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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 Veranderungen 1w aktivierende Mutationen in  PI3K und
Amplifikationen von AKT-Genen kénnen eind&Jberaktivierung der Akt-Isoformen und
damit einhergehend verschiedene Krankheiten auslosen. Dies macht die Akt
Isoformen zu attraktiven Zielproteinen fir die Arzneimittelforschung. Trotz
intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten sind mehrere klinische Studien mit
potenziellen Arzneimittelkandidaten gescheitert. Verantwortlich dafur sind u. a. der
Mangel an Informationen Uberlsoform-spezifische Funktionen im Zusammenhang
mit menschlichen Krankheiten sowie die nicht selektive dressierungder Isoformen
und die damit verbundenen Nebenwirkungen. Frihere Studien haben gezeigt, dass
ein vielversprechender Ansatz darin besteht, die allosterische Interdomé&nen

Bindungstasche von At zu adressieren

In dieser Arbeit war das Hauptziel, strukturbiologische und zellulare Systeme zu
etablieren, die die Grundlage fliein strukturbasiertes Wirkstoffdesign von Isoform-
selektiven CAAls bilden. Zu diesem Zweck wurde zunachst ein detaillierter Sequenz
und Strukturvergleich der Akt-lsoformen und ein strukturbasiertes Design einer
fokussierten Wirkstoffbibliothek, bestehend aus 23 CAAIs, unter Verwendung von
Homologiemodellen und AlphaFold durchgefiihrt. Die Strukturanalyse und ein
fundiertes Konstruktdesign ermdglichten die Entwicklung effizienter Expressions
und Reinigungsstrategien fir Akt2 und Akt3. Das Fehlen von Akt2und Akt3-
Kristallstrukturen in Volllangein der Literatur machte umfangreiche Kristallisations
studien erforderlich, die zu vielversprechenden Kristallisationsbedingungen fr Akt2
und Akt3 fihrten. Darlber hinaus konnte ein einzigartiger Einblick in die
Akt2-Bindungstasche gewonnen werden, indendie Akt2-Interdomanen-Bindungs-
tasche in Aktl nachgebildet wurde. Dieser Einblick, kombiniert mit biochemischen
und massenspektrometrischen Daten, ermdglichte eine Evaluierung der fokussierten
Substanzbibliothek und eine Verifizierung desvon einem Hmologiemodell

abgeleiteten CAAIDesignhansatzes.
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Es konnten interessante StrukturWirkungs-Beziehungen(SAR)abgeleitet werden,
die schlie3lich zur Identifizierung von CAAIs mit guten Selektivitatsprofilen flhrten.
Umweiterfihrende zellulare Studienzu ermdglichen, wurde ein Ba/F3-Akt-lIsoform-
abhéangiges Modellsystem etabliert, welches das Verhalten einer onkogenen Zelllinie
mimikriert und so als optimales System fur die Bewertung unterschiedlicher
Selektivitaten fungiert. Mit Hilfe dieses Modellsystems konnten die iderftzierten
biochemischen Selektivitatsprofile der fokussierten Substanzbibliothek erstmalig in
den zellularen Kontext Ubertragen werden.Diese Selektivitatsprofile dienten als
Grundlage fur weitere Studien an der menschlichen Krebszelllinie PANC1. Dartber
hinaus wurde ein robustes Protokoll zur Einfihrung von CRISPR/Cas&rmittelten
Akt-knock-outs in menschliche Zellen etabliert. Die zellularen Studien zeigten die
Vorteile der entwickelten Isoform-selektiven CAAIs gegenlber invasiven genetischen

knock-outs fur die Entschliisselung deldsoform-spezifischen Funktionen von Akt.

Dariiber hinaus ist es glungen, ein robustes Kristallisationssystem fiur die Kinase
Erk2 zu etablieren. Es wurden erfolgreich ErkZKonstrukte hergestellt, exprimiert
und gereinigt, die anschlielend als Grundlage fir die Reproduktion der aus der
Literatur bekannten Kristallisationsbedingungen dienten. Nach Réntgenbeugungs
experimenten konnten strukturelle Erkenntnisse gewonnen werden, die in Zukunft

das strukturbasierte Design von Erk2Inhibitoren ermdglichen werden.

XVII



ABSTRACT

The protein kinase Akt, comprising threeisoforms (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 trigg hyperactivation of Akt isoforms
and concomitant diverse diseases. This makes Akt isoforms attractive target proteins
for drug discovery. Despite intensive research in the last decadesgveral clinical
trials of potential drug candidates failed. Resporible 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 allostericnterdomain 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 isoforrrselective CAAIs.
For this purpose, a detailed sequerecand structure comparison of Akt isoforms and
a structure-based design of a focused compound library consisting of 23 CAAls was
first realized using homology models andAlphaFold The structural analysis and a
founded construct design enabled the developent of efficient expression and
purification strategies for Akt2 and Akt3. The absence of fulength Akt2 and Akt3
crystal structures in the literature necessitated extensive crystallization studies
leading to promising Akt2 and Akt 3 crystallization condions. Additionally, a unique
insight into the Akt2Wt binding pocket was realized using an Akt@t interdomain
binding pocket mimic in AktIWt, This insight, combined with biochemical and mass
spectrometric data, allowed an evaluation of the focused compodnlibrary and a
verification of the homology model derived CAAI design approach. Interesting
structure-activity relationships could be deduced, which finally led to identifying

CAAIs with good selectivity profiles.

The establishment of a Ba/F3 Akt isoforrrdependent 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/Cas%nediated Akt knock outs into human cells was established. The cellular
studies demonstrated the advantages of the developed isoforspecific CAAIs over

invasive genetic knockouts for deciphering Akt isoformspecific functions.

Furthermore, establishing a robust crystdization system for the kinase Erk2 was
successful. Erk2 constructs were successfully prepared, expressed, and purified,
which subsequently served as the basis for reproducing literatur&nown
crystallization conditions. After Xray diffraction experiments, structural insights
could be obtained, which will enable the structurebased design of Erk2 inhibitors in

the future.

XIX



XX



1. EINLEITUNG

Trotz bahnbrechender Fortschritte und neuer Technologien sind die
Herausforderungen der Gesundheit und der medizinischen Forschung im
21.Jahrhundert gewaltig: eine alternde Bevdlkerung, eine ungesunde Lebensweise,
die schnelle Ubertragung von Infektionserregern und das Potenzial fur globale
Pandemien, Antibiotikaresistenzen sowie die gesundheitlichen Auswirkugen des
Klimawandels und der Umweltverschmutzung. Daraus resultiert eine aul3er
ordentliche Notwendigkeit das biologische Verstandnis hinsichtlich humaner
Erkrankungen voranzutreiben und so die Entwicklung neuartiger Medikamente und
Therapien zu ermdglitien2 Die Funktionsfahigkeit der humanen Zelle ist maf3geblich
abhéangig von der spezifischen Antwort intrazellularer Signaltransduktionskaskaden
auf externe Stimuli.Als zentrale Steuerelemente einer Zelle stelleRroteine, wie die
Proteinkinase Akt, wichtige Angriffspunkte verschiedensterTherapeutika dar, sodass
ein tiefgehendes Verstandnis der jeweiligen Proteinfunktionen fur die

Arzneistoffentwicklung unabdingbar ist34

1.1 Die Proteinkinase Akt

Eine zentrale Rolle innerhalb von Signaltransduktionskasladen nehmen die
Proteinkinasen ein. Kinasen gehdren zu den Transferasen, welche die Ubertragung
des r-Phosphas von Adenosintriphosphat (ATP) auf die Hydroxylgruppe einer
Aminosaure (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 fuhrt durch die Einfihrung einer hohen Ladungsdichte zu
Konformationsdnderungen. Diese gehen zumeist mit einer Aktivierung oder
Inaktivierung der entsprechenden Substrate einhef. 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. Eindehlregulierte Kinase-Funktion wird mit der Entstehung
einer Vielzahl von Krankheiten, insbesondere Krebserkrankungen, in Verbindung

gebracht$



Die Proteinkinase Akt, auch Proteinkinase B gemmt, ist eine der AGGFamilie
zugehorige Ser/ThrKinase? Es existieren drei Aktlsoformen (Aktl/PKB 8,
Akt2/PKBr° und Akt3/PKBr1011), welche eine hohe Sequenzund Struktur-
homologie aufweiseri2. Die Akt-lIsoformen bestehen aus einer Merminalen
PH-(engl.pleckstrin homology-Domane (AS 5117), die uber einen flexiblen Linker
mit einer KinaseDomane (AS 146408) verbunden ist. Diese wird wiederum vom
Gterminalen regulatorischen, hydrophoben Motiv(HM) flankiert (AS 409480).13 Die
stark konservierte Kinasedoméne ist aus einer Nerminalen -Faltblatt-reichen
Doméane und einer @erminalen -Helix-reichen Doméne aufgebaut, welche tber die
Scharnierregion verbunden sind Hier ist das katalytische ntrum von Akt lokalisiert
(Abbildung 1).12

inaktive Konformation

aktive Konformation
(PH-out)

Abbildung 1: Schematischer Afbau der Proteinkinase Akt. Darstellung der Kinas®oméne @rau,
PDB: £KK)14 und der PHDomaéne (grun PDB: UNQ?5 in der aktiven PHout-Konformation (links)

und der autoinhibitorischen Konformation (rechts, PDB: 7AP)}6. Die Linkerregion ist als graue Linie
dargestellt, die G-Helix ist in cyan eingefarbt, die Scharnierregion in blau, die Glyciiche Schleife in

rot und die Aktivierungsschleife inbeige.
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Die PHDomaéne ist mal3geblich am Regulationsuind Aktivierungsmechanismus von
Akt beteiligt. Diese r-Faltblatt-reiche Doméne besitzt eine PRosphoinositol-
Bindetasche und ist demnach fudie Rekrutierung des Proteins zur Zellmembran
sowie zu endogenen Membranen verantwortlich> Weiterhin ermdglicht der flexible
Linker (AS 118145) unterschiedliche Positionierungen der PHDomane zur
KinaseDomane. Zum einen kann eine autoinhibitorische PHn-Konformation
gebildet werden, bei der die PFDomane uber ein Netzwerk ausVasserstoffbricken
ionischen Interaktionen und hydrophoben Wechselwirkungen mit der Kinase
Domane interagiertl®6 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 Subdoméne der Kinasedoméane zwischen
B-und GC-Helix und enthat das PDKlinteragierende-Fragment (PIF) Dabei ist eine
Phosphorylierung am Thr450 fur eine Faltung des &rminalen HM auf die
N-terminale Subdoméane verantwortlich. Dies gewahrleistet einen Schutz vor

proteosomalem Abbau und ist essenziell fir die Stali#t des Proteins!?

Die Aktivierung von Akt erfolgt hauptsachlich durch externe Stimuli wie
Wachstumsfaktoren oder Insulin, welche Membrasstéandige Rezeptoren wie RTKs
(engl. receptor tyrosine kinasg und GPCRs(engl. G protein coupledreceptorg
aktivieren. Dies resultiert in der Aktivierung unterschiedlichster Signal
transduktionskaskaden18 Der bekannteste Signalweg, in dem Akt eine Rolle spiatit
der PI3K/Akt-Signalweg.Dieser fuhrt zur Umsetzung von Membran-gebundenem
Phosphatdylinositol -4,5-biphosphat (PIP.) zu Phosphatidylinositol-3,4,5triphos-
phat (PIPs) durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase PI3K), was wiederum die
Rekrutierung von PHDoméanenassoziierten Proteinen wie Akt und PDK1
(engl. 3-phosphoinositidedependent préein kinase ) an die Membran induziert1®
Weiterhin kann die Bindung der Akt2-PH-Doméane auch an endogene Membranen
sowie an PI(3,4)P: erfolgen2° Die Bindung der PHDoméne an PIR fihrt zu einem
Konformationswechsel von der autoinhibitorischen Konformation (PHin) in die
aktive Konformation (PH-out) von Akt2! 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 mTORCZengl. mammalian target of rapamycin complex)zendtigt.23
Dies ermdoglicht die Phosphorylierung von nachgeschaltetefikt-Substraten, wie zum
Beispiel FOXO01/3 (engl. forkhead box protein 1/33 und GSK3/y
(GlykogensynthaseKinase 3)18 (Abbildung 2)

extrazellular

Abbildung 2: Schematische Darstellung d& Aktivierungsmechanismus von Akt. Zunéchst erfolgt eine
Aktivierung von Membranrezeptoren durch externe Stimulit8 Die Produktion von PIR durch PI3K
oder von PIP(2,3)R durch SHIP induziertdie Rekrutierung von PHDoméanenassoziierten Proteinen
wie Akt und PDK1 an die Membra#f220Das in der aktiven Konformation(PH-out) vorliegende Akt kann
nun am Thr308 durch PDK1 und am Ser473 durch mTORC2 vollstéandig aktiviert werdé3In diesem
Zustand kann Akt zahlreiche in raumlicher Nahe lokalisierte Substrate phosphorylieren und
aktivieren. Sobald Akt sich von PIEPIP(2,3) Pz 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: Rezeptofyrosinkinase, PI3K: Phosphoinositid3-Kinase, PIP:: Phos
phatidyl-inositol-(4,5)-bisphosphat, PIR: Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat, PTEN: phos
phatase and tensin homolgd®DK1:phosphoinositidedependent kinasel, PP2A:protein phosphatase 2
MTORC2: mechanistic target of rapamycin complex, 2PHLPP:PH domain and leucin rich repeat

phosphatasesAdaptiert von Truebesteinet al.16
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Die Phosphorylierung der AktSubstrate erfolgt an einem konservierten
Sequenzmoty (R-X-R-X-X-S/T; R: Arg, X: beliebige AS} Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass die Aktivitat von Akt von der direkten Bindung der PHDoméne an
PIRs/ PIP(2,3)P: abhangt. Sobald Akt sich von P#PPIP(2,3)R: I6st, wird erneut die
autoinhibitor ische Konformation ausgebildet und die Dephosphorylierung von
Thr308 und Ser473 durch PHLPRengl. PH domain leucirrich repeat phosphatasge
und PP2A(Protein Phosphatase 2A)nduziert.16.25.26 Durch diesen streng regulierten
Aktivierungsmechanismus wird eine spezifischeSignalweiterleitung als Antwort auf
externe Stimuli gewahrleistet (Abbildung2). Die Notwendigkeit dieser strengen
Regulierung wird bei der Betrachtung der Anzahl bisher identifizierter AkiSubstrate

deutlich, welche die Zahl 10@eutlich Ubersteigen??

