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ZUSAMMENFASSUNG

Die Proteinkinase Akt, die aus drei Isoformen (Aktl/Akt2/Akt3) besteht, ist ein
zentraler Knotenpunkt innerhalb des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs und an einer
Vielzahl von lebenswichtigen Prozessen in der menschlichen Zelle beteiligt.
Genomische Verdnderungen wie aktivierende Mutationen in PI3K und
Amplifikationen von AKT-Genen kénnen eine Uberaktivierung der Akt-Isoformen und
damit einhergehend verschiedene Krankheiten auslosen. Dies macht die Akt-
[soformen zu attraktiven Zielproteinen fir die Arzneimittelforschung. Trotz
intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten sind mehrere klinische Studien mit
potenziellen Arzneimittelkandidaten gescheitert. Verantwortlich dafiir sind u. a. der
Mangel an Informationen tber Isoform-spezifische Funktionen im Zusammenhang
mit menschlichen Krankheiten sowie die nicht selektive Adressierung der Isoformen
und die damit verbundenen Nebenwirkungen. Frithere Studien haben gezeigt, dass
ein vielversprechender Ansatz darin besteht, die allosterische Interdomédnen-

Bindungstasche von Akt zu adressieren.

In dieser Arbeit war das Hauptziel, strukturbiologische und zelluldre Systeme zu
etablieren, die die Grundlage fiir ein strukturbasiertes Wirkstoffdesign von Isoform-
selektiven CAAIs bilden. Zu diesem Zweck wurde zunéachst ein detaillierter Sequenz-
und Strukturvergleich der Akt-Isoformen und ein strukturbasiertes Design einer
fokussierten Wirkstoffbibliothek, bestehend aus 23 CAAls, unter Verwendung von
Homologiemodellen und AlphaFold durchgefiihrt. Die Strukturanalyse und ein
fundiertes Konstruktdesign ermoéglichten die Entwicklung effizienter Expressions-
und Reinigungsstrategien fiir Akt2 und Akt3. Das Fehlen von Akt2- und Akt3-
Kristallstrukturen in Vollldnge in der Literatur machte umfangreiche Kristallisations-
studien erforderlich, die zu vielversprechenden Kristallisationsbedingungen fiir Akt2
und Akt3 fiihrten. Dariiber hinaus konnte ein einzigartiger Einblick in die
Akt2-Bindungstasche gewonnen werden, indem die Akt2-Interdomanen-Bindungs-
tasche in Aktl nachgebildet wurde. Dieser Einblick, kombiniert mit biochemischen
und massenspektrometrischen Daten, erméglichte eine Evaluierung der fokussierten
Substanzbibliothek und eine Verifizierung des von einem Homologiemodell

abgeleiteten CAAI-Designansatzes.
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Es konnten interessante Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) abgeleitet werden,
die schliefdlich zur Identifizierung von CAAls mit guten Selektivitatsprofilen fiihrten.
Um weiterfithrende zelluldre Studien zu ermdéglichen, wurde ein Ba/F3-Akt-Isoform-
abhdngiges Modellsystem etabliert, welches das Verhalten einer onkogenen Zelllinie
mimikriert und so als optimales System fiir die Bewertung unterschiedlicher
Selektivitaten fungiert. Mit Hilfe dieses Modellsystems konnten die identifizierten
biochemischen Selektivitatsprofile der fokussierten Substanzbibliothek erstmalig in
den zelluldaren Kontext libertragen werden. Diese Selektivitatsprofile dienten als
Grundlage fiir weitere Studien an der menschlichen Krebszelllinie PANC1. Dariiber
hinaus wurde ein robustes Protokoll zur Einfithrung von CRISPR/Cas9-vermittelten
Akt-knock-outs in menschliche Zellen etabliert. Die zelluldaren Studien zeigten die
Vorteile der entwickelten Isoform-selektiven CAAls gegentiber invasiven genetischen

knock-outs fiir die Entschliisselung der Isoform-spezifischen Funktionen von Akt.

Dariiber hinaus ist es gelungen, ein robustes Kristallisationssystem fiir die Kinase
Erk2 zu etablieren. Es wurden erfolgreich Erk2-Konstrukte hergestellt, exprimiert
und gereinigt, die anschliefdend als Grundlage fiir die Reproduktion der aus der
Literatur bekannten Kristallisationsbedingungen dienten. Nach Rontgenbeugungs-
experimenten konnten strukturelle Erkenntnisse gewonnen werden, die in Zukunft

das strukturbasierte Design von Erk2-Inhibitoren erméglichen werden.
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ABSTRACT

The protein kinase Akt, comprising three isoforms (Aktl/Akt2/Akt3), is a central
node within the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, and involved in a wide variety
of vital processes in the human cell. Genomic alterations such as activating mutations
in PI3K and amplifications of AKT genes can trigger hyperactivation of Akt isoforms
and concomitant diverse diseases. This makes Akt isoforms attractive target proteins
for drug discovery. Despite intensive research in the last decades, several clinical
trials of potential drug candidates failed. Responsible for this are, among others, the
lack of information on isoform-specific functions in the context of human disease and
the non-selective targeting of the isoforms and associated side effects. Previous
studies revealed that addressing Akt's allosteric interdomain binding pocket is a

promising approach.

In this work, the main goal was to establish structural biology and cellular systems
that lay the foundation for structure-based drug design of isoform-selective CAAlIs.
For this purpose, a detailed sequence and structure comparison of Akt isoforms and
a structure-based design of a focused compound library consisting of 23 CAAIs was
first realized using homology models and AlphaFold. The structural analysis and a
founded construct design enabled the development of efficient expression and
purification strategies for Akt2 and Akt3. The absence of full-length Akt2 and Akt3
crystal structures in the literature necessitated extensive crystallization studies
leading to promising Akt2 and Akt 3 crystallization conditions. Additionally, a unique
insight into the Akt2Wt binding pocket was realized using an Akt2Wt interdomain
binding pocket mimic in Akt1Wt. This insight, combined with biochemical and mass
spectrometric data, allowed an evaluation of the focused compound library and a
verification of the homology model derived CAAI design approach. Interesting
structure-activity relationships could be deduced, which finally led to identifying

CAAls with good selectivity profiles.

The establishment of a Ba/F3 Akt isoform-dependent model system facilitated the
cellular characterization. The model mimics the behavior of an oncogenic cell line and

thus acts as an optimal system for the evaluation of different selectivity profiles.
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Using this model system, the identified biochemical selectivity profiles of the focused
compound library could be transferred to the cellular context. The selectivity profiles
identified in the Ba/F3 model system served as the basis for further studies in the
human cancer cell line PANC1. In addition, a robust protocol for introducing
CRISPR/Cas9-mediated Akt knock outs into human cells was established. The cellular
studies demonstrated the advantages of the developed isoform-specific CAAls over

invasive genetic knock outs for deciphering Akt isoform-specific functions.

Furthermore, establishing a robust crystallization system for the kinase Erk2 was
successful. Erk2 constructs were successfully prepared, expressed, and purified,
which subsequently served as the basis for reproducing literature-known
crystallization conditions. After X-ray diffraction experiments, structural insights
could be obtained, which will enable the structure-based design of Erk2 inhibitors in

the future.
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1. EINLEITUNG

Trotz bahnbrechender Fortschritte und neuer Technologien sind die
Herausforderungen der Gesundheit und der medizinischen Forschung im
21.]Jahrhundert gewaltig: eine alternde Bevélkerung, eine ungesunde Lebensweise,
die schnelle Ubertragung von Infektionserregern und das Potenzial fiir globale
Pandemien, Antibiotikaresistenzen sowie die gesundheitlichen Auswirkungen des
Klimawandels und der Umweltverschmutzung.! Daraus resultiert eine aufier-
ordentliche Notwendigkeit das biologische Verstindnis hinsichtlich humaner
Erkrankungen voranzutreiben und so die Entwicklung neuartiger Medikamente und
Therapien zu ermoglichen.? Die Funktionsfahigkeit der humanen Zelle ist mafdgeblich
abhdngig von der spezifischen Antwort intrazelluldrer Signaltransduktionskaskaden
auf externe Stimuli. Als zentrale Steuerelemente einer Zelle stellen Proteine, wie die
Proteinkinase Akt, wichtige Angriffspunkte verschiedenster Therapeutika dar, sodass
ein tiefgehendes Verstandnis der jeweiligen Proteinfunktionen fiir die

Arzneistoffentwicklung unabdingbar ist.34

1.1 Die Proteinkinase Akt

Eine zentrale Rolle innerhalb von Signaltransduktionskaskaden nehmen die
Proteinkinasen ein. Kinasen gehéren zu den Transferasen, welche die Ubertragung
des y-Phosphats von Adenosintriphosphat (ATP) auf die Hydroxylgruppe einer
Aminosdure (AS)-Seitenkette ihrer Substrate katalysieren. Dabei wird generell
zwischen Tyrosin-Kinasen und Serin-/Threonin-Kinasen unterschieden. Die
posttranslationale Modifikation (PTM) der Substratproteine durch die transferierte
Phosphatgruppe fiithrt durch die Einfiihrung einer hohen Ladungsdichte zu
Konformationsanderungen. Diese gehen zumeist mit einer Aktivierung oder
Inaktivierung der entsprechenden Substrate einher.5 Das humane Kinom stellt mit
insgesamt 518 bekannten Mitgliedern eine der wichtigsten Enzymfamilien dar,
welche in nahezu jedem Signalweg innerhalb der humanen Zelle an essenziellen
Prozessen beteiligt ist. Eine fehlregulierte Kinase-Funktion wird mit der Entstehung
einer Vielzahl von Krankheiten, insbesondere Krebserkrankungen, in Verbindung

gebracht.6



Die Proteinkinase Akt, auch Proteinkinase B genannt, ist eine der AGC-Familie
zugehorige Ser/Thr-Kinase.” Es existieren drei Akt-Isoformen (Aktl/PKBas8,
Akt2/PKBB® und Akt3/PKBy1011), welche eine hohe Sequenz- und Struktur-
homologie aufweisenl2. Die Akt-Isoformen bestehen aus einer N-terminalen
PH-(engl. pleckstrin homology)-Domane (AS 5-117), die Uber einen flexiblen Linker
mit einer Kinase-Domane (AS 146-408) verbunden ist. Diese wird wiederum vom
C-terminalen regulatorischen, hydrophoben Motiv (HM) flankiert (AS 409-480).13 Die
stark konservierte Kinasedomdne ist aus einer N-terminalen p-Faltblatt-reichen
Domane und einer C-terminalen a-Helix-reichen Domane aufgebaut, welche iiber die
Scharnierregion verbunden sind. Hier ist das katalytische Zentrum von Akt lokalisiert

(Abbildung 1).12

inaktive Konformation
(PH-in)

Linker

aktive Konformation
(PH-out)

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Proteinkinase Akt. Darstellung der Kinase-Doméane (grau,
PDB: 4EKK)* und der PH-Domaéne (griin; PDB: 1UNQ)?5 in der aktiven PH-out-Konformation (links)
und der autoinhibitorischen Konformation (rechts, PDB: 7APJ])16. Die Linkerregion ist als graue Linie
dargestellt, die aC-Helix ist in cyan eingefarbt, die Scharnierregion in blau, die Glycin-reiche Schleife in

rot und die Aktivierungsschleife in beige.



Die PH-Domane ist maf3geblich am Regulations- und Aktivierungsmechanismus von
Akt beteiligt. Diese [-Faltblatt-reiche Doméne besitzt eine Phosphoinositol-
Bindetasche und ist demnach fiir die Rekrutierung des Proteins zur Zellmembran
sowie zu endogenen Membranen verantwortlich.1> Weiterhin ermoglicht der flexible
Linker (AS 118-145) unterschiedliche Positionierungen der PH-Doméne zur
Kinase-Domdne. Zum einen kann eine autoinhibitorische PH-in-Konformation
gebildet werden, bei der die PH-Domane iiber ein Netzwerk aus Wasserstoffbriicken,
ionischen Interaktionen und hydrophoben Wechselwirkungen mit der Kinase-
Domadne interagiert.1® Zum anderen ermdglicht dies die Formation einer aktiven
PH-out-Konformation, welche das katalytische Zentrum freilegt und die Bindung von
ATP ermoglicht (Abbildung 1).14 Das regulatorische hydrophobe Motiv wechselwirkt
intramolekular mit der N-terminalen Subdomine der Kinasedomadne zwischen
aB- und aC-Helix und enthilt das PDK1-interagierende-Fragment (PIF). Dabei ist eine
Phosphorylierung am Thr450 fiir eine Faltung des C-terminalen HM auf die
N-terminale Subdoméane verantwortlich. Dies gewahrleistet einen Schutz vor

proteosomalem Abbau und ist essenziell fiir die Stabilitat des Proteins.1?

Die Aktivierung von Akt erfolgt hauptsachlich durch externe Stimuli wie
Wachstumsfaktoren oder Insulin, welche Membran-stiandige Rezeptoren wie RTKs
(engl. receptor tyrosine kinase) und GPCRs (engl. G protein coupled receptors)
aktivieren. Dies resultiert in der Aktivierung unterschiedlichster Signal-
transduktionskaskaden.1® Der bekannteste Signalweg, in dem Akt eine Rolle spielt, ist
der PI3K/Akt-Signalweg. Dieser fiihrt zur Umsetzung von Membran-gebundenem
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIPz) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphos-
phat (PIP3) durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), was wiederum die
Rekrutierung von PH-Domadnen-assoziierten Proteinen wie Akt und PDK1
(engl. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) an die Membran induziert.1?
Weiterhin kann die Bindung der Akt2-PH-Domane auch an endogene Membranen
sowie an PI(3,4)Pz erfolgen.2? Die Bindung der PH-Domaéne an PIP3 fiihrt zu einem
Konformationswechsel von der autoinhibitorischen Konformation (PH-in) in die
aktive Konformation (PH-out) von Akt.21 Durch diesen Vorgang wird die
Aktivierungsschleife freigelegt und es kann durch PDK1 eine Phosphorylierung am

Thr308 erfolgen.22



Zur vollstandigen Aktivierung von Akt wird zusatzlich die Phosphorylierung des
Ser473 durch mTORC2 (engl. mammalian target of rapamycin complex 2) benotigt.23
Dies ermoglicht die Phosphorylierung von nachgeschalteten Akt-Substraten, wie zum
Beispiel FOX01/3a (engl. forkhead box protein 1/3a) und GSK3a/f
(Glykogensynthase-Kinase 3).18 (Abbildung 2)

extrazellular

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Aktivierungsmechanismus von Akt. Zunéchst erfolgt eine
Aktivierung von Membranrezeptoren durch externe Stimuli.'8 Die Produktion von PIP3 durch PI3K
oder von PIP(2,3)P2 durch SHIP induziert die Rekrutierung von PH-Doménen-assoziierten Proteinen
wie Akt und PDK1 an die Membran.!>2% Das in der aktiven Konformation (PH-out) vorliegende Akt kann
nun am Thr308 durch PDK1 und am Ser473 durch mTORC2 vollstidndig aktiviert werden.?223 In diesem
Zustand kann Akt zahlreiche in rdumlicher Nidhe lokalisierte Substrate phosphorylieren und
aktivieren. Sobald Akt sich von PIP3/PIP(2,3)P2 16st, wird erneut die autoinhibitorische Konformation
ausgebildet und die Dephosphorylierung von Thr308 und Ser473 durch PHLPP und PP2A induziert.
Dies gewahrleistet eine prazise Signalweiterleitung als Antwort auf externe Stimuli.
WF: Wachstumsfaktor, RTK: Rezeptor-Tyrosinkinase, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase, PIPz: Phos-
phatidyl-inositol-(4,5)-bisphosphat, PIP3: Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat, PTEN: phos-
phatase and tensin homolog, PDK1: phosphoinositide-dependent kinase-1, PP2A: protein phosphatase 2,
mTORC2: mechanistic target of rapamycin complex 2, PHLPP: PH domain and leucin rich repeat

phosphatases, Adaptiert von Truebestein et al.16
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Die Phosphorylierung der Akt-Substrate erfolgt an einem Kkonservierten
Sequenzmotiv (R-X-R-X-X-S/T; R: Arg, X: beliebige AS).2* Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass die Aktivitat von Akt von der direkten Bindung der PH-Domane an
PIP3/PIP(2,3)P2 abhdngt. Sobald Akt sich von PIP3/PIP(2,3)P2 16st, wird erneut die
autoinhibitorische Konformation ausgebildet und die Dephosphorylierung von
Thr308 und Ser473 durch PHLPP (engl. PH domain leucin-rich repeat phosphatase)
und PP2A (Protein Phosphatase 2A) induziert.162526 Durch diesen streng regulierten
Aktivierungsmechanismus wird eine spezifische Signalweiterleitung als Antwort auf
externe Stimuli gewdhrleistet (Abbildung 2). Die Notwendigkeit dieser strengen
Regulierung wird bei der Betrachtung der Anzahl bisher identifizierter Akt-Substrate
deutlich, welche die Zahl 100 deutlich iibersteigen.2”

1.1.1 Akt-Isoform-spezifische Signaliibertragung und Funktionen

Die Komplexitiat der Akt-vermittelten Signaltibertragung wird durch die Anwesenheit
der drei Akt-Isoformen (Akt1/Akt2/Akt3) zusdtzlich deutlich erhoht. In zahlreichen
Studien konnten neben unterschiedlichen Substrat- und Interaktionspartner-
Selektivititen weitere Regulationsmechanismen festgestellt werden, die eine

Akt-Isoform-spezifische Signaliibertragung ermoglichen.28

Einer dieser Regulationsmechanismen ist die Isoform-spezifische subzellulare
Kompartimentierung, die durch unterschiedliche Lokalisationen die raumliche Nahe
zu Substraten und Interaktionspartnern bestimmt.?28 Umfassende Immuno-
histochemie-Studien in humanen Zelllinien sowie in humanen Krebszelllinien mit
Hilfe von Isoform-spezifischen Antikérpern zeigten unterschiedliche Lokalisationen
der Isoformen. Wahrend Akt1 ubiquitdr im Zytoplasma sowie an der Plasmamembran
lokalisiert ist, ist Akt2 vermehrt an endogenen Membranen, vor allem an den
Mitochondrien und am Golgi-Apparat, vorhanden.2® Hier scheinen vor allem die
unterschiedlichen Affinitaten der Isoformen zu PIP3 und PI(3,4)P2 eine Rolle zu
spielen. Liu et al. zeigten, dass Akt2 neben der Bindung an PIP3 ebenfalls durch

PI(3,4)P2 an endogene Membranen rekrutiert werden kann.20



PI(3,4)P2 wird durch SHIP2 (engl. SHZ-containing phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate 5-phosphatase) aus PIP3 gebildet und in Form eines Endosoms durch
Endozytose aus der Plasmamembran freigesetzt.30 Akt3-spezifische Signale wurden
hauptsachlich an der nuklearen Membran und im Zellkern nachgewiesen. Akt3 zeigt
wie Aktl ausschliefdlich Bindung an PIP3.2029 Dariiber hinaus ldsst sich eine
gewebsspezifische Expression feststellen. Akt1 zeigt eine ubiquitdre Expression, was
auf eine Beteiligung an zahlreichen zelluldren Prozessen hindeutet. Akt2 kann vor
allem in Insulin-abhdngigen Zellen wie skeletalen Muskel- und Fettzellen und
Hepatozyten nachgewiesen werden. Akt3 zeigt eine sehr spezifische

Gewebsverteilung und ist hauptsachlich in Gehirn- und Hodengewebe vorhanden.3!
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Abbildung 3: Darstellung der redundanten und nicht-redundanten Isoform-spezifischen Funktionen.
Umfassende Akt-Isoform knock-out-Studien zeigten, dass Akt1 eine zentrale Rolle fiir die Proliferation,
das Zelliiberleben und die Angiogenese einnimmt, Akt2 vor allem fiir die Aufrechterhaltung der
Glukose-Homoostase und Akt3 fiir die neuronale Entwicklung. Weiterhin zeigten knock-out-
Kombinationen iiberlappenden Funktionen, die in dieser Abbildung mit Pfeilen zwischen den

entsprechenden Isoformen gekennzeichnet sind.2832-35 Adaptiert von Gonzalez et al.28



Zusatzlich konnten alternative Aktivierungsmechanismen und Stimulus-spezifische
Antworten zu einer Isoform-spezifischen Signaliibertragung beitragen. In zahlreichen
Studien wurden positive und negative Riickkopplungsschleifen innerhalb des
PI3K/Akt-Netzwerks beschrieben.3¢-38 Dariiber hinaus zeigen die PI3K-Isoformen
unterschiedliche Praferenzen fiir PIP-Varianten und fiithren so zu einer spezifischen,
zeitlich-versetzten Antwort auf unterschiedliche extrazelluldre Faktoren.3°Des
Weiteren sind unterschiedliche PTMs der Akt-Isoformen beschrieben. Als
Ankerpunkte dienen hier vor allem die Linkerregionen, welche im Vergleich zu den
anderen Strukturelementen eine geringe Homologie zwischen den Isoformen
aufweisen. So wurde im Falle von Akt2 eine durch ROS (reaktive Sauerstoff-Spezies)
erzeugte reversible Oxidation am Cys124 beschrieben, welche zur Inaktivierung der
Kinase fiihrt.4? Im Gegensatz dazu zeigt das Cys119 in Akt3 Sensitivitat gegeniiber
dem second-messenger HNE (4-Hydroxy-2-nonenal), was ebenfalls eine Inaktivierung

der Kinase induziert.4!

Aus diesen Regulationsmechanismen resultieren unterschiedliche Funktionen der
Akt-Isoformen, die in der Vergangenheit hauptsachlich mit Hilfe von phanotypischen
knock-out-Experimenten nachgewiesen wurden (Abbildung 3). Die genetische
Entfernung von Aktl in Mausmodellen fiihrte zu einer deutlichen Reduktion des
Korpergewichts und es konnte vermehrt Apoptose in den Zellen nachgewiesen
werden. Diese Beobachtungen weisen auf eine hohe Relevanz von Aktl im Hinblick
auf Proliferation und Zelliiberleben hin.2832 Akt2 Maus-knock-out-Studien zeigten,
dass in Abwesenheit von Akt2 ein Diabetes-Typ 2-artiger Phdnotyp sowie eine
verdanderte Glukose-Verwertung auftreten. Demnach wird Akt2 vor allem eine
zentrale Rolle in der Instandhaltung der Glukose-Homdoostase zugeschrieben.343> Der
Einfluss von Akt2 auf den zelluldren Energiemetabolismus wird zusatzlich durch die
Interaktion mit Glukosetransportern und mitochondrialen Hexokinasen
untermauert.#243 Dartliber hinaus wurde bei der Untersuchung von Akt3 knock-out-
Mausmodellen eine fehlerhafte Entwicklung des Gehirns beobachtet, was auf eine
zentrale Rolle innerhalb der neuronalen Entwicklung hindeutet. Eine Kombination

der Akt-Isoform-knock-outs zeigte ebenfalls liberlappende Funktionen.31-33



Die simultane Deletion von Aktl und Akt2 fiihrt zur Letalitat kurz nach der Geburt,
Aktl- und Akt3-knock-out-Mause sind embryonal letal, wihrend Mause mit einem
einzigen funktionalen Allel von Aktl (Aktl+/-Akt2-/-Akt3-/-) trotz reduziertem

Korpergewicht und Insulin- und Glukoseintoleranz lebensfahig sind.2833

Der PI3K/Akt-Signalweg spielt eine Schliisselrolle bei verschiedenen zellularen
Prozessen wie Zellproliferation, Stoffwechsel und Zelliiberleben und ist in vielen
humanen Erkrankungen, wie zum Beispiel in Krebs, fehlreguliert. Genomische
Veranderungen kénnen zu einer Uberaktivierung der Akt-Isoformen fithren, welche
als wichtige Signalknotenpunkte innerhalb des PI3K/Akt-Signalweges fungieren.18
Am haufigsten treten Deletionen von PTEN (30 %) auf, gefolgt von Mutationen in
PI3KCA (13 %), PTEN (6 %) und AKT (1 %).#4*> Amplifikationen von Aktl wurden
primdr in Magenkrebs#6, von Akt2 in Eierstock- und Pankreaskrebs®#7 und von Akt3
in Melanomen nachgewiesen.*® Eine Uberexpression von Akt1 lasst sich vor allem in
Brustkrebs#?, von Akt2 in Leberzellkarzinomen>? und von Akt3 in Estrogen-Rezeptor-
negativem (ER-neg.) Brustkrebs sowie Melanomen beobachten.*® Mutationen treten
in humanen Karzinomen vorrangig in Akt1 auf. Konstitutive Uberaktivierungen von
Akt2 und Akt3 resultieren hingegen hauptsichlich aus Amplifikationen,
Uberexpression oder Veridnderungen der im Signalweg vorgeschalteten
Proteinregulation.2®8 Die Mutation Akt1E17K zeigte sich in Eierstock-, Brust- und
Darmkrebs. Dabei liegt die mutierte Kinase in der permanent aktiven PH-out-
Konformation vor, da die negativ geladene AS Glutamat zu einem positiv geladenen
Lysin mutiert, was zu einer Destabilisierung der autoinhibitorischen PH-in-
Konformation fiihrt.51 Innerhalb der gleichen Krebszelllinie weisen die Isoformen
haufig unterschiedliche und sogar gegensatzliche Funktionen auf. Es konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass Aktl in Brustkrebs einen anti-metastatischen
Effekt zeigt, wahrend Akt2 die Metastasierung vorantreibt.5>2 Innerhalb von
Lungenkrebs wurde beobachtet, dass eine Aktl-Inhibierung einen negativen Effekt
auf das Wachstum der Tumore hat, wahrend eine Akt2-Inhibierung die Proliferation
beschleunigt.>3 Diese in malignen Erkrankungen auftretenden Ambivalenzen,
verdeutlichen  erneut die Komplexitit  der  Akt-Isoform-spezifischen
Signaliibertragung, welche durch viele Faktoren beeinflusst wird und trotz

zahlreicher Studien noch nicht ganzlich verstanden ist.
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Bis heute wurden zur Aufklarung der zelluldaren Funktionen der Isoformen vor allem
genetisch-invasive knock-out-Studien verwendet. Hier konnte die zielgerichtete
Adressierung der Akt-Isoformen mit selektiven, niedermolekularen Inhibitoren dabei
helfen das Verstindnis iiber die Isoform-spezifischen Funktionen zu erweitern.
Weiterhin konnte dieser Ansatz die durch eine pan-Akt-Adressierung auftretenden
Nebenwirkungen und Limitationen bei der Behandlung von humanen Erkrankungen

umgehen.

1.2 Chemische Biologie

In den letzten zwei Jahrzehnten hat sich das Feld der Chemischen Biologie zu einer
der fiihrenden Disziplinen fiir die Entschliisselung biologischer und zellularer
Fragestellungen entwickelt. Die Chemische Biologie beinhaltet die Entwicklung und
die Verwendung von niedermolekularen Verbindungen als chemische Werkzeuge zur
Untersuchung biologischer Systeme, von der Proteinstruktur und -funktion tiber
zelluldre Signalwege bis hin zu komplexen Organismen.>455 Die Chemische Biologie
interagiert an der Schnittstelle vieler Disziplinen, und wahrend sie urspriinglich auf
akademische Einrichtungen beschriankt war, hat sie sich zu einem integralen

Bestandteil der Arzneimittelforschung entwickelt.56

1.2.1 Biologische versus chemische Perturbationsuntersuchungen

Der Begriff der Perturbation beschreibt die gezielte Storung eines biologischen
Systems, Signalwegs oder Proteins mit Hilfe von biologischen oder chemischen
Methoden wie zum Beispiel mit niedermolekularen Verbindungen. So kdnnen
Informationen iiber die Funktionen der entsprechenden Komponenten erlangt
werden.>? Es gibt zwei fundamentale Ansdtze, die im Rahmen der Studie von
zellularen Prozessen verwendet werden: Vorwarts- und rickwarts-gerichtete
Genetik (Abbildung 4). In der vorwarts-gerichteten Genetik werden unspezifische
Perturbationen verwendet, um einen bestimmten Phanotyp zu induzieren, welcher
anschliefdend analysiert wird und so Riickschliisse auf die fiir den Phanotyp

verantwortlichen Gene oder Proteine zulasst.



Im Rahmen der riickwarts-gerichteten Genetik werden spezifische Perturbationen
eines bestimmten Proteins oder Gens verwendet, um tiefgreifende Informationen
iber die Funktionen der untersuchten Komponenten zu bekommen. Generell kann
dafiir sowohl die ,klassische“ biologische Genetik verwendet werden als auch die

chemische Genetik.5859
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Abbildung 4: Prinzip der klassischen biologischen Genetik und der chemischen Genetik zur
Untersuchung biologischer Fragestellungen. In der vorwarts-gerichteten Genetik werden
unspezifische Perturbationen verwendet, um einen bestimmten Phdnotyp zu induzieren, welcher
anschliefRend analysiert wird und so Riickschliisse auf die fiir den Phénotyp verantwortlichen Gene
oder Proteine zuldsst. Im Rahmen der riickwarts-gerichteten Genetik werden Perturbationen eines
bestimmten Proteins oder Gens verwendet, um tiefgreifende Informationen iliber die spezifischen

Funktionen der untersuchten Komponenten zu bekommen.>8-60 Adaptiert von Lehar et al.

Die klassischen genetischen Methoden umfassen unter anderem das gezielte
Einfiihren oder Entfernen von Genabschnitten (knock-in/-out) zum Beispiel mit Hilfe
der ,molekularen Genschere“ CRISPR/Cas9¢1 oder die Verwendung von sogenannter
small interfering RNA (siRNA), welche zu einem gezielten Abbau der adressierten

mRNA nach der Transkription fiihrt (knock-down)®2.
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Diese Methoden haben den Vorteil, dass sie eine aufierordentliche Selektivitat
gewahrleisten. Zusatzlich ermoglichen Mutantenbibliotheken fiir mehrere
Modellorganismen die phanotypische Untersuchung ganzer Genome in einem hohen
Durchsatz.6364 In den letzten Jahrzehnten haben diese Methoden zu fundamentalen
Erkenntnissen, z. B. liber die Zellteilung und die Apoptose beigetragen. Die Nachteile
dabei sind, dass vor allem knock-out-Experimente sehr zeitintensiv sind und durch
die invasive Entfernung des entsprechenden Gens oder Genprodukts ein massiver
Eingriff in das biologische System vorgenommen wird. Dies kann die Aktivierung von
Kompensationsmechanismen induzieren, welche schlief3lich dazu fiihren, dass keine
verlasslichen Aussagen liber den beobachteten Phanotyp getroffen werden kénnen.
Die chemisch-genetischen Perturbationsansidtze basieren auf der gezielten
Adressierung der Zielproteine mit niedermolekularen Verbindungen. Dies erméglicht
eine reversible Inaktivierung des Zielproteins sowie eine feine Regulierung der
verwendeten Inhibitorkonzentrationen. Eine grundlegende Voraussetzung fiir die
Durchfithrung solcher Experimente ist die Zuganglichkeit hoch-potenter und
selektiver Inhibitoren.>8-60 Fiir stark konservierte Proteine, wie zum Beispiel die Akt-
[soformen, stellt es eine grofle Herausforderung dar Inhibitoren mit einem

geeigneten Selektivitatsprofil zu entwickeln.

1.2.2 Chemische Werkzeuge zur Adressierung der Akt-Isoformen

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz Akt-vermittelter Signalwege in zahlreichen
malignen Erkrankungen, wurden bereits verschiedenste Inhibitorklassen zur

Adressierung von Akt entwickelt (Abbildung 5).65-67

Ein Kklassischer Ansatz sind die ATP-kompetitiven Inhibitoren, welche durch
Interaktionen mit der Scharnierregion die katalytische Bindetasche von Akt
blockieren und so die Bindung von ATP verhindern.6568 In der Vergangenheit gelang
es einigen Firmen hoch-potente orthosterische Akt-Inhibitoren zu entwickeln, welche
bereits in zahlreichen klinischen Studien getestet wurden. Die Wirksamkeit dieser
Inhibitorklasse bei molekular unselektierten Patientenpopulationen kann im
Allgemeinen als enttduschend betitelt werden: Ipatasertib und Capivasertib zeigten

in mehreren Monotherapiestudien eine begrenzte Aktivitat.6”
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Weiterhin hat Ipatasertib in einer Phase-I-Studie eine bescheidene
Antitumoraktivitit bei der Behandlung verschiedener Tumorarten gezeigt.®® Im
Gegensatz dazu zeigte Capivasertib, ein selektiver ATP-kompetitiver pan-Akt-
Inhibitor, kiirzlich in klinischen Studien eine hohe Wirksamkeit bei Patienten mit
verschiedenen = Tumorhistologien mit  Akt1El7K-Mutationen oder PTEN-

Mutationen.”0.71

Dies deutet daraufhin, dass das Scheitern der klinischen Studien unter anderem auf
eine fehlerhafte Patienten-Auswahl zurtickzufiihren ist.”2 Die hohe Komplexitat der
Akt-vermittelten Signallibertragung erschwert die Identifizierung geeigneter
Biomarker. Aus diesem Grund wdre ein prazises Verstindnis iiber die
gewebsspezifischen und genotypischen Eigenschaften der Akt-Isoformen von
grofem Nutzen fiir den Erfolg einer therapeutischen Behandlung mit

Akt-Inhibitoren.67.72
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Abbildung 5: Unterschiedliche Inhibitorklassen zur Adressierung der Proteinkinase Akt. Darstellung
der adressierbaren Bindetaschen mit ATP-kompetitiven (beige, PDB: 4GV1)73, PIP3-Taschen-Bindern
(weinrot, PDB: 1UNQ)> und allosterischen (blau, PDB: 6HHF) Akt-Inhibitoren sowie der chemischen
Struktur literaturbekannter Inhibitoren (PDB: 6HHF)74,
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Weiterhin konnten haufig unerwiinschte Nebenwirkungen beobachtet werden, die
unter anderem auf die mangelhafte Selektivitit von ATP-kompetitiven Inhibitoren
gegeniiber den Akt-Isoformen zuriickzufiihren sind.”> Aufgrund der hoch
konservierten Ko-Substrat-Bindetasche ist es bisher nicht gelungen Isoform-selektive
ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren zu entwickeln, welche sich fiir Untersuchungen der

[soform-spezifischen Funktionen eignen wiirden.

Einen weiteren Adressierungsansatz stellen die PIP3-Taschen-Binder dar, welche die
Rekrutierung von Akt an die Plasmamembran und so dessen Aktivierung
unterbinden.’677 Hier sind vor allem die Inhibitoren Perifosin und Miltefosin zu
nennen, welche vielversprechende praklinische Ergebnisse lieferten, diese allerdings
in klinischen Studien nicht bestdtigen konnten.’87° Dies lasst sich zum einen auf
schlechte pharmakokinetische Eigenschaften durch den amphiphilen Charakter
zurlickflihren und zum anderen erneut auf den Mangel an Selektivitdt.80 Die
PH-Doméane mit ihrer stark polaren Phosphoinositol-Bindetasche ist eine stark
konservierte Struktur in der humanen Zelle, sodass durch die Behandlung mit
PIPs-Taschen-Bindern verheerende off-Target-Effekte, wie zum Beispiel eine schwere

gastrointestinale Toxizitdt, beobachtet werden konnten.81

Um diese Selektivititsprobleme zu umgehen, eignen sich vor allem allosterische
Inhibitoren, welche fiir Akt erstmals von Merck Sharp & Dohme beschrieben
wurden.8283 Die Inhibitoren binden in einer einzigartigen Interdomdnentasche und
fihren zur Formation einer Inhibitor-vermittelten PH-in Konformation.8# Kiirzlich
konnten Truebestein et al. mit Hilfe einer Kristallstruktur der autoinhibitorischen
Konformation von Aktl zeigen (PDB: 7AP]), dass die Inhibitor-vermittelte
Konformation nicht der nativen autoinhibitorischen PH-in-Konformation
entspricht.16 Trotzdem ist die Kinase durch die Blockade der ATP-Bindetasche und
der PIP3-Bindetasche in einer inaktiven Konformation stabilisiert. Die daraufhin
entwickelten = Wirkstoffkandidaten = MK-2206 und  Miransertib  zeigten
vielversprechende Eigenschaften, wie zum Beispiel eine potente Inhibition der Akt-
Isoformen und eine hohe Selektivitit gegeniiber anderen Kinasen.85-89 Allerdings

blieb auch hier der erhoffte Erfolg in klinischen Studien bisher aus.

13



Dies lasst sich erneut auf einen Mangel an bekannten pradiktiven Biomarkern
zuriickfiihren und hebt die Notwendigkeit hervor die Signalnetzwerke der Akt-
[soformen in der humanen Zelle besser zu verstehen.”29091 Weisner und Gontla et al.
beschrieben 2015 erstmals das Konzept der kovalent-allosterischen Akt-Inhibitoren
(CAAL engl. covalent allosteric Akt inhibitor) (Abbildung 6).92 Die kovalente
Adressierung nicht-katalytischer AS-Seitenketten in Kombination mit einem
allosterischen Ansatz hat besondere Vorteile: Zum einen eine optimierte Selektivitat
und zum anderen eine gesteigerte Effektivitat durch die maximale Verweildauer des
Inhibitors am Protein.8493.94 Allerdings muss eine sorgfaltige Auswahl der reaktiven
Gruppe erfolgen, welche schliefdlich die kovalente Bindung ausbildet, da diese auch
toxische Effekte haben kann. Hier eignen sich vor allem die moderat reaktiven
Acrylamid-Gruppen. Zusatzlich sind kovalente Inhibitoren vielversprechende
Startpunkte fiir die Entwicklung von Sondenmolekiilen fiir die chemisch-biologische
Untersuchung zellulirer ~Mechanismen.>> Die Analyse publizierter Ko-
Kristallstrukturen von Aktl mit verschiedenen allosterischen Inhibitoren fiihrte zur
Identifizierung zweier redoxsensitiver Cysteine (Cys296 und Cys310) in der

Aktivierungsschleife.95

Doméne

Kinase-
Domé&ne

aktiv inaktiv irreversibel inaktiv
(PH-out) (PH-in) (PH-in)
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Adressierung von Akt1 durch kovalent-allosterische Akt-
Inhibitoren (CAAls). Durch die zunéchst reversible Bindung des Inhibitors in die allosterische Tasche,
erfolgt die Konformationsanderung zur inaktiven PH-in-Konformation. Durch die rdumliche Nadhe der
Acrylamid-Gruppe zu den nicht-katalytischen Cysteinen Cys296 und Cys310 erfolgt schliefdlich die
kovalente Bindungsbildung.929596 Adaptiert aus der Dissertation von Lena Quambusch (AG Rauh, TU

Dortmund).
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Mit Hilfe eines strukturbasierten Ligandendesigns konnten schlief3lich CAAls
entwickelt werden, welche Cys296 und Cys310 tiber eine Acrylamidgruppe kovalent
modifizieren konnen.?2% Hier zeigte sich vor allem die 1,6-Naphthyridinon-basierte
Verbindung Borussertib mit einer gesteigerten biochemischen Potenz im Vergleich zu
MK-2206 als besonders erfolgversprechend. Erste praklinische Studien in
Mausmodellen in Kombination mit einem MEK-Inhibitor lieferten zusatzlich gute

Ergebnisse.”4

Mit dem Blick auf die Entwicklung Akt-Isoform selektiver chemischer Sonden fiir die
Aufklarung der Isoform-spezifischen Funktionen, erwiesen sich die beobachteten
unterschiedlichen Potenzen von Borussertib auf den Isoformen als sehr interessant.
Biochemische Untersuchungen zeigten, dass bei einer vollstindigen Inhibierung von
Aktl und Akt2, Akt3 nur zu 60 % inhibiert wird. Die Kombination dieser
Eigenschaften ermutigte Quambusch et al. zu einer Ubertragung des Konzepts der
CAAls auf literaturbekannte Akt-Inhibitoren mit moderaten Selektivitatsprofilen.
Diese Molekiile stellen vielversprechende Startpunkte fiir die Entwicklung

Akt-Isoform-selektiver Sondenmolekile dar.%7

1.3 Strukturbasiertes Ligandendesign

Eine effektive Herangehensweise fiir die Entwicklung selektiver Liganden ist das
strukturbasierte Ligandendesign (SBLD).?8 Im Gegensatz zum kombinatorischen
Ansatz des Ligandendesigns, der auf dem Screening einer grofien Zahl von
Verbindungen beruht, die nach dem Zufallsprinzip synthetisiert wurden, basiert das
SBLD auf der detaillierten Analyse der zu adressierenden Bindetasche sowie der
Bindemodi bereits bekannter Liganden.?® Diese Methode setzt demnach die Kenntnis
der Struktur des Zielproteins voraus. Die stetig wachsende Anzahl an verfiigbaren
Proteinstrukturen sowie die Entwicklung effizienter computerbasierter Methoden
haben das SBLD in den letzten Jahrzehnten zur vorherrschenden Methode fiir die

Entwicklung von Wirkstoffen gemacht.?8
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Der iterative Prozess des SBLD startet mit der Klonierung, Reinigung und
Strukturbestimmung des Zielproteins (Abbildung 7).190 Neben der Struktur-
bestimmung durch NMR-Spektroskopie und Cryo-Elektronenmikroskopie ist die
Proteinkristallographie bis heute die bedeutendste Methode fiir die Analyse von
Inhibitoren im Komplex mit dem Zielprotein.1? Nach der erfolgreichen
Strukturbestimmung und der Etablierung eines verldsslichen Kristallisationssystems

folgt ein in silico-Design einer fokussierten Substanzbibliothek.

Abbildung 7: Darstellung des iterativen Prozesses des SBLD. Zunachst erfolgen Klonierung, Reinigung
und Strukturbestimmung des Zielproteins. Nach der Etablierung eines verldsslichen Kristallisations-
systems folgt ein in silico-Design einer fokussierten Substanzbibliothek. Anschliefiend folgt die
Synthese sowie die biochemische und zelluldare Evaluierung der Substanzbibliothek. Dies ermdglicht
eine detaillierte Bewertung der Struktur-Aktivitidts-Beziehungen (SAR) und legt die Grundlage fiir

weitere iterative Optimierungszyklen.100
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Heutzutage stehen den Wissenschaftler:innen dafiir zahlreiche unterstiitzende
computerbasierte Methoden zu Verfiigung, welche eine frithzeitige Evaluierung der
designten Liganden ermdglicht.192 Dazu zdhlen zum Beispiel molekulares Docking
und Molekular-Dynamik-Simulationen.192 Anschlief3end folgt die Synthese sowie die
biochemische und zelluldre Evaluierung der Substanzbibliothek. Dabei ist es wichtig
effiziente und Ressourcen-sparende Syntheserouten zu entwickeln, um eine leichte

synthetische Zuganglichkeit der Verbindungen zu gewahrleisten.

