrt zur Dissoziation von SERCA2, womit die Inhibition durch PLN
aufgehoben wird und der Ca®*-Riicktransport in das sarkoplasmatische Retikulum
erfolgen kann. Dieser Prozess des Ca®*-Riicktransports durch SERCA2 ist von
entscheidender Bedeutung, da es der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der
Relaxation und dem Wiederauffillen des Herzens vor dem néchsten Pumpvorgang ist
(Szentesi et al., 2004).

Das AKAP350 (AKAP9) ist ein weiteres Beispiel dafiir, dass Spleivarianten eines Gens
unterschiedlich lokalisiert sind und unterschiedliche Spezifitdt vermitteln. Die
Spleilivariante Yotiao bringt das PKA Holoenzym, durch direkte Bindung an den NMDA
Rezeptor (N-Methyl D-Aspartat), an die synaptische Membran (Westphal et al., 1999).
Andere Spleil3varianten wie das AKAP450, 350 und CG-NAP lokalisieren hingegen am
Zentrosom Uber eine sogenannte PACT-Domaéne (pericentrin-AKAP350 centrosomal
targeting domain) (Diviani et al., 2000; Gillingham and Munro, 2000; Schmidt et al.,
1999; Witczak et al., 1999). Das AKAP450 ist ein Beispiel fur einen multivalenten
Adapter, der verschiedene Signaltransduktionskomponenten zusammen bringt. Zusatzlich
zu der PKA werden die Proteinphosphatasen 1 und 2A (PP1 und PP2A), die
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Phosphodiesterase 4D3 (PDE4D3), PKCe und PKN (Polynukleotidkinase) verankert
(Tasken and Aandahl, 2004; Wong and Scott, 2004). Die Lokalisation der PKA mit den
cAMP-hydrolysierenden Phosphodiesterasen in einem makromolekularen Komplex stellt
die zeitliche Regulation des cCAMP Signals dar. Zudem wird die rdumliche und zeitliche
Koordination des PKA/AKAP450 Komplexes phosphorylierungsabhéngig reguliert. Am
Anfang der Mitose phosphoryliert die CDK1/Cyc B die hRIla an Threonin 54, wodurch
eine Dissoziation vom AKAP450 beginstigt wird (Carlson et al., 2001; Keryer et al.,
1998). Die genaue Aufgabe der AKAP Komplexe am Zentrosom ist nicht vollstandig
geklart. Das Entfernen des endogenen AKAP450 und somit der mit ihm assoziierten
Proteine vom Zentrosom durch Uberexpression der PACT-Domane fiihrt zu einem
Stillstand des Zellzyklus, zu einer beeintrachtigten Zytokinese und zur
Zentriolenduplikation (Keryer et al., 2003).

Ein weiteres Beispiel fir einen makromolekularen Proteinkomplex ist das
muskelselektive AKAP (mAKAP). Dieses verankert die PKA und die PDE4D3 an der
perinukledren Membran in Myozyten (Dodge et al., 2001). Eine hormoninduzierte
Erhohung des intrazellularen cAMP Spiegels fuhrt zur Aktivierung des verankerten PKA
Holoenzyms. Die Phosphorylierung der PDE an Serin 54 durch die PKA-C fihrt, im
Gegensatz dazu, zu einer hoheren Hydrolyseaktivitat, wodurch der cAMP Spiegel wieder
gesenkt wird. Somit koordiniert das mAKAP eine negative Rickkopplung von
PKA/PDE4D3 (Dodge-Kafka et al., 2006). Zudem dient die PDE als Adapter fur EPAC1
(exchange protein activated by cAMP) und ERKS5 (extracellular signal regulated kinase
5) (Dodge-Kafka et al., 2005). Eine Phosphorylierung der PDE4D3 durch ERKS5 wirkt
inhibitorisch auf die Phosphodiesteraseaktivitat (Dodge-Kafka et al., 2005; Hoffmann et
al., 1999). Eine dadurch erhdhte cAMP-Konzentration fuhrt zur Aktivierung von EPAC1,
das wiederum die kleine Ras-dhnliche GTPase Rapl aktiviert. Rapl inhibiert MEKS,
wodurch ERKS5 nicht aktiviert werden kann und die Inhibition der PDE4D3 aufgehoben
wird (Dodge-Kafka et al., 2005). Somit integriert das mAKAP zwei cCAMP-Signalwege
in Form der PKA und EPAC mit Wachstumsfaktor-Signalwegen.

Durch Signalintegration verschiedener Komponenten, die direkt oder indirekt auf cCAMP
reagieren, und durch rdumliche/zeitliche Koordination, wird ein hohes Mal} an Spezifitat
und Selektivitat in der cAMP-Signaltranduktion erreicht.
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2. Aufgabenstellung

Die cAMP-abhangige Proteinkinase wird seit (ber 40 Jahren intensiv untersucht.
Trotzdem sind grundlegende Mechanismen der dynamischen Regulation der Isoformen
und Holoenzyme, sowie deren Verankerung durch A-Kinase Ankerproteine nicht genau
bekannt. So unterscheiden sich die einzelnen Holoenzyme in der Komplexbildung sowie
der Aktivierung durch cAMP deutlich. Das Typ-1 Holoenzym ist, im Gegensatz zum
Typ-Il, durch cAMP alleine nicht vollstdndig dissoziierbar. Erst die Gegenwart von
Substrat fuhrt zu einer Destabilisierung des Holoenzyms, wodurch ein hoherer
Dissoziationsgrad erreicht wird. Substrate bewirken zudem, dass das Typ-la Holoenzym
leichter aktiviert, was durch eine kleinere apparente Aktivierungskonstante fir cAMP
(Kact) gekennzeichnet ist. Da ein GroRteil der in der Literatur beschriebenen Methoden
zur Bestimmung von Aktivierungskonstanten auf der Phosphotransferaseaktivitat
beruhen, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine davon unabhéngige Analysemethode
entwickelt werden. Diese sollte zur Aufklarung der molekularen Grundlage fir die
Unterschiede in der Dynamik des Typ-la versus des Typ-lla Holoenzyms eingesetzt
werden, speziell im Hinblick auf den Einfluss von Substrat(en) auf die apparenten
Aktivierungskonstanten. Weitere Fragestellungen waren dabei insbesondere: 1.) Welche
Bedeutung hat die Autoinhibitionsdomane verschiedener R Untereinheiten im Hinblick
auf die Interaktion mit der C Untereinheit oder auf die Aktivierung der entsprechenden
Holoenzyme? 2.) Inwiefern spielt die Autophosphorylierung der Typ-11 R Untereinheiten
in und auf3erhalb der Autoinhibitionsdoméne eine Rolle fur die Holoenzymdynamik? 3.)
Hat der Phosphostatus der R Untereinheit, z.B. durch Autophosphorylierung, einen
Einfluss auf die Interaktion mit A-Kinase Ankerproteinen?

Zur Beantwortung dieser Fragen sollten gerichtete Mutagenesen und Protein/Protein
Interaktionsstudien in vitro (Oberflachen Plasmon Resonanz, SPR) und in lebenden
Zellen (Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer, BRET) dienen.

Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit sollen einen Einblick in die Dynamik und die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Feinregulation unterschiedlicher PKA
Holoenzyme geben und zu einem besseren Verstdndnis ihrer Regulation durch cAMP

beitragen.
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3. Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Standardchemikalien wurden, soweit nicht anders
angegeben, von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim; Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe; Fluka Chemie GmbH, Buchs; AppliChem GmbH, Darmstadt; Merck KGaA,
Darmstadt; Sigma Chemie, Deisenhofen; PAA Laboratories GmbH, Colbe und Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg bezogen.

Alle selbst hergestellten Losungen und Puffer wurden vor Gebrauch autoklaviert (20 min
bei 121 °C) oder sterilfiltriert (0,2 pm PorengrofRe).

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Amplifizierung und Praparation rekombinanter Plasmid-DNA ausE. coli

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde zun&chst 5 ng DNA in elektokompetente
E. coli ToplO (Invitrogen) transformiert und die Bakterien anschlieBend auf LB-
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. Nach einer ber Nacht
Inkubation bei 37 °C wurde eine Kolonie zur Inokulation einer LB-Flussigkultur (mit
Antibiotikum) verwendet und diese fir 14-16 Stunden bei 37 C geschittelt (200 Upm).
Fur Plasmidpraparationen im kleinen MaRstab wurden 5-7 ml Kulturen angeimpft und die
DNA mit dem E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit | (OMEGA bio-tek) nach Angaben des
Herstellers gereinigt. Zur Gewinnung gréRerer Mengen von Plasmid-DNA wurden 50 ml
LB-Fliissigkulturen angeimpft und die DNA mit dem PureYield™ Plasmid Midiprep
System (Promega) gereinigt.

Die Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA erfolgte spektrophotometrisch
(Lambda Bio, UV-VIS Spektrophotometer, Perkin Elmer), indem die Extinktion bei einer
Wellenldange von 260 nm gemessen wurde. Mit dem erhaltenen Wert und der unten
angegebenen Formel konnte die Konzentration berechnet werden.

DNA-Konzentration (ug/ml) = OD2gonm - 50 pg/ml (dsDNA) - Verdiinnungsfaktor

3.1.2 Restriktionsspaltung, Modifikation und Ligation von DNA

Die  Restriktionsspaltung  von  Plasmid-DNA  erfolgte  ausschlielich ~ mit
Restriktionsenzymen von MBI Fermentas. Dabei wurden die Reaktionen unter den vom

Hersteller angegebenen optimalen Puffer- und Inkubationsbedingungen durchgeftihrt.
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Fur Testrestriktionen im kleinen Mal3stab (15 il Endvolumen) wurden 0,5 pg Plasmid-
DNA mit 0,5 pl des jeweiligen Restriktionsenzyms versetzt, 1,5 ul 10x Puffer zugegeben
und mit HyOpigest auf 15 pl aufgefillt. Nach einer Inkubation fur 1-2 Stunden bei 37 °C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 ul 6x DNA-Ladepuffer (MBI Fermentas)
gestoppt. Die Auftrennung der linearisierten Plasmid-DNA erfolgte mittels Agarose-
Gelelektrophorese.

Sollten DNA-Fragmente aus einem Agarosegel extrahiert und anschlieBend fir
Klonierungen verwendet werden, wurden Restriktionsspaltungen von 3-5 g DNA in 30-
50 ul Reaktionsansatzen durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Inkubation fur mindestens 3
Stunden (oder tber Nacht) bei 37 °C.

Zur Vermeidung der Religation wurden die 5-Enden von linearisierten Vektoren
dephosporyliert. Zu diesem Zweck wurde die alkalische Phosphatase CIAP (calf intestine
alkaline phosphatase, MBI Fermentas) verwendet. Die Reaktionen wurden fur 1-2
Stunden bei 37 °C nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Entfernen der
Phosphatase erfolgte entweder durch Agarose-Gelelektrophorese und anschlieRender
Extraktion der DNA-Fragmente oder unter Verwendung des ,Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up Systems* (Promega).

Fur blunt end Klonierungen konnen linearisierte DNA-Fragmente mit einem 5¢-Uberhang
durch Klenow Fragment (MBI Fermentas) in Gegenwart von dNTPs aufgefullt werden.
In einem typischen Ansatz wurde 1-2 g geschnittene DNA mit 0,5 ul Klenow
Fragement (5 U) und dNTPs (50 uM) (in entsprechendem Puffer) versetzt und fir 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch Erhitzen
(75 °C fiir 10 min).

Die Ligation von geschnittener Vektor-DNA mit dem zu klonierenden DNA-Fragment
erfolgte durch die T4 DNA-Ligase (MBI Fermentas) fur 2-4 Stunden bei RT oder tber
Nacht bei 16 °C. Ublicherweise wurde ein molares Verhaltnis von Vektor zu Insert von
1:5 eingesetzt. Ein typischer Ligationsansatz, mit einem Endvolumen von 10 pl, enthielt
30 ng Vektor-DNA, x ul Insert, 1 ul T4 DNA-Ligase und 1 ul Ligasepuffer (2,5 U) (MBI
Fermentas). 1-2 ul der Ligationsansatze wurden in E. coli Top10 transformiert, selektiert
und wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben amplifiziert. Jede Klonierung wurde durch
Restriktionsanalyse und Sequenzierung verifiziert. Alle Sequenzierungen wurden von der
Firma AGOWA in Berlin durchgefuhrt.
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3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese und Extraktion von DNA aus Agar osegelen

Die Agarose-Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von linearisierter DNA nach
ihrer GroRe in einem elektrischen Feld. Sie wurde zur Analyse von
Restriktionsspaltungen und der Trennung von DNA-Fragmenten zur anschlieRenden
Extraktion bei Klonierungen eingesetzt. Im allgemeinen wurden 0,8-2% (w/v)
Agarosegele verwendet. Die entsprechende Menge Agarose (peQLAB) wurde in 1x
TAE-Puffer (40 mM Tris/HCI , 20 mM Essigsaure, 2 mM EDTA, pH 8,5) durch Kochen
in einem Mikrowellenherd geldst und in eine Gelkammer (Febikon) gegossen. Nach dem
Ausharten der Agarose wurden die Kdmme entfernt, das Gel in der Gelkammer mit 1x TAE-
Laufpuffer bedeckt und die mit 6x DNA-Ladeenpuffer (MBI Fermentas) versetzten DNA-
Proben in die Probentaschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von
10 V/cm Gellénge fur 1 Stunde durchgefihrt. Die Anfarbung der DNA-Fragmente erfolgte
durch Inkubation (10-30 min) in einem Ethidiumbromid-Farbebad (1 pg pro ml in 1x
TAE).

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde Ethidiumbromid direkt zu
der aufgekochten Agarose gegeben (1 ug pro ml). Nach der Elektrophorese wurde die
gewilinschte DNA-Bande mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit
dem Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) nach Angaben des

Herstellers gereinigt.

3.1.4 Polymerase-K ettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine molekularbiologische Standardmethode zur
Amplifizierung von DNA in kurzer Zeit. Das zu amplifizierende DNA-Fragment wird
von Primern flankiert, die zur Template-DNA komplementéar sind und spezifisch an diese
hybridisieren. Auf eine Denaturierung und die Hybridisierung der Oligonukleotide folgt
die Synthesereaktion, in der die DNA-Polymerase ausgehend von den 3"OH-Enden der
Primer die DNA-Strange verlangert. Der Zyklus aus Denaturieren, Primerhybridisierung
und DNA-Synthese wird > 30 mal durchlaufen, wobei jeder neu synthetisierte Strang im
folgenden Zyklus als Template dienen kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR
eingesetzt, um DNA-Sequenzen fiir eine nachfolgende Klonierung zu amplifizieren, oder
um gerichtete Mutationen einzufiihren. Fir Klonierungen wurden die als Primer
fungierenden Oligonukleotide mit passenden Restriktionsschnittstellen synthetisiert, die
eine Klonierung des erhaltenen PCR-Produktes nach einer Restriktionsspaltung erlaubten.

Als DNA-Polymerase wurde hauptsachlich die Pfu-Polymerase (MBI Fermentas)
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eingesetzt, die aufgrund ihrer 3’-5’ Exonukleaseaktivitat eine geringere Fehlerrate beim

Baseneinbau als die Tag-Polymerase besitzt. Ublicherweise enthielt ein Ansatzt folgende

Komponenten:

1-5ng Template-DNA

5pl 10x Pfu-Puffer mit MgSO,
10 pmol des jeweiligen Primers

0,5 mM dNTPs

1ul(2,5V) Pfu-Polymerse

Aufgefillt auf 50 pl mit sterilem Aqua bidest

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Tpersonal Thermocycler von Biometra®
durchgefuhrt. Im ersten Schritt erfolgte die initiale Denaturierung der DNA (1 min bei
96 °C). AnschlieRBend folgten 30-38 Zyklen nach dem folgenden Schema:

96 °C 30 Sekunden
X °C 30 Sekunden
72°C 2 Minuten/kb PlasmidgroRe

Zuletzt folgte eine finale Elongation bei 72°C fur 7 Minuten. Das PCR-Programm wurde
entsprechend der Schmelztemperatur (T,) der verwendeten Primer und der zu
amplifizierenden DNA-Fragmentlange variiert. Da die Pfu-Polymerase ca. 500 bp pro
Minute amplifiziert, errechnete sich die Elongationszeit durch 2 Minuten pro kb
Plasmidlange. AnschlieBend wurden alle PCR-Produkte einer Extraktion aus
Agarosegelen unterzogen (3.1.3).

3.1.5 Gerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA

Die gerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA wurde mit dem Ste-directed Mutagenesis
Kit (Stratagene) durchgefuhrt. Die Methode ermdglicht das Einfligen von
Punktmutationen in doppelstrangige Plasmid-DNA, die das zu untersuchende Gen tréagt.
Dies geschieht mit Hilfe von zwei zueinander komplementéren synthetischen
Oligonukleotiden, welche die gewinschte Mutation enthalten. Dabei wird durch eine
Polymerase-Kettenreaktion das komplette Plasmid repliziert. Fir gerichtete Mutagenesen
wurde ausschlielflich die Pfu-Polymerase verwendet. Ein typischer Ansatz enthielt
folgende Komponenten:

30-50 ng Plasmid-DNA

5pl 10x Pfu-Puffer mit MgSO,
10 pmol des jeweiligen Primers

2,5 mM dNTPs

1ul(2,5UV) Pfu-Polymerse

Aufgefillt auf 50 pl mit sterilem Aqua bidest
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Generelle Parameter fiir die anschlieBende PCR waren wie folgt:

96 °C 5 Minuten

96 °C 30 Sekunden

x °C 1 Minute 18 Zyklen
72°C 2 Minuten/kb Plasmidgréie

72°C 20 Minuten

10 °C Pause

Die Temperatur zur Hybridisierung (annealing) der Primer richtete sich nach der
berechneten Schmelztemperatur (Ty,). Nach der PCR-Reaktion wurden die Ansatze mit 1
ul Dpnl (MBI Fermentas) versetzt und fur mindestens 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Dieses Enzym besitzt die Erkennungssequenz 5-GM™ATC-3' und ist spezifisch fiir
methylierte und hemimethylierte DNA. Dadurch wird die parentale Template-DNA
mehrfach gespalten, die neu synthetisierten Plasmide allerdings nicht. AnschlieRend
erfolgte die chemische Transformation von 2-5 pl der Probe in NovaBlue GigaSingles™
Zellen nach Anleitung des Herstellers. Nach Amplifikation der Plasmid-DNA wurde

diese einer Restriktionsanalyse unterzogen und sequenziert.
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3.1.6 Klonierung pro- und eukaryontischer Expressionsvektoren

Nachfolgend gelistet sind die in dieser Arbeit verwendeten Expressionsvektoren und ihre

Beschreibung, sowie die

Oligonukleotide.

zur  Herstellung

und Sequenzierung verwendeten

Tab. 3.1.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten prokaryontischen Expressionsvektoren.

Konstruktbezeichnung

Klonierung / Bemerkung

pHis5BA Dr. Harald Seitz, MPI fir molekulare Genetik (Berlin)
pRSET, Invitrogen

pGEX-KG Addgene

pHis5BA-hCa Nrul / Hindlll, hCa aus pRSET,-hCa

pRSET,-hCa Dr. M. Diskar

pRSETy-hRla Labor Prof. Dr. K. Tasken (Oslo, Norwegen)
pRSET,-hRIla Labor Prof. Dr. K. Tasken (Oslo, Norwegen)

PRSET,-hRIla S99A

pRSET,-hRIla S99D

Diskar et al., 2007

PRSET,-hRIla S58A

pRSET,-hRIla S58E

PRSET,-hRIla S58A/S99A

PRSET,-hRIla S58E/S99D

PRSET,-hRIla S58A/S99D

PRSET,-hRIla S58E/S99A

PRSET,-hRIla T54A

PRSET,-hRIla T54E

PRSETy-hRIla T54D

PRSET-hRIla T54A/S58A

PRSET,-hRIla T54D/S58E

PRSET,-hRIla T54E/S58A

PRSET,-hRIla T54D/S58A

Gerichtete Mutagenese der entsprechenden Kodons

PRSET,-hRIIB

Ndel / EcoRI
cDNA-Klon von ORIGENE (Cat. No.: TC125501)

pGEX-KG-hRIla 1-44

Ndel / HindllI

pGEX-KG-hRIla 1-72

Ndel / HindllI

pGEX-KG-hRIla 1-87

Ndel / HindllI

pGEX-KG-AKAP450 N-term.

pGEX-KG-AKAP450 C-term.

pGEX-KG-AKAP149 Fragment

Labor Prof. Dr. K. Tasken (Oslo, Norwegen)

pGEX-KG-hPinl

Ndel / HindllIl,
hPinl amplifiziert aus einer humanen cDNA-Bank
Human Fetal Brain Matchmaker cDNA Library

(Clonetech)
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Tab. 3.1.2: Liste der in dieser Arbeit verwendeten eukaryontischen Expressionsvektoren.

Konstruktbezeichnung

Klonierungsstrategie / Bemerkung

pGFP’-Vektoren

pRLuc-Vektoren

Packard Bioscience

pGFP%-C2-hCa

Prinz et al., 2006

pRLuc-N2-hRla

pRLuc-N2-hRIla

Prinz et al., 2006

pRLuc-N2-hRIla S99A

pRLuc-N2-hRlla S99D

Diskar et al., 2007

pRLuc-N2-hRIla S58A

pRLuc-N2-hRIla S58E

pRLuc-N2-hRIla S58A/S99A

pRLuc-N2-hRIla S58E/S99D

pRLuc-N2-hRlla S58A/S99D

pRLuc-N2-hRIla S58E/S99A

Gerichtete Mutagenese der entsprechenden Kodons

pGFP2-N2-hRIla

Dr. M. Diskar

pGFP%-N2-hRllo S58A

pGFP%-N2-hRlla S58E

Gerichtete Mutagenese des entsprechenden Kodons

pRLuc-N3-llala

Ligation zweier Fragmente gleichzeitig,
Xhol / blunt / HindllI

pGFP?-N1-hPinl

EcoRI / HindllI

pRIuc-N3-hPinl

Bglll / Hindlll, hPin1 aus pGFP*-N1-hPin1l
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Tab. 9.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide zur Amplifikation von DNA-
Fragmenten, gerichteter Mutagenesen oder Sequenzierungen. Alle Oligonukleotide wurden von
Eurofins MWG Operon (Ebersbach) synthetisiert.

Bezeichnung

Sequenz (5° — 39)

hRIIBNdel(f)

CATATGAGCATCGAGATCCCG

hRIIBEcoRI(r)

GAATTCTCATGCAGTGGGTTCAACAATATCC

hRI1aS58A(f) CACGCCAGGCTCTGGGCCAC
hRI1aS58A(r) GTGGCCCAGAGCCTGGCGTG
hRI1aS58E(f) CACGCCAGGAGCTGGGCCAC
hRI1aS58E(r) GTGGCCCAGCTCCTGGCGTG

hRIIaT54A(f) CCCGCCGCCGCCCCACGCCAG
hRIIaT54A(r) CTGGCGTGGGCCGGCGCCGGG
hRIIaT54E(f) CCCGCCGCCGAGCCACGCCAG
hRIaT54E(r) CTGGCGTGGCTCGGCGCCGGG
hRI1aT54D(f) CCCGCCGCCGACCCACGCCAG
hRI1aT54D(r) CTGGCGTGGGTCCCACGCCAG
hRI1laNdel(f) GAAGAGCATATGAGCCACATCCAGATC

hRIla-44 Hindl11()

GTAAGCTTCTAGGCGCGGGCCTCGCG

hRIla-72 Hindl11()

GTAAGCTTCTAGTCGGCGACACGGTC

hRI1a-87 HindllI()

GTAAGCTTCTAAACTTCCAAGTCCTC

hRIlaXhol(f)

ATACTCGAGATGAGCCACATCCAGATCCC

hRIl1a-88blunt(r)

AACTTCCAAGTCCTCGTCCTCCTCCGAC

hR1089-blunt (f)

CCAGTGGTTAAAGGTAGGAGGCGACGAG

hRIaHindlll r

TATAAGCTTGACAGACAGTGACACAAAACTG

hPin1Ndel(f)

GTCATATGGCGGACGAGGAGAAGCTGC

hPin1HindllI(r)

GTAAGCTTTCACTCAGTGCGGAGGATGATGTGG

hPin1EcoRI(f)

GTGAATTCATGGCGGACGAGGAGAAGCTG

hPin1HindllI(r)

GTAAGCTTCTCAGTGCGGAGGATGATGTGG

Sequenzierprimer
pRLuc-N(f)
pRLuc-N(r)

GTCAGATCCGCTAGCGCTACC
GTGATCATCCTCTTCCTCTGC
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3.2 Expression rekombinanter Proteinein E. coli
Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Proteine wurden ausschlie3lich in E.
coli exprimiert. Die Transformation der verwendeten Expressionsplasmide erfolgte durch
Elektroporation von ~ 5 ng Plasmid-DNA in elektrokompetente Zellen. Aliquots dieser
Ansatze wurden auf LB-Agarplatten, die das entsprechend bendtige Antibiotikum
enthielten, ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Diese Standardprozedur

wurde fur alle verwendeten Plasmide zur Retransformation angewendet wurde.

3.21 Expression der PKA R Untereinheiten

Die cDNA aller humanen R Untereinheiten der PKA (hRla, I3, Hla und 113) lagen in dem
Vektor pRSET, (Invitrogen) vor, der eine Ampizillin-Resistenzkassette (Amp') enthalt.
Die hRIIB wurde im Rahmen dieser Arbeit Kkloniert. Aufgrund der angewendeten
Klonierungsstrategie, enthielt keines der resultierenden Proteine einen Fusionsanteil. Die
Expression der Proteine erfolgte in E. coli BL21(DE3) (Novagen, Merck). Nach
Transfomation der Plasmid-DNA und Selektion auf Amp-haltigen (100 pg/ml)
Agarplatten wurde 1 L LB-Flissigmedium mit einer Kolonie inokuliert und fir ca. 6
Stunden bei 37 °C und 140 Upm inkubiert. Kurz vor Erreichen einer optischen Dichte
(OD 600nm) von 0,5-0,6 wurden die Kolben fiir ca. 30 Minuten bei RT weitergeschttelt
und anschliefend die Expression durch Zugabe von IPTG (0,4 mM Endkonzentration)
induziert. Die Proteinexpression erfolgte bei RT tber Nacht. Am folgenden Tag wurden
die Bakterien durch Zentrifugation geerntet (~ 4200 Upm, 30 min, Beckmann J6-HC)
und das Bakterienpellet bei -20 °C gelagert.

3.2.2 Expression der humanen PKA-Ca

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die humane Ca Untereinheit der cAMP-abhéngigen
Proteinkinase sowohl als Hisg-Fusionsprotein als auch ohne tag verwendet.

Zur Expression ohne Fusion befand sich die cDNA der hCa in dem Vektor pRSET,
(Invitrogen) und zur Expression mit einem Hisg-tag wurde das Plasmid pHisSBA-hCa
verwendet.  Beide  Plasmide  enthalten eine  Ampizillin-Resistenz.  Die
Expressionsbedingungen der Proteine waren identisch mit denen der R Untereinheiten
(siehe 3.2.1).
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3.2.3 Expression von GST-Fusionsproteinen

Die verwendeten GST-Fusionskonstrukte lagen in dem Vektor pGEX-KG (Amp") (Guan
and Dixon, 1991) oder in dem Vektor pGEX-4T3 (GE Healthcare) vor. Beide Vektoren
enthalten die fur eine Thrombin-Schnittstelle kodierende Sequenz, die es ermdglicht, den
GST-tag nach Expression spezifisch abzuspalten. Nach der wie in Abschnitt 3.2.1
beschriebenen Transformation in elektrokompetente E. coli BL21(DE3) und Selektion
auf 100 pg/ml Ampizillin enthaltenden Agarplatten, wurde 10 ml LB-Flissigmedium
(mit Amp) mit einer Kolonie angeimpft und tber Nacht bei 37 °C inkubiert (200 Upm).
Mit dieser Vorkultur erfolgte eine Inokulation von 1 L LB-Medium (100 pg/ml Amp)
und eine weitere Inkubation fir ein bis zwei Stunden bei 37 °C auf einem Schuttler (140
Upm). Die Expression wurde bei RT fiir 3-4 Stunden durchgefiihrt und durch Zugabe von
400 uM IPTG induziert. Nach Ernte der Bakterien (4200 Upm, 30 min, Beckmann J6-
HC) wurde das Pellet bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.3 Protan-biochemische M ethoden

3.3.1 Reinigungder R Untereinheiten der PKA

Die Reinigung aller humanen R Untereinheiten erfolgte mittels einer modifizierten
CAMP-Affinitatschromatographie (Bertinetti et al., 2009). Bei dieser Methode wird die
spezifische Bindung der R Untereinheiten der PKA an cAMP ausgenutzt. Als
immobilisierter Interaktionspartner diente das modifizierte cAMP Sp-8-AEA-CAMPS
Agarose. Dabei ist an der Position 8 des Adeninrings ein Amino-Ethyl-Amino Linker zur
kovalenten Kopplung angebracht und zudem ist das axiale exozyklische Sauerstoffatom
(Sp) durch ein Schwefelatom ersetzt. Alle Substanzen, die zur Reinigung notwendig
waren (Sp-8-AEA-CAMPS Agarose, cGMP), wurden von der Firma Biolog LSI, Bremen,
bezogen.

