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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Insulin und der Insulinrezeptor

Glukose ist die wichtigste Energiequelle des Korpers. Der Blutglukosespiegel im
menschlichen Korper liegt zwischen 4,4 und 6,6 mM und wird hormonell Uber die
Ausschuttung von Insulin und Glukagon gesteuert, die beide zu der Klasse der
Polypeptidhormone gehoren. Insulin wird von den B-Zellen und Glukagon von den o-
Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas sekretiert. Eine Erhoéhung der Blutglukose
fihrt zur Stimulation der Insulinausschiittung und bewirkt somit eine erhdhte
Glukoseaufnahme der Leber-, der Skelettmuskel- und der Fettzellen (Matschinsky et al.,
1990). Dieser biologische Effekt wird via Aktivierung des Insulinrezeptors (IR) durch
Insulinbindung hervorgerufen: Der IR ist in nahezu allen Geweben von Wirbeltieren
exprimiert, wobei die Anzahl je nach Gewebe von 40 bis zu 200.000 Rezeptoren pro
Zelle variiert (White, 1997). Der IR ist ein Glykoprotein, das zu der Klasse der
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) gehort. Das Rezeptorgen liegt auf dem humanen
Chromosom 19 mit einer Lange von 150 kb und 22 Exons (Seino et al., 1990). Der
Rezeptor besteht aus zwei extrazellularen o- und zwei transmembranen f-Untereinheiten,
die Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind (Abbildung 1.1). Das ausgereifte
Heterotetramer hat ein Molekulargewicht von ca. 300 bis 400 kDa, wobei eine einzelne
Ligand-bindende o-Untereinheit ca. 130 kDa und die p-Untereinheit, welche die

Tyrosinkinasedomane beinhaltet, ca. 97 kDa groB ist.

a-Untereinheiten Abbildung 1.1: Schematische Dar-
stellung des Insulinrezeptors (ange-

Insulin-bindende lehnt an White, 1997)
Domine Der IR besteht aus zwei extrazellularen

o-Untereinheiten und zwei trans-
membranen B-Untereinheiten, die Uber
Disulfidbriicken miteinander verbunden
sind. Die Insulinbindungsstellen

_ »

S\ , i ... befinden sich an den a-Untereinheiten.
-— Tuxta-Membrandomine NPEY-Motiv i ) N
SULEE Die Plasmamembran wird durch eine

alternativ Exon 11

Transmembrandomaine

Lys-1018] ~*— ATP-Bindungsstelle . o )
Tyr1148 . ) horizontale Linie dargestellt. Die
Tyr-1150 | =*— Regulatorische Domine A

Tyro1159 (Yreeyy) Autophosphorylierungsstellen der -
- C-ferminales Ende Untereinheiten sind gekennzeichnet.

Das Exon 11 wird Isoform-spezifisch

B-Untereinheiten exprimiert.
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Beide Untereinheiten entstehen durch proteolytische Spaltung des Insulinprorezeptors.
Zusétzlich fuhrt alternatives Splicen zu zwei verschiedenen Isoformen, die sich durch 12
carboxyterminale (C-terminale) Aminosauren (AS; Exon 11) der o-Untereinheit
unterscheiden. Die Isoform A, welche kein Exon 11 besitzt, zeigt eine erhdhte Expression
in fotalem und Krebsgewebe. Diese wird neben Insulin auch durch IGF-2 (Insulin like
growth factor 2) aktiviert, was zu einem mitogenen Signal in der Zelle fihrt. Die Isoform
B (+ Exon 11) wird hingegen nur durch Insulin aktiviert, das ein mehr metabolisches
Signal hervorruft (Frasca et al., 1999; Belfiore et al., 2009). Zu der IR-Familie gehoren
noch zwei weitere strukturédhnliche Proteine, der IGF-1R (Insulin like growth factor 1
receptor) und der IRR (Insulin receptor-related receptor; Shier und Watt, 1989). Die AS-
Sequenzen dieser Proteine sind zu 80 % identisch, wobei die extrazellularen Domanen
eine deutlich geringere Homologie aufweisen, was die unterschiedlichen Praferenzen der
Liganden erklart (White, 1997).

Insulin IGF-2

IR-B IGF- 1 R
ﬁ Extrazellular
mitogenes Signal

Abbildung 1.2: Graphische Darstellung des Insulin- und IGF-1-Rezeptors und ihrer
Hybridrezeptoren (angelehnt an Braun et al., 2011)

Es sind die unterschiedlichen Rezeptoren und ihre Liganden Insulin, IGF-1 bzw. IGF-2
gezeigt. Zuséatzlich sind deren weiterfihrende Signalwege mit Pfeilen gekennzeichnet.
HR-A - Hybridrezeptor IGF-1R und IR-A; HR-B - Hybridrezeptor IGF-1R und IR-B

In Zellen, die den IR und den IGF-1R exprimieren, kommt es aufgrund ihrer starken
Homologie zur Formation von Hybridrezeptoren (HR). Dabei verbindet sich ein IR-
Hemirezeptor mit einem IGF-1-Hemirezeptor, wobei die Isoform des IR zun&chst
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irrelevant ist (Soos und Siddle, 1989; Moxham et al., 1989; Pandini et al., 2002). Die
verschiedenen HR weisen jedoch unterschiedliche Affinitdten zu den Liganden auf. Der
HR mit der IR-Isoform A wird neben IGF-1 auch von IGF-2 stimuliert, das zu einem eher
mitogenen Signal in der Zelle fuhrt. Der HR mit der IR-Isoform B wird im Gegensatz
dazu nur von IGF-1 aktiviert und bewirkt ein mehr metabolisches Signal (Abbildung 1.2;
Pandini et al., 2002; Belfiore et al., 2009).

1.2 Die Insulinsignalkaskade

Der Insulinsignalweg gehort mit zu den am intensivsten untersuchten Signalkaskaden und
das nicht zuletzt wegen seiner medizinischen Relevanz. Wie schon zuvor erwahnt, ist die
Insulinsignalkaskade essentiell fir die Aufrechterhaltung des Glukosegleichgewichtes im
Korper, aber auch fiur die Regulation des Kohlenhydrat-, Fettsdure und
Proteinstoffwechsels (Saltiel et al., 2001). Die Bindung von Insulin an die a-
Untereinheiten ruft eine Konformationsédnderung des Rezeptormolekdils hervor, die eine
Bindung von ATP und die Autophosphorylierung vieler Tyrosinreste der
zytoplasmatischen Doméne des Rezeptors begunstigt (Chen et al., 1990; Belfiore et al.,
2009). Die aktivierte p-Untereinheit fuhrt zur Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung
einer Reihe von Substraten, wie z. B. der IRS (Insulin receptor substrate)-Proteinfamilie
(IRS-1/2/3/4), Shc (Src homologous and collagen) und Gabl (Growth factor receptor-
bound protein 2 [Grb2]-associated binding protein 1). Wenn diese Proteine durch den
aktivierten IR tyrosinphosphoryliert werden, dienen sie als Andockstelle fir weitere
Phosphotyrosin-bindende Signalproteine, wie z. B. p85, die regulierende Untereinheit der
PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinase), und Grb2, ein kleines Adapterprotein, das bei der
Aktivierung des Ras (Rat sarcoma)/Erk (Extracellular signal-regulated Kkinase)-
Signalweges eine Rolle spielt (Abbildung 1.3). Die aktive PI3K bewirkt eine erhohte
Bildung von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphat (PIP3) und fuhrt zur Aktivierung
von PH (Pleckstrin homology)-Doménen-beinhaltenden Proteinen, wozu auch die PDK-1
(Phosphoinositide-dependent Kinase 1) gehort. Diese phosphoryliert die Serin/Threonin-
Kinase Akt und die Proteinkinase C (PKC; Mora et al., 2004). Eine effiziente Aktivierung
dieser Proteine ist wichtig fur die oben aufgefiihrten Funktionen der Insulinsignalkaskade
in der Zelle (Saltiel et al.,, 2001). Auf der anderen Seite fiihrt sowohl die
Phosphorylierung von Shc als auch die von IRS-Proteinen zur Bindung von Grb2 und

somit zur Stimulation des Ras/Erk-Signalweges, der die Zellproliferation und
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Differenzierung reguliert (Taniguchi et al., 2006). Es ist bekannt, dass die Dysfunktion
von vielen dieser Insulin-sensitiven Signalmolekiile zu einer reduzierten Insulinantwort

im Gewebe und somit zur Entwicklung eines Typ2-Diabetes fiihren kann.
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Abbildung 1.3: Der Insulinsignalweg (angelehnt an Olivares-Reyes et al., 2008)

1.3 Regulierung von zellularen Prozessen durch Akt

Die Serin/Threonin-Kinase Akt, auch unter dem Namen Proteinkinase B (PKB) bekannt,
ist ein wichtiger Mediator in vielen Signalwegen stromabwarts der PI3K. Der PI3K/Akt-
Signalweg spielt im Zellwachstum, in der Proliferation, Differenzierung, Migration und
im Stoffwechsel eine bedeutsame Rolle und hat somit groRen Einfluss auf die Physiologie
des Menschen und viele seiner Erkrankungen (Brazil et al., 2004; Manning und Cantley,
2007).

Die Akt-Familie besteht aus den drei Isoformen Aktl, Akt2 und Akt3, die eine
Sequenzhomologie von ca. 80 % aufweisen, aber von unterschiedlichen Genen kodiert
werden (Chan et al., 1999). Aufgrund ihrer hohen Homologie wird vermutet, dass sie alle
einen &dhnlichen Aktivierungsmechanismus besitzen, der zur Phosphorylierung von
nahezu denselben Proteinen fuhrt. Alle drei Isoformen gehdren zu der Familie der AGC-
Kinasen, da sie in ihren Kinase-Domanen eine hohe Ahnlichkeit zu den Proteinkinasen A,

C (PKA, PKC) und zu der cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhéngigen
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Kinase (PKG) aufweisen (Hanada et al., 2004). Zur Aktivierung werden sie an einem
Threoninrest in der Kinase-Doméne durch PDK1 phosphoryliert und an einem Serinrest
in der hydrophoben Domane durch mTORC2 (Mammalian target of rapamycin complex
2; Alessi et al., 1996; Sarbassov et al., 2005). Nur wenn Akt an beiden Resten
phosphoryliert vorliegt, kann es alle seine Interaktionspartner an Serin- und
Threoninresten phosphorylieren (Guertin et al.,, 2006). Die minimale Substrat-
Konsensussequenz ist hierbei RXRXX(S/T) (Obata et al., 2000). Es gibt mehr als 100
nachgewiesene Substrate von Akt, jedoch sind nicht alle Funktionen bekannt. In
Abbildung 1.4 sind einige der wichtigsten von ihnen, mit ihren zum Teil Uberlappenden

Funktionen in der Zelle, dargestellt.

Metabolism
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Abbildung 1.4: Die Funktion von 10 wichtigen Akt-Substraten (Manning und
Cantley, 2007)

Phosphorylierung dieser Proteine durch Akt fiihrt zur Aktivierung (Pfeile) oder
Inhibierung (geblockte Pfeile). Die Regulation dieser Substrate durch Akt aktiviert
verschiedene Prozesse in der Zelle (z. B. Uberleben, Wachstum, Proliferation,
Glukoseaufnahme, Stoffwechsel und Gefél3neubildung).