Weiterhin miissen biochemische und zellulare Assay-Systeme fiir das Zielprotein
entwickelt werden, welche eine Evaluierung grofder Substanzbibliotheken in einem
hohen Durchsatz ermdéglichen. Je nach Beschaffenheit und den Eigenschaften des
Zielproteins kann dies eine grofde Herausforderung darstellen und erfordert ein
gewisses Mafd an Erfindungsreichtum der Wissenschaftler:innen. Anhand der
gewonnenen Daten werden schlief3lich Liganden selektiert, die in einem nachsten
Schritt im Komplex mit dem Zielprotein ko-kristallisiert werden. Dies ermdglicht in
Kombination mit den biochemischen und zelluldren Daten eine prazise Bewertung
der Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SAR) und legt die Grundlage fiir weitere
iterative Optimierungszyklen.?8100 So konnen mit Hilfe des SBLD effizient effektive
und selektive Inhibitoren fiir das entsprechende Zielprotein entwickelt werden,
welche sich sowohl fiir die Verwendung in chemisch-biologischen Experimenten als

auch fiir die Anwendung in der Prazisionstherapie eignen kénnen.
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2. MOTIVATION UND ZIELSETZUNG
Als zentraler Knotenpunkt innerhalb des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs ist die
Proteinkinase Akt, welche drei Isoformen (Akt1/Akt2/Akt3) umfasst, in der humanen
Zelle an unterschiedlichsten tiberlebenswichtigen Prozessen beteiligt. Genomische
Veranderungen wie zum Beispiel aktivierende Mutationen in PI3K und
Amplifikationen der AKT-Gene konnen eine Hyperaktivierung der Akt-Isoformen und
damit einhergehend diverse Krankheiten auslosen. Dies macht die Akt-Isoformen zu
attraktiven Zielproteinen fiir die Wirkstoffforschung, allen voran fiir die Therapie
maligner Erkrankungen. Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten sind
die klinischen Studien potenzieller Wirkstoffkandidaten gepragt von wiederholtem
Scheitern. Dafiir sind unter anderem die fehlenden Informationen iiber die Isoform-
spezifischen Funktionen, das komplexe Zusammenspiel der Akt-Isoformen im
Kontext von humanen Erkrankungen sowie die nicht differenzierte Adressierung

dieser und die damit einhergehenden Nebenwirkungen verantwortlich.

Die Adressierung der allosterischen Interdomédnen-Bindetasche von Akt hat sich in
vorangegangenen Studien als vielversprechender Ansatz fiir eine selektive
Adressierung der Akt-Isoformen herausgestellt. Allosterische Sondenmolekiile
konnten zur Aufklarung der Isoform-spezifischen Funktionen beitragen und
gleichzeitig als Startpunkt fiir die Entwicklung innovativer Therapeutika dienen.
Quambusch et al. gelang bereits durch Kombination von bekannten Motiven mit
einem kovalenten Ansatz eine Identifizierung von vielversprechenden
Selektivitatsprofilen, welche in Aktl Ko-Kristallstrukturen erste strukturelle

Bindepraferenzen ableiten lief3en.?”

Das libergeordnete Ziel dieser Dissertation ist die Grundlage fiir eine strukturbasierte
Optimierung von Isoform-selektiven CAAIs mit einem Fokus auf die Etablierung von
strukturbiologischen und zelluliren Systemen. Diese sollen eine effiziente
Evaluierung von CAAIs ermdglichen, sowie die Identifizierung von potenziellen
Sondenmolekiilen vorantreiben, die sich hinsichtlich ihrer Eigenschaften fiir

weiterfiihrende Studien zur Aufklarung der Isoform-spezifischen Funktionen eignen.
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Fiir die Etablierung strukturbiologischer Systeme soll zundchst mit Hilfe von
Computer-gestiitzten Methoden ein detaillierter Sequenz- und Strukturvergleich der
Akt-Isoformen erfolgen. Nachfolgend soll ein SBLD einer fokussierten
Substanzbibliothek durchgefiihrt werden, welche spater zur Evaluierung der
entwickelten Systeme genutzt werden soll. Basierend darauf, sollen effiziente
Expressions- und  Reinigungsstrategien  etabliert = werden, um  die
massenspektrometrische und strukturbiologische Evaluierung der CAAI-Bibliothek
zu ermoglichen. Da bisher noch keine Volllangenkristallstrukturen von Akt2 und Akt3
gelost werden konnten, sollen neue Kristallisationsbedingungen fiir die
Kristallisation eben dieser Isoformen identifiziert werden. Diese sollen anschliefend
zusammen mit dem bereits etablierten Kristallisationssystem fiir Akt1Wtdazu genutzt
werden, um strukturelle Einblicke in die Bindemodi unterschiedlicher Liganden zu

erhalten.

Weiterhin sollen die identifizierten biochemischen Selektivitdtsprofile der
fokussierten Substanzbibliothek im zellularen Kontext evaluiert werden. Allerdings
erschweren die gewebsspezifische Expression und die unterschiedliche
Lokalisierung der Isoformen in zellulairen Kompartimenten die Bewertung und den
direkten Vergleich Isoform-selektiver Liganden in klassischen zelluldaren
Modellsystemen erheblich. Deshalb soll mit Hilfe der murinen Ba/F3-Zellen ein
Akt-Isoform abhidngiges Modellsystem entwickelt werden, welches das Verhalten
einer onkogenen Zelllinie mimikriert und so als optimales System fiir die erleichterte
Bewertung unterschiedlicher Selektivitatsprofile fungiert. Liganden, die ein
geeignetes Selektivitatsprofil im Ba/F3-System vorweisen kénnen, sollen schliefilich
in humanen Krebszelllinien evaluiert werden und fiir Untersuchungen der
[soform-spezifischen Signaliibertragung genutzt werden. Um die Auswirkungen
genetischer Perturbationen auf die Isoform-spezifische Signaliibertragung in
humanen Zellen mit Inhibitor-vermittelten Perturbationen vergleichen zu kénnen,
soll zusatzlich ein robustes Protokoll fiir die Einfiihrung CRISPR/Cas9-vermittelter

knock-outs in humane Zellen etabliert werden.

Ein weiterer zentraler Signalweg in der humanen Zelle ist der Ras/Erk-Signalweg,
welcher iiber zahlreiche positive und negative Riickkopplungsschleifen mit dem

PI3K/Akt-Signalweg interagiert.
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Daraus resultieren als Folge einer gezielten Adressierung eines der beiden
Signalwege Kompensationsmechanismen, welche die Untersuchung dieser und die
Interpretation der auftretenden Phanotypen erheblich erschweren. Die Kombination
selektiver Liganden, die jeweils den PI3K/Akt- und den MAPK/Erk-Stoffwechselweg
adressieren, konnten die Aufklarung des komplexen PI3K/Akt-Ras/Erk-Netzwerks
mafigeblich unterstiitzen. Um die Entwicklung selektiver Inhibitoren fiir die
Adressierung der Proteinkinase Erk2 (engl. extracellular-signal regulated kinase 2) zu
ermoglichen, soll ein robustes Kristallisationssystem entwickelt werden. Dazu sollen
zunachst Erk2-Konstrukte hergestellt, exprimiert und gereinigt werden.
Anschliefdend sollen literaturbekannte Kristallisationsbedingungen reproduziert

werden, um ein SBLD von Erk2-Inhibitoren zu erméglichen.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Sequenz- und Strukturanalyse der Akt-Isoformen

Die Strukturanalyse von Proteinen ist ein initialer und essenzieller Bestandteil im
Feld der chemischen Biologie, um die Funktionen und Regulationsmechanismen von
Zielproteinen zu verstehen. Weiterhin erméglicht die Analyse von Proteinen im
Komplex mit Liganden in Kombination mit biochemischen und zelluldren Daten eine
detaillierte Bewertung der SAR.101 Dijes legt die Grundlage fiir iterative
Optimierungszyklen der entsprechenden Liganden und ist unerlasslich fiir die
Entwicklung von effektiven und selektiven chemischen Werkzeugen fiir die
Entschliisselung  zellulirer Mechanismen.”® Um Informationen iiber die
Beschaffenheit der Isoformen zu bekommen, sollte zundchst ein Sequenz- und
Strukturvergleich mit Hilfe von Computer-gestiitzten Methoden erfolgen

(Abbildung 8).

Bei einer genauen Betrachtung der Aminosduresequenzen konnte eine
Gesamtiibereinstimmung von 73 % zwischen den drei Akt-Isoformen festgestellt
werden. Allerdings weisen bestimmte Strukturelemente signifikante Unterschiede
auf. Wahrend die Kinasedomane mit 87 - 90 % und die PH-Domane mit 76 - 84 %
eine relativ hohe Ubereinstimmung zeigen, ist besonders die Linkerregion
(AS111-145) mit 17 - 41 % Homologie wenig konserviert. Das hydrophobe Motivam
Ende der C-terminalen Domine besitzt eine Ubereinstimmung von 66 - 76 %
(Anhang, Abbildung 59). Da bisher keine Volllangenkristallstrukturen von Akt2 und
Akt3 vorhanden sind, wurden =zur weiteren Analyse Apo-Strukturen der
Akt-Isoformen aus der AlphaFold Protein Structure Database herangezogen. Diese
sollten helfen Unterschiede zwischen den Isoformen, eventuell problematische
Strukturelemente fiir die Kristallisation, sowie essenzielle Bereiche zu identifizieren.
Das Programm AlphaFold ist ein neuronales Netz entwickelt von der Firma DeepMind,
welches die 3D-Koordinaten aller schweren Atome fiir ein bestimmtes Protein
voraussagt, indem es ausschlief3lich die primédre Aminosdauresequenz und Sequenzen
von homologen Proteinen als Grundlage verwendet. Das Grundprinzip besteht darin,
die Vorhersage von Proteinstrukturen als ein Graphenproblem im 3D-Raum zu
betrachten, bei dem die Kanten des Graphen durch nahe beieinander liegende Reste

definiert sind.
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Es bildet sich schon friih eine konkrete Strukturhypothese heraus, die kontinuierlich
verfeinert wird. Zu den wichtigsten Schritten dabei gehdren das Aufbrechen der
Kettenstruktur, um eine gleichzeitige lokale Verfeinerung aller Teile der Struktur zu
ermoglichen, ein neuartiger dquivarianter Transformator, der es dem Netzwerk
ermoglicht, implizit auf die nicht reprasentierten Seitenkettenatome zu schliefien,
sowie ein Verlustterm, der der Orientierungskorrektheit der Reste erhebliches

Gewicht verleiht.103-105

Hydrophobes Moftiv Linker
AS 420 - 480 AS 111 - 145
Akt1/2 66 % Akt1/2 41 %

Akt1/3 76 %
Akt2/3 70 %

Aktl/3 44 %
Akt2/3 17 %

Akt1/2 80 %
Akt1/3 84 %
Akt2/3 76 %

Akt1/2 90% =~ £ 9.©
Akt1/3 88 % 7
Akt2/3 87 %

AS 146 - 420 @\//\/ AS 1-107
Kinase=Doméane PH-Doméne

Abbildung 8: Ubersicht iiber die vergleichende Sequenz- und Strukturanalyse der Akt-Isoformen mit
Hilfe der von AlphaFold berechneten Apo-Strukturen (AlphaFold Structure Database AKT1_human,
AKT2_human, AKT3_human)103-105, Dje Proteinstrukturen wurden in die charakteristischen
Strukturelemente aufgeteilt und hinsichtlich ihrer strukturellen und sequenziellen Identitat

untersucht.
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Die Frage, die sich fiir Strukturbiolog:innen nun stellt, ist, welche Genauigkeit
AlphaFold erreichen kann und welche Anwendungsmoglichkeiten sich daraus fiir den
weiteren Verlauf dieser Arbeit ergeben. Der durchschnittliche r.m.s.dos
(engl. root-mean-square  deviation) zwischen vorhergesagter Struktur und
experimentell bestimmten Strukturen aus der Protein Data Bank (PDB) betragt
1,46 A. Demnach kann AlphaFold vor allem das Riickgrat eines Proteins mit hoher
Genauigkeit reproduzieren und ist fiir das Design von Kristallisationskonstrukten
besonders hilfreich. Innerhalb des SBLD sind allerdings genaue Seiten-
kettenkonformationen von grofier Wichtigkeit, sodass die Verwendung von
AlphaFold-Strukturen fiir die Entwicklung selektiver Inhibitoren fiir hoch-homologe

Proteine zumindest bisher noch nicht ausreichend ist.106.107

Im Vergleich der berechneten Akt-Isoform-3D-Strukturen lassen sich vor allem
Unterschiede in der Linkerregion feststellen. In Akt1 bilden die AS 111-121 eine Helix
aus, welche sich an die endstiandige Helix der PH-Domane anschlieft. Diese Helix wird
von einem Glycin und einem Prolin aufgebrochen (Gly123 und Pro125), welche als
sogenannte Helixbrecher bekannt sind. Hingegen wird in Akt2 diese Helix bereits ab
dem Alal14 nicht mehr ausgebildet, was in einem langeren und flexibleren Linker
resultiert. Weiterhin fallt auf, dass Akt2 an Position 124 ein Cystein aufweist. In Akt3
reicht diese Helix bis zum Cys119, was vermutlich in einem ahnlich stabilen Linker

wie in Akt1 resultiert (Abbildung 9).

o M N e _ 145
Akt KK 75 EEEMDFRSGSPSDNSGAEEM AKPKHRYV
pi S \ : / \ /
o > . 147
Akt2 KQRAPGEDPMDYKCGSPSDSSTTEEMEVAVSKARAKYV
~ 7
143

3QIDNIGEEEMDASTTHHKRK

Abbildung 9: Vergleich der Linkerregion der Akt-Isoformen. Darstellung der homologen AS in grau
und der sich unterscheidenden AS in unterschiedlichen Farben (Akt1: griin; Akt2: rot; Akt3: gelb).
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Die Linkerregion ist vor allem im Zusammenhang mit Isoform-spezifischen PTMs und
der damit verbundenen Steuerung unterschiedlicher Signale beschrieben. Weiterhin
sind ungleiche Reaktivitaten der Linker-Cysteine von Akt2 und Akt3 in der Literatur
bekannt, was hier mit deren Lokalisationen und der damit einhergehenden
abweichenden chemischen Umgebung erklart werden konnte.4041 Cysteine die am
Ende einer a-Helix positioniert sind, wie das Cys119, weisen ein verdndertes
Dipolmoment und demnach auch eine erhohte Nukleophilie auf als Cysteine in

unstrukturierten Bereichen.108

Wahrend zahlreiche Ko-Kristallstrukturen von Aktl im Komplex mit allosterischen
Inhibitoren den Beweis fiir eine geschlossene, inaktive Konformation zwischen der
Kinase-Domane und der PH-Domane liefern®>%, war es bisher nicht klar, ob dies die
physiologische, inaktive Konformation von Akt widerspiegelt. Die von AlphaFold
berechneten Strukturen zeigen eine autoinhibitorische Konformation fiir alle drei
[soformen, welche sich durch eine Wechselwirkung zwischen dem APE-aF-Loop der
Kinasedoméane und der PIP3-Bindetasche in der PH-Doméane auszeichnet. Dies wird
zusatzlich durch die kiirzlich publizierte Kristallstruktur 7AP] verifiziert, welche
ebenfalls eine autoinhibitorische Konformation von Akt1, vermittelt durch eben diese
Wechselwirkungen, zeigt.l® Die PH-Domé&ne rotiert im Vergleich zur
autoinhibitorischen Konformation durch die Bindung eines allosterischen Inhibitors
um etwa 25° in Richtung der Kinase-Domane und wird dort durch m-m-Wechsel-
wirkungen zwischen Trp80 und Inhibitor-Grundgeriist stabilisiert. (Anhang,
Abbildung 60). Fir die Analyse der Inhibitor-vermittelten inaktiven Konformationen
der Akt-Isoformen wurden alternativ zu den von AlphaFold berechnetet Akt-Isoform-
3D-Strukturen Homologiemodelle von Akt2 und Akt3 auf der Grundlage einer Akt1-
Ko-Kristallstruktur herangezogen (PDB: 659X).97.109-112 Ejn Vergleich der bekannten
Bindetaschen zeigt, dass die ATP-Bindetasche mit 97 % und die PIP3-Bindetasche mit
94 % eine sehr hohe Ubereinstimmung zeigen, was unter anderem auf ihre hohe
Sequenzidentitat zuriickzufiihren ist. Auch die allosterische Bindetasche zeigt stark
konservierte Sequenzbereiche, wohingegen die wenigen unterschiedlichen AS
ahnliche Eigenschaften aufweisen, wie zum Beispiel Ser205 in Aktl und Thr205 in

Akt2 und Akt3.
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In den weniger konservierten Abschnitten fallen vor allem die Deletionen in der
Schleife der AS 259-273 in Akt2 und Akt3 auf, welche zu einer Verkiirzung der dort
lokalisierten aE-Helix fiihren. Weiterhin fallt auf, dass das Lys269 im Vergleich zu den
analogen AS in Akt2 (Arg268) und Aktl (Lys267) eine andere Ausrichtung in Akt3
besitzt. Daraus ldsst sich fiir Akt3 eine grofere Offnung der allosterischen
Bindetasche zur Losungsmittel-exponierten Seite ableiten. Zusatzlich ist das Val270
durch ein sterisch anspruchsvolleres Isoleucin in Akt3 ausgetauscht, weshalb die

Bindetasche dort entsprechend verengt sein konnte (Abbildung 10).
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<& ) N - )
| ‘;/T/ PH-Doméne

511;
51

Aktl .. PLNNFS..
( ) = Akt2 .. PLNNFS..
Akt3 .. PLNHFS..

e 203 212
1D | . ONSRHPFLTA..
.ONTRHPFLTA..
.KNTRHPFLTS..

273
..LDYLHSEKNVVYR..
..LEYLHS-RDVVYR..
..LDYLHSGK-IVYR..

Abbildung 10: Ubersicht der Strukturanalyse der Akt-Isoformen mit Hilfe von Homologiemodellen
von Akt2 und Akt3 basierend auf einer Ko-Kristallstruktur von Akt1l (PDB: 6S9X)°7.112, A: Darstellung
der PH-in-Konformation von Akt sowie der vorhandenen Bindetaschen mit gebundenen Inhibitoren:
ATP-kompetitiv Capivasertib (beige, PDB: 4GV1)73, PIP3-Binder (dunkelrot, PDB: 1UNQ)15, kovalent-
allosterisch (blau, PDB: 6S9X)%7. Die Ubereinstimmung der AS-Sequenz der entsprechenden
Bindetaschen ist in Prozent angegeben (Ko-Substrat-Bindetasche, beige, 97 %; PIP-Bindetasche, rot,
94 %; allosterische Bindetasche, blau, 77 %). B: Darstellung der allosterischen Interdoménen-
Bindetasche von Akt1lWt in Komplex mit RL2461 (blau) sowie der Sequenzvergleiche der Akt-

Isoformen.%”

Im Allgemeinen sollte beachtet werden, dass es sich sowohl bei den Akt-Isoform-
Apo-Strukturen als auch bei den Akt-Isoform-Homologiemodellen nicht um
experimentell bestimmte sondern um berechnete Strukturinformationen handelt.
Um diese zu verifizieren, ist die Generierung von Ko-Kristallstrukturen der
Akt-Isoformen im Komplex mit allosterischen Inhibitoren von grofem Interesse und

wiirde einen elementaren Beitrag zur Validierung dieser Modelle leisten.101
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3.2 Strukturbasiertes Design Isoform-selektiver CAAIs

Aufgrund der zu diesem Zeitpunkt fehlenden Kristallisationssysteme zur
experimentellen  Untersuchung der Isoform-spezifischen Interdoméanen-
Bindetaschen wurden alternativ die aus den Homologiemodellen erhaltenen
Erkenntnisse fiir das SBLD einer Substanzbibliothek Isoform-selektiver CAAls
verwendet. Diese sollten anschliefRend im weiteren Verlauf dieser Arbeit fiir die
Evaluierung der entwickelten strukturbiologischen und zellularen Systeme

verwendet werden.

Als erster Ansatzpunkt diente die verdnderte Helixstruktur, welche in der
Interdomanen-Tasche als Hauptunterschied zwischen den Isoformen identifiziert
wurde. Im Vergleich zur Akt1-Struktur ist ein grof3erer, zuganglicher Raum am Ende
dieser Interdomanen-Tasche vorhanden, was den Einbau sterisch anspruchsvollerer
Reste in Liganden fiir Akt2 und insbesondere Akt3 ermdglichen kdnnte. Dies steht im
Einklang mit den Selektivitatsprofilen der ersten Generation von Isoform-selektiven
Inhibitoren, bei denen die Einfithrung groferer Einheiten an der 5'-Position in den
Pyrazinon-basierten CAAIs von Akt2 und Akt3 toleriert wurde, aber nicht von Akt1.97
Dartiber hinaus hat jedes Enzym eine andere Aminosaure mit unterschiedlichen
chemischen Eigenschaften an Position 269 in Akt1 oder der entsprechenden Position
in Akt2 und Akt3 (Vgl. Kapitel 3.1). Daraus konnte sich ein verdndertes
elektrostatisches Potential an dieser Position in der Bindetasche der verschiedenen

Isoformen ableiten.

Basierend auf der ersten Generation Isoform-selektiver CAAls, welche im Rahmen der
Masterarbeit von Lena Quambusch entwickelt wurden, sowie den Trends aus den
Homologiemodellen, gelang es eine Reihe weiterer Molekiile durch strukturbasiertes
Design zu entwickeln. Hier lag der Schwerpunkt auf Molekiilen mit einer
5'-Positionssubstitution und somit einer Modifikation, die zuvor nachweislich von
Akt2 und Akt3 bevorzugt wurde. Variationen in den chemischen Eigenschaften und
des rdumlichen Anspruchs eingefiihrter Substituenten waren das Hauptziel fir die
eingefiihrten Komponenten. Diese diversen Reste sollten liber verschiedene Linker

an ein Pyridin-Grundgeriist gekniipft werden.
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Weiterhin wurde das wichtigste Bindungselement in den neuen Liganden bewahrt:

zwei m-m-gesteuerte Stapelwechselwirkungen mit Trp80 und Tyr272.112

Basierend darauf wurde eine fokussierte Substanzbibliothek synthetisiert und zur
weiteren Bewertung der SAR der allosterischen Bindungsstellen in den

Akt-Isoformen verwendet (Vgl. Tabelle 2, Kapitel 3.5)."

* Design und Synthese der Isoform-selektiven CAAI-Substanzbibliothek durch Dr.in Lena Quambusch
(AG Rauh, TU Dortmund).
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3.3 Darstellung und Reinigung der Akt-Isoformen

Fir die Charakterisierung von Inhibitoren ist die Durchfiihrung von
massenspektrometrischen, biochemischen und strukturbiologischen Unter-
suchungen der entsprechenden Protein-Ligand-Komplexe unerlésslich. Dafiir miissen
die Zielproteine zunachst in grofsen Mengen und mit einer hohen Reinheit produziert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte demnach eine robuste Expressions- und
Reinigungsstrategie fiir die Akt-Isoformen Akt2 und Akt3 etabliert und mit den

Protokollen fiir Akt1 verglichen werden.t

3.3.1 Konstruktdesign und -generierung

Als Basis fiir die Akt-Konstrukte, welche vor allem fiir die Kristallisation bestimmte
Eigenschaften haben miissen, diente eine bereits publizierte Akt1Wt-Struktur
(PDB: 3096)113 im Komplex mit einem reversiblen allosterischen Inhibitor sowie die
zuvor durchgefithrte  Strukturanalyse der von AlphaFold berechneten
Akt-Isoform-3D-Strukturen. Die Expression der Akt-Isoform-Konstrukte sollte in
Insektenzellen erfolgen. Demnach wurden die entsprechenden DNA-Sequenzen fiir
die Verwendung in Insektenzellen Codon-optimiert. Das Akt1Wt-Gen wurde bereits im
Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Jorn Weisner sowie die Akt2Wt und Akt3Wt-Gene im
Rahmen der Doktorarbeit von Dr.in Ina Landel mit Hilfe des Ligations-
/Restriktionsprotokolls in plEX/Bac3-Transfervektoren tberfiihrt und mit einem
N-terminalen Hise-Tag versehen, welcher spdter zur Affinitats-basierten
Aufreinigung der Proteine dienen sollte. Um diesen im weiteren Verlauf effizient
abspalten zu kénnen, wurde die Erkennungssequenz der TEV-Protease (engl. tobacco
etch virus) eingebracht. Fiir das Akt1Wt-Konstrukt konnte bereits gezeigt werden, dass
der C-terminale Bereich (Akt1Wt: AS 447-480; Akt2Wt: AS (440)448-481; Akt3Wt: AS
444-579) bei der Kristallisation einen Storfaktor darstellt.

t Etablierung der Akt1Wt-Reinigung durch M. Sc. Rebekka Scheinpflug und Dr.in Ina Landel (AG Rauh,
TU Dortmund).
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Zusatzlich liefd sich in der vorangegangenen Strukturanalyse erkennen (Kapitel 3.1),
dass dieser Bereich in allen drei Isoformen eine hohe Flexibilitat aufweist und wurde

demnach aus den Konstrukten entfernt.

Die so erhaltenen Kristallisationskonstrukte Akt1Wt (2-446), Akt2Wt (2-447), Akt2Wt
(2-439) und Akt3Wt (2-443) dienten als Grundlage fiir alle im Rahmen dieser Arbeit
generierten Akt-Isoform-Varianten. Innerhalb des Akt1Wt (2-446)-Konstruktes und
des Akt3Wt (2-443)-Konstruktes wurden zusatzlich die sich im Linker befindenden AS
Glu114/Glu115/Glu116, zu Alaninen mutiert, um die Oberflachenentropie in diesem
Bereich durch den unpolaren Charakter der Alanine herabzusenken.* Diese konnte

sich andernfalls negativ auf die Kristallisation auswirken.114.115

Im Rahmen der 3D-Strukturanalyse der Akt-Isoformen in Kapitel 3.1 konnte fiir Akt2
eine langere und deutlich flexiblere Linkerregion festgestellt werden. Aus diesem
Grund wurden vier weitere Konstrukte hergestellt, die eine Modifikation des Linkers
aufweisen. Zum einen wurde der Bereich der AS 115-118 in Akt2 dem
entsprechenden Bereich in Aktl angepasst, indem eine Deletion von Pro115 und
Gly116 durchgefiihrt wurde, sowie eine Mutation der AS Glul17 und Asp118 in
Alanine. Durch die Entfernung der , strukturbrechenden“ AS Prolin und Glycin kénnte
hier eine Verringerung der Flexibilitdt in diesem Bereich erfolgen. Die Mutationen
Glu117Ala und Asp118Ala dienten ebenfalls der Absenkung der Oberflachenentropie
in diesem Bereich (Akt2P115del/G116del/E117A/E118A)  Zusdtzlich wurden sowohl ein
Austausch der Akt2-Linkersequenz durch die Aktl-Linkersequenz (Akt2(2-111)-
Akt1(112-145)-Akt2(146-446)) als auch durch einen kiirzeren (GGGGS)2-Linker
(Akt2(GGGGS)z2) vorgenommen.$ In beiden Ansatzen sollte die Kristallisation von
Akt2 durch eine weniger flexible Linkerregion begilinstigt werden. Ein weiterer
Ansatz sollte eine vollstandige Entfernung der Linkerregion sein. Hier konnte durch
eine Inkubation mit einem allosterischen Inhibitor ein stabiler Kinasedomédnen-
Inhibitor-PH-Domanen-Komplex entstehen, welcher durch das Fehlen des flexiblen

Linkers einfacher kristallisieren konnte.

¥ Darstellung des Akt3-(2-443; Glul14Ala/Glu115Ala/Glul16Ala)-Konstruktes im Rahmen der
Bachelorarbeit von B. Sc. Fabian Schnecke (AG Rauh, TU Dortmund) und Darstellung des Akt1-(2-446;
Glul14Ala/Glul15Ala/Glul16Ala)-Konstruktes durch Dr. Jorn Weisner (AG Rauh, TU Dortmund).

§ Darstellung der Akt2(2-111)-Akt1(112-145)-Akt2(146-446)- und Akt2(GGGGS)2-Konstrukte im
Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh, TU Dortmund).
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Darliber hinaus wurde basierend auf dem Vergleich der Akt-Isoform-
Homologiemodelle eine Anderung der allosterischen Bindetasche in Akt1Wt zur
entsprechenden Akt2-Bindetasche vorgenommen. Daraus resultiert das Konstrukt
Akt15205T/D262E/E267del/K268R/N269D  ywelches im weiteren Verlauf dieser Arbeit zur
Vereinfachung Akt2-Mimikry genannt wird. Hier wdare mit den etablierten
Kristallisationsbedingungen fiir Akt1Wt bereits ein potenzieller Startpunkt fiir
Kristallisationsstudien vorhanden. Nach der erfolgreichen Herstellung und
Verifizierung der Kristallisationskonstrukte (Abbildung 11) mittels Sanger-
Sequenzierung sollte die Expression der Zielproteine in einem geeigneten

Expressionssystem erfolgen.

A B C
gekurztes gekurzte Akt2 (2-447) mit Variationen gekurztes
Akt1Wt-Konstrukt ~ Akt2W-Konstrukte in der Linkerregion Akt3Wt-Konstrukt
/ \ 110 £
‘ 2 i ‘NH ‘NH 2
COOH iCOOH ,COOH .COOH i{COOH
446 447 447 447 443
Akt2-Mimikry
N 145 112 ?‘QC‘E
Akt\Z NH
] Pk ,2'\‘H ENH-
COOH  COOH ~COOH - ;COOH
447 439 447 447

Abbildung 11: Schematische Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Akt-Isoform-
Kristallisationskonstrukte. A: Darstellung der auf Akt1Wt basierenden Kristallisationskonstrukte.
B: Darstellung der auf Akt2Wt basierenden Kristallisationskonstrukte. C: Darstellung der auf Akt3Wt

basierenden Kristallisationskonstrukte.
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3.3.2 Expression in Insektenzellen

Fir die Proteinkristallisation sowie die Durchfiihrung weiterer biochemischer und
biophysikalischer Studien werden grofde Mengen des Zielproteins bendtigt. Daher ist
eine effiziente Expression in einem geeigneten Expressionssystem ein zentraler
Bestandteil bei der Etablierung einer Proteinreinigungsstrategie. Neben der
Expression der Proteine in Escherichia Coli (E. coli)11¢, sind besonders Insektenzellen
ein attraktives System fiir die Herstellung von Kinasen, da sie posttranslationale
Modifikationen, wie zum Beispiel Phosphorylierungen und Glykosilierungen
ermoglichen, welche fiir die Aktivitat und Stabilitat der eukaryotischen Proteine
essenziell sein konnen.117-119 Um eine Expression des Zielproteins in Insektenzellen
zu ermoglichen, werden diese mit rekombinanten Baculoviren infiziert. Dabei wird
auf dem verwendeten Transfervektor, welcher die fiir die Virusreplikation nétigen
Geninformationen tragt, zusatzlich die DNA-Sequenz des Zielproteins eingefiihrt. Eine
Uberexpression wird dadurch erreicht, dass das Gen fiir das Zielprotein gegen das Gen
des Proteins Polyhedrin ausgetauscht wird. Dieses ist fiir die Virusreplikation nicht
zwingend notwendig.120 Fiir die Expression der Akt-Isoform-Kristallisations-
konstrukte in Insektenzellen wurde das BacMagic-Protokoll von Merck Millipore
verwendet (Material und Methoden, Kapitel 5.5). Daflir wird die Sequenz des
Zielproteins in einen plEX/Bac3-Transfervektor eingebracht, welcher flankierend
zum Gen des Zielproteins Rekombinationssequenzen aufweist.l2l Nach Ko-
Transfektion des Transfervektors und einer synthetischen Bacmid-DNA wird durch
homologe Rekombination ein Baculovirus erzeugt, welcher die Uberexpression des
Zielproteins wahrend der Virusreplikation ermdglicht. Mit Hilfe der zuvor
generierten plEX/Bac3-Transfervektoren, welche das entsprechende Zielgen
enthalten, wurden Baculoviren der ersten und zweiten Generation von der Protein
Chemistry Facility (ZE-PCF, MPI Dortmund) hergestellt. Der Virus der zweiten
Generation (P2-Virus) konnte anschlief3end fiir die Expression im grofien Maf3stab
verwendet werden. Dafiir erfolgt zunachst eine Erh6hung des Virustiters, indem ein
Virus der dritten Generation hergestellt wird (P3-Virus). Der P3-Virus wird

schlussendlich fiir die finale Proteinexpression verwendet.
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Um sowohl die erfolgreiche Expression als auch den optimalen Zeitpunkt der
Zellernte bestimmen zu koénnen, wurde eine Testexpression in Sf9- und
Tnao38-Zellen durchgefiithrt.” Dafiir wurde von der Expressionskultur der
entsprechenden Zelllinie und von einer Kontrollkultur, welche nicht mit
P2-Baculovirus versetzt wurde, nach jeweils 0, 24, 48, 72 und 96 Stunden eine Probe
entnommen und mit Hilfe einer SDS-Gelelektrophorese auf die entsprechenden

Expressionslevel untersucht (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Testexpressionen von Akt1Wt, Akt2Wtund Akt3Wtin Sf9- und Tnao38-Insektenzellen.
Von den Expressionskulturen und der entsprechenden Kontrollkultur (K) wurden nach 0-96 h Proben
entnommen und mit einer SDS-Gelelektrophorese analysiert. Marker (M).

* Durchfiithrung der Testexpressionen in Sf9- und Tnao38-Zellen im Rahmen der Bachelorarbeit von
B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh, TU Dortmund).
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Sowohl in den Sf9-Zellen als auch in den Tnao38-Zellen konnte fiir alle drei Isoformen
bereits nach 48 h eine Uberexpression festgestellt werden, was durch eine intensive
Bande auf der Hohe von 55 kDa deutlich wurde. Die hochste Proteinkonzentration
konnte nach 72 h erreicht werden, welche sich nach 96 h nicht mehr veranderte. Es
lief3 sich feststellen, dass Akt1Wt geringere Expressionslevel als Akt2Wt und Akt3Wtin
beiden Insektenzelllinien aufweist. Dies konnte unterschiedliche Ursachen haben.
Zunachst sollte eine unterschiedliche Konzentration und Beladung der Proben auf das
SDS-Gel in Betracht gezogen werden. Weiterhin stammen die P2-Viren aus
unterschiedlichen Transfektions-Chargen, was sich auf den initialen Virustiter und
demnach auf die Infektionseffizienz des P2-Virus auswirken kénnte. In den Tnao38-
Zellen scheint insgesamt eine hohere Proteinmenge der entsprechenden Proteine
vorzuliegen, da jedoch in vorangegangen Studien eine Veranderung des fir die
Akt1Wt-Kristallisation essenziellen Phosphorylierungsmusters von Akt1Wt in den
Tnao38-Zellen nachgewiesen werden konnte!22, wurden die Sf9-Zellen als geeignetes
Expressionssystem fiir alle zuvor beschriebenen Akt-Isoform-Kristallisations-

konstrukte ausgewahlt.

33



3.3.3 Etablierung und Optimierung der Proteinreinigungsstrategie

Flir die Kristallisation und die biochemische sowie biophysikalische Evaluierung von
Proteinen ist auch deren Reinheit ein zentraler Faktor. Aus diesem Grund sollten im
Rahmen dieser Arbeit robuste Reinigungsstrategien fiir Akt2 und Akt3ft etabliert

werden, welche nachfolgend mit dem Protokoll von Aktl verglichen wurden

(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Reinigungsstrategien fiir alle Aktl-, Akt2- und Akt3-Konstrukte.
Zunichst erfolgt eine erste NAC vor einer Dialyse und Abspaltung des Hiss-Tags mit Hilfe der
TEV-Protease. AnschliefRend erfolgt eine reverse NAC und alternativ eine AEX je nach vorliegendem
Reinheitsgrad des Proteins. Wahrend fiir Akt1 direkt eine SEC durchgefiihrt wird, erfolgt fiir Akt2 und
Akt3 vor der SEC zunachst eine Dephosphorylierung mit der A-Phosphatase. Anschlief3end wird das
Protein entweder langfristig bei -80 °C gelagert, direkt fiir die Kristallisation verwendet (Akt3) oder

vor der Kristallisation iiber eine zweite SEC in den Kristallisationspuffer iiberfiihrt (Akt1 und Akt2).

1 Initiale Arbeiten zur Akt3Wt-Reinigung im Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Cora Neugebauer
(AG Rauh, TU Dortmund).
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Dabei liefd sich feststellen, dass die ersten Reinigungsschritte eine analoge
Durchfiihrung erlauben. Nach der Zellernte wurden die Insektenzellen mit Hilfe eines
Hochdruckhomogenisators aufgeschlossen und anschlief3end zentrifugiert. So sollten
die 16slichen Bestandteile von den unldslichen Bestandteilen abgetrennt werden. Das
so erhaltene klare Zelllysat wurde auf eine Nickel-Affinitatschromatografiesdaule
(NAC) aufgetragen. Da die entsprechenden Akt-Isoform-Konstrukte einen
N-terminalen Hise-Tag enthalten, konnten diese mit Hilfe der NAC aus dem Zelllysat
isoliert werden. Um den Reinigungserfolg zu verfolgen, wurden SDS-Gele angefertigt,
welche fiir die ersten Reinigungsschritte aufgrund der nahezu identischen Resultate

fiir die Akt-Isoformen exemplarisch fiir Akt2 gezeigt sind (Abbildung 14).
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Abbildung 14: 1. NAC zur Reinigung von Akt2Wt exemplarisch gezeigt fiir alle Aktl-, Akt2- und
Akt3-Konstrukte. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz); Gradient der Imidazolkonzentration
in % (griin). B: SDS-Gel. Marker (M); Pellet (P); Lysat (L); Durchfluss (D); Waschfraktion (W); Elutions-
peak 1 (1).

Auf dem SDS-Gel ist auf einer Hohe von etwa 55 kDa zu erkennen, dass das Zielprotein
nach dem Zellaufschluss sowohl in unléslicher Form als auch in léslicher Form
vorliegt. Durch den Einsatz des Detergenzes CHAPS (3-[(3-cholamido-
propyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonat) kdnnte der Anteil des Proteins in der
l6slichen Form vermutlich erhéht werden, allerdings konnte bereits eine
ausreichende Menge des loslichen Protein erhalten werden, sodass auf diesen Schritt
verzichtet wurde.123124 Weiterhin lasst sich erkennen, dass im Durchfluss und in der
Waschfraktion ebenfalls Protein vorhanden ist, was darauf hindeutet, dass die Saule
mit einer zu grofen Menge Protein beladen wurde und ihre Bindekapazitit

uberschritten wurde.
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Trotzdem konnte nach einer Elution mit einem linearen Imidazolgradienten
ausreichend Protein von der Sadule eluiert werden. Dabei konnte bereits sehr reines
Protein mit nur wenigen Verunreinigungen erhalten werden, welche im weiteren
Verlauf der Reinigung abgetrennt werden sollten. Die Abspaltung des Hise-Tags
erfolgte im Anschluss mit Hilfe der TEV-Protease. Dazu wurde diese iiber Nacht in
einer Dialyse mit dem Zielprotein inkubiert und anschlieffend im Rahmen einer

reversen NAC aus der Proteinlosung entfernt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Reverse NAC zur Reinigung von Akt2Wt exemplarisch gezeigt fiir alle Akt1-, Akt2- und
Akt3-Konstrukte. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz); Gradient der Imidazolkonzentration
in % (griin). B: SDS-Gel. Marker (M); vD (vor Dialyse); Pellet (P); nach Dialyse (nD); Durchfluss (D);
Elutionspeak 1 (1).

Da nach der Dialyse weifdes Prazipitat in der Proteinlésung beobachtet werden
konnte, wurde dieses zundchst durch Zentrifugation abgetrennt. Auf dem SDS-Gel
lasst sich erkennen, dass neben einer geringen Menge des Zielproteins, hauptsachlich
Verunreinigungen ausgefallen sind. Weiterhin zeigt der Vergleich vor und nach der
Dialyse eine Verschiebung der Proteinbande zu einem niedrigeren Molekulargewicht,
was auf eine erfolgreiche Abtrennung des Hiss-Tags hindeutet. Dies wurde dadurch
bestatigt, dass sich das Protein bei der Durchfiihrung der reversen NAC im Durchfluss

befindet, da es ohne den Hiss-Tag nicht mehr an die Sdule binden kann.

Nach einer Elution mit Imidazol wurde die TEV-Protease und weitere
Verunreinigungen von der Saule eluiert, welche demnach erfolgreich abgetrennt

werden konnten.
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Im nachsten Schritt wurde eine Anionenaustauschchromatografie (AEX)
durchgefiihrt, zum einen um weitere Verunreinigungen abzutrennen und zum
anderen um die unterschiedlichen Phosphorylierungszustdnde der Akt-Isoformen zu

evaluieren (Abbildung 16).
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Abbildung 16: AEX zur Reinigung von Akt1Wt. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz); Gradient
der NaCl-Konzentration in % (griin). B: SDS-Gel. Marker (M); Durchfluss (1); Elutionspeaks 2-4 (2-4).
C: Massenspektren des Durchflusses und der Elutionspeaks. D: Modellierung der Positionen der mittels

ESI-MS/MS identifizierten Phosphorylierungsstellen.
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Hier konnten signifikante Unterschiede zwischen Aktl, Akt2 und Akt3 identifiziert
werden, welche sich im weiteren Verlauf auf das gewahlte Reinigungsprotokoll
auswirken. Vorangegangene Studien zeigten bereits, dass bei der Expression in
Insektenzellen unterschiedliche Phosphorylierungszustande von Akt1Wt entstehen,
welche essenziell fiir die anschlief3ende Kristallisation sind.125126 [m Rahmen dieser
Arbeit konnten diese Beobachtungen reproduziert werden. Wahrend das
unphosphorylierte Protein nicht an die AEX bindet und mit dem Durchfluss eluiert
wird, werden sowohl der einfach-, zweifach als auch dreifach-phosphorylierte
Zustand mit steigender NaCl-Konzentration in drei Elutionspeaks von der Saule
eluiert (Abbildung 16A und B). Massenspektrometrische Analysen zeigten eine
effiziente Trennung der Phosphorylierungszustande. Zusatzlich konnte durch ESI-
MS/MS-Analysen nachgewiesen werden, dass sich diese aus multiplen
Phosphorylierungspositionen zusammensetzen (Abbildung 16C und E). Bei dieser
Methode erfolgt nach der Inkubation des Proteins mit dem Inhibitor ein
proteolytischer Verdau. Die dabei entstandenen Peptidfragmente werden
anschliefdend mit hintereinander geschalteten Massenspektrometern
analysiert.127.128 Fiir die Akt1Wt-Reinigungen wurde die AEX ausgespart, da sich dieser
Schritt nicht vorteilig auf die Reinheit von Akt1Wt auswirkte und das gesamte
Proteingemisch mit allen Phosphorylierungszustdnden fiir folgende Kristallisations-

studien eingesetzt werden sollte.

Hingegen zeigte sich fir Akt2Wt mit zwei Elutionspeaks im Durchfluss und
funf Elutionspeaks mit steigender NaCl-Konzentration ein deutlich heterogeneres
Proteingemisch (Abbildung 17A). Ein SDS-Gel konnte bestétigen, dass es sich bei
Peak 1-6 um Akt2 handelt, wiahrend mit Peak sieben weitere Verunreinigungen
abgetrennt werden konnten (Abbildung 17B). In massenspektrometrischen Analysen
zeigte sich, dass es sich bei Peak 1-3, um unphosphorylierte Spezies von Akt2Wt

handelt (Abbildung 17C).