Bei einer Proteinreinigung wurden ausschlieBlich vorgekihlte Puffer verwendet und alle
Zentrifugations- und Inkubationschritte bei 4 °C durchgefiihrt. Im Folgenden sind die
einzelnen Schritte einer Reinigung im Suspensionsverfahren aufgefihrt.

Das Bakterienpellet aus einer 1 L ber Nacht Expression wurde in 17 ml Lysepuffer mit
Proteaseinhibitoren (Sigma-Aldrich) resuspendiert und anschlieBend mit einer
vorgekihlten French Press (Thermo IEC) aufgeschlossen (drei Zyklen bei ~ 1000 psi).
Das Rohlysat wurde anschlieBend fiir 25 Minuten mit 27000 x g zentrifugiert (Sorvall
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RC53, Rotor SS34). Wéhrenddessen erfolgte die Equilibrierung der Sp-8-AEA-CAMPS
Agarose (150 pl einer 50 %igen Suspension) in einem 15 ml Reaktionsgefal} durch
dreimaliges Waschen mit Lysepuffer (500 x g, 2 min, 4 °C). Der losliche Uberstand nach
Lyse der Bakterien wurde anschlieBend mit der equilibrierten Affinitatsmatrix tber Nacht
bei 4 °C auf einem Uber Kopf Roller inkubiert. Am folgenden Tag erfolgte das
finfmalige Waschen (je ~ 15 ml) der Agarose (500 x g, 2 min, 4 °C). Die Elution erfolgte
in der Regel schrittweise durch Zugabe eines 20 mM cGMP-haltigem Puffers in einem
1,5 ml Reaktionsgefal? fir ca.15-20 Minuten bei 4 °C. Alle Elutionsfraktion wurden
anschlieBend vereinigt und einem Pufferaustausch unterzogen. Der Austausch erfolgte, je
nach Elutionsvolumen, mit NAP10 oder PD10 Sdulen (GE Healthcare) nach Angebe des
Herstellers. Anschlielend folgte eine extensive Dialyse in Schlduchen mit einem
Molekulargewicht-cut off von < 15 kDa (Roth). Es wurde zweimal fiir jeweils mindestens
eine Stunde gegen 1 Liter und Uber Nach gegen 2 Liter dialysiert. Die Lagerung der
gereinigten Proteine erfolgte in Aliquots bei -20 °C.

Lysepuffer Woasch-, Dyalyse- und Lagerungspuffer
20 mM MOPS (pH 7,0) 20 mM MOPS (pH 7,0)

150 mM NaCl 150 mM NacCl

4 mM [3-Mercaptoethanol 4 mM B-Mercaptoethanol

Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma-Aldrich, P8465)

Elutionspuffer
20 mM MOPS (pH 7,0)
150 mM NaCl

4 mM [3-Mercaptoethanol
20 mM cGMP
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3.3.2 Renigungder Hiss-hCa

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hisge-hCa mehrfach gereinigt. Als Affinitatsmatrices
dienten Ni**-NTA (Quiagen) oder Co?*-NTA Agarose (Clonetech).

Die Resuspension der Bakterienpellets (1 L tber Nacht Kultur), Lyse mittels French
Press und Zentrifugation verliefen wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben. Der l6sliche
Uberstand wurde fiur 2 Stunden mit 200 ul (50 % Suspension) der equilibrierten
Affinitatsmatrix bei 4 °C auf einem uber Kopf Roller inkubiert. Anschlielend folgten
zwei Waschschritte mit je 15 ml Lysepuffer und drei weitere mit dem gleichen Volumen
an Waschpuffer. Nach Uberflihrung der Agarose in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR folgte die
Elution durch Kompetition mit 250 mM Imidazol (Elutionspuffer) in mehreren Schritten.
Zum Austausch des Elutionspuffer gegen Lagerungspuffer wurden auch hier NAP10 oder
PD10 Entsalzungssaulen verwendet. Die C Untereinheit der PKA wurde auf Eis gelagert.

Lysepuffer Waschpuffer

50 mM NaH,PO, (pH 8,0) 50 mM NaH,PO, (pH 8,0)
300 mM NacCl 300 mM NacCl

10 mM Imidazol 20 mM Imidazol

Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma-Aldrich, P8849)

Elutionspuffer Gelfiltrations- und Lagerungspuffer
50 mM NaH,PO, (pH 8,0) 20 mM MOPS (pH 7,0)

150 mM NaCl 150 mM NacCl

250 mM Imidazol 4 mM B-Mercaptoethanol

3.3.3 PKI(5-24) Affinitatschromatographie

Die PKI(5-24) Affinitatschromatographie ermdglicht eine schnelle und spezifische
Reinigung aktiver und Fusionsanteil freier PKA-C (Olsen and Uhler, 1989). Dabei wird
ein Peptid, das den Aminosduren 5-24 des hitzestabilen Proteinkinase-Inhibitors
entspricht, kovalent an Agarose gekoppelt als Affinitatsmatrix verwendet.

Das Bakterienpellet wurde in 17 ml TMN50 resuspendiert, lysiert (French Press) und
anschlieRend zentrifugiert (25 min, 27000 x g, 4 °C). Der I6sliche Uberstand wurde auf
1 mM ATP eingestellt und mit 200 pl in TMN50 equilibrierter PKI1(5-24) Agarose fiir 1-2
Stunden bei 4 °C auf einem tber Kopf Roller inkubiert. Das Waschen erfolgte zweimal
mit TMN50 und dreimal mit TMN250 (jeweils 15 ml), wobei beide Puffer vorher auf

400 M ATP eingestellt worden waren. Die Elution wurde in bis zu zehn 0,5 ml Schritten
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durchgefuhrt. Fur die weitere Verwendung der C Untereinheit erfolgte ein

Pufferaustausch gegen Lagerungspuffer (PD10 Entsalzungsséulen).

TMN50 TMN250

50 mM Tris/HCI (pH 7,4) 50 mM Tris/HCI (pH 7,4)
50 mM NaCl 250 mM NacCl

2 mM MgCl, 2 mM MgCl,

4 mM [3-Mercaptoethanol 4 mM (-Mercaptoethanol

Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma-Aldrich, P8849)

Arqginin-Elutionspuffer Gelfiltrations- und Lagerungspuffer
50 mM Tris/HCI (pH 7,4) 20 mM MOPS (pH 7,0)

200 mM Arginin 150 mM NacCl

50 mM NaCl 4 mM B-Mercaptoethanol

1 mM EDTA

3.34 Renigungvon GST-Fusionsproteinen

Das Bakteriensediment (1 L ber Nacht Kultur) wurde in 17 ml kaltem Lysepuffer
aufgenommen, anschliefend mittels einer Frech Press lysiert (drei Zyklen mit ~ 1000
psi) und bei 27000 x g zentrifugiert (25 min bei 4 °C). Nach der Equilibrierung von
200 pl Glutathion-Agarose (75 % Suspension, Macherey-Nagel) wurde diese flr zwei
Stunden bei 4 °C mit dem Uberstand inkubiert. Es folgten funf Waschritte mit jeweils 15
ml PBS-Waschpuffer. Nach der Elution (1-2,5ml) wurden die vereinigten
Elutionsfraktionen einem Puffertausch gegen Lagerungspuffer unterzogen und bei -20 °C

gelagert.

PBS-Lysepuffer PBS-Waschpuffer

10 mM Na;HPO, (pH 7,4) 10 mM Na,HPO, (pH 7,4)
1,8 mM KH2PO4 1,8 mM KH2PO4

140 mM NaCl 140 mM NaCl

2,7 mM KCI 2,7 mM KCI

1 % Triton X-100 (optional)
Protease Inhibitor Cocktail
(Sigma-Aldrich, P8465)

Elutionspuffer Lagerungspuffer
50 mM Tris/HCI (pH 8,0) 20 mM MOPS (pH 7,0)
150 mM NaCl 150 mM NaCl

15 mM reduziertes Glutathion
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3.3.5 Thrombinspaltung von GST-Fusionsproteinen

Der in dieser Arbeit verwendete Vektor pGEX-KG kodiert, zwischen der cDNA fir GST
und der MCS (multiple cloning site), fur eine Thrombin-Schnittstelle (LVPRGS),
wodurch das spezifische Spalten des relativ grof’en GST-tags (26 kDa) ermdoglicht wird.
Das Anschneiden des tags erfolgte, wahrend das Fusionsprotein an der Glutathion-
Agarose gebunden war, d.h., ein Teil der mit GST-Fusionsprotein gesattigten Agarose
(bei einer Reinigung, nach den Waschschritten) wurde in 1 ml PBS mit Thrombin
(Sigma-Aldrich) tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die zugegebene Menge Thrombin,
richtete sich nach dem Volumen der Glutathion-Agarose. Zu 100 pl reiner Agarose
wurden 5 U Thrombin (Sigma Aldrich) zugegeben. Das Entfernen der Protease aus dem
Uberstand erfolgte durch eine 30 miniitige Inkubation mit p-Aminobenzamidin-Agarose
(Sigma-Aldrich) bei RT. Der Verlauf der Spaltung wurde durch SDS-PAGE (siehe 3.3.7)
Uberpruft.

3.3.6 GST pull-down

GST pull-down Experimente werden durchgefiihrt, um potentielle Interaktionspartner
eines bekannten Proteins (Kodderprotein) zu identifizieren oder um eine bekannte
Protein/Protein Interaktion zu verifizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht,
ob die an Serin 58 phosphorylierte hRIlla ein potentielles Motiv  flr
phosphorylierungsabhéngige Protein/Protein Interaktionen darstellt. Als Kéder diente das
Fusionsprotein aus GST und den Aminoséuren 1-87 der hRIla (GST-I1al1-87) sowohl in
phosphorylierter als auch in unphosphorylierter Form. Als Kontrolle wurden pull-down
Experimente mit GST allein unter identischen Bedingungen durchgefuhrt.

Der erste Schritt eines GST pull-down Experiments war die Immobilisierung des Kdder-
Proteins an Glutathion-Agarose. Dafur wurde jeweils 30 pg bereits gereinigtes GST und
GST-11a1-87 Fusionsprotein mit 50 pl Agarose (50 % Suspension) fur zwei Stunden bei
RT in einem 0,5 ml Reaktionsgefal? inkubiert. Parallel erfolgte in einem weiteren Ansatz
die Phosphorylierung des GST-1lal-87 durch Zugabe von 20pug hCa in
Phosphorylierungspuffer (1 mM ATP, 5mM MgCl,). Als Indiz fur eine erfolgreiche
Phosphorylierung war eine apparente Molekulargewichtserhéhung des GST-llal-87
Proteins in der SDS-PAGE zu beobachten. Anschlie3end erfolgten drei Waschschritte mit

jeweils 0,5 ml Immobilisierungspuffer und zwei mit HeLa-Lysepuffer. Die Sedimentation
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der Glutathion-Agarose zwischen den einzelnen Schritten wurde immer durch
Zentrifugation bei 14000 x g erreicht (1-2 min, 4 °C).

Fur ein pull-down Experiment parallel mit GST, phosphoryliertem und
unphosphoryliertem GST-l1a1-87 Protein wurden ~ 3,5 x 10" HelLa Zellen verwendet.
Diese wurden durch Zugabe von 3,5 ml HelLa-Lysepuffer und mit Ultraschall
aufgeschlossen (3 x 20 Pulse, 50 % Output, 50 % Zyklen). Anschlielend erfolgte die
Sedimentation der Zelltrimmer (14000 x g, 15 min, 4 °C). Vor der Inkubation der
Koderproteine mit dem léslichen Uberstand wurde dieser einer Vorreinigung (preclear)
mit 100 ul Glutathion-Agarose (50 % Suspension) unterzogen (2 Stunden, 4 °C),
anschlielend auf die drei Koderprotein Ansatze (GST, GST-11al1-87 und GST-11al-87
phosphoryliert) aufgeteilt und fir weitere 2 Stunden bei 4 °C inkubiert. Die Agarose aus
dem preclear und den drei pull-down Ansétzen wurde funf Mal mit jeweils 1 ml HeLa-
Lysepuffer gewaschen, in 35 pl 4x NuPage Probenpuffer (Invitrogen) aufgenommen und
far 10 Minuten auf 70 °C erhitzt. Die Auftrennung der Proben erfolgte unter Verwendung
von 4-12% Gradientengelen (Invitrogen) nach Angabe des Herstellers mit

anschlieBender Coomassie- oder Silberfarbung.

Immobilisierungspuffer Phosphorylierungspuffer
20 mM MOPS (pH 7,0) 20 mM MOPS (pH 7,0)
150 mM NacCl 150 mM NaCl
0,005 % (v/v) Tween 20 0,005 % (v/v) Tween 20
1 mM ATP
5 mM MgCl,

Hel a-Lysepuffer

50 mM Tris/HCI (pH 7,5)

200 mM NacCl

2 mM EDTA

0,5 % (v/v) NP-40

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tabletten (Roche)
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (Roche)

3.3.7 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels SDS-
PAGE (Laemmli, 1970) in Gelkammern der Firma Biorad (Mini-Protean 2 oder Tertra
Cell). Vor dem Auftragen wurden die Proteinproben mit 2x oder 5x SDS-Probenpuffer
(einschl. 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol) versetzt, 5 Minuten bei 105 °C denaturiert und
in der Regel auf ein 10 oder 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Trennung
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erfolgte bei konstant 200 V (Tetra Cell) oder bei 30 mA pro Gel (Mini-Protean 2) fiir ca.
eine Stunde.

2x SDS-Probenpuffer 5x SDS-Probenpuffer

20 mM Tris/HCI (pH 6,8) 100 mM Tris/HCI (pH 6,8)

10 % (w/v) SDS 25 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerol 20 % (v/v) Glycerol

0,01 % Bromphenolblau 0,05 % Bromphenolblau

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol 10 % (v/v) B-Mercaptoethanol

1x SDS-Laufpuffer

25 mM Tris/HCI (pH 8,3)
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

3.3.8 Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamidgelen
Nach der Elektophorese wurden SDS-Gele eine Minute in Aqua bidest in einer

Mikrowelle erhitzt und fiir 10 Minuten bei RT geschwenkt. Durch diese Prozedur wird
ein Grofteil des SDS aus dem Gel entfernt und dadurch die Hintergrund-Féarbung
verringert. Durch anschlielende Inkubation der Gele in Coomassie-Férbelosung (flr

mehrere Stunden) wurden die Proteinbanden sichtbar gemacht.

Coomassie-Farbelésung

0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
2 % Phosphorsaure
5 % Ammoniumsulfat

3.3.9 Silberfarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Silberfarbung ist eine besonders sensitive Methode zum Nachweis geringer
Proteinmengen in SDS-Polyacrylamidgelen. Sie beruht auf der Bindung von Silberionen
an  Aminosdureseitenketten (besonders an Thiol- und Carboxylgruppen) mit
anschlieBender Reduktion von metallischem Silber (Switzer et al., 1979).

Im Folgenden wird die Farbung eines SDS-Gels mit den entsprechenden Volumina der
jeweiligen Losung aufgeflhrt. Es ist darauf zu achten, immer Nitril-Handschuhe zu
tragen und keine metallischen Hilfsmittel zu verwenden. Zudem sollte nur Aqua bidest
fiir alle Lésungen verwendet werden.

Als erstes erfolgte eine Inkubation des SDS-Gels fur > 2 Stunden in 50 ml

Fixierungslosung auf einem Schwenker. Anschlielend wurde dreimal mit Waschldsung
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(je 50 ml) fur jeweils 20 Minuten gewaschen. Es folgte die Zugabe von Sensitizing-
Losung (50 ml, 2 min) und zwei kurze Waschschritte (1 min) mit Wasser. Die Farbung
erfolgte durch Zugabe von 50 ml gekihlter Féarbelésung und eine Inkubation fir 20
Minuten auf einem Schwenker. Danach wurde das Gel zweimal fiir 20-60 Sekunden in
Wasser geschwenkt und anschliefend 100 ml Entwickler zugegeben. Die Inkubationszeit
richtet sich dabei nach der erwinschten Farbungsintensitat (2-5 min). Die Reaktion
wurde durch direkte Zugabe von 50 ml Stopplésung und einer Inkubation fir 10 Minuten

beendet. Die Lagerung der so gefarbten SDS-Gele erfolgte in Aqua bidest.

Fixierlésung Waschlésung
50 % (v/v) Ethanol 20 % (v/v) Ethanol

12 % (v/v) Essigsaure
0,05 % (v/v) Formalin

Sensitizing-LOsung
0,02 % (W/V) Na,S,0;

Entwickler
6 % (W/V) Na,CO,

Férbeldsung

0,2 % (w/v) AgNO;
0,076 % (v/v) Formalin

Stoppldsung
12 % (v/v) Essigséaure

0,0004 % (W/V) Na28203
0,05 % (v/v) Formalin

3.3.10 Western Blot

Als Western Blot wird der Elektrotransfer von Proteinen aus einem SDS-Gel auf eine
PVDF- oder Nitrozellulosemembran, mit anschlieender Detektion durch spezifische
Antikdrper, bezeichnet. Der Transfer auf zuvor in Methanol equilibrierte (5 Min.) PVDF-
Membran (Roth) erfolgte in einer semi dry Blot Apparatur (peQLAB Biotechnologie
GmbH) fir 90 Minuten bei 1,5 mA pro cm? Das Gel und die Membran befanden sich
dabei jeweils zwischen drei Lagen Whatman Papier (Biometra), das zuvor in
Transferpuffer getrankt worden war. Nach dem Transfer folgte die Inkubation mit
Blocklosung (mindestens eine Stunde bei RT) und drei Waschschritte mit 1x TBS-T
(jeweils 10 min). Anschlielend wurde die Membran mit dem Primdrantikorper (gegen
das zu detektierende Protein), in geeigneter Verdinnung, fur eine Stunde bei RT oder
Uber Nacht bei 4 °C in 1x TBS-T und 1 % Magermilchpulver inkubiert. Danach folgten
drei Waschritte mit 1x TBS-T und die Inkubation mit dem entsprechenden Peroxidase-
gekoppelten  Sekundérantikdrper (eine Stunde bei RT). Nach drei weiteren
Waschschritten erfolgte die Detektion mit dem Western Lightning™ Chemilumineszenz-
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Reagenz (PerkinElmer) nach Angeben des Herstellers. Die Chemilumineszenz wurde
durch kurzes Auflegen (0,5 bis 5 min) eines Réntgenfilmes (Hyperfilm™ ECL,
Amersham Pharmacia), Entwicklung und Fixierung sichtbar gemacht. In Tabelle 3.3.1

sind die in dieser Arbeit verwendeten Primér- und Sekundarantikdérper aufgefuhrt.

Transferpuffer 10x TBS-T

25 mM Tris/HCI (pH 8,3) 200 mM Tris/HCI (pH 7,4)
192 mM Glycin 1,4 M NacCl

0,1 % (w/v) SDS 1 % (v/v) Tween 20

20 % (v/v) Methanol

Blocklésung

1x TBS-T
5 % (w/v) Magermilchpulver

Tab. 3.3.1: Fir Western Blot verwendete Primar- und Sekundarantikorper.

Anti-PKA« cat (C-20) IgG Kaninchen, polyklonal, 1:5000 verdlnnt, Santa
Cruz Biotechnology

Anti-Rlla IgG; Maus, monoklonal, 1:2000 verdiinnt,
BD Transduction Laboratories™

Ant-Renilla Luciferase IgG: Maus, monoklonal, 1:1000 verdiinnt,
USBIo, Biomol GmbH

Anti-phospho PKA Substrat IgG Kaninchen, monoklonal, 1:1000 verdiinnt, Cell
Signaling Technology

Anti-Maus HRP IgG Kaninchen, 1:4000 verdinnt,
Sigma Aldrich A 9044

Anti-Kaninchen HRP F(ab)2-Fragment Esel, 1:10000 verdinnt,

Amersham NA 9340 (GE Healthcare)

3.4 Phosphorylierung der humanen R Untereinheiten des Typs| |

3.4.1 Holoenzymbildung

Das Typ-I und Il Holoenzym wurde in einem 1:1,25 molaren Verhaltnis von C zu R
Untereinheit durch Inkubation fiir mindestens 30 Minuten bei RT gebildet. Die Bildung
des Typ-1 Holoenzyms erfolgte ausschlieRlich in Mg®*/ATP (5 mM MgCl,, 1 mM ATP)
haltigem Puffer (20 mM MOPS, 150 mM NacCl, 0,005 % Tween 20, pH 7,0) und die des
Typ-11 Holoenzyms erfolgte in An- und Abwesenheit der Kofaktoren.
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3.4.2 Autophosphorylierung der Typ-II R Untereinheiten durch die PKA-Ca

Die Autophosphorylierung der Typ-1I R Untereinheiten durch die PKA-Ca wurde auf
zwei Wegen durchgefuhrt. Zum einen erfolgte die Phosphorylierung der R Untereinheiten
durch Inkubation mit 50fach weniger (molares Verhaltnis) C Untereinheit fir 30-120
Minuten bei RT in 100 uM cAMP haltigem Phosphorylierungspuffer (20 mM MOPS,
150 mM NaCl, 4 mM [B-Mercaptoethanol, 1 mM ATP, 5 mM MgCl,, 100 uM cAMP,
pH 7,0). Zum anderen wurden 1:1 stéchiometrische Mengen R- und C-Untereinheit in
Anwesenheit von cAMP zusammengegeben und fur 30-120 Minuten bei RT inkubiert.

GroRere Mengen Phosphorylierte hRITa wurden erhalten, in dem bei einer Reinigung ein
Teil der Sp-8-AEA-CAMPS Agarose (80-100 pl, mit ~ 1 mg gebundener R Untereinheit)
mit hCa (500 ug oder 10 pg) in Phosphorylierungspuffer (ohne freies cAMP) fir
mindestens eine Stunde bei RT inkubiert wurde. AnschlieBend folgten flinf Waschschritte
(jeweils 1,5 ml), Elution durch cGMP, Gelfiltration und Dialyse wie in Abschnitt 3.3.1

beschrieben.

3.4.3 Phosphorylierung der hRIla durch CDK1/Cyclin B

Die humane R Untereinheit lla wird von CDK1/CyclinB an Threonin 54 phosphoryliert
(Keryer et al.,, 1998). Als Substrat fir die CDK1/Cyc B diente unphosphorylierte
rekombinante hRIla und durch die PKA-Ca an Serin 58 und 99 vorphosphorylierte
hRIIa(PP). In 70 ul Ansédtze wurde 0,5ug unphosphorylierte hRlla bzw. 0,5 pug
hRIIa(PP) mit jeweils 2,2 ug CDK1/Cyc B (Biaffin GmbH) in Anwesenheit von
y->*P-ATP gegeben und bei 30 °C inkubiert. Aus den Ansatzen wurden nach 30, 60 und
120 Minuten 22,5 pl entnommen, mit 7,5 pl 4x NuPAGE Probenpuffer versetzt und fur
10 Minuten erhitzt (70 °C). Zur Kontrolle erfolgte die Inkubation von 0,16 pug hRIla oder
hRIla(PP) mit 0,7 ug CDK1/Cyc B in Gegenwart des CDK1 Inhibitors Olomoucin
(100 uM) far 120 Minuten. Nach Auftrennung der Proben mit einem 4-12 %
Gradientengel (Invitrogen) wurde der 3’P-Einbau durch Autoradiographie sichtbar
gemacht.

CDK1/Cyc B Phosphorylierungspuffer

50 mM Tris/HCI (pH 7,5)
10 mM MgCl,
2mMDTT

1 mM EGTA

0,05 % Tween 20
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3.5 Dephosphorylierung der hRIla

Die zeitabhéngige Dephosphorylierung von 4 pug zweifach phosphorylierter hR11a(PP)
(an Serin58 und 99) durch 0,25 U Proteinphosphatase 1 (New England Biolabs), 1 U
PP2Ca (Biaffin GmbH) und 1000 U CIAP (Fermentas) wurde bei 30 °C durchgefihrt.
Aus jeweils einem 120 ul Ansatz wurde nach 5, 15, 30 und 60 Minuten 28 pl
abgenommen und die Reaktion durch Zugabe von 7 pl 5x SDS-Probenpuffer und
Erhitzen (5 min bei 105 °C) gestoppt. Als Kontrolle erfolgte die Inkubation von 1 pg
hRIIa(PP) in einem 28 pl Ansatz mit 0,06 U PP1, 0,25 U PP2Ca und 250 U CIAP in
Gegenwart von Phosphataseinhibitoren (10 mM Na-Orthovanadat oder 20 uM
Okadasaure) fir eine Stunde bei 30 °C. Die Proben wurden mit SDS-PAGE und
Coomassiefarbung des  Gels untersucht. Als  Nachweis einer erfolgten
Dephosphorylierung wurde die apparente Molekulargewichtsreduktion der hRIla von 53
auf 51 kDa herangezogen.

Die Dephosphorylierung von jeweils 1 pug der hRIla(PP) durch 0,5, 1 und 2 U PP2A
wurde fur 30 Minuten bei 30 °C durchgefuhrt.

Zur Untersuchung der Dephosphorylierung der hRIla im Holoenzymkomplex wurde das
Heterotetramer in Mg®*/ATP haltigem Puffer wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben gebildet.
Zu 6 pg hRIla wurde 4,45 ng hCa gegeben (entspricht einem molaren Verhéltnis R/C
von 1,25:1 und fir 30 Minuten bei RT inkubiert. Anschlielend wurde zu ein Sechstel des
Ansatzes 5x SDS-Probenpuffer gegeben, ein weiteres Sechstel wurde mit 0,06 U PP1 in
Anwesenheit von 10 mM Na-Orthovanadat versetzt und bei 30 °C fur 60 Minuten
inkubiert. Der Rest des Ansatzes wurde mit 0,25 U PP1 inkubiert und Proben nach 5, 15,
30 und 60 Minuten entnommen.

Die Bildung des Holoenzyms aus zweifach phosphorylierter hRI1a(PP) und hCa erfolgte
durch Inkubation der oben aufgefuhrten Mengen in An- und Abwesenheit von
Mg®*/ATP. Die Dephosphorylierung durch die Proteinphosphatase 1 wurde wie oben

beschrieben durchgefiihrt.

10x PP1 Puffer 10x PP2Ca /PP2A Puffer
10x Puffer (NEB) 100 mM Tris/HCI (pH 7,5)
10x MnCl, (NEB) 20 mM MgCl,

CIAP Puffer

10x Puffer (MBI Fermentas)
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Zusétzlich zu den Untersuchungen mit gereinigten Proteinphosphatasen wurde die
Dephosphorylierung rekombinanter hRIla in HelLa Zellen Lysat in Gegenwart
verschiedener Phosphataseinhibitoren untersucht. Dazu wurden 7 x 10° HeLa Zellen in
1 ml Lysepuffer resuspendiert und durch Ultraschall aufgeschlossen (3 x 20 Pulse, 50 %
Output, 50 % Zyklen). Der I6sliche Uberstand nach Sedimentation der Zelltriimmer
(14000 x g, 15 min, 4 °C) wurde verwendet. Zur Untersuchung der Dephosphorylierung
Uber die Zeit erfolgte die Inkubation von 0,75 ug hRIla(PP) mit 60 ul HeLa Lysat
Uberstand (220 pg Protein) in 1x PP2Ca/PP2A Puffer (mit 0,5 mM MnCl,) bei 30 °C. Es
wurden 28 ul nach 5, 15, 30, 60 und 120 Minuten entnommen, mit je 7 pul 5x SDS-
Probenpuffer versetzt und erhitzt. Ein Ansatz (0,18 ug hRIla(PP), 14 ul HeLa Lysat)
wurde als Kontrolle in Gegenwart der Phosphataseinhibitoren Na-Orthovanadat (10 mM),
Okadasaure (10 uM) und Tautomycetin (10 uM) fir 2 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die
Untersuchung der Proben erfolgte durch Western Blot-Analyse mit einem anti-Rlla
Antikorper (BD Biosciences). Zur Dephosphorylierung der hRIa(PP) in Anwesenheit
eines Phosphataseinhibitors wurden einzelne 28 ul Ansatze (0,17 ug hRIl1a(PP), 14 ul
Hela Lysat Uberstand) mit Na-Orthovanadat (10 mM), Okadasdure (10 uM),
Tautomycetin (10 pM) oder EDTA/EGTA (jeweils 5 mM) fir 2 Stunden bei 30 °C

inkubiert.

HelLa Lysepuffer

50 mM Tris/HCI (pH 7,5)

150 mM NaCl

0,5 % (v/v) NP-40

20 UM H89

1 mM PMSF

Complete EDTA Free Protease Inhibitor Tablette (ROCHE)

3.6 Biophysikalische Methoden

Mit den optischen Massendetektoren der Marke Biacore (Biacore, GE Healthcare) ist es
mdoglich, die Interaktion eines immobilisierten Molekdls (Ligand) mit einem sich in der
Flussphase befindenden Molekdl (Analyt) im Hinblick  auf  die
Geschwindigkeitskonstante fur die Assoziation (k,) und Dissoziation (kg) zu untersuchen
(Jason-Moller et al., 2006). Aus den beiden Geschwindigkeitskonstanten léasst sich die
apparente Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) berechnen (Kp=kg/k,). Bei einer

Bindung eines Analyten an einen Liganden &ndert sich der Brechungsindex nahe der
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Sensorchip-Oberflache. Das detektierte surface plasmon resonance (SPR) Signal ist
abhangig von dem Brechungsindex und wird in resonance units (RU) angegeben, wobei
1000 RU einer Oberflachenkonzentration von 1 ng/mm? entsprechen (Stenberg, 1991).