Wie hier zu sehen ist, hat die Phosphorylierung von Akt einen anti-apoptotischen Effekt
in Zellen und fordert somit deren Uberleben. Dabei werden die Funktionen von pro-
Apoptosefaktoren wie z. B. BAD (B-cell lymphoma 2 [Bcl2]-associated agonist of cell
death) durch die Phosphorylierung inhibiert. Zusétzlich wird durch Inaktivierung von

Transkriptionsfaktoren wie FOXO (Forkhead-box protein O) und p53 deren Expression
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reguliert (Manning und Cantley, 2007). Die p53-gesteuerte Expression wird dabei negativ
uber die Phosphorylierung der E3-Ubiquitin-Proteinligase MDM2 (Murine double minute
2) durch Akt reguliert, das zur Degradierung von p53 fihrt (Brazil et al., 2004). Dartiber
hinaus inhibiert Akt die proteolytische Prozessierung der pro-Caspase-9 (Cardone et al.,
1998).

Eine weitere Hauptfunktion von Akt ist die Steuerung des Zellwachstums. Dies geschieht
uber indirekte Aktivierung des mTORC1 (Mammalian target of rapamycin complex 1),
einem Regulator der Translationsinitiierung. Dabei wird TSC2 (Tuberous sclerosis
complex 2, Tuberin) durch Akt phosphoryliert und inhibiert, was wiederum den Rheb-
GTP (Ras homolog enriched in brain) erlaubt mTORC1 zu aktivieren. Die Aktivierung
fihrt zu einer erhdhten Proteinsynthese, Ribosomenbiogenese und Transkription
(Wullschleger et al., 2006). Auch PRAS40 (Prolin-rich-Akt substrate of 40 kDa) wird
direkt durch Akt phosphoryliert und stimuliert zusatzlich die mTORCL1-Signalkaskade
(Kovacina et al., 2003; Sancak et al., 2007). Neben dem Zellwachstum beeinflusst die
Phosphorylierung von Akt auch die Proliferation von Zellen. Hierbei phosphoryliert Akt
die Zellzyklusinhibitoren p27" " und p21°"* und verhindert ihre Translokation ins
Zytosol. Dadurch sind sie nicht in der Lage, ihre anti-proliferativen Funktionen
auszuiiben (Brazil et al., 2004).

In der Angiogenese spielen sowohl das Zellwachstum als auch die Proliferation von
Zellen eine groRe Rolle. Hierbei wird Akt durch VEGF (Vascular endothelial growth
factor) aktiviert, was zur Phosphorylierung der zuvor beschriebenen Substrate fuhrt.
Zusétzlich wird eNOS (Endothelial nitric oxid synthase) direkt durch Akt-
Phosphorylierung  aktiviert, welche durch  Stickstoffmonoxid-Freisetzung  die
GeféaRerweiterung und die GefaRneubildung stimuliert (Morbidelli et al., 2003).

Darlber hinaus ist Akt nach Aktivierung durch Wachstumsfaktoren in der Lage,
zellspezifisch die N&hrstoffaufnahme und deren Metabolismus zu steuern. Die wichtigste
physiologische Funktion ist die Stimulation der Glukoseaufnahme nach Insulinbindung.
Akt-Aktivierung fuhrt zur Translokation des Glut4 (Glukosetransporters 4) zur
Plasmamembran und somit zur erhdhten Glukoseaufnahme in die Zelle (Kohn et al.,
1996). Akt phosphoryliert und inhibiert die Rab-GAP (Ras-related in brain-GTPase-
activating protein) AS160 (Akt Substrat von 160 kDa) und TBC1D1. Die Rab-Proteine,
die mit den Glut4 storage vesicle assoziiert sind, kénnen nun GTP binden und fiihren zur
Mobilisierung dieser Vesikel an die Membran (Sakamoto und Holman, 2008). Andere
Substrate von Akt wirken direkt auf den Glukosemetabolismus, z. B. die GSK3
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(Glykogensynthase kinase-3). Deren Phosphorylierung und Inaktivierung fihrt zu einer
erhdhten Glykogensynthese im Zytoplasma, die der Glukosespeicherung in der Zelle
dient (Frame und Cohen, 2001).

Um eine effiziente Regulierung der Akt-Kinase zu gewahrleisten, gibt es verschiedene
Mechanismen in der Zelle. Zum einen kann die Aktivitat der Akt-Kinase durch
Phosphatasen inhibiert werden. Ein Beispiel dafur ist die PIP3-Phosphatase PTEN
(Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10), ein Gegenspieler der
PI3K, die PIP3 dephosphoryliert und somit eine Phosphorylierung von Akt verhindert
(Maehama und Dixon, 1998). Weitere Beispiele sind Phosphatasen, die Uber direkte
Dephosphorylierung von Akt zur Inaktivierung fihren. Hierbei handelt es sich um PP2A
(Protein phosphatase 2A) und PHLPP (Pleckstrin homology domain leucine-rich repeat
protein phosphatase; Andjelkovic et al., 1996; Gao et al., 2005). Zusatzlich wird IRS-1
durch die Aktivierung des mTORCL1 inhibitorisch phosphoryliert und wirkt somit als eine
negative feedback-Regulation des PI3K/Akt-Signalweges.

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass es neben den oben genannten
Phosphatasen und den Kinasen PDK1 und mTORC2 weitere Proteine gibt, die mit Akt
interagieren und dessen Wirkung modulieren. Hierbei handelt es sich z. B. um Grb10, das
in der Lage ist, im Komplex mit c-kit die Aktivierung von Akt zu verstarken. Dariiber
hinaus bildet auch Hsp90 (Heat shock protein-90) einen Komplex mit Akt und inhibiert
somit ihre Degradierung. Seitdem bekannt ist, dass Hsp90 auch an Tyrosin- und andere
Serin/Threonin-Kinasen neben Akt bindet, konnte es moglicherweise zur verbesserten
Interaktion von Akt mit ihren Substraten durch Hsp90 fiihren, wie z. B. die eNOS (Du
und Tsichlis, 2005). Ein weiteres Protein ist CTMP (C-terminal modulator protein),
dessen Bindung an Akt zur Inhibierung ihrer Aktivitat fihrt. Der Mechanismus dahinter
ist noch nicht geklart (Du und Tsichlis, 2005).

Auf der anderen Seite gibt es noch weitere Kinasen, die Akt phosphorylieren und ihre
Aktivitat steigern, z. B. die Tyrosin-Kinasen Ackl (Activated CDC42 kinase 1), Src und
PTK6 (Protein tyrosine kinase 6). Neben diesen Tyrosin-Kinasen phosphorylieren Akt
auch noch verschiedene Serin/Threonin-Kinasen, wie z. B. IKKe (I-kappa-B kinase
epsilon), TBKI (TANK-binding kinase I) und DNA-PK (DNA-Proteinkinase; Mahajan
und Mahajan, 2012). Ein weiteres Akt-interagierendes Protein ist auch Girdin, dessen

Rolle im Insulinsignalweg in dieser Arbeit untersucht werden soll. Durch seine C-
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terminale Akt-Bindung verstarkt es die Aktivitat von Akt und hat somit Einfluss auf alle

oben genannten regulatorischen Prozesse in der Zelle.

1.4 Die Girdin-Proteinfamilie

Girdin (Girders of actin filament), auch bekannt unter den Namen APE (Akt
phosphorylation enhancer), GIV (Gea-interacting vesicle-assiciated protein) oder auch
HKRP1 (Hook related protein 1) wurde 2005 zum ersten Mal von vier Arbeitsgruppen
unabhdangig voneinander beschrieben. Girdin wurde zum einen durch Computeranalysen
als ein Hook-related Protein identifiziert (Simpson et al., 2005) und zum anderen als ein
Akt- und Gai-bindendes Protein mit Hilfe eines Hefe-2-Hybrid-Systems entdeckt (Anai
et al., Enomoto et al., Le-Nicolescu et al., 2005). Das Protein ist mit einer Lange von
1843 Aminosauren (AS; ca. 220 kDa) ubiquitdr in allen S&ugetieren exprimiert. In
Abbildung 1.5 ist zu erkennen, dass Girdin ein Multidoménenprotein ist. Die
aminoterminale (N-terminale) Region mit 253 AS besitzt eine starke Homologie zu der
Mikrotubuli-bindenden Doméne der Hook-Protein-Familie, weshalb es zu dem Namen
HKRP1 kam (Simpson et al., 2005). Dariiber hinaus konnte durch Gelfiltrationsanalysen
gezeigt werden, dass der Aminoterminus (N-Terminus) fur die Dimerformation von
Girdin verantwortlich ist (Enomoto et al., 2005). Girdin enthalt zusétzlich eine Myosin-
ahnliche zentrale Region mit 1122 AS, die durch Ausbildung einer a-Helix zu einer
Homodimerisierung des Proteins beitragen kdnnte. Weitere Funktionen der a-helicalen
coiled-coil-Domane sind bisher nicht bekannt. Der Carboxyterminus (C-Terminus) von
Girdin, bestehend aus 467 AS, wird nochmals in die PS- und die CT-Domaéne unterteilt.
In der PS-Region befinden sich neben der Akt-Phosphorylierungsstelle (PS) S1417 auch
die Gai-Bindungsregion und eine Sequenz, die an Phosphatidylinositol-(4,5)-diphosphat
(PIP2) in der Plasmamembran bindet. Allerdings konnte die Bindung an Phosphoinositole
bisher nur in vitro gezeigt werden (Enomoto et al., 2005). Die CT-Doméne ist fur die
Aktinbindung zusténdig und verflgt Giber das GEF (Guanine nucleotide exchange factor)-
Motiv (Enomoto et al., 2005; Garcia-Marcos et al., 2009).

Der zweite Vertreter der Proteinfamilie wurde unabhdngig von Girdin bei der
Identifizierung von Dishevelled (Dvl)-Bindungsproteinen entdeckt (Oshita et al., 2003).
Dvl ist ein wichtiger Regulator des nicht-kanonischen Wnt-Signalweges, der fiir die
embryonale Entwicklung und die Progression von Krebs wichtig ist. Die cDNA von

Daple (Dvl-associating protein with a high frequency of leucine residues), auch HKRP2
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genannt, kodiert fur ein 2028 AS langes Protein mit einer hohen Sequenzhomologie zu
Girdin. Die letzten drei C-terminalen AS von Daple sind fir die Bindung an die PDZ
(PSD-95/Dlg [disc large]/ZO-1 [zonula occludens-1])-Doméne von Dvl notwendig. Der
N-Terminus und die zentrale coiled-coil-Doméane von Daple zeigen eine hohe Ahnlichkeit
mit der von Girdin (ca. 54 % AS-Identitdt). Im Vergleich dazu weisen die C-terminalen
Regionen beider Proteine nur eine AS-ldentitat von 27 % auf, was auf unterschiedliche

Bindungspartner schlief3en lasst.

| Akt Phosphorylierungsstelle S1417 |

N-Terminus a-helicale coiled-coil-Domiine PS-Domiine C-Terminus
1-252 253-1375 1376-1609 1610-1843
Girdin
Dimerisierung Membranbindungs- Aktinbindungs-
region region
PI-4,5-P2 Bindung
1389-1407
Ga-Bindung GEMotiv
1343-1424 1678-1694
1-222 246-1393 1394-2028
Daple
Dvl-Bindung
1-252 253-481 720-1303 1304-1476

Abbildung 1.5: Die Struktur von Girdin, Daple und Gipie

Die Abbildung ist angelehnt an Enomoto et al. (2006) und Globplot-Analysen. N-
Terminus - Aminoterminus; PS - Phosphorylierungsstelle;  C-Terminus -
Carboxyterminus; Ga. - a-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine; GEF - Guanine
nucleotide exchange factor; Dvl - Dishevelled

Eine Analyse des humanen Genoms auf verwandte Sequenzen von Girdin und Daple
fihrte zur ldentifikation eines weiteren Mitglieds mit dem Namen Gipie oder HKRP3
(Simpson et al., 2005). Seine volle Lange betragt 1476 AS und es ist somit das kiirzeste
Protein der Familie. Auch hier lassen sich Ahnlichkeiten im strukturellen Aufbau
wiederfinden. Der N-Terminus und Teile der coiled-coil-Region von Gipie weisen starke
Analogien mit denen von Girdin und Daple auf. Die Funktion von Gipie kdnnte eine
protektive Rolle in der Abwehr von ER (endoplasmatisches Retikulum)-Stress sein.
Dabei bindet es an GRP78 (Endoplasmic reticulum chaperone protein 78) und stabilisiert
dessen Bindung an den ER-Stresssensor IRE1 (Inositol-requiring protein 1), was zur
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Inhibierung des IRE1/JNK (c-Jun N-terminal kinase)-Signalweges und der ER-Stress-
induzierten Apoptose fuhrt (Matsushita et al., 2011).