1.1.1 Akt-Isoform -spezifische Signallbertragung und Funktionen

Die Komplexitat der Akt-vermittelten Signalibertragungwird durch die Anwesenheit
der drei Akt-Isoformen (Akt1l/Akt2/Akt3) zusatzlich deutlich erhéht. In zahlreichen
Studien konnten neben unterschiedlichen Substrat und Interaktionspartner-
Selektivitaten weitere Regulationsmechanismen festgestellt werden, die eine

Akt-Isoform-spezifische Signallbertragung ermoglicheg

Einer dieser Regulationsmechanismen ist die sbform-spezifische subzellulare
Kompartimentierung, die durch unterschiedliche Lokalisationen die rdumliche Nahe
zu Substraten und Interaktionspartnern bestimmtz8 Umfassende Immum-
histochemie-Studien in humanen Zelllinien sowie in humanen Krebszelllinien mit
Hilfe von Isoform-spezifischen Antikdrpern zeigten unterschiedliche Lokalisationen
der Isoformen. Wahrend Aktlubiquitar im Zytoplasmasowie an der Plasmamembran
lokalisiert ist, ist Akt2 vermehrt an endogenen Membranen, vor allem an den
Mitochondrien und am GolgiApparat, vorhanden2® Hier scheinen vor allem die
unterschiedlichen Affinitaten der Isoformen zu PIR und PI(3,4)P: eine Rolle zu
spielen. Liu et al. zeigten, dass Akt2 neben deBindung an PIR ebenfalls durch

P1(3,4)P2 an endogene Membranen rekrutiert werden kanrfo



PI(3,4)P> wird durch SHIP2 (engl. SH2containing phosphatidylinositol 3,45
trisphosphate 5phosphatasg aus PIR gebildet und in Form einesEndosomsdurch
Endozytose aus der Plasmamembran freigesetZ Akt3-spezifische Signalevurden
hauptséachlich an der nuklearen Membran und im Zellkermachgewiesen Akt3 zeigt
wie Aktl ausschlieBlich Bindung an PI§202° Daruber hinaus lasst sich eine
gewelbsspezifische Expressiorfeststellen. Aktl zeigt eine ubiquitare Expression, was
auf eine Beteiligung an zahlreichen zellularen Prozessen hindeutet. Akt2 kann vor
allem in Insulin-abhangigen Zellen wie skeletalen Muskelund Fettzellen und
Hepatozyten nachgewiesen werden. Akt3 zeigt eine sehr spezifische

Gewebsverteilung und ist hauptsachlich in Gehirn und Hodengewebe vorhander!
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Abbildung 3: Darstellung derredundanten und nichtredundanten Isoform-spezifischen Funktionen.
Umfassende Aktlsoform knock-out-Studien zeigtendass Aktl eine zentrale Rolle fiir die Proliferation,
das Zelliberleben und die Angiogenese einnimmt, Akt2 vor allem fur die Aufrechterhaltung der
GlukoseHomoostase und Akt3 fir die neuronale Entwicklung. Weiterhin zeigtenknock-out-
Kombinationen Uberlappenden Funktionen, die in dieser Abbildung mit Pfeilen zwischen den

entsprechenden Isoformen gekennzeichnet sing3%z35 Adaptiert von Gonzalezt al.28
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Zusatzlich kdnnten alternative Aktivierungsmechanismen und Stimuluspezifische
Antworten zu einer Isoform-spezifischen Signaliibertragung beitragen. In zahlreichen
Studien wurden positive und negative Ruckkopplungsschleifen innerhalb des
PI3K/Akt-Netzwerks beschrieben36z38 Dartiber hinaus zeigen die PI3Ksoformen
unterschiedliche Praferenzen fur PIPVarianten und fuhren so zu einer spezifischen,
zeitlich-versetzten Antwort auf unterschiedliche extrazellulare Faktorerf?Des
Weiteren sind unterschiedlicre PTMs der Akilsoformen 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 (realdisauerstoffSpezies)
erzeugte reversible Oxidation am Cys124 beschrieben, welche zur Inaktivierung der
Kinase fuhrt40 Im Gegensatz dazu zeigt das Cys119 in Akt3 Sensitivitdt gegenlber
dem secondmessengeHNE (4-Hydroxy-2-nonenal), was ebenfalls einerlaktivierung

der Kinase induziert4:

Aus diesen Regulationsmechanismen resultieren unterschiedliche Funktionen der
Akt-Isoformen, die in der Vergangenheit hauptséchlich mit Hilfe von phanotypischen
knock-out-Experimenten nachgewiesen wurden (Abbildung 3). Die genetische
Entfernung von Aktl in Mausmodellen fihrte zu einer deutlichen Reduktion des
Korpergewichts und es konnte vermehrt Apoptose in den Zellen nachgewiesen
werden. Diese Beobachtungen weisen aufre¢ hohe Relevanz von AHtim Hinblick
auf Proliferation und Zelliberleben hin28.32 Akt2 Mausknock-out-Studien zeigten,
dass in Abwesenheit von Akt2 ein Diabete$yp 2-artiger Phanotyp sowie eine
veranderte GlukoseVerwertung auftreten. Demnach wird Ak2 vor allem eine
zentrale Rolle in der Instandhaltung der Glukosé¢iomdostase zugeschriebef3> Der
Einfluss von Akt2 auf den zellularen Energiemetabolismus wird zusatzlich durch die
Interaktion mit  Glukosetransportern und mitochondrialen  Hexokinasen
untermauert.4243 Dartber hinaus wurde bei der Untersuchung von Akt&nock-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 ebenfallsiiberlappende Funktionen31z33



Die simultane Deletion von Aktl und Akt2 fuhrt zur Letalitéat kurz nach der Geburt,
Aktl- und Akt3-knock-out-Méause sind embryonal letal, wahrend Méause mit einem
einzigen funktionalen Allel von Aktl (Aktl+/-Akt2-/-Akt3-/-) trotz reduziertem

Korpergewicht und Insulin- und Glukoseintoleranz lebensféahig sind8:33

Der PI3K/Akt-Signalweg spielt eine Schlisselrolle bei verschiedenen zellularen
Prozessen wie Zellproliferation, Stoffwechsel und Zelkerleben und istin vielen
humanen Erkrankungen, wie zum Beispiel in Krebs, fehlreguliertGenomische
Veranderungenkonnen zu einer Uberaktivierungder Akt-Isoformen fiihren, welche
als wichtige Signalknotenpunke innerhalb des PI3K/Akt-Signhalweges fungieen.18
Am haufigsten treten Deletionen von PTEN30 %) auf, gefolgt von Mutationen in
PISBKCA(13 %), PTEN (6 %) und AKT (1 %).4445 Amplifikationen von Aktl wurden
primar in Magenkrebg6, von Akt2 in Eierstock und Pankreaskreb$847 und von Akt3
in Melanomennachgewiesern® Eine Uberexpression von Aktlasst sichvor allem in
Brustkrebs4?, von Akt2in Leberzellkarzinomenf® und von Akt3 in Estrogen-Rezeptor
negativem (ER-neg.) Brustkrebs sowie Melanomerbeobachten*® Mutationen treten
in humanen Karzinomen vorrangigin Aktl auf. Konstitutive Uberaktivierungen von
Akt2 und Akt3 resultieren hingegen hauptsachlich aus Amplifikationen,
Uberexpression oder Veranderungen der im Signalweg vorgeschalteten
Proteinregulation.28 Die Mutation AK1E1’K zeigte sich in Eierstock, Brust und
Darmkrebs. Dabei liegt die mutierte Kinase in der permanent aktiven Rblut-
Konformation vor, da die negativ geladene 3Glutamat zu einem positiv geladenen
Lysin mutiert, was zu einer Destabilisierung der autoimibitorischen PH-in-
Konformation fuhrt.51 Innerhalb der gleichen Krebszelllinie weisen die Isoformen
haufig unterschiedliche und sogar gegenséatzliche Funktionen auEs konnte
beispielsweise gezeigt werden, dassAktl in Brustkrebs einen antimetastatischen
Effekt zeigt, wahrend Akt2 die Metastagerung vorantreibt.52 Innerhalb von
Lungenkrebs wurde beobachtet, dass eia Aktl-Inhibierung einen negativen Effekt
auf das Wachstunder Tumore hat, wahrend eire Akt2-Inhibierung die Proliferation
beschleunigt>® Diese in malignen Erkrankungen auftretenden Ambivalenzen,
verdeutlichen  erneut  die Komplexitat  der  Aktlsoform-spezifischen
Signaliibertragung welche durch viele Faktoren beeinflusst wird und trotz

zahlreicher Studien nah nicht ganzlich verstanden ist.
8
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Bis heute wurden zur Aufklarung der zellularen Funktionen der Isoformemwor allem
genetischinvasive knock-out-Studien verwendet. Hier koénnte die zielgerichtete
Adressierung der Aktlsoformen mit selektiven, niedermolekubren Inhibitoren dabei
helfen das Verstandnis Uber die Isofornrspezifischen Funktionen zu erweitern.
Weiterhin kdnnte dieser Ansatz die durch eine pafkt-Adressierung auftretenden
Nebenwirkungen und Limitationen bei der Behandlung von humanen Erkrankungen

umgehen.

1.2 Chemische Biologie

In den letzten zwei Jahrzehnterhat sich das Feld deChemischen Biologie zu einer
der fuhrenden Disziplinen fur die Entschlisselung biologischer und zellularer
Fragestellungen entwickelt.Die Chemische Biologie beinhaltet die Entwicklung und
die Verwendung von niedermolekularen Verbindungen als chemische Wer&uge zur
Untersuchung biologischer Systeme, von der Proteinstruktur undfunktion tber
zellulare Signalwege bis hin zu komplexen Organismeéis5 Die Chemische Biologie
interagiert an der Schnittstelle vieler Disziplinen, und wéahrend sie urspringlich au
akademische Einrichtungen beschrénkt war, hat sie sich zu einem integralen

Bestandteil der Arzneimittelforschung entwickelt56

1.2.1 Biologische versus chemische Perturbationsuntersuchunge n

Der Begriff der Perturbation beschreibt die gezielte Stérung eines biologischen
Systems, Signalwegs oder Proteins mit Hilfe von biologischen oder chemischen
Methoden wie zum Beispiel mit niedermolekularen Verbindungen So kdnnen
Informationen Uber die Funktionen der entsprechenden Komponentenerlangt
werden5’ Es gibt zwei fundamentale Ansatze, die im Rahmen der Studie von
zellularen Prozessen verwendet werden: Vorwarts und ruckwarts-gerichtete
Genetik (Abbildung 4). In der vorwarts-gerichteten Genetik werden unspezifische
Perturbationen verwendet, um eina bestimmten Phé&notyp zu induzieren, welcher
anschlieend analysiert wird und so Ruckschlisse audlie fur den Phé&notyp

verantwortlichen Gene oder Proteine zulasst.