38



1200 +

iivo] kDa ™M 1 2 3 4 5 6 7
1000 4 - 180 -
900 4 2 130 -
5 800 - 5 100 -
E 7004 ® 70 - W
T o0 g 55 WG S - . fa Ak
bE” 500 5
S 4004 X I
= a0 3 40
200 - z 35-
100
o 25 -

[mL]

C D ﬁWﬁ

51745 Da

1
1
1 Ser131

n Ser130
@ ® Ser128

I

51600 51700] 51800 51900 52000 52100
IMasse [Da]
I

51825 Da

|+ P,
I i
—

|

|

|51800 51900 52000 52100
IMasse [Da]

51905 Da

51600 51700
|
I
1 t 2P,
1

|
51600 51700] 51800 51900 52000 52100
IMasse [Da]
1

51985 Da

I s3p
| —
I

T PH=  ser92
Domane

51600 51700 51800 51900 52000 52100
Masse [Da]

Abbildung 17: AEX zur Reinigung von Akt2Wt. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz); Gradient
der NaCl-Konzentration in % (griin). B: SDS-Gel. Marker (M); Durchfluss (1-2); Elutionspeaks 3-7 (3-
7). C: Massenspektren des Durchflusses und der Elutionspeaks. D: Modellierung der Positionen der

mittels ESI-MS/MS identifizierten Phosphorylierungsstellen.
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Die ungleiche Bindungsfahigkeit der Akt2-Fraktionen an das Sdulenmaterial kdnnte
unterschiedliche Ursachen haben. Zunachst wurde von einer Sattigung der Saule
durch eine zu hohe Menge an Protein ausgegangen, allerdings konnte ein analoges
Elutionsprofil bei einer Auftragung von geringeren Mengen Protein reproduziert
werden. Weiterhin konnten unterschiedliche Proteinkonformationen und -faltungen
sowie posttranslationale Modifikationen (PTMs) einen Einfluss auf die Bindefahigkeit
haben. Eine fehlerhafte Faltung von Akt2 konnte durch die Untersuchung der
Proteinstabililitdt ausgeschlossen werden, was zu einem spateren Zeitpunkt naher
diskutiert wird. Weiterhin zeigte es sich, dass es sich bei den Peaks 4-6 um die
einfach-, zweifach- und dreifach-phosphorylierte Spezies von Akt2Wt handelt, welche
jedoch in deutlich geringeren Mengen im Vergleich zum unphosphorylierten Protein
vorliegen und mit Hilfe der verwendeten Saule und Pufferbedingungen nicht
vollstandig voneinander separiert werden konnten. Trotzdem konnten mit Hilfe einer
ESI-MS/MS-Analyse multiple Phosphorylierungspositionen identifiziert werden
(Abbildung 17D). Hier fallen vor allem die zu Aktl analogen Linker-
phosphorylierungen auf. Bei einer Untersuchung des Akt2(2-111)-Akt1(112-145)-
Akt2(146-446)-Konstruktes konnte ein analoges Elutionsprofil und Massenspektrum
zu AktlWt festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass vor allem die
Linkerphosphorylierungen den beobachteten positiven Einfluss auf die
Kristallisation haben kénnten (Anhang, Abbildung 62B). Da mit Hilfe der AEX weitere
Verunreinigungen von Akt2Wt abgetrennt werden konnten, wurde diese dauerhaft in
das Reinigungsprotokoll aufgenommen. Zusatzlich wurde diese verwendet, um
verschiedene Kombinationen der Phosphorylierungszustinde von Akt2 zu isolieren,

welche im Anschluss in Kristallisationsstudien verwendet werden sollten.

Im Gegensatz zu Akt1Wt und Akt2Wt zeigt Akt3Wt nur zwei Elutionsfraktionen, wobei
es sich hier um das unphosphorylierte Protein im Durchfluss und das einfach-
phosphorylierte Protein, eluiert durch geringe NaCl-Konzentrationen, handelt
(Abbildung 18A, B und D). Die ESI-MS/MS-Analyse zeigte ebenfalls mehrere
Phosphorylierungspositionen, wobei lediglich zwei in der Linkerregion identifiziert

werden konnten (Ser120 und Ser122).
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Abbildung 18: AEX zur Reinigung von Akt3Wt. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz); Gradient
der NaCl-Konzentration in % (griin). B: SDS-Gel. Marker (M); Durchfluss (1); Elutionspeak (2). C:
Massenspektren des Durchflusses und der Elutionspeaks. D: Modellierung der Positionen der mittels

ESI-MS/MS identifizierten Phosphorylierungsstellen.

Da sich durch die AEX keine Vorteile hinsichtlich der Reinheit des Proteins ergaben,
wurde diese bei weiteren Reinigungen von Akt3Wt nicht verwendet. Weiterhin fallt
auf, dass alle drei Isoformen partielle Phosphorylierungen an der

Aktivierungsposition Thr308/309/305 aufweisen.
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Um eine daraus resultierende mogliche Aktivierung der Zielproteine zu untersuchen,
wurde eine Kinasetitration durchgefiihrt, welche zu einem spéateren Zeitpunkt in

diesem Kapitel diskutiert wird.
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Abbildung 19: SEC zur Reinigung von Akt1Wt und massenspektrometrische Untersuchungen.
A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz). B: SDS-Gel nach CBB-Féarbung und Silberfarbung. Marker
(M); Elutionspeak (1); Elutionspeak (2). C: Massenspektrum von Akt1Wt D: Vollstindige kovalente
Modifikation von Akt1Wtdurch Borussertib nach 1 h Inkubation mit einem dreifachen Uberschuss des

Inhibitors auf Eis.
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Im weiteren Verlauf der Reinigung erfolgte eine Gréfdenausschlusschromatografie
(SEC), um verbleibende Verunreinigungen und Oligomere vor der Verwendung des
Zielproteins fiir weiterfiihrende Experimente abzutrennen. Im Falle der
Akt1Wt-Reinigung konnten mit Hilfe der SEC verbleibende Verunreinigungen und
Oligomere in Elutionspeak 1 entfernt werden (Abbildung 19A und B). Akt1Wt wurde
im Elutionspeak 2 mit einer sehr hohen Reinheit eluiert, was neben dem SDS-Gel mit
einer CBB-Farbung auch in einer sensitiveren Silberfairbung bestdtigt werden
konnte.# Eine massenspektrometrische Analyse zeigte die erwartete Masse des
Proteins und das Vorhandensein der unterschiedlichen Phosphorylierungszustande.
Die vollstandige kovalente Modifikation mit dem Inhibitor Borussertib bestitigte
zudem die korrekte Faltung des Proteins. Dies konnte ebenfalls mit dem durch die
A-Phosphatase dephosphorylierten Protein nachgewiesen werden. Da jedoch
vorherige Kristallisationsstudien von  AktlWt die Unerlasslichkeit der
Phosphorylierungszustiande zeigten, wurde das heterogene Proteingemisch fiir
weitere vergleichende Untersuchungen zwischen den Akt-Isoformen sowie fiir die

innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Kristallisationsstudien verwendet.125

Da fir Akt2Wt mit den zwei phosphorylierten Spezies kein Kristallwachstum
beobachtet werden konnte, wurde nach der AEX eine Dephosphorylierung mit der
A-Phosphatase  durchgefiihrt, um die Heterogenitit der Proteinlosung
herabzusetzen.12988 Mit einer SEC konnten in einem ersten Peak Oligomere
abgetrennt werden, wahrend im Peak 2 das Zielprotein eluiert wurde
(Abbildung 20A). Die Silberfarbung zeigt wenige verbleibende Verunreinigungen
(Abbildung 20B). Diese konnten weder durch die Erhéhung der Salzkonzentration im
Puffer noch durch die Durchfiihrung weiterer Reinigungsdulen entfernt werden.
Trotzdem konnte das Zielprotein in einer guten Reinheit fiir weitere Experimente
isoliert werden. In Peak 3 konnte schliefdlich die A-Phosphatase erfolgreich
abgetrennt werden. Massenstudien bestatigten die Identitdt von Akt2Wt sowie die
erfolgreiche vollstiandige Dephosphorylierung des Zielproteins (Abbildung 20C
und D).

# Durchfiihrung der Silberfarbung des SDS-Gels der finalen SEC von Akt1Wt, Akt2Wt und Akt3Wt durch
B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh).

§§ Charakterisierung des dephosphorylierten Akt2Wtin Zusammenarbeit mit B. Sc. Fabian Schnecke (AG
Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 20: SEC zur Reinigung von Akt2Wtund massenspektrometrische Untersuchungen. A: UV-

Chromatogramm. UV-Signal (schwarz). B: SDS-Gel nach CBB-Farbung und Silberfarbung. Marker (M);

Elutionspeak (1); Elutionspeak (2); Elutionspeak (3). C: Massenspektrum von Akt2Wt. D: Vollstandige

kovalente Modifikation von Akt2Wt durch Borussertib nach 1h Inkubation mit einem dreifachen

Uberschuss des Inhibitors auf Eis.

Aufierdem konnte erstmalig eine vollstindige kovalente Bindung von CAAIs sowohl

an das Proteingemisch mit zwei unterschiedlichen Phosphorylierungsspezies als

auch an das dephosphorylierte Akt2Wt nach 1 h nachgewiesen werden. Dies deutet

darauf hin, dass diese Art von Inhibitoren auch in Akt2 den postulierten

Bindungsmodus aufweisen kdnnte.
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ESI-MS/MS-Studien zeigten zudem die spezifische Adressierung von Cys297 und
Cys311 in Akt2Wt durch Borussertib. Interessanterweise konnte fiir andere CAAls
ebenfalls eine Alkylierung des Cys124 in der Linkerregion nachgewiesen werden
(Vgl. Anhang, Abbildung 66 und 67). Weitere Massenstudien mit und ohne dem
reduzierenden Detergenz Dithiothreitol (DTT) zeigten, dass Akt2Wt nur in Gegenwart
von DTT alkyliert wird, wahrend zum Beispiel Akt1Wtauch ohne den Zusatz von DTT
kovalent modifiziert werden kann. Dies deutet auf eine erhdhte Reaktivitat der
Cysteine von Akt2Wtin Gegenwart von reduzierenden Reagenzien und demnach eine
Redoxsensitivitdt des Proteins hin. Daher koénnte es sich bei der Alkylierung von
Cys124 um eine unspezifische Bindung handeln, welche zusatzlich durch die
Verwendung des hohen Uberschusses an Inhibitor begiinstigt wird. Sowohl in
biochemischen als auch in zelluldren Studien konnte in einer reduzierenden
Umgebung eine Aktivitatssteigerung fiir Akt2Wt nachgewiesen werden, wahrend eine
oxidierende Umgebung mit einer Inaktivierung von Akt2Wt einhergeht.#0.130-133 Djes
deutet auf potenzielle Konformationsdnderungen des Proteins in Gegenwart von DTT
hin, welche zum Beispiel durch Auflésung von Disulfidbriicken zwischen einzelnen
Strukturelementen induziert werden kénnten. Um diese Hypothese zu validieren,
miissten noch weitere Untersuchungen zum Beispiel mit Hilfe von
Massenspektrometrie und Cystein-selektiven Sonden durchgefiihrt werden. Um
Einfliisse auf die Proteinstabilitat des gereinigten Akt2Wt zu evaluieren, wurde ein
Proteinstabilitatsassay mit und ohne DTT durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass
Akt2Wtin Anwesenheit von DTT deutlich schneller aggregiert als ohne die Zugabe von

DTT (Anhang, Abbildung 61).

Flr Akt3Wt wurde ebenfalls ein Dephosphorylierung gewahlt, um die Heterogenitat
des Proteingemisches herabzusetzen. Die darauffolgende SEC zeigte ein dhnliches
Bild wie fiir Akt2Wt, da in einem ersten Peak Oligomere abgetrennt werden konnten,
in Peak 2 Akt3Wt eluiert wurde und in Peak 3 die fiir die Dephosphorylierung
verwendete A-Phosphatase. Sowohl das SDS-Gel mit CBB-Farbung als auch das SDS-
Gel mit Silberfarbung zeigen, dass Akt3Wtin einer sehr hohen Reinheit isoliert werden
konnte. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe von Massenspektrometrie die Identitit von
Akt3Wt sowie die kovalente Modifizierung mit Borussertib erfolgreich nachgewiesen

werden (Abbildung 21).
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In ESI-MS/MS-Experimenten zeigte sich, dass in Akt3Wt ausschlief3lich das Cys293
alkyliert wird und weder Cys305 noch Cys119 in der Linkerregion alkyliert werden.
Dies konnte durch die bereits diskutierten strukturellen Unterschiede von Akt3Wtin
der allosterischen Interdomanen-Bindetasche sowie durch die Positionierung des

Cys119 in der Linkerregion erklart werden.
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Abbildung 21: SEC zur Reinigung von Akt3Wt und massenspektrometrische Untersuchungen.
A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz). B: SDS-Gel nach CBB-Féarbung und Silberfarbung. Marker
(M); Elutionspeak (1); Elutionspeak (2); Elutionspeak (3). C: Massenspektrum von Akt3Wt
D: Vollstandige kovalente Modifikation von Akt3Wt durch Borussertib nach 1 h Inkubation mit einem

dreifachen Uberschuss des Inhibitors auf Eis.
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Flir die Durchfiihrung von weiterfiihrenden Studien und vor allem fiir die
Proteinkristallisation ist die Stabilitit des Proteins im finalen Puffer von grofier
Wichtigkeit. Dies wurde mit Hilfe eines Thermal Shift Assays (TSA) tiberpriift. Dieser
beruht auf einer thermisch induzierten Proteindenaturierung, welche mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffs SYPRO Orange detektiert werden kann. Der Farbstoff bindet an
hydrophobe Bereiche des Proteins, welche bei der Proteindenaturierung freigelegt
werden. Demnach korreliert eine héhere Schmelztemperatur mit einer erhéhten
Proteinstabilitdt (Abbildung 22A).134 Es wurden sowohl unterschiedliche pH-Werte
(pH 4-10) als auch unterschiedliche Salzkonzentrationen (0-1 M NaCl) untersucht
(Abbildung 22B-D).
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Abbildung 22: A: Prinzip des TSA. B-D: Ergebnisse des Pufferstabilitiatsassays fiir Akt1Wt, Akt2Wt und
Akt3Wt, Akt1Wtbevorzugt einen pH-Wert von 7,5, Akt2Wt hat den hochsten Schmelzpunkt bei pH 7 und
Akt3Wtbei pH 6,5.
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Alle drei Isoformen bevorzugen niedrige Salzkonzentrationen, praferieren jedoch
unterschiedliche pH-Werte. Wahrend Akt1Wteinen pH-Wert von 7,5 bevorzugt, weist
Akt2Wt den hochsten Schmelzpunkt bei pH 7 und Akt3Wt bei pH 6,5 auf. Im Falle von
Akt1Wt hat der literaturbekannte Kristallisationspuffer bereits die optimale
Zusammensetzung, fiir Akt2Wt und Akt3Wt wurden Anpassungen hinsichtlich der
verwendeten Salze, Salzkonzentrationen und pH-Werte vorgenommen (Material und

Methoden, Kapitel 5.6.1).

Mit Hilfe einer auf dem homogeneous time-resolved fluorescence energy-transfer
(HTRF) Assay basierenden Aktivitatsbestimmung wurde schlief3lich die katalytische
Aktivitat der exprimierten Akt-Isoformen untersucht (Abbildung 23). Dafiir wird ein
biotinyliertes Substratpeptid verwendet, welches nach der Zugabe von ATP von der
jeweiligen Kinase phosphoryliert werden kann. Anschliefdend wird ein Fluorophor-
gekoppelter Antikérper, welcher an das phosphorylierte Substrat bindet, und ein
Fluorophor-gekoppeltes Streptavidin, welches den Biotin-Tag bindet, hinzugegeben.
Der durch die rdumliche Nahe der Fluorophore stattfindende Resonanzenergie-

transfer kann durch die Messung des entstehenden Fluoreszenzsignals verfolgt

werden.135
3.5
3 —— Akt1"™ phosphoryliet -DTT
— — Akt1"™ phosphoryliet + DTT
< 2.5
“__‘9 —— Akt2"™ phosphoryliet -DTT
~—~ 2 -
0 — — Akt2"™ phosphoryliet + DTT
©
= 1.5 AKE3™ phosphoryliet - DTT
1 Akt3"™ phosphoryliet + DTT
0.5
0 I . . r
01 1 10 100 1000

Proteinkonzentration [ng/uL]

Abbildung 23: Darstellung der Ergebnisse der auf dem HTRF-Assay basierenden Aktivitdts-
bestimmung der Akt-Isoform-Kristallisationskonstrukte in unterschiedlichen Phosphorylierungs-
zustanden und unter unterschiedlichen Bedingungen. Auftragung der gemessenen Fluoreszenz gegen

die verwendeten Proteinkonzentrationen in ng/pL.
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Sowohl fiir Akt1Wt als auch Akt2Wt konnte nur eine geringe katalytische Aktivitat
gemessen werden. Im Falle von Akt2Wt konnten ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in Anwesenheit und in Abwesenheit des Reduktionsmittels DTT
festgestellt werden. Demnach ldsst sich der in der Literatur beschriebene
aktivierende Effekt von Reduktionsmitteln nicht auf eine gesteigerte katalytische
Aktivitat zuriickfithren, sondern ist vermutlich struktureller Natur. Aus diesem Grund
wurden die folgenden Kristallisationsexperimente sowohl mit als auch ohne DTT
durchgefiihrt. Fir Akt1Wt wurde eine geringe Aktivitit in Anwesenheit von DTT
detektiert. Fiir Akt3Wt konnte fiir das phosphorylierte Protein ohne DTT bereits eine
deutlich hoéhere Aktivitit als fiir die anderen Isoformen beobachtet werden.
Interessanterweise zeigte Akt3Wt eine gesteigerte Aktivitatin Gegenwart von DTT. Da
dies, aufgrund der daraus resultierenden hoheren Flexibilitat des Proteins, hinderlich
fiir die Kristallisation sein konnte, wurde dem finalen Akt3Wt-Kristallisationspuffer

kein DTT hinzugefiigt.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit fiir Akt2 und Akt3 robuste
Reinigungsstrategien entwickelt werden, welche den Erhalt der Proteine in hoher
Reinheit und guter Ausbeute von 2,5-3 mg pro Liter Expressionskultur erméglichten.
So konnte erstmalig eine weiterfiihrende Charakterisierung von Akt2 und Akt3
hinsichtlich der Isoform-spezifischen Eigenschaften im Vergleich mit dem bereits im
Arbeitskreis Rauh etablierten und gut charakterisierten Akt1Wtdurchgefiihrt werden.
Zusatzlich konnte mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen erstmalig eine
kovalente Modifizierung von Akt2Wt und Akt3Wt an den Thiol-Seitenketten von
Cys293/297 und Cys308/311 mit CAAIs nachgewiesen werden. Demnach eignen sich
die dargestellten Akt-Isoform-Konstrukte fiir die Analyse der Bindungseigenschaften

der Isoform-selektiven CAAIls im weiteren Verlauf der Arbeit.
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3.4 Kristallisationsstudien der Akt-Isoformen

Die strukturbiologische Analyse von Liganden im Komplex mit dem Zielprotein ist ein
essenzieller Schritt fiir die Entwicklung und die rationale Optimierung bioaktiver
Molekiile. Vor allem in der Entwicklung von selektiven Inhibitoren fiir Proteine mit
einer hohen Sequenzhomologie, wie im Falle der Akt-Isoformen, ist eine detaillierte
Analyse der adressierten Bindetasche und der dort lokalisierten AS notig. Bis heute
ist die Proteinkristallographie das leistungsstarkste Mittel fiir die Untersuchung von
Protein-Ligand-Komplexen. Die grofite Herausforderung dabei ist die Identifizierung

von geeigneten Kristallisationsbedingungen.101

3.4.1 Kristallisation von Akt2

Bisher konnten keine Volllangenkristallstrukturen der Akt-Isoformen Akt2 und Akt3
gelost werden und fiir die Optimierung von Isoform-selektiven CAAIs musste
grundsatzlich auf Homologiemodelle zuriickgegriffen werden. Deshalb war ein
elementarer Bestandteil dieser Arbeit Kristallisationsstudien mit Akt2 und Akt3
durchzufithren. Da hierzu im Gegensatz zu Akt1Wt keine Literaturbedingung als
Startpunkt zur Verfliigung steht, stellt es eine besondere Herausforderung dar,
geeignete Kristallisationsbedingungen zu identifizieren. Fiir die Kristallisations-
experimente mit Akt2Wt erfolgte zunichst die Uberfiihrung in den entsprechenden
Kristallisationspuffer. Da wie bereits diskutiert durch die Zugabe von DTT in den
Puffer eventuell strukturelle Anderungen des Proteins induziert werden, wurden
Kristallisationsexperimente sowohl mit DTT im finalen Puffer als auch ohne DTT
durchgefiihrt. Beim Vergleich der Chromatogramme der SEC konnte eine signifikante
Verschiebung des Peaks ohne DTT (schwarz) in Richtung einer spateren Elution
verzeichnet werden, wiahrend der Peak mit DTT (grau) frither von der Saule eluiert
wurde (Abbildung 24A). Dies bestitigt die Annahme eines strukturellen Einflusses
von Reduktionsmitteln auf Akt2 und deutet darauf hin, dass diese Isoform in einer
oxidierenden Umgebung in einer globuldareren Konformation vorliegt. Um optimale
Liganden fiir die Kristallisation zu identifizieren, wurde der stabilisierende Einfluss
verschiedener Inhibitorklassen auf Akt2Wt mit Hilfe eines Proteinstabilitdatsassays

ermittelt.
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Hier stellte sich heraus, dass Akt2Wt durch allosterische und kovalent-allosterische

Inhibitoren die grofdte Stabilisierung erfahrt (Abbildung 24C). Allerdings konnte in

Abwesenheit von DTT keine kovalente Bindung ausgebildet werden. Aus diesem

Grund wurde in ersten Experimenten der allosterische Inhibitor Miransertib fiir

weitere Experimente ausgewahlt.
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Abbildung 24: Zweite SEC zur Uberfilhrung von Akt2"t in den Kristallisationspuffer und

Proteinstabilititsuntersuchungen. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal mit DTT im Kristallisations-

puffer (grau); UV-Signal ohne DTT im Kristallisationspuffer (schwarz). B: SDS-Gel nach CBB-Farbung:

Marker (M); Elutionspeak (1); Elutionspeak (2). C: Vergleich der Ergebnisse des TSA-Assay von Akt2Wt

inkubiert mit unterschiedlichen Inhibitorklassen. Die DMSO-Kontrolle ist in der Mitte in dunklerem rot

dargestellt, wahrend Tmvon Akt2Wt inkubiert mit den Inhibitoren in hellerem rot gezeigt ist.
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Da die Akt-Isoformen eine hohe Sequenzhomologie haben, wurde zunachst getestet,
ob sich die publizierten (PDB: 4EJN86; 3096113) sowie die im Arbeitskreis etablierten
Akt1Wt-Kristallisationsbedingungen2> auf Akt2Wt anwenden lassen. Es konnte
allerdings in zahlreichen Kristallisationsexperimenten unter der Variation von
Proteinkonzentration, Temperatur, Salzkonzentration, pH-Wert, Zusammensetzung
der Phosphorylierungs-Spezies und Fallungsmittel kein Kristallwachstum beobachtet
werden. Im ndchsten Schritt wurden unter Variation der Parameter die publizierten
Kristallisationsbedingungen fiir die Akt2-Kinasedomdne getestet (PDB: 1MVR)136

und es konnte ebenfalls kein Kristallwachstum erreicht werden.

Wenn bisher noch keine Kristallisationsbedingungen bekannt sind, bieten
kommerziell erhaltliche Screens (JCSG Core I-1V Suites, PACT Suite, PEG I-II Suites,
MemGold I-II Suites, AmSO4 Suite, Classics Suite, Classics II Suite, Qiagen) die
Moglichkeit eine Vielzahl von unterschiedlichen Bedingungen in einem hohen
Durchsatz zu testen und potenziell geeignete neuartige Bedingungen zu
identifizieren. Zunachst wurde der Phospho-Mix des Proteins in Anwesenheit von
DTT im Kristallisationspuffer getestet und es wurden Parameter wie die
Proteinkonzentration (3-15 mg/mL) und Inkubationstemperatur (4 °C und 20 °C)
variiert und unterschiedliche Akt-Inhibitoren getestet (ATP-kompetitiv, allosterisch
und kovalent-allosterisch). Im Rahmen dieser Experimente konnten zwei
Bedingungen gefunden werden, die zum Wachstum von Kristall-dhnlichen Strukturen
fiihrten. Wahrend in einer Bedingung rundliche Kristall-Morphologien, bestehend aus
feinen Nadelkristallen, zu beobachten waren, wuchsen in der anderen Bedingung sehr
kleine kubische Kristalle (Abbildung 25A und B). Eine Betrachtung der Tryptophan-
Fluoreszenz unter dem UV-Mikroskop zeigte eine Anregung der Kristalle, sodass es
sich dabei vermutlich um Protein und nicht um Salz handelt. Allerdings konnte bei
einer Reproduktion der Bedingungen in einem Fine Screen kein Kristallwachstum

beobachtet werden.

Wie bereits in Kapitel 3.3.3 diskutiert, entsteht durch die Expression von Akt2Wt in

Insektenzellen ein sehr heterogen phosphoryliertes Proteingemisch.
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Da diese Heterogenitdt eventuell hinderlich fiir die Kristallisation des Proteins sein
konnte, wurden sowohl Kristallisationsexperimente mit dem dephosphorylierten
Protein als auch ohne DTT im finalen Puffer durchgefiihrt. Letztendlich fiihrte die
Kombination aus dephosphoryliertem Akt2Wt inkubiert mit dem allosterischen
Inhibitor Miransertib und einem Kristallisationspuffer ohne DTT zum Wachstum von

Kristall-dhnlichen =~ Morphologien in  Bedingungen  mit  verschiedenen

Ammoniumsulfat-Konzentrationen (Abbildung 25C).

A

Abbildung 25: Ergebnisse aus den Screening-Experimenten mit Akt2Wt A: Sphéarolite mit den
Bedingungen: 200 mM MgAc, 100 mM Na-Kakodylat, pH 6,5, 20 % (w/v) PEG 8000 (20 °C, 10 mg/mL,
Classic I Screen, Qiagen) B: Kubische Kristalle mit den Bedingungen: 200 mM NaF, 100 mM Bis-Tris
Propan pH 6, 20 % (w/v) PEG 3350 MME (20 °C, 8 mg/mL, PACT Screen, Qiagen) C: Kristalle mit
unterschiedlichen Morphologien mit (NH4)2SO4 enthaltenen Bedingungen: 100 mM Tris, pH 9, 1-1,5 M
(NH4)2S04 (20 °C, 14 mg/mL, JCSG Core Suite IV, Qiagen).
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Diese Bedingungen wurden in einem Fine Screen unter Variation der
(NH4)2S04-Konzentration und des pH-Wertes des Bicin-Puffers wiederholt. Nach zwei
Tagen Inkubation bei 4 °C, 12°C und 20 °C wuchsen unterschiedliche Kristall-
Morphologien, welche jedoch alle in die Klasse der Spharolite einzuordnen sind
(Abbildung 26). Auffillig war dabei, dass diese nur bei der Verwendung von
Miransertib als Liganden wuchsen und nicht bei der Verwendung des Apo-Proteins
oder ATP-kompetitiven Inhibitoren. Eine Vermessung der Spharolite am Swiss Light
Source (SLS) zeigte keine Diffraktion, sodass im nachsten Schritt ein Additiv-Screen
durchgefithrt wurde. Mit Hilfe dieses Experiments wird der Einfluss
unterschiedlichster Additive (Salze, Losemittel, Puffer) auf die Kristallisation des
Zielproteins untersucht, indem diese zu den initialen Bedingungen hinzugegeben
werden. Hier gelang lediglich eine Reproduktion der Spharolite, jedoch keine
Optimierung hinsichtlich Morphologie und Diffraktionseigenschaften. Zusatzlich
wurden Seeding-Experimente mit unterschiedlichen Konzentrationen der Microseed-
Losungen durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden die erhaltenen Kristalle zum
Beispiel mit einem kleinen Glasstab in kleine Fragmente zerstofden und anschlief3end
mit Hilfe von iterativem Vortexen in kleinste Mikrokristalle verarbeitet. Diese
Mikrokristalle konnen anschlieffend in unterschiedlichen Verdiinnungen als
Kristallisationskeime fiir die Kristallisation beziehungsweise zur Optimierung der
erhaltenen Kristalle dienen.137-139 Es gelang eine Optimierung der Spharolite hin zu
Nadel-Biindeln, welche mit absteigender Microseed-Konzentration feinere Strukturen
ausbildeten (Abbildung 26E-G). Diese Nadel-Biindel wurden erneut zerkleinert und
fir weitere Seeding-Experimente mit unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Reservoir- und Proteinldsung eingesetzt, allerdings lief3 sich keine Optimierung

erzielen.
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Abbildung 26: A: Verwendete Kristallisationsbedingungen fiir Akt2Wt: 100 mM Bicin mit pH-Werten
von 8,5 - 9,5 sowie einer (NH4)2S04-Konzentration von 1,6-3,2 M. Inkubation von 10 mg/mL Protein
bei 4 °C und 20 °C. B-G: Beispiele fiir die beobachteten Kristallmorphologien mit unterschiedlichen
Bedingungen. B: Akt2Wt + Miransertib, 4 °C. C: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C. D: Akt2Wt + Miransertib,
12 °C E: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C, Seeding-Verdiinnung 1:50. F: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C, Seeding-
Verdiinnung 1:1000. G: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C, Seeding-Verdiinnung 1:20000.
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Insgesamt konnten mit Hilfe der zahlreichen durchgefiihrten Experimente und
Optimierungsansatze keine Bedingungen identifiziert werden, die zum Wachstum
von fir Diffraktionsexperimente geeigneten Akt2Wt-Proteinkristallen fiihren. Dies
konnte daran liegen, dass Akt2Wt aufgrund des langen unstrukturierten Linkers eine
hohe Flexibilitat aufweist und mit den verwendeten Inhibitoren und Methoden nicht
ausreichend fiir die Kristallisation stabilisiert werden konnte. Diese Erkenntnis stellt
einen interessanten Angriffspunkt fiir weitere Studien dar. Nichtsdestotrotz stellen
die erhaltenen Nadelcluster einen vielversprechenden Startpunkt fir die
Kristallisation von Akt2Wt dar und die gewonnen Erkenntnisse iiber die
charakteristischen Eigenschaften des Zielproteins kénnen als Grundlage fiir weitere

Studien fungieren.
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3.4.2 Kristallisation und Strukturaufklarung von Akt2-Mimikry

Zusatzlich wurden vier weitere Akt2-Varianten mit dem Ziel hergestellt durch eine
geringere Flexibilitat eine dichtere Proteinpackung zu ermoglichen. Dazu wurden
verschiedene Modifikationen des Linkers eingefiihrt. Der Aufbau der entsprechenden
Konstrukte wurde in Kapitel 3.3.1 ausfiihrlich erldutert. Innerhalb dieser Arbeit
konnten die Linker-Varianten mit Hilfe, der bereits fiir die Wildtyp-Akt-Isoformen
etablierten Protokolle, erfolgreich exprimiert und gereinigt werden. Initiale
Experimente mit den verschiedenen Konstrukten lieferten die vielversprechendsten
Ansitze mit Akt2-Mimikry. Da Experimente mit allen Konstrukten parallel zu
zeitintensiv und aufwendig sind, wurde dementsprechend der Fokus auf dieses
Konstrukt gelegt. Die Ubertragung von Bindetaschen bisher nicht-kristallisierbarer
Proteine in Konstrukte mit bereits bekannten Strukturen und Kristallisations-
systemen war bereits in fritheren Anwendungen erfolgreich, wie zum Beispiel fiir die
Proteasen Trypsin und Faktor XA.140-142 Basierend auf dem in Kapitel 3.1 diskutierten
Homologiemodell von Akt2 wurde die allosterische Bindetasche von Akt1l mit Hilfe
von Punktmutationen der Akt2-Bindetasche angepasst (S205T/D262E/E267del/
K268R/N269D). Da es sich bei diesem Konstrukt demnach um eine Aktl-Variante
handelt, wurde die Expression und Reinigung analog zu der beschriebenen Akt1Wt-
Reinigung durchgefiihrt. Weiterhin konnten die bereits bekannten und etablierten
Akt1Wt-Kristallisationsbedingungen als Startpunkt fiir weitere Experimente genutzt

k3kk

werden.”™ Im Rahmen dieses Protokolls erfolgte zunachst mit Hilfe einer SEC ein
Pufferaustausch in den finalen Kristallisationspuffer. Anschlieflend wurde der
vollstindige Phospho-Mix des Proteins einer einstiindigen Inkubation mit dem
dreifachen Uberschuss eines Liganden unterzogen (Anhang, Abbildung 63). Fiir die
Ko-Kristallisation von Akt1Wt mit allosterischen und kovalent-allosterischen
Inhibitoren konnte bei der Verwendung von 1,25 mM Natrium-Acetat und 3,75 mM
Natrium-Citrat mit pH-Werten von 6,5-7,5 sowie einer PEG 2000 MME-Konzentration
von 12-24 % Kristallwachstum nach durchschnittlich 1-3 Tagen festgestellt werden

(Anhang, Abbildung 64).

** Etablierung des Kristallisationssystems fiir die Ko-Kristallisation von Akt1Wtmit CAAls durch M. Sc.
Rebekka Scheinpflug und Dr.in Ina Landel (AG Rauh, TU Dortmund).
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Die Inkubation erfolgte mit 3 mg/mL Protein bei 18 °C.125 Bei der Verwendung dieser
Bedingungen kristallisiert Akt1Wt in der Raumgruppe P 21 21 21 mit den
Zellkonstanten a=70 A, b=704, c= 90/100 Aund a=90°, B=90°7v=90°sowie
einem einzelnen Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Fiir die Kristallisation von
Akt2-Mimikry wurden sowohl der allosterische Akt-Inhibitor Miransertib als auch
unterschiedliche CAAIs fiir die Kristallisation getestet. Bei der Inkubation des
Proteins mit einem dreifachen Uberschuss CAAI fiel auf, dass nach einer Stunde keine
vollstandige Bindung erreicht werden konnte. Dies konnte durch die verdnderte
Beschaffenheit der allosterischen Bindetasche zu erklaren sein, was vermutlich zu
einer Affinitatsverringerung der verwendeten Inhibitoren fiihrt. Aus diesem Grund

wurde die Inkubationszeit auf 4 h erh6ht (Anhang, Abbildung 62A).

Es konnte nach zwei Wochen das Wachstum von sehr feinen Nadeln beobachtet
werden (Abbildung 27A). Da diese zu klein fiir eine Entnahme aus dem Tropfen
waren, wurden weitere Kristallisationsexperimente mit dieser Bedingung unter der
Variation von Proteinkonzentration, Reservoir-Zusammensetzung und
Inkubationstemperatur durchgefiihrt. Dies fiihrte jedoch nicht zum gewiinschten
Erfolg. Deshalb wurde im nachsten Schritt ein Seeding-Experiment durchgefiihrt. Mit
Hilfe dieser Methode konnten gréfiere Nadel-Biindel fiir Akt2-Mimikry inkubiert mit
Miransertib erhalten werden, mit denen bereits bei der Vermessung am SLS
Proteindiffraktion gemessen wurde. Diese dienten erneut fiir ein Seeding-Experiment
und es konnte abermals eine Optimierung der Kristallmorphologie erreicht werden

(Abbildung 27B).
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A Seeding Seeding

Abbildung 27: Ergebnisse der Kristallisationsexperimente mit Akt2-Mimikry. A: Optimierung der
initial erhaltenen Nadelkristalle mit Hilfe von Seeding-Experimenten zu breiteren Nadeln. Gezeigte
Bedingung: Miransertib, 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 7,5. B: Optimierte Nadelkristalle mit
Miransertib, 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 6,5.

Die optimierten Proteinkristalle ermdglichten schliefdlich die Aufnahme eines
vollstandigen Datensatzes mit einer guten Auflésung und qualitativ hochwertigen
Diffraktionsbildern (Abbildung 28). Fiir die manuelle Datenprozessierung mit dem
Programm XDS konnten alle 3600 aufgenommenen Bilder (360 ° in A@-Schritten von
0,1 °) verwendet werden. Die Datenprozessierung des Akt2-Mimikry-Datensatzes
lieferte die orthorombische Raumgruppe P 2121 21, mit den Zellkonstanten a = 45 A,
b=165A4, c=190 A sowie a=90°, 8 =90°, y =90 ° und einer Auflosung von 2,5 A.
Dabei fiel auf, dass die Zellachsen von denen von Akt1Wt abweichen, welches mit
einem Molekiil in der asymmetrischen Einheit kristallisiert. Im Gegensatz dazu
konnten fir Akt2-Mimikry drei Molekiile in der asymmetrischen Einheit bestimmt

werden (Tabelle 1).
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Abbildung 28: Ergebnisse der Rontgendiffraktionsexperimente am SLS. A: Aufnahme des
Akt2-Mimikry-Proteinkristalls wahrend der Vermessung am SLS. Der Proteinkristall wurde aus den
Bedingungen mit 18 % (w/v) PEG 2000 MME, pH 6,5 entnommen. B: Beispielhaftes Diffraktionsbild
von der Vermessung des Akt2-Mimikry-Proteinkristalls im Komplex mit dem allosterischen Inhibitor

Miransertib am SLS.

Tabelle 1: Vergleich der Datenprozessierung von Akt1Wt und von Akt2-Mimikry im Komplex mit

Miransertib.
AKt1weitt Akt2-Mimikry

Datenbereich 1-1440 1-3600
Reflexbereich 1-1440 1-3600
Raumgruppe P212121 P212121
Zellkonstanten

a,b,c (A) 69.83, 70.36, 92.82 44.80, 164.30, 188.96

a By 90, 90, 90 90, 90, 90
N (mol) 1 3
Auflésung (A) 50-21(2.2-21) 50-2.5(2.6-2.5)

1t Strukturlésung und -verfeinerung von Akt1Wtim Komplex mit Miransertib durch Dr.in Ina Landel

(AG Rauh, TU Dortmund).
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3.4.3 Kristallisation von Akt3

Fur die Kristallisation von Akt3 musste keine weitere SEC erfolgen, da das Protein
bereits wahrend der ersten SEC in den finalen Kristallisationspuffer tiberfiihrt wurde.
Der Proteinstabilitatsassay zeigte, dass das Apo-Protein bereits eine hohere Stabilitat
im Vergleich zu den anderen Akt-Isoformen aufweist, allerdings weniger stark durch
die Inkubation mit allosterischen und kovalent-allosterischen Inhibitoren stabilisiert
wird. Dies ist dadurch zu erkldren, dass diese Inhibitoren auch eine geringere
Bindungsaffinitat zu Akt3 haben. Insgesamt zeigten der CAAI Borussertib sowie ein
Hybridmolekiil die grofdte Stabilisierung des Proteins, sodass diese Inhibitoren

bevorzugt fiir die Kristallisation eingesetzt wurden (Abbildung 29).###
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Abbildung 29: Vergleich der Ergebnisse des TSA-Assays von Akt3Wt inkubiert mit unterschiedlichen
Inhibitorklassen. Die DMSO-Kontrolle ist in der Mitte in dunklerem gelb dargestellt, wdhrend Tm von
Akt3Wtinkubiert mit den Inhibitoren in hellerem gelb gezeigt ist.

#+ Durchfithrung des TSA fiir Akt3Wt mit unterschiedlichen Inhibitoren im Rahmen der Bachelorarbeit
von B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh, TU Dortmund).
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Da mit Hilfe der Akt1Wt-Kristallisationsbedingungen ebenfalls kein Kristallwachstum
erreicht werden konnte, wurden kommerzielle Screens (JCSG Core I-1V Suites, PACT
Suite, PEG I-II Suites, MemGold I-II Suites, AmSO4 Suite, Classics Suite, Classics II Suite,
Qiagen) getestet, um neuartige Bedingungen identifizieren zu konnen. Aufgrund der
zuvor diskutierten Ergebnisse wurde ausschlief3lich das dephosphorylierte Protein
sowie kein DTT im finalen Kristallisationspuffer verwendet. Nach etwa drei Tagen
konnte bei der Verwendung von 10 mg/mL Protein bei 4 °C in mehreren Bedingungen
Wachstum von Nadelkristallen beobachtet werden (Abbildung 30). Dabei traten diese
ausschliefdlich bei einer Inkubation mit einen hybriden CAAI auf. Dies ldsst sich
dadurch erkldren, dass die hybriden CAAIs im Vergleich zu anderen allosterischen
und kovalent-allosterischen Inhibitoren eine hohe Aktivitit auf Akt3Wt haben, was
vermutlich in einer guten Stabilisierung der inaktiven PH-in-Konformation resultiert.

Weiterhin fiel auf, dass die identifizierten Bedingungen Ethanol oder Isopropanol als

Prazipitant enthalten.

Abbildung 30: Ergebnisse aus den Screening-Experimenten mit Akt3Wtinkubiert mit einem hybriden
CAAL A: Nadelkristalle mit den Bedingungen: 100 mM TRIS, pH 7, 15 % (v/v) EtOH (4 °C, 10 mg/mL).
B: Nadelkristalle mit den Bedingungen: 100 mM Imidazol, pH 8, 200 mM MgCl, 15 % (v/v) EtOH (4 °C,
10 mg/mL). C: Nadelkristalle mit den Bedingungen: 100 mM CHES, pH 9,5, 15 % (v/v) EtOH (4 °C,
10 mg/mL).