3.6.1 Bestimmung von Aktivierungskonstanten fir cAMP mittels SPR

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur Bestimmung von Aktivierungskonstanten
(CAMP) der PKA Holoenzyme mittels SPR beruht auf einem deutlichen
Signalunterschied bei Interaktion von freier Hisg-hCa an kovalent gekoppelte anti-penta-
His Antikorper (Qiagen) im Vergleich zum Heterotetramer (His-hCa: R Untereinheit).
Die Bildung des jeweiligen Holoenzyms erfolgte, indem Hisg-hCa und die jeweilige R
Untereinheit in einem 1:1,25 molaren Verhaltnis als zweifach konzentrierte Stockldsung
in Laufpuffer angesetzt und fur mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert wurde (Typ-la
10 nM; Typ-lla 10 nM; Typ-1aA99S 60 nM; Typ-11aS99A 20 nM). In der Zwischenzeit
wurden ebenfalls zweifach konzentrierte CAMP Verdlnnungsreihen, angefangen von 8
oder 32 uM, in 1:1 Schritten mit Laufpuffer (20 mM MOPS , 150 mM NacCl, 0,005 %
(v/v) Tween 20, 50 uM EDTA, pH 7,0 (+/- 1 mM ATP, 5 mM MgCl,)) in 96well-Platten
angefertigt. Fur die Messungen der Aktivierungskonstanten in Gegenwart des
Substratpeptids Kemptide (Biosyntan) wurden doppelt konzentrierten cAMP
Verdunnungsreihen in Laufpuffer mit Konstant 520 uM und 2 mM Kemptide angesetzt.
Nach dem Mischen der Holoenzym-Stockldsung mit den cAMP-Verdiinnungsreihen in
einem 1:1 Verhélnis erfolgte die Injektion der Proben flr 2-4 Minuten (Assoziation) bei
einer Flussrate von 10 pl min™. Die Dissoziation wurde fur 2-3 Minuten aufgezeichnet.
Eine Sensorchipoberflache (ohne Antikorper) diente als Referenzflusszelle. Zusétzlich
wurde das Signal einer Pufferinjektion von den jeweiligen Messsignalen subtrahiert. Flr
das Typ-lla Holoenzym wurde die Aktivierungskonstante fur cAMP auch in
Abwesenheit von Mg?*/ATP bestimmt. Die weitere Auswertung der so gewonnen Daten
erfolgte  mit dem Programm Prism 4.02 (GraphPad). Zur Bestimmung der
Aktivierungskonstante wurde das SPR Signal (RU) kurz nach Beginn der Dissoziation
gegen den Logarithmus der eingesetzten cAMP-Konzentration aufgetragen und eine
nichtlineare Regression durchgefiihrt. Der Wendepunkt der sigmoid verlaufenden Kurve
gibt die Aktivierungskonstamte (K,:) an. Zur statistischen Auswertung wurden die

Ergebnisse von Einzelmessungen normalisiert und zusammengeflgt.
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3.6.2 Interaktionsmessungen zwischen der C Untereinheit und den R

Untereinheiten

Fur Interaktionsmessungen zwischen der PKA-Ca und den R Untereinheiten wurde die C
Untereinheit (ohne tag) durch Aminkopplung (NHS/EDC) in Gegenwart von 0,1 mM
ATP und 0,5 mM MgCl, kovalent an die carboxymethylierte Dextranoberflache (CM5
Chip, GE Healthcare) immobilisiert (250-350 RU) (Gesellchen et al., 2005). Bei einer
Aminkopplung werden Proteine tber ihren N-Terminus oder andere priméare Amine
(Lysinreste) gekoppelt. Die mit einem Hisg- tag versehene hCa konnte alternativ kovalent
an NTA-Oberflachen immobilisier werden (Diskar et al., 2007; Willard and Siderovski,
2006). Diese Vorgehensweise hat die Vorteile, dass Hisg-Fusionsproteine vor der
eigentlichen kovalenten Kopplung (NHS/EDC) auf der Ni**NTA-Oberflache ausgerichtet
werden und dass die gesamte Prozedur in einem physiologischen Puffer durchgefuihrt
werden kann (HBS-EP). Die R Untereinheiten wurden bei einer Flussrate von 30 pl min™
in Laufpuffer mit 1 mM ATP und 5 mM MgCI; injiziert. Bei Interaktionsmessungen mit
den Typ-1I R Untereinheiten erfolgten auch Messungen in Abwesenheit von Mg*/ATP.
Die Assoziation und Dissoziation wurde jeweils fur 5 Minuten gemessen. Zur
Regeneration wurde Laufpuffer (ohne Mg?*/ATP) mit 100 pM cAMP und 2,5 mM EDTA
injiziert. Bei jeder Messung erfolgte die Subtraktion des Messsignals von dem auf einer
Kontrolloberflache detektierten Signal (ohne Ligand).

Die kinetischen Konstanten wurden durch nicht-lineare Regression mit der Software
Biaevaluation 4.1 (Biacore, GE Healthcare), unter Annahme eines Langmuir 1:1

Bindungsmodells, berechnet.

NaPOPS150 Laufpuffer HBS-EP Laufpuffer

20 mM MOPS (pH 7,0) 10 mM HEPES (pH 7,4)
150 mM NaCl 150 mM NaCl

0,005 % (v/v) Tween 20 0,005 % (v/v) Tween 20
50 uM EDTA 50 uM EDTA

(1 mM ATP) (1 mM ATP)

(5 mM MgCly) (5 mM MgCly)

3.6.3 Interaktionsmessungen zwischen R Untereinheiten und AKAPs
Die Bindungsstudien zwischen den R Untereinheiten der PKA und AKAPs erfolgte wie
von Herberg und Mitarbeitern publiziert (Herberg et al., 2000). Dabei dient das kovalent
an eine Oberflache (CM5 oder C1 Chip) gekoppelte cAMP-Analog 8-AHA-CAMP zur
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reversiblen Immobilisierung der R Untereinheiten. Die Injektion der R Untereinheiten
liber die cAMP-Oberflache erfolgte bei einer Flussrate von 10 pl min™ in Gegenwart von
0,5-1 mg/ml BSA. Dabei ist darauf zu achten, eine in jedem Messzyklus konstante
Menge (RU) zu immobilisieren. Die Injektion der AKAPs erfolgte bei 30 pl min™ in
Laufpuffer (NaMOPS150 ohne Mg®*/ATP). Zur Regeneration wurde 0,1 % SDS injiziert
(2x 20 Sekunden bei 30 pl min™) und anschlieBend mit Laufpuffer gespiilt (2-3 min).
Zusétzlich zu der Referenzierung gegen eine Kontrolloberflache (ohne R Untereinheit)
erfolgte immer die Subtraktion eines Pufferlaufs (ohne Analyt).

Sollten Kompetitionsanalysen mit spezifischen disrupter Peptiden, die amphipathischen
Helices bekannter AKAPs entsprechen, durchgefiihrt werden, erfolgte die Injektion einer
konstanten Konzentration des AKAPs in Gegenwart von 5 uM des jeweiligen Peptids.
Zudem wurde dieselbe Konzentration des Peptids ohne AKAP injiziert und das erhaltene

Messsignal von den Kompetitionsanalysen abgezogen.

3.6.4 BRET?Interaktionsmessungen

COS-7 Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektion mit den jeweiligen PKA-
Konstrukten (RLuc und GFP?) (3.7.2) mit 150 ul PBS (4,3 mM Na,HPO,, 1,47 mM
KH,PO,4, 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, pH 7,4) gewaschen und anschliefend mit
Forskolin (Biomol) und IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin, Sigma-Aldrich) stimuliert.
Die Stimulation erfolgte durch Zugabe wvon 25ul einer Forskolin (100 uM
Endkonzentration) und IBMX (1 mM Endkonzentration) Mischung (in D-PBS,
Invitrogen) in jeweils sechs wells pro Interaktionsmessung und einer Inkubation fiir 30
Minuten (37 °C, 5% CO,). Zu jeweils 6 wells, die Zellen mit denselben Konstrukten
enthielten, wurden 25 pl D-PBS gegeben (unstimuliert). Nach Stimulation und dem
Entfernen der Losung wurden 50 pl (pro well) einer 5uM Coelenterazin 400a
(PerkinElmer oder Biotrend) Losung (in D-PBS) auf die Zellen gegeben und die 96well-
Platte in dem FusionTM a-FP Mikrotiterplatten-Lesegerdt (Packard BioSciences)
ausgelesen. Die Detektion der GFP? (515 nm) und der Renilla Luziferase (410 nm)
Emission erfolgte jeweils fur eine Sekunde pro well. Zur Kontrolle wurde die Emission
von nichttransfizierten Zellen (6 wells) ebenfalls gemessen und von dem jeweiligen
Emissionssignal von transfizierten Zellen subtrahiert. Zur Bestimmung des BRET
Hintergrund-Signals wurden Zellen in sechs wells mit einem fiir die Luziferase
kodierenden Leervektor transfiziert. Die Auswertung der so erhaltenen Messwerte
erfolgte mit dem Program Prism 4.2 (GraphPad) nach der folgenden Gleichung:
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GFP?- Emission (515 nm) - GFP? - Emission n.t. Zellen

RLuc - Emission (410nm) - Rluc - Emissionn.t. Zellen

BRET - Signal (ratio 515/410) =

3.7 Zéellbiologische M ethoden

3.7.1 Kultivierung und Passage von COS-7 und HelL a Z€ellen
Die Kultivierung von COS-7 (ATCC-Nr. CRL-1651) und HelLa (ATCC-Nr. CCL-2)

Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Sigma) komplettiert mit 10 % (Endkonzentration) Fétalem Kalberserum (FCS
Gold, PAA Laboratories) in 175 cm?-Kulturflaschen (250 ml, Cellstar® Greiner Bio-
One). Inkubiert wurden die Zellen in einem Brutschrank (Binder) bei 37 °C und 5 %
CO,. Die Passage der adharent wachsenden Zellen erfolgte zweimal wdchentlich. Daflr
wurde das Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, anschlieend
mit 3-4 ml Trypsin EDTA (PAA Laboratories) versetzt und fur 10-20 Minuten inkubiert
(37 °C und 5 % CO,). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml DMEM (ohne
Serum) gestoppt und die Zellsuspension in ein steriles 50 ml ReaktionsgefaR tberfihrt.
AnschlieBend erfolgte die Sedimentation der Zellen (500 x g, 5 min, GPR Centrifuge,
Bechman). Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 5 ml frischem Medium
resuspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauerkammer.
AnschlieBend wurden die Zellen auf 2-2,5 x 10° Zellen pro 50 ml verdiinnt und in neue
175 cm?-Kulturflaschen Gberfiihrt.

3.7.2 Transfektion von eukaryontische Zellen

Zur transienten Transfektion von COS-7 und HeLa Zellen wurde Nanofectin (PAA
Laboratories) verwendet. Dabei handelt es sich um DNA-bindende Nanopartikel, die von
Zellen durch Endozytose aufgenommen werden kdnnen.

Da BRET? Messungen in 96well-Platten (Nunc, F96 Microwell™ Plates) erfolgten,
wurden 2:10* Zellen in 150 ul DMEM+FCS pro well ausgesit und 24 Stunden inkubiert
(37 °C und 5 % CO,). Die folgenden Angaben beziehen sich auf die Transfektion in einer
Vertiefung der 96well-Mikrotiterplatte. Fir die Transfektion wurden 0,25 ug des
jeweiligen Konstrukts (GFP? und RLuc) in 10 pl Nanofectin-Diluent gegeben und mit
0,8 pl Nanofectin in 10 pl Diluent versetzt (20 ul Endvolumen). Diese Ansdtze wurden
gemischt und fir 30 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde zu jedem Ansatz
130 uI DMEM+FCS gegeben. Nach dem Entfernen des Mediums von den Zellen

erfolgten die Zugabe der Transfektionslosung und eine Inkubation fiir 2-3 Stunden (37 °C
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und 5 % CO,). AnschlieBend wurde die Transfektionsmischung mit einer Acht-Kanal-
Pipette abgenommen, 150 ul DMEM+FCS zugegeben und die Zellen fur weitere 48
Stunden inkubiert (37 °C und 5 % CO,). Fur eine zu messende Protein/Protein Interaktion
wurden mindestens sechs wells mit denselben Konstrukten transfiziert.

Der Expressionsnachweis der GFP*- und RLuc-Fusionsproteine erfolgte mittels Western
Blot Analyse (siehe 3.3.10). Nach der eigentlichen BRET? Messung wurden die Zellen
durch Zugabe von 25 pl SDS-Probenpuffer (pro well) und Erhitzen lysiert (5 min,
105 °C).

Fur fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen der intrazelluldaren Lokalisation von
exprimierten GFP?- und/oder RLuc-Fusionsproteinen wurden Zellen in 6well-Platten
(Nunc) transfiziert. Als Unterlage flr die Zellen dienten runde Deckglaschen, die zuvor
in 3,7% HCI fur mindestens 1 Stunde bei RT geschwenkt anschlieBend mit PBS
gewaschen und einzeln in die Vertiefungen gelegt wurden. Pro well wurden 1 x 10°
Zellen in 2 ml Medium (DMEM+FCS) ausgesat und 24 Stunden in einem Brutschrank
inkubiert (37 °C und 5 % CO,). Fur die Transfektion wurden 3 pg des jeweiligen
Konstrukts in 100 pl Nanofectin-Diluent gegeben und mit 100 pl einer 1:10 Verdiinnung
Nanofectin (in Diluent) versetzt (200 ul Endvolumen). Bei der Kotransfektion von zwei
Konstrukten (jeweils 3 pg) erfolgte die Zugabe von 100 pl einer 1:5 Verdunnung
Nanofectin. Die Ansétze wurden gemischt und fir 30 Minuten bei RT inkubiert. Die
Transfektionslésung wurde, ohne zuvor das Medium zu entfernen, tropfenweise auf den
Zellen verteilt und die 6well-Platte 2-3 Stunden in einem Brutschrank inkubiert (37 °C
und 5 % CO,). AnschlieBend wurde das Medium abgenommen, 2 ml frisches
DMEM+FCS zugegeben und die Zellen fiir weitere 24 Stunden inkubiert.

3.7.3 Immunfluoreszenzféarbung

Fur Immunfluoreszenzfarbungen wurden auf Deckgldschen angewachsene Zellen 24
Stunden nach Transfektion verwendet (siehe 3.7.2). Zunédchst wurden die Zellen durch
direkte Zugabe von 200 pl Fixierlosung (3,7 % Paraformaldehyd in 1x PBS) auf das
Medium fir 20 Minuten fixiert. AnschlieRend wurde das Medium abgenommen und die
Zellen drei Mal mit je 200 ul PBS gewaschen (je 200 pl). Darauf erfolgte die
Uberfithrung der Deckglaschen mit einer Pinzette aus den wells auf eine mit Parafilm
bespannte Glasplatte. AnschlieBend wurden die Zellen fir 10 min durch Zugabe von
200 pl 0,2 % TritonX-100 in 1x PBS permeabilisiert. Darauf folgten das Blocken (5 %
w/v BSA, 0,2 % TritonX-100 in 1x PBS) und die Inkubation mit dem Primarantikorper
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fiir jeweils eine Stunde. Als Primérantikorper fiir Immunfarbungen wurde in dieser Arbeit
ausschlieBlich ein 1gG anti-Renilla Luciferase Antikorper aus Maus (USBio, Biomol
GmbH) verwendet, der in einer 1:1000 Verdunnung eingesetzt wurde (0,2 % TritonX-
100, 1 % BSA in 1x PBS). Anschlieend folgten drei Waschschritte mit je 200 ul PBS
und eine einstindige Inkubation mit dem anti-Maus Cy3 konjugierten
Sekundérantikorper (Prof. M. Maniak, Universitat Kassel) in einer 1:500 Verdinnung
(0,2 % TritonX-100, 1 % BSA in 1x PBS). Nach drei weiteren Waschschritten in PBS
wurde eine zweite Fixierung fiir 20 Minuten durchgefuhrt (3,7 % Paraformaldehyd in
PBS). Zur vollstdndigen Entfernung der Fixierlosung wurden die Zellen einem letzten
Waschschritt unterzogen und in trockenem Zustand auf ein mit einem Tropfen ProLong®
Gold antifade reagent mit DAPI (Invitrogen) versehenen Objekttrager Uberfuhrt. Die
fertigen Préparate wurden flr 2 Stunden bei 37°C vollstédndig getrocknet und bei -20 °C
gelagert. Sollte nur die zellulare Lokalisation von GFP2-Fusionsproteinen untersucht
werden, erfolgte lediglich eine Fixierung und die Uberfiihrung auf einen Objekttrager wie
oben beschrieben. Die Préparate wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axio

SCOPE.A1) analysiert und die Bilder mit dem Programm ImageJ bearbeitet.
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4. Ergebnisse

Die Regulation der C Untereinheiten der cAMP-abhé&ngigen Proteinkinase erfolgt in
erster Linie durch die reversible Bindung an die R Untereinheiten. Man unterscheidet
zwischen Typ-1 und Il R Untereinheiten (Durgerian and Taylor, 1989). Bei den Typ-I
Untereinheiten handelt es sich um Pseudosubstratinhibitoren, deren Autoinhibitions-
domdne einer Substraterkennungs-Sequenz (Konsensus-Sequenz) fir die PKA-C
entspricht, jedoch keine phosphorylierbare Aminoséure enthalt. Die R Untereinheiten des
Typs Il sind echte Substrate der C Untereinheit mit einem phosphorylierbaren Serin in
der Autoinhibitionsdomane. AKAPs sind eine Klasse von Proteinen, die die Aktivitéat der
PKA nicht direkt beeinflussen, sondern lokale Spezifitdt durch rdumliche und zeitliche

subzelluldre Verankerung determinieren.

4.1 Substrat-Verflugbarkeit beeinflusst die Dissoziation des PKA

Holoenzyms
Das PKA Holoenzym, bestehend aus einem Dimer der R Untereinheit mit zwei
gebundenen Molekilen der C Untereinheit, wird durch den sekundéren Botenstoff cAMP
aktiviert. Dabei fihrt die kooperative Bindung von vier Molekilen cAMP an das R
Dimer zur Dissoziation und somit Aktivierung der C Untereinheiten (Taylor, 1989). Fur
jedes der Holoenzyme (Typ-la, I3, lla und 11B) wurden in vitro Aktivierungskonstanten
(Kact) flir cCAMP bestimmt (Cadd et al., 1990; Durgerian and Taylor, 1989; Herberg et al.,
1994; Herberg et al., 1996; Tasken and Aandahl, 2004). Diese Konstanten entsprechen
der Konzentration von cAMP, bei der die Hélfte des jeweiligen Holoenzyms aktiv
vorliegt. Diese Werte wurden in einem Grofteil der Untersuchungen basierend auf
Kinase-Aktivitatsbestimmungen  ermittelt.  Fur  Aktivitdtsmessungen  ist  der
spektrophotometrische Ansatz nach Cook und Mitarbeitern sowie eine auf der
Ubertragung von radioaktiv markiertem **P-ATP basierte Methode aufzufiihren (Cook et
al., 1982; Roskoski, 1983). Fiur diese Methoden zur Aktivitatsbestimmung ist die
Phosphorylierung eines Substratpeptids, hier Kemptide, und somit die Anwesenheit von
Substrat notwendig. Interessanterweise konnte in einer neuere Publikation aus der
Arbeitsgruppe von S. O. Dgskeland gezeigt werden, dass die Verfligbarkeit von Substrat
(Kemptide) einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierungskonstante des Typ-la

Holoenzyms hat (Viste et al., 2005). Die Anwesenheit von Kemptide fuhrt dazu, dass
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weniger CAMP bendtigt wird, um das Holoenzym halbmaximal zu aktivieren (K, wird
kleiner). Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt von der Substratkonzentration
abhéangig ist. In den Experimenten der Autoren war kein Einfluss von Substrat auf die
Aktivierung des Typ-lla Holoenzyms ersichtlich. Die Verfugbarkeit von Substrat hat
nicht nur einen Einfluss auf die Aktivierungskonstante fir cAMP, sondern auch auf den
Grad der Dissoziation des PKA-la Holoenzyms. Vigil und Mitarbeiter konnten mittels
small-angle X-ray scattering Messungen zeigen, dass das Typ-la Holoenzym durch einen
Uberschuss an cAMP nicht vollstandig zu dissoziieren ist, sondern erst durch die
Kombination von cAMP und Substrat (Kemptide) (Vigil et al., 2004a). Auch in lebenden
Zellen ist das PKA-la Holoenzym, selbst nach maximaler Stimulation der cAMP
Produktion und Inhibition von Phosphodiesterasen, nur zu ~ 50 % dissoziierbar, wie in
unserer Arbeitsgruppe in direkten Bindungsstudien mittels Biolumineszenz Resonanz

Energie Transfer (BRET) gezeigt werden konnte (Prinz et al., 2006).

4.1.1 SPR-basierte Bestimmung von Aktivierungskonstanten der PKA
Holoenzyme fir cAMP

Zur Bestimmung von Aktivierungskonstanten fir cAMP (Kyy), die nicht von der
etwaigen Kompetition durch Substrat (Viste et al., 2005) beeinflusst sind, musste eine
von der Kinaseaktivitadt als Messparameter unabhangige Methode entwickelt werden.
Hierflr bot sich die Detektion des Massenunterschieds zwischen Holoenzym und freier C
Untereinheit mittels eines SPR Sensors der Marke Biacore (GE Healthcare) an. Im
Vergleich zum Holoenzymkomplex konnte bei Interaktionsmessungen von Hisg-hCa
allein an kovalent gekoppelte anti-penta-His Antikdrper ein deutlicher Signalunterschied
detektiert werden. Zudem war ein Signalunterschied ebenfalls messbar, wenn Holoenzym
in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen von cAMP injiziert wurde (Abb. 4.1.1).
Dieses  unterschiedliche  Bindungsverhalten  wurde zur Bestimmung von
Aktivierungskonstanten fiir ;CAMP ausgenutzt.

Zur Validierung der Methode sollte die fir das Typ-la Holoenzym beschriebene
Verkleinerung der Aktivierungskonstante fur cAMP in Anwesenheit von Kemptide
reproduziert werden. Die detaillierte Probenvorbereitung und Messung ist im Material-
und Methodenteil (Abschnitt 3.6.1) beschrieben. Fur das Typ-la Holoenzym wurden die
Experimente ausschlieBlich in MgCIl,/ATP-haltigem Puffer durchgefiihrt, da fir eine
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hochaffine Interaktion zwischen Rla und Ca Nukleotid/Metallionen notwendig sind
(Herberg and Taylor, 1993).

Abbildung 4.1.1 zeigt Sensogramme zweier exemplarischer Messreihen. Dabei wurde
eine konstante Konzentration Holoenzym mit einer Verdinnungsreine cCAMP (A), oder
CAMP und 260 uM Kemptide (B) fur mindestens 15 Minuten (bis mehrere Stunden im
Verlauf der Messung) inkubiert und anschlieBend tber die anti-penta-His Antikorper-

Chipoberflache injiziert.

A Typ la Holo B Typ la + 260 pM Kemptide
501 50
UM cAMP
~ 40 ~ 404
2 T 2 HM CAMP
~ 30 =~ 304
[ [
c c
& 207 2 20- T
0 cAMP
g 10 g 10 0 cAMP
()] [9)]
0 04 Kemptide
0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
Zeit (Sekunden) Zeit (Sekunden)

Abb. 4.1.1: SPR Messungen zur Bestimmung der Aktivierungskonstante fir cAMP des Typ-
la Holoenzyms. Eine konstante Menge His-hCa/hRIa Holoenzym (5 nM) wurde in Anwesenheit
von verschiedenen Konzentrationen cAMP (Verdlnnungsreihe von 1 nM bis 4 pM) bei einer
Flussrate von 10 pl min™ Uber eine anti-penta-His Antikorper Sensorchipoberflache injiziert. (A)
Messreihe ohne Kemptide. (B) Messreihe bei gleichzeitiger Inkubation mit cAMP und 260 uM
Kemptide. Es sind Bindungskurven nach Subtraktion des Signals von einer Referenzflusszelle
(ohne Antikorper) dargestelit.

Bei einem optischen Massendetektor wie einem Biacore Gerét hdtte man erwartet, dass
bei abnehmender Masse, d.h. Dissoziation des Holoenzyms (la-Holo ~ 170 kDa;
His-hCa ~ 42 kDa), eine Verringerung des Messsignals zu verzeichnen ist. In den
durchgefuhrten Experimenten war der umgekehrte Fall zu beobachten. Bei zunehmender
CcAMP-Konzentration (und somit mehr frei vorliegender His-hCa) stieg das Messsignal
(Abbildung 4.1.1 A und B). Da bislang nur der Aufbau verkurzter, heterodimerer PKA
Holoenzyme rontgenkristallographisch aufgeklart wurde (Brown et al., 2009; Kim et al.,
2007; Wu et al., 2007) und die dreidimensionale Struktur eines Heterotetramers nicht
genau bekannt ist, ist zu vermuten, dass bei den durchgefiihrten Messungen die
Zugénglichkeit des Hisg-tags (N-Terminus der hCa) fur den anti-penta-His Antikdorper
den Signalunterschied ausmacht.

Zur Bestimmung der Aktivierungskonstante wurde das SPR Signal (RU), kurz nach
Beginn der Dissoziation (fur A: bei ca. 180 Sekunden; fir B: bei ca. 210 Sekunden),
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gegen den Logarithmus der eingesetzten cAMP Konzentration aufgetragen und eine
nichtlineare Regression durchgefiihrt. Der Wendepunkt der sigmoid verlaufenden Kurve
gibt die Aktivierungskonstante (Ka:) an. Zur statistischnen Auswertung wurden die
Ergebnisse von Einzelmessungen normalisiert und zusammengefiigt. Die Symbole
reprasentieren den Mittelwert aus Mehrfachbestimmungen mit Standardabweichung
(SD). Abbildung 4.1.2 zeigt die Aktivierung des Typ-la Holoenzyms durch cAMP allein,
durch cAMP mit konstant 260 uM Kemptide und durch cAMP mit konstant 1 mM

Substratpeptid.
PKA-la
=<  100-
c
=
a 75-
(@]
S & CAMP
T 0 CAMP/260 puM Kemptide
o cAMP/1 mM Kemptide
. 254
£
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Abb. 4.1.2: Bestimmung der Aktivierungskonstante K, (CAMP) fiir das Typ-la Holoenzym
(5 nM) in Abhéngigkeit der Substratkonzentration. Quadrat: Aktivierung durch cCAMP. Kreis:
Aktivierung durch cAMP in Gegenwart von 260 uM Kemptide. Dreieck: Aktivierung durch
CAMP in Gegenwart von 1 mM Kemptide. Die Symbole zeigen den Mittelwerte (+ SD) aus 3-5
Messungen.

Aus den gezeigten Daten ist ersichtlich, dass mit zunehmender Substratkonzentration
wahrend der Holoenzymdissoziation weniger cAMP zur halbmaximalen Aktivierung
bendtigt wird. Mit diesen Messungen konnte somit veranschaulicht werden, dass es mit
dem SPR basierten Ansatz mdoglich ist, Aktivierungskonstanten fir das PKA Typ-la
Holoenzym zu bestimmen. Auch in den gezeigten Messungen fiihrte die Anwesenheit
von Kemptide zur einer Verkleinerung der Ky fir cAMP. Insofern konnte die
Abhéangigkeit von der Substratkonzentration bestétigt werden. In Tabelle 4.1.1 sind die
unter den jeweiligen Bedingungen gemessenen Aktivierungskonstanten aufgefihrt.
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Tab. 4.1.1: Mittels SPR gemessene Aktivierungskonstanten fur cAMP des PKA-lIa Holoenzyms
in An- und Abwesenheit von Kemptide. Angegeben sind die Mittelwerte (+ SD) aus 3-5
unabh&ngigen Messungen.

CAMP CAMP CAMP
260 UM Kemptide 1 mM Kemptide
Kact (NM) 114+ 14 83+7 22+4

4.1.2 Effekt von Substrat auf die Aktivierung des PKA Typ-Ila Holoenzyms
durch cAMP

Zur weiteren Validierung des SPR basierten Ansatzes sollte noch die
Aktivierungskonstante fiir das PKA-Ila Holoenzym bestimmt werden. Obwohl fir das
Holoenzym keine Anderung der Aktivierungskonstante in Abhangigkeit der
Substratzugénglichkeit gezeigt werden konnte (Viste et al., 2005), wurden die
Experimente analog zu den Messungen mit dem Typ-la Holoenzym durchgefiihrt. Da die
RII Untereinheiten in der Lage sind, sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von
Mg®*/ATP Holoenzym zu bilden, erfolgten die Messungen unter beiden Bedingungen.
Abbildung 4.1.3 zeigt die Aktivierungskurven fur das Typ-lla Heterotetramer in An- und
Abwesenheit des Substratpeptids Kemptide (A) und in Abwesenheit von Mg®”ATP (B)
(siehe auch Tab. 4.1.2).

A B
+Mg?*'/ATP - Mg?*/ATP
= 1001 1004
c
2
% 754 754
g
3§ 501 O cAVP 504 o cAVP
& e CAMP/260 uM Kemptide
£ 257 A CcAMP/1 mM Kemptide =
]
z 04 B 04 §—
suma B o e e ] b1 ey
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log [cAMP] (M) log [cAMP] (M)

Abb. 4.1.3: Bestimmung der Aktivierungskonstante K . fir cCAMP des Typ-lla Holoenzyms
(5 nM). (A) Messungen in 5 mM MgCl, / 1 mM ATP in An- und Abwesenheit von Kemptide
(0,260 bzw. 1 mM). (B) Messungen in Abwesenheit von Mg®*/ATP. Die Symbole geben den
Mittelwert (+ SD) aus >3 Messungen an.