1.5 Die Funktionen von Girdin in der Zelle

Die Hauptfunktion von Girdin ist die Verstarkung der Akt-Phosphorylierung. Dabei fiihrt
die Uberexpression von Girdin in Zellen zu einer erhéhten basalen Phosphorylierung von
Akt (Anai et al., 2005; Garcia-Marcos et al., 2009). Im Gegensatz dazu bewirkt die
Reduktion der Girdin-Expression durch RNA-Interferenz eine Verringerung der Aktivitat
von Akt, sowohl basal als auch nach Stimulation (Anai et al., 2005; Ghosh et al., 2008).
Da Girdin selbst keine Kinaseaktivitat besitzt, scheint es, als ob der PI3K-Signalweg
aktiviert sein muss, damit Girdin die Phosphorylierung von Akt verstarkt (Anai et al.,
2005). Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch ungeklart. Die Ghosh-Arbeitsgruppe
hat in den letzten Jahren zwei verschiedene, aber parallel laufende Signalprozesse
vorgeschlagen, die fir die vollstdndige Aktivierung von Akt durch Girdin verantwortlich
sind (Garcia-Marco et al., 2009; Lin et al., 2011). Girdin wurde als ein non-receptor-GEF
fur die inhibitorische a-Untereinheit von heterotrimeren G-Proteinen identifiziert. Durch
die Bindung und Aktivierung der Gai-Proteine induziert Girdin die Dissoziation der By-
Untereinheit von der a-Untereinheit. Die By-Untereinheit bindet dann an die p110y- oder
p110R-PI3K und aktiviert diese. Der zweite Signalweg erfolgt Gber die Aktivierung von
RTK: Girdin bindet an aktivierte Rezeptor- und Nicht-Rezeptortyrosinkinasen und
aktiviert gleichzeitig p85 der PI3K. Hierbei ist Girdin am C-Terminus
tyrosinphosphoryliert, stabilisiert dadurch den Komplex zwischen RTK und PI3K und
verstarkt diesen Signalweg. Sie konnten zeigen, dass der EGFR (Epidermal growth factor
receptor) in Hela-Zellen, die Girdin stabil berexprimieren, im Vergleich zu
Kontrollzellen eine verstiarkte Tyrosinphosphorylierung und eine verringerte
Internalisierung nach der Ligandenbindung aufwies (Ghosh et al., 2010).

Fur weitere physiologische Untersuchungen etablierte das Labor von Takahashi Girdin-
defiziente M&use. Diese entwickelten sich bis zu einer Woche nach der Geburt normal.
Im Vergleich zu den Kontrollmédusen verloren sie dann zunehmend an Gewicht und
starben nach ca. 4 Wochen (Kitamura et al., 2008, Asai et al., 2012). Zuséatzlich wiesen
sie Defizite in der Angiogenese auf. In einer anderen Studie konnte nachgewiesen
werden, dass Girdin-knockout zu einer Fehlentwicklung des Denate Gyrus fiihrt

(Enomoto et al., 2009). Grund dafiir kénnte Girdins Rolle in der Organisation des
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Aktinzytoskeletts sein, die Auswirkung auf die Zellmotilitat hat (Enomoto et al., 2005).
Girdin ist in einer Reihe von humanen Krebsgeweben (iberexprimiert, wie z. B. Darm,
Brust und Lunge. Die Motilitat der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 wurde durch IGF-
1-Stimulation induziert und konnte durch Girdin-knockdown inhibiert werden. Diese
Studien lassen darauf schlieRen, dass Girdin eine wichtige Rolle in der Krebsentwicklung
und Metastasierung spielt, wenn der Akt-Signalweg konstitutiv aktiviert ist (Jiang et al.,
2008).

1.6 14-3-3-Proteine

1.6.1 Die Entdeckung von 14-3-3-Proteinen

14-3-3-Proteine wurden erstmals im Jahre 1967 von Moore und Perez beschrieben. Sie
entdeckten diese, als sie versuchten, Proteine des Gehirns zu identifizieren. Der Name 14-
3-3 basiert auf deren Elution in der Fraktion 14 einer DEAE (Diethylenaminoethyl)-
Zellulose-Chromatographie, gefolgt von ihrer elektrophoretischen Mobilitdt als ,,Spot*
3-3 im zwei-dimensionalen Starkegel (Moore und Perez, 1967). 14-3-3-Proteine sind
hoch konserviert und werden in allen Organismen und Zellen exprimiert. Die Anzahl der
14-3-3-1soformen variiert in den einzelnen Spezies. Wéhrend Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans und Saccharomyces cerevisiae nur 2 Isoformen exprimieren,
besitzen Pflanzen 12 verschiedene 14-3-3-Proteine (Rosenquist et al., 2000). Der Mensch
hingegen exprimiert 7 Isoformen, kodiert von 7 unterschiedlichen Genen. Diese werden
als a/B, v, €, 0/C, 1, 6 und o bezeichnet, wobei a und o die phosphorylierten Formen von 3
und ¢ darstellen (Aitken et al., 1995). Die ersten bekannten 14-3-3-Bindungsproteine
waren die Tryptophan- und Tyrosinhydrolasen, die an der Serotonin- und
Catecholaminbiosynthese beteiligt sind (Ichimura et al., 1987). Spater erst wurde bekannt,
dass 14-3-3 nur an die phosphorylierte Form der Hydrolasen bindet und somit die
Aktivitat des Enzyms stimuliert (Furukawa et al., 1993). Uber die Jahre konnten Studien
uber neue 14-3-3-Interaktionspartner zeigen, dass 14-3-3-Proteine ausschlieBlich

Phosphoproteine binden, die an Serin- oder Threoninresten phosphoryliert sind.

1.6.2 Die Struktur von 14-3-3-Proteinen und ihre Konsensussequenzen

Durch Dichtegradientenchromatographie konnte gezeigt werden, dass 14-3-3-Proteine als

Homo- oder Heterodimere fungieren (Toker et al., 1992). Die ersten Kristallstrukturen
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von 14-3-3-Dimeren wurden zeitgleich 1995 von Lui und Xiao verdffentlicht (Liu et al.,
1995; Xiao et al., 1995). Aus diesen Arbeiten ging hervor, dass jedes Monomer aus 9
antiparallelen o-Helices besteht, die zusammen eine L-formige amphipathische Furche
bilden (Abbildung 1.6). Ihre Dimerisierung findet 0ber den N-Terminus in
entgegengesetzter Richtung statt. Dies flhrt zu einer W-Form, die im Inneren den
amphipathischen Bindungskanal des Dimers, mit einer Breite von ca. 40 A, bildet (Obsil
et al., 2001). Die innere Region ist zwischen den einzelnen 14-3-3-Isoformen am
starksten konserviert und nur an den AufRenseiten und an den C-Termini variieren die
Sequenzen (Bridges und Moorhead, 2004). Dies lasst darauf schlieBen, dass es sich bei
der 14-3-3-Bindung in der Regel um &hnliche Motive handeln muss.

Alle Isoformen mit einer Ausnahme von 14-3-3c sind in der Lage, Heterodimere zu
formen (Wilker et al., 2005). Als Dimer kann 14-3-3 zwei Phosphorylierungsstellen auf
einem Protein oder auch jeweils eine auf zwei Proteinen erkennen. Dabei fungiert das
14-3-3-Dimer als Brucke. Es gibt jedoch mehr Proteine mit zwei
Phosphorylierungsstellen, was generell auch eine stirkere Bindung bedeutet (YYaffe,
2002). Hierbei muss der Mindestabstand 15 AS betragen, um 14-3-3 die Mdglichkeit zu
geben, beide Stellen zu erreichen. Dabei kdnnen die Phosphorylierungsstellen von der
gleichen, aber auch von unterschiedlichen Kinasen oder Phosphatasen reguliert werden.
Bei unterschiedlicher Regulation der Bindungsstellen kann 14-3-3 als ein Regulator fur
zwei unterschiedliche Signalwege fungieren.

Fur die Identifizierung eines 14-3-3-Bindungsmotivs wurden verschiedene optimal
14-3-3-bindende Phospho-Peptide analysiert. Aus diesen Studien gingen zwei Motive
hervor, Mode | RSX(pS/T)XP und Mode Il RXXX(pS/T)XP (Muslin et al., 1996; Yaffe
et al.,, 1997). In den letzten Jahren kam eine weiter Konsensussequenz dazu, die ein
phosphoryliertes Serin beziehungsweise Threonin als vorletzte AS am C-Terminus
voraussetzt (Coblitz et al., 2006). In diesem Fall kann 14-3-3 fur der Oligomerisierung
von Proteinen verantwortlich sein (Ottmann et al., 2007). In der Arbeitsgruppe von Prof.
Carol MacKintosh wurden zusétzliche Details von mehr als 200 phosphorylierten 14-3-3-
Bindungsproteinen zusammengetragen, um weitere Eigenschaften der Konsensus-
sequenzen zu untersuchen. Die meisten Proteine besitzen dabei eine basische AS
zwischen -3 und -5 in Bezug auf das phosphorylierte Serin oder Threonin. In weniger als
50 % der Falle wurde ein Prolin auf der Position +2 gefunden. Solche 14-3-3-

Bindungssequenzen werden von AGC- und CAMK (Ca®*/Calmodulin-dependent protein
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kinase)-Proteinkinasen phosphoryliert. Dazu zdhlen PKA, Akt, SGK (serum and
glutocorticoid S6 kinase), p90RSK (90 kDa ribosomal protein S6 kinase), PKCs und
AMPK (Adenosinmonophosphat [AMP]-activated protein kinase).

Nicht alle 14-3-3-Bindungen sind phosphorylierungsabhangig. In einigen wenigen Féllen
bindet 14-3-3 auch an ein nicht-phosphoryliertes Protein, wie z. B. bei p190RhoGEF (Ras
homolog gene family member A [RhoA] specific GEF of 190 kDa), dem synthetischen
Protein R18 und dem Exoenzym S (Zhai et al., 2001; Wang et al., 1999; Masters et al.,
1999).

Abbildung 1.6: Kristallstruktur eines 14-3-3-Dimers (Obsil und Obsilova, 2011)

(A) Ribbon-Darstellung eines  14-3-3-Dimers  (humane ( Isoform). (B)
Oberflachendarstellung eines 14-3-3-Dimers, bei dem die in Rot gekennzeichneten
Bereiche die in allen Isoformen hoch konservierten Regionen darstellen und die in Griin
die variablen Regionen.