Unter der Verwendung der Bedingungen 100 mM Imidazol pH 7,5-8,5, 200 mM MgClz,
10-20 % (v/v) EtOH bei 4 °C und mit 10 mg/mL Protein (Abbildung 30B und 31A)
konnten die Nadelkristalle in einem Fine Screen reproduziert werden
(Abbildung 31B) und anschlieflend mit Seeding-Experimenten zu grofieren Nadeln
optimiert werden (Abbildung 31C).
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Die Nadeln wurden gefischt und am SLS vermessen, allerdings zeigten diese keine
Proteindiffraktion. Um dies zu erreichen, miissten vermutlich weitere Optimierungen
vorgenommen werden, die zu einer Vergrofderung der Nadeln oder zu einer
generellen Optimierung der Kristallmorphologie fiihren. Es kénnten weitere Seeding-
Experimente oder Additiv-Screens durchgefiihrt werden. Dartiber hinaus kénnte es
von Vorteil sein das Cys119 in der Linkerregion von Akt3 gegen eine weniger reaktive
Aminosaure auszutauschen, da dieses ein Storfaktor bei der Kristallisation sein

konnte.
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Temperatur: 4 °C
Proteinkonzentration: 10 mg/mL

Abbildung 31: A: Fine Screen neuartiger Kristallisationsbedingungen fiir Akt3Wt: 100 mM Imidazol, pH
7,5-8,5, 200 mM MgClz, 10-20 % (v/v) EtOH. Inkubation von 10 mg/mL Protein bei 4 °C. B: Akt3Wt +
Hybrid-CAAI, 4°C. C: Beobachtete Nadelkristalle bei der Verwendung einer 1:10000 Seeding-
Verdiinnung, Akt3Wt + Hybrid-CAAI, 4 °C.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfassende Kristallisationsstudien an den Akt-
[soformen durchgefiihrt, mit dem tbergeordneten Ziel eine strukturbiologische
Untersuchung der Isoformen im Komplex mit unterschiedlichen Liganden zu
ermoglichen. Insgesamt konnten Kristallstrukturen mit diversen CAAls im Komplex
mit Akt1Wt gelost werden. Aufgrund einer noch andauernden Optimierung und
Evaluierung dieser Inhibitoren (1.Generation Hybridmolekiile, 2. Generation
Hybridmolekiile und neuartige Inhibitorklasse) wird von der Diskussion dieser
Ergebnisse abgesehen.$8§ Die gelosten Strukturen werden zukiinftig eine effiziente
Optimierung der entsprechenden Inhibitoren ermdglichen. Weiterhin wurden
essenzielle Kristallisationsstudien an Akt2Wt und Akt3Wt durchgefiihrt. In beiden
Fillen konnten vielversprechende Ansatzpunkte gefunden werden, welche
womoglich durch systematische Optimierungen zur erstmaligen Aufklarung der
Wildtyp-Proteinstrukturen der beiden Isoformen beitragen werden. Zusatzlich
konnten zukiinftig HDX-MS-Experimente durchgefiihrt werden. Diese Methode
erlaubt die Untersuchung konformationeller Anderungen von Proteinen, die zum
Beispiel durch Protein-Ligand-Interaktionen oder posttranslationale Modifikationen
verursacht werden.143144 Alternativ konnten Methoden wie die Cryo-Elektronen-
mikroskopie in der Zukunft durch stetige Optimierungen zur Aufklarung vieler bisher
nicht geldster Proteinstrukturen fiithren.145-147  Dariiber hinaus gelang die
Strukturaufklarung einer Ko-Kristallstruktur von Akt2-Mimikry mit einer guten
Auflésung von 2.5 A, welche in Kapitel 3.6 ausfiihrlich analysiert wird. Zukiinftig sollte
nun im Fokus stehen weitere Ko-Kristallstrukturen mit verschiedenen CAAls zu
generieren, um umfassende Bindungsstudien durchfiihren zu kénnen. So konnte
Akt2-Mimikry als effizientes Modellsystem fiir die Optimierung Isoform-selektiver
CAAIs dienen. Dariiber hinaus sollten weitere Kristallisationsexperimente unter der
Variation verschiedenster Parameter mit den Akt2-Linkervarianten erfolgen, welche
bisher nur in initialen Screening-Experimenten getestet wurden. Des Weiteren konnte
zum Beispiel die zusatzliche Stabilisierung der flexiblen Linkerregion mit einem
interagierenden Protein zum gewiinschten Erfolg fithren. Dieser Ansatz war bereits

fiir die publizierte Akt1Wt-Apostruktur (PDB: 7AP]J) erfolgreich.16

§8§ Design und Synthese der Hybridmolekiile und der neuartigen Inhibitorklasse durch M. Sc. Sven
Brandherm (AG Rauh, TU Dortmund).
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3.5 Biochemische Charakterisierung Isoform-selektiver CAAls

Um Einblicke in die Potenzen und Selektivitdten der fokussierten Substanzbibliothek
zu gewinnen und eine nachfolgende Korrelation dieser mit zelluldrer Aktivitat zu
ermoglichen, wurde die inhibitorische Wirkung (ICso) auf die drei Akt-Isoformen in
einem biochemischen, aktivititsbasierten Assay unter Verwendung kommerziell
erhaltlicher Akt-Isoform-Konstrukte untersucht (Tabelle 2).112148 [m Allgemeinen
wurde das unmodifizierte Pyridingrundgeriist (RL2661) toleriert und zeigte eine
gute Affinitat fir Aktl und einen 10- bzw. 100-fachen Aktivitatsverlust fur Akt2 und
Akt3. Insgesamt wurde die Einfiihrung grofderer Einheiten von Aktl weniger gut
toleriert. Im Gegensatz dazu erhohten kleinere Gruppen wie die freie Carbonsdure
(RL3274) oder der entsprechende Ester (RL3067) sowie eine Methylgruppe
(RL3047) am Pyridin-Kern die Potenz fiir Akt1. Reste, die protoniert werden kénnen
und unter physiologischen Bedingungen eine positive Ladung besitzen, wie z. B. das
Pyrrolidin (RL2905), wurden nicht toleriert. Die Verkniipfung einiger Reste liber eine
Amidbindung schien im direkten Vergleich zur methylenverbriickten Version
vorteilhaft zu sein (RL2930 vs. RL3085, RL3271 vs. RL3312, RL3272 vs. RL3279),
wahrend das einfache Methylamid (RL3084) im Vergleich zum Ester eine 4-fache
Aktivitat verlor. Im Falle der Akt2 Interdoménen-Bindungsstelle wurden grofiere
Reste starker bevorzugt als kleinere Reste. Basische sekundiare Amine wurden mit
mafdiger Aktivitat toleriert, wahrend die Amid-verkniipfte Version dieser Liganden
einen 5-fachen Riickgang der Affinitat zeigte (RL2905 vs. RL3170). Kleine
aromatische Ringsysteme wie Methylpyrazol (RL3081/RL3096) und Imidazol
(RL2928) zeigten gute Aktivitdten. Der Stickstoff in diesen aromatischen Ringen war
im  Vergleich zum  sauerstoffhaltigen @ System  besonders  beglinstigt
(RL3341 vs.RL3200). Ein 4ahnlicher Effekt wurde bei den sechsgliedrigen,
elektronenreichen Systemen beobachtet, insbesondere das 3-Pyridin (RL3272) und
das Aminopyridin (RL3094) zeigten eine gute Affinitat zur Akt2-Bindungstasche.
Dartiber hinaus war die einfache Anilin-Gruppe (RL3271) wirksamer als das Phenol
(RL3082), wahrend Modifikationen an der 4-Position dieser Ringe weniger gut
vertragen wurden (RL3225).
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Tabelle 2: ICso-Werte bestimmt mit dem HTRF-Assay (n = 3, Fehler als (+) Standardabweichung).148

[e]
N
\J<NH ICs0 [nM]
N
AT
| \
R O O//L‘NH
# R Akt1 Akt2 Akt3
RL2661 WA 53 + 13 599 + 63 6627 + 1128
RL3047 He 22 & 2 150 + 5 7509 + 1821
RL2884 HO-A 186 + 79 961 + 174 > 20000
HO. >,
RL3274 J 44 + 18 248 + 49 6446 + 742
0N
RL3067 L 35 + 4 116 + 2 3396 + 406
H o
RL3084 A 112 =+ 21 108 =+ 31 5752 + 1547
(o]
RL2905 \:L\_x 7087 =+ 3437 479 + 91 > 20000
i
RL3170 \wN-W\ 4566 + 197 2068 + 147 > 20000
o
RL2930 JR 5930 =+ 793 4214 =+ 412 8374 + 1784
T
RL3085 AANGA 1716 + 166 94 + 4 1564 =+ 75
(o]
RL2928 NN 643 + 95 76 + 11 1890 =+ 621
N=
RL3081  —n_| . 1281 + 18 251 =+ 18 607 + 95
{
RL3096 Y 75% 98 =+ 15 53 + 5§ 3543 + 617
SR
N—
RL3341 N _| 527 + 14 23 + 4 356 + 88
RL3200 ‘Q;ERVA 604 =+ 31 1400 + 112 4356 + 1077
RL3082 9484 + 665 682 =+ 83 5339 + 2006
RL3271 HN~E§J\f¥ 2853 + 758 133 + 9 2108 + 441
Ho s
RL3312 W”q”“g“#“ 91 =+ 13 39 + 6 5266 + 1030
S o]
RL3225 1797 + 105 511 =+ 62 1509 + 389
RL3094 "M 1631 + 148 175 & 2 187 + 40
RL3272 LTL N 2111 + 268 99 + 6 272 + 84
H
RL3279 Tf”TNE)“ 209 + 40 55 + 5 3049 *+ 646
e
: + 11 151 =+ 25 6303 + 1923

RL3310 ahe 130
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Fiir die Isoform Akt3 war das dargestellte Set von CAAls insgesamt weniger aktiv, und
nur einige Verbindungen zeigten mafdige Potenz. Kleinere Substituenten wurden
nicht bevorzugt und es waren grofdere Einheiten erforderlich, um das Protein zu
inaktivieren. Das Aminopyridin (RL3094) und Pyridin (RL3272) sowie das
Methylpyrazol (RL3081) zeigten eine gute submikromolare Aktivitat. Die Bedeutung
des Stickstoffs innerhalb des aromatischen Ringsystems wurde wiederum durch das
Anilin (RL3225) unterstrichen, welches einen 10-fachen Wirkungsverlust aufwies.
Somit konnten die Homologiemodell-abgeleiteten Trends des SBLD (Vgl. Kapitel 3.1
und 3.2) durch die erhaltene Substanzbibliothek validiert werden. Sowohl die Gréf3e
der entsprechenden Tasche als auch die Bedeutung der unterschiedlichen
Oberflachenpolarisation im Zielgebiet der einzelnen Bindungstaschen stimmen also
mit den hier vorgestellten Ergebnissen liberein. Insbesondere Akt2 toleriert positiv
geladene Reste in Pyrrolidin (RL2905) und Pyrrol (RL3341). Interessanterweise
scheint Akt2 beide Bindungen, Amid oder Methylen, zu tolerieren, wahrend Aktl die
Amid-verkniipfte Version und Akt3 die methylgebundene bevorzugt, z. B. die Pyridine
RL3272 und RL3279. In Ubereinstimmung mit den oben erwihnten beobachteten
Veranderungen am Ende der aE-Helix zeigt Akt2 einen hybridahnlichen Charakter
zwischen Akt1 und Akt3 in Bezug auf die SAR dieser Inhibitorserie.”*

Nachfolgend wurde mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen die kovalente
Bindung der CAAIs RL2661 an Akt1Wt, RL3341 an Akt2Wtund RL3094 an Akt3Wt und
somit laut biochemischen Analysen an die jeweils praferierte Akt-Isoformen
nachgewiesen (Anhang, Abbildung 65).148 Die drei Akt-Isoformen wurden mit einem
dreifachen Uberschuss des entsprechenden Inhibitors bei 4 °C inkubiert und es
konnte eine vollstindige mono-Alkylierung nach 2 h beobachtet werden. Um dies
weiter zu untersuchen, wurden LC-MS/MS-Studien durchgefiihrt, welche die
Identifizierung der exakten Alkylierungsposition ermoglichen. Die Ergebnisse zeigen,
dass Akt1Wtund Akt2Wt durch die entsprechenden Inhibitoren an beiden postulierten
Cysteinen modifiziert werden, wahrend Akt3 nur an Cys293 modifiziert wird

(Abbildung 32).

“** Durchfiihrung der biochemischen Evaluierung der Isoform-selektiven CAAls durch Dr.in Lena
Quambusch (AG Rauh, TU Dortmund).
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Dies konnte auf die geringe Menge an Peptiden in der Akt3-Probe zuriickgefiihrt

werden. Demnach miisste das Experiment nochmal wiederholt werden, um diese

Beobachtung zu bestatigen oder zu revidieren.
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Abbildung 32: A-D: Schematische Darstellung der LC-MS/MS-Analyse der Akt-Isoformen mit

unterschiedlichen CAAls. Darstellung der gefundenen Phosphorylierungspositionen (rot) und der

identifizierten kovalenten Modifikationen (blau).
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Dartiber hinaus wird erneut das Cys124 in Akt2Wtin der Linkerregion modifiziert. Wie
bereits in Kapitel 3.3.3 diskutiert, zeigt dieses Cystein eine erhohte Reaktivitit in
Gegenwart von reduzierenden Detergenzien, welche im Rahmen der
massenspektrometrischen Analyse verwendet wurden. Demnach koénnte es sich
hierbei um eine unspezifische Bindung handeln, welche zusatzlich durch die

Verwendung des hohen Uberschusses an Inhibitor begiinstigt wird.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass mit Hilfe des biochemischen Aktivitats-
basierten HTRF-Assays die Homologiemodell-abgeleiteten Trends und die durch
frithere Studien postulierten Priaferenzen der Akt-Isoformen hinsichtlich einer
5‘-Substitution am Pyridin-Grundgeriist bestdtigt werden konnten. Die Herleitung
einer validen SAR ist jedoch mafdgeblich abhingig vom komplexen Zusammenspiel
biochemischer Daten und experimentell bestimmter Strukturinformationen, sodass
eine Erkldarung dieser Trends ausschliefdlich mit Hilfe von Ko-Kristallstrukturen von

Zielprotein und Inhibitor méglich ist.
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3.6 Strukturbiologische Analyse Isoform-selektiver CAAls

Mit der erfolgreichen Strukturaufklarung von Akt2-Mimikry wurde eine attraktive
Alternative zur strukturbiologischen Evaluierung Isoform-selektiver CAAls
entwickelt, welche bisher nur mit computerbasierten Methoden garantiert werden
konnte. Die Aussagekraft von computerbasiert vorhergesagten Proteinstrukturen ist
jedoch meist nicht ausreichend fiir die Entwicklung von bioaktiven Molekiilen, da in
diesem Falle die genaue Ausrichtung einzelner Aminosaureseitenketten von grofder
Wichtigkeit sein kann. Dartber hinaus findet die Vorhersage der Proteinstrukturen
unter Ausschluss von Ldsemittelmolekiilen statt, sodass potenziell wichtige
Interaktionen, wie zum Beispiel Wasser-vermittelte Wasserstoffbriickenbindungen,
nicht dargestellt und analysiert werden konnen.107.109 Djese geldste Kristallstruktur
ermoglicht einen einzigartigen Einblick in die adaptierte Akt2-Bindetasche und wird

nachfolgend mit dem Fokus auf Unterschiede zu Akt1Wt ausfiihrlich diskutiert.

Die genaue Betrachtung der geldsten Struktur zeigt, wie erwartet, die Stabilisierung
von Akt2-Mimikry in einer inaktiven Inhibitor-vermittelten PH-in-Konformation im
Komplex mit dem allosterischen Inhibitor Miransertib. Weiterhin wurde in allen
zuvor gelosten Strukturen im Arbeitskreis Rauh, sofern diese aufgelst war, durch die
Bildung der PH-in-Konformation eine Rotation der regulatorischen aC-Helix aus der
Bindetasche induziert, welche durch die hohe Flexibilitit nicht aufgelost ist.
Miransertib zeigt eine gute biochemische Aktivitat sowohl auf Akt1Wt als auch auf
Akt2Wt und bindet zwischen der PH-Domdidne und der Kinasedomdne in der
allosterischen Interdoméanentasche (Abbildung 33A). Weiterhin bildet der Ligand die
literaturbekannten Interaktionen (PDB:5KCV)8 sowohl tber m-m-Wechsel-
wirkungen mit Trp80 als auch mit dem Proteinriickgrat von Tyr272 und Thr211 aus.
Zusatzlich konnte auch die Wasserstoffbriickenbindung mit Asp274 beobachtet

werden.
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Abbildung 33: Kristallstruktur von Akt2-Mimikry im Komplex mit dem allosterischen Inhibitor
Miransertib. A: Uberblick iiber die gesamte Struktur von Akt2-Mimikry mit Darstellung der
Proteinoberflache und des gebundenen Inhibitors. B: Darstellung der allosterischen Bindetasche mit
einer Drehung um 180° zur Visualisierung der mutierten AS (S205T; D262E; E267del; K268R; N269D).
Die Offnung der allosterischen Tasche zur Losemittel-exponierten Seite ist in orange gekennzeichnet
C: Darstellung der Elektronendichte des relevanten Bereichs. Arg268 ist nicht zur Ganze aufgeldst, was

auf eine hohe Flexibilitit hindeutet. Die 2Fo-Fc-Elektronendichtekarte ist auf o = 1,0 konturiert.

Mit dem Blick auf die berechnete Elektronendichte lasst sich erkennen, dass es sich
bei dem veranderten Bereich um einen sehr flexiblen Bereich handelt, da die AS nicht
zur Ganze aufgelost sind (Abbildung 33C). Hier lasst sich der erste Unterschied zu
Akt1Wtfeststellen. Wahrend Lys268 unabhangig von der Auflésung in nahezu allen im
Arbeitskreis Rauh geldsten Strukturen eine vollstandig definierte Elektronendichte
zeigt, lasst sich dies fiir Arg268 nicht beobachten. Zusatzlich lassen sich hinsichtlich
der Positionierung von Arg268 in diesem Bereich ebenfalls Unterschiede in den

verschiedenen Ketten des Proteins in der Einheitszelle feststellen.
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Die hier zu Tage tretende Flexibilitit dieses Bereiches konnte auf eine hohere
Anpassungsfahigkeit der allosterischen Bindetasche hindeuten, welche grofiere
Substituenten in diesem Bereich erlauben wiirde. Es lasst sich erkennen, dass
Ser205Thr, Asp262Glu und Asn269Asp keinen Einfluss auf die entsprechenden
Proteinkonformationen haben. Im Gegensatz dazu fiihrt die Deletion von Glu267 zu
einer Verkirzung der dort lokalisierten a-Helix, was in einer Senkung des Riickgrats
resultiert und so zu einer Offnung der allosterischen Bindetasche zur Lésemittel-
exponierten Seite fiihrt (Abbildung 33B; Abbildung 34A und B). Dies wurde innerhalb
der Homologiemodell-Analyse vor allem fiir Akt3 beobachtet und konnte eine

Erklarung fiir die ahnlichen Inhibitorpraferenzen der beiden Isoformen sein.

Ein Vergleich mit der Kristallstruktur der Kinasedoméne von Akt2Wt(PDB: 1MRV)136
zeigt, dass die Aminosduredeletion von Glu267 die Beschaffenheit der Helix in Akt2Wt
an dieser Position sehr gut imitiert, was unter anderem durch die dhnlichen
Positionierungen der AS Asp269 und Glu262 deutlich wird. Interessant sind die
Unterschiede, die fiir das Arg268 beobachtet werden kdnnen. Wahrend Arg268 in der
Struktur 1IMRV mit dem Thr205 und Tyr263 wechselwirkt, ist dieses in der gelosten
Struktur in die entgegengesetzte Richtung orientiert (Abbildung 34C). Diese
Unterschiede konnten aus der Verdrangung der aC-Helix aus der
Interdomdnenbindetasche durch die Formation der Inhibitor-vermittelten
nicht-nativen PH-in-Konformation resultieren. Die bereits erwahnte erhohte
Flexibilitit in diesem Bereich kénnte schlieRlich die Offnung der allosterischen
Bindetasche induzieren. Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Strukturaufklarung von
Volllangenkristallstrukturen im Komplex mit den entsprechenden Inhibitorklassen
fir die Entwicklung und Optimierung von bioaktiven Molekiilen. Besonders da die
beobachtete PH-in-Konformation laut neuesten Studien nicht der nativen inaktiven
PH-in-Konformation (PDB: 7APJ)16 entspricht, ist ein Vergleich mit einzelnen
Domanen wie der Struktur 1MRV besonders fiir die Ausrichtung spezifischer AS nur
bedingt moglich. Diese konnen jedoch im Rahmen des SBLD eine entscheidende Rolle
spielen. Dariiber hinaus sind computerbasierte Proteinstrukturen wie
Homologiemodelle oder die kiirzlich veréffentlichten AlphaFold-Modelle ebenfalls

nur bedingt aussagekraftig.
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Wahrend diese fiir das Kristallisationskonstruktdesign einen wertvollen Beitrag
leisten kdnnen, hat besonders die fehlende Beriicksichtigung von Losemitteln haufig
einen entscheidenden Einfluss auf die berechnete Position von einzelnen
Aminosdureresten (Abbildung 34D). Weiterhin kann die Flexibilitat einzelner
Bereiche in Homologiemodellen nicht abgebildet werden und die Ausrichtung dieser
orientiert sich zumeist an der entsprechenden Orientierung in der verwendeten

Templat-Struktur,109.110

PDB: 5KCV ASp289 Gl s AT
Akt1Wt+ Miransertib n Asp262 U

Thr205

PDB: 1MRV
Akt2Wt-Kinasedoméne Akt2Wt -Homologiemodell

Abbildung 34: A und B: Vergleich von Akt2-Mimikry (weif3) mit einer publizierten Ko-Kristallstruktur
von Akt1Wt im Komplex mit Miransertib (dunkelgriin). B: Darstellung der Proteinoberfliche zur
Visualisierung der Losemittel-exponierten Offnung der Interdominenbindetasche. C: Vergleich von
Akt2-Mimikry (grau) mit einer publizierten Kristallstruktur der Kinasedoméane von Akt2Wt(griin). D:
Vergleich von Akt2-Mimikry mit dem Homologiemodell von Akt2Wt basierend auf einer Ko-

Kristallstruktur von Akt1Wt mit einem CAAI (rosa).
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Zukiinftig ist es nun wichtig die erhaltenen Kristalle und die Kristallstrukturen zu
reproduzieren, bestenfalls im Komplex mit Isoform-selektiven CAAls, um die hier
beobachteten Charakteristika zu bestatigen. Bei einer Kristallstruktur handelt es sich
immer nur um eine Momentaufnahme des Zielproteins, deshalb sind die erhaltenen
Ergebnisse besonders durch die vermutlich hohe Flexibilitat des entsprechenden

Bereiches mit entsprechender Vorsicht zu betrachten.

Nichtsdestotrotz wurde ein Vergleich der gelosten Kristallstruktur mit zwei
Kristallstrukturen von Akt1Wtim Komplex mit den Inhibitoren RL2884 (PDB: 7NH4)
und RL3084 (PDB: 7NH5) aus der in dieser Arbeit charakterisierten Substanz-
bibliothek vorgenommen (Abbildung 35).

o/~ Arg273
Tyr272

Abbildung 35: Kristallstrukturen von Akt1WT mit Liganden aus der charakterisierten
Substanzbibliothek. A: Kristallstruktur mit RL2884 (PDB: 7NH4, 2.3 A). C: Kristallstruktur mit RL3084
(PDB: 7NH5, 1.9 A). Die 2FoFc-Elektronendichte ist auf ¢ = 0.8 konturiert. Die Abbildungen B und D
zeigen eine 180°-Drehung der Kristallstrukturen zur Visualisierung der 5‘-Substituenten in der
allosterischen Bindetasche. Die 2Fo-Fc-Elektronendichtekarten in A, B, C und D sind auf o = 0,8

konturiert.
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Der Blick in die allosterische Tasche zeigt wie erwartet die Besetzung dieser sowie
die kovalente Bindung der Inhibitoren entweder an Cys310 (RL2884) oder an Cys296
und Cys310 (RL3084). Aufserdem konnen fiir CAAls charakteristische Interaktionen
identifiziert werden, wie die Kation-m-Wechselwirkung von Arg273 zum Benz-
imidazolon-Linker und die Wasserstoffbriickenbindung zum Proteinriickgrat von
Lys297. Diese Interkationen ermdglichen eine vorteilhafte Positionierung des
Michael-Akzeptors zu den Cysteinen. Dariiber hinaus werden die bekannten
m-m-Wechselwirkungen zu Tyr272 und Trp80 mit den Phenylringen am Pyridin sowie
dem Pyridin ausgebildet. Der Phenylring an 3‘-Position des Pyridin-Grundgeriists
bindet in eine hydrophobe Tasche und stabilisiert die m-m-Wechsel-wirkungen der
Aryl-Systeme. Zusatzlich wechselwirkt das tertidare Amin iiber elektrostatische
Wechselwirkung mit dem Glu274 der katalytischen Schleife. Diese Salzbriicke konnte
bereits fiir den Inhibitor Arq092 nachgewiesen werden und ist eine haufig
beschriebene Interaktion dieser Ligandenklasse. Zudem interagiert der Stickstoff des
aromatischen Pyridin-Ringsystems liber eine Wasser-vermittelte
Wasserstoffbriickenbindung mit den polaren Seitenketten Asn54 und GIn79
(Abbildung 35A und C).148

Ein Blick in den hinteren Bereich der allosterischen Tasche zeigt, dass die
5‘-Substituenten der Liganden in Richtung der Losemittel-exponierten Offnung der
Bindetasche orientiert sind (Abbildung 35B und D). Wahrend RL2884 eine Praferenz
fur Aktl zeigt (ICso [Akt1] = 200 nM, ICso [Akt2] = 900 nM) ist RL3084 equipotent auf
den Isoformen Aktl und Akt2 (ICso [Aktl] = 100 nM, ICso [Akt2] = 100 nM). Hier
waren mogliche Wechselwirkungen des Substituenten von RL3084 mit Thr205 oder
Asn204 denkbar, die zu einem Potenzgewinn auf Akt2 fiihren. In Kapitel 3.5 konnte
gezeigt werden, dass Akt2 kleine aromatische positiv polarisierte Reste wie in
Pyrrolidin (RL2905) und Pyrrol (RL3341) bevorzugt. Dies konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass diese Liganden in die ge6ffnete Tasche hineinragen und
dort glinstige elektrostatische Wechselwirkungen mit Arg268 und Tyr263 ausbilden.
Diese Beobachtungen konnten mit den erwdhnten beobachteten Veranderungen am
Ende der aE-Helix eine Erkldrung fiir den hybriddhnlichen Charakter von Akt2
zwischen Akt1 und Akt3 in Bezug auf die SAR der Substanzbibliothek sein.
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Zusammenfassend konnte mit der Strukturaufklirung von Akt2-Mimikry ein
einzigartiger Einblick in die adaptierte allosterische Interdomanentasche von Akt2
gewahrleistet werden. Dies ermoglichte die Validierung Homologiemodell-
abgeleiteter Hypothesen und es konnten mdgliche Erklarungen, fiir die in Kapitel 3.5
diskutierten, biochemischen Praferenzen der einzelnen Inhibitoren gegeniiber Akt2
gefunden werden. Das entwickelte Modell kann zukiinftig eine bisher nicht
schliefdbare Liicke im Kreislauf des SBLD fiillen und stellt ein wichtiges Puzzleteil fiir
das Gesamtkonzept der Etablierung strukturbiologischer und zelluldrer Systeme fiir

die Evaluierung Isoform-selektiver CAAls innerhalb dieser Arbeit dar.
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3.7 Zelluldre Evaluierung Isoform-selektiver CAAls

Die mit Hilfe von biochemischen Experimenten ermittelten vielversprechenden
Selektivitatsprofile der CAAIs sollten im ndchsten Schritt in zelluldren
Modellsystemen evaluiert werden. Die Ubertragung von Selektivititsprofilen in
komplexe zelluldre Systeme ist eine grofde Herausforderung. Die gewebespezifische
Expression und unterschiedliche Lokalisationen der Isoformen in zellularen
Kompartimenten erschweren die Entwicklung, Bewertung und den direkten
Vergleich Isoform-selektiver-Inhibitoren. Derzeit fehlen effiziente Modellsysteme zur
Bewertung der Akt-Isoform-Selektivitat auf zelluldarer Ebene. Eine erste Evaluierung
erfolgte mit etablierten PI3K/Akt-abhdngigen humanen Zelllinien wie zum Beispiel
ZR-75-1 und AN3-CA. Aufgrund von unterschiedlichen oder fehlenden Sensitivitiaten
dieser Zelllinien gegeniiber einer Inhibition der drei Isoformen konnten allerdings
keine aussagekraftigen Ergebnisse erhalten werden. Aus diesem Grunde sollte das
Ba/F3-Zellsystem entsprechend modifiziert und zur Evaluierung einer selektiven

Inhibition der Akt-Isoformen auf die Zellviabilitat genutzt werden.ftt

3.7.1 Etablierung eines Ba/F3-Modellsystems

Ba/F3-Zellen sind murine, Interleukin-3 abhéngige, pro B-Zellen, die aufgrund ihrer
charakteristischen Eigenschaften zu einem prominenten Werkzeug in der modernen
Kinase-Wirkstoffforschung geworden sind.149150 Ba/F3-Zellen weisen eine hohe
Proliferationsrate auf und entsprechende Transgene kénnen sehr effizient mit Hilfe
von Transfektion oder retroviraler Infektion eingebracht werden. Weiterhin
beschrieben Daley und Baltimore 1988 erstmals, dass eine retroviral-induzierte
Expression der Tyrosinkinase Bcr-Abl ein IL-3 unabhdngiges Wachstum der

Ba/F3-Zellen ermoglicht.151

Tttt Teile dieses Kapitels sind im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Melissa Lubeck (AG Rauh, TU
Dortmund) entstanden. Die entsprechenden Abschnitte sind gekennzeichnet.
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Durch die retrovirale Transfektion eines dominanten Onkogens, kann die
Abhangigkeit der Ba/F3-Zellen von der IL-3-induzierten Signalweiterleitung auf das
konstitutive Proliferationssignal der Treibermutation iibertragen werden. Diese
Abhangigkeit ermoglicht die Evaluierung potenzieller Kinaseinhibitoren hinsichtlich
ihrer Aktivitdt gegeniiber dem entsprechenden Transgen.150 Zur Einbringung der
genetischen Information muss zunachst eine Ko-Transfektion eines Transfervektors
sowie eines Verpackungsplasmids in HEK293T-Zellen erfolgen. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte dafiir der pBABE-Transfervektor sowie der pCL-Eco-Vektor als
Verpackungsplasmid verwendet werden. Der pBABE-Vektor enthdlt dabei die
Information fiir das Zielgen, verschiedene regulatorische Elemente fiir die Expression
in der Zelle sowie eine Puromycin-Resistenz, die eine Selektion der erfolgreich
infizierten Ba/F3-Zellen ermdglicht.1>2 Das Verpackungsplasmid enthalt die viralen
Genabschnitte gag, env und pol. Diese codieren fiir die essenziellen viralen
Strukturproteine der Matrix und des Kapsids (gag), fiir die viralen Hiillproteine (env)
sowie fur die Proteasen, die reverse Transkriptase und die Integrase (pol), welche fiir
die Integration in das Wirtsgenom notwendig sind.153154 Die Herstellung der
retroviralen Partikel erfolgte in den leicht zu transfizierenden HEK293T-Zellen,
welche durch die zusatzliche Expression des SV40 large T-Antigens, Plasmide mit
dem SV40-Promotor replizieren.!>> Der SV40-Promoter ist sowohl auf den
verwendeten pBabe-Plasmiden als auch auf dem Verpackungsplasmid pCL-Eco
lokalisiert.1>* Die durch die Ko-Transfektion entstehenden retroviralen Vektoren
basieren auf dem Genom des murinen Leukdmie-Virus und ermdoglichen durch eine
Infektion der Ba/F3-Zellen eine stabile Integration des Transgens in das Genom der
gewiinschten Zelllinie.’>¢ Dabei wird die virale RNA zunachst durch die reverse
Transkriptase in DNA transkribiert. Eine Integration des Gens an eine zuféllige Stelle
in das Ba/F3-Genom wahrend der Zellteilung, ermdglicht eine stabile Expression.157
Im nachsten Schritt erfolgt nun ein sukzessiver Entzug von IL-3. Durch die Ausbildung
einer Abhangigkeit erfolgt die Signalweiterleitung nun tiber das integrierte Protein.

Dies ermoglicht die Generierung eines artifiziellen Zellmodells, welches das Verhalten
einer onkogenen Zelllinie mimikriert und so als optimales System fiir die Entwicklung
und Charakterisierung von Inhibitoren in Bezug auf die entsprechende Zielkinase

fungiert (Abbildung 36A).150
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Abbildung 36: Etablierung eines myr-Akt-Isoform abhangigen Ba/F3-Zellsystems.
A: Schematische Darstellung der retroviralen Transduktion von murinen Ba/F3-Zellen zur
Generierung einer onkogenen Abhéngigkeit. Durch Ko-Transfektion von HEK293T-Zellen mit einem
Transfer- (pBABE) und Verpackungsplasmid (pCL-Eco) werden retrovirale Vektoren generiert, welche
das Transgen durch Infektion von Ba/F3-Zellen in das Wirtsgenom integrieren. Durch den Entzug von
IL-3 wird eine onkogene Abhédngigkeit der Ba/F3-Zellen vom Transgen erzeugt. B: Darstellung des IL-
3-Signalwegs in der murinen Ba/F3-Zelle nach Bindung von IL-3. C: Allgemeiner Uberblick iiber die
Zelllinien Ba/F3myr-Aktl (grau), Ba/F3myr-AktZ (rot) und Ba/F3myr-Aks3 (gelb).
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Um konstitutiv aktive Formen der Akt-Isoformen (Aktl/Akt2/Akt3) in murine
Ba/F3-Zellen einzufiihren, sollten retrovirale Konstrukte verwendet werden, die
jeweils eine myristoylierte Akt-Isoform tragen. Diese Lipidierung von Akt bewirkt
eine bevorzugte Assoziation mit exogenen und endogenen Membranen, was zu einer
konstitutiven Phosphorylierung und einem erhéhten Anteil aktivierter Kinase in der
Zelle fiihrt (Abbildung 37B). Dartiber hinaus wiesen vorangegangene Studien auf eine
wichtige Funktion des Akt-Signalwegs beim IL-3-vermittelten Uberleben hin, indem
dieser die intrinsische, apoptotische Maschinerie von Ba/F3-Zellen hemmt

(Abbildung 36C).158-160

Flir die Produktion der retroviralen Vektoren in HEK293T-Zellen und anschliefdender
Infektion der murinen Ba/F3-Zellen wurden kommerziell erhaltliche
pBABE-Vektoren verwendet, welche bereits die genetischen Informationen fiir
myr-Akt2Wt (pBABE-myr-HA-Akt2Wt, Addgene) und myr-Akt3Wt (pBABE-myr-HA-
Akt3Wt Addgene) enthielten.### Weiterhin wurde das Akt1Wt-Gen aus einem
kommerziell erhéltlichen pBABE-Vektor (pBABE-HA-Akt1Wt, Addgene) mit Hilfe des
Restriktions-/Ligationsprotokolls in den entsprechenden pBABE-myr-HA-Vektor
kloniert.8888 Die konstitutiv inaktiven Konstrukte pBABE-myr-Akt]17T3084/5473A
pBabe-myr-Akt2T3094/5474A und pBabe-myr-Akt3T3054/5472A sollten als
Negativkontrollen dienen, bei denen die fiir die Aktivierung essenziellen
Phosphorylierungsstellen mit Hilfe einer ortsgerichteten Mutagenese zur AS Alanin

mutiert wurden.161

Die Optimierung aller Schritte der Ba/F3-Zellinfektion wurde an verschiedenen
Zelllinien getestet und wird im Folgenden beispielhaft an der Generierung der
Zelllinie Ba/F3myr-Akt2 heschrieben.161 Zur Bestimmung der optimalen Zellzahl fiir die
Virusproduktion wurde ein Screen durchgefiihrt, bei dem unterschiedliche Zellzahlen
ausgesat und nach 24 h qualitativ durch Mikroskopie hinsichtlich ihrer Konfluenz und

Viabilitat bewertet wurden (Abbildung 37A).

## 1051 pBABEpuroL-Akt1, 1271 pBABEpuroL- Myr-HA-Akt2, und 1272 pBABEpuroL-Myr-HA-Akt3
wurden liber Addgene von William Sellers zur Verfiigung gestellt (Addgene Plasmid #9011/ 9018/
9019; http://n2t.net/addgene:90011/ 9018/9019; RRID: Addgene_9011/ 9018/ 9019).

§888 Klonierung von pBABE myr-HA-Akt1Wtdurch Dr.in Ina Landel (AG Rauh, TU Dortmund).
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Hier zeigte sich eine Zellzahl von 5,0 - 105 - 1 - 106 mit einer Konfluenz von 40 - 70 %
als optimal, um geniligend Zellen fiir die Virusproduktion bereitzustellen und
gleichzeitig ein friihzeitiges Uberwachsen und Absterben der Zellen zu verhindern.
Flir die Produktion des Virus erfolgte 24 h nach Aussaat die Transfektion der
HEK293T-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden. Dabei wurde das
Transfektionsreagenz TransIT-LT verwendet, um eine optimale Aufnahme der
Plasmide in die Zellen zu gewahrleisten. Die Verwendung des im Reagenz enthaltenen
Lipopolyplexes fiihrt zu einer Kondensation der Plasmid-DNA, welche dann von einer
ungeordneten Protein-Lipidschicht umhiillt wird und so durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose in die Zellen gelangt.162 Als visuelle und qualitative Kontrolle der
Transfektionseffizienz wurde das Plasmid pBabe-HA-mKate verwendet, welches das
rot-fluoreszierende Protein mKate codiert (Abbildung 37B). Nach einer Inkubation
von 48 h nach der Transfektion zeigte sich die Expression von mKate, was ebenfalls
mit der erfolgreichen Expression der fiir die Virusproduktion relevanten Proteine
einhergeht. Damit lasst sich bestatigen, dass die Transfektion der HEK293T-Zellen
erfolgreich verlief. Weiterhin zeigte sich, dass eine Inkubation von 72h das
mKate-Expressionslevel nochmal deutlich erh6hen konnte (Abbildung 37B). Um die
Effizienz des Virus qualitativ bewerten zu konnen, wurde die Zahl der lebenden
Ba/F3myr-AktZ Ze]len nach der Infektion mit einem Virus nach 48 h Ernte und einem
Virus nach 72 h Ernte verglichen. Im Vergleich zwischen den betrachteten Ansatzen
war eindeutig, dass der Virus nach 72 h im Durchschnitt einen héheren Anteil der
parentalen Ba/F3-Zellen infiziert hatte. Dies korreliert ebenfalls mit den
Beobachtungen der Transfektionskontrolle mit pBabe-HA-mKate, bei der die hochste
Expression von mKate ebenfalls nach 72h zu verzeichnen war. Zur genaueren
Bestimmung der produzierten Virusmenge konnte die Bestimmung eines Virustiters

erfolgen.
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Screening zur Zellzahloptimierung — HEK293T
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Abbildung 37: Etablierung der Herstellung viraler Partikel in HEK293T. A: Screening zur
Zellzahloptimierung fiir die Retrovirusproduktion der HEK293T-Zellen 24 h nach der Aussaat von
2,5+105 Zellen, 5,0 - 105 Zellen, 1,0 - 106 Zellen und 1,5 - 106 Zellen. B: Kontrolle der Transfektion von
HEK293T-Zellen mit dem rot fluoreszierenden Protein mKate nach 48 h und 72 h. C: Lebende Ba/F3-
Zellen (in Mio.) infiziert mit myr-Akt2-Virus vor der Selektion, 5 Tage nach Zugabe von Puromycin und
10 Tage nach Zugabe von Puromycin. Zur Evaluierung des optimalen Zeitpunktes fiir die Virusernte
wurden die verwendeten Viren 48 h (grau) und 72 h (rot) nach Transfektion geerntet und die

Infektionseffizienz verglichen.

Der produzierte myr-Akt2- und der mKate-Virus wurden isoliert und anschliefend
direkt fiir die Infektion der parentalen Ba/F3-Zellen verwendet. Hier liefd sich
zundchst beobachten, dass die infizierten Zellen eine verringerte Wachstumsrate als

die parentalen aufwiesen.
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Weiterhin konnte in den mit mKate transfizierten Zellen nach fiinf Tagen eine rote
Fluoreszenz beobachtet werden, sodass von einer erfolgreichen Infektion der Ba/F3-
Zellen ausgegangen werden konnte (Abbildung 38B). Nach der Selektion der
erfolgreich infizierten Zellen mit Puromycin erfolgte im ndchsten Schritt die
sukzessive Reduktion des Wachstumsfaktors IL-3. Um im weiteren Verlauf einen
Vergleich der parentalen Zelllinie mit den infizierten Zellen zu erméglichen, wurde
die parentale Zellpopulation in zwei Teile aufgeteilt. Die eine Halfte wurde mit
Puromycin behandelt, was aufgrund der fehlenden Puromycin-Resistenz zu einem
Absterben der Zellen fiihrte. Die andere Halfte wurde ohne Puromycin kultiviert und
parallel zu den infizierten Zellen ebenfalls einem IL-3-Entzug unterzogen. Wahrend
die parentalen Zellen zunachst durch das Passagieren Schwankungen in der Zellzahl
zeigten, lief$ sich erst bei der Reduktion auf 0,1 ng/uL eine deutliche Reduktion der
Zellzahl feststellen. Bei vollstiandigem IL-3-Entzug tritt schnell ein vollstiandiges
Zellsterben auf, sodass bereits nach 2 Tagen keine lebenden Zellen mehr vorliegen
(Abbildung 38A). Anhand dieser Kontrolle lasst sich wie erwartet nachweisen, dass
die parentalen Ba/F3-Zellen eine Abhdngigkeit vom Wachstumsfaktor aufweisen und

bei vollstandigem IL-3 Entzug nicht mehr tiberlebensfiahig sind.163164

Die Ba/F3myr-Aktz.Zellen wiesen ein kontinuierliches Wachstum sowie Proliferation
bei IL-3-Reduktion bis zu einer Konzentration von einschlief3lich 1 ng/uL IL-3 auf.
Nach vollstandigem IL-3-Entzug konnte ein starker Verlust lebender Zellen
beobachtet werden und die Proliferation setzte erst nach 8 Tagen wieder ein
(Abbildung 38C).165 Analoges Verhalten wurde bei der Generierung anderer
Ba/F3-Akt-Zelllinien beobachtet. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass bei
der IL-3-Entzugsphase durch einen geringen Selektionsdruck Zellen mit parentalen
Charakteristika entstanden sein konnten, welche entweder das entsprechende
Transgen nicht ausreichend oder gar nicht exprimieren oder keine Abhdngigkeit von
dem eingebrachten Transgen ausgebildet haben. Dies korreliert ebenfalls mit der
Beobachtung, dass die parentalen Ba/F3-Zellen bis zu einer Kultivierungs-
konzentration von 1 ng/uL IL-3 keine Beeintrachtigung des Proliferations- und

Wachstumsverhaltens zeigten.
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Nach einem vollstandigen IL-3-Entzug besafd diese Subpopulation vermutlich nicht
die notigen Eigenschaften, um die iliberlebenswichtige Signalweiterleitung aufrecht
zu erhalten. Um dies zu verhindern, konnte daher eine dauerhafte Selektion der
infizierten Ba/F3-Zellen mit Puromycin durchgefiihrt werden oder die Zeitspanne des

IL-3-Entzugs konnte verkiirzt werden.166
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Abbildung 38: Etablierung der Herstellung von IL3-unabhéngigen Ba/F3-Zellen. A: Darstellung der
lebenden Zellen (in Mio.) der parentalen Ba/F3-Zellen bei schrittweisem IL-3 Entzug. B: Kontrolle der
Infektion von parentalen Ba/F3-Zellen mit dem rot fluoreszierendem Protein mKate nach 5 Tagen.

C: Darstellung der lebenden mit myr-Akt2-Virus infizierten Ba/F3-Zellen bei schrittweisem IL3-

Entzug.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnten unter Anwendung des etablierten
Ba/F3-Infektionsprotokolls Wachstumsfaktor-unabhdngige Ba/F3-Zellen fiir die
Konstrukte Myr-Akt1, Myr-Akt2 und Myr-Akt3 generiert werden. Eine Infektion der
Ba/F3 Zellen mit den inaktiven Akt-Varianten myr-Akt17T308A/S473A myr- Akt2T309A/5474A
und myr-Akt3T3054/8472A zejgte, dass ohne die fiir die Akt-Aktivierung signifikanten
Phosphorylierungsstellen keine IL-3 unabhadngigen Ba/F3-Zellen generiert werden
konnen. Im Umkehrschluss bestatigt dies, dass fiir die wachsenden Zellen eine
Abhangigkeit von der Aktivitat also der Phosphorylierung der myr-AktWt-Konstrukte
notwendig ist und diese zur Aktivierung essenzieller zelluldrer Signalkaskaden

fiihren (Abbildung 39A).161

Die Expression der Akt-Isoformen und ihr Einfluss auf die nachgeschaltete
Signaliibertragung wurden durch Western-Blot-Analysen tiberpriift (Abbildung 39C).
Durch die Verwendung von Akt-Isoform-spezifischen Antikérpern wurde eine starke
Uberexpression der einzelnen Akt-Isoformen im Vergleich zur parentalen
Ba/F3-Zelllinie festgestellt. Dartliber hinaus zeigen die Ergebnisse einen signifikanten
Anstieg der Menge an pAktS473, was auf eine hohe Konzentration der aktiven
Akt-Isoform in der entsprechenden Zelllinie hinweist. Weiterhin bewirken die
myr-Akt-Isoformen eine erhohte Phosphorylierung der nachgeschalteten Proteine
FOXO und GSK3p, wahrend das Phosphorylierungsniveau von PRAS40 (Prolin-
reiches Akt-Substrat mit 40 kDa) beibehalten wird. Im Gegensatz dazu zeigen
pErk1/2 und das ribosomale Protein S6, die an der Regulierung der Zellproliferation
beteiligt sind, eine schwachere Phosphorylierung als die parentale Zelllinie.167.168 Um
das Wachstumsverhalten der Zelllinien zu untersuchen, wurde der CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay (Promega) verwendet (Abbildung 39B).161 Die
Ergebnisse zeigen eine langsamere Wachstumsrate fiir Ba/F3myr-Akt1/2/3 im Vergleich
zur parentalen Ba/F3-Zelllinie, was auf die verminderte Phosphorylierung von
Erk1/2 und S6 zurilickzufiithren sein konnte. Es lasst sich jedoch festhalten, dass alle

drei Zelllinien ein stabiles Wachstum zeigen.
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Zellzahl

Proteinen von Akt zeigen (n = 1).