Im Rahmen der rickwartsgerichteten Genetik werden spezifische Perturbationen
eines bestimmen Proteins oder Gens verwendet, um tiefgreifende Informationen
Uber die Funktionen der untersuchten Komponenten zu bekommen. Generell kann
AAEI O O1T xI El AEA nEl AOGOEOAEAO A

chemische Genetik8.59

Unspezifische lela ecierha® Spezifische
Mutagenese Mutanten

Biologische
l Genetik l,

vorwaérts
bestimmter — Gen oder
Phanotyp e Protein
riickwérts

P

Unspezifisches Chemische
small molecule Sonde

Abbildung 4: Prinzip der klassischen biologischen Genetik und der chemischeGenetik zur
Untersuchung biologischer Fragestellungen. In der vorwarts-gerichteten Genetik werden
unspezifische Perturbationen verwendet, um einen bestimmten Phanotyp zu induzieme welcher
anschlieBend analysiert wird und so Riickschlisse auf die fur den Phénotyp verantwortlichen Gene
oder Proteine zulasst. Im Rahmen der rickwéartgerichteten Genetik werden Perturbationen eines
bestimmten Proteins oder Gens verwendet, um tiefgreifede Informationen Uber die spezifischen

Funktionen der untersuchten Komponenten zu bekommep-60 Adaptiert von Leharet al .80

Die klassischen genetischen Methoden umfassen unter anderem das gezielte
EinfUhren oder Entfernen von Genabschnittenknock-in/ -out) zum Beispiel mit Hilfe
derry T 1 AEOI AOAT CRISRR/CasBndeOdle@erwendung von sogenannter
small interfering RNA(sSIRNA), welche zu einem gezielten Abbau der adressierten

MRNA nach der Transkription fuhrt(knock-down)62,
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Diese Methalen haben den Vorteil, dass sie eine aul3erordentliche Selektivitat
gewadhrleisten. Zusatzlich ermdglichen Mutantenbibliotheken fir mehrere
Modellorganismen diephanotypische Untersuchungganzer Genone in einem hohen
Durchsatz8364 In den letzten Jahrzehten haben diese Methoden zu fundamentalen
Erkenntnissen, z. B. Uber die Zellteilung und die Apoptose beigetragddie Nachteile
dabei sind, dassvor allem knock-out-Experimente sehr zeitintensiv sind unddurch
die invasive Entfernung desentsprechenden Gens oder Genprodukts ein massiver
Eingriff in das biologische System vorgenommen wirdies kann die Aktivierung von
Kompensationsmechanismen induzieren, welche schliel3lich dazu fuhren, dass keine
verlasslichen Aussagen uber den beobachtete®Ph&notyp getroffen werden kénnen.
Die chemischgenetischen Perturbationsansatze basieren auf der gezielten
Adressierung der Zielproteine mit niedermolekularen VerbindungenDies ermdglicht
eine reversible Inaktivierung des Zielproteins sowie eine feine &ulierung der
verwendeten Inhibitorkonzentrationen. Eine grundlegende Voraussetzung fur die
Durchfihrung solcher Experimente ist die Zuganglichkeit hoch-potenter und
selektiver Inhibitoren 58260 F(ir stark konservierte Proteine, wie zum Beispiel die Akt
Isoformen, stellt es eine groRe Herausforderung dar Inhibitoren mit einem

geeigneten Selektivitatsprofil zu entwickeln.

1.2.2 Chemische Werkzeuge zur Adressierung der Akt -lIsoformen

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz Akvermittelter Signalwegein zahlreichen
malignen Erkrankungen wurden bereits verschiedenste Inhibitorklassen zur

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

Ein klassischer Ansatz sind die ATRompetitiven Inhibitoren, welche durch
Interaktionen mit der Scharnierregion die katalyische Bindetasche von Akt
blockieren und so die Bindung von ATP verhinderf?:68 In der Vergangenheit gelang
es einigen Firmen hochpotente orthosterische Akt-Inhibitoren zu entwickeln, welche
bereits in zahlreichen klinischen Studien getestet wurdenDie Wirksamkeit dieser
Inhibitorklasse bei molekular unselektierten Patientenpopulationen kann im
Allgemeinen als enttduschendbetitelt werden: Ipatasertib und Capivasertib zeigten

in mehreren Monotherapiestudien eine begrenzte Aktivitat.6”
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Weiterhin  hat Ipatasertib in einer Phasel-Studie eine bescheidene
Antitumoraktivitdt bei der Behandlung verschiedene Tumorarten gezeigt®® Im
Gegensatz dazuzeigte Capivasertib, ein selektiver ATFkompetitiver pan-Akt-
Inhibitor, kdrzlich in klinischen Studien eine hohe Wirksamkeitbei Patienten mit
verschiedenen  Tumorhistologien mit  AtlEl’“Mutationen oder PTEN

Mutationen.”0.71

Dies deutet daraufhin, dass das Scheitern der klinischen Studienter anderem auf
eine fehlerhafte PatientenAuswahl zuriickzufiihren ist.”2 Die hohe Komplexitat der
Akt-vermittelten SignallUbertragung erschwert die Identifizierung geeigneter
Biomarker. Aus diesem Grund ware ein prazises Verstandnis Uber die
gewelsspezifischen und genotypischen Eigenschaften der Aksoformen von
groBem Nutzen fur den Erfolg einer therapeutischen Behandlung mit

Akt-Inhibitoren. 67.72
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Abbildung 5: Unterschiedliche Inhibitorklassen zur Adressierung der Proteinkinase AktDarstellung
der adressierbaren Bindetaschen mitAT P-kompetitiven (beige, PDB: 4GV)'3, PIR-TaschenBindern
(weinrot, PDB: 1UN@®-> und allosterischen (blay PDB: 6HHI Akt-Inhibitoren sowie der chemischen
Struktur literaturbekannter Inhibitoren (PDB: 6HHFJ4.
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Weiterhin konnten haufig unerwiinschte Nebenwirkungen beobachtet werden, die
unter anderem auf die mangelhafte Selektivitat von ATHRompetitiven Inhibitoren
gegenuber den Akilsoformen zurickzufuhren sind?> Aufgrund der hoch
konservierten Ko-Substrat-Bindetasche ist es bisher raht gelungen Isoformselektive
ATP-kompetitive Akt-Inhibitoren zu entwickeln, welche sich fur Untersuchungen der

Isoform-spezifischen Funktionen eignen wurden.

Einen weiteren Adressierungsansatz stellen die PtPTaschenBinder dar, welche die
Rekrutierung von Akt an die Plasmamembran und so dessen Aktivierung
unterbinden.”6.77 Hier sind vor allem die Inhibitoren Perifosin und Miltefosin zu
nennen, welche vielversprechende praklinische Ergebnisse lieferten, diese allerdings
in klinischen Studien nicht besétigen konnten’8.79 Dies lasst sich zum einen auf
schlechte pharmakokinetische Eigenschaften durch den arhjphilen Charakter
zurlckfuhren und zum anderen erneut auf den Mangel an Selektivit&t. Die
PHDoméane mit ihrer stark polaren Phosphoinositol-Bindetasche ist eine stark
konservierte Struktur in der humanen Zelle, sodass durch die Behandlung mit
PIPs-TaschenBindern verheerendeoff-Target-Effekte, wie zum Beispiel eine schwere

gastrointestinale Toxizitat, beobachtet werden konnteng!

Um diese Selektivitatprobleme zu umgehen, eignen sich vor allem allosterische
Inhibitoren, welche fir Akt erstmals von Merck Sharp & Dohmebeschrieben
wurden.82:83 Die Inhibitoren binden in einer einzigartigen Interdoméanentasche und
fuhren zur Formation einer Inhibitor -vermittelten PH-in Konformation.84 Kurzlich
konnten Truebestein et al. mit Hilfe einer Kristallstruktur der autoinhibitorischen
Konformation von Aktl zeigen (PDB: 7APJ) dass die Inhibitorvermittelte
Konformation nicht der nativen autoinhibitorischen PH-in-Konformation
entspricht.16 Trotzdem ist die Kinase durch die Blockade der AFBindetasche und
der PIPs-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 Selektivitat gegentber anderen Kinaséfs® Allerdings

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

13



Dies lasst sich erneut auf einen Mangel abekannten pradiktiven Biomarkern
zurUckfuhren und hebt die Notwendigkeit hervor die Signalnetzwerke der Akt
Isoformen in der humanen Zelle besser zu versteheid90.91Weisner und Gontlaet al.
beschrieben 2015 estmals das Konzept der kovalenllosterischen Akt-Inhibitoren
(CAAI, engl. covalent allosteric Akt inhibito) (Abbildung 6).°2 Die kovalente
Adressierung nichtkatalytischer AS-Seitenketten in Kombination mit einem
allosterischen Ansatz habesondere \brteile: Zum einen eine optimierte Selektivitat
und zum anderen eine gesteigerte Effektivitat durch die maximale Verweildauer des
Inhibitors am Protein.84.93.94 Allerdings muss eine sorgfaltige Auswahl der reaktiven
Gruppe erfolgen, welche schlief3lich @ kovalente Bindung ausbildet, da diese auch
toxische Effekte haben kann. Hier eignen sich vor allem di@moderat reaktiven
Acrylamid-Gruppen. Zusatzlich sind kovalente Inhibitoren vielversprechende
Startpunkte fur die Entwicklung von Sondenmolekilen fur d@ chemischbiologische
Untersuchung zellularer Mechanismerr®> Die Analyse publizierter Ko
Kristallstrukturen von Aktl mit verschiedenen allosterischen Inhibitoren fiihrte zur
Identifizierung zweier redoxsensitiver Cysteine (Cys296 und Cys310) in der

Aktivierungsschleife9s

Kinase-
Domé&ne

aktiv inaktiv irreversibel inaktiv
(PH-out) (PH-in) (PH-in)
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Adressierung von Akdurch kovalent-allosterische Akt-
Inhibitoren (CAAIs). Durch die zunéchst reversible Bindung des Inhibitors in die allosterische Tasche,
erfolgt die Konformationséanderung zur inaktiven PHin-Konformation. Durch die rAumliche Néhe der
Acrylamid-Gruppe zu den nichtkatalytischen Cysteinen Cys296 und Cys310 ety schlieRlich die
kovalente Bindungshildung9295.96 Adaptiert aus der Dissertation von Lena Quambusch (AG Rauh, TU

Dortmund).
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Mit Hilfe eines strukturbasierten Ligandendesigns konnten schlie3lich CAAls
entwickelt werden, welche Cys296 und Cys310 Ubegine Acrylamidgruppe kovalent
modifizieren kdnnen 9296 Hier zeigte sich vor allem die 1,8Naphthyridinon-basierte
Verbindung Borussertibmit einer gesteigerten biochemischen Potenz im Vergleich zu
MK-2206 als besonders erfolgversprechend. Erste praklische Studien in
Mausmodellen in Kombination mit einem MEKnNhibitor lieferten zusatzlich gute

Ergebnisse’

Mit dem Blick auf die EntwicklungAkt-Isoform selektiver chemischer Sonden fir 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 vollstadndigerhibierung von
Aktl und Akt2, Akt3 nur zu 60% inhibiert wird. Die Kombination dieser
Eigenschaftenermutigte Quambuschet al. zu einer Ubertragung des Konzepts der
CAAls auf literaturbekannte Akt-Inhibitoren mit moderaten Selektivitatsprofilen.
Diese Molekile stellen vielversprechende Startpunkte fiir die Entwicklung

Akt-Isoform-selektiver Sondenmolekiile dar’

1.3 Strukturbasiertes Ligandendesign

Eine effektive Herangehensweise fur die Entwicklung selektiver Liganden ist das
strukturbasierte Ligandendesign (SBLD)% Im Gegensatz zum kombinatorischen
Ansatz des Liganderdesigns, der auf demScreening einer grof3en Zahl von
Verbindungen beruht, die nach dem Zufallsprinzip synthetisiert wurdenbasiert das
SBLDauf der detaillierten Analyse der zu adressierenderBindetasche sowie der
Bindemodi bereits bekannter Ligander??® Diese Methode setzt demnach die Kenntnis
der Struktur des Zielproteins voraus.Die stetig wachsende Anzahl an verfliigbaren
Proteinstrukturen sowie die Entwicklung effizienter computerbasierter Methoden
haben das SBLDn den letzten Jahrzehnéen zur vorherrschenden Methode fir 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 NMRSpektroskopie und Cryo-Elektronenmikroskopie ist die
Proteinkristallographie bis heute die bedeutendste Methode fir die Analyse von
Inhibitoren im Komplex mit dem Zielprotein.101 Nach der erfobreichen
Strukturbestimmung und der Etablierung eines verlasslichen Kristallisationssystems

folgt einin silico-Design einer fokussierten Substanzbibliothek.

istallisg¢; : :
o_\k\'\ at,oo

10\, 100 1000 10000

Abbildung 7: Darstellung desiterativen Prozesses des SBLIZuné&chst erfolgen Klonierung, Reinigung
und Strukturbestimmung des Zielproteins.Nach der Etablierung eines verlasslichen Kristallisations
systems folgt einin silico-Design einer fokussierten Substanzbibliothek.AnschlieRend folgt die
Synthese sowie die biochemische undefiulare Evaluierung der SubstanzbibliothekDies ermdglicht
eine detaillierte Bewertung der Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR) und legt die Grundlage fur

weitere iterative Optimierungszyklen 100
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Heutzutage stehen den Wissenschaftler:iinnen dafiir zaeiche unterstitzende
computerbasierte Methoden zu Verfligung, welche eine frihzeitige Evaluierung der
designten Liganden ermoglicht%2 Dazu zahlen zum Beispiel molekulares Docking
und Molekular-Dynamik-Simulationen02 Anschliel3end folgt die Synthesesowie die
biochemische und zellulare Evaluierung der Substanzbibliothelabei ist es wichtig
effiziente und Ressourcersparende Syntheserouten zu entwickeln, um eine leichte

synthetische Zuganglichkeit der Verbindungen zu gewahrleisten.