Aus diesen Messungen wird deutlich, dass mit zunehmender Konzentration an Kemptide

mehr cAMP zur halbmaximalen Aktivierung des PKA-Ila Holoenzym bendtigt wird.
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Somit tritt im Vergleich zum PKA-la Holoenzym der umgekehrte Effekt auf die
gemessenen Aktivierungskonstanten ein. Vergleicht man die Konstante, die in Mg®*/ATP
ohne Kemptide bestimmt wurde (50nM) mit der in Abwesenheit von
Nukleotid/Metallionen gemessenen (~ 235 nM), wird ersichtlich, dass nahezu fiinfmal
mehr cAMP zur halbmaximalen Aktivierung in Abwesenheit von Mg**/ATP bendtigt

wird.

Tab. 4.1.2: Aktivierungskonstanten (K,) fir cAMP des PKA Typ-lla Holoenzyms unter den
gegebenen Messbedingungen. Angegeben ist die K,y als Mittelwert aus n = 3-6 Messungen
(= SD).

Messungen in Mg®* /ATP Ohne Mg”/ATP
CAMP CAMP CAMP
260 uM Kemptide 1 mM Kemptide
50+5nM 132 nM 189 + 8 nM 235+ 14nM

4.1.3 Die P*-Stelle in der Autoinhibitionsdoméne ist eine Hauptdeter minante
fur die Aktivierung des PK A Heterotetramers

Bei R Untereinheiten des Typs | handelt es sich um sogenannte Pseudosubstratinhibitoren
und bei denen des Typs Il um Substratinhibitoren, die von der PKA-Ca phosphoryliert
werden konnen. Dieser Unterschied in der P°-Stelle der Autoinhibitionsdomane (bei
hRla Ala99; bei hRIla Ser99) ist entscheidend fir die Aktivierbarkeit der Holoenzyme
in lebenden Zellen (Diskar et al., 2007; Martin et al.,, 2007). Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob die P°-Stelle mit dem unterschiedlichen Aktivierungsverhalten bei
Substratanwesenheit in Zusammenhang gebracht werden kann. Daflr dienten die in
Position 99 mutierte hRIA99S und die hRITaS99A (Diskar et al., 2007). Somit lag ein
eigentlicher Pseudo- als Substratinhibitor vor und umgekehrt. Aufgrund der verringerten
Affinitat dieser R Untereinheiten zu der C Untereinheit wurden bei den Messungen mit
der RIaA99S konstant 30 nM und bei denen mit der RIIaS99A 10 nM Holoenzym
eingesetzt. Die Messungen und Auswertungen erfolgten wie in Abschnitt 3.1.1

beschrieben.
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Abb. 4.1.4: Gemessene Aktivierungskonstante K . fir CAMP des Typ-1aA99S (30 nM) und
PKA-11aS99A (10 nM) Holoenzyms in Anwesenheit von Mg*/ATP. (A) Aktivierungskurve
des PKA-I0A99S. (B) Aktivierungskurve des PKA-IIaS99A Holoenzyms in An- und
Abwesenheit von 260 uM Kemptide. Die Symbole geben den Mittelwert (+ SD) aus 3-4
Messungen an.

Abbildung 4.1.4 zeigt die Aktivierungskurven des PKA-10A99S und des PKA-I1aS99A
Holoenzyms in Abhdngigkeit von der Substratanwesenheit wéhrend der Dissoziation.
Durch Mutation des Kodons fir Alanin 99 zu einem flr Serin (hRla) wird mehr cAMP
zur halbmaximalen Aktivierung in Anwesenheit von Kemptide benétigt. Die K Steigt
von 77 nM auf 90 nM (Abb. 4.1.4 A). Bei der hRIIaS99A ist der umgekehrte Effekt zu
beobachten. Nach Mutation des Kodons flr Serin 99 zu einem fir Alanin wird, in
Anwesenheit von Kemptide, weniger cCAMP zur halbmaximalen Aktivierung bendtigt
(Abb. 4.1.4 B). Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die P°-Aminosaure der
jeweiligen R Untereinheit zumindest eine Determinante fur die steigende (PKA-Ila) oder
sinkende (PKA-la) Aktivierungskonstante in Anwesenheit von Substratpeptid wéhrend
der Dissoziation ist. In Tabelle 4.1.3 sind die bestimmten Aktivierungskonstanten fiir
CAMP aufgefihrt.

Tab. 4.1.3: Aktivierungskonstanten (K fur cAMP des PKA-I0A99S und PKA-IaS99A
Holoenzyms unter den angegebenen Messbedingungen. Aufgeflhrt ist die Ky, als Mittelwert
(+ SD) aus 3-4 Messungen.

CAMP CAMP
260 uM Kemptide
PKA-10A99S 77 +3nM 90 £ 9 nM
PKA-11aS99A 190 =20 nM 152 £ 8 nM
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In Abbildung 4.1.5 sind die bestimmten K,.-Werte flr die vermessenen Holoenzyme
unter den gegebenen Bedingungen zusammengefasst. Zur statistischen Analyse der
erhalten Aktivierungskonstanten wurde mit dem Programm Prism 4.02 eine one-way
Anova mit einem Newman-Keuls post-Test durchgefiihrt. Die Sterne (*) geben die
Signifikanz (p-Wert) der untereinander verglichen Messungen an. In Gegenwart von
Kemptide sind alle bestimmten Aktivierungskonstanten signifikant unterschiedlich zu
den in Abwesenheit des Substratpeptids gemessen, mit einem p-Wert von <0,05.
Allerdings sind die Anderungen in den gemessenen K,y der Mutanten eher klein im

Vergleich zu den Wildtyp Proteinen.
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Abb. 4.1.5: Vergleich der bestimmten Aktivierungskonstanten des Wildtyp PKA-la bzw.
[la mit dem PKA-IdA99S und I1aS99A Holoenzyms in Abhangigkeit der
Substratkonzentration. Dargestellt sind die gemessenen Aktivierungskonstanten (nM) fir
CAMP des Typ-la (A), -lla (B), -1aA99S (C) und -1laS99A (D) Holoenzyms in An- und
Abwesenheit der angegebenen Kemptidekonzentration. Die Balken reprasentieren den
Mittelwert (= SD). Die statistische Analyse erfolgte mit dem Programm Prism 4.02 (one-way
Anova mit einem Newman-Keuls post-Test). * p-Wert < 0,05; ** p-Wert <0,01; *** p-Wert
< 0,001.
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4.2 Autophosphorylierungen an den humanen R Untereinheiten des

Typsll

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass Substrat in vitro einen entgegengesetzten
Einfluss auf die gemessenen Aktivierungskonstanten der Typ-la und Ila Holoenzyme
hat, und dass dieses Verhalten in der P°-Stelle der Autoinhibitionsdoméne mitbegriindet
ist.

Im Gegensatz zu RI-Untereinheiten handelt es sich bei RII-Untereinheiten um
Substratinhibitoren. Da in der Literatur davon ausgegangen wird, dass bei der Bindung
der C Untereinheit an die Typ-1l R Untereinheiten die Autophosphorylierung der
Autoinhibitionsdoméne erfolgen kann, sollte in der vorliegenden Arbeit der
Phosphostatus, d.h. der Grad der Autophosphorylierung der humanen RIla untersucht
werden. Dabei war die Phosphorylierung im Holoenzym und wéhrend der Dissoziation
(Aktivierung) durch cAMP in Ab- und Anwesenheit des Substratpeptids Kemptide von
Interesse. Vergleichend dazu wurde das Typ-1I3 Holoenzym untersucht. Der
Phosphostatus der Autoinhibitionsdoméne (RRVSV) wurde mit einem anti-Phospho-
PKA Substrat Antikdrper nachgewiesen, der das Epitop RRxpS/T erkennt (x entspricht
einer beliebigen Aminoséure, p steht fur Phosphorylierung) (Abschnitt 3.3.10).

4.2.1 Holoenzymbildung der humanen Rlla und f8

Die Bildung des jeweiligen Holoenzyms erfolgte in einem molaren Verhéltnis von 1:1,25
(hCa:hRI1la/B) in. Die Ansatze wurden aufgeteilt und mit cAMP alleine und mit cAMP
in Gegenwart von Kemptide inkubiert. Abbildung 4.2.1 zeigt ein Coomassie gefarbtes
SDS-Gel (A) und den entsprechenden Western Blot (B) eines solchen Experiments.
Vergleicht man die Rlla aus Spur 2 (unphosphoryliert), 3 (phosphoryliert) und 5
(Holoenzym), so féllt auf, dass die R Untereinheit im Holoenzym als Doppelbande (ca.
51 und 53 kDa) zu erkennen ist, von der beide Banden durch den anti-Phospho-PKA
Substrat Antikorper detektiert werden. In Spur 3 wurde phosphorylierte Rlla (RI1a(P))
aufgetragen, die mit substochiometrischer Menge an C Untereinheit (R/C Verhéltnis
40:1) fir 30 Minuten bei RT inkubiert wurde. Dabei ist durch den Phosphorylierung-
spezifischen Antikorper keine Bande bei 53 kDa detektiert worden, lediglich
Degradationsprodukte der RIla(P) unterhalb von 50kDa. Inkubiert man zur

Holoenzymbildung vorphosphorylierte Rlla(P) mit Ca im Verhaltnis von 1,25:1, so wird
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die Bande bei 53 kDa ebenfalls sichtbar (siehe Spur 4). Wird hingegen Holoenzym ohne
Mg®*/ATP gebildet, taucht die 53 kDa RIla Bande nicht auf und es ist keine
Phosphorylierung der P°-Stelle in der Autoinhibitionsdomane durch den verwendeten
Antikorper detektierbar (Spur 9).
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Abb. 4.2.1: Autophosphorylierung der hRIla wahrend der Holoenzymbildung und
Dissoziation durch cAMP. Gezeigt ist ein Coomassie gefarbtes SDS-Gel (A) und der
korrespondierende Western Blot (B) von Typ-lla Holoenzym vor und nach Stimulation mit
100 uM cAMP allein oder mit einer cAMP/Kemptide Mischung im Vergleich zu in Abwesenheit
von Mg**/ATP gebildetem Holoenzym, den freien Untereinheiten sowie phosphorylierter hRIla
(hRIla-P). K(a) entspricht 260 uM und K(b) 1 mM Kemptide mit jeweils 100 uM cAMP. Die
Holoenzymbildung und die anschlieRende Inkubation mit cAMP + Kemptide erfolgte fur jeweils
30 Minuten bei RT (0,2 mM ATP und 0,5mM MgCly). Zum Nachweis der phosphorylierten
hRIla wurde ein anti-phospho-PKA Substrat Antikdrper und zum Nachweis der hCa ein anti-
PKAQa Antikorper verwendet (Tabelle 3.3.1).

Nach Zugabe von cAMP zu dem Holoenzym ist die 53 kDa Rlla Bande deutlich starker,
wohingegen die 51 kDa Bande schwacher wird (Spur 6). Vergleicht man diesen Ansatz
mit denen, wo gleichzeitig mit cCAMP und Kemptide inkubiert wurde (Spur 7 und 8), wird
deutlich, dass mit zunehmender Konzentration des Substratpeptids die 53 kDa Bande
schwécher wird. Unter der Voraussetzung, dass der phosphospezifische Antikdrper nur
die Phosphorylierung der Autoinhibitionsdomane erkennt (vgl. 51 kDa Rlla Bande in
Spur 2 und 3), deutet die 53 kDa Bande auf eine weitere Phosphorylierung hin, die
zumindest zu dem veranderten Laufverhalten in der SDS-PAGE beitragt.

Analoge Experimente wurden mit der hRII3 durchgefiihrt (Abbildung 4.2.2). Dabei war
keine apparente Molekulargewichtserhéhung zu erkennen. Im Holoenzym (Spur 5)

detektierte der verwendete Antikorper eine deutliche Phosphorylierung, die nach Zugabe
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von cAMP nicht starker wurde (vgl. Spur 6). Dieses bedeutet, dass die RII bereits bei
der Bildung des Holoenzyms vollstandig phosphoryliert wird. In Spur 3 und 4 ist RIIf
aufgetragen, die fir eine bis zwei Stunden mit funfzigfach weniger C Untereinheit in
Anwesenheit von CAMP inkubiert wurde. Der durch den Antikdrper detektierte
Phosphorylierungsgrad ist vergleichbar mit dem im Holoenzym (Spur 5). Aus den
Ansétzen in den Spuren 5 bis 8 wird deutlich, dass unter den Bedingungen die Zugabe
von Kemptide, mit gleichzeitiger Aktivierung durch cAMP, keinen Einfluss auf den

Phosphostatus der hRIIB hat.
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Abb. 4.2.2: Autophosphorylierung der hRIIB wahrend der Holoenzymbildung und
Dissoziation durch cAMP. Gezeigt ist ein Coomassie gefarbtes SDS-Gel (A) und der
korrespondierende Western Blot (B) vom Typ-II Holoenzym vor und nach Stimulation mit
100 uM cAMP allein oder mit einer cAMP/Kemptide Mischung im Vergleich zu in Abwesenheit
von Mg?"/ATP gebildetem Holoenzym, den freien Untereinheiten sowie phosphorylierter hRI1p
(inkubiert mit 50fach weniger hCa in Gegenwart von 100 uM cAMP). K(a) entspricht 260 uM
und K(b) 1 mM Kemptide mit jeweils 100 uM cAMP. Die Holoenzymbildung und die
anschlielende Inkubation mit cAMP = Kemptide erfolgte fur jeweils 30 Minuten bei RT. Zum
Nachweis der phosphorylierten hRIIB wurde ein anti-phospho-PKA Substrat Antikdrper und
zum Nachweis der hCa ein anti-PKA«a cat Antikorper verwendet (Tabelle 3.1.1).

Zur genaueren Untersuchung der hRIla Phosphorylierung wurden Ansatze analog der
Bestimmung der Ky mittels SPR durchgefiihrt. Hierfur wurden eine konstante Menge
Typ-lla Holoenzym mit verschiedenen Konzentrationen an cAMP aktiviert und diese
Proben mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.2.3 A). Die Inkubation des Holoenzyms
erfolgte mit cAMP allein und mit einer cAMP/Kemptide Mischung (1 mM Kemptide)
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unter identischen Bedingungen (Abb. 4.2.3 B). Im Vergleich zum Holoenzym (Spur 3)
wird in Spur 4 bis 9 deutlich, dass durch steigende cAMP-Konzentration die 53 kDa
Bande der RIla an Intensitat zunimmt, wohingegen die 51 kDa Bande abnimmt (A). Mit
zunehmender Dissoziation des Holoenzyms wird die R Untereinheit mehr und mehr
phosphoryliert. Zudem ist es moglich, die hRIla komplett zu phosphorylieren, so dass
nur noch die 53 kDa Bande sichtbar ist.
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B 50-[« CAMP +
40- 5 1 mM Kemptide

30-

Abb. 4.2.3: SDS-PAGE des Typ-Ila Holoenzyms nach Aktivierung mit unterschiedlichen
Konzentrationen von cAMP (A) und einer cAMP/Kemptide Mischung (B). Proben aus
demselben Holoenzymansatz wurden mit verschiedenen Konzentrationen von cAMP (0,1-
100 uM) = 1 mM Kemptide fur jeweils 30 Minuten bei RT inkubiert. In Spur 1 bzw. 2 ist freie

hCa bzw. hRIla aufgetragen.

Bei der gleichzeitigen Inkubation des Holoenzyms mit CAMP und 1 mM Kemptide (B,
Spur 4 bis 9) ist die 53 kDa Rlla Bande deutlich schwécher als bei der Probe ohne cAMP
(Spur 3). Besonders deutlich ist der Unterschied in der Intensitat der 53 kDa Bande, wenn
man Spur 3 und 4 miteinander vergleicht. Dies deutet darauf hin, dass in Anwesenheit
von cCAMP und Kemptide eine Autodephosphorylierung der R Untereinheit auftreten
kann. In vitro Autodephosphorylierung der R Untereinheit durch die C Untereinheit in
Anwesenheit von Mg®*/ATP und Kemptide konnte bereits gezeigt werden (Gjertsen et
al.,, 1993). Ob dieser Effekt einen Einfluss auf die Aktivierbarkeit des Typ-lla
Holoenzyms in Anwesenheit von Kemptide bzw. natirlichen Substraten hat, ist jedoch

unklar.
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4.2.2 Wahrend der Holoenzymbildung wird die hRITa an Serin 99 und zum
Teil an Serin 58 phosphoryliert

Die im vorigen Abschnitt gezeigten Ergebnisse deuteten darauf hin, dass es eine zweite
Phosphorylierungsstelle in der humanen R Untereinheit lla geben muss, da die apparente
Molekulargewichtserhohung (von 51 auf ~ 53 kDa) in einer SDS-PAGE nicht mit der
Phosphorylierung der P°-Stelle (Ser 99) zu erklaren ist (Abbildung 4.2.1).
Zur ldentifizierung weiterer putativer Autophosphorylierungsstellen wurde ein Abgleich
mit der ELM Datenbank (Eukaryotic Linear Motif resource for functional sites in
proteins; http://elm.eu.org) durchgefiihrt. Dadurch konnte zusatzlich zu der bekannten P°-
Stelle (Serin 99) die Aminosaure Serin 58 (PRQSL) als eine weitere putative
Autophosphorylierungsstelle identifiziert werden.
Darauf wurde der Phosphostatus der 51 und 53 kDa hRIla Bande mittels
Massenspektrometrie untersucht. In der 51 kDa Bande wurden ausschlieRlich in der P°-
Stelle (Serin 99) und keine an Serin 58 phosphorylierten Peptide detektiert (Tab. 4.2.1).
In der 53 kDa Bande konnten sowohl an Serin 99, als auch an Serin 58 phosphorylierte
Peptide nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass wahrend der
Holoenzymbildung hauptséchlich Serin 99 und zum Teil (nur in der 53 kDa Bande) Serin

58 phosphoryliert wird.

Tab. 4.2.1: Massenspektrometrische Analyse des Phosphostatus der hRIla. Aufgefihrt sind
die identifizierten Peptide, die Serin 58 und 99 enthielten. Eine Phosphorylierung ist durch (p)
gekennzeichnet. Die Messungen wurden freundlicherweise von Susanne Hanke und Diana Lang
durchgefihrt.

Bande Peptid Anzahl

51kDa | >’QSLGHPPPEPGPDR™

*QSLGHPPPEPGPDRVADAKGDSESEEDEDLEVPVPSR*

*’RV(p)SVCAETYNPDEEEEDTDPR™

’RV(p)SVCAETYNPDEEEEDTDPRVIHPK'*

'RVSVCAETYNPDEEEEDTDPRY/

"RVSVCAETYNPDEEEEDTDPRVIHPK!#

53kDa | °'Q(p)SLGHPPPEPGPDR"

’Q(p)SLGHPPPEPGPDRVADAK ™

“APASVLPAATPRQ(p)SLGHPPPEPGPDR"™

*’RV(p)SVCAETYNPDEEEEDTDPR™

LIS IS

*’RV(p)SVCAETYNPDEEEEDTDPRVIHPK'*
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4.2.3 Die Autophosphorylierung der hRIla an Serin 58 verursacht ene
apparente Molekulargewichtserhéhung in der SDS-Gelelektrophorese

Aus den bislang aufgefiihrten Ergebnissen war ersichtlich, dass die Phosphorylierung der
humanen Rlla an der Aminosdure Serin 99 (Autoinhibitionsdoméne) nicht zu der
apparenten Molekulargewichtserhéhung in der SDS-PAGE fuhrt. Daher galt es zu kléren,
ob die Phosphorylierung an Ser 99 und 58 oder Serin 58 alleine zu dem verénderten
Laufverhalten fiihrt. Unter anderem wurden daftir drei GST-Fusionsproteine verwendet,
die die Aminosduren 1-44, 1-72 und 1-87 der hRIla enthalten (Abb. 4.2.4).

s 3
hRIlo p-e—o-__A_ ) R ]

GST-llal-42 |GsTHmm
GST-Nlol-72 | GsTHam-ee
GST-la1-87 |GsT amm-o—

—

Abb. 4.2.4: Schematische Darstellung der hRIla sowie der verkiurzten GST-Fusions
konstrukte. D/D = Dimerisierungs- und Docking Doméne. A bzw. B = cAMP Bindedomanen.
S°® bzw. S* = von PKA-C phosphorylierbare Aminoséuren. Die drei GST-Fusionskonstrukte
enthalten die kodierende Sequenz fiir die Aminosduren 1 bis 44, 1 bis 72 bzw. 1 bis 87 der
hRIla.

Diese GST-RIla N-terminalen Fusionsproteine wurden in einem molaren Verhaltnis von
1:1 mit der hCa inkubiert und die Ansdtze mittels SDS-PAGE im Hinblick auf ein
verlangsamtes ~ Laufverhalten  untersucht. Die  Zugabe des hitzestabilen
Proteinkinaseinhibitors (PKI) zu jeweils einem Ansatz diente als Kontrolle (Abb. 4.2.5).
Eine apparente Molekulargewichtserhdhung, als Folge der Autophosphorylierung, war
nur bei den GST-Fusionsproteinen der RI1al-72 und 1-87 zu erkennen (Spur 6 und 9).
Durch gleichzeitige Inkubation mit PKI und somit spezifischer Inhibition der C
Untereinheit kam es zu keiner Phosphorylierung (Spur 7 und 10). Diese Ergebnisse
zeigen eindeutig, dass allein die Phosphorylierung der hRIla an Serin 58 fir das
langsamere Laufverhalten (53 kDa Bande) in einer SDS-PAGE verantwortlich ist.

Eine weitere Herangehensweise zur Bestatigung der Autophosphorylierungsstelle war ein
Aminosdureasutausch der R Untereinheiten. Hierfir wurde mittels gerichteter
Mutagenese (Abschnitt 3.1.5) das Kodon fir S58 zu einem fur Alanin (A) oder Glutamin-
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Abb. 4.2.5: Phosphorylierung der GST-RIIa N-Terminus Fusionsproteine durch die hCa.
Aufgetragen wurde immer das angegebene GST-Fusionsprotein allein, nach Inkubation mit hCa
und nach Inkubation mit hCa und PKI fiir 30 min bei RT. Nur die Fusionsproteine GST-11a1-73
und GST-1lal-87 zeigen eine apparente Molekulargewichtserhéhung nach Inkubation mit der
hCa (Spur 6 und 9), die in Gegenwart von PKI nicht auftritt.

séure (E) ausgetauscht. Der Austausch einer phosphorylierbaren Aminosdure durch eine
negativ geladene soll den phosphorylierten Zustand eines Proteins wiederspiegeln. Als
weitere Kontrolle diente das in der Autoinhibitionsdomane mutierte Protein RIIaS99A,
bei dem das Kodon fir Serin 99 zu einem Kodon fir Alanin ausgetauscht ist (Diskar et
al., 2007). Diese Mutanten Rlla Proteine wurden zur Holoenzymbildung mit der C
Untereinheit eingesetzt (analog zu 4.2.1). Im Vergleich zum Wildtyp-Protein fiihrte
bereits der Austausch des Serin 58 zu Glutaminséure (E) zu einer verlangsamten
Migration in der SDS-PAGE (Abb. 4.2.6 A).

A B hRIla
‘ég @OVO%& o WT  S99A S58A S58E
@ % Do > - + - + - 4+ - 4+ hCa
60 -
hRII - - -

oy 50 -| e -
40 | — > -
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Abb. 4.2.6: Autophosphorylierung der hRIla und deren Mutanten wahrend der
Holoenzymbildung. (A) Vergleich des apparenten Laufverhaltens der Wildtyp (WT) hRIla mit
den Mutanten S58A und S58E in einer SDS-PAGE. (B) Holoenzym aus Wildtyp (WT) hRIla
oder den Mutanten S99A, S58A bzw. S58E mit der hCa.

Verglichen mit der phosphorylierten Form der hRIla war der Unterschied weniger

deutlich. Die Mutation zu Alanin veranderte das Laufverhalten nicht. Nach der
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Holoenzymbildung mit der RIIaS99A warn, wie beim Wildtyp, die Banden bei 51 und
53 kDa zu erkennen (Abb. 4.2.6 B). Bei den RI1aS58 Mutanten war keine Doppelbande
ersichtlich. Somit konnte auch durch diese Herangehensweise gezeigt werden, dass die
humane Rlla wahrend der Holoenzymbildung auch an Serin 58 phosphoryliert wird und

das die 53 kDa RIla Bande allein auf die Phosphorylierung zurtickzufiihren ist.

4.3 Biochemische und biophysikalische Funktionsunter suchung der

humanen RIla Phosphorylierung an Serin 58
Zur Funktionsuntersuchung der Phosphorylierung der hRIla an Serin 58 wurden die in
Abschnitt 4.2.2 aufgefiihrten Mutanten und Doppelmutanten in Kombination mit Serin 99
(Diskar et al., 2007) verwendet (Abb. 4.3.1). Die Mutationen wurde sowohl in dem
Plasmid pRSETb-hRIla  (prokaryontischer  Expressionsvektor) als auch im

pRLuc-N2-hRIla (eukaryontischer Expressionsvektor) eingefiigt (siehe Abschnitt 4.4).

Abb. 4.3.1: Darstellung der in die
cDNA der hRIla eingefuhrten

So )
s 9
hRIG IR M utationen. Das Kodon fir Serin

S5E8A 58 und 99 wurde zu einem fir
S58E Alanin oder einer negativ geladen

S99A Aminosdure (Glutaminsaure oder

S99D Asparaginsaure) wie in Abschnitt
S58A/ S99A 3.1.5 beschrieben ausgetauscht. Die
S58A/ 399D Mutationen der Position 99 waren
SS8E/ S99A bereits vorhanden (Diskar et al.,
S58E/ S99D 2007).

4.3.1 DieBindung der Rlla an die Ca Untereinheit wird durch Mutationen an

der Position 58 nicht beeinflusst

Es galt zu Uberprifen, ob sich durch die Mutationen der Rlla an Position 58 die
Bindungseigenschaften mit der C Untereinheit andern. Daflir wurden SPR Messung mit
Biacore 2000 oder 300 Gerdten (GE Healthcare) durchgefiinrt. Die Bindung der
jeweiligen R Untereinheit (Analyt) an die kovalent gekoppelte C Untereinheit (Ligand)
erfolgte in Mg®*/ATP-haltigem Laufpuffer. In Abbildung 4.3.2 sind exemplarische
Sensogramme dargestellt, die die Bindung von 128 nM der jeweiligen R Untereinheit
zeigen. Nach Normalisierung der Kurven ist deutlich zu erkennen, dass die

Bindungskinetik der an Position S58 mutierten Proteine mit der hCa nahezu identisch mit
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der der Wildtyp hRIlla ist. Hierdurch ist gezeigt, dass die hRIlla/hCa Interaktion von

Mutationen an Serin 58 nicht beeinflusst wird.
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Abb. 4.3.2: SPR Interaktionsmessungen der hRIla, hRITaS58A und S58E mit kovalent
gekoppelter hCa (250 RU). Die Bindung von je 128 nM R Untereinheit wurde in 5 mM MgCl, /
1 mM ATP-haltigem Puffer bei einer Flussrate von 30 pl min™ gemessen. (A) Originaldaten. (B)
normalisierte Bindungsdaten.

432 Die P’Stelle in der Autoinhibitionsstelle der Rlla it dominant

gegenuber S58 im Bezug auf die I nteraktion mit der Ca

Die folgenden Untersuchungen sollten zeigen, ob unterschiedliche Kombinationen von
Mutationen der Rlla an Position 58 und 99 einen Effekt auf die Interaktion mit der C
Untereinheit haben. Daflr wurden die in Abbildung 4.3.1 aufgefiihrten Doppelmutanten,
einschlieBlich der hRIIaS99A, verwendet. Die Proteine hRIIaS58A/S99D und
hRIIaS58E/S99D wurden in einer Konzentration von 1024 nM injiziert. Abbildung 4.3.3
C zeigt die mittels cAMP-Affinitatschromatographie gereinigten Rlla Mutanten in der
SDS-PAGE. Dabei féllt auf, dass alle Mutanten, die Glutaminsdaure (E) an Position 58
enthalten, eine apparente Molekulargewichtserhohung aufweisen. Zudem ist diese
unabhéngig davon, welche Aminosdure sich an Position 99 befindet. Vergleicht man die
normalisierten Bindungskurven (Abb. 4.3.3 B), so wird deutlich, dass die
Bindungskinetik auch dieser Mutanten sehr ahnlich der des Wildtyp-Proteins (schwarze
Kurve) ist. Die verlangsamte Dissoziation tritt aufgrund des Austauschs von Serin 99 zu
Alanin auf (graue Kurve). Die hRIla Mutanten, die Asparaginsaure (D) an der Position
99 enthalten, zeigen selbst bei einer Konzentration von dber 1 uM kaum Bindung,
unabhéngig davon, ob sich eine geladene oder ungeladene Aminoséure an Position 58
befindet (Abb. 4.3.3 A). Die apparenten Bindungskonstanten der Interaktion der C
Untereinheit mit der hRIla bzw. der hRIIaS99A sind in Tabelle 4.3.1 aufgefihrt.
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Abb. 4.3.3: SPR Bindungsmessungen der Wildtyp hRIla im Vergleich zu Doppelmutanten
mit kovalent gekoppelter hCa (250 RU). 128 nM der angegebenen R Untereinheiten bzw.
1,024 uM der Mutanten S58E/99D und S58A/99D wurden in Mg*/ATP bei 30 pl min™ injiziert.
(A) entspricht den Original und (B) den normalisierten Daten. (C) zeigt die Abbildung einer
SDS-PAGE der gereinigten hR1la Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein.