1.6.3 Die Funktionen von 14-3-3-Proteinen

Die erste physiologische Funktion von 14-3-3-Proteinen, die nachgewiesen werden
konnte, war die Regulation der Serotonin- und Noradrenalinbiosynthese im Gehirn
(Ichimura et al., 1987). Kurz danach wurde entdeckt, dass 14-3-3-Proteine an eine PKC
binden und diese dadurch inhibieren (Robinson et al., 1994), die Raf-Proteinkinase
regulieren (Muslin et al., 1996) und in Pflanzen die Nitratreduktase inhibieren (Moorhead
et al., 1996). Heute gibt es mehr als 200 gut untersuchte 14-3-3-bindende Proteine, die an
den verschiedensten Prozessen in der Zelle beteiligt sind, wie z. B. Stoffwechsel, DNA-
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und RNA-Bindung, Proteinsynthese, Transport in der Zelle, Signaltransduktion und die
Kontrolle des Zellzyklus (Pozuelo Rubio et al., 2004).

Wie schon erwéhnt, kann 14-3-3 auf Grund seiner Dimerstruktur zwei Proteine wie eine
Brucke miteinander verbinden. Ein Beispiel dafir ist die pflanzliche Plasmamembran-
protonenpumpe, wobei 14-3-3 fiur die Oligomerisierung der Untereinheiten
verantwortlich ist (Ottmann et al., 2007). Ein weiteres Beispiel fur die Adapterfunktion
von 14-3-3 ist die Heterodimerisierung von B-Raf- (rapidly accelerated fibrosarcoma)
und C-Raf-Kinasen. Die Phosphorylierung von C-Raf durch B-Raf wird fir die volle
Aktivierung von C-Raf ben6tigt. Dies ist jedoch nur moglich, wenn beide Proteine durch
14-3-3 verbunden sind (Morrison, 2009). 14-3-3-Proteine kdénnen zum Teil kompetitiv
mit anderen Proteinen wirken und somit die Lokalisation des Proteins verdndern und es
dadurch vor der Proteolyse oder Dephosphorylierung bewahren. Erst kirzlich konnten
Dobson et al. zeigen, dass die Bindung von 14-3-3 an FOXO-Proteine, neben der
Negativregulation, zusatzlich FOXO3 stabilisiert und es vor Dephosphorylierung und
Degradierung schitzt (2011). Ein weiteres Beispiel dafiir ist die Tyrosinhydrolase, deren
regulatorische Doméne durch 14-3-3-Bindung nicht mehr dephosphoryliert werden kann.
Der Mechanismus dahinter ist jedoch noch unklar (Obsil und Obsilova, 2011).

Weiterhin kann durch 14-3-3-Bindung die Lokalisation eines Proteins reguliert werden.
Ein Beispiel dafir ist der Zellzyklusregulator CDK (cyclin-dependent kinase)-Inhibitor
p27""1 Hierbei wird durch Bindung von 14-3-3 sein Transport in den Zellkern geblockt
(Sekimoto et al., 2004). Im Fall der FOXO-Transkriptionsfaktoren wird die 14-3-3-
Bindung durch den PI3K/Akt-Signalweg induziert. Die Bindung von 14-3-3 verhindert
die Translokation von FOXO in den Kern und somit auch dessen Bindung an DNA
(Silhan et al., 2009). Ein ahnliches Szenario findet bei der Bindung von 14-3-3 an einen
weiteren Regulator des Zellzyklus, Cdc25 (cell division cycle 25 phosphatases), statt, das
den Eintritt der Zellen in die Mitose begtinstigt (Kumagai und Dunphy, 1999).

Eine weitere Funktion der 14-3-3-Proteine wurde als ,,molecular anvil hypothesis*
beschrieben (Yaffe, 2002). Dabei fiihrt die Bindung von 14-3-3 an sein Zielprotein zu
dessen Strukturdnderung. Die Bindung von 14-3-3 an die AANAT (Arylalkyl-N-
Acetyltransferase) moduliert ihre Substratbindungsstelle so, dass es zu einer erhéhten
Substrataffinitat fuhrt (Obsil et al., 2001). Ein weiteres Beispiel ist Raf-1, das durch
Phosphorylierung und Bindung von 14-3-3 seine Konformation so verandert, dass es sich

von der Plasmamembran abldst und weitere Proteine des Erk-Signalweges aktiviert. Der
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entgegengesetzte Fall tritt bei der Bindung von 14-3-3 an ASK1 (Apoptosis signal-
regulating kinase 1) ein, dabei wird ihre Aktivitat inhibiert (Zhang et al., 1999).
14-3-3-Proteine kdnnen auch als Stabilisatoren zwischen zwei verschiedenen Proteinen
agieren. Der Komplex zwischen Raf-1 und Bcr (Breakpoint cluster region protein) wird
z. B. durch 14-3-3 verstarkt (Braselmann und McCormick, 1995). Bcr ist nicht das
einzige Protein, das Uber 14-3-3 an Raf-1 gebunden wird, auch A20, ein
Zinkfingerprotein, und PKC bilden solche stabilen Komplexe (Vincenz und Dixit, 1996;
Van der Hoeven et al., 2000).
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2 Zielsetzung

Girdin wurde als ein wichtiger Regulator der Akt-Kinaseaktivitat beschrieben. Die
erhohte Phosphorylierung von Akt nach Girdin-Uberexpression fiihrt auRerdem zu einer
verstarkten Remodellierung des Zytoskeletts (Enomoto et al., 2005). Vor allem in
Krebszellen weist Girdin eine erhthte Expression auf und ist in deren Entwicklung und
Metastasierung involviert (Jiang et al., 2008). Neben diesen Eigenschaften gibt es bisher
keine Erkenntnisse darlber, welchen Einfluss Girdin auf den Insulinsignalweg hat.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der Funktion von Girdin im
Insulinsignalweg. Dafiir sollte die Girdin-Expression durch RNA-Interferenz oder stabiler
Uberexpression in insulinsensitiven C2C12-Myoblasten variiert und deren Einfluss auf
Proteine im Insulinsignalweg mit Hilfe verschiedener Protein- und Phosphopeptid-
spezifischer Antikorper in Western Blot-Analysen untersucht werden. Girdin ist ein
Substrat von Akt und wird durch diese an S1417 phosphoryliert (Enomoto et al., 2005).
Fur die Untersuchung, ob die Akt-Phosphorylierungsstelle einen Einfluss auf das
Insulinsignal hat, sollte eine Alanin-Mutante der Akt-Phosphorylierungsstelle von Girdin
stabil in C2C12-Zellen Uberexprimiert und mit dem Wildtypprotein verglichen werden.
Zusatzliche Untersuchungen der Girdin-Uberexprimierenden Zellen, wie Glykogen-
synthesemessungen und Proliferationsanalysen, koénnten Aufschluss auf weitere
Funktionen von Girdin in diesen Zellen geben. Darlber hinaus sollen primare Myotuben
aus Probanden auf die Expression von Girdin analysiert und mit deren physiologischen
Daten verglichen werden.

Computeranalysen konnten zeigen, dass Girdin ein potentielles 14-3-3-Bindungsprotein
darstellt. Aufgrund dieser Tatsache sollte im zweiten Teil dieser Arbeit die Bindung von
14-3-3 an Girdin und dessen mogliche Regulation in Zusammenarbeit mit Prof. Carol
MacKintosh (MRC, Dundee, UK) untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien von
Sigma-Aldrich (Steinheim), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm) und
Roche (Mannheim) in p.a.-Qualitat bezogen.

Bradford-Reagenz

Cex-Marker (DNA-GroRenmarker)
CM-H,DCFDA
Coomassie-Farbeldsung

Dapi (4',6-Diamidin-2'-Phenylindol-
dihydrochlorid)

ECL-Reagenz

Formaldehyd

GFP-bindende Sepharose Kiigelchen
Insulin (Humulin)

Nitrocellulose Hybond ECL (0,45 mm)
Parafilm

PeqGOLD Universal Agarose
Permafluor

Protein A/G Sepharose
Restriktionsenzyme

STI-571, Gleevec

14-C-Glukose

125-1-Insulin

Bio-Rad (Munchen)

Aus eigener Herstellung
Invitrogen (Eggenstein)
Invitrogen (Eggenstein)

Roche (Mannheim)

Thermo-Fisher (Schwerte)
Polysciences, Inc. (Warrington, US)
Chromotek (Hannover)

Eli Lilly (Indianapolis, US)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Pechiney (Chicago, US)

Peglab (Erlangen)

Immunotech (Marseille, FR)
Pharmacia (Uppsala, SE)

New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
Biomol (Hamburg)

Perkin Elmer (Waltham, US)

Perkin Elmer (Waltham, US)
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3.1.1 Oligonukleotide fur quantitative real time PCR (Polymerase chain reaction)

Die Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried) synthetisiert.

Name Sequenz
IRS-1 sense GATAGCGAGGCTGAGCAAGA
IRS-1 antisense CACCACGGAGTCATCCACTT

IR sense TCTGAAATTCACAAGATGGAAGAA
IR antisense CCGAATGAAAGAAAATTTAAGCA
Girdin sense CAAAAGGCTGCAACAAGAGA
Girdin antisense CTGCTTTCTCTCGAAGTGCAT
RPS13 sense CCCCACTTGGTTGAAGTTGA

RPS13 antisense ACACCATGTGAATCTCTCAGGA

3.1.2 E. coli Stamme

Name Eigenschaften Referenz
E. coli 298 F F+, kanr, Ir, recA-, tonA-, lacl-; aus Genentech

MM 294 (San Francisco, US)
E. coli DH5a F-, 080dlacZAM15, A(lacZYA- New England Biolabs

argF)U169, deoR, recAl, endAl, (Schwalbach/Taunus)
hsdR17, phoA, supE44, I-, thi-1,
gyrA96, relAl
3.1.3 Expressionsvektoren
Plasmidname Expressionsvektor fir: Referenz
pRK5rs_Girdin vsv | Girdin mit einem vsv-Epitop versehen | AG Lammers
Girdin (Mutationen von S1417 und AG Lammers

pRKS5rs_Girdin_
S1417/T1419A vsv

T1419 zu A) und vsv-Epitop

pcDNAS/FRT/TO-
GFP_Girdin

Fusionsprotein aus Girdin und GFP
(Green fluorescent protein)

AG Lammers/
DSTT, UK
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AG Lammers/

pcDNAS/FRT/TO- | Fusionsprotein aus Girdin (Mutationen
GFP Girdin S1417/ | von S1417 und T1419 zu A) und GFP DSTT, UK
T1419A
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin (Mutation DSTT, UK
GFP_Girdin_S1624 | von S1624 zu A) und GFP
A
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin (Mutation DSTT, UK
GFP_Girdin_S1687 | von S1687 zu A) und GFP
A
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin (Mutation DSTT, UK
GFP_Girdin_S1708 | von S1708 zu A) und GFP
A
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin (Mutation DSTT, UK
GFP_Girdin_S1721 | von S1721 zu A) und GFP
A
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin (Mutation DSTT, UK
GFP_Girdin_S1773 | von S1773 zu A) und GFP
A
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin (Mutation DSTT, UK
GFP_Girdin_S1792 | von S1792 zu A) und GFP
A

Fusionsprotein aus Girdin (Mutationen | DSTT, UK

pcDNAS5/FRT/TO-
GFP_Girdin_T1791/
S1792A

von T1791 und S1792 zu Ala) und GFP

pcDNAS5/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin ohne AS M1- | AG Lammers/
GFP_ANT(A1- L253 und GFP DSTT, UK
253AS)

pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Girdin ohne AS DSTT

GFP_ACT(A1377-
1843AS)

S1610-S1843 und GFP

pcDNAS5/FRT/TO- | Fusionsprotein aus Daple und GFP AG Lammers/
GFP_Daple DSTT, UK
pcDNAS5/FRT/TO- Fusionsprotein aus Daple (Mutation von | DSTT, UK