Abbildung 39: A: Darstellung der lebenden Zellen (in Mio.) der mit den Wt-Konstrukten Myr-Akt1Wt,
Myr-Akt2Wt und Myr-Akt3Wt, und den Inaktivititsmutanten Myr-Akt1T3084/5473A " Myr-Akt2T3094/5474A
und Myr-Akt3T3054/5472A transfizierten Ba/F3-Zellen an unterschiedlichen Tagen nach der Infektion.
B: Darstellung der Anzahl der ausgesaten Zellen der Ba/F3-Konstrukte (myr-Aktl (grau), myr-Akt2
(rot), myr-Akt3 (gelb)) und die daraus resultierenden Lumineszenzsignale nach Behandlung mit CTG-
Losung im Vergleich zum parentalen System (gestrichelte Linie, weif3) nach einer 96-stiindigen
Inkubationszeit. Die Experimente wurden in dreifacher, biologisch unabhangiger Ausfithrung (n = 3)
durchgefiihrt. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. C: Immunoblot von Ba/F3myr-akt-Zellen,

die die molekularen Expressionsniveaus, Aktivititen und Veradnderungen von nachgeschalteten



3.7.2 Analyse von Isoform-selektiven CAAls im Ba/F3-Modellsystem

Im nachsten Schritt wurde die Sensitivitat der transformierten Zelllinien auf die
Hemmung von Akt mit dem CAAI Borussertib (Abbildung 40) und Capivasertib, einem
orthosterischen Inhibitor, getestet (Anhang Abbildung 70). Borussertib zeigte eine
dosisabhangige Verringerung von pAkt sowie der nachgeschalteten Ziele pPRAS40,
pFOXO0 und pGSK3p, wahrend der ATP-kompetitive Inhibitor weniger wirksam ist.
Auflerdem flihrte eine hohere Inhibitor-Konzentration zu einem Anstieg des
cPARP-Signals (Poly-ADP-Polymerase-Ribose-Polymerase). Dies bestitigt die
Induktion von Apoptose durch Akt-Inhibition und zeigt die Abhangigkeit der
Ba/F3-Zellen von der entsprechenden myr-Akt-Isoform (Abbildung 40C).169
Zellviabilititsuntersuchungen zeigten eine signifikant reduzierte Anzahl
lebensfahiger Zellen fiir Ba/F3myr-Aktl ynd Ba/F3myr-Akt2 jn Gegenwart steigender
Borussertib-Konzentrationen (Abbildung 40B). Dariiber hinaus gab die geringe
Reaktion der Ba/F3myr-Akt3.Zelllinie den ersten Hinweis auf die Anwendbarkeit der
generierten Zelllinien zur gezielten Hemmung der einzelnen Akt-Isoformen, da der
Inhibitor eine moderate Aktivitat fiir Akt3 (ICso = 500 nM) in biochemischen Assays
verglichen mit 1 nM fiir Aktl und 14 nM fiir Akt2 aufweist. Im Allgemeinen ist zu
beachten, dass die Myristoylierung das Gleichgewicht von Akt beeinflussen konnte,
indem sie es in seiner aktiven und offenen PH-out-Konformation stabilisiert.
Aufgrund des Bindungsmechanismus der CAAIs konnten die
Konformationsanderungen die Bindungsaffinititen fiir die myr-Akt-Konstrukte im
Vergleich zur Wildtyp-Form herabsetzen. In weiteren Experimenten wurden die
Pyrazinon-basierten Isoform-selektiven CAAls RL2405 und RL2406 verwendet, um
das zelluldare Modellsystem zu bewerten und die Isoform-Selektivitdt zu untersuchen
(Abbildung 41). Western-Blot-Studien mit Konzentrationen von 250 nM bis 10 uM
zeigten unterschiedliche Sensitivitdaten in den myr-Akt-Isoform-abhangigen Zelllinien
(Abbildung 41B)161. Insbesondere der 6‘-modifizierte Ligand RL2406 war gegen
myr-Aktl wirksamer als gegen myr-Akt2 und myr-Akt3, was durch eine
dosisabhdngige Abnahme von pAktS473 sowie eine geringere Anzahl lebensfahiger
Zellen in der Ba/F3myr-Aktl.Ze]llinie nach der Behandlung sichtbar wird. Fiir
Ba/F3myr-AktZ ynd Ba/F3myr-Akt3 prisentierten die Daten eine bevorzugte Bindung des

5’-substituierten Molekiils RL2405.148
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Abbildung 40: Adressierung der Ba/F3myr-Akt-Ze]len mit CAAI Borussertib, um die Empfindlichkeit des
etablierten Systems hinsichtlich einer Adressierung von Akt zu untersuchen. A: Struktur des
verwendeten Inhibitors und schematische Darstellung des Bindungsmodus. B: Diagramm, das die
verbleibenden lebensfdhigen Zellen als Prozentsatz in Bezug auf die verwendete Konzentration von
Borussertib zeigt. Die Versuchspunkte wurden in Duplikaten fiir jede Platte gemessen und in biologisch
unabhingigen Experimenten repliziert (n = 3). C: Immunoblots zeigen das Vorhandensein und die

Aktivitat einzelner Akt-Isoformen sowie der nachgeschalteten Proteine in den drei Modellsystemen
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Abbildung 41: Behandlung der Ba/F3myr-Akt-Zellen mit Isoform-selektiven CAAls RL2406 und RL2405
zur Untersuchung der Selektivitatsiibertragung auf das etablierte System. A: Das Diagramm zeigt die
verbleibenden lebensfadhigen Zellen als Prozentsatz in Bezug auf die verwendete Konzentration von
RL2406 und RL2405. Die Versuchspunkte wurden in Duplikaten fiir jede Platte gemessen und in
biologisch unabhdngigen Experimenten repliziert (n = 3). Struktur der verwendeten Inhibitoren.
B: Immunoblots zeigen die Isoform-selektive Aktivitdt innerhalb der drei Modellsysteme nach

4-stiindiger Behandlung (n = 1).
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Insgesamt zeigten die Ergebnisse eine sehr gute Korrelation zu den zuvor
beobachteten biochemischen Daten und Isoform-Selektivititen. Um die
Anwendbarkeit des Ba/F3 myr-Akt-Isoform-abhdngigen Systems zur Priifung der
unterschiedlichen Isoform-Selektivitit zu bestdtigen, wurde das in Kapitel 3.5
beschriebene fokussierte Inhibitor-Set verwendet. Um die Ubersetzung der
Selektivitatsprofile zu bewerten, wurden die Verhdltnisse der zelluldren
CTG ECso-Werte Aktl/Akt2 und Akt2/Akt3 mit den entsprechenden Verhaltnissen
der biochemischen HTRF ICso-Werte verglichen (Abbildung 42 und Anhang,
Tabelle 17). Liganden, die mit polaren Gruppen ausgestattet sind, z. B. mit einer freien
Saure- oder Hydroxylgruppe (RL2884, RL3274, RL3082, siehe Tabelle 2), zeigten im
Allgemeinen keine Aktivitat gegeniiber den Ba/F3myr-Akt-Zelllinien, was vermutlich
auf die geringe zelluldre Permeabilitit der Inhibitoren zuriickzufiihren ist. Es konnte
jedoch eine klare Korrelation zwischen den zellularen Daten im Vergleich zu den in
vitro Daten beziiglich der Selektivitatsverhaltnisse der analysierten Isoform-
selektiven CAAls beobachtet werden (Abbildung 42), was die Anwendbarkeit des
entwickelten zellularen Systems zur Bestimmung der Isoform-Selektivitit
unterstreicht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Molekiile RL2928, RL3341 und RL3271
ihre Selektivitat fiir Akt2 in einem zelluldren Kontext beibehielten, was bestatigt, dass
grofdere Substituenten von der Akt2-Bindungstasche starker bevorzugt werden als
kleinere Substituenten. In Ubereinstimmung mit den biochemischen Daten zeigten
das Aminopyridin (RL3094) und das Pyridin (RL3272) sowie das Methylpyrazol
(RL3081) leicht verschobene Aktivititen gegeniiber der Isoform myr-Akt3, was die
Bedeutung des Stickstoffs innerhalb des aromatischen Ringsystems fiir die
Adressierung von Akt3 hervorhebt. Das einfache Pyridin-Grundgeriist RL2661 zeigt
eine erwartete mafdige Selektivitat fiir myr-Aktl sowie einen Aktivitatsverlust mit
zunehmender Grofde der eingefithrten Gruppe. Die vielversprechenden
Selektivitatsprofile der CAAls RL2661, RL3341 und RL3094 in den Ba/F3-Zellen
konnten zusatzlich in Immunoblot-Studien validiert werden (Abbildung 43). Im
Allgemeinen konnte eine erfolgreiche Ubertragung der SAR in das etablierte

Ba/F3myr-Akt-Modellsystem gezeigt werden.148
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Abbildung 42: Untersuchung des Ba/F3 myr-Akt-Isoform-Systems mit einer fokussierten Bibliothek
CAAls. Identifizierte biochemische Selektivititsprofile (dunkelgrau) im Vergleich mit den aus dem
Zellviabilitatstest mit Ba/F3 myr-Akt-Isoform-abhangigen Zellen erhaltenen Verhéltnissen (hellgrau).
Die Selektivitatsverhaltnisse in log-Einheiten sind konsistent und unterstreichen die erfolgreiche
Ubertragung der Ergebnisse aus biochemischen Assays auf das zellulire System. Darstellung von
Strukturen und Resten, die vielversprechende Selektivititsprofile zeigen und sich als potenzielle

Sondenmolekiile fiir weitere Untersuchungen eignen.
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Abbildung 43: Behandlung der Ba/F3myr-Akt-Zellen mit Isoform-selektiven CAAIs RL2661, RL3341 und
RL3094 zur Untersuchung der Selektivititsiibertragung auf das etablierte System. A: Das Diagramm
zeigt die verbleibenden lebensfihigen Zellen als Prozentsatz in Bezug auf die verwendete
Konzentration von RL2661, RL3341 und RL3094. Die Versuchspunkte wurden in Duplikaten fiir jede
Platte gemessen und in n = 3 biologisch unabhingigen Experimenten repliziert. Darstellung der
Struktur der verwendeten Inhibitoren. B: Immunoblots zeigen die Isoform-selektive Aktivitét

innerhalb der drei Modellsysteme nach 4-stiindiger Behandlung (n = 1).
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3.7.3 Studien in der humanen Krebszelllinie PANC1

Im néachsten Schritt sollte tiberpriift werden, ob die identifizierten Selektivitatsprofile
in humane Krebszelllinien iibertragbar sind. Dafiir wurde die humane
Pankreas-Krebszelllinie PANC1 ausgewahlt, welche eine KRas-Abhangigkeit aufweist
und demnach wahrscheinlich keine verminderte Viabilitat durch die Adressierung
einer oder mehrerer Akt-Isoformen auftritt.170.171 Weiterhin lief} sich durch friihere
Immunoblot-Studien die Expression aller drei Isoformen in relevanten Mengen in
PANCI1 nachweisen. Dies ermoglicht einen ungehinderten Nachweis der Effekte einer
Akt-Inhibition mit Hilfe von Immunoblot-Studien sowie einen direkten Vergleich der
selektiven Adressierung der Akt-Isoformen mit Hilfe des Cellular thermal shift assay
(CETSA). Aufgrund ihrer vielversprechenden Selektivitiatsprofile im HTRF- und im
CTG-Assay wurden die Molekiille RL2661, RL3341 und RL3094 fir die
Untersuchungen in den PANC1-Zellen ausgewahlt und mit dem durch Borussertib
erzielten Effekt verglichen. Immunoblot-Studien zeigten, dass eine Behandlung mit
RL2661 zu einer dosis-abhdngigen Verringerung sowohl des pAktl als auch des
pAkt2-Signals fiihrte. Dies lasst die Vermutung zu, dass RL2661 die in den
Ba/F3-Zellen identifizierte Selektivitit fiir Aktl nicht in einer humanen Zelle
aufrechterhalten kann. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass in PANC1 eine
Uberexpression von Akt2 vorliegt. Dies konnte einen visuellen, qualitativen Vergleich
via Western Blots erschweren. Dartber hinaus zeigt sich ein drastischer Abfall des
pAkt2-Signals durch die Behandlung mit 0,3 puM RL2661 im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle. Dies kdnnte unter anderem durch das Auftreten unterschiedlicher
Phosphorylierungs-Spezies von Akt2 oder durch verschiedene Splicing-Varianten
erklart werden, deren Bildung durch eine Inhibitor-vermittelte Inhibition induziert
wurde.l’”2 Des Weiteren kann eine dosisabhingige Inaktivierung der
nachgeschalteten Proteine S6 und PRAS40 beobachtet werden, wobei jedoch keine
vollstandige Inaktivierung erreicht werden kann. Dies resultiert aus der Aktivitat
alternativer Signalwege, wie zum Beispiel dem Ras/ERK-Signalweg, welcher durch
die Akt-Inhibition nicht beeinflusst wird.173 Fiir RL3341 konnte bereits bei 0,3 uM
eine effiziente Inaktivierung von Akt2 beobachtet werden, wahrend das pAkt1-Signal
bis zu einer Konzentration von 5 pM stabil blieb. Fiir RL3094 zeigte sich ein Effekt auf

pAkt2 ab einer Inhibitorkonzentration von 1,25 puM.
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Dies bestatigt die bereits in biochemischen und den Zellviabilitats-Studien
nachgewiesene Aktivitit dieses Inhibitors auf Akt2. Weiterhin konnte in den PANC1
nur sehr geringe pAkt3-Level nachgewiesen werden, sodass keine Aussage tiber den

Effekt der Inhibitoren auf Akt3 getroffen werden konnte (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Immunoblots von PANC1 behandelt mit unterschiedlichen CAAls. A: Der Immunoblot
zeigt den Einfluss von Borussertib nach 4-stiindiger Behandlung auf die individuellen pAkt-Level der
Isoformen sowie auf nachgeschaltete Proteine (n = 1). B: Der Immunoblot zeigt den Einfluss der
Isoform-selektiven CAAls RL2661, RL3341 und RL3094 nach 4-stiindiger Behandlung auf die

individuellen pAkt-Level der Isoformen sowie auf nachgeschaltete Proteine (n = 1).
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Um dies zu umgehen, eignen sich CETSA-Experimente als Alternative. Diese Methode
hat zellbasierte Studien zur Bindung von Zielmolekiilen revolutioniert, da die
Detektion einer direkten Adressierung an das Protein ermoglicht wird. Der Assay
basiert auf der Annahme, dass sich ein Protein beim Erhitzen entfaltet und bei einer
bestimmten Temperatur aggregiert, die als Tm bezeichnet wird. Die hitzeinduzierte
Aggregation kann durch die Bindung eines kleinen Molekiils an das Protein verandert
werden, was zu einer Verschiebung von Tm hin zu hoheren Temperaturen fiihrt.
Ligand-induzierte thermische Verschiebungen wurden ausgiebig an gereinigten
Proteinen untersucht. Tm-Anderungen wurden meist durch Differential-Scanning-
Fluorimetrie unter Verwendung hydrophober Farbstoffe oder durch intrinsische
Fluoreszenz von Trp-Resten nachgewiesen. Die biophysikalischen Grundsatze der
thermischen Entfaltung werden bei CETSA trotz der komplexen Umgebung intakter
Zellen beibehalten. Nach dem Erhitzen der Zellen in Gegenwart eines kleinen
Molekiils werden die Zellen aufgeschlossen und die entfalteten und aggregierten
Proteine durch Zentrifugation entfernt. Die Prasenz einzelner Proteine, die in Losung
verbleiben, kann durch eine Proteindetektionsmethode wie den Western Blot
iberwacht werden. Eine anschlieflende Quantifizierung der detektierten Banden
ermoglicht die Bestimmung der thermischen Stabilitat des Zielproteins.174 Dafiir
wurden die PANC1-Zellen mit einer festgelegten Konzentration des entsprechenden
Inhibitors behandelt und anschlief3end verschiedenen Temperaturen von 40 °C bis

80 °C ausgesetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit DMSO behandelt wurden.

Die Ergebnisse der CETSA-Experimente zeigen eine eindeutige Stabilisierung aller
drei Isoformen durch die Behandlung mit 1 uM Borussertib im Bezug zur DMSO
Kontrolle (Abbildung 45A). Im Vergleich dazu konnte eine bevorzugte Stabilisierung
von Aktl durch 0,3 uM RL2661 beobachtet werden. Diese Selektivitat geht verloren
so bald eine hohere Konzentration RL2661 von 1 uM eingesetzt wird (Anhang,
Abbildung 73A). Trotz der hoheren Inhibitorkonzentration von 1 pM konnte fiir
RL3341 eine signifikante thermische Verschiebung fiir Akt2 beobachtet werden,
wahrend fiir Akt1 keine thermische Stabilisierung durch RL3341 ersichtlich ist. Fiir

Akt3 konnte eine leichte Verschiebung von etwa 5 °C beobachtet werden.
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Fir das Aminopyridin RL3094 zeigte sich bei der Verwendung von 1 uM
(Abbildung 45D) und 2,5uM (Anhang, Abbildung 73B) eine leicht stiarkere
Stabilisierung von Akt3 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle als von Akt2. Wobei dieser
Unterschied nicht als signifikant einzustufen ist und demnach von einer Equipotenz
von RL3094 auf Akt2 und Akt3 in PANC1 ausgegangen werden kann. Diese
Beobachtung wird sowohl durch die biochemische Aktivitit von RL3094 auf den
Isoformen als auch durch die zellbasierten Studien in den Ba/F3myr-Akt-Zellen

bestatigt.
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Abbildung 45: Quantifizierung der Immunoblot-basierten CETSA-Experimente von PANC1 behandelt
mit A: 1 uM Borussertib, B: 0.3 pM RL2661, C: 1 pM RL3341 und D: 1 uM RL3094. Die Signale der tAkt-
Antikdrper wurden auf Actin normalisiert. Darstellung der mit DMSO behandelten Zellen mit
gestrichelten Linien; mit Inhibitor behandelte Zellen mit durchgezogenen Linien; Akt1 (grau); Akt2
(rot); Akt3 (gelb).
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Im Allgemeinen gelang es durch den Einsatz von Immunoblots sowie
CETSA-Experimenten die Translation der in einem myr-Akt-Isoform-abhdngigen
Modellsystem identifizierten Selektivitatsprofile in humane Krebszellen zu
bestdtigen. Das artifizielle Ba/F3-Modell, kombiniert mit einem Hochdurchsatz-
Readout, dient als zuverldssiger Analyseschritt zur Identifizierung vielver-
sprechender selektiver Inhibitoren fiir die anschlieRende Ubertragung auf nativere
Krebsmodellsysteme. Die Nutzung des Konzepts der CAAls lieferte einzigartige
Einblicke in die SAR der drei Akt-Isoformen. Weiterhin ergab die aktivititsbasierte
Charakterisierung eine konsistente SAR der CAAIs gegeniiber den einzelnen

Interdominen-Taschen der Akt-Isoformen.148
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3.7.4 Etablierung von Akt-Isoform knock-outs in HEK293T

Die Studien von lebenden Organismen und Zellen sind ein komplexes Unterfangen.
Um ein umfassendes Bild der durch die Akt-Isoformen vermittelten
Signaliibertragung zu erhalten, konnte sich eine Kombination aus chemischen und
biologischen Perturbationsstudien als besonders wirkungsvoll erweisen.®® Aus
diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll fiir die Einfiihrung von
CRISPR/Cas9-vermittelten Akt-Isoform knock-outs in humane Zellen etabliert
werden. Der Ursprung des CRISPR/Cas9-Systems liegt im adaptiven Immunsystem
von Prokaryoten gegen Phagen und konjugative Plasmid-Infektionen.175-177 Im Jahr
2019 erhielten Doudna und Charpentier den Nobelpreis fiir die fundamentalen
Studien und Charakterisierungen dieses Systems, welche den Weg fiir die

Entwicklung einer ,molekularen Genschere” ebneten.6!

Das native CRISPR/Cas9-System kann durch entsprechende Anpassungen fiir eine
gezielte Genomeditierung genutzt werden.178-180 Es besteht aus zwei Komponenten:
der sogenannten single guide RNA (gRNA oder sgRNA) und einer CRISPR-assoziierten
Endonuklease (Cas-Protein). Die sgRNA ist eine kurze synthetische RNA bestehend
aus einer Gerlistsequenz, welche fiir die Bindung von Cas nétig ist, und einer etwa
20 Nukleotide langen Sequenz (Spacer), welche fiir die Rekrutierung des
Cas9-Systems an das genomische Ziel verantwortlich ist. Dementsprechend kann das
genomische Ziel durch eine simple Anpassung der Spacer-Sequenz verandert
werden.181.182 Es jst wichtig, dass das Ziel-Gen eine zwei bis drei Basenpaare lange
PAM-Sequenz (engl. protospacer adjacent motif) besitzt, um erkannt werden zu
konnen. Diese Sequenz ist ein Nukleotid unterhalb der zur sgRNA komplementiren
Region lokalisiert und wird von der PAM-interacting Doméane des Cas-Proteins
erkannt. Die erkannte Sequenz unterscheidet sich je nach verwendetem Cas-Protein
(Cas9 aus Streptococcus pyogenes: 5'-NGG).183184 Anschliefend wird durch die
Nukleasedomdnen RuvC und HNH ein Doppelstrangbruch (DSB) induziert. Die
darauffolgende Veranderung des Genoms kann durch zwei verschiedene

Reparaturmechanismen erfolgen.
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Uber eine nicht-homologe Endverkniipfung (engl. non-homologous end joining, NHE])
wird der DSB zufallig repariert und es entstehen dabei sogenannte indel-Mutationen
(Insertionen und Deletionen zufélliger Basenpaare).17818> Dies kann fiir die
Einbringung von Gen-knock-outs genutzt werden, da es dabei zu frame shifts oder
frihzeitig eingebauten Stopp-Codons kommen kann. Die andere Mdglichkeit ist die
Verwendung einer Homologie-gerichteten Reparatur (engl. homology-directed repair,
HDR). Bei dieser Methode wird ein Reparaturstrang dazu genutzt prazise
Genverdanderungen, wie zum Beispiel Punktmutationen, einzufiihren. Dafiir wird der
Reparaturstrang so konzipiert, dass er die Informationen fiir den gewiinschten

Basenaustausch tragt (Abbildung 46A).178.185

Es gibt unterschiedliche Methoden, um die sgRNA und das Cas9-Protein in die
gewiinschte Zelle einzubringen. Innerhalb dieser Arbeit wurde ein Plasmid-basierter
Ansatz gewahlt. Dafiir miissen zu Beginn zundchst geeignete sgRNAs basierend auf
dem Zielgen entwickelt werden, welche anschliefend mittels Klonierung in den
CRISPR/Cas9-Expressionsvektor eingebracht werden.18¢ Es wurden der
pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor und der pSpCas9(BB)-2A-Puro-Vektor gewahlt.181**
Diese enthalten die genetischen Informationen fiir sgRNA und Cas9 sowie
verschiedene regulatorische Elemente fiir die Expression. Zusatzlich sind die
Selektionsmarker EGFP oder eine Puromycin-Resistenz vorhanden, welche nach der
Transfektion die Selektion erfolgreich transfizierter Zellen ermdoglichen. Dabei ist es
wichtig, dass die Zellpopulation in einzelne Zellen separiert wird, was entweder durch
eine serielle Verdiinnung oder durch Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (engl.
fluorescence activated cell sorting, FACS) erzielt werden kann, damit bei einer
anschlieffenden klonalen Expansion eine homogene Zellpopulation entwickelt
werden kann. Die abschlieféende Validierung erfolgt iiber eine Genomisolierung und
anschlieffende Sequenzierung des Zielgens sowie iiber Immunoblot-Studien

(Abbildung 46B).187

= pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 und pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) wurden von Feng Zhang
iiber Addgene zur Verfiigung gestellt (Addgene plasmid #62988; RRID:Addgene_62988 und #48138;
RRID:Addgene_48138)
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Abbildung 46: A: Schematische Darstellung des fiir die Genomeditierung angepassten CRISPR/Cas9-

Systems sowie der moéglichen Reparaturmechanismen, nonhomologous end joining (NHE]) und
homology-directed repair (HDR). B: Schematische Darstellung der Plasmid-basierten Transfektion des
CRISPR/Cas9-Systems in HEK293T zur Einbringung von Gen-knock-outs. Adaptiert aus Ran et al.18!
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Das Protokoll sollte zunachst fiir HEK293T-Zellen etabliert und getestet werden, da
diese leicht zu transfizieren sind und alle drei Isoformen in detektierbaren Mengen
exprimieren.ttttt Flir das Design der sgRNA wurden die Online Tools ChopChop188-
190, CrisPick1°1 und TrueDesign Genom Editor (Thermo Fisher Scientific) verwendet.
Diese entwickeln sgRNAs basierend auf einem Referenzgenom, welche anschliefend
mit Hilfe eines Scoring-Algorithmus bewertet werden. Die gewdhlten
sgRNA-Sequenzen fiir die Akt-Isoformen sind im Detail im Anhang aufgefiihrt
(Tabelle-13-15). Die Etablierung des Protokolls wird nachfolgend am Beispiel der
SgRNA AGGAGCCGTCGCTCTTCAGC beschrieben, welche fiir die Einfiihrung eines

Akt2-knock-outs verwendet werden sollte.

Um optimale Bedingungen fiir die Transfektion der CRISPR/Cas9-Konstrukte in die
HEK293T-Zellen zu identifizieren, wurden unterschiedliche Zellzahlen der fiir die
Transfektion ausgesaten HEK293T-Zellen (0,5 - 103-2,0 - 105 Zellen) in Kombination
mit verschiedenen Zusammensetzungen des Transfektions-Mix getestet
(Abbildung 47A). Die Transfektion der HEK293T-Zellen mit den entsprechenden
Plasmiden erfolgte 24 h nach Aussaat. Dafiir wurde das Transfektionsreagenz
Lipofectamin 3000 verwendet, welches nach dem gleichen Prinzip funktioniert wie
das in Kapitel 3.7.1 beschriebene TransIT-LT. Nach einer Inkubation von 24 h nach
der Transfektion zeigte sich die Expression von EGFP-markiertem Cas9, was eine
erfolgreiche Transfektion der HEK293T-Zellen bestatigt (Abbildung 47B). Weiterhin
zeigte sich, dass eine Verwendung von 50.000 Zellen zu einer deutlich gesteigerten
Transfektionseffizienz filhrt als hohere Zellzahlen. Dies konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass die Zellen bei einer niedrigeren Konfluenz eine héhere
Vitalitit haben. Zusatzlich zeigte sich eine Verwendung von 1,5 puL
Transfektionsreagenz in Kombination mit 1 ug Plasmid-DNA als vorteilhaft. So konnte
eine sehr gute mittels qualitativer visueller Analyse bestimmte Transfektionseffizienz

von etwa 40 % in HEK293T erzielt werden.

Tttt Etablierung des Protokolls fiir die Generierung von Akt-Isoform-knockouts in HEK293T im
Rahmen der Masterarbeit von B. Sc. Fabian Schnecke (AG Rauh, TU Dortmund).
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Abbildung 47: Etablierung eines Transfektionsprotokolls fiir die Generierung CRISPR/Cas9-
vermittelter Gen-knock-out in HEK293T. A: Vergleich der Transfektionseffizienz durch die Variation
der verwendeten Zellzahl, Menge des Transfektionsreagenzes Lipofectamin 3000 und der Menge des
Plasmids. B: Qualitative Analyse der erfolgreich transfizierten Zellen mit Hilfe des pSpCas9(BB)-2A-
GFP-Vektors beispielhaft dargestellt fiir zwei verschiedene Bedingungen. Die Anzahl der
fluoreszierenden Zellen wurde mit den nicht-fluoreszierenden Zellen verglichen und auf die

Gesamtanzahl der ausgesaten Zellen bezogen.

Drei Tage nach der Transfektion erfolgte die Selektion der erfolgreich transfizierten
Zellen mittels FACS. Diese Methode hat den Vorteil, dass bei der Sortierung weitere
Verunreinigungen ausselektiert werden. So liefd sich bei der Betrachtung aller
detektierter Partikel eine Gesamt-Zellmenge von 83 % nachweisen. Diese werden
schliefllich anhand eines manuell festgelegtem Fluoreszenzwertes in GFP-negative
und GFP-positive Zellen Kklassifiziert und dementsprechend einzelne Zellen in eine
96-Kammer-Platte sortiert. Zur Kontrolle wurden ebenfalls Kammern nur mit
Medium oder mit GFP-negativen Zellen befiillt. Es konnten insgesamt 36 % GFP-
positive Zellen nachgewiesen werden, was mit der zuvor bestimmten

Transfektionseffizienz korreliert (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Ergebnisse der Selektion erfolgreich transfizierter Zellen mit Hilfe einer FACS-
Analyse.

Die Zellklone wurden anschlief3end etwa zwei Wochen kultiviert. Dabei liefs sich
feststellen, dass ein Grofdteil dieser aufgrund der aufieren Stressfaktoren nicht
tiberlebten. Weiterhin konnte nach etwa 5 Tagen ein Verlust der fluoreszierenden
Eigenschaften beobachtet werden, was auf die nicht stabile Expression des
Cas9-Proteins zuriickgefiihrt werden kann. Stabil wachsende und proliferierende
Zellpopulationen wurden schliefilich mit Hilfe von Akt-spezifischen Antikérpern auf
die Prasenz von Akt2 untersucht (Abbildung 49A). Insgesamt lief3en sich geringere
Akt2-Expressionslevel in allen Klonen im Vergleich zur parentalen Zelllinie
nachweisen. Vier von zehn Klonen zeigten einen vollstandigen knock-out von Akt2
(B8, C11, E9 und G4), was uber die Abwesenheit eines tAkt2- und pAkt2-Signals
nachgewiesen werden konnte. Die entsprechenden Klone wurden zusatzlich mit einer
Genomsequenzierung validiert (Abbildung 49B). Diese zeigte, dass in den
Akt2-negativen Klonen im Vergleich zu den Akt2-positiven Klonen und den
parentalen HEK293T willkiirliche indel-Mutationen nachgewiesen werden kénnen,

welche den knock-out verursachen.
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Abbildung 49: Validierung der aus einzelnen Zellen expandierten Zellpopulationen. A: Untersuchung
der Anwesenheit von Akt2 und phosphoryliertem Akt2 in den generierten HEK293T-Zelllinien im
Vergleich zur parentalen Zelllinie. Es konnten vier Akt2-negative Klone nachgewiesen werden (B8,

C11, E9 und G4). B: Beispielhafte Darstellung der Genomsequenzierung eines Akt2-positiven (B9) und

é? Transfizierte Klone
§ o 6 © T S A o © » o
U Q@ @ O O Q ¥ & « O o
. eEmaam W= e
== —— ] - N -

22

23

22

HEK293T

TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTG C TGAAGAGCGACGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA
N ! : N 1 1 1 }

-

T t T + T 0.5 + T
AGTTCTGGACCTCCGGTGCCATGAAGGAC G ACTTCTCGCTGCCGAGGAAGTAACCCATGTTCCTCTCCGGGCT

C G ACTTCTCGCTGCCGAGGA]

TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTG C TGAAGAGCGACGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA

TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTG C TGAAGAGCGACGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA

TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTG C TGAAGAGCGACGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA

TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTG C TGAAGAGCGETICGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA

TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTdAG EbAAGAGdEkCGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA
TCAAGACCTGGAGGCCACGGTACTTCCTG CACGAAGAGCGACGGCTCCTTCATTGGGTACAAGGAGAGGCCCGA

eines Akt2-negativen (C11) Klons im Vergleich zu parentalen HEK293T.

Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens der generierten Zelllinie und der
parentalen HEK293T-Zellen mit dem CTG-Assay zeigt eine stabile Proliferation
(Abbildung 50). Interessanterweise scheint der knock-out von Akt2 das Wachstum
der Zellen geringfligig zu beschleunigen. Dies koénnte durch die Aktivierung

alternativer Signalwege anhand von Signal-Riickkopplungsschleifen verursacht

werden.173,192

104



45

40

35 e—
30 P

25 / 4 -7

20 /-
15 /!
10 /s —— HEK293T Akt2 KO
573/~ - — — HEK293T parental

Lumineszenz in
[RLU in Mio.]

0 500 1000 1500

Zellzahl
Abbildung 50: Darstellung der Anzahl der ausgesaten Zellen von HEK293T Akt2ke (griin) und die
daraus resultierenden Lumineszenzsignale nach Behandlung mit CTG-Lésung im Vergleich zum

parentalen System (gestrichelte Linie, schwarz) nach einer 96-stiindigen Inkubationszeit. Die

Experimente wurden in einmaliger Ausfithrung (n = 1) durchgefiihrt.

Zusammenfassend konnten unter Anwendung des etablierten Protokolls knock-outs
fir alle drei Akt-Isoformen generiert werden. Im weiteren Verlauf sollten diese
Zelllinien nun hinsichtlich der Akt-Isoform-spezifischen Signaliibertragung sowie der
Einfliisse auf die Phosphorylierung bekannter nachgeschalteter Proteine untersucht
werden. Weiterhin sollte ein Vergleich mit Inhibitor-induzierten Einfliissen der

Inhibitoren Borussertib und RL3341 erfolgen (Abbildung 51).

Die Immunoblots zeigen, dass sowohl Akt1 als auch Akt2 erfolgreich aus den Zellen
entfernt werden konnten. Im Falle von tAkt3 zeigt sich ein schwaches verbliebenes
Signal, wobei hier nicht ausgeschlossen werden kann, dass der tAkt3-Antikérper
womoglich unspezifische Bindung an die zwei anderen Isoformen zeigt. Dariiber
hinaus konnten fiir die HEK293T-Zellen trotz mehrfacher Anpassung des Lyse- und
Western Blot-Protokolls keine validen Ergebnisse mit Hilfe des pAkt3-Antikorpers
erhalten werden. Aus diesem Grund wird die Akt3-ko-Zelllinie im weiteren Verlauf
nicht ndher diskutiert. Die Validierung dieser ist unter anderem Bestandteil der
Masterarbeit von Fabian Schnecke. Die Behandlung mit den Inhibitoren Borussertib
und RL3341 zeigt eine dosisabhadngige Reduzierung der pAkt-Isoform-Signale, wobei
sich fiir den Inhibitor RL3341 im Einklang mit der vorherigen biochemischen und
zellularen Evaluierung im Ba/F3-Modellsystem eine deutliche Akt2-Selektivitat

erkennen lasst.
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Diese Selektivitat geht schliefdlich bei hoheren Inhibitorkonzentrationen verloren
und es werden sowohl Aktl als auch Akt2 ausgeschaltet. Vergleicht man diese
Ergebnisse mit den Immunoblot-Studien in den PANC1-Zellen lasst sich erkennen,
dass die Selektivitatsprofile der Inhibitoren stark zwischen verschiedenen Zelllinien
variieren. Wahrend in den PANC1-Zellen bis zu einer Konzentration von 5 uM RL3341
kein Effekt auf Aktl zu beobachten ist, geht die Selektivitiat in den HEK293T-Zellen
bereits bei einer Konzentration von 200 nM verloren. Dies konnte unter anderem auf
die unterschiedlichen Expressionslevel, den spezifischen Aktivitdtsstatus und die

Funktionalisierung der Akt-Isoformen in verschiedenen Zelllinien zurtickzufiihren

sein.170.193

+ Borussertib + RL3341

tAkt1
pAkt1
tAkt2
pAkt2
tAkt3
pS6
pPRAS40
pFOXO
pGSK3R
pBAD
p4EBP1
pErk

B-Actin

HEK293T

Abbildung 51: Immunoblot von Inhibitor-behandelten parentalen HEK293T im Vergleich zu
HEK293T Akt-Isoform-knock-out-Zellen, die die molekularen Expressionsniveaus, Aktivititen und

Veranderungen von nachgeschalteten Proteinen von Akt zeigen (n = 1).
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Bei der genauen Betrachtung verschiedener nachgeschalteter Proteine im
Akt-Signalweg fallt auf, dass zumeist erst ein Effekt durch die Behandlung mit
Borussertib und RL3341 beobachtet werden kann, sobald sowohl Akt1 als auch Akt2
ausgeschaltet sind (pS6, pPRAS40, p4EBP1). In der Literatur sind unterschiedlichste
Kompensationsmechanismen fiir den Akt-Signalweg beschrieben. Dazu zahlt unter
anderem, dass die Akt-Isoformen Aktl und Akt2 bei einer Koexpression im selben
Zelltyp die Funktionen der jeweils ausgeschalteten Isoform iibernehmen
konnen.194195 Dies wiirde den beobachteten Effekt erkldaren, miisste jedoch unter
Kombination verschiedener Inhibitoren und knock-outs weiter evaluiert werden. Des
Weiteren zeigen pGSK3f und pBAD (engl. Bcl-2-antagonist-of-cell-death) eine gewisse
Selektivitat hinsichtlich einer Adressierung von Akt2. Mit Blick auf die knock-out-
Zelllinien fallt besonders auf, dass keines der nachgeschalteten Proteine durch einen
Aktl- oder Akt2-knock-out ein signifikant verringertes Phosphorylierungslevel
aufweist. Im Gegensatz dazu zeigen pErk in Abwesenheit von Aktl und pBAD in
Abwesenheit von Akt2 ein stiarkeres Signal. Dies deutet auf die Aktivierung von
Ruckkopplungsschleifen hin, welche zur Aktivierung alternativer Signalwege fiihren.
Die invasive Entfernung des entsprechenden Gens ist ein massiver Eingriff in das
biologische System. Dies kann die Aktivierung von Kompensationsmechanismen
induzieren, welche schliefilich dazu fiihren, dass keine vergleichenden Aussagen liber
den beobachteten Phdnotyp getroffen werden konnen. Vor allem die parallel
agierenden Ras-Erk- und PI3K-Akt-Signalwege konnen die Aktivitit des jeweils
anderen beeinflussen. Durch die genetische Blockierung werden vermutlich
Kreuzhemmungen aufgehoben und der andere Signalweg wirksam aktiviert.173192,196-
199 Dijes verdeutlicht die Vorteile einer zeitlich kontrollierbaren chemischen

Perturbation gegeniiber einer dauerhaften, invasiven genetischen Perturbation.

Zusammenfassend gelang die Etablierung eines robusten Protokolls fiir die
Generierung von Akt-Isoform-knock-outs in HEK293T, welches zukiinftig fiir
vergleichende Studien zwischen Inhibitor- und knock-out-vermittelten Effekten in
relevante Modelle, wie zum Beispiel Brustkrebs-abgeleitete Zelllinien2%, {ibertragen

werden sollte.
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3.8 Kristallisation von Erk2

Der PI3K/Akt- und der Ras/Erk-Signalweg sind die zentralen Mechanismen in der
humanen Zelle fiir die Kontrolle von Zelliiberleben, Differenzierung, Proliferation und

Metabolismus.

Die MAPK/Erk-Signalkaskade wird durch eine Vielzahl von Rezeptoren aktiviert, die
an Wachstum und Differenzierung beteiligt sind, darunter Rezeptortyrosinkinasen
(RTKs), Integrine und lonenkanéle. Die spezifischen Komponenten der Kaskade
variieren stark zwischen den verschiedenen Stimuli. Die Architektur des Signalwegs
umfasst in der Regel eine Reihe von Adaptoren, die den Rezeptor mit einem Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor (SOS, C3G) verbinden, der das Signal an kleine
GTP-bindende Proteine (Ras, Rapl) weiterleitet. Diese aktivieren wiederum die
Kerneinheit der Kaskade, die aus einer MAPKKK (Raf), einer MAPKK (MEK1/2) und
MAPK (Erk1/2) besteht. Dabei zeigt Erk2 deutlich hohere Expressionslevel in
Saugetieren als Erk1. Ein aktiviertes Erk-Dimer kann Ziele im Zytosol regulieren und
auch in den Zellkern wandern, wo es eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren

phosphoryliert, die die Genexpression regulieren.201

In den letzten Jahrzehnten wurden extensive Studien zur Entwicklung gezielter
niedermolekularer Inhibitoren des PI3K/Akt- oder MAPK/Erk-Signalweges
durchgefiihrt.202203 Der daraus resultierende klinische Nutzen ist jedoch begrenzt.
Dies ist unter anderem auf die Kompensationsmechanismen zwischen diesen beiden
Signalwegen und den daraus resultierenden  Arzneimittelresistenzen
zurlickzufiihren.204-206 Die simultane Adressierung der beiden Signalwege zeigte
bereits vielversprechende Ergebnisse’4, stellt jedoch immer noch eine grofie
Herausforderung dar. Weiterhin konnte die Kombination selektiver Liganden, die den
PI3K/Akt- und den MAPK/Erk-Stoffwechselweg adressieren, die Aufklarung des
komplexen PI3K/Akt-Ras/Erk-Netzwerks unterstiitzen.202207

Demnach sollte innerhalb dieser Arbeit zusatzlich ein valides Kristallisationssystem
fiir die Proteinkinase Erk2 etabliert werden, welches anschlief3end als Grundlage fiir

ein SBLD dienen sollte.
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3.8.1 Reinigung des Erk2-Konstruktes

Von der Proteinkinase Erk2 existieren zahlreiche Kristallstrukturen in der PDB,
welche als Ansatzpunkt fiir das Konstruktdesign herangezogen werden konnten.
Basierend auf einem Sequenzvergleich einiger bereits publizierter
Kristallisationskonstrukte (PDB: 4G6N, 4G60, 6Q7K208, 4FV4, 6QAG2%8, 3W55209,
5WP1) wurde das Volllingenkonstrukt fiir die Kristallisation gewahlt
(hsErk2(1-360)), welches aus einer klassischen Kinasedoméane besteht. Das fiir die
Expression in E. coli Codon-optimierte Gen wurde von GeneArt bezogen und in einen
pET15b-Vektor kloniert, um dieses mit einem N-terminalen Hiss-Tag und einer

Thrombin-Schnittstelle auszustatten.210+++++

Dialyse & reverse
NAC - Thrombin- - NAC - SEC
Spaltung
Lagerung
bei -80 °C

Abbildung 52: Darstellung der etablierten Reinigungsstrategien fiir Erk2. Zunéchst erfolgt eine erste

NAC gefolgt von einer Dialyse und Abspaltung des Hiss-Tags mit Hilfe der Thrombin-Protease.
Anschlieflend erfolgt eine reverse NAC und anschliefRend direkt eine SEC.219 Anschliefdend wird das
Protein entweder langfristig bei -80 °C gelagert oder mit Hilfe einer weiteren SEC in den

Kristallisationspuffer iiberfiihrt.

Nach der Expression in E. coli-Zellen und der Zellernte wurden diese mit Hilfe eines
Hochdruckhomogenisators aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde auf eine NAC
aufgetragen. Da das Erk2-Konstrukt einen N-terminalen Hises-Tag enthalt, konnte
dieses mit Hilfe einer NAC aus dem Zelllysat isoliert werden.$8§8§ Auf dem SDS-Gel ist
auf einer Hohe von etwa 40 kDa zu erkennen, dass das Zielprotein nach dem
Zellaufschluss sowohl in unléslicher als auch in léslicher Form vorliegt

(Abbildung 53B).

i+ Design des Erk2-Kristallisationskonstrukts durch Dr. Matthias Miiller und Dr. Jérn Weisner (AG
Rauh, TU Dortmund).