Weiterhin missen biochemische und zellulare Assaysysteme fur das Zielprotein
entwickelt werden, welche eine Evaluierung groRer Substanzbibliotheken in einem
hohen Durchsatz ermdglichen. Je nach Beschaffenheid den Eigenschaftendes
Zielproteins kann dies eine grol3e Herausforderung darstellen und erfordert ein
gewisses Mall an Erfindungsreichtum der Wissenschaftler:iinnenAnhand der
gewonnenen Daten werden schlie3lich Liganden selektiert, die in einem nachsten
Schritt im Komplex mit dem Zielprotein ko-kristallisiert werden. Dies ermoglichtin
Kombination mit den biochemischen und zellularen Daterine prazise Bewertung
der Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR)und legt die Grundlage fur weitere
iterative Optimierungszyklen 98100 So Kbnnen mit Hilfe des SBLD effizient effektive
und selektive Inhibitoren fur das entsprechende Zielprotein entwickelt werden,
welche sich sowohl fur die Verwendung in chemischiologischen Experimenten als

auchfir die Anwendung in der Prézisionstherapie eigen kdnnen.
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2. MOTIVATION UND ZIELSETZUNG
Als zentraler Knotenpunkt innerhalb des PI3K/AK/mTORSignalwegs i$ die

Proteinkinase Akt, welchedrei Isoformen (Aktl/Akt2/Akt3) umfasst, in der humanen
Zelle an unterschiedlichstentiberlebenswichtigen Prozessen beeiligt. Genomische
Veranderungen wie zum Beispiel aktivierende Mutationen in PI3K und
Amplifikationen der AKT-Gene kénnen eine Hyperaktivierung der Aktsoformen und
damit einhergehend diverse Krankheiten ausléserDies macht die Aktlsoformen zu
attraktiven Zielproteinen fir die Wirkstoffforschung, allen voran fir die Therapie
maligner Erkrankungen.Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahrzehntesind
die klinischen Studien potenzieller Wirkstofkandidaten gepéagt von wiederholtem
Scheitern.Daflr sind unter anderemdie fehlenden Informationen tber die Isoform
spezifischen Funktionen das komplexe Zusammenspiel der Akisoformen im
Kontext von humanen Erkrankungen sowie die nichdifferenzierte Adressierung

dieserund die damit einhergehenden Nebenwirkungen verantwadlich.

Die Adressierung der allosterischen InterdomanerBindetasche von Akt hat sich in
vorangegangenen Studien als vielversprechender Ansatz fir eine selektive
Adressierung der Aktlsoformen heraugyestellt. Allosterische Sondenmolekile
kénnten zur Aufklarung der Isoform-spezifischen Funktionen beitragen und
gleichzeitig als Startpunkt fur die Entwicklung innovativer Therapeutika dienen.
Quambuschet al. gelang bereits durch Kombination von bekannten Motiven mit
einem kovalenten Ansatz eine Identifizierung von vielversprechenden
Selektivitatsprofilen, welche in Aktl KoKristallstrukturen erste strukturelle

Bindepraferenzen ableiten liel3erf?

Das Ubergeordnete Ziel diesr Dissertationist die Grundlage fur einestrukturbasierte
Optimierung von Isoform-selektiven CAAIsmit einem Fokusauf die Etablierung von
strukturbiologischen und zellularen Systemen Diese sollen eine effiziente
Evaluierung von CAAIls ermdglichen,sowie die Identifizierung von potenziellen
Sondenmolekiilen vorantreiben, die sich hinsichtlich ihrer Eigenschaften fir

weiterfihrende Studien zu Aufklarung der Isoform-spezifischen Funktioneneignen

18



tu

Fur die Etablierung strukturbiologischer Systeme soll zundchst mit Hilfe von
Computer-gestitzten Methoden ein detaillierter Sequenzund Strukturvergleich der
Akt-lsoformen erfolgen. Nachfolgend soll ein SBLD einer fokussierten
Substanzbibliothek durchgefiihrt werden, welche spater zur Evaluierung der
entwickelten Systeme genutzt werden soll Basierend darauf, sollen effiziente
Expressiors- und  Reinigungstrategien  etabliert  werden, um  die
massenspektrometrische und strukturbiologische Evaluierung der CAABibliothek
zu erma@glichen.Da bisher noch keine Volllagenkristallstrukturen von Akt2 und Akt3
geloést werden konnten, sollen nea Kiristallisationsbedingungen fur die
Kristallisation eben dieser Isoformenidentifiziert werden. Diese sollen anschlie3end
zusammen mit dem bereits etabliert@ Kristallisationssystemfur Akt1Wtdazu genutzt
werden, um strukturelle Einblicke in die Bindemodi unterschiedlicher Ligandenzu

erhalten.

Weiterhin sollen die identifizierten biochemischen Selektivitatsprofile der
fokussierten Substanzbibliothek im zellularen Kontext evaluiertwerden. Allerdings
erschweren de gewelsspezifische Expression und die unterschiedliche
Lokalisierung der Isoformen in zellularen Kompartimenten die Bewertung und den
direkten Vergleich Isoform-selektiver Liganden in klassischen zellularen
Modellsystemen erheblich. Deshalb soll mit Hilfe der murinen Ba/F3Zellen ein
Akt-Isoform abhéngiges Modellsystem entwickeltwerden, welches das Verhalten
einer onkogenen Zelllinie mimikriert und so als optimales Systerfiir die erleichterte
Bewertung unterschiedlicher Selektivitatsprofile fungiert. Liganden, die ein
geeignetesSelektivitatsprofil im Ba/F3-System vorweisen kdnnen, sollen schliel3lich
in humanen Krebszelllinien evaluiert werden und fir Untersuchungen der
Isoform-spezifischen Sgnaltbertragung genutzt werden. Um die Auswirkungen
genetischer Perturbationen auf die Isoformspezifische Signalibertragung in
humanen Zellen mit Inhibitor-vermittelten Perturbationen vergleichen zu kénnen
soll zusatzlich ein robustes Protokoll fur die Efihrung CRISPR/CasYermittelter

knock-outsin humane Zellen etabliert werden.

Ein weiterer zentraler Signalweg in der humanen Zelle ist der Ras/Efsignalweg
welcher Uber zahlreiche positive und negative Rickkopplungsschleifen mit dem
PI3K/Akt-Signalweg interagiert.
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Daraus resultieren als Folge einer gezielten Adressierung eines der beiden
SighalwegeKompensationsmechanismen welche die Untersuchung dieser und die
Interpretation der auftretenden Phanotypen erheblich erschwerenDie Kombination
selektiver Liganden, digjeweils den PI3K/Akt- und den MAPK/ErkStoffwechselweg
adressieren, konnten die Aufklarung des komplexen PI3K/AktRas/Erk-Netzwerks
mafgeblich unterstitzen. Um die Entwicklung selektiver Inhibitoren fiur die
Adressierung de Proteinkinase Erk2(engl. extracellular-signal regulated kinas) zu
ermoglichen,soll ein robustes Kristallisationssystementwickelt werden. Dazu sdien
zundchst Erk2Konstrukte hergestellt, exprimiert und gereinigt werden
Anschlieend sollen literaturbekannte Kristallisationsbedingungen reproduziert

werden, um einSBLDvon Erk2-Inhibitoren zu ermdglichen.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Sequenz- und Strukturanalyse der Akt -lsoformen

Die Strukturanalyse von Proteinen ist eininitialer und essenzieller Bestandteil im
Feld der chemischen Biologie, um die Funktionen und Regulationsmechanismen von
Zielproteinen zu verstehen. Wderhin ermdglicht die Analyse von Proteinen im
Komplex mit Ligandenin Kombination mit biochemischen und zellulare Dateneine
detaillierte Bewertung der SARI1 Dies legt die Grundlage fir iterative
Optimierungszyklen der entsprechenden Liganden undst unerlasslich fur die
Entwicklung von effektiven und selektiven chemischen Werkzeugen fur die
Entschlisselung zelllarer Mechanismen? Um Informationen Uber die
Beschaffenheit der Isoformen zu bekommen, sollte zunachst ein Sequenmd
Strukturvergleich mit Hilfe von Computergestitzten Methoden erfolgen
(Abbildung 8).

Bei einer genauen Betrachtung der Aminosduresequenzen konnte eine
Gesamtubereinstimmung von 73 % zwischen dendrei Akt-Isoformen festgestellt
werden. Allerdings weisen bestimmte Strukturelemente signifikante Unterschiede
auf. Wahrend die Kinasedoméne mit 82 90 % und die PHDoméane mit 76z 84 %
eine relativ hohe Ubereinstimmung zeigen, is besonders die Linkerregion
(AS111-145) mit 17 z 41 % Homologie wenig konserviert. Das hydrophobe Motiv am
Ende der Gterminalen Domane besitzt eine Ubereinstimmung von 66 76 %
(Anhang, Abbildung59). Da bisher keine Volllangefristallstrukturen von Akt2 und
Akt3 vorhanden sind, wurden zur weiteren Analyse Apedrukturen der
Akt-lsoformen aus derAlphaFold Protein Strudcure Databaseherangezogen.Diese
sollten helfen Unterschiede zwischen den Isoformen eventuell problematische
Strukturelemente fir die Kristallisation, sowie essenmzielle Bereichezu identifizieren.
Das ProgrammAlphaFoldist ein neuronales Netz entwickelt von der Firma DeepMind,
welches die 3D-Koordinaten aller schweren Atome fiir ein bestimmtes Protein
voraussagt, indem es ausschliel3lictlie primare Aminosauresequenz und Sequenzen
von homologenProteinen als Grundlageverwendet. Das Grundprinzip besteht darin,
die Vorhersage von Proteinstrukturen als ein Graphenproblemm 3D-Raum zu
betrachten, bei dem die Kanten des Graphen durch nahe beieinander liegende Reste

definiert sind.
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Esbildet sich schonfriih eine konkrete Strukturhypothese herausdie kontinuierlich
verfeinert wird. Zu den wichtigsten Schrittendabei gehdren das Aufbrechen der
Kettenstruktur, um eine gleichzeitige lokale Verfeinerung aller Teile der Struktur zu
ermdglichen, ein neuartiger aquivarianter Transformator, der es dem Netzwerk
ermoglicht, implizit auf die nicht reprasentierten Seitenkettenatome zuschliel3en,
sowie ein Verlustterm, der der Orientierungskorrektheit der Reste erhebliches

Gewicht verleiht103z105

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

Akt1/3 76 %

Akt2/3 70\\‘%?‘: A /&J/

Akt1/3 44 %
Akt2/3 17 %

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

Akt1/2 90% = £ 5.€
Akt1/3 88% 4
Akt2/3 87 %

AS 146 - 420 @W ' AS 1-107
Kinase=Doméane PH-Doméne

Abbildung 8: Ubersicht uiber die vergleichende Sequenaind Strukturanalyse der Aktlsoformen mit
Hilfe der von AlphaFold berechneten ApeStrukturen (AlphaFold Structure Databas@KT1 human,
AKT2 _human, AKT3_huma#d3i05, Die Proteinstrukturen wurden in die charakteristischen
Strukturelemente aufgeteilt und hinsichtlich ihrer strukturellen und sequenziellen Identitéat

untersucht.
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Die Frage die sich fur Strukturbiolog:innen nun stellt, ist, welche Genauigkeit
AlphaFolderreichen kann und welche Anwendungmaoglichkeitensich darausfir den
weiteren Verlauf dieser Arbeit ergeben. Der durchschnittliche r.m.s.ds
(engl.root-meansquare deviation zwischen vorhergesagter Struktur und
experimentell bestimmten Strukturen aus derProtein Data Bank(PDB betragt
1,46 A. Demnach kanmlphaFoldvor allem das Rickgrat eines Proteins mit hoher
Genauigkeit reproduzieren und ist fur das Design von Kristallisationskonstrukten
besonders hilfreich. Innerhalb des SBLD sind allerdings genaue SeHen
kettenkonformationen von grof3er Wichtigkeit, sodass die Verwendung von
AlphaFoldStrukturen fur die Entwicklung selektiver Inhibitoren fir hoch-homologe

Proteine zumindest bisher noch nichtausreichendist.106.107

Im Vergleich der berechneten Akiisoform-3D-Strukturen lassen sich vor allem
Unterschiede in derLinkerregion feststellen. In Aktl bilden die AS111-121 eine Helix
aus, welche sich an diendstandigeHelix der PHDomane anschliel3t. Diese Helix wird
von einem Glycin und einem Prolin aufgebrochen (123 und R0125), welche als
sogenannteHelixbrecher bekannt sind. Hingegen wird in Akt2 diese Helix bereits &
dem Aall4 nicht mehr ausgebildet, was in einem langeren und flexibleren Linker
resultiert. Weiterhin fallt auf, dass Akt2 an Position124 ein Cystein aufweist. In Akt3
reicht diese Helix bis zum €s119, wasvermutlich in einem ahnlich stabilen Linker

wie in Aktl resultiert (Abbildung 9).