GFP_Daple S1428A

S1428 zu A) und GFP
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pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Daple (Mutation von | DSTT, UK
GFP_Daple_S1440A | S1440 zu A) und GFP
pcDNAS/FRT/TO- | Fusionsprotein aus Daple (Mutation von | DSTT, UK
GFP_Daple_S1887A | S1887zu A) und GFP
pcDNAS/FRT/TO- Fusionsprotein aus Gipie (E661-Q1476) | DSTT, UK
GFP_Gipie (E661- und GFP
Q1476)
3.1.4 Zelllinien
Name Eigenschaften Referenz
HEK?293 Humane embryonale Nierenfibroblasten | ATCC CRL-1573
transfiziert mit den Adenovirus Genen (Graham et al., 1977)
E1A und E1B
C2C12 Maus-Myoblasten ATCC, CRL-1772
(Yaffe etal., 1977)
C2C12+G Maus-Myoblasten, die Girdin stabil AG Lammers
Uberexprimieren
C2C12+G_S1417/ Maus-Myoblasten, die mutiertes Girdin | AG Lammers
T1419A (S1417/T1419A) stabil Gberexprimieren
C2C12+IR Maus-Myoblasten, die stabil den AG Lammers
Insulinrezeptor Gberexprimieren
3.1.5 Antikorper
Primarantikorper
Antikorper Eigenschaften Referenz
a-p-ACC (S79) Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1IgG | Cell Signaling
gegen phosphoryliertes S79 der Acetyl- | (Frankfurt)
CoA Carboxylase o/ (ACC)
a-AMPKa Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | Cell Signaling
gegen AMPKa (Frankfurt)
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a-p-AMPKa (T172) | Polyklonaler Kaninchenantikorper; 19G | Cell Signaling
gegen phosphoryliertes T172 der (Frankfurt)
AMPKa

a-p-Akt (T308) Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG | Cell Signaling
gegen phosphoryliertes T308 der Akt- (Frankfurt)

Kinase

o-Akt Monoklonaler Mausantikdrper; 1gG BD-Transduction
gegen Aktl (Heidelberg)
o-AS160 Polyklonaler Kaninchenantikorper; 19G | Cell Signaling
gegen AS160 (Frankfurt)
o.-B-Catenin Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG | Cell Signaling
gegen o-B-Catenin (Frankfurt)
o-c-Abl Monoklonaler Mausantikdrper; 19G Santa Cruz (US)
gegen den Carboxyterminus von c-Abl
o-Crkll Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1IgG | AG Lammers
gegen die letzten 14 carboxyterminalen
Aminoséuren von Crkll
o-p-Erk1/2 Monoklonaler Mausantikorper; 19G Cell Signaling
(T202/Y204) gegen phosphoryliertes T202 und Y204 | (Frankfurt)
von Erkl
a-Erk1/2 Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG | Cell Signaling
gegen p44/42 MAPK (Erk1/2) (Frankfurt)
a-FAK Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG | Santa Cruz (US)

gegen FAK

a-p-FoxO1 (S256) Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG | Cell Signaling
gegen phosphoryliertes S256 der Akt- (Frankfurt)
Kinase

o-Girdin Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen die Coil-coiled-Domane (783-
988) von Girdin

a-Glutl Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1IgG | Diagnostik

gegen Glutl

International
(Karlsdorf)
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a-p-GSK3a/p Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | Cell Signaling

$1/9 gegen phosphoryliertes S21 der GSK3a | (Frankfurt)

(521/9) oder S9 der GSK3p

a-GSK3a/B Monoklonaler Mausantikorper; 19G Santa Cruz (US)
gegen GSK3a/p

o-p-IR (Y972) Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1IgG | Assay Designs
gegen phosphoryliertes Y972 des IR (Ann Arbor, US)

o-IRCT Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers

gegen die letzten 15 carboxyterminalen
Aminosduren (1356-1370) des IR

a-p-IRS-1 (Y989)

Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG
gegen phosphoryliertes Y989 des IRS-1

Santa Cruz (US)

o-p-IRS-1 Polyklonaler Kaninchenantikérper; 1gG | Cell Signaling

(S5636/639) gegen phosphoryliertes S636/639 des (Frankfurt)
IRS-1

o-IRS-1CT Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen den Carboxyterminus (1221-
1235) des IRS-1

a-IRS-1 CT Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | Millipore
gegen den Carboxyterminus (1221- (Billerica, US)
1235) des IRS-1

o-GST-IRS-1 Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen ein GST-Fusionsprotein (936-

(936-1235) 1235) des IRS-1

o-KIF5B Monoklonaler Mausantikorper; 19G Santa Cruz (US)
gegen KIF5B

o-myc Monoklonaler Mausantikdrper; 1gG AG Lammers
gegen das myc-Peptid EQKLISEEDL
(Klon 9E10)

a-PAS Monoklonaler Kaninchenantikorper; Cell Signaling
IgG gegen Phospho-Akt-Substrate (Frankfurt)
(Klone 110B7E)

a-Phosphotyrosin Monoklonaler Mausantikorper; 19G Millipore
gegen Phosphotyrosin (Klon 4G10) (Billerica, US)
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a-PI13K (p110p) Polyklonaler Kaninchenantikorper; 19gG | AG Lammers
gegen den C-terminus der PI13K (p110pB)

o-PTPa Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen GST-Fusionsprotein
(intrazellulare Doméne) der PTPa

o-PTP-SHP2 Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen den C-Terminus der PTP SHP2

a-RPS25 Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen den N-Terminus von RPS25 (1-
15)

a-She Polyklonaler Kaninchenantikorper; IgG | AG Lammers
gegen Shcl

a-Shc Monoklonaler Mausantikdrper; 1gG Santa Cruz (US)
gegen Shcl

a-p-p70/p85-S6K Monoklonaler Mausantikorper; 19G Cell Signaling

T389 gegen phosphoryliertes T398 der p70- (Frankfurt)

( ) S6 Kinase und T412 der p85-S6 Kinase

o-p70/p85 S6K Polyklonaler Kaninchenantikérper; 1IgG | Cell Signaling
gegen p70 und p85 S6 Kinase (Frankfurt)

o-STAT3 Monoklonaler Mausantikdrper; 1gG Cell Signaling
gegen STAT3 (Klon 79D7) (Frankfurt)

a-TBC1D1 Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1IgG | Cell Signaling
gegen TBC1D1 (Frankfurt)

a-p-Vasp (S157) Polyklonaler Kaninchenantikorper; 1gG | Cell Signaling
gegen phosphoryliertes S157 in VASP | (Frankfurt)

a-VSV Monoklonaler Mausantikdrper; 1gG AG Lammers
gegen das VSV-Peptid
YTDIEMNRLGK (Klon P5D4)

Sekundarantikdrper
Antikorper Eigenschaften Referenz
Ziege-a-Maus, Antikorper aus Ziege gegen Maus 1IgG | Sigma-Aldrich

HRP konjugiert

(Fc-Spec.), konjugiert mit HRP

(Steinheim)
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Ziege-a-Kaninchen, | Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen | Sigma-Aldrich
HRP konjugiert IgG (Fc-Spec.), konjugiert mit HRP (Steinheim)

Schaf-a-Dig-
Antikorperfragment

Fab-Fragment von einem o.-
Digoxigenin Antikorper aus Schaf;
konjugiert mit HRP

Roche
(Mannheim)

3.1.6 Puffer und Stammldsungen
3.1.6.1 Molekularbiologie
6x DNA-Ladepuffer

10x TAE

IXTE

0,05 % (w/v) Bromphenolblau
0,05 % (w/v) Xylencyanol

30 % (v/v) Glycerin

100 mM EDTA (pH 8)

400 mM Tris

50 mM Natriumacetat
10 MM EDTA

pH 8 (HAC)

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
0,1 mM EDTA

3.1.6.2 Kultivierungsmedien fur Bakterien

LB-Medium

LB-Medium mit Antibiotika

LB-Nahrmedium mit Antibiotika
(Agarplatten)

1 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

pH 7,2 (HCI)

LB-Medium add. 100 pg/ml Ampicillin oder
50 pg/ml Kanamycin

LB-Medium add. 100 pg/ml Ampicillin oder
50 pg/ml Kanamycin
1,5 % (w/v) Agar
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KCM

TSB

3.1.6.3 Kultivierungsmedien fur Zellen

Zellkulturmedium
(HEK293 und C2C12)

Medienzuséatze

Zellkulturmedium
(humane Skelettmuskelzellen)

Medienzuséatze

Fusionsmedium
(humane Skelettmuskelzellen)

Medienzuséitze

0,5 M KCl
0,15 M CaCl,
0,25 M MgCl,

LB-Medium

10 % (v/v) PEG 3350
5% (v/v) DMSO

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

Dulbecco ‘s Modified Eagle ‘s Medium
(DMEM) 4,5 g/l Glucose, 2 mM L-Glutamin
Lonza (Basel, CH)

10 %, 2 % oder 0,5 % (v/v) FCS, Thermo-
Fisher (Schwerte)

L-Glutamin, Lonza (Basel, CH)

50 % Modified Eagle’s Medium (a-MEM)
50 % Ham’s Nutrient Mixture F12

25 % FCS

1,25 % Huhnerembryoextrakt (Haywards
Heath, UK)

L-Glutamin

Pen-Strep, Lonza (Basel, CH)
Amphotericin B, Lonza (Basel, CH)

oa-MEM

2% FCS
L-Glutamin
Pen-Strep
Amphotericin B
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Trypsin/EDTA

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Einfriermedium

3.1.6.4 Transfektionsldsung
2x BBS Puffer

3.1.6.5 Proteinbiochemie

Lysepuffer

500 mg/l Trypsin
200 mg/l EDTA
Lonza (Basel, CH)

154 mM NaCl

5,5 mM Na;HPO,
1 mM KH;PO,
(pH 7,5)

Lonza (Basel, CH)

FCS
10 % DMSO

50 mM BES (pH 6,96)
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO,

10 % (v/v) Glycerin

1 % (v/v) Triton X-100
50 mM HEPES (pH 7,5)
150 mM NaCl

1,5 mM MgCl,

1 mM EGTA

100 mM NaF

10 mM Na4P,07

1 mM NazVoq

1 mM PMSF frisch hinzufugen
10 pg/ml Aprotinin
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HNTG

3x Lammlipuffer

10x Tris-Glycin (TG)

Upper Tris (4x)

Lower Tris (4x)

Rotiphorese 30 Gelmix

Transblot

20 mM HEPES (pH 7,5)
150 mM NaCl

0,1 % (v/v) Triton X-100
10 % (v/v) Glycerin

10 mM NaF

1 mM NazVO,

3 % (w/v) SDS

3 % (v/v) B-Mercaptoethanol
10 mM EDTA (pH 8)

20 % (v/v) Glycerin

0,05 % (w/v) Bromphenolblau

248 mM Tris
1918 mM Glycin
35 mM SDS

0,5 M Tris Base
0,4 % (w/v) SDS
pH 6,8 (HCI)

1,5 M Tris Base
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8 (HCI)

29,22 % (w/v) Acrylamid
0,78 % (w/v) Bisacrylamid

48 mM Tris-HCI (pH 7,5)
39 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol
0,004 % (w/v) SDS
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Ponceau-S-Farbeldsung 0,2 % Ponceau S

2 % Trichloressigsaure

NET (10x) 1,5 M NaCl
50 mM EDTA (pH 8)
0,5 M Tris-HCI (pH 7,5)
0,5 % (v/v) Triton X-100

Tris-Puffer + Tween 20 mM Tris Base
150 mM NaCl
0,1 % (v/v) Tween-20
pH 7,5 (HCI)