§5888 Expression und Reinigung von Erk2 durch Andreas Arndt und Paul Siebers (AG Rauh, TU
Dortmund).
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Abbildung 53: Erste NAC zur Reinigung von Erk. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz);
Gradient der Imidazolkonzentration in % (griin). B: SDS-Gel. Pellet (P); Lysat (L); Durchfluss (D);
Elutionspeak 1 (1); Marker (M).

Weiterhin lasst sich erkennen, dass im Durchfluss ebenfalls Protein vorhanden ist,
was auf die grofle Menge an Protein zuriickzufiihren ist und auf eine Uberschreitung
der Saulen-Bindekapazitit hindeutet. Nach der Elution mit einem linearen
Imidazolgradienten konnte eine grofse Proteinmenge von der Saule eluiert werden.
Dabei zeigten sich noch einige verbleibende hoher- und niedermolekulare

Verunreinigungen.

Diese sollten anschlieffend im Rahmen einer reversen NAC aus der Proteinlésung
entfernt werden. Dafilir wurde zunéchst der N-terminale Hiss-Tag mit der Thrombin-
Protease abgespalten. Ein Vergleich vor und nach der Dialyse zeigt eine Verschiebung
der Proteinbande zu einem niedrigeren Molekulargewicht, was auf eine erfolgreiche
Abtrennung des Hiss-Tags hindeutet. Dies wurde dadurch bestétigt, dass sich das
Protein bei der Durchfiihrung der reversen NAC im Durchfluss befindet. Nach einer
Elution mit Imidazol wurde die Thrombin-Protease mit weiteren Verunreinigungen
von der Saule eluiert, welche demnach erfolgreich abgetrennt werden konnten

(Abbildung 54).
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Abbildung 54: Zweite Nickel-Affinitditschromatografie zur Reinigung von Erk. A: UV-Chromatogramm.
UV-Signal (schwarz); Gradient der NAC in % (griin). B: SDS-Gel. vD (vor Dialyse); nach Dialyse (nD);
Marker (m); Durchfluss (D).

Mit einer SEC konnten schlief3lich verbleibende Verunreinigungen und Oligomere
entfernt werden (Abbildung 55A und B). Erk2 wurde im Elutionspeak 2 mit einer sehr
hohen Reinheit eluiert. Weiterhin bestatigte eine massenspektrometrische Analyse
die korrekte Masse des Proteins. Im Allgemeinen konnte Erk2 in ausreichenden
Mengen exprimiert und gereinigt werden, was eine optimale Voraussetzung fir

Kristallisationsstudien bietet.
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Abbildung 55: SEC zur Reinigung von Erk2. A: UV-Chromatogramm. UV-Signal (schwarz). B: SDS-Gel.
Marker (M); Elutionspeak (1); Elutionspeak (2).
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3.8.2 Kristallisation und Strukturaufkliarung von Erk2

Zu Beginn wurden unterschiedlichste literaturbekannte Kristallisationsbedingungen
getestet. Dafiir wurde das Protein zundchst mit einer SEC in den Kristallisationspuffer
tiberfiihrt. Fiir die Ko-Kristallisation des Proteins mit verschiedenen Liganden wurde
das Protein eine Stunde mit einem zweifachen Uberschuss des entsprechenden
Liganden inkubiert und nach einer anschlieffenden Zentrifugation direkt fiir die
Kristallisation = verwendet. Die Verwendung der Literaturbedingungen
(PDB: 1PME)?11 mit 100 mM HEPES pH 6,5 - 7,5, 200 mM Ammoniumsulfat,
20 mM p-Mercaptoethanol und 24 %-32 % PEG 2000 MME induzierte nach einer
langen Zeit von etwa drei Monaten das Wachstum von groflen Nadelkristallen mit
dem Apo-Protein. Insgesamt zeigten die erhaltenen Kristalle sowohl bei 4 °C als auch
bei 20 °C ein hohes Maf an Verwachsungen, sodass weiterfiihrende Optimierungen
notig waren, um die Kristallqualitdt und die Nukleationszeit zu verkiirzen. Durch die
Variation unterschiedlicher Parameter wie Proteinkonzentration und Temperatur
konnte keine Optimierung erreicht werden. Erst ein Wechsel der PEG-Variante von
PEG 2000 MME auf PEG 4000 fihrt zum Wachstum von grofien kubischen
Einkristallen oder grofden Kristallen mit moderaten Verwachsungen innerhalb von 5
Tagen, welche eine Separation einzelner Fragmente mit einer Nadel ermdglichten. Die
Kristalle wurden nach etwa zwei Wochen mit einem Nylon-Loop aus dem Tropfen
entnommen und bis zur Messung in fliissigem Stickstoff gelagert. Es wurde keine
Cryolosung verwendet, was zukiinftig einen weiteren Optimierungsansatz darstellen
konnte, um die Qualitit der vermessenen Daten zu erhohen. Erk2 kristallisiert in der
orthorhombischen Raumgruppe P 21 21 21 mit den Zellkonstanten a = 45 A, b =70 A,
c =120 A sowie a =90 °, B =90° =90 °und einem Molekiil in der asymmetrischen

Einheit.
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Abbildung 56: A: Verwendete Kristallisationsbedingungen fiir Erk2: 100 mM HEPES mit pH-Werten
von 6,5 - 7,5, 200 mM (NH4)2S04 und 20 mM fS-Mercaptoethanol sowie einer PEG 4000-Konzentration
von 24-32 %. Inkubation von 14 mg/mL Protein bei 20 °C. B: Diffraktionsbild eines verwachsenen
Erk2-Kristalls (100 mM HEPES, pH 6,5, 200 mM (NH4)2S04, 20 mM S-Mercaptoethanol, 32 % PEG 2000
MME). C: Diffraktionsbild eines Erk2-Einkristalls (100 mM HEPES pH 6,5, 200 mM (NH4)2S04, 20 mM
B-Mercaptoethanol, 30 % PEG 4000).
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Ein Vergleich der Diffraktionsbilder zeigte eine deutliche Verbesserung der Streuung
zwischen den verwachsenen Erk2-Kristallen und den optimierten Erk2-Einkristallen

(Abbildung 56A und B).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten so erfolgreich Erk2-Apo-Kristalle sowie
Ko-Kristalle mit verschiedenen Inhibitoren erhalten werden. Die Kristalle zeigten am
SLS eine sehr gute Auflésung von 1.7 A - 2.0 A und erméglichten in der AG Rauh
erstmalig die Losung der Erk2-Apo-Struktur sowie im Komplex mit dem
literaturbekannten Inhibitor Ulixertinib. Dies schafft optimale Bedingungen fiir
weiterfilhrende Experimente wie Soaking und fiir die Ko-Kristallisation diverser

Erk2-Liganden und unterstreicht die Qualitat der etablierten Reinigungsstrategie.

3.8.3 Strukturanalyse von Erk2

Die Regulation von Proteinkinasen im Allgemeinen wird durch unterschiedlichste
Strukturelemente kontrolliert. Proteinkinasen weisen eine p-Faltblatt-reiche
N-terminale und eine C-terminale Domdne auf, welche iiber die Scharnierregion
verbunden sind. An der Scharnierregion ist die ATP-Bindetasche lokalisiert, welche
aus konservierten fir die Bindung und Katalyse von ATP essenziellen
Strukturelementen zusammengesetzt ist. Die Scharnierregion ist fiir die korrekte
Positionierung der Adenineinheit von ATP verantwortlich. Zu Beginn dieser befindet
sich die sogenannte Tirsteher-Aminosaure, welche durch ihren raumlichen
Platzanspruch und die Ausrichtung die Zuganglichkeit der ATP-Bindungstasche und
einer benachbarten hydrophoben Tasche reguliert. Die Glycin-reiche-Schleife
(GxGxxG) befindet sich in der N-terminalen Doméne und ist fiir die Positionierung des
B-und y-Phosphats von ATP verantwortlich. Die regulatorische aC-Helix kann in einer
sogenannten aktiven aC-in-Konformation vorliegen und in einer inaktiven aC-out-
Konformation. In der aC-in-Konformation wechselwirkt ein Lys (Lys53 in Erk2) iiber
eine Salzbriicke mit einem Asp (Asp71 in Erk2). Ein Aspartat agiert als katalytische
Base und erleichtert die Deprotonierung des Substratproteins und somit den
nukleophilen Angriff auf das y-Phosphat von ATP. Die Aktivierungsschleife flankiert

die katalytische Bindungstasche und reguliert dessen Zuganglichkeit.
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Erfolgt die Phosphorylierung eines oder mehrerer Reste (Thr183 und Tyr185 in
Erk2) wird eine konformationelle Anderung induziert. In der phosphorylierten
aktiven Konformation befindet sich das am Anfang der Aktivierungsschleife
lokalisierte DFG-Motiv (Asp-Phe-Gly) in der sogenannten DFG-in-Konformation. Das
Phe wechselwirkt iiber hydrophobe Interaktionen mit der aC-Helix und das Asp ragt
in die ATP-Bindetasche hinein und koordiniert zwei Mg2+-lonen, welche wiederum
die - und y-stdndigen Phosphatgruppen von ATP positionieren. Im inaktiven Zustand
(DFG-out) hingegen ragt die Phe-Seitenkette in die ATP-Bindungstasche hinein und
die Aspartat-vermittelte Positionierung der terminalen Phosphatgruppen ist nicht
mehr gewahrleistet.212-216 Erk2 weist dieselben konservierten soeben beschriebenen
strukturellen Kinase-Eigenschaften auf (Abbildung 57A).217 Die Positionen der
katalytischen Reste unterscheiden sich allerdings zwischen dem phosphorylierten
Protein und dem nicht-phosphorylierten Protein sowie der gelosten Struktur kaum
und gleichen der aktiven Konformation der meisten Proteinkinasen (Abbildung 57B,

DFG-out und aC-Helix-in).218219

Deshalb ist besonders der Phosphorylierungszustand ein wichtiger Indikator daftir,
ob aktives oder inaktives Erk2 vorliegt. Die Umwandlung des inaktiven Erk2 in die
aktive Form erfordert die Phosphorylierung von zwei Resten innerhalb der
Aktivierungsschleife, die von MEK1/2 katalysiert wird. Diese beiden Reste liegen in
der Sequenz Thr-Glu-Tyr. MEK1/2 vermittelt zunachst die Phosphorylierung des
Tyrosinrestes in der Erk2 Aktivierungsschleife. Tyrosin-phosphoryliertes Erk2
dissoziiert von MEK1/2 und reassoziiert dann mit der gleichen oder einer anderen
aktiven MEK1/2, die dann die Phosphorylierung des Threonins der
Aktivierungsschleife katalysiert.201.220 Dije publizierten Kristallstrukturen von Erk2
zeigen eine wesentliche Konformationsanderung der Aktivierungsschleife nach
Phosphorylierung an den regulatorischen Stellen Thr183 wund Tyr185
(Abbildung 57C). Das pThr183 bildet nun ionische Kontakte mit der N-terminalen
Domane aus, wodurch die N-terminale und C-terminale Domane naher zueinander
positioniert werden und die Ausrichtung von pTyr185 erlaubt die Beteiligung an der

Substraterkennung.217,220
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In der in dieser Arbeit erhaltenen Erk2-Struktur ist die Aktivierungsschleife nicht

aufgelost,

demnach

lasst

sich vor

allem uber

die

fehlenden,

mittels

Massenspektrometrie untersuchten, Phosphorylierungen am Thr183 und Tyr185 auf

eine inaktive Konformation dieser schliefden (Anhang, Abbildung 75).
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Abbildung 57: Vergleich der erhaltenen Erk2-Apo-Struktur (1.95 A) mit publizierten Erk-Apo-
Strukturen. A: Darstellung der sich in der inaktiven Konformation befindenden Erk2-Apo-
Kristallstruktur. Die wichtigen regulatorischen Elemente sind farblich gekennzeichnet. B: Vergleich
der Beschaffenheit der katalytischen Tasche mit Erk2 in der inaktiven (PDB: 1ERK)?!7 und in der
aktiven (PDB: 2ERK)?20 Konformation C: Vergleich der Konformation der Aktivierungsschleife mit

Erk2 in der inaktiven und in der aktiven Konformation.

Die Komplexstruktur mit dem ATP-kompetitiven Inhibitor Ulixertinib (PDB: 6GDQ)
zeigt die in der Literatur bereits beschriebene Bindung des Inhibitors in der ATP-
Bindetasche und bestatigt den Bindungsmodus.219 Das DFG-Motiv befindet sich in der
DFG-in-Konformation und Asp167 wechselwirkt mit der Hydroxylgruppe des
Inhibitors. Die Isopropylaminopyridin-Gruppe wechselwirkt mit dem Riickgrat von
Met108, wahrend die Carbonylgruppe eine Wasserstoffbriicke zum Lys54 ausbildet.
Weiterhin lasst sich eine Anion-m-m-Interaktion zwischen einem Chloratom des

Inhibitors und Tyr36 und Tyr64 feststellen (Abbildung 58).
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Cl cl

P NH N OH

Abbildung 58: A: Ubersicht iiber Erk2 ko-kristallisiert mit dem ATP-kompetitiven Inhibitor
Ulixertinib (1.7 A). B: Chemische Struktur des ATP-kompetitiven Inhibitors Ulixertinib. C: Vergleich
der geldsten inaktiven Apostruktur (aC-Helix in rosa, Glycin-reiche Schleife in beige, DFG-Motiv in
griin) mit der an Ulixertinib gebundenen aktiven Erk2-Struktur (hellgrau). Die 2Fo-Fc-

Elektronendichtekarte ist auf o = 1,0 konturiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein robustes System fiir das strukturbasierte Design
von Erk2-Inhibitoren etabliert werden. Bereits mit Hilfe initialer Experimente
konnten verwachsene Kristalle erhalten werden, welche sich zur Losung der ersten
Erk2-Kristallstruktur innerhalb der AG Rauh eigneten. Weiterhin konnten die
Kristallisationsbedingungen hinsichtlich der resultierenden Kristallmorphologie und
-dauer optimiert werden und es konnten Proteinstrukturen mit einer Auflésung von
1.7A - 2.0 A erhalten werden. Dies legt eine optimale Grundlage fiir die
strukturbasierte Entwicklung effizienter Liganden und erméglicht zum Beispiel ein
Fragment-basiertes Screening unter Verwendung der Soaking-Methode. Trotzdem
ware es zukiinftig von Interesse alternative Bedingungen zu identifizieren, welche die
Kristallisation der aktiven, phosphorylierten Form von Erk2 und somit einen
Vergleich der beiden Zustinde im Hinblick auf die Liganden-Bindung erlauben.
Insgesamt leistet die Etablierung des Kristallisationssystems fiir Erk2 einen wichtigen
Beitrag flir ein SBLD und somit ebenfalls fiir die Entwicklung von effizienten

Strategien einer simultanen Adressierung der Signalwege PI3K/Akt und MEK/Erk.
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4. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Genomische Verdnderungen innerhalb des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs, wie zum
Beispiel aktivierende Mutationen in PI3K und Amplifikationen der AKT-Gene, konnen
eine Hyperaktivierung der Akt-Isoformen (Aktl/Akt2/Akt3) wund damit
einhergehend diverse Krankheiten auslosen.** Allerdings ist ein Grofdteil der
klinischen Studien potenzieller Wirkstoff-Kandidaten, trotz intensiver Forschung in
den letzten Jahrzehnten, gescheitert. Dies ist vor allem auf die fehlenden
Informationen tliber die Isoform-spezifischen Funktionen im Kontext von humanen
Erkrankungen zuriickzufiihren.”2 Um diese Hiirden zu tiberwinden und tiefgreifende
Einblicke in das komplexe Signalnetzwerk der Akt-Isoformen zu erhalten, eignen sich
vor allem gezielte Perturbationsstudien mit selektiven chemischen Werkzeugen.>859
Allerdings stellt es eine grofde Herausforderung dar Liganden mit geeigneter
Selektivitat fiir homologe Proteine zu entwickeln. Hier hat sich vor allem das SBLD in

zahlreichen Beispielen als geeignete Methode qualifiziert.89?

Flir die Evaluierung Akt-Isoform-selektiver Liganden standen zu Beginn dieser Arbeit
weder strukturbiologische noch zelluldre Systeme zur Verfiigung. Im Rahmen dieser
Arbeit gelang es durch die Etablierung ebendieser Systeme das Fundament fiir ein

SBLD Isoform-selektiver kovalent-allosterischer Akt-Inhibitoren (CAAI) zu legen.

Zuniachst konnte mit Hilfe von Homologiemodellen und AlphaFold ein detaillierter
Sequenz- und Strukturvergleich der Akt-Isoformen verwirklicht werden. Die
Verfiigbarkeit der Zielproteine in ausreichenden Mengen und hoher Reinheit ist
unerlasslich fiir die Durchfithrung biochemischer und -physikalischer, sowie
strukturbiologischer = Experimente. Basierend auf der vorgenommenen
Strukturanalyse und einem fundierten Konstruktdesign konnten effiziente
Expressions- und Reinigungsstrategien fiir Akt2 und Akt3 entwickelt werden. Diese

legten die Grundlage fiir weiterfithrende Untersuchungen.

Im Gegensatz zu Aktl konnten bisher noch keine Volllangenkristallstrukturen von
Akt2 und Akt3 gelost werden, was daraufhin deutet, dass es sich dabei um eine

besonders grofde Herausforderung handelt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden umfangreiche Kristallisationsstudien an Akt2 und
Akt3 durchgefiihrt, welche schliefdlich zur Identifizierung vielversprechender
Kristallisationsbedingungen fiihrten. Weiterhin konnten tiefgreifende Erkenntnisse
tiber die Isoform-spezifischen strukturellen Eigenschaften erlangt werden, welche fiir
den Prozess der Kristallisation hinderlich sind und tiberwunden werden miissen. Hier
stellen vor allem die generierten Akt2-Linker-Varianten einen attraktiven Startpunkt

fir weitere Studien dar.

Die zu diesem Zeitpunkt fehlenden, iiber die Genauigkeit von computerbasierten
Modellen hinausgehenden, Strukturinformationen hinsichtlich der allosterischen
Bindetaschen der Akt-Isoformen, erforderte die Entwicklung von effizienten
Alternativen. Mit Hilfe einer Imitation der Akt2-Interdomanen-Bindetasche in Aktl
konnte ein einzigartiger Einblick in die Akt2-Bindetasche erhalten werden. In
Kombination mit biochemischen und massenspektrometrischen Daten sowie einer
fokussierten Substanzbibliothek aus vorherigen Arbeiten!!? konnte so der
Homologiemodell-abgeleitete CAAI-Designansatz untermauert werden. Fir die
Adressierung von Aktl ist vor allem die amidische Verkniipfung der 5°-Substiutenten
elementar. Akt3 bevorzugt vor allem sterisch anspruchsvolle und aromatische Reste.
Akt2 scheint einen Hybrid-ahnlichen Charakter zu besitzen und toleriert sowohl
grofdere Reste als auch Amid-Linker. Dies ist vermutlich durch eine erhohte
Flexibilitdt der durch die 5‘-Substitution adressierten Region in Akt2 zu erklaren.
Dabei ist zu beachten, dass die erhaltenen Ergebnisse durch die Generierung weiterer
Kristallstrukturen bestdtigt werden sollten, welche die aufgestellten Hypothesen
stiitzen oder widerlegen. Zukiinftig wire die Ubertragung dieses Konzeptes der

Bindetaschen-Imitation auf Akt3 ebenfalls interessant.

Die Ableitung dieser interessanten SAR miindete schliefdlich in der Identifizierung
von CAAIs mit guten Selektivitatsprofilen, die in weiterfiihrenden zellularen Studien
evaluiert werden sollten. Um dies zu ermdoglichen, wurde ein Ba/F3-Akt-Isoform-
abhingiges Modellsystem etabliert, welches das Verhalten einer onkogenen Zelllinie
mimikriert und so als optimales System fiir die Bewertung unterschiedlicher

Selektivitaten fungiert.
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Mit Hilfe dieses Modellsystems konnten die identifizierten biochemischen
Selektivitatsprofile der fokussierten Substanzbibliothek erstmalig in den zelluldren
Kontext iibertragen werden. Diese Ergebnisse dienten als Grundlage fiir
weiterfithrende Studien dreier vielversprechender Inhibitoren in der humanen
Krebszelllinie PANC1. Mit Hilfe von CETSA-Experimenten gelang die Validierung
einer selektiven Stabilisierung der Akt-Isoformen. Zusatzlich konnte ein robustes
Protokoll fiir die Einfithrung CRISPR/Cas9-vermittelter knock-outs in humane Zellen
etabliert werden. Diese Methode stellt eine Erweiterung des zur Verfligung stehenden
Werkzeugkastens fiir die vergleichende Evaluierung von Isoform-selektiven CAAls
dar. Abschliefend konnten zelluldre Studien schlief3lich die Vorteile dieser gegeniiber
invasiven genetischen knock-outs zur Entschliisselung Akt-Isoform-spezifischer

Funktionen zeigen.

Dartiber hinaus gelang die Etablierung eines Kristallisationssystems fiir die Kinase
Erk2. Es konnten erfolgreich Erk2-Konstrukte hergestellt, exprimiert und gereinigt
werden, welche anschlief3end als Grundlage fiir die Reproduktion literaturbekannter
Kristallisationsbedingungen dienten. Nach erfolgreichen Rontgenbeugungs-
experimenten konnten erstmals Erk2-Kristallstrukturen in der AG Rauh geldst
werden, die zukiinftig das strukturbasierte Design von effizienten Inhibitoren

ermoglichen werden.

Aus den hier prasentierten Ergebnissen ergeben sich nun verschiedene
Ansatzpunkte. Auf der einen Seite eignen sich die evaluierten selektiven CAAIs fiir
funktionelle Studien vor allem fiir Aktl und Akt2 und konnten in Kombination mit
biologisch-genetischen Ansatzen tiefgreifende Erkenntnisse vorantreiben. Auf der
anderen Seite eignen sich die etablierten Systeme im Rahmen eines SBLD fiir die
iterative und effiziente Optimierung der hier gezeigten Molekiile. Dies legt die
Grundlage fiir die Entwicklung selektiver Wirkstoffkandidaten, welche dabei helfen
konnten durch eine pan-Akt-Adressierung auftretende Nebenwirkungen bei

therapeutischen Behandlungen zu umgehen.
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1 Allgemeine Anmerkungen

Die verwendeten Chemikalien wurden alle mit analytischem Reinheitsgrad von den
Firmen Alfa Aesar, Acros Organics, Carl Roth, Fluka, Life Technologies, Merck
Millipore, Sigma-Aldrich oder VWR bezogen.

5.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung Produktname / Hersteller
Dialyseschlauch Spectra/Por MWCO 12-14 kDa, Carl Roth
FPLC-Saulen Ni-NTA Superflow Catridge, Qiagen

HiTrap Q HP, Cytiva

MonoQ 5/50 GL, Cytiva

HiLoad 16/600 Superdex 75 pg, Cytiva

Superdex 75 Increase 10/300 GL, Cytiva
Kristallisationsplatten EasyXtal 15-well Tool X-Seal, NeXtal Biotechnologies

96-well sitting drop iQ plates, TTP Labtech
Kristallisations-Screens JCSG Core I-1V Suites, Qiagen

PACT Suite, Qiagen

PEGI-II Suites, Qiagen

MemGold I-1I Suites, Qiagen

AmSO;4 Suite, Qiagen

Opti-Salts Suite, Qiagen

Additive HT, Hampton Research

Silver Bullets, Hampton Research

Mikrotiterplatten MicroWell 96 well PS, F-Boden, transparent, Nunc
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Objekttrager

PVDF-Membran

Spritzenvorsatzfilter

Zentrifugalkonzentratoren

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten

Zellkultur Microplatte, 384 well, PS, F-Boden, weifs,
TC, Greiner Bio-One

Countess™ Zellzahlungs-Kammerobjekttrager,
Invitrogen

Immobilon-FL PVDF Membran, 0,45 uM, Merck
Millipore

Filtropur S, 0,45 pM, Sarstedt

Filtropur S, 0,2 uM, Sarstedt

Vivaspin 6/20 MWCO 30 kDa, Sartorius
TC25/TC75/TC175-Flaschen Standard, Sarstedt
TC-Platte 6 well, Standard, F, Sarstedt

TC-Platte 24 well, Standard, F, Sarstedt
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5.1.2 Verwendete Gerate

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Gerate.

Bezeichnung

Produktname / Hersteller

COz-Inkubatoren
Fluoreszenz-Imager
FPLC

Gelelektrophorese-Systeme

Hochdruckhomogenisator
Inkubatoren
Kristallisationsplatten-Imager

LC-MS-System

Mikrotiterplatten-Pipettiergeréat

Mikrotiterplatten-Lesegerat

Mikroskope

Pipetten

Pipettierroboter
Echtzeit PCR-Zykler

Rotoren

Rontgengenerator

Spektralphotometer

Sterilbank

CB 150, WTB Binder

Odyssey CLx Imaging System, LI-COR Biosciences
AKTA pure, Cytiva

Mini-PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad, Hercules
Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, Hercules
M-110L Microfluidizer, Microfluidics

MaxQ™ 8000, Thermo Fisher Scientific

Rock Imager 1000, Formulatrix

Velos Pro Dual-Pressure Lineare-lonenfallen- Massenspektrometer,

Thermo Fisher Scientific
Multidrop Combi Reagenzien-Dispenser, ThermoFisher Scientific

EnVision 2104 Multilabel Plattenleser, PerkinElmer Infinite M1000,

Tecan

EVOS FLoid, Thermo Fisher Scientific
EVOS XL Core, Thermo Fisher Scientific
Research plus, Eppendorf

Xplorer, Eppendorf

LCP-Mosquito, TTP Labtech
Lightcycler 480 Instrument I, Roche

Sorvall SA 600, FiberLite F20-6x100, FiberLite F8-6x1000y, Thermo

Fisher Scientific

D8 Venture Diffraktometer, Rontgenquelle: IpS 3.0, Detektor: Photon II,

Bruker
NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific

Herasafe KS12/K“18, Thermo Fisher Scientific
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Thermozykler
Thermoschiittler
Transfer-Powersystem
Tropfchendispensierer
Zellzahler

Zentrifugen

Mastercycler PRO, Eppendorf

ThermoMixer C, Eppendorf

Pierce Power Station, Thermo Fisher Scientific
Echo 520 Liquid Handler, LabCyte

Countess II, Invitrogen

Zentrifuge 5804R/5424/5424R, Eppendorf

Sorvall Evolution RC, Thermo Fisher Scientific
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5.1.3 Verwendete Proteine, Reagenzien und Medien

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Proteine, Reagenzien und Medien.

Bezeichnung

Produktname / Hersteller

BCA Protein Assay Kit, Pierce

CellTiter-Glo Luminescent Cell Ciability Assay
Chameleon Duo Pre-Stained Protein Ladder
cOmplete ULTRA Protease Inhibitor Cocktail Tablets
DPBS-Puffer

FBS Good/Good Forte

FBS, EU approved

Intercept (TBS) Protein-Free Blocking Buffer
Interleukin 3, murin

Lipofectamin 3000

Medien

Odyssey Blocking Buffer, TBS

One Taq Hot Start DNA Polymerase

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, 10-250 kDA
Penicillin/Streptomycin

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets
Polybren Infektionsreagenz

Puromycin-Dihydrochlorid

Thermo Fisher Scientific

Promega

LI-COR Biosciences

Roche

Gibco, Invitrogen

PAN-Biotech

Gibco, Invitrogen

Li-COR Biosciences

PeproTech

Thermo Fisher Scientific

DMEM, high glucose, GlutaMax, Gibco,
Invitrogen

RPMI-1640 GlutaMax, Gibco, Invitrogen
Sf-900 III SFM, Gibco, Invitrogen
Li-COR Biosciences

New England Biolabs

New England Biolabs

Thermo Fisher Scientific

Gibco, Invitrogen

Roche

Merck Millipore

Gibco, Invitrogen
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QIAamp DNA Mini Kit Qiagen
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

Restriktionsenzyme BamHI-HF, Dpnl, EcoRI, HindIII-HF, New England Biolabs
Ncol, Ndel, Xhol

RIPA-Puffer Cell Signaling Technologies
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
TransIT-LT1 Transfektionsreagenz Mirus Bio LLC

Trypan Blue Stain (0,4 %) Invitrogen
Trypsin-Protease, Pierce, MS Grade Thermo Fisher Scientific
Trypsin-EDTA, Phenolrot (0,25 %) Gibco, Invitrogen

5.1.4 Bakterienstaimme und Zelllinien

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Bakterienstamme und Zelllinien.

Bezeichnung Anbieter

E. coli X110 GOLD Stratagene

E. coli BL21 (DE3) Merck Millipore Novagen

Sf9, Spodoptera frugiperda Thermo Fisher Scientific

Tnao38, Trichoplusia ni Prof. Gary W. Bliddars, Boyce Thompson Institute
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5.1.5 Antikérper

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Antikorper.

Epitop Spezies Verdiinnung Produktnummer / Hersteller
primire Antikorper
#4970
-Actin Hase 1:5000
B
Cell Signaling Technologies
B-Actin Maus 1:5000 A5441 / Sigma-Aldrich
g
#2920 /
tAkt Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#2938
tAktl Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#3063
tAkt2 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#14982
tAkt3 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#9018
pAkt15Ser473 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#8599
pAkt25erd74 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
pAkt3serd71 Hase 1:1000 PA5-12898 / Sigma-Aldrich
#4366
pBADSer136 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#4370
pErk1 /2Thr202/Tyr204 Hase 1:2000
Cell Signaling Technologies
#9464
pFox01/Fox(Q3Thr24/Thr32 Hase 1:500

Cell Signaling Technologies
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#5558

pGSK35er? Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#9542
PARP/cPARP Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#2997
pPRAS4(Thr246 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
#4858
pS6Ser235/236 Hase 1:2000
Cell Signaling Technologies
#13443
p4E-BP1Ser65 Hase 1:1000
Cell Signaling Technologies
sekundare Antikérper
Anti-Maus IgG, DyLight 680 #5470
) Ziege 1:15000
Conjugate Cell Signaling Technologies
Anti-Hase IgG, DyLight 800 4X PEG #5151
Ziege 1:15000

Conjugate

Cell Signaling Technologies
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5.2 Computerbasierte Methoden

5.2.1 Sequenzvergleich

Der Sequenzvergleich der drei Akt-Isoformen (Aktl1_HUMAN P31749, Akt2_HUMAN,
P31751, Akt3_Human Q9Y243) wurde mit dem Clustal Omega Webserver
(EMBL-EBI) durchgefiihrt.

5.2.2 Homologiemodelle

Die Akt2- und Akt3-Homologiemodelle wurden mit dem online verfiigharen Server
SWISS-MODEL auf der Grundlage der Aktl-Volllingen Ko-Kristallstruktur
(PDB: 659X) sowie den Akt2_HUMAN, P31751 und Akt3_Human Q9Y243 Sequenzen
durchgefiihrt.

5.3 Molekular- und Mikrobiologische Methoden

5.3.1 Klonierung mittels Restriktion und Ligation
5.3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation des Geninserts nach dem Restriktions-/Ligationsprotokoll wurde

das folgende Protokoll fiir die Polymerase-Kettenreaktion verwendet.

Tabelle 8: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes bei der Amplifikation des Geninserts fiir das

Restriktions-/Ligationsprotokoll.

Reaktionsansatz Reaktionsschritt Temperatur Dauer
100 ng Templat-DNA 1x Initiale Denaturierung 98°C 30s
1 uL forward-Primer (5 uM) Denaturierung 98°C 10s
1 pL reverse-Primer (5 uM) 30x Annealing 65 °C 30s
4 pL Phusion Puffer HF )
Elongation 72°C 105s

0,4 pL. dNTP-Mix

1x Finale Elongation 72°C 10 min
0,2 uL Phusion DNA-Polymerase 1x Halten 4°C -

auf 20 pL mit ddH,0 auffiillen
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Nach der PCR wurde dem Reaktionsansatz 1 pL Dpnl zugegeben, um die methylierte
Templat-DNA abzubauen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.3.1.2 Restriktionsverdau

Um die fiir die Subklonierung benétigten spezifischen DNA-Uberhinge zu generieren,
wurde im Anschluss an die PCR sowohl der Zielvektor als auch das zuvor amplifizierte
Geninsert mit den entsprechenden Restriktionsenzymen fiir 3 h bei 37 °C inkubiert.

Die Reinigung der Restriktionsansatze erfolgte mit dem QIAquick PCR-Purification Kit.

Tabelle 9: Zusammensetzung der Reaktionsansatze fiir den Restriktionsverdau.

PCR-Produkt Vektor

Templat-DNA 45 uL 2 uL
Restriktionsenzym I 1 pL 1 pL
Restriktionsenzym II 1 pL 1 pL
CIP - 1uL
CutSmart Puffer (10x) 6 pL 4 uL
mit ddH,0 auffiillen auf 40 pL auf 60 pL

5.3.1.3 Ligation

Zur Insertion des Geninserts in den Zielvektor wurde der in Tabelle 10 aufgefiihrte

Ligationsansatz bei 37 °C fiir 3 h oder bei 16 °C iber Nacht bei 300 rpm inkubiert.

Tabelle 10: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir die Ligation.

PCR-Produkt

Zielvektor 10ng
Insert 50 ng
T4 DNA Ligase 1 pL

T4 DNA Ligase Puffer (10x) 2 uL

mit ddH,0 auffiillen auf 20 pL
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Anschlief3end erfolgte gemafd den Angaben in Abschnitt 5.3.4 eine Transformation

des gesamten Ligationsansatzes in chemisch kompetente E. Coli XL10 Gold Zellen.

5.3.2 QuickChange-Mutagenese
5.3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur zielgerichteten Einbringung verschiedener Mutationen mit Hilfe der
QuickChange-Mutagenese wurde das folgende Protokoll fiir die Polymerase-

Kettenreaktion verwendet.

Tabelle 11: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes fiir das QuickChange Mutagenese-

Protokoll.
Reaktionsansatz Reaktionsschritt Temperatur Dauer
100 ng Templat-DNA 1x  Initiale Denaturierung 98°C 30s
1 uL forward-Primer (1 uM) Denaturierung 98°C 10s
1 pL reverse-Primer (1 uM) 30x Annealing 55-70°C 30s
4 pL Phusion Puffer GC
Elongation 72°C 105s

0,4 uL dNTP-Mix

1x Finale Elongation 72°C 10 min
0,2 uL Phusion DNA-Polymerase 1x Halten 4°C -

auf 20 pL mit ddH,0 auffiillen

Anschlief3end erfolgte gemafd den Angaben in Abschnitt 5.3.4 eine direkte
Transformation des gesamten PCR-Ansatzes in chemisch kompetente E. Coli XL10

Gold Zellen.

5.3.3 Reinigung von PCR-Produkten

Fir die Verwendung von amplifizierten (Mutagenese-)PCR-Produkten wurden diese
mithilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qiagen) den Herstellerangaben folgend

gereinigt und in sterilem ddHz0 eluiert.
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5.3.4 Transformation chemisch kompetenter E. Coli

Das erhaltene Ligationsprodukt oder QuickChange Mutagenese-PCR-Produkt wurde
mittels Hitzeschock in chemisch kompetente E. coli XL10 Gold Zellen eingebracht.
Dazu wurden zunachst 100 pL der E. coli Zellen mit dem entsprechenden Produkt
versetzt und fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die Transformation der Zellen erfolgte
anschlieffend durch den Hitzeschock bei 42 °C fiir 1 min. Nach 5-miniitiger
Regeneration der Zellen auf Eis wurden zur Initiierung des Zellwachstums 100 pL LB-
Medium zum Transformationsansatz hinzugegeben und bei 37 °C fiir 1 h inkubiert.
Die transformierten Zellen wurden nach Inkubation zentrifugiert (1 min, 5000 rpm),
in 100 pL LB-Medium resuspendiert und auf einer LB-Ampicillin-Agar Platte liber
Nacht bei 37°C selektiertt Von den gewachsenen Kolonien wurden zur
Plasmidvervielfiltigung jeweils eine Ubernachtkultur angefertigt. Die aufgenommene
Kolonie wurde in 5 mL LB-Medium, versetzt mit 5 puL. Ampicillin (Verhaltnis 1:1000),
tiber Nacht bei 37 °C kultiviert.

5.3.5 Kolonie-PCR

Fir die Kolonie-PCR wurden von der LB-Agarplatte Kolonien mit einer sterilen
Pipettenspitze aufgenommen und in ein PCR-Gefaf} iiberfiihrt. Fiir die PCR wurde die

in Tabelle 12 dargestellte Zusammensetzung und Reaktionsbedingung verwendet.

Tabelle 12: Zusammensetzung des PCR-Reaktionsansatzes fiir die Kolonie-PCR.

Reaktionsansatz Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Material von einzelner Kolonie 1x Initiale Denaturierung 94 °C 30s
0,125 pL forward-Primer (5 pM) Denaturierung 94°C 10s
0,125 pL reverse-Primer (5 uM) 30x Annealing 65 °C 30s
5 uL One-Tag Puffer (5x)
Elongation 68°C 105s

0,5 pL. dNTP-Mix

1x Finale Elongation 68°C 10 min
0,125 uL. One-Tag DNA-

1x Halten 4°C o

Polymerase

auf 25 pL mit ddH,0 auffiillen
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5.3.6 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung der Plasmide aus E. coli XL10 Gold Zellen erfolgte mit Hilfe des QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Zur Konzentrationsbestimmung
der Plasmid-DNA wurden Absorptionsmessungen bei 260 nm mit dem NanoDrop

2000 Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt.

5.3.7 DNA-Sequenzierung
Zur Verifizierung der hergestellten Plasmidkonstrukte wurde eine DNA-

Sequenzierung durch Eurofins Genomics durchgefiihrt.

5.3.8 Agarosegelelektrophorese

Zur Grofienseparation von DNA-Proben wurde eine Agarosegelelektrophorese
durchgefiihrt. Dazu wurde 1 % (w/v) Agarose in 1 x TBE-Puffer durch Erhitzen gelost
und SYBR Safe (Verhéltnis 1:10000) zur Anfarbung von Nukleinsduren zugefiigt.
Anschliefdend wurden die mit 1 x OrangeG versetzten DNA-Proben sowie der Marker
DNA Ladder 1kb aufgetragen und in einem elektrischen Spannungsfeld von 110 V fiir
1h separiert. Die Visualisierung der DNA erfolgte mit dem Gel-Dokumentations-

system Gel DocTM XR+ (BioRad).

5.4 Heterologe Proteinexpression in E. Coli
Fir die heterologe Expression der Erk-Konstrukte in E. coli wurden zunachst
chemisch kompetente BL21 (DE3) E. coli-Zellen mit dem Plasmid pET-15b (His6-
Thrombin-Erk2(1-360) und dem Plasmid pET-41a (GST-3C-MEK1DD-His8) mit Hilfe
der Hitzeschock-Methode ko-transformiert (Abschnitt 4.3.4) und anschlief3end auf
LB-Agarplatten mit 100 pg/mL Ampicillin und 34 pg/mL Kanamycin selektiert. Zur
Herstellung einer Vorkultur wurden 50 mL TB-Medium mit 100 pg/mL Ampicillin
und 34 pg/mL Kanamycin versetzt mit einer Kolonie angeimpft und tiber Nacht bei

37 °C inkubiert.
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Nach 18 h wurden aus den Vorkulturen die Hauptkulturen bestehend aus TB-Medium
mit 100 pg/mL Ampicillin und 34 pg/mL Kanamycin angesetzt und bei 37 °C und
160 rpm inkubiert. Nachdem eine ODsoo von 0,5 - 0,6 erreicht war, wurden die
Kulturen zundchst auf 20 °C abgekiihlt und anschlieféend mit 0,5 mM IPTG induziert.
Nachfolgend wurden die Kulturen fiir weitere 18 h bei 20 °C und 160 rpm inkubiert.
Die Zellernte erfolgte mittels Zentrifugation bei 4000 g fiir 20 min und 4 °C. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Zellpellets in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei -80 °C gelagert.

5.5 Insektenzellkultivierung

Fir die Proteinexpression in Insektenzellen wurde zunachst eine Transfektion der
Insektenzellen nach dem BacMagic-Protokoll (Merck Millipore) mit den
entsprechenden plEX/Bac3-Transfervektoren sowie die Generierung des Baculovirus
der zweiten Generation durch die Protein Chemistry Facility (PCF, MPI Dortmund)
durchgefiihrt. Der P2-Virus wurde lichtgeschiitzt bei 4 °C fiir mehrere Monate
gelagert. Die Insektenzellkultivierung wurde unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt und die Zelldichte und -viabilitit alle zwei bis drei Tage mittels
Trypanblau-Farbung tuberpriuft. Fiir die Subkultivierung wurde die Zelldichte auf
1-2-106 Zellen/mL eingestellt. Als Nahrmedium fiir die Sf9- und Tnao38-Zellen
wurde das Sf-900 III SFM Medium (Gibco) verwendet und die Zellen bei 27 °C in

sterilen Erlenmeyerkolben bei 110 rpm inkubiert.

5.5.1 Virusamplifikation
Fir die heterologe Expression der Zielproteine in Insektenzellen muss zunachst der
Virustiter des P2-Virus durch Amplifikation erh6ht werden. Dazu wurden 100 mL
Zellsuspension mit einer Zelldichte von 1 - 106 Zellen/mL mit 40 uL des P2-Virus
versetzt und fiir 4 Tage bei 27 °C und 120 rpm inkubiert. Bei Erreichen einer
Zellviabilitait von 60-80 % wurde der P3-Virus durch Zentrifugation der Zell-
suspension bei 4 °C, 3000 g fiir 10 min und anschliefRender Filtration des Virus-

enthaltenden Uberstandes (0,45 uM Spritzenvorsatzfilter, Sarstedt) geerntet.
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Der P3-Virus wurde bis zum Ansetzen der Expressionskultur fiir mehrere Wochen

lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

5.5.2 Heterologe Proteinexpression in Insektenzellen
Die heterologe Proteinexpression in Insektenzellen wurde in 1,5 L Volumen in 5 L
Erlenmeyerkolben durchgefiihrt. Dafiir wurde die Zellsuspension zundchst auf
3 - 106 Zellen/mL verdiinnt, mit 50 mL P3-Virus versetzt und anschliefdend fiir 3 Tage
bei 27 °C und 120 rpm inkubiert. Die Zellernte erfolgte mittels Zentrifugation bei
3000 g und 4 °C fiir 20 min. Nach dem Waschen des Zellpellets mit kaltem PBS (1x),
wurde dieses mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.6 Proteinreinigung und biochemische Methoden

5.6.1 Reinigung der Akt-Konstrukte
5.6.1.1 Zelllyse

Flir die Zelllyse der Protein-enthaltenden Sf9-Zellen wurden diese zunachst in 5 mL
Lysepuffer pro Gramm Pellet resuspendiert. Nach Zugabe einer Protease-Inhibitor
Cocktail-Tablette (Roche) wurde die Zellsuspension fiir 15 min bei 4 °C inkubiert.
Anschliefend wurde der Zellaufschluss mit Hilfe eines Hochdruckhomogenisators
(3 Durchgdnge) durchgefiihrt. Um die unléslichen Zellbestandteile abzutrennen,
wurde das Lysat fiir eine Stunde bei 4°C und 17000 rpm zentrifugiert und

anschlieffend mit einem 0,45 um Spritzenfilter filtriert.

Lysepuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, 0,1 % Triton X-100, pH 8.0

5.6.1.2 Nickel-Affinititschromatographie

Nach dem Zellaufschluss wurde eine Nickel-Affinititschromatographie (ni-NTA
Superflow Cartridge, Qiagen) durchgefiihrt. Zunachst wurde die Sdule mit
1,5 Saulenvolumen 0,5 M Natronlauge und Wasser gewaschen. Im Anschluss an die
Aquilibrierung mit 1,5 SV Waschpuffer, wurde das Zelllysat mit 2 mL/min auf die

Saule aufgetragen.
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Im néchsten Schritt wurde die Saule mit Waschpuffer gewaschen, bis sich konstante
UV- und Leitfahigkeitssignale eingestellt haben. Mit Hilfe des Elutionspuffers und
einer Schlagelution auf zundchst 250 mM Imidazol bei 2 mL/min wurden die
gebundenen Proteine von der Saule eluiert. Um verbleibende Proteine von der Saule
zu losen, wurde erneut eine Schlagelution mit 500 mM Imidazol durchgefiihrt. Nach
Analyse der SDS-Gelelektrophorese wurden die Zielprotein-enthaltenen Fraktionen

fiir die nachsten Reinigungsschritte vereint.

Waschpuffer: 50 mM Tris, 500 mM NacCl, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0

Elutionspuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 10 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0

5.6.1.3 TEV-Proteaseverdau und Dialyse

Die Abspaltung des Hiss-Tags wurde mit Hilfe der TEV-Protease realisiert. Dazu
wurde die Proteinlosung mit 1 mg TEV-Protease pro 15 mg Protein versetzt und fiir

18 h bei 4 °C gegen den Dialysepuffer dialysiert.

Dialysepuffer: 25 mM Tris, 50 mM NaCl, 5 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0

5.6.1.4 Reverse Nickel-Affinititschromatographie

Um die Hise-Tag-enthaltende TEV-Protease aus der Proteinlésung zu entfernen,
wurde im nachsten Schritt eine reverse Nickel-Affinititschromatographie
durchgefiihrt. Dazu wurde die Saule entsprechend Abschnitt 5.6.1.2 vorbereitet. Um
wahrend der Dialyse entstandene Schwebstoffe aus der Proteinlosung zu entfernen,
wurde diese zundchst fiir 10 min bei 21000 g und 4 °C zentrifugiert und anschlief3end
mit 2 mL/min auf die Sdule aufgetragen. Mit Hilfe einer Schlagelution mit 500 mM
Imidazol wurden die gebundenen Proteine eluiert und es folgte eine Analyse der
Fraktionen mit einer SDS-Gelelektrophorese. Zielprotein-enthaltende Fraktionen

wurden fiir die weiteren Schritte vereint.
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5.6.1.5 Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatographie-Saule (HiTrap Q HP bzw. Mono Q 5/50 GL,
Cytiva) wurde nach der Aquilibrierung nach Herstellerangaben mit einem Fluss von
1 mL/min mit der Proteinlosung beladen. Der Dialysepuffer wurde als
Aquilibrierungspuffer verwendet und die Elution erfolgte mit einem NaCl-Gradienten
von 0-500 mM iiber einen Zeitraum von 45 min und anschliefdender Schlagelution mit
1M NaCl. Die Fraktionen wurden per SDS-Gelelektrophorese analysiert und
Zielprotein-enthaltende Fraktionen wurden mit Hilfe eines Zentrifugalkonzentrators
(Vivaspin 20, MWCO 30 kDa, Sartorius) auf ein Volumen von 1 mL eingeengt. Die
Akt2- und Akt3-Konstrukte wurden zusatzlich dephosphoryliert. Dies wurde durch
Ko-Inkubation mit der A-Phosphatase bei 4 °C iiber Nacht erreicht (A-Phosphatase
1:20 Zielprotein).

Elutionspuffer: 20 mM Tris, 1 M NaCl, 5 % (v/v) Glycerol, 1 mM DTT, pH 8.0

5.6.1.6 Erste Grofdenausschlusschromatographie

Fir die Durchfiihrung der ersten Groéfdenausschlusschromatographie wurde die
Gelfiltrationssdule (HiLoad 16/600 Superdex 75 pg, Cytiva) zundchst nach
Herstellerangaben aquilibriert und die Proteinlésung wurde zentrifugiert (21000 g,
10 min, 4 °C). Anschliefdend wurde der Uberstand aufdie Saule geladen und mit einem
Fluss von 1 mL/min aufgetrennt. Die Zielprotein-enthaltenden Fraktionen wurden
mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert und vereinigt. Es erfolgte eine
Aufkonzentration des Proteins mit Hilfe eines Zentrifugalkonzentrators auf
4-6 mg/mL. Das Protein wurde nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff

langfristig bei -80 °C gelagert.
Gelfiltrationspuffer:
Akt1 und Akt2: 50 mM HEPES, 200 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, pH 7.3

AKkt3: 25 mM HEPES, 50 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, pH 6.8
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5.6.1.7 Zweite Grofdenausschlusschromatographie

Die zweite Grofdenausschlusschromatographie dient zur Umpufferung in den
Kristallisationspuffer sowie der Entfernung von Oligomeren. Die Proteinlésung
wurde erneut zentrifugiert (21000g, 10min, 4°C) und auf die nach
Herstellerangaben dquilibrierte Gelfiltrationssaule (Superdex 75 10/300 GL Increase,

Cytiva) geladen. Die Auftrennung erfolgte mit einem Fluss von 0,4 mL/min.

Lagerungspuffer:
Akt1: 25 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, 5 mM DTT, pH 7.5

AKkt2: 25 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 % (v/v) Glycerol, pH 7.0

5.6.2 Reinigung der Erk-Konstrukte
5.6.2.1 Zelllyse

Flir die Zelllyse der Protein-enthaltenden E. coli-Zellen wurden diese zunachstin 5 mL
Lysepuffer pro Gramm Pellet resuspendiert. Nach Zugabe einer Protease-Inhibitor
Cocktail-Tablette (Roche) wurden die Zellen mit Hilfe eines Hochdruck-
homogenisators (3-5 Durchginge) lysiert. Um die unloslichen Zellbestandteile
abzutrennen, wurde das Lysat fiir eine Stunde bei 4 °C und 17000 rpm zentrifugiert

und anschliefdend mit einem 0,45 pm Spritzenfilter filtriert.

Lysepuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 5 % (v/v) Glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0

5.6.2.2 Nickel-Affinititschromatographie

Nach dem Zellaufschluss wurde eine Nickel-Affinititschromatographie (Ni-NTA
Superflow Cartridge, Qiagen) durchgefiihrt. Zunachst wurde die Sdule mit
1,5 Sdulenvolumen 0,5 M Natronlauge und Wasser gewaschen. Im Anschluss an die
Aquilibrierung mit 1,5 SV Waschpuffer, wurde das Zelllysat mit 2 mL/min auf die
Saule aufgetragen. Im nachsten Schritt wurde die Saule mit Waschpuffer gewaschen,
bis sich konstante UV- und Leitfdhigkeitssignale eingestellt haben. Mit Hilfe des
Elutionspuffers und einem kurzen Gradienten zu 100 % Elutionspuffer in 20 min

wurden die gebundenen Proteine von der Saule eluiert.
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Nach Analyse der SDS-Gelelektrophorese wurden die Zielprotein-enthaltenen

Fraktionen fiir die nachsten Reinigungsschritte vereint.
Waschpuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 5 % (v/v) Glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0

Elutionspuffer: 50 mM Tris, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 5 % (v/v) Glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0

5.6.2.3 Thrombin-Proteaseverdau

Die Abspaltung des Hiss-Tags wurde mit Hilfe der Thrombin-Protease durchgefiihrt.
Dazu wurde die Proteinlésung mit katalytischen Mengen Thrombin versetzt und fiir

18 h bei 4 °C gegen den Dialysepuffer dialysiert.

Dialysepuffer: 50 mM Tris, 20 mM NaCl, 5 % (v/v) Glycerol, 2 mM DTT, pH 8.0

5.6.2.4 Reverse Nickel-Affinititschromatographie

Um das Hise-Tag-enthaltende Thrombin aus der Proteinlésung zu entfernen, wurde
im nachsten Schritt eine reverse Nickel-Affinitidtschromatographie durchgefiihrt.
Dazu wurde die Sdule entsprechend Abschnitt 5.6.2.2 vorbereitet. Anschliefend
wurde das Lysat mit 2 mL/min auf die Saule geladen. Mit Hilfe einer Schlagelution mit
500 mM Imidazol wurden die gebundenen Proteine eluiert und es folgte eine Analyse
der Fraktionen mit einer SDS-Gelelektrophorese. Zielprotein-enthaltende Fraktionen

wurden fiir die weiteren Schritte vereint.

5.6.2.5 Grofdenauschlusschromatographie

Fir die Durchfiihrung der ersten Groéfdenausschlusschromatographie wurde die
Gelfiltrationssdule (HiLoad 16/600 Superdex 75 pg, Cytiva) zundchst nach
Herstellerangaben dquilibriert und die Proteinlésung wurde zentrifugiert (21000 g,
10 min, 4 °C). AnschlieRend wurde der Uberstand auf die Sdule geladen und mit einem
Fluss von 1 mL/min aufgetrennt. Die Zielprotein-enthaltenden Fraktionen wurden

mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert und vereinigt.
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Es erfolgte eine Aufkonzentration des Proteins mit Hilfe eines
Zentrifugalkonzentrators auf 10-15 mg/mL. Das Protein wurde nach Schockgefrieren

in fliissigem Stickstoff langfristig bei -80 °C gelagert.
Gelfiltrationspuffer:

20 mM Tris, 100 mM NacCl, 5 % (v/v) Glycerol, 5 mM DTT, pH 7.5
Kristallisationspuffer:

20 mM Tris, 100 mM NacCl, 5 mM DTT, pH 7.5

5.6.3 Proteinstabilititsassay
Die Stabilitat der Proteine in verschiedenen Puffersystemen wurde mit Hilfe des
Thermal Shift Assays (TSA) untersucht. Dazu wurden 2 pL des Proteins mit einer
Konzentration von 1 mg/mL zusammen mit 16 pL des entsprechenden Puffers (bei
Verwendung des Solubility and Stability-Screens von Hampton Research 11 pL. ddH20
und 5 pL Puffer) und 2 pL eines SYPRO Orange Farbstoffes in eine 96-well-
Lightcycler-Platte (Sarstedt) pipettiert. Diese wurde anschliefdend mit einer Folie
luftdicht verschlossen und zentrifugiert. Der TSA wurde mit Hilfe des Lightcycler 480
Instrument I (Roche) durchgefiihrt. Die thermische Stabilitdt wurde mit Hilfe einer
schrittweisen Erhohung der Temperatur von Raumtemperatur bis auf 85 °C
innerhalb von 40 min beobachtet. AnschlieRend wurde das erhaltene
Fluoreszenzsignal gegen die Temperatur aufgetragen und es wurde der
Schmelzpunkt Tm mit dem Programm Origin bestimmt. Um den Einfluss einer
Bindung eines Liganden zu untersuchen, wurde das Protein vor der Durchfiihrung des
TSA 1h mit einem dreifachen molaren Uberschuss des entsprechenden Liganden auf

Eis inkubiert.

5.6.4 Bestimmung der Kinaseaktivitit

Die Bestimmung der Kinaseaktivitit wurde mit Hilfe des homogeneous time-resolved
fluorescence energy-transfer (HTRF) -Assays durchgefiihrt. Dafiir wird ein fir die

jeweilige Kinase geeignetes an Biotin gekoppeltes Substratpeptid verwendet.
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Anschlieffend wird ATP, ein Fluorophor-gekoppelter Antikérper, welcher das
phosphorylierte Substrat bindet und ein Fluorophor-gekoppeltes Streptavidin
hinzugegeben. Sobald Streptavidin an das Biotin bindet wird durch die raumliche
Néahe der Fluorophore ein strahlungsfreier Resonanzenergietransfer induziert. Dieser
Vorgang wird durch die Messung des Fluoreszenzsignals verfolgt und quantifiziert. Es
wurden auf einer 384-well-Platte 0,098 ng - 1600 ng Protein vorgelegt. Es erfolgte die
Zugabe von 5 pL Startlosung auf die Platte, welche anschlief3end geschiittelt und
zentrifugiert wurde. Nach 30-miniitiger Inkubation in einer Feuchtekammer unter
Lichtausschluss wurden jeweils 10 uL. Stopplésung hinzugegeben. Die Platte wurde
erneut geschiittelt, zentrifugiert und dann 60 min inkubiert. Das Fluoreszenzsignal
wurde mit Hilfe des EnVision (PerkinElmer) ausgelesen und mit dem Programm

Origin ausgewertet.
Startlgsung (400 pL): 390,4 L Puffer, 2 pM TKP (1,6 pL), 200 uM ATP (8 uL).

Stopplésung (800 pL): 394 pL Detektionspuffer, 400 pL Antikorper, 125 nM SA-XL665 (6 uL).

5.7 Strukturbiologische Methoden
Die Zielproteine wurden direkt nach der finalen Grofienausschlusschromatografie
der Proteinreinigung fiir die Kristallisation verwendet oder nach der Lagerung
bei -80 °C ziigig aufgetaut und erneut mit einer Grofdenausschlusschromatografie
(Superdex 75 Increase 10/300 GL, Cytiva) von denaturiertem Protein und

Oligomeren abgetrennt.

5.7.1 Kristallisations-Screenings
Um potenzielle Kristallisationsbedingungen fiir die Zielproteine zu finden, wurden
kommerzielle Screens (JCSG Core I-1V Suites, PACT Suite, PEG I-II Suites, MemGold I-I1
Suites, AmSO4 Suite, Classics Suite, Classics II Suite, Qiagen) durchgefiihrt. Dafiir
wurden 96-well TTP Labtech 1Q Platten verwendet, welche die
Dampfdiffusionsmethode des sitzenden Tropfens ermoglichen. Es wurden jeweils
70 pL der entsprechenden Reservoirlosung auf der Platte vorgelegt und anschlief3end
jeweils 0,1 uL. Reservoirlosung mit 0,1 pL. Proteinlésung mit Hilfe des

Pipettierroboters Mosquito Crystal (TTP Labtech) in einem Tropfen vereint.
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Dieser Vorgang erfolgte stets in einem feuchten Milieu, um das schnelle Austrocken
der Tropfen zu verhindern und die Platte wurde nachfolgend mit einer durchsichtigen
Folie luftdicht verschlossen. Die Platten wurden anschliefend in den Rock Imager
1000 (Formulatrix) geladen und dort mit Hilfe eines Kamerasystems regelmafig

Uiberpriift.

5.7.2 Microseeding

Fir das Microseeding wurden die zu optimierenden Kristalle mit einem
Kristallzerkleinerer (Hampton Research) zerstofden. Die dabei entstandenen
Proteinkristallfragmente wurden mit der Pipette aufgenommen und in ein Behaltnis
des Seed Bead Kits (Hampton Research) iiberfiihrt. Dieses enthalt eine Kugel welche
beim vortexen, das weitere zerkleinern der Kristallfragmente unterstitzt. Die
Seeding-Losung wurde dreimal fiir eine Minute gevortext und anschliefsend direkt auf
Eis gestellt. Es wurden mit Hilfe der Reservoirldsung unterschiedliche Verdiinnungen
hergestellt, welche beim Ansetzen von Kristallisationstropfen mit der Proteinlosung

(1 uL) und der Reservoirlésung (0,8 pL) vermischt wurden.

5.7.3 Kristallisation in Fine Screens
Fir die Optimierung gefundener Kristallisationsbedingungen wurden Fine Screens
verwendet. Daflir wurde die entsprechende Reservoir-Losung in 15-well-
Kristallisationsplatten (EasyXtal 15-well Tools XSeal, Qiagen) pipettiert und auf
einem Schiittler vermischt. Nach der Dampfdiffusionsmethode des hangenden
Tropfens wurden je 1 pL der Reservoir-Losung mit 1 pL der Proteinlésung auf einem
Deckel vermischt und anschliefdend luftdicht auf die, die entsprechende Reservoir-
16sung enthaltende, Vertiefung geschraubt. Die Inkubation der Kristallisationsplatten
erfolgte bei unterschiedlichen Temperaturen und das Kristallwachstum wurde in
regelmafdigen Abstanden untersucht. Die entstandenen Ko-Kristalle des Akt1Wt im
Komplex mit verschiedenen Inhibitoren wurden mit Hilfe eines Nylon-Loops aus dem
Tropfen entnommen, in einen Tropfen einer 40 %-igen Ethylenglykol-Losung

eingetaucht und in fliissigem N2 eingefroren und gelagert.
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Kristallisationsbedingungen Akt1%tund pLD13: 12-24 % PEG 2000 MME, 1,25 mM Na-Acetat, 3,75
mM Na-Citrat, pH 6.5-7.5, 3 mg/mL Akt1Wt, 18 °C

Kristallisationsbedingungen Erk2: PEG 2000 MME, 200 mM (NH4)2S04, 100 mM HEPES, pH 6,5-7,5,
10 mg/mL Erk2, 18 °C

5.7.4 Datensammlung und Prozessierung
Die aus den Tropfen entnommenen Kristalle wurden zunachst mit Hilfe des
verfiigharen Rontgendiffraktometers (D8 Venture Diffraktometer, IuS 3.0
Rontgenquelle, Photon II Detektor, Bruker) getestet und entsprechend der
gemessenen Diffraktion fiir die Vermessung am Swiss Light Synchrotron (PS], Villigen,
Schweiz) ausgesucht. Die Datensdtze wurden an der PXII X10SA Rontgenquelle mit
dem Eiger X 9M Detektor bei 100 K und einer Wellenlinge von 1 A aufgenommen. Die
Integration und Indexierung der Datensidtze wurde mit dem Programm XDS
durchgefiihrt und die anschlief3ende Skalierung mit dem Programm XSCALE.221.222
Fiir den molekularen Ersatz zur Erhaltung eines Proteinmodells wurde das
Programm PHASER eingesetzt. Dabei dienten eigens geloste Kristallstrukturen als
Templat.223 Mit Hilfe des Programms WINCOOT wurde das erhaltene Modell
modifiziert und mit dem Programm PHENIX verfeinert.224-226 Dje Liganden wurde mit
Hilfe einer Koordinaten- und einer Topologie-Datei mit dem Programm ELBOW
eingebaut.?26 Der PDB_REDO Server wurde zur Validierung der Kristallstrukturen
eingesetzt.22? Die Visualisierung der Proteinstrukturen im Komplex mit
verschiedenen Inhibitoren und die Strukturanalyse im Rahmen dieser Arbeit erfolgte

abschlief3end mit Hilfe von PyMol.228

5.8 Zellbiologische Methoden
Alle zellbiologischen Arbeiten mit humanen Zellen wurden unter sterilen
Bedingungen auf einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2
und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Es wurden alle 2-4 Tage Subkulturen
der Zelllinie angefertigt. Alle verwendeten Medien, Puffer und Reagenzien wurden

vor Gebrauch autoklaviert oder steril erworben.
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5.8.1 Zellkultivierung
Fiir das Anlegen von Subkulturen adhdrenter Zellen aus einer 70-90 % konfluenten
Zellpopulation wurde zunachst Kulturmedium, DBPS und 0,25 %-iges Trypsin-EDTA
(Gibco), auf 37 °C im Wasserbad vorgewdrmt. Das alte Kulturmedium wurde
verworfen und die Zellen mit 10 mL warmem DPBS gewaschen. Anschlieféend wurden
2,5 mL Trypsin-EDTA-L6sung zugegeben. Die T75-Zellkulturflasche (Sarstedt) wurde
fiir 5 min im CO2-Inkubator bei 37 °Cund 5 % COz inkubiert. Am Durchlichtmikroskop
wurde tiberpriift, ob die Zellen durch die Behandlung mit der Trypsin-EDTA-Ldsung
erfolgreich vom Boden der Zellkulturschale abgelost wurden. War dies nicht der Fall
wurde die Inkubationszeit um zwei Minuten verlangert. Das Trypsin wurde durch die
Zugabe von 8 mL warmem Kulturmedium inaktiviert. Die Zellzahl pro Milliliter in der
Suspension wurde anschliefiend mit Hilfe einer Trypanblau-Farbung bestimmt. Fir
die neue Subkultur wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit 4 - 10> bis 6 - 10°
Zellen in eine neue Zellkulturflasche unterschiedlicher Gréfden pipettiert, in die vorab
9,5 mL warmes Kulturmedium vorgelegt wurden. Die Inkubation erfolgte im CO2-
Inkubator bei 37 °C und 5 % CO:z fiir 3-4 Tage. Suspensionskulturen wurden zunachst
per Zentrifugation (1000 rpm, 5 min) pelletiert und das alte Kulturmedium wurde
entfernt. Nach einer Aufnahme in warmem, frischem Kulturmedium wurde die
Zellzahl wie oben beschrieben bestimmt. Fiir die neue Subkultur wurden 1 x 10° bis
4 - 106 Zellen in eine neue Zellkulturflasche tiberfiihrt. Die Inkubation erfolgte im CO2-

Inkubator bei 37 °C und 5 % COz fiir 2-3 Tage.

5.8.2 Inkulturnahme von Siugerzellen
Die Inkulturnahme von in Kryogefafden (2 mL, Sarstedt) konservierten Saugerzellen
erfolgte durch das rasche Auftauen der Zellsuspension in einem Wasserbad bei 37 °C.
Daraufhin wurde die Zellsuspension in 10 mL warmes Kulturmedium iiberfiihrt, bei
1000 rpm 5 min zentrifugiert und erneut in 10 mL warmem Kulturmedium
aufgenommen und in eine T75-Zellkulturflasche tiberfiihrt. Nach einer Inkubation
von 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die weitere Kultivierung erfolgte

wie in Kapitel 5.8.1 beschrieben.
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5.8.3 Kryokonservierung von Siugerzellen
Ein essenzieller Schritt fiir die Kryokonservierung von Saugerzellen ist die
Verwendung von Sdugerzellen aus frithen Passagen. Diese wurden, wie in
Kapitel 5.8.1 beschrieben, zuniachst entweder von der Zellkulturflaschenoberflache
abgelost oder per Zentrifugation geerntet. Im Anschluss wurden die Zellen in
Kulturmedium versetzt mit 10 % DMSO aufgenommen und in sterile Kryogefafse
uberfithrt (1-2 - 106 Zellen/mL). Das Einfrieren erfolgte mit einem Gefrierbehalter
gefiillt mit Isopropanol (Mr. Frosty Thermo Fisher Scientific) bei -80 °C mit einer
Kiihlrate von -1 °C/min. Am folgenden Tag wurden die Kryogefafse bei -150 °C fiir eine

langfristige Lagerung eingefroren.

5.8.4 Viabilitiatsassay
Um den Effekt von Inhibitoren auf die Zellproliferation unterschiedlicher Zellen
evaluieren zu konnen wurde der CellTiter-Glo Assay von Promega verwendet. Die
Bestimmung der Zellviabilitat beruht dabei auf der Quantifizierung des in den Zellen
vorhandenen ATPs als Indikator fiir metabolisch aktive Zellen. Die Zugabe des CTG-
Reagenzes fiihrt zur Lyse der Zellen und einer ATP-proportionalen Lumineszenz-
Reaktion. Das Lumineszenzsignal wird durch die enzymatische Umwandlung von
Luciferin zu lumineszierendem Oxyluciferin durch das Enzym Luciferase erzeugt,
welches Mg2+ 02 sowie ATP als Cofaktoren zur Aktivitdt benétigt. Folglich wurde das
CTG-Reagenz auf Grund der hohen Lichtsensitivitit mdglichst wenig

Lichteinstrahlung ausgesetzt.

Zundchst muss eine Bestimmung der optimalen Zellzahl erfolgen, um eine
Vergleichbarkeit zwischen unterschiedlich schnell wachsenden Zelllinien
gewahrleisten zu konnen. Dafiir wurden die Zellen wie in Kapitel 4.8.1 beschrieben,
passagiert und anschlieflend wurden Suspensionslosungen mit den gewilinschten
Zell-Konzentrationen hergestellt. Mit dem Multidrop Combi Reagent Dispenser
wurden die Konzentrationsreihen auf eine 384 well Platte ausgesat und fiir 5 Tage bei
37 °Cund 5 % CO2 inkubiert. Die Zugabe des CTG-Reagenzes (Verhaltnis 1:1) erfolgte
nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur und das Auslesen mit Hilfe des EnVision

Managers.
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Aus dem linearen Wachstumsbereich jeder Zelllinie wurde die optimale Zellzahl fiir
den Zellviabilitatsassay ermittelt (Ba/F3myr-Aktl: 600 Zellen/well, Ba/F3myr-Akt2; 800
Zellen/well, Ba/F3myr-Ak3: 800 Zellen/well).

Die Zellsuspension mit der ermittelten optimalen Zellzahl wurde auf eine 384-well
Platte mit dem Multidrop Combi Reagent Dispenser ausgesat. Nach 24 h Inkubation
(37 °C, 5 % CO2) erfolgte die Zugabe der Inhibitoren in Duplikaten in serieller
Verdiinnung (30 pM bis 0,1 nM) mit dem Echo 520 Liquid Handler (Labcyte). Nach
weiteren 96 h Inkubation (37 °C, 5 % CO2) erfolgte das Auslesen der Zellviabilitat wie
zuvor durch Zugabe des CTG-Reagenzes (Verhaltnis 1:1) mit dem Multidrop Combi
Reagent Dispenser und 20 min Inkubation bei Raumtemperatur mit Hilfe des
EnVision Managers. Die Quantifizierung der Daten sowie die Analyse der ECso-Werte

erfolgte mit der Software Quattro.

5.8.5 Proteinstabilititsassay in Zellen (CETSA)
Um die direkte Bindung der Inhibitoren an das Zielprotein in der Zelle untersuchen
zu kénnen, wurde ein Cellular Thermal Shift Assay (CETSA) durchgefiihrt. Dazu
wurden die Zellen (PANC1) zundchst gemafs Kapitel 5.8.1 passagiert und es wurden
106 Zellen in 100 mm Zellkulturschalen ausgesidt. Nach einer 24-stiindigen
Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden die Zellen mit unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen sowie DMSO als Kontrolle behandelt. Nach 4,5 h wurden
die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit Hilfe eines Zellschabers
geerntet. Die erhaltene Zellsuspension wurde in 100 uL Aliquots aufgeteilt, welche
anschlieffend mit Temperaturen von 40 - 80 °C im Thermocycler behandelt wurden.
Dies erfolgte fiir 3 min, gefolgt von einer 3-miniitigen Inkubation bei Rt. Die thermisch
behandelten Zellen wurden nun zweimal in fliissigem Stickstoff eingefroren und in
einem Heizblock bei Rt wieder aufgetaut. Nach einer Zentrifugation von 20 min bei
15000 rpm wurde das Zelllysat in ein neues Gefaf3 iiberfiihrt und im weiteren Verlauf

mittels Western Blots analysiert.
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5.8.6 Generierung von Zelllysaten
Zur Generierung von Zelllysaten wurden die Zellen zundchst gemafd Kapitel 5.8.1
passagiert und in 2 mL Kultivierungsmedium in einer 6-well Platte ausgesat und bei
37 °Cund 5 % COz2 fiir 24-48 h inkubiert. Die Zellen wurden mit DMSO (Verhaltnis
1:1000) oder verschiedenen Inhibitor-Konzentrationen behandelt und inkubiert.
Daraufthin wurden die Zellen in Suspensionskultur in ein 2 mL Eppendorf
Reaktionsgefafd tiberfiihrt, und 5 min bei 4 °C und 1000 rpm zentrifugiert. Das
Medium wurde entfernt und das Zellpellet zweimal mit PBS gewaschen. Die
Extraktion der Proteine wurde durch die Resuspension des Zellpellets in 100 uL RIPA-
Puffers als Lyse-Detergens-Losung inklusive Protease-Inhibitor zur Vorbeugung der
Proteolyse und Instandhaltung der Phosphorylierung sowie 20 min Inkubation auf
Eis durchgefiihrt. Adhdrente Zellen wurden zunachst zweimal mit 10 mL kaltem PBS
gewaschen und dann 20 min mit 100 pL RIPA inkubiert. Die Ernte der Zellen erfolgte
mit einem Zellschaber und anschlieRender Uberfiilhrung in ein Eppendorf-
Reaktionsgefafd. Zur Abtrennung der loslichen Proteine von den {brigen
Zellriickstanden wurde die Losung fiir 10 min bei 4 °C und 15000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefif} {iberfiihrt und direkt
zur Konzentrationsbestimmung innerhalb des BCA-Assays verwendet oder in

Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

5.8.7 Western Blots
Zur Proteinkonzentrationsbestimmung der Zelllysate wurde die Methode des
Bicinchoninsaure-Assays (BCA-Assay) unter Verwendung des Pierce BCA Protein-
Assay Kit durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 200 pL Puffer A und Puffer B (Verhaltnis
50:1) in eine 96-well-MicroPlatte vorgelegt und mit je 1 pL der Lysatproben in
Triplikaten versetzt. Als Hintergrundsubstrat wurde der RIPA-Puffer und als
Referenzprotein BSA (Triplikate mit 1pL, 2uL und 3pL) verwendet.

Nach 1-2 h Inkubation bei 37 °C tritt abhdngig von der Proteinkonzentration ein
Farbumschlag der Pufferlésung von griin nach lila auf, der iiber Absorption bei

280 nm mit Hilfe des TECAN gemessen wird.
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Anschlieffend konnte durch lineare Regression des Referenzproteins eine
Standardkurve ermittelt und anhand der erhaltenen Absorptionswerte der

Lysatproben die Proteinkonzentration berechnet werden.

Zur Grofdenauftrennung der Proteine der Zelllysate wurde eine SDS-Page angefertigt.
Dazu folgte auf Basis der ermittelten Proteinkonzentrationen der Zelllysate eine
einheitliche Verdiinnung der Proben auf 1 mg/mL mit 4x SDS-Proben-Puffer und
Wasser sowie deren Denaturierung bei 95 °C fiir 10 min. Anschlieféend wurden je
10-20 pg Protein sowie 4 pL des Chameleon Du Prestained Protein Ladders in einem
12 %-igen SDS-Gel bei einer konstanten elektrischen Spannung von 30 mA fiir 1 h

grofdenspezifisch separiert.

Fir den Western-Blot wurden die grofdenseparierten Proteine von dem SDS-Gel auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran transferiert. Zunachst wurde die PVDF-
Membran fiir 2 min in Methanol aktiviert, in Wasser gewaschen und anschliefsend
zusammen mit dem Filterpapier in Transferpuffer fiir mindestens 5 min dquilibriert.
Die Membran und das SDS-Gel wurden zwischen zwei Filterpapieren in die
Elektroden der Pierce Power Blot Cassette eingespannt und die Proteine mittels des
Mixed Range MW (25-150 kDa) Programms elektrophoretisch auf die PVDF-

Membran transferiert.

Zur Sattigung der unspezifischen Bindestellen erfolgte eine Inkubation der PVDF-
Membran in LI-COR® Odyssey Blocking Buffer fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.
Anschlieflend wurde die Membran in TBS-T Puffer (3 x 5 min) gewaschen. Die
Bindung des primaren Antikorpers, welcher zuvor in LI-COR® Odyssey Blocking
Buffer entsprechend den Herstellerangaben verdiinnt wurde, erfolgte tiber Nacht bei
4 °C. Nach erneutem Waschen in TBS-T Puffer (3 x 5 min) wurde die Membran fiir 1 h
in einem Fluoreszenz-markierten sekundiaren Antikérpermix unter verminderter

Lichteinstrahlung bei Rt inkubiert.

Die Detektion der Fluoreszenzsignale der gebundenen sekunddren Antikoérper
erfolgte nach erneutem Waschen mit TBS-T Puffer (3 x 5 min) mit dem LI-COR®
Odyssey CLx Imager. Die Auswertung und Quantifizierung der erhaltenen Daten

wurden mit dem Programm Image Studio Light durchgefiihrt.
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5.8.8 Retrovirale Transduktion muriner Ba/F3-Zellen

5.8.8.1 Virusgenerierung

Zur Generierung des Retrovirus fiir die retrovirale Transduktion muriner Ba/F3-
Zellen wurde zundchst eine liposomale Transfektion der humanen Zelllinie HEK293T
vorgenommen. Dazu wurden 7,5 - 104 HEK293T-Zellen in einer TC60-Zellkulturschale
(Sarstedt) ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 40-60 % kultiviert. Anschlief3end
erfolgte die Behandlung der Zellen mit dem nach Herstellerangaben hergestellten
Transfektionsansatz. Dafiir wurden 2,5 pg des Verpackungsplasmids, 2,5 pg des
entsprechenden  retroviralen = pBABE-Transfervektors und 7,5ulL  des
Transfektionsreagenz TransIT-LT1 (Mirus Bio LLC) mit 250 uL. OptiMEM-Medium
(Gibco) in einem sterilen Eppendorfgefafd vermischt und fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiert. @~ Nach der  tropfenweisen  Zugabe des
Transfektionsansatzes auf den HEK293T-Zellrasen in 5 mL Kultivierungsmedium
erfolgte eine 72-stlindige Inkubation bei 37 °Cund 5 % COz. Zur Virusernte wurde das
Medium abgenommen, bei 40 g und Raumtemperatur fiir 5 min zentrifugiert. Der
Virus-enthaltende Uberstand wurde abgenommen und mit Hilfe eines 0.45 um
Spritzenvorsatzfilters (Sarstedt) filtriert. Der Virus wurde entweder fiir maximal 3
Tage lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert oder in fliissigem N2 eingefroren und langfristig

bei -80 °C gelagert.

5.8.8.2 Retrovirale Infektion von Ba/F3-Zellen

Mit dem generierten Retrovirus wurden im nachsten Schritt die Ba/F3-Zellen
infiziert, was in einer Insertion des Zielgens in das Genom der Ba/F3-Zellen resultiert.
Dafiir wurden die Ba/F3-Zellen mit einer Zelldichte von 6 - 106 Zellen/mL in 3 mL
Infektionsmedium (60 % RPMI 1640 + GlutaMAX™ (Gibco), 20 % FBS Good Forte
(PAN Biotech), 8 ug/mL Polybren (Merck Millipore) in einer TC25-Zellkulturflasche
(Sarstedt) vorgelegt und mit 2 mL des Retrovirus versetzt. Nach 24-stiindiger
Inkubation im COz-Inkubator bei 37 °C wurde dem Infektionsansatz 5 mL frisches

Kultivierungsmedium mit 10 ng/mL Interleukin-3 (IL-3) zugegeben.
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Zur Selektion der transfizierten Zellen wurde anschliefiend nach weiteren 24 Stunden
das Kultivierungsmedium durch das Selektionsmedium ausgetauscht, wobei dieses
zusatzlich 1 pg/mL des Antibiotikums Puromycin enthielt. Die Selektion mit
Puromycin erfolgte iliber sieben Tage, wobei alle 48 bis 72 Stunden ein
Mediumwechsel durchgefiihrt wurde. Um anschlieffend eine Abhédngigkeit des
Zellwachstums anstelle des IL-3-induzierten Signalweges durch das eingebrachte Gen
zu erreichen, wurde ein radikaler IL-3-Entzug durchgefiihrt und die Zellen wurden
fortlaufend in Ba/F3-Kultivierungsmedium ohne IL-3  kultiviert. Nach
Wiedereintreten des Zellwachstums wurden die transduzierten Zellen alle zwei bis
drei Tage auf eine Zelldichte von 5 - 10¢ Zellen/mL in TC75-Zellkulturflaschen
(Sarstedt) passagiert.

5.8.8.3 Genomisolierung Und Sequenzierung

Zur Verifizierung der erfolgreichen Insertion des Zielgens in das Genom der Ba/F3-
Zellen wurde eine Genomsequenzierung und eine anschliefdende Sequenzierung mit
Fokus auf das Zielgen durchgefiihrt. Zunachst wurde mit Hilfe des DNA Mini Kit
(Qiagen) die genomische DNA der Ba/F3-Zellen isoliert und folgend das gesuchte
Zielgen durch Verwendung von spezifischen Primern mittels PCR amplifiziert.
Daraufthin erfolgte eine Reinigung des PCR-Produktes mit dem QIAquick PCR-

Purification Kit (Qiagen) und eine Sequenzierung durch Eurofins Genomics.

5.8.9 Anwendung von CRISPR/Cas9
5.8.9.1 Design von sgRNAs

Flir das Design der sgRNAs zur Adressierung der Akt-Isoform-Gene wurden die
Online-Tools ChopChop, CrisPick und TrueDesign Genom Editor verwendet. Diese
Programme verwenden definierte Bewertungs-Algorithmen, welche mogliche sgRNA

Sequenzen basierend auf dem gewdahlten Gen und einem Referenzgenom auswahlen.
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Tabelle 13: Auflistung der fiir die Akt1-knock-out-Experimente verwendeten sgRNAs.

sgRNA  Aktl Quelle
1 fw CACCGGAAGGTGCGTTCGATGACAG CrisPick!9!
rv AAACCTGTCATCGAACGCACCTTCC
2 fw CACCGTCACGTTGGTCCACATCCTG ChopChop!8s-190
rv.  AAACCAGGATGTGGACCAACGTGAC
3 fw CACCGTCACGTTGGTCCACATCCTG Thermo Fisher Scientific
rv.  AAACCAGGATGTGGACCAACGTGAC
Tabelle 14: Auflistung der fiir die Akt2-knock-out-Experimente verwendeten sgRNAs.
sgRNA Akt2 Quelle
1 fw CACCGCTGCAGGCAGCGTATGACAA CrisPick!o!
V. AAACGTTGTCATACGCTGCCTGCAGC
2 fw  CACCGTCACGTCCGAGGTCGACACA ChopChop?88-190
V. AAACTGTGTCGACCTCGGACGTGAC
3 fw caccGAGGAGCCGTCGCTCTTCcAGe Thermo Fisher Scientific
V. AAACGCTGAAGAGCGACGGCTCCTC
Tabelle 15: Auflistung der fiir die Akt3-knock-out-Experimente verwendeten sgRNAs.
sgRNA Akt3 Quelle
1 fw  CACCGCTGCACCATAGAAACGTGTG CrisPick™!
V. AAACCACACGTTTCTATGGTGCAGC
2 fw  CACCGGAGGACCGCACACGTTTCTA ChopChop!88-190
IV AAACTAGAAACGTGTGCGGTCCTCC
3 fw  CACCGTCTCTATAACAGTAGTCCAC Thermo Fisher Scientific

rv

AAACGTGGACTACTGTTATAGAGAC
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5.8.9.2 Transfektion

Um die CRISPR/Cas9-Konstrukte in die HEK293T-Zellen einzubringen, wurde
zundchst eine liposomale Transfektion vorgenommen. Dazu wurden 0,5 - 10°
HEK293T-Zellen in eine 24-Kammer-Zellkulturplatte (Sarstedt) ausgesat und bis zu
einer Konfluenz von 70 % ohne Antibiotikum kultiviert. Anschliefiend erfolgte die
Behandlung der Zellen mit dem nach Herstellerangaben hergestellten
Transfektionsansatz. Dafiir wurden 1ug des Plasmids mit 0,75uL des
Transfektionsreagenz Lipofectamin 3000 (Thermo Fisher Scientific) mit 25 pL
OptiMEM-Medium (Gibco) in einem sterilen Gefafd vermischt und fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiert. @~ Nach der  tropfenweisen  Zugabe des
Transfektionsansatzes auf den HEK293T-Zellrasen in 500 pL Kultivierungsmedium

erfolgte eine 72-stiindige Inkubation bei 37 °C und 5 % COz2.

5.8.9.3 Selektion der infizierten Zellen

Die Selektion der transfizierten Zellen wurde abhangig vom verwendeten Plasmid

liber zwei verschiedene Methoden durchgefiihrt.

5.8.9.3.1 Selektion der Zellen mit Puromycin und serieller Verdiinnung

Die mit dem pSpCas9(BB)-2A-Puro-Vektor transfizierten Zellen erméglichten eine
Selektion mit Hilfe von Puromycin und anschliefender serieller Verdiinnung. Dazu
wurden 24 h nach der Transfektion 1 pg/mL Puromycin zum Medium hinzugegeben.
Nach weiteren 48 h wurden die Zellen gemafd Abschnitt 5.8.1 passagiert und
anschliefend mit frischem Medium in 100-fachen Schritten bis zu einer
Konzentration von 5 Zellen/mL verdiinnt. Nachfolgend wurden 0,5 Zellen/Kammer
auf 24-Kammer-Zellkulturplatten ausgesiat und bis zum Erreichen einer stabil
wachsenden Zellpopulation iiber mehrere Wochen kultiviert. Die Evaluierung des

eingefligten knock-outs erfolgte tiber Western Blots und eine Genomsequenzierung.
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5.8.9.3.2 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Die mit dem pSpCas9(BB)-2A-GFP-Vektor transfizierten Zellen konnten nach der
Transfektion direkt mittels FACS vereinzelt werden. Die Zellen wurden zunachst
gemafd Abschnitt 5.8.1 passagiert und in steril filtriertes Medium in ein 15 mL Gefaf3
tiberfithrt. Nach einer 5-miniitigen Zentrifugation bei 200 g wurden die Zellen in
200 pL Medium aufgenommen, durch einen Zellsieb in ein FACS-Rohrchen tiberfiihrt
und bis zur Sortierung auf Eis gelagert. Zusitzlich wurde eine 96-Kammer-
Zellkulturplatte (Sarstedt) mit 100 uL/Kammer befiillt, welche anschlief3end zur
Sammlung der Zellen verwendet wurde. Die vereinzelten Zellen wurden anschliefsend
bis zum Erreichen einer stabil wachsenden Zellpopulation iiber mehrere Wochen
kultiviert. Die Evaluierung des eingefiigten knock-outs erfolgte iiber Western Blots

und eine Genomsequenzierung.

5.9 Massenspektrometrie von Proteinen
Die Proteine wurden vor der massenspektrometrischen Analyse mit einem
dreifachen Uberschuss Protein auf Eis fiir 1-4 h inkubiert. Nachfolgend wurden die
Proben bei 5000g fir 5min zentrifugiert und der Uberstand in ein
Massenspektrometer-kompatibles Gefafd iiberfiihrt. Es wurde eine Thermo Fisher
Scientific Ulitmate 300 HPLC gefolgt von einer Thermo Fisher Scientific Velos Pro (2D
Ionenfalle) verwendet. Es wurden maximal 2 pL der Probe zunachst liber eine
AdvanceBio Desalting RP-Cartridge (Agilent Technologies) getrennt, unter
Verwendung eines zundchst polaren Gradienten beginnend von 95 % Losemittel A
(H20 + 0,1 FA) und 5 % Losungsmittel B (0,1 % FA in MeCN) fiir 30 Sekunden, gefolgt
von einem linearen Gradienten fiir 2,5 min mit bis zu 80 % Losemittel B. Die Rohdaten

wurden mit MagTran dekonvolutiert.
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5.9.1 Vorbereitung von Proteinproben fiir die Tandem-

Massenspektrometrie

Fir die Analyse der kovalenten Bindungsbildung durch kovalente Inhibitoren wurden
Tandem-Massenspektrometrie Experimente durchgefiihrt. Diese ermdglichen die
eindeutige Zuordnung proteolytisch verdauter Peptide zur entsprechenden Sequenz.
Hierfiir wurde ein tryptischer Verdau in Losung gewahlt und anschlief3end mittels
StageTip Reinigung entsalzt sowie konzentriert. Zunachst erfolgte eine 1-4h
Inkubation auf Eis mit einem dreifachen Uberschuss des kovalenten Inhibitors.
Anschlief3end wurden 75 pL der Probe in ein loBinding Reaktionsgefaf3 (Sarstedt)
tberfithrt und mit 75 pL Triethylammoniumbromid (100 mM, TEAB) versetzt.
Anschliefdend erfolgte eine Reduktionreaktion durch Zugabe von 7.5 pL TCEP
(200 mM) in TEAB (100 mM). Das Reaktionsgemisch wurde fiir 1h bei 55°C
inkubiert. Nachfolgend wurden 7,5 pL. Iodacetamid (375 mM in 200 mM TEAB)
hinzugegeben und es wurde fiir 30 min bei Rt unter Lichtausschluss inkubiert. Die
Fallung des Proteins erfolgt tiber Nacht unter Verwendung von gekiihltem Aceton
(900 pL) bei -20 °C. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 8000 g und 4 °C wurde der
Uberstand vorsichtig entfernt und die Proben fiir 45 min mit offenem Deckel
getrocknet. Zur Vorbereitung der Trypsin-Losung wurden aus einer 0,4 pg/pL
Stammlosung 165 pL zu 2200 pL TEAB (100 mM) gegeben. Aus dieser Trypsin-
Losung werden 107,5 pL zu den getrockneten Proben gegeben, welche anschlief3end
fir 20 Sekunden mit Hilfe eines Vortexers vermischt wurden. Daraufhin erfolgte die
Inkubation der Reaktionsgefaf3e bei 37 °C und 300 rpm fiir 3 Stunden. Der Verdau
wurde durch Zugabe von 20 pL 0,1 % TFA in Wasser beendet und die Proben weiter
bei 37°C lber Nacht geschiittelt. Bevor die Peptid Proben zur
Massenspektrometrischen Analyse aufgesetzt wurden, erfolgte eine Reinigung mit
C18-Material an umgekehrter Phase. Zuletzt erfolgte die Entfernung des
Losungsmittels mit einer SpeedVac (Eppendorf) bei 30 °C fiir 1 h.