P L N N e e . 145
Akt KK /'E. EEEMDFRSGSPSDNSGAEEMEVSLAKPKHRY
o, 7
Akt2 KQRAPGEDPMDY Kt STTEEME
s
4 - N - 143
Al IWECSPTSQIDNIGEEEMDASTTHHKRK

Abbildung 9: Vergleich der Linkerregion der Aktlsoformen. Darstellung der homologen AS in grau
und der sich unterscheidendenAS in unterschiedlichen Farben (Aktl: griin; Akt2: rot; Akt3: gelb).
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Die Linkerregion ist vor allem im Zusammenhang mit Isoforrspezifischen PTMs und
der damit verbundenen Steuerung unterschiedlicher Signale beschriebeWeiterhin

sind ungleiche Reaktivitaten der Linker-Cysteine von Akt2 und Akt3 in der Literatur
bekannt, was hier mit deren Lokalisationen und der damit einhergehenden
abweichendenchemischen Umgebungerklart werden kdnnte.4041 Cysteine die am
Ende einer -Helix positioniert sind, wie das Cys119,weisen ein verandertes
Dipolmoment und demnach auch eineerh6hte Nukleophilie auf als Cysteine in

unstrukturierten Bereichen108

Wahrend zahlreiche KeKristallstrukturen von Aktl im Komplex mit allosterischen
Inhibitoren den Beweis fir eine gschlossene, inaktive Konformation zwischen der
KinaseDoméane und der PHDomane lieferr?>9, war es bisher nicht klar, oldies die
physiologische inaktive Konformation von Akt widerspiegelt. Die vonAlphaFold
berechneten Strukturen zeigen eine autoinhoitorische Konformation fir alle drei
Isoformen, welche sich durch eine Wechselwirkung zwischen dem APE-Loop der
Kinasedoméne und der PIRBindetasche in der PHDoméne auszeichnet. Dies wird
zusatzlich durch die kirzlich publizierte Kristallstruktur 7 APJ verifiziert, welche
ebenfalls eine autoinhibitorische Konformation von Aktl, vermittelt durchebendiese
Wechselwirkungen, zeigf¢ Die PHDomane rotiert im Vergleich zur
autoinhibitorischen Konformation durch die Bindungeines allosterischenlnhibitor s
um etwa 25° in Richtung der KinaseDoméne undwird dort durch aA-a-Wechselt
wirkungen zwischen Trp80 und Inhibitor -Grundgertst stabilisiert. (Anhang,
Abbildung 60). Fur die Analyse der Inhibitor-vermittelten inaktiven Konformationen
der Akt-Isoformen wurden alternativ zu den vonAlphaFoldberechnetet Aktlsoform-
3D-Strukturen Homologiemodellevon Akt2 und Akt3 auf der Grundlageeiner Aktl-
Ko-Kristallstruktur herangezogen(PDB: 6S9X) .97.10%112 Ein Vergleich der bekannten
Bindetaschen zeigt, dass die ATBindetasche mit 97% und die PIR-Bindetasche mit
94 % eine sehr hohe Ubereinstimmung zeigen, was unter anderem auf ihre hohe
Sequenmentitat zurtckzufihren ist. Auch die allosterische Bindetasche zeigt stark
konservierte Sequenzbereiche, wohingegen die wenigen unterschiedlicheAS
ahnliche Eigenschaften aufweisen, wie zum Beispiel Ser205 in Aktl und Thr205 in
Akt2 und Akt3.
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In den weniger korservierten Abschnitten fallen vor allem die Deletionen in der
Schleife derAS259-273 in Akt2 und Akt3 auf, welche zu einer Verkiirzung der dort
lokalisierten E-Helix fUhren. Weiterhin fallt auf, dass das Lys269 im Vergleich zu den
analogenASin Akt2 (Arg268) und Aktl (Lys267) eine andere Ausrichtung in Akt3
besitzt. Daraus lasst sich fur Akt3 eine groRere Offnung der allosterischen
Bindetasche zur Losungsmittelexponierten Seiteableiten. Zusatzlich ist das Val270
durch ein sterisch anspruchsvolleres Is@ucin in Akt3 ausgetauscht, weshalb die

Bindetasche dort entsprechend verengt sein konnt@Abbildung 10).

o A 1g.65 203 212
AIKT ALY | ONSRHPFLTA..

I .ONTRHPFLTA..
.KNTRHPFLTS..

51
..PLNNFS..
..PLNNFS..
..PLNHFS..

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

Abbildung 10: Ubersicht der Strukturanalyse der Aktlsoformen mit Hilfe von Homologiemodellen
von Akt2 und Akt3 basierend auf einer KeKristallstru ktur von Aktl (PDB: 6S9X97.112, A: Darstellung
der PH-in-Konformation von Akt sowie der vorhandenen Bindetaschemit gebundeneninhibitoren:

ATP-kompetitiv Capivasertib (beige, PDB 4G\1)73, PIR-Binder (dunkelrot, PDB 1UNQ?5, kovalent
allosterisch (blau, PDB: @&9X9. Die Ubereinstimmung der ASSequenz der entsprechenden
Bindetaschenist in Prozent angegeber(Ko-SubstratBindetasche, beige, 9%; PIRBindetasche, rot,
94 %; allosterische Bindetasche, blau, 7%). B: Darstellung der dlosterischen Interdoméanen-
Bindetasche von Akt in Komplex mit RL2461 (blau) sowie der Sequenzvergleiche der Akt

Isoformen 97

Im Allgemeinen sollte beachtet werden, dass es sich sowohl bei den A&bform-
Apo-Strukturen als auch bei den Aktlsoform-Homologiemodellen nicht um
experimentell bestimmte sondern umberechnete Strukturinformationen handelt.
Um diese zu verifizieren ist die Generierung von KeKristallstrukturen der
Akt-Isoformen im Komplex mit allostelischen Inhibitoren von gro3em Interesseund

wirde einen elementaren Beitrag zur Validierung dieser Modelle leistei??
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3.2 Strukturbasiertes Design Isoform -selektiver CAAls

Aufgrund der zu diesem Zeitpunkt fehlenden Kiristallisationssysteme zur
experimentellen  Untersuchung der Isoformspezifischen  Interdomanen
Bindetaschen wurden alternativ die aus den Homologiemodellen erhaltenen
Erkenntnisse fir das SBLD einer Substanzbibliothek Isoform-selektiver CAAls
verwendet. Diese sollten anschlieBendim weiteren Verlauf dieser Arbeit fur die
Evaluierung der entwickelten strukturbiologischen und zellularen Systeme

verwendet werden.

Als erster Ansatzpunkt diente die verdnderte Helixstruktur, welche in der
Interdoméanen-Tasche als Hauptunterschied zwisadn den Isoformen identifiziert
wurde. Im Vergleich zur Akt:Struktur ist ein gréRerer, zuganglicher Raum am Ende
dieser Interdomanen-Taschevorhanden, was den Einbaisterisch anspruchsvollerer
Restein Ligandenfir Akt2 und insbesondere Akt3 ermdglichen kante. Dies steht im
Einklang mit den Selektivitatsprofilen der ersten Generation von Isoforrrselektiven
Inhibitoren, AAE AAT AT AEA %ET £ EOOT CPoSithEih de® A O
Pyrazinon-basierten CAAIs von Akt2 und Akt3 toleriert wurde, aber niat von Akt1.97
Dariiber hinaus hatjedes Enzym eine andere Aminosdure mit unterschiedlichen
chemischen Eigenschaften an Position 268 Aktl oder der entsprechenden Position
in Akt2 und Akt3 (Vgl. Kapitel 3.1). Daraus konnte sich ein verandertes
elektrostatisches Potential an dieser Position in der Bindetasche der verschiedenen

Isoformen ableiten.

Basierend auf der ersten Generation Isoforrselektiver CAAIs, welche im Rahmen der
Masterarbeit von Lena Quambusch entwickelt wurdensowie den Trends aus den
Homologiemodellen,gelang es eine Reihe weiterer Molektile durcstrukturbasiertes
Design zu entwickeln Hier lag der Schwerpunkt auf Molekilen mit einer
v ositionssubstitution und somit einer Modifikation, die zuvor nachweislich von
Akt2 und Akt3 bevorzug wurde. Variationen in den chemischen Eigenschaften und
des raumlichen Anspruchseingefiihrter Substituenten waren das Hauptziel fur die
eingeftuihrten Komponenten. Diesaliversen Restesollten Uber verschiedene Linker

an ein Pyridin-Grundgeristgekntpft werden.
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Weiterhin wurde das wichtigste Bindungsdement in den neuen Liganden bewahrt

zwei A-A-gesteuerte Stapelwechselwirkungen mit Trp80 und Tyr272112

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

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

* Designund Syntheseder Isoform-selektiven CAAFSubstanzbibliothek durch Dr.in Lena Quambusch
(AG Rauh, TU Dortmund).
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3.3 Darstellung und Reinigung der Akt -lIsoformen

Fur die Charakterisierung von Inhibitoren ist die Durchfihrung von
massenspektrometrischen, biochemischen und strukturbiologischen Unter
suchungender entsprechenden ProteinLigand-Komplexe unerlasslich. Dafimissen
die Zielproteine zunachstin grof3en Mengen und mit einer hohen Reinhefroduziert
werden. Im Rahmen dieser Arbeit solltedemnach eine robuste Expressionsund
Reinigungsstrategie fiur die Aktlsoformen Akt2 und Akt3 etabliert und mit den

Protokollen fur Aktl verglichen werdend

3.3.1 Konstruktdesign und -generierung

Als Basis fur die AktKonstrukte, welche vor allem fir die Kristallisationbestimmte
Eigenschaften haben mussendiente eine bereits publizierte AktIVt-Struktur
(PDB:3096)113 im Komplex mit einem reversiblen allosterischa Inhibitor sowie die
zuvor durchgefuhrte  Strukturanalyse der von AlphaFold berechneten
Akt-Isoform-3D-Strukturen. Die Expression der Akt-lsoform-Konstrukte sollte in
Insektenzellen erfolgen Demnach wurdendie entsprechenden DNA-Sequenzn fur
die Verwendung in Insektenzellen Codowoptimiert. Das AktIWt-Gen wurdebereits im
Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Jorn Weisner sowie die A2 und Akt3Wt-Geneim
Rahmen der Doktorarbeit von Din Ina Landel mit Hilfe des Ligations
/Restriktionsprotok olls in plEX/Bac3Transfervektoren Uberfihrt und mit einem
N-terminalen Hiss-Tag versehen, welcher spater zur Affinitdtdasierten
Aufreinigung der Proteine dienen sollte.Um diesen im weiteren Verlauf effizient
abspalten zu kénnen, wurde die Erkennungsseggnz der TEVProtease(engl.tobacco
etch virug eingebracht. Fir das Akt¥t-Konstrukt konnte bereits gezeigt werden, dass
der Gterminale Bereich (Akt1Wt: AS 447480; Akt2Wt: AS(440)448-481; Akt3Wt: AS
444-579) bei der Kristallisation einen Storfaktor dastellt.

d Etablierung der AktIWt-Reinigung durch M. Sc. Rebekka Scheinpflug und Dr.in Ina Landel (AG Rauh,
TU Dortmund).
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Zusatzlich liel3 sich in der vorangegangenen Strukturanalyserkennen (Kapitel 3.1),
dass dieser Bereich in allen drei Isoformen eine hohe Flexibilitat aufweisind wurde

demnach aus derKonstrukten entfernt.

Die so erhaltenenKristallisationskonstrukte Akt1Wt (2-446), Akt2Wt (2-447), Akt2Wt
(2-439) und Akt3Wt (2-443) dienten als Grundlage fiur alle im Rahmen dieser Arbeit
generierten Akt-lsoform-Varianten. Innerhalb des AktIWt (2-446)-Konstruktes und
des Akt3Vt (2-443)-Konstruktes wurden zusatzlich diesich im Linker befindendenAS
Glul14/ Glull5/ Glull6, zu Alaninen mutiert, um die Oberflachenentropie in diesem
Bereich durch den unpolaren Charakter der Alanine herabzusenkerDiese kénnte

sich andernfalls negativ auf die Kristalkation auswirken.114.115

Im Rahmen der 3DStrukturanalyse der Aktlsoformen in Kapitel 3.1 konnte fur 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 AS115-118 in Akt2 dem
entsprechenden Bereich in Aktlangepasst,indem eine Deletion von o115 und
Gy116 durchgefiihrt wurde, sowie eine Mutation der ASGIull7 und Aspll8 in
11 ATET A8 $OO0AE AERD B8 GOBAHGIEIACINEER A kihnte
hier eine Verringerung der Hexibilitat in diesem Bereich erfolgen. Die Mutationen
Glull7Alaund Aspl18Ala dienten ebenfalls der Absenkung der Oberflachenentropie
in diesem Bereich (AkRP115del/G116del/E117AELL8A)  Zusatzlich wurden sowohl ein
Austausch der Akt2Linkersequenz durch die Aktl-Linkersequenz (Akt2(2-111)-
Akt1(112-145)-Akt2(146-446)) als auch durch einen kirzeren (GGGGS)inker
(Akt2(GGGGS) vorgenommeng In beiden Anséatzen sollte die Kristallisation von
Akt2 durch eine weniger flexible Linkerregion begunstigt werden. Ein weiterer
Ansatz sollte eine vollstandige Entfernung der Linkerregion sein. Hier kbnnte durch
eine Inkubation mit einem allosterischen Inhibitor ein stabiler Kinasedoméanen
Inhibitor -PH-DomanenKomplex entstehen, welcher durch das Fehlen des flexiblen

Linkers einfacher kristallisieren kdnnte.

d Darstellung des Akt3(2-443; Glull4Ala/Glull5Ala/Glull6Ala)yKonstruktes im Rahmen der
Bachelorarbeit von B. Sc. Fabian Schnecke (AG Rauh, TU Dortmwmd) Darstellung des Akt1(2-446;
Glul14Ala/Glul15Ala/Glull6Ala)-Konstruktes durch Dr. Jérn Véisner (AG Rauh, TU Dortmund).