Tab. 4.3.1: Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten sowie Gleichgewichts-
dissoziationskonstante flr die Bindung von hRIla und hRIIaS99A an kovalent gekoppelte hCa
in Gegenwart von Mg”*/ATP (Diskar et al., 2007).

hRIla hRI10S99A
ka (MTsT) 2,9 x 10° 6,4 x 10°
kg (s 2,1x10* 1,3 x 10"
Kp (nM) 0,7 2

4.3.3 Weder Phosphorylierung noch Mutationen der hRIla an Position 58 und

99 wirken sich auf die Bindung von ausgewahlten AKAPs aus

Die Aminosdure Serin 58 der hRIla befindet sich nahe der Dimerisierungs- und
Dockingdoméne (D/D, Aminosaure 1-44). Da die Phosphorylierung an dieser Position
einen Einfluss auf die Flexibilitdt der Linkerregion (zwischen D/D und
Autoinhibitionsdoméne) haben konnte, wurde untersucht, ob sich die Bindung von
AKAP450 und 149 in Abhangigkeit vom Grad der Autophosphorylierung oder dem

Einfligen von Mutationen andert. Zusatzlich zu den bisher aufgefuhrten Mutanten wurden
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auch zwei Phosphoformen der Rlla verwendet. Dabei handelte es sich um S99
phosphorylierte sowie S99 und S58 doppelt phosphorylierte (53 kDa) R Untereinheit
(vgl. Abb. 4.3.7 B).
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Abb. 4.3.4: Interaktionsmessungen von Fragmenten des AKAP450 und 149 mit
phosphorylierten sowie an Position S58/S99 mutierten hRIla Untereinheiten. 280-340 RU
R Untereinheit wurden auf einer 8-AHA-cCAMP Oberflache reversibel gekoppelt und
anschlielend 250 nM des AKAP450-C (C-terminales Fragment) (A und B) bzw. AKAP149 (C

Im AKAP450 Protein wurden zwei R Interaktionstellen identifiziert, eine ndher dem N-
Terminus und eine weiter C-terminal gelegene (Schmidt et al., 1999; Witczak et al.,
1999). Bei AKAP149 handelt es sich um ein dual spezifisches AKAP, das sowohl RII als
auch RI Untereinheiten binden kann (Trendelenburg et al., 1996). Fr die in Abbildung
4.3.4 gezeigten Interaktionsmessungen dienten die GST-freien R Bindefragmente, die
durch zuvorige Thrombinspaltung der Fusionsproteine erhalten wurden (siehe Material
und Methoden 3.3.5). Die SPR Messungen erfolgten wie von Herberg und Mitarbeitern
publiziert (Herberg et al., 2000). Nach der Immobilisireung der R Untereinheit auf einer
8-AHA-cAMP Chipoberfléche erfolgte anschlieBend die Injektion des Analyten (250 nM
des jeweiligen AKAP Fragments). Die Sensogramme in Abbildung 4.3.4 A und B zeigen
die Interaktion der C-terminal gelegenen AKAP450 R Binderegion an die angegebenen
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Rlla Untereinheiten. C und D zeigen die Bindung des AKAP149 Fragments. Die
Interaktion mit der Wildtyp Rlla ist immer als schwarze Kurve dargestellt. Nach
Normalisierung der Bindungskurven wird deutlich, dass sich weder Phosphorylierung an
Serin 58/99 noch ein Aminosdureaustausch dieser Positionen auf die Kinetik der

Interaktion der getesteten AKAP Fragmente auswirkt.

434 Mutationen der hRIla an Threonin 54 in Kombination mit Serin 58

haben keinen Einfluss auf die Bindung von ausgewahlten AKAPs

Zusétzlich zu den bisher untersuchten Autophosphorylierungsstellen der hRIla wird
diese noch von der Cyclin-abhdngigen Kinase 1 (CDK1/Cyclin B) an Threonin 54
phosphoryliert (Keryer et al., 1998). Diese, am Anfang der Mitose stattfindende
Modifikation, begunstigt die Delokalisation der hRIla von den Zentrosomen (Carlson et
al.,, 2001). Zudem konnten die Autoren zeigen, dass die Phosphorylierung durch
CDK1/Cyc B ebenfalls zu einer apparenten Molekulargewichtserh6hung der hRIla in der
SDS-PAGE fiihrt. Da sich die Aminosduren T54 und S58 in unmittelbarer Nahe
zueinander befinden und die T54 Phosphorylierung vermutlich zur Dissoziation von dem
am Zentrosom lokalisierten AKAP450 fuhrt, sollte durch Mutationsanalysen untersucht
werden, ob diese beiden Phosphorylierungsstellen sich gegenseitig beeinflussen. Die
erzeugten Einzel- und Doppelmutanten sind in Abbildung 4.3.5 A dargestellt.

Im Gegensatz zu der RIIaS58E zeigten die T54E oder T54D Mutanten keine Anderung
im Laufverhalten verglichen mit dem Wildtyp-Protein (Abb. 4.3.5 B). In Spur 2 ist die
von der hCa doppelt phosphorylierte (an S99 und S58) R Untereinheit aufgetragen
(hRHa(PP)).
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Abb. 4.3.5: Schematische Darstellung der in die cDNA der hRIla eingefiihrten T54 bzw.
S58 Mutationen sowie Darstellung der Migration der daraus resultierenden
rekombinanten Proteine. (A) Die entsprechende Aminosaure wurden zu Alanin oder zu einer
negativ geladen Aminosdure (Glutaminséure oder Asparaginsdure) ausgetauscht. (B) SDS-
PAGE mit den gereinigten hRIlla Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein.

Die Interaktionsstudien der hRIla Proteine mit den AKAP450 und 149 Fragmenten
erfolgten wie im vorigen Abschnitt beschrieben, wobei immer 100 nM des angegebenen
GST-Fusionsproteins injiziert wurde. In Abbildung 4.3.6 A, C und E sind die jeweilig
erhaltenen Bindungskurven und in B, D und F die normalisierten Daten dargestellt.
Verglichen mit der Wildtyp hRIla (schwarze Linie) zeigen die Threonin 54 und die
Doppelmutanten (T54/S58) keinen Unterschied in der Interaktion mit den getesteten
AKAP Fragmenten. Mit dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass ein
Aminoséaureaustausch der hRIla an T54 und/oder S58 keinen Einfluss auf die Kinetik der
Interaktion mit AKAP450 bzw. 149 R Bindefragmenten hat. Lediglich bei der Bindung
des C-terminalen AKAP450 und des AKAP149 Fragments an die hRIIaT54A/S58A ist

eine etwas langsamere Assoziationsgeschwindigkeit zu beobachten.
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Abb. 4.3.6: SPR Interaktionsmessungen von Fragmenten des AKAP450 und 149 mit T54/S58
mutierten hRIla Untereinheiten. 250-310 RU R Untereinheit wurden auf einer 8-AHA-cAMP
Oberflache reversibel gekoppelt und anschlieend 100 nM des GST-AKAP450-N (N-terminales
Fragment) (A, B), GST-AKAP450-C (C-terminales Fragment) (C, D) bzw. GST-AKAP149 (E, F)

435 Der Phosphorylierungsgrad der hRIla durch CDK1/Cyclin B ist in vitro

unabhéangig von der Vorphosphorylierung durch die PKA-C

Wie in Abschnitt 4.3.4 angedeutet, wird die humane RIla am Anfang der Mitose von

CDK1/Cyclin B phosphoryliert (Carlson et al., 2001; Keryer et al., 1998; Landsverk et

al., 2001). In dem Zusammenhang wurden radioaktive Phosphorylierungsexperimente
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durchgefuhrt, die zeigen sollten, ob die Phosphorylierungsrate der CDK1/Cyclin B von
dem Serin 58 Phosphostatus der hRIla beeinflusst wird. Als Substrat fur die CDK1
diente daher unphosphorylierte sowie doppelt phosphorylierte (S58 und 99) hRlla.

& + & + Olomoucin
§051 22 §051 22 h CDK1/CycB
hRIlo hRI1a(PP)
- - - - - e e -
A e mesEws - GST-CDK1
- - .- - GST-CycB
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Abb. 4.3.7: Zeitabhdngige Phosphorylierung der hRIla und der hRIla(PP) durch
CDK1/Cyc B. (A) Autoradiogramm. (B) Coomassiefarbung der Proteine im SDS-Gel. Aus je
einem grofleren Ansatz wurden nach verschieden Inkubationszeiten (0,5, 1 und 2 Stunden)
Proben entnommen und die Reaktion durch SDS-Probenpuffer und finf-minitiges Erhitzen
(70 °C) gestoppt. Als Kontrolle erfolgte die Inkubation je eines Ansatzes flr 2 Stunden mit dem
CDKZ1 Inhibitor Olomoucin (100 uM). In Spur 1 und 6 (mock) wurde hRIla bzw. hRIla(PP)
aufgetragen, die nicht mit CDK1/Cyc B inkubiert wurde. Die starkeren Signale in Spur 7 bis 10
im Vergleich zu Spur 2 bis 5 sind auf unterschiedliche Auftragungsvolumina zuriickzuftihren.

Aus dem Ergebnis (siehe Abb. 4.3.7) geht hervor, dass CDK1 in der Lage ist, sowohl die
unphosphorylierte als auch die von der PKA-Ca vorphosphorylierte hRIla zu
phosphorylieren (vgl. A Spur 2-4 mit 7-9). Ein Unterschied in der Phosphorylierungsrate
durch CDK1 in Abhéngigkeit der Vorphosphorylierung der hRIlla ist unter diesen
Bedingungen nicht ersichtlich. Es ist festzustellen, dass eine effizientere
Autophosphorylierung von CDK1 und Cyclin B im Vergleich zur Rlla auftritt. Keryer
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Rlla nach Phosphorylierung durch die CDK1
ein verlangsamtes Laufverhalten in der SDS-PAGE zeigt (Keryer et al., 1998). Dies war
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hier unter den experimentellen Bedingungen nicht nachzuweisen. Lediglich die
beschriebene  apparente  Molekulargewichtserhéhung von  Cyclin B (nach
Phosphorylierung) war deutlich zu erkennen. Weiterhin ist zu bemerken, dass durch
Zugabe von 100 uM Olomoucin die Aktivitat der CDK1 nicht komplett inhibiert wurde.
Aus diesem Ergebnis geht hervor, dass eine Phosphorylierung der hRIla an T54 durch
CDK1/Cyc B von der 4 Aminosdauren weiter C-terminal gelegenen Phosphorylierung
(S58) nicht beeinflusst wird.

43.6 DieRllaalsPlattform fir Protein/Protein I nteraktionen

Durch die bisher gezeigten biochemischen und biophysikalischen Untersuchungen der
hRIla konnte der Phosphorylierung an Serin 58 keine Funktion zugeordnet werden. Als
weiteren Schritt galt es zu Uberprifen, ob die phosphorylierte Form der Rlla ein
potentielles Motiv fur Protein/Protein Interaktionen darstellt. Zu diesem Zweck wurden
klassische GST pull-down Experimente aus NP-40 (Nonylphenylpolyethylenglycol)
l6slichem Uberstand nach Lyse von HelLa Zellen durchgefiihrt. Als Koder (bait) dienten
das gereinigte Fusionsprotein GST-hRI1al-87, die phosphorylierte Form dieses Proteins
sowie als Kontrolle GST allein. Die Phosphorylierung des Proteins GST-hRIlal-87
durch die C Untereinheit (hCa) wurde wahrend der Immobilisierung an die Glutathion-
Sepharose vollzogen.

Aus der Abbildung 4.3.8 wird ersichtlich, dass unter den Bedingungen nahezu das
gesamte eingesetzte Protein an der Sepharose gebunden verblieb, da in den jeweiligen
Proben der Ubersténde (nach einer zweistiindigen Inkubation bei RT) kaum noch Protein
zu erkennen ist. Vergleicht man den GST-11a1-87 Phoshorylierungsansatz (Probe 2h) mit
der  unphosphorylierten  Form  (Input), wird die vollstandige apparente
Molekulargewichtserhohung als Folge des Phosphattransfers ersichtlich.
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- hCa
=GST-11a1-87
-GST

Abb. 4.3.8: Immobiliserung von GST, GST-l1al1-87 und GST-lI1al-87(P) Protein an
Glutathion-Sepharose. Die angegebenen Proteine wurden fiir 2 Stunden bei RT mit Glutathion-
Sepharose inkubiert und Proben bei Beginn (Input) bzw. nach Inkubationsende (Uberstand)
entnommen. Die Inkubation des Fusionsproteins GST-11a1-87 mit hCa erfolgte in Gegenwart
von 5 mM MgCl, und 1 mM ATP.
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Abb. 4.3.9: Pull-down Experiment mit GST, unphosphoryliertem und phosphoryliertem
GST-I1a1-87 Protein. Gezeigt ist ein Coomassie geféarbtes Gradientengel (4-12 %) eines wie im
Material und Methodenteil (Abschnitt 3.3.6) beschriebenen pull-down Experiments mit GST,
unphosphoryliertem und phosphoryliertem GST-11a1-87 Protein als Kdder. Zusatzlich wurde
eine Probe der Glutathion-Sepharose nach Vorreinigung (preclear) des HelLa Zellen Lysats
aufgetragen. Deutlich unterschiedliche Banden im Vergleich zu GST sind durch rote Pfeile
gekennzeichnet. Die Peilrichtung gibt an, bei welchem pull-down die Bande zu erkennen ist.

64



Ergebnisse

Nach Immobilisierung der Koder-Proteine an Glutathion-Sepharose wurden diese mit
vorgereinigtem loslichem Uberstand nach Lyse von HelLa Zellen inkubiert. Die
Vorreinigung (preclear) des I6slichen Uberstands erfolgte durch Glutathion-Sepharose
allein, um spezifisch/unspezifisch an diese Matrix bindende Proteine herauszufiltern.
Nach fiinf Waschschritten zur Entfernung unspezifisch bindender Proteine folgten die
Elution mit Probenpuffer und die anschlieBende Auftrennung mittels 4-12 %
Gradientengelen (siehe Material und Methoden 3.3.9). Abbildung 4.3.9 zeigt das
Ergebnis eines pull-down Experiments nach Farbung mit Coomassie. Bei rein visueller

Betrachtung fallt ein zum Teil deutlicher Unterschied in den Bandenmustern auf (rote

Pfeile).
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Abb. 4.3.10: Dre vergleichbare pull-down Experiment mit GST, unphosphoryliertem
und phosphoryliertem GST-11a1-87 Protein als Kdder. Gezeigt sind silbergefarbte 4-12 %
Gradientengele (4-12 %) von drei unabh&ngigen pull-down Experimenten (A, B und C) mit
GST, unphosphoryliertem und phosphoryliertem GST-11a1-87 Protein als Kodder (siehe
Abschnitt 3.3.6). A ist ein nochmaliger Auftrag des in Abb. 4.3.9 gezeigten pull-downs. Deutlich
unterschiedliche Banden im Vergleich zu GST sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. Die
Peilrichtung gibt an, bei welchem pull-down die Bande zu erkennen ist.

Die Reproduzierbarkeit dieses Ergebnisses konnte durch zwei weitere pull-down
Experimente unter vergleichbaren Bedingungen gezeigt werden. Wegen der hoheren
Empfindlichkeit wurden die Gradientengele einer Silberfarbung unterzogen (Abb.
4.3.10). Die Silberfarbung ermdglichte es, zahlreiche weitere Proteine, die nur bei den

pull-down Experimenten mit den Kodern GST-l1lal-87 oder GST-l11a1-87(P)
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co-prazipitiert wurden, sichtbar zu machen. Die einzelnen Proteinbanden konnten im

Rahmen dieser Arbeit nicht mehr massenspektrometrisch analysiert werden.

4.4 Zédlbiologische Untersuchung der hRIla Phosphorylierung an
Serin 58

44.1 Aktivierung desPKA HoloenzymsTyp llain lebenden Zellen

Mittels Biolumineszenz Resonanz Energie Transfer (BRET) zur Messung von
Protein/Protein Interaktionen konnten Diskar und Mitarbeiter zeigen, dass die P°-Stelle
der R Untereinheiten (Rla Ala99, Rlla Ser99) eine entscheidende Position fiir die
Dissoziation des jeweiligen Heterotetramers ist (Diskar et al., 2007). Dabei fuhrte der
Austausch des Serins zu Alanin dazu, dass das PKA-I1aS99A Holoenzym, im Vergleich
zum  Wildtyp, insensitiver fir cAMP wurde. Die in vitro gemessene
Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) zwischen den R Untereinheiten und der Ca
unterschieden sich dagegen kaum (Rlla/Ca Kp = 0,7 nM; RIIaS99A/Ca Kp = 2 nM).
Dennoch aber hat diese Mutation einen drastischen Einfluss auf die Aktivierbarkeit in
lebenden Zellen.

Ziel war es zu untersuchen, ob sich ein Aminosdureaustausch an Position 58 der hRIla
ebenfalls auf die Holoenzym-Dissoziation in lebenden Zellen auswirkt. Die Interaktion
der GFP-hCa und der hRIla-RLuc wurde in unstimulierten COS-7 Zellen und nach der
Stimulation mit Forskolin/IBMX verglichen. Da es sich bei Forskolin (FSK) um einen
Adenylylzyklase-Aktivator und bei IBMX (3-Isobuturyl-1-methylxantin) um einen
unspezifischen Phosphodiesterase-Inhibitor handelt (Beavo et al., 1970; Dubey et al.,
1981), wird somit die intrazelluldare cAMP Produktion aktiviert und die Hydrolyse
inhibiert. Das Typ lla Holoenzym dissoziierte bei Stimulation mit FSK/IBMX nahezu
vollstandig (Abb. 4.3.2). Das Heterotetramer aus hRIIaS99A und hCa hingegen
dissoziierte unter den Bedingungen nur zu ca. 40-50 % (Diskar et al., 2007). Eine derart
drastische Anderung der Aktivierbarkeit in lebenden Zellen ist bei den Holoenzymen mit
hRIIaS58A oder S58E nicht zu beobachten (Abb. 4.4.1). Zudem zeigen die Messungen
der Rlla S58 und S99 Doppelmutanten, dass die P%Stelle (S99) in der
Autoinhibitionsdoméne die Dominante im Bezug auf die Holoenzymdissoziation ist. Die
Insensitivitdt des PKA-I1aS99A Holoenzyms gegenliber cAMP wurde durch keine der

untersuchten Mutationen an Position 58 beeinflusst.

66



Ergebnisse

GFP-Ca
0.30-
ZZAbg
—~ 0.254 I PBS
£ CIFSK/IBMX
S 0.20-
3
Lo
5 015
o ] =
g 0.10
c o
L
o
@ 0.054 |-'-| H I-Y-I |-v-|
0.00- Q - - - 3 g - S Q
= N 5 N 3 ~ NG ~ ~
& & & & & & & &
s F ¥ & & & & & 8
S & S & 0 s 0 o
¢ N
N N N N 29 ) =) ©
ey < < s & & & &
& & & &
N $ $ N
ey & < &

Abb. 4.4.1: PKA Holoenzym Dissoziation in COS-7 Zellen gemessen mittels BRET. COS-7
Zellen wurden mit dem GFP-hCa und den angegebenen hRIla-RLuc Konstrukten kotransfiziert.
24 Stunden danach erfolgten die BRET Messungen der zuvor fur 30 Min in D-PBS (schwarze
Balken) oder FSK/IBMX (graue Balken) inkubierten Zellen (siehe Material und Methoden
Abschnitt 3.6.4). Das Hintergrundsignal (bg) resultiert aus Messungen, bei denen ein RLuc
Leervektor transfiziert wurde.

4.4.2 Die zdlulare Lokalisation des Fusionsproteins hRIl1a-GFP wird durch

M utationen an Position 58 nicht beeinflusst

Die Lokalisation der Wildtyp Rlla und der S58 Mutanten wurde in COS-7 Zellen
untersucht. Dafir dienten C-terminal mit einem Grun Fluoreszierenden Protein (GFP)
versehenen RIlla Konstrukte, die in die Zellen transfiziert und dort transient
uberexprimiert wurden. Als Kontrolle fungierte ein fur GFP kodierender Vektor ohne R
Untereinheit. Die Fixierung der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 3.7.3 beschrieben.

GFP (ohne R Untereinheit) befindet sich im Zytoplasma und im Zellkern (Abb. 4.4.2). In
Hinblick auf die intrazelluldre Lokalisation war kein Unterschied zwischen der Wildtyp
Rlla-GFP und den Mutanten RIIaS58A- bzw. S58E-GFP zu erkennen. Keines der
Fusionsproteine war im Zellkern zu sehen. Auffallig war jedoch, dass die Zellen, die mit
dem Konstrukt hRI1aS58A-GFP transfiziert wurden, vermehrt Ausléufer bildeten und
dass die Zellkerne deformiert waren. Aufféallig war weiterhin, dass diese Zellen oft mehr

als ein Zentrosom hatten. Was der Grund fir diesen Phdnotyp ist, bleibt zu kléren.
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Untersuchungen, ob bei Uberexpression des Fusionsproteins hRIIaS58A-GFP in Zellen

Apoptose oder Nekrose induziert wird, sind geplant.

hRIla-GFP hR11a.S58A-GFP hR11aS58E-GFP

Abb. 4.4.2: Intrazellulare Lokalisation der Wildtyp hRIla-GFP und der Mutanten S58A
bzw. S58E in COS-7 Zellen. Dargestellt sind COS-7 Zellen 24 Stunden nach Transfektion mit
den angegebenen Konstrukten in einer 63-fachen VergréRerung (Ol-Immersionsobjektiv). Blau:
Farbung der DNA (Zellkerne) mit DAPI. Aufféllig ist, dass die Zellen, die das hRIlaS58A-GFP
Fusionsprotein Uberexprimieren, deformierte Zellkerne, vermehrt Ausldufer und mehr als ein
Zentrosom aufweisen.

4.4.3 Untersuchung zur Aktivierbarkeit der PKA Holoenzyme im Hinblick auf
dieintrazellulare Verankerung durch AKAPs

Hauptséchlich die R Untereinheiten des Typs Il konnen durch A-Kinase Ankerproteine
(AKAPs) subzelluldr lokalisiert werden (Wong and Scott, 2004). Die Interaktion erfolgt
uber die N-terminale Dimerisierungs- und Dockingdoméne (D/D) der R Untereinheiten
und Uber eine amphipathische a-Helix der AKAPs (Hausken et al., 1994; Scott et al.,
1990). Dieses hat zu Folge, dass das PKA Holoenzym in die rdumliche N&he seiner
Substrate, Gegenspieler (Proteinphosphatasen) sowie indirekten Aktivatoren und
Regulatoren (Adenylylzyklasen, Phosphodiesterasen) gebracht werden kann (Tasken and
Aandahl, 2004). Ein zusatzlicher Effekt der subzelluldren Verankerung ist die
Lokalisation an Orten unterschiedlicher cAMP-Konzentration hervorgerufen durch
Aktivierung verschiedener G-Protein gekoppelter Rezeptoren (Di Benedetto et al., 2008;
Zaccolo and Pozzan, 2002).

Das Typ-la Holoenzym dissoziiert in lebenden Zellen, selbst nach maximaler
Stimulation der cAMP-Produktion und Inhibition von Phosphodiesterasen
(Forskolin/IBMX), nur zu etwa 50 % (Diskar et al., 2007; Prinz et al., 2006). In diesem
Projekt sollte daher untersucht werden, ob die AKAP vermittelte Zielsteuerung des PKA-
la Holoenzyms einen Einfluss auf den Dissoziationsgrad bei Aktivierung durch cAMP
hat. Daflr sollte eine Rla Untereinheit, die den N-Terminus der Rlla beinhaltet (llala)

sowie eine Rlla Untereinheit, die den N-Terminus der Rla enthalt (lalla), kloniert
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werden (siehe Abb. 4.4.3). Im Rahmen dieser Arbeit ist es nur gelungen, das llala-RLuc
Fusionskonstrukt zu klonieren. Dieses wurde im Vergleich zu dem PKA-Ila bzw. PKA-
la Holoenzym in Hinblick auf die Aktivierbarkeit in lebenden Zellen mittels BRET
untersucht (siehe Abb. 4.4.4).

& CE
1 & 8IY

ot irvo—oA (I
B S

1 879
e e W & & .

Abb. 4.4.3: Schematischer Aufbau der hRla/hRIla sowie der Proteinellala und lalla.
(A) Doménenaufbau der humanen Rla und Rlla. (B) Aufbau der Fusionsproteine llala bzw.
lalla. D/D = Dimerisierung- und Dockingdoméane. Die cAMP bindende Doméne A und B sind
gekennzeichnet. A* bzw. S* verdeutlicht die P°-Position in der Autoinhibitionsdoméne. Es
wurden jeweils die ersten 87 Aminosduren gegenseitig ausgetauscht.

Das Typ-lla Holoenzym dissoziiert in lebenden Zellen nach FSK/IBMX Stimulation
nahezu vollstandig, wohingegen bei dem Typ-la Holoenzym ca. 50 % des Proteins
weiterhin als Tetramer verbleibt (Abb. 4.4.4 A) (Diskar et al., 2007; Prinz et al., 2006).
Uberraschenderweise war bei dem Illalo-Holoenzym, im Vergleich zum Rla
Holoenzym, ein um ca. 30 % verringertes BRET Signal zu verzeichnen. Dieses deutet auf
eine mogliche Stérung der Interaktion mit der hCa nach Einbringen des RIlla
N-Terminus in die Rla hin. Das BRET Signal des llala-Holoenzyms, nach Stimulation
mit FSK/IBMX, ist vergleichbar mit dem des Typ-la Holoenzyms nach gleicher
Stimulation. Setzt man das jeweilige BRET Signal unter unstimulierten Bedingungen in
Relation mit dem nach Stimulation, so wird deutlich, dass es bei dem Ilala-Holoenzym
nur zu einer ~ 20 %igen Dissoziation kommt. Dieses bedeutet somit, dass ~ 80 % des
gebildeten Tetramers komplexiert verbleibt.

Zum Expressionsnachweis der Fusionsproteine wurden Western Blot Analysen
durchgefuhrt (Abb. 4.4.4 B und C). Auffallig dabei war, dass das llala-RLuc als
Doppelbande detektiert wurde. Da dieses Protein den N-Terminus der Rlla enthalt, 1&sst

sich schlielen, dass durch Phosphorylierung an Serin 58 die apparente
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Molekulargewichtserhohung hervorgerufen wird. Ob die Phosphorylierungsstelle (S58)
einen Einfluss auf die Interaktion des llala-Proteins mit der C Untereinheit hat, muss

noch untersucht werden.
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Abb. 4.44. Vergleichende BRET Messungen des PKA-lla, -la sowie des llala
Holoenzyms in COS-7 Zellen vor und nach Stimulation mit FSK/IBMX. COS-7 Zellen
wurden in 96-Well Platten mit den angegebenen Konstrukten transfiziert. (A) Das Auslesen der
Luciferase und GFP Emission erfolgte 48 Stunden danach. Ein Teil der Zellen (jeweils 6 Wells)
wurden zuvor fur 30 Min. mit FSK/IBMX (graue Balken) und zur Kontrolle mit D-PBS
(schwarze Balken), wie in Abschnitt 3.6.4 beschrieben, inkubiert. (B) Western Blot zum
Nachweis der RLuc Fusionsproteine (anti-RLuc Antikorper). (C) Nachweis der GFP-hCa (anti-
PKAQ cat (c20) Antikdrper). N.t. steht flr nicht transfizierte Zellen und bg (Hintergrund) ist das
Signal aus Messungen, bei denen nur ein RLuc Leervektor transfiziert wurde.

4.5 Dephosphorylierungder hRIla

Bislang konnte der hRIla Phosphorylierung an Serin 58 keine Funktion im Hinblick auf
die Bindung an die Ca, die Aktivierung des Holoenzyms in lebenden Zellen und die
Bindung an AKAPs zugeordnet werden. Darauf, dass die Phosphorylierung eine Funktion
hat, deutet die veranderte Morphologie der COS-7 Zellen nach Transfektion und
Uberexpression des hRI1aS58A Konstrukts.
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45.1 Proteinphosphatase 1, 2Ca (1A) und 2A dephosphorylieren die hRIla

effizient in vitro

Im Folgenden werden Experimente aufgefihrt, die zum Ziel hatten Proteinphosphatasen
(PP) zu identifizieren, die in der Lage sind, an Aminosdure S58 phosphorylierte hRIla zu
dephosphorylieren. Es wurden hierbei die Proteinphosphatasen 1, 2A, 2Ca und CIAP
getestet. Das besondere Augenmerk lag dabei auf PP1 und PP2A, da diese Phosphatasen
uber ihre R Untereinheiten ebenfalls an AKAPs gebunden sein kénnen und somit in
demselben subzelluldaren Kompartiment auftreten wie die PKA (Wong and Scott, 2004).
Als readout fur eine erfolgreiche Dephosphorylierung wurde die apparente
Molekulargewichtsreduktion (in einer SDS-PAGE) der phosphorylierten Rlla von
~ 53 kDa auf ~ 51 kDa herangezogen. Im Rahmen dieser Untersuchung wurden zeit- oder
konzentrationsabhéngige Experimente durchgefiihrt (Abschnitt 3.5). Bei zeitabhangigen
Dephosphorylierungsexperimenten wurde konstant 4 ug hRIla(PP) mit der in der
Abbildung aufgefiihrten Aktivitat der jeweiligen Proteinphosphatase (PP1, PP2Ca und
CIAP) bei 30 °C inkubiert und nach der angegebener Zeit eine Probe enthommen (Abb.
45.1 A, B, C). Bei Phosphatase konzentrationsabhangigen Experimenten erfolgte die
Dephosphorylierung von 1 pg hRIla(PP) fir genau 30 Minuten durch die angegebene
Aktivitat von PP2A (Abb. 4.5.1 D).