Die Durchfiihrung und Auswertung der Tandem-Massenspektrometrie erfolgte durch

Dr.in Petra Janning, Malte Metz und Andreas Brockmeyer (MPI Dortmund).
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7. ANHANG

7.1 Sequenzvergleich der Akt-Isoformen

Sp|Q9Y243-2 | AKT3_HUMAN MSDVTIVKEGWVQKRGEYIKNWRPRYFLLKTDGSFIGYKEKPQDVDLP-YPLNNFSVAKC 59
sp|P31749|AKT1_HUMAN MSDVAIVKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKNDGTFIGYKERPQDVDQREAPLNNFSVAQC 60
Sp|P31751|AKT2_HUMAN MMEVSVIKEGWLHKRGEYIKTWRPRYFLLKSDGSFIGYKERPEAPDQTLPPLNNFSVAEC 60
*-:*:::****::*******_*********‘**:******:*: * ********:*
sp|QoY243-2 | AKT3_HUMAN QLMKTERPKPNTFIIRCLQWTTVIERTFHVDTPEEREEWTEAIQAVADRLQRQ- - EEERM 117
sp|P31749|AKT1_HUMAN QLMKTERPRPNTFIIRCLQWTTVIERTFHVETPEEREEWTTAIQTVADGLKKQ- - EEEEM 118
Sp|P31751|AKT2_HUMAN QLMKTERPRPNTFVIRCLQNTTVIERTFHVDSPDEREENMRAIQMVANSLKQRAPGEDPM 120
EoRRRRERRER, **** **************** * ***** EE 2 ** *:::
sp|QoY243-2 | AKT3_HUMAN NCSPTSQIDNIGEEEMDASTTH-HKRKTMNDFDYLKLLGKGTFGKVILVREKASGKYYAM 176
sp|P31749|AKT1_HUMAN DFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRVTMNEFEYLKLLGKGTFGKVILVKEKATGRYYAM 178
sp|P31751|AKT2_HUMAN DYKCGSPSDSSTTEEMEVAVSKARAKVTMNDFDYLKLLGKGTFGKVILVREKATGRYYAM 180
® *‘ **x:_: **x:*:*******x**x*****:*x*:x:****
sp|QoY243-2| AKT3_HUMAN KILKKEVIIAKDEVAHTLTESRVLKNTRHPFLTSLKYSFQTKDRLCFVMEYVNGGELFFH 236
Sp|P31749|AKT1_HUMAN KILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLQNSRHPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGEL FFH 238
sp|P31751|AKT2_HUMAN KTILRKEVITAKDEVAHTVTESRVLQNTRHPFLTALKYAFQTHDRLCFVMEYANGGEL FFH 240
***:****:********:**_***:*:******:***:***:*********.********
Sp|Q9Y243-2 | AKT3_HUMAN LSRERVFSEDRTRFYGAE IVSALDYLHSG-KIVYRDLKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKE 295
Sp|P31749|AKT1 _HUMAN LSRERVFSEDRARFYGAETVSALDYLHSEKNVVYRDLKL ENLMLDKDGHIKITDFGLCKE 208
sp|P31751|AKT2_HUMAN LSRERVFTEERARFYGAEIVSALEYLHSR-DVVYRDIKLENLMLDKDGHIKITDFGLCKE 299
*******:*:*:***********:**** :****:***********************
Sp|Q9Y243-2 | AKT3_HUMAN GITDAATMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWG LGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLF 355
sp|P31749|AKT1_HUMAN GIKDGATMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWG LGVVMYEMMCGRLPFYNQDHEKLF 358
sp|P31751|AKT2_HUMAN GISDGATMKTFCGTPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWG LGVVMYEMMCGRLPFYNQDHERLF 359
**.*.****************************************************:**
Sp|Q9Y243-2 | AKT3_HUMAN ELTLMEDIKFPRTLSSDAKSLLSGLLIKDPNKRLGGGPDDAKE TMRHSFFSGYNHQDVYD 415
sp|P31749|AKT1_HUMAN ELILMEEIRFPRTLGPEAKSLLSGLLKKDPKQRLGGGSEDAKE IMQHRFFAGIVWQHVYE 418
Sp|P31751|AKT2_HUMAN ELILMEEIRFPRTLSPEAKSLLAGLLKKDPKQRLGGGPSDAKEVMEHRFFLSINWQDWWQ 419
******:*:*****_ :*****:*** ***::***** l****:*_* L L **_* .
sp|QoY243-2 | AKT3_HUMAN KKLVPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQTITITPPEKCQQSDCGMLGNIWKK - -~ ------- 465
sp|P31749|AKT1_HUMAN KKLSPPFKPQVTSETDTRYFDEEFTAQMITITPPDQDDSMECVDSERRPHFPQFSYSASG 478
sp|P31751 | AKT2_HUMAN 479

KKLLPPFKPQVTSEVDTRYFDDEFTAQSITITPPDRYDSLGLLELDQRTHFPQFSYSASI

RER RRARRARKAR  RORRRRK s RARRE RRRAER

sp|QaY243-2|AKT3_HUMAN -- 465
Sp|P31749 | AKT1_HUMAN TA 480
sp|P31751 | AKT2_HUMAN RE 481

Abbildung 59: Sequenzvergleich der Akt-Isoformen mit den UniProtKB-Sequenzen P31749
(AKT1_HUMAN), P31751 (AKT2_HUMAN), Q9Y243 (AKT3_HUMAN) iiber den ClustalOmega-Server
(EMBL-EBI).
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7.2 Vergleich der beschriebenen Akt-PH-in-Konformationen

A
N |
=y
T4
Kinase-
Doméne
Doméne
B

Inhibitor-vermittelte
inaktive Konformation
Akt

Abbildung 60: A: Vergleich der nativen autoinhibitorischen Konformation von Akt1Wt (AlphaFold
Database; AKT1_Human) mit der Inhibitor-vermittelten inaktiven PH-in-Konformation. B: Darstellung
der Interdomanen-Bindetasche einer Ko-Kristallstruktur von Akt1Wt im Komplex mit RL2407
(PDB: 6S9W). Eine Uberlagerung mit den vorhergesagten autoinhibitorischen Konformationen der
Akt-Isoformen (AlphaFold Database; AKT1_Human, AKT2_Human, AKT3_Human) zeigt eine Inhibitor-

induzierte Rotation der PH-Domane.
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7.3 Zuordnung der verwendeten Proteine

Tabelle 16: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Proteine.

Konstrukt Protein Beschreibung

pJW16 Aktl (2-446) (E114A; E115A; E116A) Akt1Wtgekiirzt

pIL04 Akt2 (2-447) Akt2Wegekiirzt

pLDO3 Akt2 (2-447) (T48R; D270N; A382S; V433T)

pLD04 AKkt2 (2-447) (P115del; G116del; E117A; E118A)

pLDO5 Akt2 (2-447) (2-111)-Akt1 (112-145)-Akt2 (146-446)

pLD06 Akt2 (2-439)

pLDO7 Akt2-PH (2-111)

pLD08 Akt2-Kinasedomane (146-447)

pLD12 AKkt2 (2-447) (GGGGS)2

pLD13 Aktl (2-446) (S205T; D262E; E267del; K268R; N269D)  Akt2-Bindetaschen-
Mimikry

pLDO02 Akt3 (2-443) (E113A; E114A; E115A) Akt3Wtgekiirzt
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7.4 Proteinsequenzen

7.4.1 AKt1W (2-446) - pJW16

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 66810 M-lcm / 63830 M-1cm1

10
MGSTSHHHHH

70
DGTFIGYKER

130
TPEEREEWTT

190
YLKLLGKGTF

250
ALKYSFQTHD

310
YRDLKLENLM

370
WWGLGVVMYE

430
LGGGSEDAKE

20
HDHITSLYKK

80
PODVDQREAP

140
ATIQTVADGLK

200
GKVILVKEKA

260
RLCFVMEYAN

320
LDKDGHIKIT

380
MMCGRLPEFYN

440
IMQHRFFAGI

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAQCQ

150
KQAAAEMDER

210
TGRYYAMKIL

270
GGELFFHLSR

330
DFGLCKEGIK

390
QDHEKLFELT

450
VWQHVYEKKL

10
SDVAIVKEGW

100
LMKTERPRPN

160
SGSPSDNSGA

220
KKEVIVAKDE

280
ERVFSEDRAR

340
DGATMKTFCG

400
LMEEIRFPRT

460
SPPFKPQVTS

7.4.2 AKt2Wt (2-447) - pILO4

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 67185 M-1cm / 64205 M-1cm-1

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKER

130
SPDEREEWMR

190
FDYLKLLGKG

250
LTALKYAFQT

310
VYRDIKLENL

370
DWWGLGVVMY

430
RLGGGPSDAK

20
HDHITSLYKK

80
PEAPDQTLPP

140
ATQMVANSLK

200
TEFGKVILVRE

260
HDRLCEVMEY

320
MLDKDGHIKI

380
EMMCGRLPFY

440
EVMEHRFFLS

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAECQ

150
QRAPGEDPMD

210
KATGRYYAMK

270
ANGGELFFHL

330
TDFGLCKEGI

390
NQDHERLFEL

450
INWQDVVQKK

10
NEVSVIKEGW

100
LMKTERPRPN

160
YKCGSPSDSS

220
TLRKEVITAK

280
SRERVFTEER

340
SDGATMKTEFEC

400
ILMEETIRFPR

460
LLPPFKPQVT

55113 Da /51670 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TFIIRCLQWT

170
EEMEVSLAKP

230
VAHTLTENRV

290
FYGAEIVSAL

350
TPEYLAPEVL

410
LGPEAKSLLS

470
ETDTRYFDEE

60
WRPRYFLLKN

120
TVIERTFHVE

180
KHRVTMNEFE

240
LONSRHPFLT

300
DYLHSEKNVV

360
EDNDYGRAVD

420
GLLKKDPKQR

FTAQM

55188 Da /51745 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TEVIRCLOWT

170
TTEEMEVAVS

230
DEVAHTVTES

290
ARFYGAEIVS

350
GTPEYLAPEV

410
TLSPEAKSLL

470
SEVDTRYFDD

60
WRPRYFLLKS

120
TVIERTFHVD

180
KARAKVTMND

240
RVLQNTRHPF

300
ALEYLHSRDV

360
LEDNDYGRAV

420
AGLLKKDPKQ

EFTAQS
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7.4.3 Akt2 (2-447) (T48R; D270N; A382S; V434T) - pLD03

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 66810 M-1cm / 63830 M-1cm'!

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKER

130
SPDEREEWMR

190
FDYLKLLGKG

250
LTALKYAFQT

310
VYRDIKLENL

370
DWWGLGVVMY

430
RLGGGPSDAK

7.4.4 AKt2 (2-447) (P115del; G116del;

20
HDHITSLYKK

80
PEAPDQRLPP

140
ATQMVANSLK

200
TEFGKVILVRE

260
HDRLCFVMEY

320
MLDKDGHIKT

380
EMMCGRLPFEY

440
EVMEHRFFLS

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAECQ

150
QRAPGEDPMD

210
KATGRYYAMK

270
ANGGELFFHL

330
TDFGLCKEGI

390
NODHERLFEL

450
INWQDVVQKK

10
NEVSVIKEGW

100
LMKTERPRPN

160
YKCGSPSDSS

220
ILRKEVIIAK

280
SRERVFTEER

340
SDGATMKTEFC

400
ILMEEIRFPR

460
LLPPFKPQVT

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 66810 M-1cm / 63830 M-1cm1

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKER

130
SPDEREEWMR

190
YLKLLGKGTF

250
ALKYAFQTHD

310
RDIKLENLML

370
WGLGVVMYEM

430
GGGPSDAKEV
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20
HDHITSLYKK

80
PEAPDQTLPP

140
ATQMVANSLK

200
GKVILVREKA

260
RLCFVMEYAN

320
DKDGHIKITD

380
MCGRLPFYNQ

440
MEHRFFLSIN

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAECQ

150
QRAAAPMDYK

210
TGRYYAMKIL

270
GGELFFHLSR

330
FGLCKEGISD

390
DHERLFELTL

450
WODVVQKKLL

10
NEVSVIKEGW

100
LMKTERPRPN

160
CGSPSDSSTT

220
RKEVITAKDE

280
ERVFTEERAR

340
GATMKTFCGT

400
MEEIRFPRTL

460
PPFKPQVTSE

55260 Da /51817 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TEVIRCLOWT

170
TTEEMEVAVS

230
DEVAHTVTES

290
ARFYGAEIVS

350
GTPEYLAPEV

410
TLSPEAKSLL

470
SETDTRYFDD

E117A; E118A) - pLD04

60
WRPRYFLLKS

120
TVIERTFHVD

180
KARAKVTMND

240
RVLQNTRHPF

300
ALEYLHSRNV

360
LEDNDYGRAV

420
SGLLKKDPKQ

EFTAQS

54932 Da / 51489 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TEVIRCLOWT

170
EEMEVAVSKA

230
VAHTVTESRV

290
FYGAEIVSAL

350
PEYLAPEVLE

410
SPEAKSLLAG

470
VDTRYFDDEF

60
WRPRYFLLKS

120
TVIERTFHVD

180
RAKVTMNDFED

240
LONTRHPFLT

300
EYLHSRDVVY

360
DNDYGRAVDW

420
LLKKDPKQRL

TAQS



7.4.5 AKt2 (2-447) (2-111)-Akt1 (112-145)-Akt2 (146-446) - pLDO5

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 65320 M-lcm / 62340 M-1cm-!

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKER

130
SPDEREEWMR

190
YLKLLGKGTF

250
ALKYAFQTHD

310
RDIKLENLML

370
WGLGVVMYEM

430
GGGPSDAKEV

20
HDHITSLYKK

80
PEAPDQTLPP

140
ATQMVANSLK

200
GKVILVREKA

260
RLCFVMEYAN

320
DKDGHIKITD

380
MCGRLPFYNQ

440
MEHRFFLSIN

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAECQ

150
KOQAAAEMDER

210
TGRYYAMKIL

270
GGELFFHLSR

330
FGLCKEGISD

390
DHERLFELIL

450
WODVVQKKLL

7.4.6 AKt2 (2-439) - pLD06

10
NEVSVIKEGW

100
LMKTERPRPN

160
SGSPSDNSGA

220
RKEVIIAKDE

280
ERVFTEERAR

340
GATMKTFCGT

400
MEEIRFPRTL

460
PPFKPQVTSE

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 66810 M-1cm / 63830 M1cm1

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKER

130
SPDEREEWMR

190
FDYLKLLGKG

250
LTALKYAFQT

310
VYRDIKLENL

370
DWWGLGVVMY

430
RLGGGPSDAK

20
HDHITSLYKK

80
PEAPDQTLPP

140
ATQMVANSLK

200
TEFGKVILVRE

260
HDRLCFEFVMEY

320
MLDKDGHIKI

380
EMMCGRLPFY

440
EVMEHRFFLS

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAECQ

150
QRAPGEDPMD

210
KATGRYYAMK

270
ANGGELFFHL

330
TDFGLCKEGI

390
NQDHERLFEL

450
INWQDVVQKK

10
NEVSVIKEGW

100
LMKTERPRPN

160
YKCGSPSDSS

220
TLRKEVITAK

280
SRERVFTEER

340
SDGATMKTFC

400
ILMEETIRFPR

460
LLPPFKPQVT

55991 Da /51548 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TEVIRCLOWT

170
EEMEVSLAKP

230
VAHTVTESRV

290
FYGAEIVSAL

350
PEYLAPEVLE

410
SPEAKSLLAG

470
VDTRYFDDEF

60
WRPRYFLLKS

120
TVIERTFHVD

180
KHRVTMNDFED

240
LONTRHPFLT

300
EYLHSRDVVY

360
DNDYGRAVDW

420
LLKKDPKQRL

TAQS

55294 Da / 50851 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TEVIRCLOWT

170
TTEEMEVAVS

230
DEVAHTVTES

290
ARFYGAEIVS

350
GTPEYLAPEV

410
TLSPEAKSLL

SEVDTRYF

60
WRPRYFLLKS

120
TVIERTFHVD

180
KARAKVTMND

240
RVLQNTRHPF

300
ALEYLHSRDV

360
LEDNDYGRAV

420
AGLLKKDPKQ
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7.4.7 Akt2-Kinasedomine (146-447) - pLD07

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 38850 M-1cm /35870 M-1cm-!

10
MGSTSHHHHH

70
YAMKILRKEV

130
FFHLSRERVFE

190
KEGISDGATM

250
LFELILMEET

310
VOKKLLPPFK

20
HDHITSLYKK

80
IIAKDEVAHT

140
TEERARFYGA

200
KTFCGTPEYL

260
REFPRTLSPEA

320
PQVTSEVDTR

30
AGFENLYFQG

90
VTESRVLONT

150
EIVSALEYLH

210
APEVLEDNDY

270
KSLLAGLLKK

330
YEDDEFTAQS

40 50
TMNDFDYLKL LGKGTFGKVI

100 110
RHPFLTALKY AFQTHDRLCF

160 170
SRDVVYRDIK LENLMLDKDG

220 230
GRAVDWWGLG VVMYEMMCGR

280 290
DPKQRLGGGP SDAKEVMEHR

7.4.8 Akt2-PH (2-111) - pLDO8

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

38283 Da / 34840 Da

60
LVREKATGRY

120
VMEYANGGEL

180
HIKITDFGLC

240
LPFYNQDHER

300
FFLSINWQDV

16583 Da / 13140 Da

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 29450 M-lcm /26470 M-1cm1

10 20 30 40 50 60
MGSTSHHHHH HDHITSLYKK AGFENLYFQG NEVSVIKEGW LHKRGEYTIKT WRPRYFLLKS

70 80 90 100 110 120
DGSFIGYKER PEAPDQTLPP LNNFSVAECQ LMKTERPRPN TEFVIRCLQWT TVIERTFHVD

130 140
SPDEREEWMR ATIQMVANSLK
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7.4.9 Akt2 (2-447) (GGGGS)2 - pLD12

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 65320 M-lcm / 62340 M-1cm-!

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKER

130
SPDEREEWMR

190
YAMKILRKEV

250
FFHLSRERVFE

310
KEGISDGATM

370
LFELILMEET

430
VQKKLLPPFK

20
HDHITSLYKK

80
PEAPDQTLPP

140
ATQMVANSLK

200
ITAKDEVAHT

260
TEERARFYGA

320
KTFCGTPEYL

380
REPRTLSPEA

440
PQVTSEVDTR

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAECQ

150
GGGGSGGGGS

210
VTESRVLQNT

270
EIVSALEYLH

330
APEVLEDNDY

390
KSLLAGLLKK

450
YFDDEFTAQS

10
NEVSVIKEGW

100
LMKTERPRPN

160
TMNDFDYLKL

220
RHPFLTALKY

280
SRDVVYRDIK

340
GRAVDWWGLG

400
DPKQRLGGGP

51979 Da / 48536 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TEVIRCLOWT

170
LGKGTFGKVI

230
AFQTHDRLCFEF

290
LENLMLDKDG

350
VVMYEMMCGR

410
SDAKEVMEHR

60
WRPRYFLLKS

120
TVIERTFHVD

180
LVREKATGRY

240
VMEYANGGEL

300
HIKITDFGLC

360
LPFYNQDHER

420
FFLSINWQDV

7.4.10 Akt1 (2-446) (S205T; D262E; E267del; K268R; N269D)- pLD13 (Akt2-
Mimikry)

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 66810 M-1cm / 63830 M1cm1

10
MGSTSHHHHH

70
DGTFIGYKER

130
TPEEREEWTT

190
YLKLLGKGTF

250
ALKYSFQTHD

310
RDLKLENLML

370
WGLGVVMYEM

430
GGGSEDAKET

20
HDHITSLYKK

80
PODVDQREAP

140
ATIQTVADGLK

200
GKVILVKEKA

260
RLCFVMEYAN

320
DKDGHIKITD

380
MCGRLPFYNQ

440
MQHRFFAGIV

30
AGFENLYFQG

90
LNNFSVAQCQ

150
KQAAAEMDFR

210
TGRYYAMKIL

270
GGELFFHLSR

330
FGLCKEGIKD

390
DHEKLFELTL

450
WQHVYEKKLS

10
SDVAIVKEGW

100
LMKTERPRPN

160
SGSPSDNSGA

220
KKEVIVAKDE

280
ERVFSEDRAR

340
GATMKTFCGT

400
MEEIRFPRTL

460
PPFKPQVTSE

55040 Da /51598 Da

50
LHKRGEYIKT

110
TFIIRCLOWT

170
EEMEVSLAKP

230
VAHTLTENRV

290
FYGAEIVSAL

350
PEYLAPEVLE

410
GPEAKSLLSG

470
TDTRYFDEEF

60
WRPRYFLLKN

120
TVIERTFHVE

180
KHRVTMNEFE

240
LONTRHPFLT

300
EYLHSRDVVY

360
DNDYGRAVDW

420
LLKKDPKQRL

TAQM
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7.4.11 Akt3Wt (2-443) - pLD02

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

54766 Da / 51324 Da

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 68300 M-lcm /65320 M-1cm1

10
MGSTSHHHHH

70
DGSFIGYKEK

130
PEEREEWTEA

190
KLLGKGTFGK

250
KYSFQTKDRL

310
LKLENLMLDK

370
LGVVMYEMMC

430
GPDDAKETMR

20
HDHITSLYKK

80
PODVDLPYPL

140
TQAVADRLQR

200
VILVREKASG

260
CFVMEYVNGG

320
DGHIKITDFG

380
GRLPFYNQDH

440
HSFFSGVNWQ

7.4.12 Erk2

Molekulargewicht (ungeschnitten/geschnitten):

30
AGFENLYFQG

90
NNFEFSVAKCQL

150
QAAARMNCSP

210
KYYAMKILKK

270
ELFFHLSRER

330
LCKEGITDAA

390
EKLFELILME

450
DVYDKKLVPP

40 50 60
SDVTIVKEGW VQKRGEYTKN WRPRYFLLKT
100 110 120
MKTERPKPNT FITRCLOWTT VIERTFHVDT
160 170 180
TSQIDNIGEE EMDASTTHHK RKTMNDFDYL
220 230 240
EVITAKDEVA HTLTESRVLK NTRHPFLTSL
280 290 300
VFSEDRTRFY GAETVSALDY LHSGKIVYRD
340 350 360
TMKTFCGTPE YLAPEVLEDN DYGRAVDWWG
400 410 420
DIKFPRTLSS DAKSLLSGLL IKDPNKRLGG
460 470
FKPQVTSETD TRYFDEEFTA QT
43553 Da / 41671 Da

Extinktionskoeffizient (ungeschnitten/geschnitten): 44810 M-lcm /44810 M-1cm1

10
MGSSHHHHHH

70
SAYDNVNKVR

130
VYIVQDLMET

190
CDLKICDFGL

250
MLSNRPIFPG

310
NADSKALDLL

370
EKLKELIFEE

176

20
SSGLVPRGSH

80
VAIKKISPFE

140
DLYKLLKTQH

200
ARVADPDHDH

260
KHYLDQLNHTI

320
DKMLTFNPHK

380
TARFQPGYRS

30
MAAAAAAGAG

90
HOTYCQRTLR

150
LSNDHICYFL

210
TGFLTEYVAT

270
LGILGSPSQE

330
RIEVEQALAH

10
PEMVRGQVEFD

100
ETIKILLRFRH

160
YQOILRGLKYI

220
RWYRAPETML

280
DLNCIINLKA

340
PYLEQYYDPS

50
VGPRYTNLSY

110
ENTIGINDII

170
HSANVLHRDL

230
NSKGYTKSID

290
RNYLLSLPHK

350
DEPTAEAPFK

60
IGEGAYGMVC

120
RAPTTEQMKD

180
KPSNLLLNTT

240
TWSVGCILAE

300
NKVPWNRLEP

360
FDMELDDLPK



7.5 Untersuchung der Akt2Wt-Stabilitat

A B

Fluoreszenzintensitat
Fluoreszenzintensitat

30 35 40 45 S50 55 B0 65 70 75 8O 85 30 35 40 45 S50 55 60 65 70O 75 80 85

Temperatur[® C] Temperatur[® C]

C D

Fluoreszenzintensitat
Fluoreszenzintensitat

4

2

30 35 40 45 S50 55 B0 65 70 75 8O 85 30 35 40 45 S50 55 B0 65 70 75 80 85

Temperatur[® C] Temperatur[® C]

OmMDTT @ 5mMDTT
Abbildung 61: Untersuchung der Akt2-Stabilitait mit dem TSA. A: Ergebnisse des TSA bei pH 7,5.
B: Ergebnisse des TSA bei pH 8. C: Ergebnisse des TSA bei pH 8,5. D: Ergebnisse des TSA bei pH 9. Die
Fluoreszenzspektren zeigen, dass Akt2 in Anwesenheit von DTT zu einer schnelleren Aggregation

sowie zu geringeren Tm-Werten tendiert und weisen demnach auf eine geringere Stabilitat des Proteins

unter diesen Bedingungen hin.
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7.6 Massenspektrometrische Analyse von pLD13 und pLDO05

51598 Da
51548 Da

+2P,
+3P,

52000 52500 53000 51 600 515
Masse [Da]

51500 0 52000 52500 53000

Masse [Da]

A R

A 720 Da
A 720 Da
< + RL3160
+ RL3160
51500 52000 52500 53000 51000 51500 52000 52500 53000
Masse [Da] Masse [Da]

Abbildung 62: A: Massenspektrometrische Untersuchung von Akt2-Mimikry (pLD13) in der Apo-
Form und nach einer 4-stiindigen Inkubation mit dem hybriden CAAI RL3160. B: Massen-
spektrometrische Untersuchung von Akt2 (2-447) (2-111)-Akt1 (112-145)-Akt2 (146-446) (pLDO05)
in der Apo-Form und nach einer 60-mintitigen Inkubation mit dem hybriden CAAI RL3160.

178



7.7 SEC und TSA von Akt1Wt

250 kDa M 1 2
2 —
180 -
200 4 130 -
5 100- W
<
E 150 70-
§ 55- W - > WA— <= Akt1Wt
o
@ 100 40 -
>
=]
35 -
50 -
1
25
0 T
0 10 20
[mL]

Akt ¢

Neuartiger 65|

e Capivasertib N
Akt-Inhibitor | o
(kovalent-allosterisch) _ (ATP-kompetitv) "Q)\j\/\§
NN
Hybrider Akt-Inhibitor Miransertib
(kovalent-allosterisch) (allosterisch) 7 r;l NH,
~/>N
Borussertib »
HN" N =

(kovalent-allosterisch)

Abbildung 63: Zweite SEC zur Uberfiilhrung von Akt1Wt in den Kristallisationspuffer und
Proteinstabilitdtsuntersuchungen. A und B: Ergebnisse der SEC von Akt1Wt. A: UV-Chromatogramm.
UV-Signal (schwarz). B: SDS-Gel nach CBB-Farbung: Marker (M); Elutionspeak (1); Elutionspeak (2).
C: Vergleich der Ergebnisse des TSA-Assay von AktlWt inkubiert mit unterschiedlichen

sokokokokok

Inhibitorklassen.

= Durchfiihrung des TSA-Experiments in Zusammenarbeit mit Dr.in Ina Landel (AG Rauh, TU
Dortmund).
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7.8 Kristallisation von Akt1Wt

PEG 2000 MME
12 % 15% 18 % 21% 24%

6.5

JeaND-BN NW G /'S
1e390Y-BN WW GZ')

Temperatur: 18 °C
Proteinkonzentration: 3 mg/mL

Abbildung 64: A: Verwendete Kristallisationsbedingungen fiir Akt1Wt 1,25 mM Natrium-Acetat und
3,75 mM Natrium-Citrat mit pH-Werten von 6,5 - 7,5 sowie einer PEG 2000 MME-Konzentration von
12-24 %. Inkubation von 3 mg/mL Protein bei 18°C. B-D: Beispiele fiir die beobachteten

Kristallmorphologien mit unterschiedlichen Inhibitorklassen.
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7.9 Datenstatistiken

Tabelle 17: Datenstatistiken der Akt-Komplexstrukturen. Die Werte in den Klammern beziehen sich
auf die hochste Auflosungsschale.

Akt2-Mimikry (pLD13) Akt1we Akt1wr
Miransertib RL2884 RL3084
Datenprozessierung PDB: 7NH4tttttt PDB: 7NH5####
Raumgruppe P 212121 P 212124 P21212:1
Zellkonstanten
a,b,c(d) 44.80,164.25,188.96 70.76,70.95,91.13 70.65,71.41,91.02
apBy() 90, 90,90 90, 90,90 90,90, 90
Auflosung (A) 47.37 - 2.50 (2.60 - 2.50) 45.56 - 2.30 (2.40 - 2.30) 43.97 -1.90 (1.90 - 2.00)
Rmeas (%) 12.2 (154.0) 6.4 (161.4) 5.0 (188.5)
Rmerge (%) 11.7 (148.0) 6.0 (150.2) 4.8 (181.7)
/ol 13.99 (1.58) 15.03 (1.05) 25.85 (1.47)
CCiy2 99.9 (74.1) 99.9 (60.8) 100.0 (67.9)
Vollstandigkeit (%) 100.0 (100.0) 99.9 (100.0) 100.0 (100.0)
Redundanz 13.6 (13.0) 7.4 (7.5) 13.5 (14.1)
Verfeinerung
Auflésung (A) 4737 -2.50 45.56 -2.30 4397 -1.90
Anzahl der Reflexe 49467 20958 36964
Rwork/Rfree (%) 23.89/28.80 (36.83/39.05)  22.28/24.57 (33.86/36.77)  19.98/22.84 (34.80/37.23)
Anzahl der Atome
Kette A: 2882
Protein Kette B: 2898 3045 3149
Kette C: 2815
Kette A: 33/10
Ligand/Ion Kette B: 33/14 42 65
Kette C: 33
Wasser 142 15 83
B-Faktoren
Kette A: 75.49
Protein Kette B: 70.76 82.18 58.00
Kette C: 83.78
Kette A: 54.24/86.84
Ligand/Ion Kette B: 58.73/84.48 73.12 42.04
Kette C: 61.63
Wasser 65.48 68.24 56.10

Tttt Strukturaufklarung und Verfeinerung durch Dr.in Ina Landel (AG Rauh, TU Dortmund).
4+ Strukturaufklarung und Verfeinerung durch Dr.in Ina Landel (AG Rauh, TU Dortmund).
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Akt2-Mimikry (pLD13) Akt1wr Akt1wr
Miransertib RL2884 RL3084
Verfeinerung
Standardabweichung
Bindungslingen (A) 0.002 0.002 0.010
Bindungswinkel (°) 0.683 0.494 1.084
Wellenlange (A) 0.99999 0.99999 0.99998
Temperatur 100 100 100
Rontgenquelle PX II at SLS, Villigen, CH PX II at SLS, Villigen, CH PX II at SLS, Villigen, CH
Detektor Eiger2 X 16M Eiger2 X 16M Eiger2 X 16M

Tabelle 18: Datenstatistiken der Erk-Komplexstrukturen. Die Werte in den Klammern beziehen sich
auf die hochste Auflosungsschale.

Erk2 Erk2
Apo Ulixertinib
Datenprozessierung

Raumgruppe P 212121 P21212:
Zellkonstanten

a,b,c(A) 44.09,70.74,120.16 43.75,69.55,119.31

apBy() 90,90, 90 90, 90,90
Auflosung (A) 45.79 - 1.95 (2.05-1.95) 50.00 - 1.70 (1.80-1.70)
Rmeas (%) 9.6 (176.1) 7.2 (191.9)
Rmerge (%) 9.2 (169.6) 6.9 (184.5)
/ol 17.74 (1.88) 20.01 (1.45)
CCiy2 99.9 (76.2) 100.0 (62.2)
Vollstandigkeit (%) 100.0 (100.0) 100.0 (100.0)
Redundanz 13.4 (13.8) 13.2 (13.3)
Verfeinerung
Auflosung (A) 45.79 - 1.95 50.00 - 1.70
Anzahl der Reflexe 28182 40895
Rwork/Réree (%) 20.74/24.89 (27.85/33.04) 18.64/22.17 (41.54/46.76)
Anzahl der Atome

Protein 2697 2758

Ligand/Ion 15 29/20

Wasser 136 198
B-Faktoren

Protein 46.70 38.60

Ligand/Ion 132.45 28.13/73.87

Wasser 48.55 4417
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Erk2 Erk2

Apo Ulixertinib

Verfeinerung
Standardabweichung

Bindungslingen (A) 0.017 0.007

Bindungswinkel (°) 1.731 0.927
Wellenlinge (4) 0.99999 0.99999
Temperatur 100 100
Rontgenquelle PXII at SLS, Villigen, CH PX II at SLS, Villigen, CH
Detektor Eiger2 X 16M Eiger2 X 16M
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7.10 Massenexperimente$§§sss

>

Akt B Akt2wt
M, = 51670 M, = 51740

Apo
(+ DMSO)

A =599 A=636

Borussertib
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RL3271
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RL2661
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O

Akt3wt
M, = 51324
o3
2>
<5
*

1
o 1
] A =596 o~
S8 | — 58
@ 0 | m o
oo H _ -z
2= h r=
o
m

1 I
- | A=810 <o | 1A=635
=3 | A— Do | —
23 | n e ]
L]
e 1 - ]
r= ! ©= :

1 1

51200 51800 52400 51200 51800 52400

Abbildung 65: Protein-Massenspektrometrie ausgewahlter CAAls mit den Akt-Isoformen.
Dekonvolutierte Massenspektren von Akt1Wt (A), Akt2Wt (B) und Akt3Wt (C) nach Inkubation mit DMSO
(Apo) und ausgewdhlten CAAIs. Alle getesteten Molekiile zeigen Massenunterschiede entsprechend
einer Monomarkierung des Proteins, und die Vollstdndigkeit entspricht der Potenz der Liganden fiir
die spezifische Isoform. Die Massenspektren wurden unter denaturierenden Bedingungen

aufgenommen.

§8§8§8 Durchfithrung der Massenexperimente in Zusammenarbeit mit Dr.in Lena Quambusch (AG Rauh,
TU Dortmund).
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7.11 Tandem-Massenspektrometrie
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Abbildung 66: MS/MS-Spektren von Akt1Wt, modifiziert mit den CAAIs RL2884 und RL3084. Akt-
Isoformen in voller Linge wurden mit einem 5-fachen molaren Uberschuss der Inhibitoren RL2884
und RL3084 mit Akt1Wtinkubiert. Tandem-MS/MS-Spektren zeigen die segmentale Markierung von
Cys296 (A) und Cys310 (B) mit CAAI RL2884 sowie von Cys296 (C) und Cys30 (D) mit CAAI RL3084.
Die genaue Peptidsequenz ist unter den Spektren dargestellt, und rote Pfeile markieren das

identifizierte Fragment mit den alkylierten Resten.
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Abbildung 67: MS/MS-Spektren von Akt2Wt und Akt3Wt modifiziert mit den CAAIs RL3341 und

RL3094. Akt-Isoformen in voller Linge wurden mit einem 5-fachen molaren Uberschuss des Inhibitors
RL3341 mit Akt2Wt und RL3094 mit Akt3Wt inkubiert. Die Tandem-MS/MS-Spektren zeigen eine
segmentale Markierung von Cys297 (A) und Cys311 (B) mit CAAI RL3341. Sowie Cys293 (C) mit CAAI
RL3094. Die genaue Peptidsequenz ist unter den Spektren abgebildet, und rote Pfeile markieren das

identifizierte Fragment, das die alkylierten Reste enthilt.
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Charakterisierung der Ba/F3-myr-Akt-Isoform-Zellen

7.12
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Abbildung 68: Agarosegel der aus den Ba/F3-Zellen isolierten Genome und mit Hilfe von spezifischen

Primern amplifizierten myr-Akt-Isoform-Gene.
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7.13

Tabelle 17: Zellulare Bewertung der synthetisierten CAAls in myr-Akt-Isoform-abhingigen Ba/F3-
Zelllinien und der parentalen Ba/F3-Zelllinie. Die mittleren ECso-Werte + s.d. wurden in n = 3 biologisch
unabhéngigen Experimenten repliziert wurden.148

Evaluierung Isoform-selektiver CAAls im Ba/F3-Modelsystem

ECso /nM
# BaF3myrAkl BaF3mrAkR BaF3mrAki BaF3
RL2661 1787 637 4473+ 2127 > 30000 6894 + 692
RL3047 3005 + 307 2785 1205 > 30000 11455 + 1236
RL2884 28324 % 1676 21194 + 8807 > 30000 > 30000
RL3274 > 30000 > 30000 > 30000 > 30000
RL3067 4919 689 2714 ¢ 1039 7650 + 202 16331 * 2626
RL3084 9614 + 1622 10803 + 2563 25686 + 3148 > 30000
RL2905 4711 863 1781 + 719 2509 + 522 8462 + 1441
RL3170 > 30000 12785 + 948 26478 + 1737 25613 + 5480
RL2930 > 30000 13602 + 2501 14110 + 3455 29492 + 718
RL3085 26661 + 3029 7987 1821 24273 & 1724 24525 + 6003
RL2928 28817 1242 2690 355 18561 + 3885 > 30000
RL3081 8290 1252 3046 672 5288 + 2056 24711 * 5297
RL3096 19283 + 1743 779 679 22620 + 4994 25580 + 8253
RL3341 7557+ 482 529 + 51 4468 + 148 8643 + 1221
RL3200 26685 + 2087 14308 + 5914 17160 + 1422 28578 + 2011
RL3082 > 30000 25496 + 6370 > 30000 > 30000
RL3271 > 30000 3750 426 22036 + 2694 > 30000
RL3312 17806 + 499 1479+ 710 18153 + 7820 > 30000
RL3225 12736 + 4925 2893 + 688 7442+ 642 12490 + 5265
RL3094 9483 366 4093 806 5054 + 595 12145 + 3732
RL3272 19686 + 4737 2234 194 6515 + 654 14739 + 2368
RL3279 22535 6092 3683 1254 18840 + 1056 > 30000
RL3310 14641 1219 2760 + 504 17064 + 7359 > 30000
RL2406 7211 600 14866 + 4051 26950 + 5283 > 30000
RL2405 20835 + 130 6343 = 597 21959 + 7802 20125 £ 3002
Borussertib 440 + 99 599 + 214 6837 + 670 20068 * 3660
MK-2206 1124 100 1339+ 449 5734 + 169 7386 + 1553
Capivasertib 1074 =+ 223 938 + 240 848 + 103 15997 + 5100
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7.14 Immunblot-Studien mit Ba/F3-myr-Akt-Isoform-Zellen

Borussertib [uM]
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Abbildung 69: Immunoblots der Ba/F3-myr-Akt-Isoform-Zellen behandelt mit Borussertib
(0,063-1 uM) zeigen das Vorhandensein und die Aktivitit einzelner Akt-Isoformen sowie die

sk

dosisabhangige Verringerung des pAkt-Signals mit steigenden Inhibitorkonzentrationen (n = 1).
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Abbildung 70: Immunoblots der Ba/F3-myr-Akt-Isoform-Zellen behandelt mit Capivasertib
(0,063-1 uM) (n = 1).

= Durchfiihrung der Inmunoblots im Rahmen der Masterarbeit von M. Sc. Melissa Lubeck (AG Rauh,
TU Dortmund).
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Abbildung 71: Immunoblots der Ba/F3-myr-Akt-Isoform-Zellen behandelt mit RL3341 (0,001-10 uM)
und RL3271 (0,25-10 uM) zeigen das Vorhandensein und die Aktivitéit einzelner Akt-Isoformen sowie

die dosisabhangige Verringerung des pAkt-Signals mit steigenden Inhibitorkonzentrationen (n =1).
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7.15 Zelluldre Evaluierung von Akt-Isoform-selektiven CAAls in PANC1
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Abbildung 72: Immunoblots von PANC1 behandelt mit Borussertib, RL2406 und RL2405. Die
Immunoblots zeigen den Einfluss der CAAIs nach 4-stiindiger Behandlung auf die individuellen pAkt-

Level der Isoformen sowie auf nachgeschaltete Proteine (n =1).
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Abbildung 73: Quantifizierung der Inmunoblot-basierten CETSA-Experimente von PANC1 behandelt
mitA: 1 uM RL2661, B: 2,5 uM RL3094. Die Signale der tAkt-Antikérper wurden auf Actin normalisiert.
Darstellung der mit DMSO behandelten Zellen mit gestrichelten Linien; mit Inhibitor behandelte Zellen
mit durchgezogenen Linien; Akt1 (grau); Akt2 (rot); Akt3 (gelb).

191



TemperaturiiQimmuu

40 435 484 538 581 614 656 709 76 80

tAkt1 T —— — — — - | -60kDa

171 e S - — - 60 kDa

B-ACtiﬂ ——— — — — — — ——— - 45 kDa

PANC1/DMSO
Temperat
40 435 484 538 581 614 656 709 76 80
tAKH  ——— — | - 60 kDa
tAkt2 --————ﬂ‘:"’J'GOkDa
tAKIZ [ ——— ) -ookoa
B-Actin | — | -45kDa

PANC1/1pM RL3341

Temperatur (Gl

40 435 484 538 581 614 656 709 76 80

- 60 kDa

tAkt1 G GRS GEan GRER D G . e

.~ |-60kDa

tAkt2 S ————
tAkt3 — A SR

- 60 kDa

B-Actin | — —— ——— T —————| - 45 KDa

PANC1/0.3 uM RL2661

Temperatur Qi

40 435 484 538 581 614 656 709 76 80

tAKE]  fm———— e e - 60 kDa
tAkt2 — e —— -— - 60 kDa
TAKES [ w— o —— -|-60kDa

B-Actin | m= | -45 kDa

PANC1/ 1 pM RL3094

Abbildung 74: Immunoblots der CETSA-Experimente von PANC1 behandelt mit unterschiedlichen

CAAIs und Inhibitor-Konzentrationen.
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7.16 Massenspektrometrische Untersuchung von Erk2
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Abbildung 75: Massenspektrometrische Untersuchung von Erk2. Die Ergebnisse zeigen ein
grofdtenteils unphosphoryliertes Protein mit geringen Mengen einfach-phosphoryliertem Protein. Dies

deutet daraufhin, das Erk2 in der inaktiven Konformation vorliegt.
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