§ Darstellung der Akt2(2-111)-Akt1(112-145)-Akt2(146-446)- und Akt2(GGGGS)Konstrukte im
Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh, TU Dortmund).
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Dariber hinaus wurde basierend auf dem Vergleich der AkXsoform-
Homologiemodelle eine Anderung der allosterischen Bindetasche in Ak¥tt zur
entsprechenden Akt2Bindetasche vorgenommen Daraus resultiert das Konstrukt
Akt1S205T/D262E/E267del/K268R/N269D - welches im weiteren Verlauf dieser Arbeit zur
Vereinfachung Akt2-Mimikry genannt wird. Hier ware mit den etablierten
Kristallisationsbedingungen fir AktIWt bereits ein poterzieller Startpunkt fur
Kristallisationsstudien vorhanden. Nach der erfolgreichen Herstellung und
Verifizierung der Kiristallisationskonstrukte (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

144 449 1

‘COOH COOH .COOH ;COOH i{COOH
447 443

Akt2-Mimikry
@, om @,
2
;COOH  COOH (oou - ;COOH
439 447

Abbildung 11: Schematische Darstellungler im Rahmen dieserArbeit verwendeten Akt-Isoform-
Kristallisationskonstrukte . A: Darstellung der auf AktMt basierenden Kristallisationskonstrukte.
B: Darstellung der auf Akt2t basierenden Kristallisationskonstrukte. C: Darstellung der auf Akt3't

basierenden Kristallisationskonstrukte.
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3.3.2 Expression in Insektenzellen

Fur die Proteinkristallisation sowie die Durchfiihrung weiterer biochemischer und
biophysikalischer Studien werden grof3e 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 inEscherichia Col{E. col)116, sind besonders Insektenzellen
ein attraktives System fur die Herstellung von Kinasen da sie posttranslationale
Modifikationen, wie zm Beispiel Phosphorylierungen und Glykosilierungen
ermdglichen, welche fur die Aktivitat und Stabilitédt der eukaryotischen Proteine
essenziell sein kdnneril7z119 Um eine Expression des Zielproteins in Insektenzellen
zu ermoglichen,werden diese mit rekombinanten Baculovireninfiziert . Dabei wird
auf dem verwendeten Transfervektor, welcher die fur die Virusreplikation nétigen
Geninformationen tragt, zusatzlich die DNASequenz des Zielproteins eingefiihrEine
Uberexpression wird dadurch erreicht, dass daGen fur das Zielprotein gegen das Gen
des Proteins Polyhedrin ausgetauscht wird. Dieses ist fur die Virusreplikation nicht
zwingend notwendig20 Far die Expression der Akt-lsoform-Kristallisations-
konstrukte in Insektenzellen wurde das BacMagicProtokoll von Merck Millipore
verwendet (Material und Methoden, Kapitel 5.5). Dafur wird die Sequenz des
Zielproteins in einen plEX/Bac3-Transfervektor eingebracht, welcher flankierend
zum Gen des Zielproteins Rekombinationssequenzen aufweiét Nach Ko-
Transfektion des Transfervektors und einer synthetischen Bacmi®NA wird durch
homologe Rekombination ein Baculovirus erzeugt, welcher die Uberexpression des
Zielproteins wahrend der Virusreplikation ermoglicht. Mit Hilfe der zuvor
generierten plEX/Bac3 Transfervektoren, welche das entsprechende Zielgen
enthalten, wurden Baculoviren der ersten und zweiten Generation von deProtein
Chemistry Facility (ZE-PCF, MPI Dortmund)hergestellt. Der Virus der zweiten
Generation (P2Virus) konnte anschlieRerd fur die Expression im grof3en Mal3stab
verwendet werden. Dafir erfolgt zunachst eine Erh6hung des Virustiters, indem ein
Virus der dritten Generation hergestellt wird (P3Virus). Der P3Virus wird

schlussendlich fur die finale Proteinexpression verwendet.
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Um sowohl die erfolgreiche Expression als auch den optimalen Zeitpunkt der
Zellernte bestimmen zu konnen, wurde eine Testexpression in Sf9und
Tnao38-Zellen durchgefuhrt™ Daflir 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 SDS5elelektrophorese auf @ entsprechenden

Expressionslevel untersucht{Abbildung 12).

Sf9 Tnao38
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Abbildung 12: Testexpressionen von Akt¥t Akt2Wtund Akt3Wtin Sf9- und Tnao38Insektenzellen.
Von den Expressioskulturen und der entsprechenden Kontrollkultur (K) wurden nach0-96 h Proben
entnommen und mit einer SDSGelelektrophorese analysiertMarker (M).

* Durchfuihrung der Testexpressionen in Sf9und Tnao38Zelen im Rahmen der Bachelorarbeit von
B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh, TU Dortmund).
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Sowohl in den Sf9Zellen als auch in den Tnao3&ellen konnte fiir alle drei Isoformen
bereits nach 48h eine Uberexpression festgestellt werden, was durch eine intensive
Bande auf der bhe von 55kDa deutlich wurde. Die hdchste Proteinkonzentration
konnte nach 72h erreicht werden, welche sich nach 96 nicht mehr veranderte. Es
liel3 sich feststellen, dass Akt¥t geringere Expressionslevel als Akt?t und Akt3Wtin
beiden Insektenzelllinien aufweist. Dies kdnnte unterschiedliche Ursachen haben.
Zunachst sollte eine unterschiedliche Konzentration und Beladung der Proben auf das
SDSGel in Betracht gezogen werden. Weiterhin stamem die P2-Viren aus
unterschiedlichen Transfektions-Chargen, was sich auf den initialen Virustiter und
demnach auf die Infektionseffizienz des R¥irus auswirken kdnnte. In den Tnao38-
Zellen scheint insgesamt eine hohere Proteinmenge der entsprechenden Proteine
vorzuliegen, da jedoch in voragegangen Studien eine Verdnderung des fir die
AktlWt-Kristallisation essenziellen Phosphorylierungsmusters von Akt¥t in den
Tnao38-Zellen nachgewiesen werden konnt&2, wurden die Sf9Zellen als geeignetes
Expressionssystem fir alle zuvor beschriebenenAkt-Isoform-Kristallisations-

konstrukte ausgewahlt.
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3.3.3 Etablierung und Optimierung der Proteinreinigungsstrategie

Fur die Kristallisation und die biochemischesowie biophysikalische Evaluierung von
Proteinen istauchderen Reinheit ein zentraler Faktor. Aus diesem Grund sollten im
Rahmen dieser Arbeit robuste Reinigungsstrategien fur Akt2 und Akt3letabliert
werden, welche nachfolgend nt dem Protokoll von Aktl verglichen wurden
(Abbildung 13).

NAC
—

v

Dialyse &
TEV-
Spaltung
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—
reverse

NAC
—

v

I I 1
Alct W Alkt2W Alkt3W

v v \

Dephospho- Dephospho-

Lagerung
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Lagerung Lagerung
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Abbildung 13: Darstellung der Reinigungsstrategienfur alle Aktl-, Akt2- und Akt3-Konstrukte.
Zunéachst erfolgt eineerste NAC vor einer Dialyse und Abspaltung des HisTags mit Hilfe der
TEV-Protease.AnschlieRend erfolgt eine reverse WCund alternativ eine AEXje nach vorliegendem
Reinheitsgrad des Proteins. Wahrend fur Aktl direkt ein€ECdurchgefihrt wird, erfolgt fir Akt2 und

Akt3 vor der SECzunéchst eine Dephosphorylierung mit der -Phosphatase AnschlieRend wird das
Protein entweder langfristig bei-80 °C gelagert, direkt fur die Kristallisation verwendet (Akt3) oder

vor der Kristallisation tber eine zweite SEC in den Kristallisationspuffeiiberfihrt (Aktl und Akt2).

d dnitiale Arbeiten zur Akt3Wt-Reinigung im Rahmen der Bachelorarbeit von B. Sc. Cora Neugebauer
(AG Rauh, TU Dortmund).
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Dabei liel3 sich feststellen, dass die ersten Reinigungsschritte eine analoge
Durchfiihrung erlauben.Nach der Zellernte wurden die Insektenzellen mit Hilfe eines
Hochdruckhomogenisators aufgeschlossen und anschliel3end zentrifugiert. So sollten
die l6slichenBestandteile von den unléslichen Bestandteilen abgetrennt werden. Das
so erhaltene klare Zelllysatwurde auf eine NickelAffinitatschromatografiesaule
(NAC) aufgetragen. Da die entsprechenden A#soform-Konstrukte einen
N-terminalen Hiss-Tag enthalten, lonnten diese mit Hilfe derNACaus demZelllysat
isoliert werden. Um den Reinigungserfolg zu verfolgen, wurden SBGele angefertigt,
welche fir die ersten Reinigungsschritte aufgrund der nahezu identischen Resultate

fur die Akt-lsoformen exemplarisch fur At2 gezeigt sind (Abbildung 14).

3000 4
kDa M P L D W 1

2500 - 180 - v

130 - W
100 -
70-4¥
55-

2000

B
et

1500

— ey~ € His Akti23m

1000

UV-Signal [mAU]

Imidazol-Konzentration [%]

40-u
35- 4 -

N B

t 4
|

1 TETI
|

500 4

T T T
100 200 300

[mL]

Abbildung 14: 1. NACzur Reinigung von Akt2Vt exemplarisch gezeigt fur alle Akti, Akt2- und
Akt3-Konstrukte. A: UM-Chromatogramm. UVSignal (schwarz); Gradient der Imidazolkonzentration
in % (grun). B: SDSGel. Marker M); Pellet (P); Lysat (L); Durchfluss (D); Waschfraktion (W); Elutions
peakl (1).
Auf dem SDSGel istauf einer Hohe von etwa 55 kDau erkennen, dass das Zielprotein
nach dem Zellaufschluss sowohl in unloslichreForm als auchin l8slicher Form
vorliegt. Durch den Einsatz des Detergenzes CHAP$3-[(3-cholamido-
propyl)dimethylammonio] -1-propanesulfonat) konnte der Anteil des Proteins inder
l6slichen Form vermutlich erhéht werden, allerdings konnte bereits eine
ausreichende Mengalesloslichen Protein erhalten werden sodass auf diesen Schritt
verzichtet wurde.123.124 \Weiterhin lasst sich erkennen, dass im Durchfluss und in der
Waschfraktion ebenfalls Protein vorhanden isf was darauf hindeutet, dass die Saule
mit einer zu groRen Menge Protein beladen wurde und ihre Bindekapazitat
Uberschritten wurde.
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Trotzdem konnte nach einer Elution mit einem linearen Imidazolgradienten
ausreichendProtein von der Saule eluiert werden. Dabei konnte bereits sehr reines
Protein mit nur wenigen Verunreinigungen erhalten werden, welche im weiteren
Verlauf der Reinigung abgetrennt werden solltenDie Abspaltung des HisTags

erfolgte im Anschluss mit Hile der TEVVProtease. Dazu wurde diese uber Nacht in
einer Dialyse mit dem Zielprotein inkubiert und anschlieend im Rahmen einer

reversen NACaus der Proteinlosung entfernt(Abbildung 15).
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Abbildung 15: ReverseNACzur Reinigung von Akt2Vt exemplarisch gezeigt fur alle Akt1, Akt2- und

Akt3-Konstrukte. A: UMChromatogramm. UVSignal (schwarz); Gradient der Imidazolkonzentration
in % (grin). B: SDSGel. Marker (M); vD (vor Dialyse); Pellet (P); nach Dialyse (nD); Danfluss (D);

Elutionspeak 1 (1).

Da nach der Dialyse weil3es Prazipitat in der Proteinldsung beobachtet werden
konnte, wurde dieses zunachst durch Zentrifugation abgetrenntAuf dem SD%sel
lasst sich erkennen, dass neben einer geringen Menge des Zielpraogsihauptséchlich
Verunreinigungen ausgefallen sindWeiterhin zeigt der Vergleich vor und nach der
Dialyse eine Verschiebung der Proteinbande zu einem niedrigeren Molekulargewicht,
was auf eine erfolgreiche Abtrennung des HésTags hindeutet. Dies wurde ddurch
bestatigt, dass sich das Protein bei der Durchfihrung der reverserA€im Durchfluss

befindet, da es ohne den HisTag nicht mehr an die Saule binden kann.

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

werden konnten.
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Im néchsten Schritt wurde eine Anionenaustauschchromatografie (AEX)
durchgefuhrt, zum einen um weitere Verunreinigungen abzutrennen und zum
anderen um die unterschiedlichen Phosphorylierungszustande der Aksoformen zu

evaluieren (Abbildung 16).
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Abbildung 16: AEXzur Reinigungvon Akt1Wt, A: U\V-Chromatogramm. UVSignal (schwarz) Gradiert
der NaCtKonzentration in % (griin). B: SDSGel. Marker (M);Durchfluss (1); Elutionspeaks2-4 (2-4).
C. Massenspektren des Durchflusses und der Elutionspeak3. Modellierung der Positionender mittels

ESIMS/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 gewéhlte Reinigungsprotokoll
auswirken. Vorangegangene Studien zeigten bereitslass bei der Expres®n in
Insektenzellen unterschiedliche Phosphorylierungszustéande von Ak¥lt entstehen,
welche essenziell fir die anschlielRende Kristallisation sing>126|m Rahmen dieser
Arbeit konnten diese Beobachtungen reproduziert werden. Wahrend das
unphosphorylierte Protein nicht an die AXbindet und mit dem Durchfluss eluiert
wird, werden sowohl der einfach, zweifach als auch dreifaciphosphorylierte
Zustand mit steigender NaCGKonzentration 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, dasssich diese aus multiplen
Phosphorylierungspositionen zusammensetzen Abbildung 16C und B. Bei dieser
Methode erfolgt nach der Inkubation des Proteins mit dem Inhibitor ein
proteolytischer Verdau. Die dabei entstandenen Peptidfragmente werden
anschlieBend mit hintereinander geschalteten Massenspektrometern
analysiert.127.128 F{jr die Akt1Wt-Reinigungenwurde die AEXausgespart, @ sich dieser
Schritt nicht vorteilig auf die Reinheit von AktMWt auswirkte und das gesamte
Proteingemisch mit allen Phosphorylierungszustéanden fur folgende Kristallisations

studien eingesetzt verden sollte.