Jede dieser getesteten Phosphatasen ist in der Lage, die hRIla(PP) zu dephosphorylieren,
wenn auch mit unterschiedlicher Effizienz. Anhand des Grades der apparenten
Molekulargewichtsreduktion und der jeweils eingesetzten Aktivitat an Phosphatase kann
man eine Rangordnung in der Dephosphorylierungseffizienz erkennen. Abbildung 4.5.2
verdeutlicht dieses.

Die Abbildung 4.5.2 zeigt die Dephosphorylierung einer konstanten Menge hRIla(PP)
durch vergleichbare Mengen Phosphatase. PP1 dephosphoryliert die hRI1a(PP) in vitro
am effizientesten, gefolgt von PP2Ca und PP2A. Die alkalische Phosphatase CIAP ist,
bei der eingesetzten Aktivitat, ebenfalls in der Lage effizient zu dephosphorylieren. Setzt
man diese jedoch in vergleichbarer Menge (0,5 U) ein, erfolgt unter den Bedingungen
kaum eine Dephosphorylierung (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 45.1: Nachweis der zeit- oder konzentrationsabhangigen Dephosphorylierung der
hRITa(PP) durch PP1, PP2Ca, CIAP und PP2A in der SDS-PAGE. Fur die zeitabh&ngige
Dephosphorylierung wurden 4 pg hRIla(PP) mit der angegebenen Aktivitat (1 U = 1 pmol min™
mg™) an PP1(A), PP2Ca (B) und CIAP (C) bei 30 °C inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte
nach der angegebenen Zeit. (D) Je 1 ug hRIa(PP) wurde mit 0,5, 1 und 2 U PP2A fir 30

Minuten versetzt. Die Ansdtze mit den Phosphataseinhibitoren Na-Orthovanadat und Okadaséure
dienten als Kontrollen.
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Abb. 45.2: RIla(PP) Dephosphorylierung durch PP1, PP2Ca, PP2A und CIAP im
direkten Vergleich. 1 pg hRIlla(PP) wurde mit der angegebenen Aktivitat der jeweiligen

Phosphatase fur 15 Minuten bei 30 °C inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von SDS-
Probenpuffer gestoppt.
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45.2 Die hRIla Phosphorylierung an Serin 58 ist im Holoenzymkomplex fur

Phosphatasen unzuganglich

Wie in Abschnitt 4.2 gezeigt, wird die hRIlla wahrend der Holoenzymformierung an
Serin 58 phosphoryliert. Demzufolge sollte untersucht werden, inwiefern die
Phosphorylierung im Holoenzymkomplex fir die Proteinphosphatase 1 zugénglich ist.
Dafur wurde Holoenzym in einem Co/RIla Verhdltnis 1:1,25 gebildet, mit PP1 inkubiert
und nach 5, 15, 30 und 60 Minuten Proben entnommen (Abbildung 4.5.3 A).
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Abb. 4.5.3: Zeitabhangige Dephosphorylierung des Typ-I1a Holoenzyms durch PP1. Die
Holoenzymbildung erfolgte in einem molaren R/C Verhaltnis von 1,25:1 fir 60 Minuten bei RT.
Aus jeweils einem grofRen Ansatz mit 0,25 U PP1 wurden Proben nach 5, 15, 30 und 60 Minuten
entnommen und die Reaktion mit SDS-Probenpuffer gestoppt. Jeweils ein Ansatz wurde flr 60
Minuten mit 10 mM Na-Orthovanadat inkubiert. (A) Holoenzym aus 6 pg hRIla und 4,45 pg
hCa. (B) Holoenzym aus 6 pug hRIla(PP) und 4,45 pg hCa. (C) entspricht B lediglich ohne
Mg*/ATP.

Es ist zu erkennen, dass durch PP1 kaum eine Dephosphorylierung des Serin 58 im
Holoenzym auftritt. Lediglich die Hauptdegradationsbande der hRIlla von ca. 32 bzw.
35 kDa wird mit der Zeit vollstandig dephosphoryliert. Dieses deutet darauf, dass das
Degradationsprodukt kaum oder gar nicht mit der Ca interagiert und somit zuganglich fir

die Phosphatase ist.
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Inkubiert man bereits vollstandig phosphorylierte hRIla(PP) mit hCa zur
Holoenzymbildung und versetzt dieses mit PP1, wird eine Dephosphorylierung deutlich
(Abb. 4.5.3 B und C). Dieses Experiment wurde mit vergleichbaren Ergebnissen sowohl
in An- als auch in Abwesenheit von Mg*/ATP wahrend der Holoenzymbildung und
Dephosphorylierung durchgefuhrt (vgl. B und C). Das Heterotetramer mit bereits
vollstdndig phosphoryliertem hRIla(PP) Protein ist, im Vergleich zum teilweise
phosphorylierten Holoenzym (A), instabiler und somit zugénglicher fir die Phosphatase.
Zudem ist aus diesen Ergebnissen ersichtlich, dass eine erneute Phosphorylierung der
Rlla durch die Ca nach etwaiger vorheriger Dephosphorylierung das in A gezeigte

Ergebnis nicht verfélscht haben kann.

453 R Untereinhetllain HeLa Zdlen

Die apparente Molekulargewichtserhéhung der humanen Rlla in einer SDS-PAGE,
hervorgerufen durch die Phosphorylierung an Serin 58, wurde bereits vor nahezu 30
Jahren in HelLa Zellen nachgewiesen (Weber et al., 1982). Diese Anderung im
Laufverhalten wurde jedoch félschlicherweise als Folge der Phosphorylierung in der
Autoinhibitionsdoméne angesehen. Zudem konnte in HeLa Zellen nachgewiesen werden,
dass die Phosphorylierung an Serin 58 in jedem Zyklus der Zellteilung vorhanden ist und
nach Inkubation der Zellen mit einem PKA-C Inhibitor (H89) verschwindet (Keryer et
al., 1998).
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Abb. 45.4: Nachweis R Ila in HeLa Zellen mittels Western Blot. In Spur 1 und 2 ist
rekombinante un- und doppel-phosphorylierte hRIla aufgetragen. In Spur 3 bis 7 sind jeweils
~25x10° HeLa Zellen nach Inkubation fiir 2 Stunden in Vollmedium (DMEM+FCS), in
serumfreiem Medium (mock) sowie in serumfreiem Medium mit 100 uM Rp-8-Br-cCAMPS,
100 pM 8-Br-cAMP-AM oder 0,1 % DMSO aufgetragen. Der Nachweis der Rlla erfolgte durch
einen anti-RIla Antikorper.
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Als ndchstes sollte im Rahmen der vorliegenden Studie unter Verwendung spezifischer
Inhibitoren untersucht werden, ob die im vorigen Abschnitt identifizierten
Proteinphosphatasen im endogenen Kontext die RIla ebenfalls dephosphorylieren. Dabei
diente wiederum die apparente Molekulargewichtsreduktion als Indikator flr eine
Dephosphorylierung. Zundchst musste die Doppelbande der R Untereinheit in HelLa
Zellen nachgewiesen werden. Dieses sollte mittels Western Blot Analyse durch einen
anti-RIla Antikorper erfolgen. Die Zellen wurden in 6well Platten in FCS enthaltendem
Medium (DMEM + FCS) und in Serum freiem Medium kultiviert (DMEM - FCS).
Zudem wurde ein zellpermeables antagonistisch (Rp-8-Br-cAMPS) und agonistisch
(8-Br-cAMP-AM) wirkendes cAMP Analog flr 2 Stunden zugegeben (Abb. 4.5.4). Die
Lyse der HeLa Zellen erfolgte durch Zugabe von SDS-Probenpuffer und anschlieRendem
Erhitzen.

Vergleichend sind rekombinante hRIla (Spur 1) und doppelt phosphorylierte Rlla(PP)
(Spur 2) aufgetragen. Unter den experimentellen Bedingungen konnte allerdings keine
Rlla Doppelbande aus HelLa Zellen nachgewiesen werden. Selbst wenn die Zellen
lediglich in Vollmedium (DMEM + FCS) angezogen und anschlieBend lysiert wurden,
war keine Bande bei 53 kDa zu erkennen.

Aus diesem Grund wurde eine indirekte Herangehensweise verfolgt. Hierbei sollte
tiberpriift werden, ob als Phosphatase NP-40 léslicher Uberstand eines HelLa Zelllysats zu
rekombinanter RIla(PP) zugegeben werden kann, um eine Dephosphorylierung zu
erzielen (siehe Material und Methoden 3.5). Eine zeitabh&ngige Dephosphorylierung ist
in Abbildung 4.5.5 gezeigt. Mit dem anti-Rlla Antikorper ist eine mit der Zeit deutlicher
werdende Doppelbande als Nachweis einer Dephosphorylierung ersichtlich (vgl. Spur 2
bis 6). Inkubiert man einen Ansatz fur zwei Stunden mit einer Mischung von
Phosphataseinhibitoren (Okadasaure, Tautomycetin und Na-Orthovanadat) wird eine nur
sehr geringe Dephosphorylierung deutlich (Spur 7). Im loslichen HeLa Zellen Uberstand

allein ist mit dem verwendeten Antikdrper keine Rlla nachweisbar (Spur 8).
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Abb. 4.55: Zeitabhangige Dephosphorylierung rekombinanter hRIIa(PP) in Hela
Zelllysat. Der NP-40 loslicher Uberstand (220 pg Protein), nach Lyse von HelLa Zellen, wurde
mit 0,75 g rekombinater hRIla(PP) versetzt und bei 30 °C inkubiert. Nach 5, 30, 60 und 120
Minuten wurden Proben entnommen und mit SDS-Probenpuffer versetzt. (A) Coomassie
geféarbtes SDS-Gel. (B) Western Blot zur Detektion der RIla mit einem anti-Rlla Antikorper.

Als weiteres wurden vergleichbare Experimente unter Verwendung von
Phosphataseinhibitoren durchgefiihrt (Abb. 4.5.6). Als PP1 Inhibitor diente Tautomycetin
(Mitsuhashi et al., 2001; Mitsuhashi et al., 2003) und als eher PP2A spezifischer Inhibitor
wurde Okadasdure verwendet (Gupta et al., 1997). Da fir PP2Ca bislang keine
spezifischen Inhibitoren bekannt sind, wird lediglich die Abhangigkeit von zweiwertigen
Metallionen ausgenutzt, um diese Phosphatase durch Zugabe von EDTA/EGTA zu
hemmen.

Unter den experimentellen Bedingungen ist nach zwei Stunden eine deutliche
Dephosphorylierung der hRIla(PP) in Abwesenheit von Phosphataseinhibitoren zu
erkennen (A Spur 4). Nach gleichzeitiger Inkubation mit EDTA/EGTA, Okadasédure oder
Tautomycetin ist keine geringere Dephosphorylierung zu verzeichnen (vgl. A Spur 4 mit
5 bis 7). Erst die Zugabe von Na-Orthovanadat (einem eher unspezifischen
Proteinphosphataseinhibitor) oder aller verwendeten Inhibitoren zusammen (A Spur 8
und 9) fihrt zu einer deutlichen Inhibition der Dephosphorylierung. Durch diese
Herangehensweise und mit den verwendeten Phosphataseinhibitoren lieR sich eine
alleinige Phosphatase, die fir die Dephosphorylierung der an S58 phosphorylierten hRlla

verantwortlich ist, nicht identifizieren.
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Abb. 4.5.6: Dephosphorylierung rekombinater RIla(PP) durch HelLa Zedllysat in
Gegenwart verschiedener Phosphataseinhibitoren. (A) Western Blot zum Nachweis der
hRIla mit einem anti-Rlla Antikorper. (B) entsprechend Coomassie gefarbtes SDS-Gel. Jeder
Ansatz wurde fir 2 Stunden bei 30 °C, wie in Abschnitt 3.5 beschrieben, inkubiert. Die
jeweiligen experimentellen Bedingungen sind der Abbildung zu entnehmen.

4.6 SPR Studien zur RIl Verankerung tber neue AKAPs

4.6.1 DasGSK3p Binde-Proteinist ein Typ-Il spezifisches AKAP in vitro

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Christian Hundsrucker und
Dr. Enno KluBmann (Leibniz-Institut fir Molekulare Pharmakologie, Berlin) das neu
identifizierte AKAP GSK3[ Binde-Protein (GSKIP) untersucht (Hundsrucker et al.,
2010). Es galt, SPR basierte Protein/Protein Interaktionsstudien im Hinblick auf die
Spezifitat gegentiber den R Untereinheiten der PKA, sowie deren kinetische Parameter zu
analysieren. Die Messungen erfolgten nach Herberg und Mitarbeitern wie in Abschnitt
4.3.3 beschrieben (Herberg et al., 2000). Zundchst wurde untersucht, ob und welche R
Untereinheiten GSKIP binden. Abbildung 4.6.1 zeigt ein Sensogramm der Bindung von
500 nM GSKIP an alle vier Isoformen der humanen R Untereinheit. Die entsprechend auf
einer 8-AHA-cAMP Chipoberflache immobilisierte Oberflachendichte (RU) der
jeweiligen R Untereinheit ist in der Abbildung aufgefiihrt. Aus den gezeigten Daten ist
ersichtlich, dass GSKIP nur die R Untereinheiten des Typs Il bindet. Dieses ist jedoch
noch keine Bestétigung, dass es sich bei GSKIP um ein AKAP handelt.
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Abb. 4.6.1: Interaktionsmessungen von GSKIP mit allen R Untereinheiten.

Gezeigt ist die Bindung von GSPIK (500 nM) an die Rla, RIB, Rlla und an die RIIB. Die
Messungen erfolgten bei einer Flussrate von 30 pul min™, wobei der Analyt 5 Minuten injiziert
und die Dissoziation ebenfalls 5 Minuten aufgezeichnet wurde.

Zum Nachweis, ob es sich bei GSKIP um ein AKAP in vitro handelt, wurden
Kompetitionsanalysen mit spezifischen disrupter Peptiden durchgefiihrt. Die
verwendeten Peptide entsprechen jeweils der amphipathischen Helix des AKAP76 und
Ht31 (Hundsrucker et al., 2006). Als Kontrolle dienten dieselben Peptide mit zwei Prolin
Substitutionen. Es wurden 5 uM des jeweiligen Peptids gleichzeitig mit GSKIP injiziert.
Sowohl das Peptid Ht31 als auch 78L314E sind in der Lage, die Bindung von GSKIP an
die Typ-1lI R Untereinheiten zu kompetieren (vgl. Abb. 4.6.2 A-D). Das mit zwei Prolinen
substituierte Peptid Ht31-PP ist nicht in der Lage, die Bindung zu kompetieren.
Uberraschenderweise war ein Teil der Bindung von GSKIP an die hRIIB durch das 75-PP
Peptid kompetierbar. Dieses Ergebnis deutet auf eine zweite (weniger affine)
Bindungsregion in GSKIP hin, die besonders an der Interaktion mit der hRIIf beteiligt
ist. Durch peptide mapping kombiniert mit der Methode des RIl overlay konnte eine
zweite besonders fir hRIIP spezifische Binderegion in GSKIP nachgewiesen werden
(personliche Kommunikation von Dr. C. Hundsrucker).

In Abbildung 4.6.2 E und F sind die Bindungen einer Konzentrationsreihe von GSKIP (8
bis 256 nM) an die Rlla und RIIB dargestellt. Diese wurden zur Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten flr die Assoziation (k,) und Dissoziation (kg) sowie der
Gleichgewichtsdissoziationskonstante  (Kp) unter Verwendung des Programms
BiaEvaluation Version 4.1 herangezogen. Unter der Annahme eines Langmuir 1:1

Bindungsmodells erfolgte die Bestimmung der in Tabelle 4.6.1 aufgefiihrten Konstanten.
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Abb. 4.6.2: Interaktionss und Kompetitionsanalysen von GSKIP mit Typ-Il R
Untereinheiten. Gezeigt sind Kompetitionsexperimente der Bindung von GSKIP an Rlla (A, C)
und RIIB (B, D) mit den Peptiden Ht31, Ht31-PP, 70L314E und 75-PP Peptiden. (E, F) Bindung
der angegebenen Konzentrationen GSKIP an 200 RU Rlla und RIIB zur Bestimmung der
kinetischen Konstanten.

Tab. 4.6.1: Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten sowie Gleichgewichts-
dissoziationskonstante fiir die Bindung von GSKIP an die RIlI Untereinheiten der PKA
(Hundsrucker et al., 2010).

ka (M7s™) ka (s7) Kp (NM)
Rlla 1.3x10° 6.6 x 10™ 5
RIIB 2.8 x 10* 1.2 x10° 43
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4.6.2 Negativ geladene Aminosiduren, die die amphipathische Helix des
AKAP7 flankieren, tragen zur Bindung an die Rl a bei

Die Spleil3variante des AKAP7, AKAP7d, wurde erstmals 2004 beschrieben und in den
Zusammenhang mit der PKA vermittelten Wasserreabsorption in Nieren gebracht (Henn
et al., 2004). Eine weitere Funktion des AKAP70 ist die Verankerung des PKA
Holoenzyms in Kardiomyozyten am sarkoplasmatischen Retikulum (SR) (Lygren et al.,
2007). In diesem Kontext wird die PKA in raumliche Nahe der Ca?*-ATPase SERCA2
und deren Negativregulator Phospholamban (PLN) verankert. SERCAZ2 ist fiir den Ca?*-
Ricktransport in das SR verantwortlich, und wird durch Bindung von PLN inhibiert.
Phosphorylierung von PLN durch die PKA flhrt zur Dissoziation und somit Aktivierung
der Ca?*-ATPase.

In Kooperation mit Dr. Marco Berrera und Prof. Manuela Zaccolo (Universitat Glasgow)
wurden zwei Mutanten des AKAP7d im Vergleich zum Wildtyp Protein beziglich der
Bindung an die Rlla untersucht. Bei den beiden mutierten Proteinen wurde das Kodon
fiir Asparaginséure an Position 298 und Glutaminséure an Position 323 jeweils zu einem
fir Alanin (D298A/E323A) und Arginin (D298R/E323R) ausgetauscht. Die negativ
geladenen Aminosduren D298 und E323 flankieren die amphipathische Helix des

AKAP7b (Henn et al., 2004).
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Abb. 4.6.3: SPR Interaktionsmessungen des AKAP7d, sowie zweier Doppelmutanten
(D298A/E323A; D298R/E323R), mit der R Untereinheit I1a. (A) Bindung einer konstanten
Konzentration des jeweiligen AKAPs an die hRIla. (B) normalisierte Signal aus A. (C) Bindung
einer Konzentrationsreihe des Wildtyp AKAP75. (D) Bindung der D298A/E323A Mutante an
Rlla. (E) Bindung der D298R/E323R Mutante an die hRlla.

Diese Interaktionsmessungen mittels SPR erfolgten wie bisher beschrieben, jedoch mit
dem Unterschied, dass aufgrund unspezifischer Bindung des AKAPs an die hochdichte
8-AHA-cAMP Sensorchipoberflache die cAMP Beladung reduziert werden musste.
Dafir wurde ein C1-Chip verwendet (Biacore, GE Healthcare), der keine Dextranmatrix
enthalt und somit auch viel weniger Carboxylgruppen zur kovalenten Kopplung von
8-AHA-cAMP. Durch diese Herangehensweise konnte die unspezifische Bindung des
AKAP74 auf ein Minimum reduziert werden. Dennoch wurden die in Abbildung 4.6.3
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gezeigten Bindungskurven einer Dreifach-Referenzierung unterzogen. Als erstes wurde
das Signal einer cAMP-freien Oberflache abgezogen, als zweites das Signal eines
Pufferlaufs und als drittes die unspezifische Bindung an die cAMP-Oberflache.

Tab. 4.6.2: Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten sowie Gleichgewichts-
dissoziationskonstante fur die Bindung der AKAP79 Varianten an die Rlla.

ks (M”'s™) ka (s7) Kp (nM)
GST-AKAP7d 1,3x 10° 3,4x 10" 2,6
GST-AKAP73 6,5 x 10 3,3x 10" 5
D298A/E323A
GST-AKAP73 5,4 x 10* 3,7x10* 7
D298R/E323R

In A und B ist die Bindung derselben Konzentration des Wildtyp Proteins und der beiden
mutierten AKAP70 Proteine an die Rlla gezeigt. Nach Normalisierung der Daten (B)
fallt auf, dass die Assoziationsgeschwindigkeit der Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
Protein verlangsamt ist. C bis E zeigen Sensogramme zur Bestimmung der apparenten
Geschwindigkeitskonstanten und der Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp). In
Tabelle 4.6.2 sind die unter Annahme eines Langmuir 1:1 Bindungsmodells bestimmten
Konstanten aufgefihrt. Aus diesen Geschwindigkeitskonstanten wird deutlich, dass die
Mutationen an  Positionen 298 und 323 eine  Verlangsamung  der
Assoziationsgeschwindigkeit um einen Faktor von ~ 2 hervorruft. Dieser Effekt ist
unabhéngig davon, ob sich ein Alanin oder ein basisches Arginin an der jeweiligen

Position befindet.
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5. Diskussion

5.1 Aktivierung der cAM P-abhangigen Proteinkinase

Der cAMP-abhéngigen Proteinkinase (PKA) wird ein Hauptteil der durch den sekundéren
Botenstoff CAMP vermittelten Effekte zugeschrieben. Zu diesen zédhlen so grundlegende
zellulére Prozesse wie Genexpression, Zellwachstum, Zellteilung, Differenzierung und
Motilitat (Skalhegg and Tasken, 2000). Im inaktiven Zustand liegt die PKA als ein
heterotetramerer Komplex vor, bestehend aus einem Dimer R Untereinheiten und zwei C
Untereinheiten. Die Aktivierung der Holoenzyme ist ein hoch kooperativer Prozess, bei
dem als erstes die Bindung von cAMP an die Bindedoméne B erfolgt, wodurch eine
Konformationsédnderung der R Untereinheit verursacht wird, die die Bindedoméne A erst
fir cAMP zuganglich macht (Herberg et al., 1994; Herberg et al., 1996). Die Dissoziation
und somit Aktivierung der C Untereinheiten wird durch die Bindung von cAMP an die
Doméne A ausgel6st (Gill and Garren, 1969; Ogreid and Doskeland, 1981a; Ogreid and
Doskeland, 1981b).

5.1.1 Aktivierung des PKA Typ-I Holoenzyms

In erster Linie erfolgten Untersuchungen zur Aktivierung der PKA Holoenzyme in vitro
durch biochemische (Aktivitdtsmessungen) und biophysikalische Methoden (NMR,
Rontgenkristallographie, etc.). Die so gewonnenen Erkenntnisse wurden daraufhin in
Relation zu in vivo Beobachtungen gesetzt. Unter Verwendung von Methoden, die auf
der Bestimmung der Kinaseaktivitat basieren, wurden fur die Typ-11 Holoenzyme héhere
Aktivierungskonstanten (Kat CAMP) im Vergleich zu den Typ-1 Holoenzymen ermittelt
(Dostmann et al., 1990; Skalhegg and Tasken, 1997). Die gemessenen
Aktivierungskonstanten fiir CAMP fiihrten zu der Annahme, dass Typ-Il Holoenzyme
auch in lebenden Zellen mehr cAMP zur halbmaximalen Aktivierung bendtigen als Typ-I
Holoenzyme. Diese Hypothese konnte durch unsere Arbeitsgruppe wiederlegt werden.
Mittels BRET war es mdglich, die Dynamik des Typ-la und -lla Holoenzyms in
lebenden Zellen vor und nach Stimulation mit FSK/IBMX zu vergleichen (Prinz et al.,
2006). Dabei stellte sich heraus, dass nach maximaler Stimulation der intrazelluldren
CAMP-Produktion durch Forskolin und Inhibition von Phosphodiesterasen durch IBMX

das Typ-la Holoenzym nur zu ca. 50 % zu dissoziieren ist, hingegen das Typ-lla
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Holoenzym nahezu volistandig. Diese Ergebnisse zeigten, dass eine hdohere
Aktivierungskonstante (in vitro) nicht mit der Aktivierbarkeit in Zellen gleich zu setzen
ist. Die Arbeitsgruppe von S. O. Dgskeland konnte in vitro und in vivo zeigen, dass nicht-
dissoziiertes, katalytisch inaktives Typ-la Holoenzym in Gegenwart einer hohen cAMP-
Konzentration existieren kann (Kopperud et al., 2002). Zusatzlich war es ihnen méglich,
eine apparente Gleichgewichtsdissoziationskonstante (Kp) von ~ 200 nM zwischen R und
C Untereinheit in Anwesenheit von cCAMP zu bestimmen. Dieser Kp-Wert erscheint im
zelluldren Zusammenhang plausibel, da die intrazellulare Holoenzymkonzentration auf
tber 1 uM bestimmt wurde (Hofmann et al., 1977).

In einer biophysikalischen in vitro Untersuchung von Vigil und Mitarbeitern konnte
gezeigt werden, dass das Typ-la Holoenzym durch Inkubation mit einer sehr hohen
CAMP-Konzentration (bis 1 mM) nicht vollstandig dissoziiert (Vigil et al., 2004a). Erst
durch Inkubation mit cAMP in Gegenwart des Substratpeptids Kemptide wurde ein
héherer Dissoziationsgrad und somit eine Destabilisierung des Holoenzyms erreicht. Die
Arbeitsgruppe von Roger Y. Tsien konnte die destabilisierende Wirkung von Substrat auf
das Typ-la Holoenzym in lebenden Zellen nachweisen, indem der zu einem Substrat
mutierte Proteinkinaseinhibitor PKI (A20S) koexprimiert wurde (Martin et al., 2007). In
einer weiteren Studie von Kristin Viste und Mitarbeitern wurde die Zugénglichkeit von
Substrat wahrend der Holoenzym-Aktivierung durch cAMP weiter untersucht (Viste et
al.,, 2005). Dabei konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart von Substratpeptid
(Kemptide) oder Substratproteinen die gemessene Aktivierungskonstante fir cAMP des
Typ-la Holoenzyms kleiner wird, und somit die Zuganglichkeit von Substrat eine
Destabilisierung des Typ-la Holoenzyms bewirkt.

Diese Erkenntnisse wurden zum Anlass genommen, im Rahmen der vorliegenden Studie
eine von der Bestimmung der Kinaseaktivitat unabhangige Messmethode zu entwickeln,
die es ermdglicht Aktivierungskonstanten fir cAMP in Abwesenheit von Substrat zu
bestimmen (siehe Abschnitt 4.1.1). Zur Validierung der auf Bindung beruhenden
Methode wurde unter Verwendung von SPR-Sensoren der Marke Biacore die Ky-Werte
fur das Typ-la Holoenzym (His-hCa:hRIa) in An- und Abwesenheit einer konstanten
Konzentration an Kemptide bestimmt. Die Gegenwart des Substratpeptids fuhrte, wie
bereits von Viste und Mitarbeitern gezeigt (Viste et al., 2005), zur Bestimmung eines
Kleineren K,-Werts flir cAMP (siehe Abschnitt 4.1.1). Zudem konnte hier ebenfalls
reproduziert werden, dass mit steigender Konzentration von Kemptide eine stetige
Verkleinerung des K,-Werts einhergeht (ohne Kemptide Ky ~ 110 nM; 260 uM
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Kemptide Kyt ~ 80nM; 1 mM Kemptide Ky ~ 20 nM). Dieser Effekt auf die
Aktivierungskonstante des Typ-la Holoenzyms beruht auf einer Kompetition des
Substrats mit der R Untereinheit (Vigil et al., 2004a; Viste et al., 2005). Ein weiterer
Faktor konnte die strikte Abhéangigkeit der RI/C Interaktion von Mg*/ATP sein
(Hofmann et al., 1975; Neitzel et al., 1991). Mg®'/ATP stabilisiert das Typ-la
Holoenzym, indem es als ein ,,Schloss* fungiert und die C Untereinheit somit in der
geschlossenen Konformation halt (Kim et al., 2007; Kim et al., 2005; Neitzel et al.,
1991). In Abwesenheit dieser Kofaktoren ist der Komplex weitaus instabiler, was durch
einen ca. 1000 fach héheren Kp-Wert widergespiegelt wird (Herberg and Taylor, 1993).
Vorstellbar ist, dass die Konformation der C Untereinheit im CAMP gesattigten
Holoenzym soweit gelockert ist, dass Substrat dadurch kompetitiv zu einer weiteren

Destabilisierung flhren kann.