Tris-Puffer flr 14-3-3-Probe 25 mM Tris-HCI (pH 7,5)
0,5 M NaCl

5% BSA

Blockldsung (NET-G) Ix NET
0,25 % (w/v) Gelatine

Blockldsung (Milch) Tris-Puffer + Tween
5 % (w/v) Milchpulver

3.1.6.6 Massenspektrometrische Analysen

Methanol-haltige Ammonium- 50 mM (NH;)HCO3
bicarbonat-L6sung 50 % (v/v) Methanol
lodoacetamid-L&sung 55 mM lodacetamid

100 mM (N H4)HC03
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Methanol- und Methanséure-haltige 50 mM (NH;)HCO3
Triethylammoniumbicarbonat-Lésung 50 % (v/v) Methanol
5 % (v/v) Methanséure

45 mM Triethylammoniumbicarbonat

3.1.6.7 FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analysen

Propidiumiodidldsung 1 % (w/v) Natriumcitrat
0,1 % (v/v) Triton X-100
50 pg/ml Propidiumiodid

Natriumchloridlésung 125 mM NaCl
32 mM HEPES
5 mM KCI
5 mM D-Glukose
1 mM MgCl,
1 mM CaCl,

3.1.6.8 Radiochemische Analysen

HEPES-Puffer 20 mM HEPES
140 mM NaCl
5 mM KCI
2,5 mM MgSO,
1 mM CaCl,
0,1 % (w/v) BSA
pH 7,4 (NaOH)

3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Transformation von Plasmiden in Bakterien

Unter dem Begriff der Transformation versteht man die Einflihrung von DNA in lebende

Bakterien. Hierbei werden Plasmide in kompetente Bakterienstdmme (3.1.2) eingebracht,
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um sie mit deren Hilfe zu vermehren. Die Herstellung kompetenter Bakterien erfolgte
nach der Methode von Chung und Miller (1988). Dafur wurden die Bakterien bis zur
logarithmischen Wachstumsphase (ODggo= 0,3 bis 0,5) bei 37 °C in LB-Medium
kultiviert, abzentrifugiert und in eiskaltem TSB resuspendiert. Diese wurden dann
aliquotiert (100 pl), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die
auf Eis langsam aufgetauten kompetenten Bakterien wurden mit einem Gemisch aus 10
ng Plasmid-DNA, 20 ul KCM und 80 pl Wasser versetzt. Der Ansatz inkubierte fiir 30
min auf Eis, gefolgt von einem Hitzeschock von 40 s bei 42 °C im Wasserbad und einer
Abkihlung auf Eis fir 1 min. Die weitere Inkubation von 50 min bei 37 °C erfolgte nach
dem Zusetzen von 800 pl LB-Medium. Die Bakterien wurden dann auf Antibiotika-
haltige Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von jeder
Transformation wurde eine Kolonie in 50 ml bzw. 250 ml LB-Kulturmedium
aufgenommen, tber Nacht auf dem Schuttler (150 rpm) bei 37 °C kultiviert, die Bakterien

lysiert und die DNA aufgereinigt.

3.2.1.2 Praparation von DNA aus Bakterien, Konzentrationsbestimmung und

Restriktionsverdau

Fur die Préaparation von DNA aus Bakterien ist ein Plasmid-Aufreinigungskit (Plasmid
plus Midi- oder Maxi-Kit, Qiagen, Hilden) verwendet worden. Die Bakterienkultur aus
3.2.1.1 wurde fir 15 min bei 4 °C und 6.000 g abzentrifugiert, nach Anleitung des
Herstellers in einem Tris-EDTA-Puffer resuspendiert und anschlielend mit Lysepuffer
(0,2 M SDS, 1 % NaOH) lysiert. Nach der Neutralisierung der Lésung wurde durch
Filtration (Qiafilter Cartidge) die Plasmid-DNA von genomischer DNA und Proteinen
getrennt. Durch Bindung der DNA an eine Silikamatrixsdule war es mdglich, diese zu
waschen und danach mit TE zu eluieren. Die Konzentration der gewonnenen DNA wurde
spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm bzw. 280 nm bestimmt. DNA
und RNA absorbieren das Licht bei 260 nm, wéhrend Kontaminationen, wie Proteine, das
Licht bei 280 nm absorbieren. Der Quotient aus beiden Messwerten (260 nm/280 nm)
gibt Aufschluss Uber die Qualitat der DNA und sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Die
Konzentration der DNA wurde aus dem Messwert bei 260 nm errechnet (Messwert x
Verdinnung x 50 pg/ml [1 OD = 50 pg/ml]). Die DNA wurde anschlieend mit Hilfe
eines Restriktionsverdaus kontrolliert.
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3.2.1.3 Auftrennung der DNA durch Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte Gber horizontale Gelelektrophorese. Je
nach FragmentgroRBe wurde ein 0,9- bis 2%iges Agarosegel verwendet. Die Agarose
wurde zusammen in 1x TAE-Puffer aufgekocht und danach Ethidiumbromid (0,1 pg/ml)
zugegeben. Darauffolgend wurde das verflussigte Gel in eine Kammer gegossen und mit
einem Kamm versehen, um Probentaschen zu erzeugen. Als Laufpuffer diente 1x TAE-
Puffer. Die Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Durch
das Anlegen einer Spannung von 70 bis 80 V wanderte die negativ-geladene DNA im Gel
in Richtung des positiven Pols und wurde somit der GroRe nach aufgetrennt. Zur
Bestimmung der FragmentgroRe diente ein Langenstandard (Cex-Marker), der zusétzlich
zu den Proben aufgetragen wurde. Durch UV-Licht und die Einlagerung von
Ethidiumbromid in die DNA wurden die DNA-Fragmente sichtbar gemacht.

3.2.2 Zellkulturtechniken

3.2.2.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die Zellen
wurden im Zellkulturmedium bei 37 °C und 7 % CO; in einem Inkubator kultiviert. Wenn
die Zellen eine Konfluenz von 80 bis 90 % erreichten, wurden sie mit PBS gewaschen
und mit Trypsin inkubiert. Nach dem Ablésen der Zellen von der Oberflache wurden sie
in frischem Kulturmedium aufgenommen und ein Teil der Zellen (1:10 Verdinnung) fir
die Weiterfuhrung der Kultur verdinnt. Fir die einzelnen Versuche wurden die Zellen
ausplattiert und bis zu einer Konfluenz von ca. 90 % kultiviert. Fur Stimulationsversuche
wurden die Zellen ca. 24 h vor der Lyse auf 0,5 % FCS im Zellkulturmedium (Hunger-
Medium) gesetzt und danach fur 15 min mit den angegebenen Konzentrationen an Insulin
stimuliert. Bei der Inhibierung von c-Abl wurden die Zellen fur 24 bzw. 48 h mit 50 yM
STI-571 inkubiert. Spezifische Zellzahlen fur die Untersuchungen der Glykogensynthese,
der Rezeptorinternalisierung, des Zellzyklus, des Wachstums und der miRNA sind in den
einzelnen Abschnitten angegeben. Die Zellzahl liel} sich dabei mit der Neubauer-
Zahlkammer bestimmen. Alle Zelllinien wurden regelméRig auf Mykoplasmen-
Kontamination getestet. Dafir wurden Zellen, die nicht kontaminiert waren, auf
Glaspléattchen ausgesat und mindestens 24 h mit den zu untersuchenden

Zellkulturtberstanden kultiviert. Fur die Fixierung der Zellen auf den Plattchen wurden
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diese mit Methanol fur 20 min bei -20 °C inkubiert, anschlielend mit PBS gewaschen
und 60 min bei 37 °C mit DAPI (1 pg/ml in PBS) behandelt. Nach mehrmaligem
Waschen der Glasplattchen mit PBS wurden diese mit Permafluor auf einem Objekttrager
fixiert. Dapi bindet nicht nur an die DNA im Zellkern, sondern auch an die DNA der
Mykoplasmen, die dann im Fluoreszenzmikroskop unter UV-Licht durch verstreute
Punkte im Zytoplasma der Zellen sichtbar ist.

Die Analysen humaner Primérzellen wurden in Zusammenarbeit mit der AG Prof. Staiger
(Universitatsklinikum Tubingen) durchgefuhrt. Hierflr wurden die Skelettmuskelzellen
aus Biopsien des vastus lateralis Muskels wvon 32 jungen und gesunden
Studienteilnehmern verwendet. Diese Zellen wurden wie von Stefan et al. beschrieben
kultiviert (2005). Fir die Experimente wurden die Zellen mit einer Konfluenz von 80 bis
90 % fir 5 Tage auf Fusionsmedium gesetzt, bis sie komplett zu Myotuben
ausdifferenzierten (Krutzfeldt et al., 2000).

3.2.2.2 Transfektion von Saugerzellen

Fur die Transfektion von S&ugerzellen gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Die DNA
kann Uber Elektroporation (mechanisch) oder Uber Phagozytose von Prazipitaten oder
Lipidvesikeln in die Zelle eingeschleust werden. In dieser Arbeit wurde flr die stabile
Transfektion von Zellen die Kalzium-Phosphat-Methode nach Chen und Okayama
gewahlt (1987). Dafiir wurden 6 x 10* Zellen pro 6-Loch in 2 ml ausgesat, nach ca. 24 h
mit 200 pl eines Gemisches von 2 bis 4 pg DNA, 0,2 pg pSV2-neo Vektor (fur die
Selektion), 0,125 M CaCl, und BBS-Puffer fiir weitere 15 bis 18 h bei 37 °C und 3 %
CO; inkubiert. Dabei bildete sich ein Kalzium-Phosphat-DNA-Prézipitat, welches von
den Zellen phagozytotisch aufgenommen wurde. Danach wurden die Zellen gewaschen
und fiir ca. 30 h bei 37 °C und 7 % CO, inkubiert, in denen die Zellen das transfizierte
Protein und das Selektionsgen exprimierten. Die Zellen wurden dann fir 2 Wochen mit
Zellkulturmedium und 1 mg/ml G418 (Geneticin, Invitrogen, Eggenstein) selektiert.
Einzelne Kolonien wurden isoliert, expandiert und auf Expression getestet.

Fur die Untersuchung der 14-3-3-Bindungsstellen wurden HEK293-Zellen transient mit
Girdin, Daple, ihren Mutanten oder Gipie transfiziert. Hierzu wurden die Zellen mit
einem Gemisch aus 1,5 pg DNA, 4,5 ug Polyethylenimin und 1 ml serumfreien Medium
fur max. 48 h inkubiert. Je nach Expressionseffizienz (Mikroskop) wurden die Zellen mit
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serumfreiem Medium fur mindestens 6 h gehungert. Danach wurden diese, wie unter

3.2.3.1 beschrieben, mit unterschiedlichen Aktivatoren und Inhibitoren behandelt.

3.2.2.3 Girdin knockdown durch RNA-Interferenz

Um den Einfluss von bestimmten Proteinen in der Zelle zu untersuchen, kann mit Hilfe
von small interfering RNA (siRNA) die Expression dieser Proteine gezielt
herunterreguliert werden. SIRNA sind kurze einzel- oder doppelstrangige RNA, die einer
Nukleotidsequenz der mRNA des auszuschaltenden Proteins komplementér sind. In
dieser Arbeit wurden siRNA ,,siGenome SMARTpool“ von Dharmacon (Lafayette, US),
bestehend aus 4 verschiedenen siRNA, verwendet. Fir die Transfektion von C2C12-
Zellen wurden 1 x 10° Zellen pro 6-Loch in 2 ml Medium ausgesat und am
darauffolgenden Tag mit einem Gemisch aus siRNA (Endkonzentration 25 nM) und
Dharmafect nach Anleitung des Herstellers transfiziert. Die Zellen wurden nach ca. 24 h
fur weitere 24 h gehungert, dann mit den angegebenen Konzentrationen an Insulin

stimuliert und anschlie3end lysiert.