Hingegen zegte sich fur Akt2Wt mit zwei Elutionspeaks im Durchfluss und
funf Elutionspeaks mit steigender NaGKonzentration ein deutlich heterogeneres
Proteingemisch (Abbildung 17A). Ein SDSGel konnte bestatigen, dass es sich bei
Peakl-6 um Akt2 handelt, wahrend nit Peak sieben weitere Verunreinigungen

abgetrennt werden konnten(Abbildung 17B).In massenspektrometrischen Analysen
zeigte sich, dass es sich bei Peak3] um unphosphorylierte Spezies von Akt2t

handelt (Abbildung 17C).
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Die ungleiche Bindungsfahigkeitder Akt2-Fraktionen an das Saulenmaterial konnte
unterschiedliche Ursachen haben. Zunéchst wurde von einer Sattigung der Saule
durch eine zu hohe Menge an Protein ausgegangen, allerdings koneia 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 einemspateren Zeitpunkt naher
diskutiert wird. Weiterhin zeigte es sich, dass es sich bei den Peak$ 4m die
einfach-, zweifach- und dreifach-phosphorylierte Spezies von Akt?t handelt, welche
jedoch in deutlich geringeren Mengen im Vergleich zum unphosphorgrten Protein
vorliegen und mit Hilfe der verwendeten S&aule und Pufferbedingungen nicht
vollstandig voneinander separiert werden konnten. Trotzdem konnten mit Hilfe einer
ESIMS/MS-Analyse multiple Phosphorylierungspositionen identifiziert werden
(Abbildung 17D). Hier fallen vor allem die zu Aktl analogen Linker
phosphorylierungen auf. Bei einer Untersuchung des Akt2¢211)-Akt1(112-145)-
Akt2(146-446)-Konstruktes konnte ein analoges Elutionsprofil und Massenspektrum
zu AktIWt festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass vor allem die
Linkerphosphorylierungen den beobachteten positiven Einfluss auf die
Kristallisation haben kdnnten (Anhang, Abbildung62B). Da mit Hilfe der &= Xweitere
Verunreinigungen von Akt2Vt abgetrennt werden konnten, wurde diese dauerhaft in
das Reinigungsprotokoll aufgenommen. Zusatzlich wurde diese verwendet, um
verschiedene Kombinationen der Phosphorylierungszustadnde von Akt2 zu isolieren,

welche im Anschluss in Kristallisationsstudien verwendetverden sollten.

Im Gegensatz zu Akt¥t und Akt2Wt zeigt Akt3Wt nur zwei Elutionsfraktionen, wobei

es sich hier um das unphosphorylierteProtein im Durchfluss und das einfach

phosphorylierte Protein, eluiert durch geringe NaClKonzentrationen, handelt

(Abbildung 18A, B und D. Die ESIMS/MSAnalyse zeigte ebenfalls mehrere
Phosphorylierungspositionen, wobei lediglich zwei in der Linkerregion identifiziert
werden konnten (Ser120 und Ser122)
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Da sich durch die AEX keine Vorteile hinsichtlich der Reinheit des Proteins ergaben,
wurde diese bei weiteren Reinigungen von Akt8t nicht verwendet. Weiterhin fallt
auf, dass alle drei Isoformen partielle Phosphglierungen 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 AkLiWt und massenspektrometrische Untersuchungen
A: UV-Chromatogramm. UVSignal (schwarz) B: SDSGelnach CBBFarbung und Silberfarbung Marker
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Inhibitors auf Eis.
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Im weiteren Verlauf der Reinigung erfolgte eineGroéf3enausschlusschromatografie
(SEC), um verbleibende Verunreinigungen und Oligomere vor der Verwendung des
Zielproteins fur weiterfihrende Experimente abzutrennen. Im Falle der
Akt1Wt-Reinigung konnten mit Hilfe der SEC verbleibende Verunreinigungen und
Oligomere in Elutionspeak 1 entferntwerden (Abbildung 19A und B).Akt1Wt wurde

im Elutionspeak 2 mit einer sehr hohen Reinheit eluiert, was neben dem SIB®I mit
einer CBBFarbung auch in einer sensitiveren Silberfarbung bestatigt werden
konnted dEine masenspektrometrische Analyse zeigte die erwartete Masse des
Proteins und das Vorhandensein der unterschiedlichen Phosphorylierungszustande.
Die vollstandige kovalente Modifikation mit dem Inhibitor Borussertib bestatigte
zudem die korrekte Faltung des Protms. Dies konnte ebenfalls mit dem durch die
-Phosphatase dephosphorylierten Protein nachgewiesen werden. Da jedoch
vorherige  Kiristallisationsstudien von  AktIWt die Unerlasslichkeit der
Phosphorylierungszustande zeigten, wurde das heterogene Proteingemiscfir
weitere vergleichende Untersuchungen zwischen den Aksoformen sowie fir die

innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Kristallisationsstudien verwendet25

Da fur Akt2¥t mit den zwei phosphorylierten Spezies kein Kristallwachstum
beobachtet werden lonnte, wurde nach der AEX eine Dephosphorylierung mit der
-Phosphatase  durchgefihrt, um die Heterogenitait der Proteinldsung
herabzusetzent2988 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 Salzkonzeation im
Puffer noch durch die Durchfiihrung weiterer Reinigungsaulen entfernt werden
Trotzdem konnte das Zielprotein in einer guten Reinheit fir weitere Experimente
isoliert werden. In Peak3 konnte schlie3lich die -Phosphatase erfolgreich
abgetrennt werden. Massenstudien bestatigten die ldentitdt von Akt2t sowie die
erfolgreiche vollstandige Dephosphorylierung des Zielproteins (Abbildung 20C
und D).

d durchfuhrung der Silberfarbung des SD®els der inalen SEC von Akt#t, Akt2Wt und Akt3Wt durch
B. Sc. Cora Neugebauer (AG Rauh).
88 Charakterisierung des dephosphorylierten Akt?tin Zusammenarbeit mit B. Sc. Fabian Schnecke (AG
Rauh, TU Dortmund).
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kovalente Modifikation von Akt2Wt durch Borussertib nach 1 h Inkubation mit einem dreifachen

Uberschuss des Inhibitors auf Eis.

AulR3erdem konnte erstmalig eine vollstandige kovalente Bindung vo@AAlssowohl

an das Proteingemisch mit zwei unterschiedlichen Phosphorylierungsspezies als
auch an das dephosphorylierteAkt2Wt nach 1h nachgewiesen werden. Dies deutet
darauf hin, dass diese Art von Inhibitoren auch in Akt2 den postulierten

Bindungsmodus aufwdsen konnte.
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ESIMS/MS-Studien zeigten zudem die spezifische Adressierung von Cys297 und
Cys311 in Akt2Vt durch Borussertib. Interessanterweise konntefur andere CAAIs
ebenfalls eine Alkylierung des Cys124n der Linkerregion nachgewiesen werden
(Vgl. Anhang, Abbildung 66 und 67). Weitere Massenstudien mit und ohnedem
reduzierenden DetergenzDithiothreitol ( DTT) zeigten, dass Akt?t nur in Gegenwart
von DTT alkyliert wird, wahrend zum Beispiel Akt¥tauch ohne den Zusatz von DTT
kovalent modifiziert werden kann. Dies deutet auf eine erhOhte Reaktivitat der
Cysteine von Akt2Vt in Gegenwart von reduzierenden Reagenziemnd demnach eine
Redoxsensitivitat des Proteins hin.Daher kdnnte es sichbei der Alkylierung von
Cysl124 um eine unspezifische Bindung handeln, welche zusatzlich durch die
Verwendung des hohen Uberschusses an Inhibitor begiinstigt wirdSowohl in
biochemischen als auch in zellularen Studierkonnte in einer reduzierenden
Umgebungeine Aktivitatssteigerungfur Akt2Wt nachgewiesen werdenwahrend eine
oxidierende Umgebung mit einer Inaktivierung von Akt2't einhergeht40.13%133 Djes
deutet auf potenzielle Konformationsanderungerdes Proteins in Gegenwart von DTT
hin, welche zum Beispiel durchAuflésung von Disufidbriicken zwischen einzelnen
Strukturelementen induziert werden kénnten. Um diese Hypothese zu validieren,
missten noch weitere Untersuchungen zum Beispiel mit Hilfe von
Massenspektrometrie und Cysteirselektiven Sonden durchgefiihrt werden.Um
Einflisse auf die Proteinstabilitat des gereinigten Akt2Wt zu evaluieren, wurdeein
Proteinstabilitdtsassay mit und ohne DTT durchgefuhrtDie Ergebnisse zeigten, dass
Akt2Wtin Anwesenheit von DTT deutlichschneller aggregiertals ohne die Zugabe von
DTT (Anhang, Abbildung6l).

Fur Akt3Wt wurde ebenfalls ein Dephosphorylierung gewahlt, um die Heterogenitat
des Proteingemiscles herabzusetzen. Die darauffolgendSECzeigte ein &hnliches
Bild wie fur Akt2Wt, da in einem ersten Pak Oligomere abgetrennt werden konnten,
in Peak 2 Akt3't eluiert wurde und in Peak 3 die fur die Dephosphorylierung
verwendete -Phosphatase. Sowohl das SB&Eel mit CBBFarbung als auch das SBS
Gel mit Silberfarbung zeigen, dass AkY8in einer sehr hohenReinheit isoliert werden
konnte. Dartiber hinaus konnte mit Hilfe von Massenspektrometrie die Identitat von
Akt3Wt sowie die kovalente Modifizierung mit Borussertib erfolgreich nachgewiesen
werden (Abbildung 21).
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In ESIMS/MS-Experimenten zeigte sich, dassén Akt3Wt ausschliel3lich das Cys293
alkyliert wird und weder Cys305 noch Cys119 in der Linkerregion alkyliert werden.
Dies konnte durch diebereits diskutierten strukturellen Unterschiede von Akt3WVtin
der allosterischen InterdomanenBindetasche sowie duch die Positionierung des

Cys119 in der Linkerregionerklart werden.
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Abbildung 21: SEC zur Reinigung von AkBWt und massenspektrometrische Untersuchungen
A: UV-Chromatogramm. UVSignal (schwarz) B: SDSGelnach CBBFarbung und Silberfarbung Marker
(M); Elutionspeak (1); Elutionspeak (2); Elutionspeak (3). C Massenspektrum von Akt3wWt,
D: Vollstéandige kovalente Modifikation von Akt3Wt durch Borussertib nachl h Inkubation mit einem

dreifachen Uberschuss desnhibitors auf Eis.
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Fur die Durchfuhrung von weiterfiihrenden Studien und vor allem fir die
Proteinkristallisation ist die Stabilitdt des Proteins im finalen Puffer von grol3er
Wichtigkeit. Dies wurde mit Hilfe einesThermal Shift Assay6T SA) Uberpruft. Dieser
beruht auf einer thermisch induzierten Proteindenaturierung, welche mit Hilfe des
FluoreszenzfarbstoffsSYPRO Orangtetektiert werden kann. Der Farbstoff bindet an
hydrophobe Bereiche des Proteins, welche bei der Proteindenaturierung frgelegt
werden. Demnach korreliert eine héhere Schmelztemperatur mit einer erhdhten
Proteinstabilitdt (Abbildung 22A).134 Es wurden sowohl unterschiedliche pHWerte

(pH 4-10) als auch unterschiedliche Salzkonzentrationerf0-1 M NaCl) untersucht
(Abbildung 22B-D).
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Abbildung 22: A: Prinzip des TSAB-D: Ergebnisse des Pufferstabilititsassayfir Akt1Wt, Akt2Wt und

Akt3Wt. Akt1Wtbevorzugt einen pHWert von 7,5 Akt2Wt hat den héchsten Schmelzpunkt bei pH 7 und
Akt3Wt bei pH 6,5.
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Alle drei Isoformen bevorzugen niedrige Salzkonzentrationen praferieren jedoch

unterschiedliche pHWerte. Wahrend AktMteinen pHWert von 7,5 bevorzugt, weist
Akt2Wt den hochsten Schmelzpunkt bei pH 7 und AkY8 bei pH 6,5 auflm Falle von
AktIWt hat der literaturbekannte Kiristallisationspuffer bereits die optimale

Zusammensetzung, fur Akt?t und Akt3Wt wurden Anpassungen hinsichtlich der
verwendeten Salze, Salzkonzentrationen und pM/erte vorgenommen(Material und

Methoden,Kapitel 5.6.1).