5.1.2 Aktivierung des PKA Typ-I1 Holoenzyms

In den im Abschnitt 5.1.1 aufgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss von Substrat auf
die PKA Holoenzyme konnten lediglich Effekte auf den Grad der Dissoziation oder die
gemessene Aktivierungskonstante des Typ-la Holoenzyms nachgewiesen werden. Fir
das Typ-1l Holoenzym war, in Gegenwart von Substrat, keine Anderung des apparenten
Kact-Wertes, jedoch ein leicht erhdhter Dissoziationsgrad detektierbar (Vigil et al., 2004a;
Viste et al., 2005).

Typ-1I R Untereinheiten kdnnen mit der C Untereinheit sowohl in An-, als auch in
Abwesenheit von Mg?*/ATP hochaffin interagieren und Holoenzym bilden. Die mit dem
Typ-la Holoenzym validierte Messmethode wurde daher fir das Typ-lla Holoenzym in
erster Linie verwendet, um die Aktivierungskonstante in Abhéngigkeit dieser Kofaktoren
zu bestimmen (siehe Abschnitt 4.1.2).

Die in Abschnitt 4.1.2 bestimmte K, war in Gegenwart von Mg®*/ATP deutlich kleiner
(~ 50 nM) als in Abwesenheit (~235nM). Dies bedeutet, dass fur die halbomaximale
Aktivierung des PKA-lla Holoenzyms in Abwesenheit der Kofaktoren die nahezu
finffache Menge cAMP bendtigt wird. Somit ist das Holoenzym unter diesen
Bedingungen deutlich insensitiver gegeniuber cAMP. Der mit dieser Methode ermittelte
Kac-Wert von 50 nM in Gegenwart von Mg®*/ATP ist um einen Faktor von ca. 3 kleiner
als der von Diskar und Mitarbeitern bestimmte (Diskar et al., 2007). In jeder Studie

wurde allerdings der spektrophotometrische Assay nach Cook zur Bestimmung von
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Aktivierungskonstanten verwendet (Cook et al., 1982). Dieser gekoppelte enzymatische
Assay beruht auf Kinase Aktivitatsbestimmung und wird somit in Gegenwart von
Mg®*/ATP und Substrat (260 uM Kemptide) durchgefiihrt. Auf Grund der, je nach
verwendeter Methode, deutlich unterschiedlichen Aktivierungskonstante erfolgten
zusétzlich Messungen des His-hCa/hRIla Holoenzyms in Gegenwart von Mg?*/ATP mit
Kemptide. Uberraschenderweise wurden hohere Aktivierungskonstanten gemessen, wenn
Kemptide verfligbar war. Bei einer konstanten Konzentration von 260 uM Substratpeptid
konnte eine Ky von ~ 130 nM und bei 1 mM Kemptide sogar eine Kyt von ~190 nM
bestimmt werden. Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass die Verfugbarkeit von
Substrat wéhrend der Aktivierung des Typ-lla Holoenzyms einen umgekehrten Effekt
auf die gemessene Aktivierungskonstante im Vergleich zum Typ-la Holoenzym hat.

Der Unterschied in der Aktivierungskonstante in Ab- und Anwesenheit von Mg*/ATP
kann durch Autophosphorylierung der R Untereinheit durch die C Untereinheit erklart
werden (Manni et al., 2008; Rangel-Aldao et al., 1979; Rangel-Aldao and Rosen, 1976b;
Takio et al., 1980). Wahrend der Holoenzymbildung in Gegenwart von Mg?*/ATP wird
die Autoinhibitionsdoméne der Rlla (und RIIB) phosphoryliert (siehe Abschnitt 4.2.1),
was in einem instabileren und fir cAMP sensitiveren Holoenzym resultiert (Rangel-
Aldao and Rosen, 1976a) (diese Arbeit). Zusétzlich hat die Phosphorylierung einen
Einfluss auf die Bindung der Rlla an die C Untereinheit, gekennzeichnet durch eine ca.
50 fach geringere Affinitdt (Kp=40nM fiar Phospho-RIla/hCa und 0,7 nM  fir
Rlla/hCa) (Diskar et al., 2007).

Die Wirkung von Kemptide, die in einer groReren apparenten Aktivierungskonstante
resultiert, kann ebenfalls erklart werden. In Anwesenheit von Mg?*/ATP und Kemptide
oder Mg*/ADP kann die PKA-Ca die RII-Untereinheiten  effizient
autodephosphorylieren (Gjertsen et al., 1993). Die unphosphorylierte R Untereinheit kann
wiederum schneller mit der C Untereinheit reassoziieren (Rangel-Aldao and Rosen,
1976a). Die Ergebnisse deuten auf eine antagonistische Wirkung von Substrat auf die
Aktivierung des Typ-lla Holoenzyms hin.

Daraus ergibt sich die Frage, wie sich dieser Effekt in den zellularen Kontext bringen
lasst. In erster Linie werden die Typ-Il Holoenzyme durch AKAPs an subzelluldaren
Kompartimenten verankert (Beene and Scott, 2007; Jarnaess and Tasken, 2007). AKAPs
bringen die PKA in rdumliche Nahe zu ihren indirekten Aktivatoren (Adenylylzyklasen),
Inhibitoren (Phosphodiesterasen), Gegenspielern (Proteinphosphatasen), aber auch zu

ihren Substraten. Ausgehend von einem leicht aktivierbaren Typ-lla Holoenzym (Kqc
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CAMP ~50nM), das zudem in der Zelle an Orten mit hoher cAMP-Konzentration
lokalisiert vorliegen kann (Di Benedetto et al., 2008; Rich et al., 2001; Zaccolo and
Pozzan, 2002), wirde zu einer sehr schnellen und vollstdndigen Dissoziation des
Holoenzyms fiihren. Eine sehr schnelle Reaktion auf einen externen Stimulus kann von
Vorteil sein, muss aber auch reguliert werden. Die rdumliche N&he und hohe
Konzentration  von  Substraten  konnte, neben  Phosphodiesterasen  und
Proteinphosphatasen, als ein Regulationsmechanismus fungieren. Das wirde bedeuten,
dass eine hohe Konzentration an Substraten einer GbermaRigen Aktivierung des PKA-lla
Holoenzyms entgegenwirkt, indem dieses mehr cAMP zur halbmaximalen Aktivierung
benotigt. Zudem waére eine Feinregulation der PKA Aktivitat durch Unterschiede in der

lokalen Substratkonzentration denkbar.

5.1.3 Bedeutung der Autoinhibitionsdomane fir die Aktivierung des Typ-la

und Ila Holoenzymsin Gegenwart von Substrat

Die besondere Bedeutung der Autoinhibitionsdomane von RI und RII-Untereinheiten ist
schon mehrfach gezeigt worden (Diskar et al., 2007; Dostmann and Taylor, 1991,
Durgerian and Taylor, 1989; Manni et al., 2008). Mutationen der P°-Stelle in Rla und
RlIla Untereinheiten (hRIaA99S oder hRIIaS99A) haben einen Einfluss auf die Bindung
an die PKA-C, die Aktivierung des Holoenzyms und die Stabilitat der Proteine in
hoheren Salzkonzentrationen. Zudem bewirkt ein Aminosaureaustausch des Alanin 99 zu
einem Serin, im Fall der humanen Rla (oder auch bRIGA97S), eine Mg®*/ATP
unabhangige Holoenzymbildung (Diskar et al., 2007; Durgerian and Taylor, 1989).

Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit getestet, ob die P°-Aminosdure in der
Autoinhibitionsdoméne auch fir die Verkleinerung (Typ-la Holoenzym) bzw.
VergroBerung (Typ-lla Holoenzym) der apparenten Aktivierungskonstanten in
Gegenwart von Kemptide von Bedeutung ist. Dafiir erfolgte die Bestimmung der Kg fiir
das hRIaA99S und hRIIaS99A Holoenzym in Abwesenheit und in Gegenwart von
260 uM Kemptide (siehe Abschnitt 4.1.3). Fiur beide Holoenzyme konnte ein signifikant
unterschiedlicher Wert der Aktivierungskonstante ermittelt werden. Im Fall des RIcA99S
Heterotetramers war eine VergroRerung des Ka-Werts von 77 nM (ohne Kemptide) auf
90 nM (mit Kemptide) bestimmbar. Die Inkubation mit Kemptide flhrte bei dem
RIIaS99A Holoenzym zu einer Verkleinerung des Ky-Werts von 190 nM (ohne
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Kemptide) auf 152 nM. Diese Unterschiede sind zwar statistisch signifikant, jedoch im
Vergleich zu den Wildtyp-Holoenzymen eher gering.

Im Vergleich zum Wildtyp bendtigt das RIaA99S Holoenzym nur anndhernd halb so viel
CAMP zur halbmaximalen Aktivierung (K, RIOWT = 114 nM, K(RIGA99S= 77 nM).
Mittels SPR war es mdglich, eine deutlich schnellere Dissoziation der RIaA99S und der
Ca zu messen, was eine mogliche Ursache fir den kleineren Ky-Wert ware (Diskar et
al., 2007). Zusatzlich muss hierbei die mogliche Autophosphorylierung der RIaA99S und
die damit einhergehende Destabilisierung des Holoenzyms in Betracht gezogen werden.
Eine Stabilisierung des Heterotetramers, hervorgerufen durch die Gegenwart von
Kemptide,  konnte auch im  Fall der mutierten Rla mit  der
Autodephosphorylierungsaktivitat der PKA-C erklart werden (Gjertsen et al., 1993).

Die apparenten, nur in Gegenwart von Mg®*/ATP bestimmten Aktivierungskonstanten
des RIla (Kyt = 50 nM) und des RIIaS99A Holoenzyms (Kat = 190 nM) unterscheiden
sich sehr deutlich (vgl. Abschnitt 4.1.2 und 4.1.3). Dieses Ergebnis zeigt, dass der
Austausch des Serin an Position 99 zu einem Alanin eine deutlich verringerte CAMP-
Sensitivitat zur Folge hat. Somit wird ein stabilerer Holoenzymkomplex gebildet, wenn
keine phosphorylierbare Aminosaure in der P°-Position vorhanden ist. Dieses wird zudem
durch die groRBe gemessene Aktivierungskonstante des RIla Holoenzyms in Abwesenheit
von Mg?*/ATP bestitigt, wobei keine Phosphorylierung stattfinden kann.

Der Einfluss von Kemptide, der zur Verkleinerung der apparenten Aktivierungskonstante
des RIIaS99A Holoenzyms fiihrt, kann wie fir das Typ-la Holoenzym durch
Kompetition und Destabilisierung des Komplexes erklart werden (siehe Abschnitt 5.1.1).
Somit konnte in der vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass in Gegenwart von
Substrat die P°-Aminosaure mit verantwortlich ist fur die Verkleinerung oder
VergroBerung der apparenten Aktivierungskonstante flir cAMP des Typ-la und lla

Holoenzyms.

5.2 Phosphorylierung der Typ-I1 R Untereinheiten
Einer der bedeutendsten Unterschiede zwischen den R Untereinheiten des Typs | und 1l
liegt in der Autoinhibitionsdomane (Takio et al., 1984; Titani et al., 1984). RII-
Untereinheiten besitzen in P%-Stelle ein phosphorylierbares Serin und reprasentieren echte

Substrate der PKA-C (Rangel-Aldao and Rosen, 1976b). Hingegen sind RI
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Untereinheiten Pseudosubstratinhibitoren und besitzen ein Alanin (Rla) oder Glycin
(RIB) in der P°-Stelle.

Ein offensichtlicher Unterschied zwischen Rlla und RIIB nach Autophosphorylierung
durch die PKA-C ist, dass die alpha Isoenzyme aus verschiedenen Spezies eine apparente
Molekulargewichtserhohung in der SDS-PAGE aufweisen, die bei den beta Isoenzymen
nicht auftritt (Robinson-Steiner et al., 1984; Skalhegg et al., 1992). Beim Vergleich der
Aminosauresequenz der humanen RIlla mit der aus unterschiedlichen Sdugern wird
deutlich, dass die Autoinhibitionsdomanen identisch sind (siehe Abb. 5.2.1 rote
Umrahmung). Die Linkerregion zwischen Dimerisierungs-/Dockingdoméane und
Autoinhibitionsdoméne weist die geringste Konservierung auf (Oyen et al., 1989). Bei
Rlla aus Rind wurden in diesem Bereich zahlreiche Phosphorylierungen identifiziert. Die
Aminosduren Serin 74 und 76 der bRIla (gelbe Umrahmung) kénnen in vitro durch die
Casein Kinase Il (CKII) und die Glykogen Synthase Kinase 5 (GSK5) phosphoryliert
werden (Carmichael et al., 1982; Hemmings et al., 1982). Zudem werden Serin 44 und
47 (blaue Umrahmung) durch die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) phosphoryliert
(Hemmings et al., 1982). Bis auf Serin 44 sind diese Aminoséauren auch in der hRlla
konserviert, jedoch konnte den Phosphorylierungen bislang keine eindeutige Funktion
zugeordnet werden. Die Phosphorylierung durch die Glykogen Sythase Kinase 3 kdnnte
von Bedeutung sein, da in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Enno
KluBmann (Leibniz-Institut fir Molekulare Pharmakologie, Berlin) das GSK3[3 Binde-
Protein (GSKIP) als Typ-Il spezifisches AKAP identifiziert wurde (Hundsrucker et al.,
2010). Zudem bindet das AKAP220 ebenfalls GSK3B (Tanji et al., 2002). GSKIP
interagiert direkt mit GSK3B und den RII-Untereinheiten. Die Phosphorylierung durch
die PKA-C flhrt zur Inaktivierung von GSK3[. Da die Phosphorylierungsstelle fir
GSK3 (Hemmings et al., 1982) nahe der Dimerisierungs- und Dockingdomane liegt, ist
es denkbar, dass diese Modifikation die Bindung von GSKIP und/oder von AKAP220
beeinflusst. Eine etwaige Dissoziation von GSKIP und Rlla nach Phosphorylierung
durch GSK3 wirde bedeuten, dass die PKA-C und GSK3 sich nicht mehr in raumlicher
Néhe befédnden und somit eine inhibitorische Phosphorylierung durch die PKA-C

unwahrscheinlicher wiirde.
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1 60
KAP2_HUVAN VBHI Q PPGLTELLQGYTVEVLRQOPPDLVEFAVEYFTRLREARAPASVLPAATPRQSLG
KAP2_PI G VBHI Q PPGLTELLQGYTVEVLRROPPDLVDFAVDYFTRLREARSRASTPPAAPPSGSQ-
KAP2_BOVI N MBHI Q PPGLTELLQGYTVEVLRQRPPDLVDFAVDYFTRL REARERAETPPAAPPSGSQ
KAP2_RAT VBH Q PPGLTELLQGYTVEVLRQOPPDLVDFAVEYFTRLREARRQESDSFI APPTTFHA
KAP2_MOUSE MBHI Q PPGLTELLQGYTVEVG @PDLVDFAVEYFTRL REARRQESDTFI VSPTTFHT

61 120
KAP2_HUVAN HPPPEPGPDRVADAKGDSESEEDEDL EVPVPSRF CAETYNPDEEEEDTDPRVI H
KAP2_PI G - - DLEPSSGLVTDAI ADSESEDDEDL DVPI PSRF CAETYNPDEEEEDTDPRVI H
KAP2_BOVI N - - DFDPGAGLVADAVADSESEDEEDL DVPI PGRF CAETYNPDEEEEDTDPRVI H
KAP2_RAT Q - ESSGVPVI EEDGESESDSDDEDL EVPI PSKF CAETFNPDEEE- DNDPRVVH

KAP2_MOUSE Q- ESSAVPVI EEDGESDSDSEDADLEVPVPSKF CAETFNPDEEEEDNDPRVVH

. ** ** * -k ********* * ok kk kK * **** *

Abbildung 5.2.1: Alignment der ersten 120 Aminosauren der R Untereinheit |la aus Mensch,
Schwein, Rind, Ratte und Maus. Rot umrahmt ist die Autoinhibitionsdoméne, gelb die
Phosphorylierungsstelle fiir die Casein Kinase Il und Glykogen Synthase Kinase 5, blau die
Phosphorylierungsstelle fiir die Glykogen Synthase Kinase 3. Grin markiert ist das durch
CDK1/Cyc B phosphorylierte T54 und rot markiert ist die in dieser Arbeit identifizierte
Autophosphorylierungsstelle S58 fir die PKA-C.

Die von Keryer und Mitarbeitern beschriebene Phosphorylierung der hRIla an Threonin
54 durch die Cyclin-abhéngige Kinase 1 (CDK1/Cyclin B) kommt, an dieser Position,
nur in dem humanen Protein vor (Keryer et al., 1998). Allerdings konnte in jener Studie
gezeigt werden, dass auch die Rlla aus Rind durch CDK1/Cyc B phosphoryliert werden
kann. Die Funktion der Phosphorylierung durch CDK1, die am Anfang der Mitose
auftritt, ist gut untersucht. Zum einen wird die Dissoziation der Rlla von dem am
Zentrosom lokalisierten AKAP450 gefordert und zum anderen die Interaktion mit dem
am Chromatin befindlichen AKAP95 begiinstigt (Carlson et al., 2001; Landsverk et al.,
2001). Desweitern wird die bRIIB in vitro an Threonin 69 durch CDK1/Cyc B
phosphoryliert, was eine Beeintrachtigung der Interaktion mit dem Mikrotubuli-
assoziierten Protein 2 (MAP2) zur Folge hat (Keryer et al., 1993).

Der Grad der Autophosphorylierung der Typ-11 R Untereinheit durch die PKA-C und die
Dephosphorylierungsrate unterscheiden sich organismus-, gewebe- und zellabhéangig
(Robinson-Steiner et al.,, 1984). Die RII-Untereinheiten aus unstimulierten Ratten
Hepatozyten liegen zu 90 % autophosphoryliert vor (Scott and Mumby, 1989).
Stimulation der Zellen mit 8-Br-cAMP flhrt zur Aktivierung der Holoenzyme, der Grad
der Autophosphorylierung bleibt jedoch konstant. Im Gegensatz dazu wird die RII
Untereinheit nach Stimulation von glatten Muskelzellen aus Rind viel schneller
dephosphoryliert. Dieser Unterschied konnte damit erklart werden, dass zelltypspezifisch
eine schnellere Inhibition der C Untereinheit erfolgen muss und eine Reassoziation des
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Typ-11 Holoenzyms schneller ablauft, wenn die RIl Untereinheit nicht autophosphoryliert
vorliegt (Rangel-Aldao and Rosen, 1976a).

Neben der Bedeutung der Autophosphorylierung auf die Interaktion der R mit der C
Untereinheit, sowie der Aktivierung des Holoenzyms sind auch noch Einflisse auf die
Interaktion mit AKAPs in der Literatur beschrieben. Die Autophosphorylierung der Rlla
soll eine 7 bis 52 fache Erhohung der Affinitdt zu bestimmten Peptiden, die den
amphipathischen Helices verschiedener AKAPs entsprechen, zur Folge haben (Manni et
al., 2008; Zakhary et al., 2000a; Zakhary et al., 2000b). Desweiteren konnte in pull-down
Experimenten mehr AKAP15/18 aus Kardiomyozyten mit der RIlaS96D
co-immunoprézipitiert werden als mit der entsprechenden Alanin Mutante (Manni et al.,
2008). In jener Arbeit wurde zusatzlich der Einfluss der mutierten Rlla auf die
Phosphorylierung anderer Substrate der PKA-C untersucht. Dabei konnte eine
signifikante Erhéhung der Phosphorylierung von Phospholamban und des
Ryanodinrezeptors nach Uberexpression der RIIaS96D im Vergleich zu S96A in
Kardiomyozyten nachgewiesen werden (Manni et al., 2008). Dieser Effekt konnte mit
einer geringeren Affinitat der S96D Mutante zu der PKA-C und somit mit einer erhéhten
Basalaktivitat erklart werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Autophosphorylierung der humanen Rlla durch die
humane Ca Untereinheit genauer untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die R
Untereinheit wahrend der Holoenzymbildung nicht nur an der P°-Position (Serin 99)
phosphoryliert wird, sondern auch an Serin 58 (siehe Abschnitte 4.4.2, 4.2.3 und Abb.
5.2.1 rote Markierung). Zudem konnte gezeigt werden, dass nur eine Modifikation,
nadmlich diejenige an Serin 58, zu dem verlangsamten Laufverhalten in der SDS-PAGE
fuhrt. Diese Phosphorylierung ist im indirekten Sinne in der Literatur bereits bekannt. Die
Doppelbande der Rlla wurde in HelLa Zellen zu jedem Zeitpunkt des Zellzyklus
nachgewiesen, jedoch als Autophosphorylierung der P°-Stelle gedeutet (Keryer et al.,
1998). In phosphoproteomischen Studien konnten ebenfalls an Serin 58 phosphorylierte
Peptide der hRIla nachgewiesen werden (Dephoure et al., 2008; Molina et al., 2007).
Auch durch in vitro Untersuchungen an gereinigtem Protein aus mannlichen Keimzellen
wurde die durch Phosphorylierung hervorgerufene apparente Molekulargewichts-
erhdhung nachgewiesen (Skalhegg et al., 1992). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die
Phosphorylierung an S58 in HelLa Zellen nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.5.4).
Es bleibt also weiterhin zu klaren, ob die PKA-C die einzige Kinase ist, die fir die

Phosphorylierung verantwortlich ist, denn der Bereich entspricht auch einer PKC
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(Proteinkinase C) Konsensussequenz (Nishikawa et al., 1997). Dieses kann mit dem
spezifischen Inhibitor PKI untersucht werden, indem ein myristyliertes Peptid (PKI 5-24)
auf Zellen gegeben wird, um eine spezifische Inhibition der PKA-C zu erreichen.

Die Aminoséure Serin an Position 58 ist in Schwein und Rind konserviert, jedoch
entspricht dieser Bereich keiner Konsensussequenz der PKA-C (Kemp et al., 1977). Die
Rlla aus Ratte und Maus enthélt die Aminosdure nicht. Erst die dem Menschen naher
verwandten Primaten wie Schimpansen (Pan troglodytes, PANTR) oder Makaken
(Macaca mulatta, MAKMU) enthalten die Phosphorylierungsstelle (Abb. 5.2.2 rot
hervorgehoben). Die P** Position der Rlla aus Makaken enthalt jedoch keine hydrophobe
Aminoséure sondern ein Prolin und représentiert dadurch kein optimales Substrat (Kemp
and Pearson, 1990).

1 60
KAP2_HUVAN MBHI Q PPGLTELL QGYTVEVL RQOPPDLVEFAVEYFTRLREARAPASVL PAATPRQSLG
KAP2_PANTR MBHI Q PPGLTELL QGYTVEVL RQOPPDLVEFAVEYFTRLREARAPASVL PAATPRQSLG
KAP2_MAKMJ MBHI Q PPGLTELL QGYTVEVL RQOPPDLVEFAVDYFTRLREARAPASVL PAATPRQSPG

**********************************: EE R I I

61 120
KAP2_HUVAN HPPPEPGPDRVADAKGDSESEEDEDL EVPVPSRFNRRVSVCAETYNPDEEEEDTDPRVI H
KAP2_PANTR HPPPEPGPDRVADTKGDSESEEDEDL EVPVPSRFNRRVSVCAETYNPDEEEEDTDPRVI H
KAP2_MAKMJ HPPPEPGPDRVADAKGDSESEEDEDL EGAI PSRFVLKCSVCAETYNPDEEEEDTDPRVI H

kkkkhkhkkrdhkhkrkxhkdkdrhkhkkxdhhxxxk ok k kK . khkkkhkhkhkxkhkhkhkxkhkdhdkxkk

Abbildung 5.2.2: Alignment der ersten 120 Aminosduren der R Untereinheit Ila aus
Mensch, Schimpanse und Makake. Grin markiert ist die Phosphorylierungsstelle fir
CDK1/Cyc B und rot markiert ist die in dieser Arbeit identifizierte Autophosphorylierungsstelle
fur die PKA-C.

Die Tatsache, dass die Rlla aus unterschiedlichen Spezies nach Autophosphorylierung
durch die PKA-C eine apparente Molekulargewichtserhdhung in der SDS-PAGE zeigt,
wirft die Frage auf, ob dieses Verhalten auch auf eine andere Phosphorylierung als die
der P°-Stelle zuriickzufiihren ist. Durch eine ELM (Eukaryotic Linear Motif resource for
functional sitesin proteins) Datenbanksuche konnte in der RIla aus Rind, Schwein, Ratte
oder Maus keine zweite putative Autophosphorylierungsstelle identifiziert werden.
Experimentell konnte dieses leicht untersucht werden, in dem man das P°-Serin der Rlla

zu einem Alanin austauscht und die mutierten Proteine durch die PKA-C phosphoryliert.

Eine eindeutige Funktion konnte in dieser Arbeit der Phosphorylierung der hRIla an
Serin 58 nicht zugeordnet werden. Aus den durchgefihrten Experimenten wird deutlich,

dass diese Modifikation keinen Einfluss auf die Bindung an die C Untereinheit (in vitro)
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oder auf den Dissoziationsgrad des Holoenzyms in lebenden Zellen hat. Zudem war kein
Unterschied in der Interaktion mit den getesteten AKAP Fragmenten (AKAP450 und

149) zu erkennen.

5.3 Die Linkerregion der hRIla als Motiv fur Protein/Protein

| nteraktionen

Die R Untereinheiten der cAMP-abhéngigen Proteinkinase weisen eine konservierte
Doménenstruktur auf. In S&ugern sind die Dimerisierungs- und Dockingdoméne (D/D),
die Autoinhibitionsdoméne und die Zyklonukleotid-bindenden Doménen sehr homolog.
In der Linkerregion zwischen der D/D und der Autoinhibitionsdomaéne tritt die geringste
Homologie auf. Das Gen fir die hRIla wurde 1989 kloniert, wobei ein noch deutlicherer
Unterschied im N-terminalen Bereich (Aminosaure 45-87), im Vergleich zu der Rlla aus
anderen Spezies, erkannt wurde (Oyen et al., 1989) (vgl. Abb. 5.2.1). Oyen und
Mitarbeiter deuteten den Speziesunterschied mit einem aktiven Selektionsdruck auf
genau diesen Bereich und postulierten einen putativen Einfluss auf die subzellulare
Verankerung.

Auffallig ist, dass diese Region viele Proline enthélt. Die RIla der in Abbindung 5.2.1
aufgefuhrten Sdaugern, sowie die hRIB und die hRIIB enthalten keinen derart Prolin-
reichen Bereich in der Linkerregion. Eine Ausnahme ist dabei die Rla, die kurz vor der
Autoinhibitionsdoméne (hRla Aminosaure 84-87 und 89) flnf Proline enth&lt. Dieser
Bereich ist in S&dugern und sogar im Huhn komplett konserviert und wird als putatives
SH3-Domanen Interaktionsmotiv beschrieben (Boeshans et al., 1999). Zusétzlich ist ein
Serin direkt vor der Prolin-reichen Region hoch konserviert (hRla S83, bRIa S81). In
massenspektrometrischen Untersuchungen mit bRIa (gereinigt aus Skelettmuskel oder
Herz) wurde das Serin 81 zu 30-40 % phosphoryliert vorgefunden (Boeshans et al.,
1999). Eine Kinase, die fur die Phosphorylierung verantwortlich ist, sowie eine Funktion
der Modifikation konnten bislang noch nicht gezeigt werden.

Ein weiterer Unterschied in der Linkerregion der humanen Rlla im Vergleich zu Sdugern
wie Rind, Schwein, Ratte und Maus konnte im Rahmen dieser Arbeit mit der
Autophosphorylierung an der Aminosdure Serin 58 nachgewiesen werden (siehe
Abschnitt 4.2.2 und 4.3.3). Bislang war es nicht moglich, die Struktur der Linkerregion
von irgendeiner R Untereinheit aufzuklaren, da diese in Losung ungeordnet ist (Li et al.,
2000; Vigil et al., 2004b). Somit ist nicht bekannt, ob oder wie der Bereich im
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Holoenzym angeordnet ist. Die dreidimensionale Struktur der D/D (Banky et al., 2003;
Gold et al., 2006; Newlon et al., 1999), verkiirzter R Untereinheiten (Diller et al., 2001;
Su et al., 1995) sowie des Typ la, lla und 113 Heterodimers konnten mittels NMR oder
Rontgen-Kristallographie aufgeklart werden (Brown et al., 2009; Kim et al., 2007; Wu et
al., 2007). Small angle X-ray scattering Messungen und in silico Berechnung von Vigil
und Mitarbeitern deuten auf eine unterschiedliche Form des Rla, Rlla und RIIP
Homodimers hin (Vigil et al., 2004b). Das Rla Dimer weist wahrscheinlich eher eine
kompakte, Y-formige Struktur auf, das Rlla bzw. RIIB Dimer soll hingegen eine eher
ausgestreckte, stabférmige Struktur ausbilden. Diese vorausgesagten Unterschiede
werden von den Autoren mit der Linkerregion in Zusammenhang gebracht.

Die bisher noch nicht aufgefiihrte mogliche Funktion einer Phosphorylierung, namlich
die Ausbildung von Plattformen fir phosphorylierungsabhéngige Protein/Protein
Interaktionen, wurde in dieser Arbeit ebenfalls untersucht. In pull-down Experimenten
mit dem Fusionsprotein GST-RIlal-87 als Koderprotein (sowohl in phosphorylierter als
auch in unphosphorylierter Form) konnten reproduzierbar unterschiedliche Proteine aus
HeLa Zellen co-prazipitiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit war es jedoch nicht mehr
mdglich, die Proteinbanden massenspektrometrisch zu untersuchen. Im Folgenden sollen

mdogliche Protein/Protein Interaktionen mit der Linkerregion der hRIla diskutiert werden.