3.2.2.4 Einfrieren und Auftauen von Saugerzellen

Das Einfrieren von Zelllinien dient der langfristigen Lagerung. Die Zellen wurden dazu
mit PBS gewaschen, danach mit Trypsin abgelost, in Einfriermedium aufgenommen und
vereinzelt. Die Zellsuspension wurde in Kryordhrchen aliquotiert und fir mindestens 24 h
bei -80 °C gelagert, bevor sie in dann in flissigen Stickstoff Gberfiihrt wurden. Um die
Zellen wieder in Kultur zu bringen, wurden die Kryoréhrchen im Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut und in eine Kulturschale mit frischem Medium berfuhrt. Nach 24 h wurde ein
Medienwechsel durchgefihrt, um das DMSO aus der Kultur zu entfernen. Die weitere

Kultivierung der Zellen erfolgte wie unter 3.2.2.1 beschrieben.

3.2.3 Proteinbiochemie

3.2.3.1 Stimulierung von Zellen mit Aktivatoren und Inhibitoren verschiedener
Kinasen bzw. dem Phosphatasehemmer Calyculin A

Zur Untersuchung der Regulation der 14-3-3-Bindungsstellen wurden HEK293-Zellen
24 h nach der Transfektion (3.2.2.2) in Kulturmedium ohne FCS fiir mindestens 6 h
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gehungert. Die Zellen wurden daraufhin mit Aktivatoren und Inhibitoren
unterschiedlicher Kinasen inkubiert (Tabelle 1). VVor der Zugabe der Aktivatoren erfolgte,
je nach den zu untersuchenden Kriterien, die Inkubation mit den spezifischen Inhibitoren.

Im Anschluss wurden die Zellen lysiert.

Substanz Konzentration | Inkubationsdauer [min] | Bezugsquelle

IGF-1 50 ng/ml 15 Invitrogen (Eggenstein)
P1-103 1 uM 30 DSTT (Dundee, UK)

EGF 100 ng/ml 15 Invitrogen (Eggenstein)
PMA 100 ng/ml 30 Sigma-Aldrich (Steinheim)
BI-D1870 | 10 uM 30 5gggl?]%?;]')”ge'heim

FSK 20 uM 30 Sigma-Aldrich (Steinheim)
H-89 30 uM 30 Calbiochem (Darmstadt)
A23187 10 uM 15 Calbiochem (Darmstadt)
A-769662 | 50 pM 60 DSTT (Dundee, UK)
Calyculin A | 100 nM 15 Calbiochem (Darmstadt)

Tabelle 1: Konzentration und Hersteller der Inhibitoren und Aktivatoren
verschiedener Kinasen

3.2.3.2 Zelllyse mit Triton X-100

Zur Analyse der Proteine wurden die Zellen mit dem Detergenz Triton X-100 lysiert.
Dabei werden zytoplasmatische und membranstandige Proteine in Lésung gebracht,
wahrend der Zellkern und Teile des Zytoskeletts unléslich sind. Fir die Lyse wurden die
Zellen einmalig mit PBS gewaschen, mit Lysepuffer versetzt und fir 2 min bei RT oder 4
min auf Eis inkubiert. Nach dem Uberfiihren der Lysate in ein ReaktionsgefaR wurden die
Proben fiir 20 min bei 13.000 g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefal Gberflhrt. Die Triton-unlésliche Fraktion wurde mit Lammlipuffer
versetzt und in Lésung gebracht. Beide Fraktionen wurden fir weitere Analysen

verwendet.
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3.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bradford-Methode (Bradford, 1976) dient der Bestimmung der Proteinkonzentration
in den Zelllysaten. Der Nachweis erfolgt hierbei Uber die Bindung des Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue G-250 an die Proteine. Dazu wurden die Lysate 1:1000 in der
Bradford-Losung (1:5) verdunnt und die Absorption in einem Photometer bei einer
Wellenldange von 595 nm gemessen. Durch die Erstellung einer Standardkurve aus
unterschiedlichen Rinderserumalbuminkonzentrationen (BSA, 1 bis 10 pg/ml) konnte
uber lineare Regressionsanalyse die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt werden.

3.2.3.4 Immunprazipitation

Die Immunoprazipitation (IP) dient der Anreicherung von bestimmten Proteinen aus
Zelllysaten mit Hilfe spezifischer Antikorper. Hierfiir wurden die Zellen lysiert und die
Proteinkonzentration bestimmt (3.2.3.3). Die Lysate wurden mit 1 bis 2 pg Antikorper
und Protein G/A-Sepharosekiigelchen fir 3 h bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit HNTG wurden die Prazipitate auf 95 °C fir 5 min in
Lammlipuffer erhitzt und somit die gebundenen Proteine von dem an die Kigelchen
kovalent gebundenen Protein G/A getrennt. Fur die Untersuchungen der 14-3-3-
Bindungsstellen wurden spezielle GFP-bindende Agarosekigelchen (GFP-Trap®)
verwendet. Diese haben ein Fragment eines GFP-bindenden Antikorpers kovalent

gebunden.

3.2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch eine SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE). In dieser Arbeit wurden alle
Proteinproben unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Das im
Lammlipuffer enthaltene B-Mercaptoethanol diente als Reduktionsmittel, um vorhandene
Disulfidbriicken aufzubrechen. Das SDS bindet an die Proteine, denaturiert diese und
bildet mit ihnen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe. Dadurch werden die Proteine
nur noch anhand ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Die Laufstrecke der einzelnen
Proteine hangt von der Dichte des SDS-Gels ab. Es wurden daher, abhéngig von dem
Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine, 8- bzw. 10%ige SDS-
Polyacrylamidgele angefertigt. Die Zusammensetzung der Trenngele und des
dazugehdrigen Sammelgels ist der Tabelle 2 zu entnehmen.
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Trenngel 8% | 10 % | 4%iges Sammelgel
Acrylamid [ml] 11 13,3 | Acrylamid [ml] 2
Wasser [ml] 19 16,7 | Wasser [ml] 9,25
Lower Tris (4x) [mI] | 10 10 Upper Tris (4x) [ml] 3,75
Temed [pl] 66 66 Temed [ul] 25
10%iges APS [ul] 270 270 10%iges APS [ul] 150

Tabelle 2: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Das Molekulargewicht der Proteine konnte mit Hilfe eines Standards (MWM)

identifiziert werden. Der Standard wurde aus folgenden Proteinen zusammengestellt:

Myosin 200 kDa
[-Galactosidase 116 kDa
Phosphorylase b 97 kDa
Rinderserumalbumin 66 kDa
Ovalbumin 43 kDa
Carboanhydrase 31 kDa
Trypsin-Inhibitor 21 kDa
Lysozym 14 kDa

3.2.3.6 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen und anschlielRende Detektion
(Western Blot-Methode)

Beim Western Blot-Verfahren werden die Proteine elektrophoretisch aus dem
Acrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran Gbertragen und auf ihr immobilisiert. In
dieser Arbeit wurde hierfur das Halbtrocken-Verfahren angewendet. Es wurden drei
Lagen mit Transblot-Puffer getrankte Filterpapiere auf die Anode gelegt und darauf eine
ebenfalls in Transblot-Puffer getrdnkte Nitrozellulosemembran platziert. Das SDS-Gel
wurde 5 min in Transblot-Puffer inkubiert, dann blasenfrei auf diese positioniert und
zuletzt mit drei Lagen getranktem Filterpapier bedeckt. Der Transfer erfolgte bei 4 °C mit
0,34 mA/cm? fiir 3 h. AnschlieRend wurden die Proteine auf der Nitrozellulosemembran
durch Ponceau S temporér gefarbt, um den Transfer zu tberprifen und die Banden des
MWM zu markieren. Die Inkubation der Membran in NET-G fir mindestens 1 h
verhinderte unspezifische Bindungen der Antikérper an Proteine und Membran. Danach

folgte der Nachweis der Proteine durch Bindung spezifischer Antikérper flr mindestens
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1 h bei RT oder bei 4 °C tber Nacht. Die Membranen wurden anschlie3end drei Mal fur
jeweils 15 min bei RT mit NET gewaschen, bevor sie im ndchsten Schritt mit dem an
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper (1:15.000 Verdinnung) in NET
fur 1 h bei RT inkubiert wurden. Danach wurden die Membranen erneut drei Mal mit
NET gewaschen. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation des Luminols, das in der ECL-
Losung enthalten ist. Die dabei entstehende Chemilumineszenz wurde mit Hilfe eines
Rontgenfilms detektiert. Fur die Auswertung wurden die Filme eingescannt und bei

Bedarf densitometrisch analysiert.

3.2.3.7 Herstellung der DIG-gekoppelten 14-3-3-Probe fur den 14-3-3 Far-Western

Die rekombinant hergestellten 14-3-3-Isoformen BMH1 und BMH2 aus Saccharomyces
cerevisiae (DSTT, UK; ca. 50 pg) wurden fur 2 h bei RT mit 8 pug Digoxigenin-3-O-
methylcarbonyl-g-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester (DIG-NHS; DIG-Protein
Labeling-Kit von Roche, Mannheim) in 400 pl PBS (pH 8,5) inkubiert. Die freien
Aminogruppen der zu markierenden Proteine reagieren dabei mit DIG-NHS unter
Bildung einer stabilen Amidbindung. Danach wurde das Uberschussige DIG-NHS durch
Dialyse gegen PBS (pH 7,2) entfernt. Die fertige Probe wurde auf 1 pg/ml in Tris-Puffer
verdiinnt und bei -20 °C in Aliquots aufbewahrt.

3.2.3.8 14-3-3 Far-Western-Methode

Bei einem Far-Western wird die in vitro-Bindung zweier Proteine untersucht. Fir die
Analyse der 14-3-3-Bindung an Girdin, Daple und Gipie wurden GFP-Girdin, GFP-
Daple, ihre Mutanten und GFP-Gipie transient in HEK293-Zellen Uberexprimiert, die
Zellen mit verschiedenen Aktivatoren und Inhibitoren behandelt und dann lysiert (3.2.3.1
und 3.2.3.2). Das GFP-Protein wurde mit GFP-Trap® prazipitiert (3.2.3.4), Uber eine
SDS-PAGE (3.2.3.5) aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
(3.2.3.6). Danach wurde die Membran in Tris-Puffer mit 5 % Milchpulver geblockt und
anschlieBend drei mal 10 min in Tris-Puffer gewaschen. Die DIG-gekoppelte 14-3-3-
Probe wurde dann wie ein Primarantikorper (1:1000) verwendet. Die gebundenen 14-3-3-
Proteine wurden mit Hilfe eines Meerrettichperoxidase-gekoppelten a-Dig-

Antikorperfragmentes im Western Blot-Verfahren mit ECL nachgewiesen (3.2.3.6).
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3.2.3.9 Massenspektrometrische Analysen