Mit Hilfe einer auf dem homogeneous tim&esolved fluorescence energgansfer
(HTRF) Assaybasierenden Aktivitatsbestimmung wurde schlief3lich die katalytische
Aktivitat der exprimierten Akt-lsoformen untersucht (Abbildung 23). Daflr wird ein
biotinyliertes Substratpeptid verwendet, welches nach deZugabe von ATR/on der
jeweiligen Kinasephosphoryliert werden kann. Anschlief@nd wird ein Fluorophor-
gekoppelter Antikorper, welcher an das phosphorylierte Substrat bindet,und ein
Fluorophor-gekoppeltes Streptavidin, welches den BiotiTag bindet, hinzugegeben.
Der durch die raumliche Nahe der Fluorophorestattfindende Resonanzenegie-

transfer kann durch die Messung desentstehenden 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 2

0.1 1 10 100 1000
Proteinkonzentration [ng/uL]

Abbildung 23: Darstellung der Ergebnisse de auf dem HTRFAssay basierenden Aktivitats

bestimmung der Akt-lsoform-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 fur AktlWt als auch Akt2Vt konnte nur eine geringe katalytische Aktivitat
gemessen werden.Im Falle von Akt2Vt konnten ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in Anwesenheit und in Abwesenheit des Reduktionsmittels DTT
festgestellt werden. Demnach lasst sich der in der Literaturbeschriebene
aktivierende Effekt von Reduktionsmitteh nicht auf eine gesteigerte katalytische
Aktivitat zurtckfihren, sondern ist vermutlich struktureller Natur. Aus diesem Grund
wurden die folgenden Kristallisationsexperimente sowohl mit als auch ohne DT
durchgefuhrt. Fur AktIWt wurde eine geringe Aktivitdt in Anwesenheit von DTT
detektiert. Fur Akt3Wt konnte flr das phosphorylierte Protein ohne DTT bereits eine
deutlich hohere Aktivitdt als fur die anderen Isoformen beobachtet werden
Interessanterweise zeigteAkt3Wt eine gesteigerte Aktivitat in Gegenwart von DT.IDa
dies, aufgrund der daraus resultierenden hoheren Flexibilitdt des Proteingjnderlich
fur die Kristallisation sein kénnte, wurde dem finalen Akt3't-Kristallisationspuffer

kein DTT hinzugefugt.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit fur Akt2 und Akt3 robuste
Reinigungsstrategien entwickelt werden, welche den Erhalt der Proteine ihoher
Reinheit und guter Ausbeutevon 2,53 mg pro Liter Expressiorskultur ermdglichten.
So konnte erstmalig eine weiterfihrende Charakterisierung von Akt2 und Akt3
hinsichtlich der Isoform-spezifischen Eigenschafteim Vergleichmit dem bereits im
Arbeitskreis Rauh etabliertenund gut charakterisierten AktIWt durchgeftihrt werden.
Zusatzlich komte mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen erstmalig eine
kovalente Modifizierung von Akt2¥t und Akt3Wt an den Thiol-Seitenketten von
Cys293/297 und Cys308/311mit CAAlsnachgewiesen werdenDemnacheignen sich
die dargestellten Aktlsoform-Konstrukte fur die Analyse der Bindungseigenschaften

der Isoform-selektiven CAAlsim weiteren Verlauf der Arbeit
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3.4 Kristallisationsstudien der Akt -Isoformen

Die strukturbiologische Analyse vorLiganden im Komplex mit dem Zielprotein ist ein
esserzieller Schritt fur die Entwicklung und die rationale Optimierung bioaktiver
Molekdle. Vor allemin der Entwicklung von selektiven Inhibitoren fiir Proteine mit
einer hohen Sequenziomologie, wieim Falle der Akt-Isoformen, ist einedetaillierte
Analyse der adressigen Bindetasche und der dort lokalisiertenASnétig. Bis heute
ist die Proteinkristallographie das leistungsstarksteMittel fur die Untersuchung von
Protein-Ligand-Komplexen. Die grof3te Herausforderung dabei ist die Identifizierung

von geeigneten Kristalisationsbedingungen?0!

3.4.1 Kristallisation von Akt2

Bisher konnten keine Volllangenkristallstrukturen der Aktlsoformen Akt2 und Akt3
gelost werden und fur die Optimierung von Isoformselektiven CAAIs musste
grundsatzlich auf Homologiemodelle zurtickgegriffen werden. Deshallwar ein
elementarer Bestandteil dieser ArbeitKristallisationsstudien mit Akt2 und Akt3
durchzufihren. Da hierzu im Gegensatz zu AKM keine Literaturbedingung als
Startpunkt zur Verfigung stehl, stellt es eine besondere Herausforderung dar,
geeignete Kristallisationsbedingungen zu identifizieren.Fir die Kristallisations-
experimente mit Akt2Wt erfolgte zunachst 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
durchgefuhrt. Beim Vergleich der Chromatogamme derSECkonnte eine signifikante
Verschiebung desPeaks ohne DTT (schwarz) in Richtung einer spéateren Elution
verzeichnet werden, wahrend der Peak mit DTT (grau) friher von der Saule eluiert
wurde (Abbildung 24A). Dies bestatigt die Annahme eines stkturellen Einflusses
von Reduktionsmitteln auf Akt2 und deutet darauf hin, dassliese Isoform in einer
oxidierenden Umgebung ineiner globulareren Konformation vorliegt. Um optimale
Ligandenfur die Kristallisation zu identifizieren, wurde der stabilisierende Einfluss
verschiedener Inhibitorklassen auf Akt2Vt mit Hilfe eines Proteinstabilitatsassays

ermittelt.
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Hier stellte sich heraus, dass Akt?t durch allosterische und kovalentallosterische
Inhibitoren die grof3te 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 fir

weitere Experimente ausgewahlt.
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Abbildung 24: Zweite SEC zur Uberfilhrung von Akt2Wt in den Kristallisationspuffer und

Proteinstabilitatsuntersuchungen. A: U\-Chromatogramm. UVSignal mit DTT im Kristallisations-

puffer (grau); UV-Signalohne DTT im Kristallisationspuffer(schwarz). B: SDSGelnach CBBFarbung:
Marker (M); Elutionspeak(1); Elutionspeak (2).C: Vergleich der Ergebnisse des TSAssay von Aktavt

inkubiert mit unterschiedlichen Inhibitorklassen. Die DMSGKontrolle ist in der Mitte in dunklerem rot

dargestellt, wahrend Tmvon Akt2Wtinkubiert mit den Inhibitoren in hellerem rot gezeigt ist.
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Da die Aktlsoformen eine hohe Sequenzhomologie haben, wurde zunéchst getestet,
ob sich die publizierten (PDB4EJNS; 309613) sowie die im Arbeitskreis etablierten
AktlWt-Kristallisationsbedingungent2> auf Akt2Wt anwenden lassen. Es konnte
allerdings in zahlreichen Kristallisationsexperimenten unter der Variation von
Proteinkonzentration, Temperatur, Salzkonzentration, pHWert, Zusammensetzung
der Phosphorylierungs Spezesund Fallungsmittel kein Kristallwachstum beobachtet
werden. Im nachsten Schritt wurden unter Variation der Parameter die publizierten
Kristallisationsbedingungen fir die Akt2Kinasedoméne getestet (PDBIMVR)136

und es konnte ebenfalls kein Kristallwahstum erreicht werden.

Wenn bisher noch keine Kristallisationsbedingungen bekannt sind, bieten
kommerziell erhaltliche ScreengdJCSG CorelV Suites, PACT Suité&EG {ll Suites,
MemGold HI Suites, AmSO4 Suite, Classics Suite, Classics Il S@iagen die
Moglichkeit eine Vielzahl von unterschiedlichen Bedingungen in einem hohen
Durchsatz zu testen und potenziell geeignete neuartige Bedingungen zu
identifizieren. Zunachst wurde der PhospheMix des Proteins in Anwesenheit von
DTT im Kiristallisationspuffer getestet und es wurden Parameter wie die
Proteinkonzentration (3-15mg/mL) und Inkubationstemperatur (4 °C und 20°C)
variiert und unterschiedliche Akt-Inhibitoren getestet (ATP-kompetitiv, allosterisch
und kovalent-allosterisch). Im Rahmen dieser Expemente konnten zwei
Bedingungen gefunden werden, die zum Wachstum von Kristadhnlichen Strukturen
fuhrten. Wahrend in einer Bedingungundliche Kristall-Morphologien, bestehend aus
feinen Nadelkristallen,zu beobachten waren, wuchsen in der anderen Badjung sehr
kleine kubische Kristalle (Abbildung 25A und B). Eine Betrachtung der Tryptophan
Fluoreszenz unter dem UWikroskop 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 einemFine Screerkein Kristallwachstum

beobachtet werden.

Wie bereits in Kapitel 3.3.3 diskutiert, entsteht durch die Expression von Akt?t in

Insektenzellen ein sehr heterogen phosphoryliertes Proteingemisch.
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Da diese Heterogenitat eventuell hinderlich fir die Kristallisation des Proteins sein
kénnte, wurden sowohl Kristallisationsexperimente mit dem dephosphorylierten
Protein als auch ohe DTT im finalen Puffer durchgefihrt. Letztendlich fuhrte die
Kombination aus dephosphoryliertem Akt2Vt inkubiert mit dem allosterischen
Inhibitor Miransertib und einem Kristallisationspuffer ohne DTT zum Wachstum von

Kristall-ahnlichen ~ Morphologien in  Bedngungen  mit  verschiedenen

Ammoniumsulfat-Konzentrationen (Abbildung 25C).

Abbildung 25: Ergebnisse aus den ScreeningExperimenten mit Akt2Wt, A: Spharolite mit den
Bedingungen:200 mM MgAc, 100mM NaKakodylat, pH 6,5, 20% (w/v) PEG 8000(20 °C, 10mg/mL,
Classic IScreen Qiagen B: Kubische Kristallemit den Bedingungen: 200 mM NaF, 106M Bis-Tris
Propan pH 6, 20% (w/v) PEG 3350 MME 20 °C, 8mg/mL, PACT Screen Qiagen C: Kristalle mit
unterschiedlichen Maphologien mit (NH4)2SQ enthaltenen Bedingungen100 mM Tris,pH 9,1-1,5M
(NH4)2SQ (20 °C, 14mg/mL, JCSG Core Suit¥, Qiagen.
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Diese Bedingungen wurden in einem Fine Screen unter Variation der
(NH4)2SQO-Konzentration und des pHWertes des BicinPuffers wiederholt. Nach zwei
Tagen Inkubation bei 4°C, 12°C und 20°C wuchsen unterschiedliche Kristalt
Morphologien, welche jedoch alle in die Klasse der Spharolite einzuordnen sind
(Abbildung 26). Auffallig war dabei, dass diese nur bei der Verwendung von
Miransertib als Ligandenwuchsen und nichtbei der Verwendung des ApeProteins
oder ATRkompetitiven Inhibitoren. Eine Vermessung der Spharolite arBwiss Light
Source(SLS zeigte keine Diffraktion, sodass m nachsten Schritt ein AdditivScreen
durchgefuhrt wurde. Mit Hilfe dieses Experiments wird der Einfluss
unterschiedlichster Additive (Salze, Losemittel, Puffer) auf die Kristallisation des
Zielproteins untersucht, indem diese zu den initialen Bedigungen hinzugegeben
werden. Hier gelang lediglich eine Reproduktion der Spharolite, jedoch keine
Optimierung hinsichtlich Morphologie und Diffraktionseigenschaften. Zusatzlich
wurden SeedingExperimente mit unterschiedlichenKonzentrationen derMicroseed
Losungen durchgefihrt.Bei dieser Methode werden die erhaltenen Kristalle zum
Beispiel mit einem kleinen Glasstab in kleine Fragmente zerstofRen und anschlieRend
mit Hilfe von iterativem Vortexen in kleinste Mikrokristalle verarbeitet. Diese
Mikrokristalle kénnen anschlieend in unterschiedlichen Verdinnungen als
Kristallisationskeime fur die Kristallisation beziehungsweise zur Optimierung der
erhaltenen Kristalle dienenl37z139 Es gelang eine Optimierung der Spharolite hin zu
NadelBiindeln, welche mit abgeigender MicroseedKonzentration feinere Strukturen
ausbildeten (Abbildung 26E-G). Diese NadelBuindel wurden erneut zerkleinert und
fur weitere SeedingExperimente mit unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Reservoir- und Proteinlésung eingesetzt, allerdings liel3 sich keine Optimierung

erzielen.
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Abbildung 26: A: Verwendete Kristallisationsbedingungen fur AkEWt: 100 mM Bicin mit pH-Werten
von 8,57 9,5 sowie einer(NH4)2SQO-Konzentration von 1,6-3,2 M. Inkubation von 10 mg/mL Protein
bei 4 °Cund 20 °C B-G: Beispiele fur die beobachteten Kristallmorphologien mti unterschiedlichen
Bedingungen B: Akt2Wt + Miransertib, 4 °C.C: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C.D: Akt2Wt + Miransertib,

12 °CE: Akt2Wt+ Miransertib, 20 °C, Seeding/erdiinnung 1:50.F: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C, Seeding
Verdinnung 1:1000.G: Akt2Wt + Miransertib, 20 °C, Seeding/erdiinnung 1:20000.
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