5.3.1 Src-homology 3 Doménen (SH?3)

Wie weiter oben aufgefiihrt, kénnen Prolin-reiche Sequenzen als Bindemotive von SH3
Doménen (Sc-homology 3) erkannt werden. SH3 Doménen sind 40-70 Aminosauren
lang und kommen in einer Vielzahl von Proteinen vor. Urspriinglich, daher auch die
Namensgebung, wurden sie in der Src-Familie von Tyrosin-Kinasen gefunden (Mayer et
al., 1988; Stahl et al., 1988). Das minimale Interaktionsmotiv von SH3 Domaénen ist
Pro-x-x-Pro, wobei x einer beliebigen Aminosdure entspricht (Ren et al., 1993).
Aufgrund ihrer Ligandenspezifizitdt werden die Domanen in zwei generelle Klassen
eingeteilt. Klasse 1 SH3 Domaénen binden Liganden mit der Sequenz R/KxxPxxP und
Klasse 11 binden PxxPxR Motive (Feng et al., 1994; Feng et al., 1995; Lim et al., 1994).
Zudem konnen die Liganden in beiden Orientierungen (N-term. « C-term.) gebunden
werden. Es sind allerdings auch Interaktionen mit Sequenzmotiven beschrieben worden,
die sich nicht in eine der beiden generellen Klassen einordnen lassen (Mayer, 2001). SH3

Doménen binden im allgemeinen mit geringer Affinitat (Kp-Werte im pM-Bereich) an
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Ligandenpeptide (Tran et al, 2005). Der Prolin-reiche Bereich
(PRQS*®LGHPPPEPGPDR") in der Linkerregion der hRIla entspricht einem minimalen
Interaktionsmotiv (PxxP) von SH3 Domanen. Somit ist die Bereitstellung einer Plattform
fur Interaktion mit SH3 Domanen enthaltenden Proteinen eine mdgliche Funktion der
ungewohnlichen Linkerregion der hRIla. Die Phosphorylierung an Serin 58 kdnnte, in
dem Zusammenhang, eine mogliche R Funktion (im positiven oder negativen Sinne) auf

eine Interaktion haben.

5.3.2 14-3-3 Proteine

Eine weitere Gruppe potentieller Interaktionspartner, die an die Linkerregion der hRIlla
binden koénnte, sind 14-3-3 Proteine. In Sdugern kodieren sieben 14-3-3 Gene (B, v, € m,
o, T und {) fir ubiquitére, hochkonservierte 25-30 kDa Proteine, die als Dimere vorliegen
und spezifisch an Phospho-Serin/Threonin enthaltende Polypeptide binden (Muslin et al.,
1996; Yaffe et al., 1997a). Als Konsensussequenz werden die Motive RSxpSxP und
RxY/FxpSxP gebunden, wobei pS fir Phospho-Serin und x fiir eine beliebige
Aminosdure steht (Yaffe et al., 1997a). 14-3-3 Proteine sind in erster Linie Adapter, die
die subzellulare Lokalisation und/oder die Stabilitat ihrer Liganden beeinflussen kdnnen
(Muslin and Xing, 2000; van Hemert et al., 2001). Sie sind an zellul&ren Prozessen wie
Signaltransduktion, Apoptose, Adhésion, Proliferation und Differenzierung beteiligt
(Mhawech, 2005). Unter allen 14-3-3 Proteinen kann die Isoform o, als Tumorsupressor-
Gen, direkt mit Krebs in Zusammenhang gebracht werden (Li et al., 2009b). Unter
anderem binden 14-3-3 Proteine auch Substrate der PKA-C. Die Ca**/Calmodulin-
abhangige Kinase Kinase (CaMKK) wird von der PKA-C an drei Serinresten
phosphoryliert (Ser 74, 108 und 458), wobei nur die Modifikationen an Serin 108 und
458 zur Inaktivierung fuhren. Die Phosphorylierung an Serin 74 fihrt zur Bindung von
14-3-3 und dadurch zu einer Inhibition der CaMKK. Zusétzlich bewirkt die Interaktion,
dass Serin 108 fir Phosphatasen unzuganglich wird und somit die Inhibition der CaMKK
langer aufrechterhalten bleibt (Davare et al., 2004). Ein Beispiel fur eine
»Kolokalisation“ von 14-3-3 Proteinen mit der PKA stellt das AKAP-Lbc dar. Die
Phosphorylierung an Serin 1565 durch die verankerte PKA mit anschlielender Bindung
von 14-3-3 fiihrt zu einer Inhibition der Rho-GEF Aktivitdt von AKAP-Lbc (Diviani et
al., 2004; Jin et al., 2004). Dario Diviani und Mitarbeiter konnten somit zeigen, dass die
PKA und 14-3-3 durchaus im gleichen subzelluldaren Kompartiment auftreten kénnen.

Aus dem Grund wére auch eine Interaktion mit der an Serin 58 phosphorylierten hRIla
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denkbar. Dieses wirde bedeuten, dass die Rlla selbst als ein Adapterprotein fungieren
konnte und z.B. 14-3-3 Proteine in rédumliche Né&he seiner durch die PKA-C
phosphorylierten Interaktionspartner bringen kénnte. Die Region der hRIla um Serin 58
entspricht keiner der beiden Konsensussequenzen fur phosphorylierungsabhangige
Interaktionen mit 14-3-3 Proteinen, allerdings wurden auch schon Ausnahmen von diesen
beiden optimalen Erkennungsmotiven publiziert, sowie von phosphorylierungs-
unabhéngigen Interaktionen (Mackintosh, 2004; Pozuelo Rubio et al., 2004; Pozuelo
Rubio et al., 2003).

5.3.3 WW Domanen

WW Doménen enthaltende Proteine sind eine weitere Klasse von mdglichen
Interaktionspartnern der humanen RIlq, die ebenfalls Prolin-reiche Sequenzen erkennen.

Diese Protein/Protein Interaktionsmodule sind typischerweise 30-40 Aminoséuren lang
und weisen eine antiparallele Anordnung von drei (-Faltblattern mit zwei Liganden-
Interaktionsflachen auf (Huang et al., 2000; Kanelis et al., 2001; Macias et al., 1996). Sie
beinhalten zwei konservierte Tryptophane (W) in einem Abstand von ~ 20 Aminosauren,
aufgrund derer die Bezeichnung abgeleitet wurde. Proteine, die eine WW Domane
enthalten, sind an einer Vielzahl zelluldrer Prozesse wie Transkription, RNA-
Prozessierung, Proteintransport, Signaltransduktion sowie an der Kontrolle des
Zytoskeletts beteiligt (llsley et al., 2002; Ingham et al., 2004; Sudol et al., 2001).
Aufgrund ihrer Spezifitadt zu bestimmten Bindemotiven werden WW Doménen in vier
Gruppen eingeteilt. Gruppe | WW Domaénen binden das Motiv PY, Gruppe Il binden
PPLP und Gruppe Il interagieren Uber ein PR Motiv (Bedford et al., 1997; Bedford et al.,
2000; Chen and Sudol, 1995; Staub et al., 1996; Sudol et al., 1995). Die Gruppe IV WW
Doménen stellen eine Sonderform dar, die phosphorylierungsabhéngig an pS/TP Motive
binden (Phospho-Serin oder Threonin gefolgt von einem Prolin) (Verdecia et al., 2000).
Zu dieser Gruppe gehort die Peptidyl-Prolyl cis/trans Isomerase (Pinl) (Lu et al., 1999b).
Pinl ist ein kleines ~ 18 kDa Protein mit der WW Doméne am N-Terminus (Aminosédure
1-39) und einer darauf folgenden Isomerasedomane. Es Katalysiert die cis/trans
Isomerisierung der Peptidbindung zwischen dem pS/T-Prolin und beeinflusst dadurch die
Proteinfaltung, -aktivitat, -stabilitdt und die subzellulare Lokalisation seiner Zielproteine.
Ein Pinl knockout in Hefe und in HelLa Zellen I6st einen Stillstand der Mitose aus und

eine Uberexpression flihrt zu einer Arretierung in der G2 Phase (Lu et al., 1996; Yaffe et
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al.,, 1997b). Desweiteren ist Pinl in Zusammenhang mit Asthma-, Krebs- und
Alzheimererkrankungen gebracht worden (Akiyama et al., 2005; Liou et al., 2002; Liou
et al.,, 2003; Lu et al., 1999a; Pastorino et al., 2006). Eine Regulation von Pinl kann
durch Oxidation und Phosphorylierung erreicht werden (Butterfield et al., 2006; Sultana
et al., 2006). Phosphorylierung von Pinl in der Isomerasedoméne durch die Polo-like
Kinase 1 (PIk-1) fuhrt nicht zu einer Inhibition der Isomeraseaktivitat, sondern zu einer
Erhohung der Stabilitat, indem die Ubiquitinylierung und somit der Abbau inhibiert wird
(Eckerdt et al., 2005). Erst die Phosphorylierung an Serin 16 (WW-Domane) durch die
PKA-C fihrt zu einer Inhibition, indem Pinl seine Substrate nicht mehr binden kann (Lu
et al., 2002). Zudem fihrt diese Phosphorylierung zu einer Translokation aus dem
Zellkern in das Zytoplasma. Ein Aminosdureaustausch des Serin 16 zu einem Alanin hat
einen Block in der Mitose und Apoptose der Zellen zur Folge (Lu et al., 2002).

Eine ELM Datenbanksuche deutete auf eine putative Interaktion von WW-Doménen der
Gruppe IV an die >*TP Sequenz der hRIla hin. Threonin 54 wird von der CDK1/Cyc B
phosphoryliert und mit dem darauf folgenden Prolin entspricht diese Region einer
putativen Interaktionsstelle fir z.B. Pinl. Eine weitere Mdglichkeit putative Interaktionen
mit WW-Doménen vorauszusagen ist das web tool iSPOT (Brannetti and Helmer-
Citterich, 2003). iSPOT identifizierte das Peptid ° GHPPPEPG®" der hRIla als méglichen
Interaktionsbereich fiir die WW-Doméne von Pinl.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine genauere Untersuchung der putativen Interaktion
von Pinl mit der hRIla. Dafiur wurden die Aminosdure Threonin 54 durch Alanin,
Glutaminséure und Asparaginsdure ausgetauscht und diese Mutanten, mittels SPR, auf
Bindung an Pinl getestet. Allerdings konnte dabei keine Interaktion nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Dieses muss jedoch nicht bedeuten, dass tatsachlich keine
Interaktion auftreten kann, da Carlson und Mitarbeiter bereits zeigten, dass der Austausch
des T54 zu einer negativ geladen Aminosdure nicht zu einer Nachahmung der
Phosphorylierung fihrt (Carlson et al., 2001). Eine Mdglichkeit, dieses intrazellular zu
untersuchen, ohne mutierte Proteine zu verwenden, wére die Synchronisation der Zellen
in der M-Phase des Zellzyklus, so dass die CDK1/Cyc B die hRIla phosphoryliert und
eine etwaige phosphorylierungsabhéngige Kolokalisation mit Pinl auftreten kdnnte. Als
Negativkontrolle musste dasselbe Experiment mit einer unphosphorylierbaren hRIla

Mutante durchgefihrt werden.
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Abb. 53.1: Kolokalisation der hRIla-GFP mit hPinl-RLuc in COS7 Zellen. Die
angegebenen Konstrukte wurden in COS-7 Zellen kotransfiziert, 24 Stunden inkubiert und
anschlielend einer Immunfarbung unterzogen. Der Nachweis von Pinl-RLuc erfolgte durch
einen anti-RLuc Antikdrper und einen Cy3 konjugierten Zweitantikorper. Die DNA (Zellkern)
wurden mit DAPI angefarbt. Die weillen Pfeile markieren die Zentrosome. Dargestellt sind
Aufnahmen bei einer 63-fachen VergroBerung (Ol-Immersionsobjektiv).

Die Untersuchung der zweiten putativen Interaktionsstelle in der hRlla (°GHPPPEPG®")
erfolgte, indem Bindungsstudien von allen humanen R Untereinheiten mit Pinl
durchgefuhrt wurden. Auch dabei konnte keine Interaktion detektiert werden. In einem
Experiment, bei dem einfach- (an Serin 99) sowie doppelt phosphorylierte (S58 und S99)
hRIla auf Bindung an Pinl getestet wurde, konnte eine deutliche Interaktion mit der an
S58 und 99 phosphorylierten R Untereinheit gemessen werden, jedoch nicht mit der nur
an S99 phosphorylierten (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis liel sich jedoch nicht
reproduzieren. Aufgrund der einmalig gemessenen Bindung von Pinl an die hRIlla
erfolgten Untersuchungen zur Kolokalisation in COS-7 Zellen. Dafur wurden die
Konstrukte hRIla-GFP, sowie die Mutanten S58A und S58E mit dem Konstrukt Pinl-
RLuc kotransfiziert, die Zellen 24 Stunden inkubiert und anschlieend fixiert. Die
Detektion des Fusionsproteins Pin1-RLuc erfolgte durch einen anti-RLuc Antikérper und
einen Cy3 konjugierten Zweitantikorper (siehe Abbildung 5.3.1).
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Wie die Abbildung verdeutlicht, lokalisieren sowohl das Wildtyp RIla-GFP als auch die
an S58 mutierten Fusionsproteine im Zytoplasma zum Groliteil am Golgi-Apparat und
Zentrosom (Keryer et al., 1999). Ob es sich bei den mit Pfeilen markierten Bereichen
tatsachlich um Zentrosome handelt, musste allerdings noch mittels spezifischer Marker
verifiziert werden. Pinl-RLuc lokalisiert im Zellkern und Zytoplasma. Beide
Fusionsproteine kolokalisieren eindeutig am Golgi-Apparat und um den Zellkern. Diese
Kolokalisation scheint unabhangig von der Aminosaure an Position 58 der hRIla zu sein.
Auffallig bei diesem Ergebnis ist, dass beim Wildtyp und bei der S58A Mutante keine
Kolokalisation am Zentrosom auftritt. Es ist bekannt, dass die hRlla am Anfang der
Mitose durch CDK1/Cyc B an T54 phosphoryliert wird und das diese Modifikation die
Dissoziation der R Untereinheit vom Zentrosom (AKAP450) erleichtert (Carlson et al.,
2001; Keryer et al., 1998; Landsverk et al., 2001). Dieses bedeutet, dass die Fraktion der
Rlla, die sich am Zentrosom befindet, nicht phosphoryliert sein darf. Da keine
Kolokalisation am Zentrosom zu sehen ist, deutet dieses Ergebnis auf das **TP Motiv als
potentiellen Interaktionsbereich von Pinl. In diesem Zusammenhang ist allerdings nicht
klar, ob die am Golgi-Apparat lokalisierte Fraktion der hRIla an T>* phosphoryliert
vorliegt. Falls der Phosphostatus von Threonin 54 fur die beobachtete Kolokalisation
verantwortlich ist, sollte ein Austausch von Threonin 54 zu Alanin in dem hRIla-GFP
Fusionsprotein keine Interaktion und somit Kolokalisation mit Pinl zeigen.

Die madogliche Interaktion von Pinl mit der hRIa im Zusammenhang mit der
Phosphorylierung an Threonin 54 durch die CDK1/Cyc B ist es wert, weiter untersucht

Zu werden.

5.4 Dephosphorylierung der hRIla
Wie in Abschnitt 4.5.3 aufgefihrt, ist die Phosphorylierung der humanen R Untereinheit
Ila an Serin 58 in der Literatur bereits bekannt. Das auffalligste Merkmal dieser
Autophosphorylierung durch die PKA-C ist eine apparente Molekulargewichtserhthung
in der SDS-PAGE, die bislang mit der Phosphorylierung in der Autoinhibitionsdoméne
erklart wurde (Keryer et al., 1998; Weber et al., 1982).
Zu der funktionellen Charakterisierung einer Phosphorylierung gehort auch die

Identifizierung von Proteinphosphatasen, die die Modifikation wieder entfernen kénnen.
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Dieses ist in der Signaltransduktion von entscheidender Bedeutung, wo extrazellulare
Signale intrazellular hdufig durch Phosphorylierungskaskaden in ihrer Stérke potenziert
und durch Proteinphosphatasen reguliert werden (Hunter, 1995).

AKAPs bilden eine intrazelluldre Interaktionsplattform fur eine Vielzahl von Proteinen.
Ein entscheidender Aspekt dabei ist die Verankerung der cAMP-abhangigen
Proteinkinase (auch andere Kinasen) und deren Gegenspielern in Form von
Serin/Threonin spezifischen Phosphatasen. Dieses wurde erstmals 1995 fiir das neuronale
AKAP79 gezeigt, indem die Interaktionen mit der A Untereinheit der Ca®*/Calmodulin-
abhangigen Phosphatase PP2B und mit der Proteinkinase C nachgewiesen wurden
(Coghlan et al., 1995; Klauck et al., 1996). Das AKAP350/450 ist in der Lage, die
Proteinphosphatasen 1 und 2A (PP1, PP2A) zu binden und verankert diese mit der PKA
am Golgi-Apparat und am Zentrosom (Takahashi et al., 1999). Die Glykogen Synthase
Kinase 3 beta (GSK3) kann von AKAP220 und dem erst kirzlich publizierten AKAP
GSKIP (glycogen synthase kinase interacting protein) gebunden werden (Hundsrucker et
al., 2010; Tanji et al., 2002). Mit dem AKAP220 ist zudem die Proteinphosphatase 1
assoziiert (Schillace and Scott, 1999). Weitere AKAPs die PP1 verankern konnen sind
WAVEL (Wiskott-Aldrich Verprolin Homologie Protein-1) und das dualspezifische
AKAP1 (D-AKAP1) (Danial et al., 2003; Steen et al., 2003; Steen et al., 2000). Somit
bilden AKAPs ,Gerlste”, die sowohl Effektoren (Kinasen) als auch Terminatoren
(Proteinphosphatasen) in die Nahe zu ihren Substraten bringen und somit eine zeitlich
und rdumlich prazise Koordination vermitteln.

Die Dephosphorylierung der an Serin 99 und 58 autophosphorylierten hRIla wurde in
dieser Arbeit hauptsachlich in vitro untersucht. Die Fragestellung dabei war, ob die durch
AKAPs verankerte Proteinphosphatase 1 bzw. 2A die S58 Phosphorylierung reguliert.
Desweiteren wurden PP2Ca (Klumpp et al., 2006; Schwarz et al., 2006) und die
alkalische Phosphatase (CIAP) getestet.

Dass PP1 und PP2A die Autoinhibitionsdoméne der Rlla aus Rind dephosphorylieren
kénnen, wurde bereits von Gyorgy Vereb und Mitarbeitern in vitro gezeigt (Vereb et al.,
1986). Die Autoren konnten fir PP1 einen K, Wert von 5 uM und fir PP2A einen von
0,3 UM bestimmen.

Alle vier in der vorliegenden Arbeit in vitro getesteten Phosphatasen konnten die hRIla
dephosphorylieren, was durch die apparente Molekulargewichtsreduktion von 53 auf
51 kDa gekennzeichnet war. PP1 zeigte die hdchste Dephosphorylierungsrate gefolgt von
PP2Ca und PP2A (Abschnitt 4.5.1). Somit wurde deutlich, dass die beiden an AKAPs

100



Diskussion

vorkommenden Phosphatasen PP1 und PP2A die an S58 phosphorylierte hRIla in vitro
unterschiedlich effizient dephosphorylieren.

Wie in Abschnitt 4.2.1 gezeigt, wird die Aminosaure Serin 58 der hRIla wéhrend der
Holoenzymbildung bereits phosphoryliert. PP1 war allerdings nicht in der Lage, die Rlla
im Holoenzymkomplex zu dephosphorylieren (Abschnitt 4.5.2). Daraus wird
geschlossen, dass die Phosphorylierung im Heterotetramer flir Phosphatasen
unzuganglich ist und erst nach Dissoziation dephosphoryliert werden kann.

In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, inwiefern sich die in vitro
identifizierten Phosphatasen im zellularen Zusammenhang verifizieren lassen. Hela
Zellen sollten mit unterschiedlichen (membrangangigen) Phosphataseinhibitoren
behandelt und anschlieend der Einfluss auf die 53 kDa Rlla Proteinbande mittels
Western Blot detektiert werden. Die von Keryer und Mitarbeitern in HeLa Zellen bereits
nachgewiesene 53 kDa Form der RIlla konnte jedoch unter den angewendeten
Bedingungen nicht detektiert werden (Abschnitt 4.5.3). Dieses l&sst sich mit einer
unterschiedliche Probenvorbereitung und der Verwendung eines anderen anti-Rlla
Antikorpers erklaren. Daraufhin wurden hier Experimente mit HelLa Zelllysat als
Phosphatase und rekombinanter hRI1a(PP) als Substrat durchgefiihrt. Durch Inkubation
mit Tautomycetin, einem eher PP1 spezifischen Inhibitor (Mitsuhashi et al., 2003) und
Okadaséure, die als PP2A spezifisch gilt (Gupta et al., 1997), konnte jedoch keine
deutliche Inhibition der Dephosphorylierung erzielt werden. PP2Ca ist eine Mg?**-
abhangige Phosphatase und eine Inhibition kann nur durch Zugabe der Komplexbildner
EDTA/EGTA erfolgen. Allerdings flihrte auch die Inkubation mit EDTA/EGTA zu
keiner Inhibition der Dephosphorylierung rekombinanter hRIla in HelLa Lysat. Erst
durch Na-Orthovanadat oder alle Inhibitoren zusammen konnte die Dephosphorylierung
gestoppt werden. Somit konnte keine der in vitro untersuchten Proteinphosphatasen als
alleiniger Kandidat fiir die Dephosphorylierung der hRIla-Phospho identifiziert werden,
was mit dem Prozess der Lyse und einem damit einhergehenden Verlust der
Kompartimentierung, sowie der Gegenwart einer vielzahl weiterer Protein Phosphatasen
erklart werden kann (Moorhead et al., 2009). Die subzelluldre Kolokalisation der PKA
mit den Phosphatasen Uber AKAPs l&sst aber den Schluss zu, dass sowohl PP1, PP2A
und natdrlich auch Calcineurin (PP2B) den Serin 58 Phosphostatus in lebenden Zellen

regulieren konnten.
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6. Zusammenfassung

Die cAMP-abhdngige Proteinkinase ist an der Regulation grundlegender zellulérer
Prozesse, wie Entwicklung und Differenzierung, sowie Stoffwechselprozessen, beteiligt.
Das Holoenzym bestehend aus einem Dimer regulatorischer (R) und zwei katalytischer C
(C) Untereinheiten wird durch den sekunddaren Botenstoff cAMP reguliert. Die
molekulare Grundlage der Holoenzymdynamik, sowie die rdumliche und zeitliche
Koordination der Holoenzyme in der cAMP-vermittelten Signaltransduktion sind zentrale
Themen der aktuellen Forschung. Die Dynamik wird in erster Linie durch die CAMP-
Konzentration, die Isoenzymzusammensetzung und die Verfugbarkeit von
Kinasesubstraten bestimmt. Klassischerweise wurde die Holoenzymdynamik auf
Grundlage der Phosphotransferaseaktivitat der C Untereinheit untersucht. Der Effekt von
Substrat auf die apparenten Aktivierungskonstanten (CAMP) konnte aber so nicht
bestimmt werden, sodass in dieser Arbeit eine alternative Methode entwickelt werden
musste, die unabh&ngig von der Messung der Substratphosphorylierung ist. Eine
Validierung dieser SPR-basierten Methode erfolgte mit Typ-la Holoenzym, wobei eine
leichtere  Aktivierung in Gegenwart von Substrat bestatigt werden konnte.
Uberraschenderweise wurde mit dieser Methode der umgekehrte Effekt von
Substratpeptid auf die Aktivierung des Typ-lla Holoenzyms gemessen, wobei mit
steigender Substratkonzentration groRere apparente Aktivierungskonstanten bestimmt
wurden. Durch gerichtete Mutationen der P%-Stelle in der Autoinhibitionsdoméne konnte
diese Position als eine Hauptdeterminante fur die Dynamik der Holoenzyme identifiziert
werden. Im Allgemeinen flihren Pseudosubstratinhibitoren (Rla, RIIaS99A) in
Abhangigkeit von der Substratkonzentration zu einer Verkleinerung, und
Substratinhibitoren (Rlla, RIaA99S) zu einer VergroRerung der apparenten
Aktivierungskonstanten der entsprechenden Holoenzyme. Bei Untersuchungen zum
Phosphostatus der hRIla im Holoenzymkomplex sowie wahrend der Dissoziation in
Gegenwart oder Abwesenheit von Substrat, konnte mit Serin 58 eine zweite
Autophosphorylierungsstelle in der Linkerregion identifiziert werden, die ein deutlich
langsameres Laufverhalten in der SDS-PAGE hervorruft. Allerdings konnte dieser Stelle
keine Funktion im Bezug auf die Interaktion mit der katalytischen Untereinheit sowie
ausgewéhlten AKAPs zugesprochen werden. In dieser Arbeit konnte ein gegensatzlicher
Mechanismus zur Feinregulation der Dynamik des Typ-la und —lla Holoenzyms durch
Substrat gezeigt und die molekulare Grundlage aufgeklart werden. Diese bisher nicht
beschriebene Autophosphorylierungsstelle  koénnte eine wichtige Rolle in der
Konformationskontrolle des N-Terminus spielen, oder als Plattform zur Wechselwirkung
mit bisher unbekannten Interaktionspartnern der hRIla dienen.
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Anhang

8. Anhang

Abkurzungsver zeichnis

8-AHA-cAMP

8-Br-cAMP

8-Br-cAMP-AM

ADP
Ak
AKAP
AKIP
Amp'
ATP

b
BRET

BSA

C Untereinheit

cAMP
cGMP
CNB

CNB-A
CNB-B

CNG
COS-7

C-Terminus
DNA
D-PBS
EDC
EDTA
EGTA
EPAC

FSK
GPCR

GST
GTP
Ga
G(Xi

8-(6-Aminohexylamino)adenosin-3', 5'- zyklomonophosphat
8-Bromoadenosin- 3', 5'- zyklomonophosphat
8-Bromoadenosin- 3', 5'- zyklomonophosphat,
Azetoxymethylester

Adenosindiphosphat

Antikorper

A-Kinase Ankerprotein

A-Kinase Interaktionsprotein

Ampizillin-Resistenz

Adenosintriphosphat

bovin, aus dem Rind (Bos taurus)

bioluminescence resonance energy transfer =
Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer

Bovines Serumalbumin

katalytische Untereinheit der PKA

Zyklisches 3',5'-Adenosinmonophosphat

Zyklisches 3',5'-Guanosinmonophosphat

cyclic nucleotide binding domain = Zyklonukleotid-
Bindedomane

Zyklonukleotid-Bindedoméne A, in der regulatorischen
Untereinheit der PKA

Zyklonukleotid-Bindedoméne B, in der regulatorischen
Untereinheit der PKA

cyclic nucleotide-gated ion channel
Nierenfibroblastenzellen aus Cercopithecus aethiops, CRL-
1651

Carboxyterminus

Desoxyribonukleinsdaure

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid hydrochlorid
Ethylendiamintetraessigséure
Ethylenglykoltetraessigsaure

exchange protein directly activated by CAMP =
zyklonukleotidregulierter Guaninnukleotid-Austauschfaktor
Forskolin, Adenylylzyklasenaktivator

G-protein coupled receptor = G-Protein gekoppelter
Rezeptor

Glutathion S-Transferase

Guanosintriphosphat

a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins
inhibitorische a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins

119



Anhang

NHS

NMDA-Rezeptor

NTA
PAGE
PBS
PDE
PKA
PKC
PKG
PKI
PrkX
PrkY
r

R Untereinheit

RLuc

Rp8Br-cAMPS

RT

RU

SD

SDS
SDS-PAGE
Sp-8-AHA-
CAMPS
SPR

Tris

Upm

viv

wiv

stimulierende a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins
human, aus dem Menschen (Homo sapiens)

ein unspezifischer PKA- und Rho-Kinase-Inhibitor

hyper polarization-activated and cyclic nucleotide-modul ated
ion channel

humane Zervixkarzinomzellen, Henrietta Lacks, CCL-2
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséure
Hexahistidin-tag

3-Isobutyl-1-methylxanthin, unspezifischer
Phosphodiesterasehemmer
Assoziationsgeschwindigkeitskonstante
Aktivierungskonstante

Kilobase
Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante
Gleichgewichtsdissoziationskonstante
Kilodalton

Minute

3-(N-morpholino)-propansulfonséure

nuclear export signal = nukledres Exportsignal
N-hydroxysulfosuccinimid
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor

nickel nitrilo-triacetic acid

Polyacrylamid Gelelektrophorese

Phosphate Buffered Saline

Phosphodiesterase

cAMP-abhangige Proteinkinase, Proteinkinase A
Proteinkinase C

cGMP-abhangige Proteinkinase, Proteinkinase G
hitze- und sdurestabiler Proteinkinaseinhibitor
Proteinkinase X

Proteinkinase Y

aus der Ratte (Rattus norvegicus)

regulatorische Untereinheit der PKA

Luziferase aus Renilla reniformis
8-Bromoadenosin- 3', 5'- zyklomonophosphorothioat, Rp-
Isomer

Raumtemperatur

resonance units

standard deviation = Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
8-(2-Aminoethylamino)adenosin- 3', 5'-
zyklomonophosphorothioat, Sp-Isomer

surface plasmon resonance = Oberflachenplasmonresonanz
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen pro Minute

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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