Die massenspektrometrischen Analysen wurden in dieser Arbeit zur Identifizierung der
Phosphorylierungsstellen von Girdin und Daple verwendet. Dafir wurden HEK293-
Zellen, wie zuvor beschrieben, transfiziert, lysiert und das zu untersuchende Protein mit
Hilfe von GFP-Trap® immunprézipitiert. Die Prazipitate wurden dann mit Lammlipuffer
und 55 mM lodoacetamid-Losung versetzt und 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Gber
eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit Coomassie (Colloidal Blue Staining
Kit, Invitrogen, Eggenstein) angeféarbt, die zu untersuchenden Proteine mit Hilfe eines
Skalpells ausgeschnitten, zerkleinert und in ein ReaktionsgefaR Uberfihrt. Fir die
Entfarbung der Gelsticke wurden diese mit 200 pl einer Methanol-haltigen
Ammoniumbicarbonatldsung versetzt und alle 30 min so lange gewechselt, bis die Stiicke
vollstdndig entfarbt waren. Danach wurde die Methanol-haltige Ammonium-
bicarbonatldsung ein letztes Mal abgesaugt und durch 100%iges Methanol ersetzt, das
zum Schrumpfen der Gelstiicke fuihrte. Das Methanol wurde nach 15 min entfernt und die
Gelstiicke mit 100 pl Triethylammoniumbicarbonat (TEAB; 100 mM) fur 10 min
gewaschen. Nach dreimaligem Waschen mit Methanol und TEAB wurden die Gelstticke
luftgetrocknet und tber Nacht bei 30 °C mit 2,5 ng Trypsin in TEAB inkubiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR (berfilhrt. Die Gelstiicke wurden
anschliefend nochmals mit Methanol- und Methansdure-haltiger TEAB-L&sung
gewaschen, der Uberstand mit dem ersten vereinigt und in der Vakuumzentrifuge
eingetrocknet. Die weiteren Analysen wurden durch die Abteilung Massenspektroskopie
(MRC, Dundee, UK) durchgefiihrt. Die Phosphopeptide konnten dort mit Hilfe der LC-
MS- und MS/MS-Methode identifiziert werden, woftr ein Applied Biosystems 4000
QTrap mit einem Dionex/LC Packings Famos-Switchos-Ultimate HPLC System
gekoppelt wurde. Die Daten wurden mit Hilfe der Mascot-Software

(www.matrixsience.com) gegen die SwissProt-Datenbank analysiert.

3.24 RNA- und miRNA-Analysen

3.2.4.1 Extraktion von Gesamt-RNA

Die Extraktion der RNA erfolgte durch ein RNA-Isolierungskit (RNeasy-Kit, Qiagen).
Die Zellen wurden daftr in 10 cm-Schalen kultiviert und nach dem Erreichen von 80 %

Konfluenz zundchst mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen sofort mit 350 pl
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Material und Methoden 39

RLT-Puffer (Qiagen) mit 10 pl/ml B-Mercaptoethanol versetzt und fir 3 min bei RT
inkubiert. Die Zelllysate wurden auf eine QIAshredder Spinsédule uberfihrt und bei
10.000 g 2 min zentrifugiert. Den Homogenisaten wurden dann 350 pl 70%iger Ethanol
zugefugt und dieses Gemisch auf die RNeasy Mini-Sdule gegeben. Diese aus Silicagel-
Membranen bestehende S&ule bindet spezifisch RNA. Alle anderen Bestandteile wie etwa
DNA und Proteine wurden nach mehreren Wasch- und Zentrifugationsschritten mit
verschiedenen Puffer-Losungen (siehe Herstellerprotokoll) entfernt. Die DNA wurde
durch die Inkubation mit DNase | (27 U/Probe) direkt auf der S&ule entfernt. Die
gebundene RNA konnte anschlieBend mit 40 ul RNase-freiem Wasser eluiert, aliquotiert

und danach bei -80 °C gelagert werden.

3.2.4.2 Quantitative real time PCR

Die reverse Transkriptasereaktion wurde mit 1 pg Gesamt-RNA in einem Ansatz von
20 pl mit den Random Hexamerprimern und dem First strand cDNA-Synthesekit (Roche,
Mannheim) durchgefiihrt. Aliquots von 2 pl dieser Reaktion wurden fir die quantitative
PCR (qPCR) mit SYBR® Green mit dem Lightcyclersystem 1.5 von Roche (Mannheim)
verwendet. Die dafir verwendeten Primerpaare sind unter 3.1.1 aufgelistet. Die gPCR
wurde in einem Gesamtvolumen von 20 pl, welches 2 pl FastStart DNA-MasterSYBR
Green I, 4 (IR) bzw. 5 mM (IRS-1) MgCl, und 1 uM Primer beinhaltete, durchgefihrt.
Die mRNA-Expressionen wurden in relativen, nicht normalisierten Arbitrary Units

angegeben.

PCR-Einstellungen

Denaturierung 95°C 10 min
95°C 15s
50 Zyklen IRS-1 68 °C 10s IR 60 °C 10s
72°C 17s 72 °C 6s

Fur die quantitative mRNA-Analyse von Girdin in primédren Skelettmuskelzellen wurde
die mRNA wie oben beschrieben isoliert. Die gqPCR wurde in Duplikaten mit Hilfe
Fluoreszenz-gekoppelter Sonden (Roche Universal Probe Library) im Roche Lightcycler
480 gemessen. Die Daten wurden auf das Haushaltsgen RPS13 mittels AC-Methode

normalisiert.
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3.2.4.3 Bestimmung und Quantifizierung von miRNAs

miRNA sind kurze, aus ca. 21 bis 23 Nukleotiden bestehende, hoch konservierte, nicht
kodierende RNA, die spezifisch die Genexpression auf der posttranskriptionalen Ebene
regulieren. Zur Aufbereitung und Analyse der miRNA in den Girdin-iberexprimierenden
und parentalen C2C12-Zellen wurden die Proben der ,,Microarray Facility Tiibingen*
(MFT; Tubingen) ubergeben. Dort wurden die RNAs uber ein TrueSeq Small RNA
Library Praparationskit (lllumina) fir die Sequenzierung auf dem Illumina Genome
Analyzer 11x (GAIIX) vorbereitet. Jede der zu sequenzierenden Proben wurde im Agilent
Bioanalyzer quantifiziert und aquimolare Mengen vereinigt. Dieser Pool wurde auf einer
Lane einer Single Read-Flowcell geladen und im cBot (Illumina) mit dem Cluster
Generation Kit die gebundenen DNA-Molekiile uber isothermische Amplifikation klonal
vermehrt. Anschliefend wurde im GAlIx ein Sequenzierlauf mit 32 Zyklen durchgefiihrt.
Die Identifizierung der miRNAs erfolgte anschlielend tber das Programm miRanalyzer
(http://bioinfo2.ugr.es/miRanalyzer/miRanalyzer.php). Dabei wurden die Sequenzen mit
dem Programm bowtie4 gegen das Referenzgenom (mm9) abgeglichen und die
resultierenden Ergebnisse mit den Genomkoordinaten aller bekannter miRNAs (miRBase
v16) verglichen. Es wurden nur Sequenzen gezahlt, die eindeutig einer reifen miRNA
zugeordnet werden konnten. Die weitere Analyse der Daten erfolgte in Bioconductor

2.14.0 in der statistischen Programmierumgebung R (Version 2.14.0; www.r-project.org).

3.25 FACS-Analysen

3.2.5.1 FACS-Untersuchungen auf oxidativen Stress

Die Uberschreitung der physiologischen Menge an reaktiven Sauerstoffverbindungen
(ROS - reactive oxygen species) in einer Zelle wird oxidativer Stress genannt. ROS
entstehen bei Stoffwechselvorgédngen der mitochondrialen Elektronentransportkette und
Cytochrom-P4s0-Oxidasen. Bei den ROS handelt es sich um das Superoxid-
Anionenradikal (O;’), Wasserstoffperoxid (H,O,) und das Hydroxylradikal (OH"). Um
den ROS-Gehalt einer Zelle zu bestimmen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff CM-
H,DCFDA verwendet. Dieser veréndert seine Fluoreszenzintensitdt durch Reaktion mit
ROS (Oxidation). Fur die Messung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mittels
Trypsin von der Zellkulturschale abgeldst, mit Medium resuspendiert und in ein FACS-

Réhrchen Gberfuhrt. Parallel wurde der Farbstoff in DMSO gel6st und mit einer
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Natriumchloridlésung auf 10 uM verdinnt. Die Zellen wurden fir 5 min bei 1000 g
abzentrifugiert, das Medium abgesaugt und die Zellen mit 250 ul der Farbstofflosung fir
30 und 60 min inkubiert und die Intensitat des Farbstoffes im BD-FACSCalibur (BD
Bioscience, Heidelberg) gemessen. Fir die Messung der ROS-Abwehr der Zellen wurden
die Proben zusétzlich mit 100 mM tert-Butylhydroperoxid (t-BHP) versetzt und nach 3
und 6 min erneut gemessen. Die Verschiebung der Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes

wurde als Histogramm und Diagramm in RAU (Relative Arbitrary Units) ausgegeben.

3.2.5.2 Zellzyklusanalysen

Der Zellzyklus ist in Interphase und Teilungsphase unterteilt. Die Interphase ist durch die
Replikation der DNA gekennzeichnet, welche wiederum in fiinf weitere Phasen unterteilt
ist. Wahrend der Phasen GO (Ruhephase) und G1 besitzt die Zelle einen diploiden
Chromosomensatz. Darauf folgt die Phase der DNA-Verdopplung mit der Synthese-Phase
(S) und der postsynthetischen G2-Phase, in der alle Zellen einen reduplizierten
Chromosomensatz aufweisen. Die nun folgende Teilungsphase M ist vergleichsweise
kurz. Bei der Mitose handelt es sich um die gleichmaRige Aufteilung der Chromosomen
auf zwei Tochterzellen, die sich dann wiederum in GO/G1 befinden.

Durch Féarbung der DNA mit Propidiumiodid kann der DNA-Gehalt der Einzelzelle
durchflusszytometrisch anhand der Fluoreszenzintensitat bestimmt und somit die Zellen
in die oben genannten Phasen (GO0/1, S, G2) eingeteilt werden. Daflir wurden die Zellen
mit einer hypotonen Propidiumiodidlésung (Nicoletti et al., 1991) lysiert, anschlie3end
im BD-FACSCalibur die DNA-Gehalte der Zellkerne gemessen und als Histogramm
ausgegeben. Die Anzahl der Zellkerne in den unterschiedlichen Phasen wurden in Prozent

der Gesamtanzahl der Kerne angegeben.

3.2.6 Physiologische Untersuchungen

3.2.6.1 Wachstumsanalyse von Zellen (WST-Analyse)

Die Anwendung von WST-1-Reagenz von Roche (Mannheim) bietet eine einfache
Madglichkeit, kolorimetrisch die Anzahl lebender Zellen zu bestimmen. Hierbei wird ein
stabiles Tetrazoliumsalz (WST-1) durch Enzyme lebender Zellen in ein l6sliches

Formazansalz umgewandelt. Dieser Prozess ist abhangig von der Produktion von
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NAD(P)H der zu untersuchenden Zellen. Die dabei gebildete Menge an Formazan
korreliert mit der Anzahl der Zellen in der Kultur. Fir den WST-1-Versuch wurden 5 x
10° Zellen pro 96-Loch in 100 pl Medium ausgesat und 1 bis 6 Tage kultiviert. Die Zellen
wurde dann mit 10 ul WST-1-Reagenz versetzt und fur 20 min bei 37 °C inkubiert. Die
quantitative Analyse erfolgte durch ein Elisa-Spektrometer bei einer Wellenldnge von 450
nm und einer Referenzwellenldnge von 620 nm. Zellkulturmedium ohne Zellen diente als

Leerwert.

3.2.6.2 Messung der Glykogensynthese

Glykogen ist die Speicherform von Glukose, bestehend aus langen verzweigten Ketten,
die aus einzelnen Glukosemolekilen aufgebaut sind. Die Synthese von Glykogen in
Zellen wurde mit einer an Berti et al. angelehnten Methode bestimmt (1997). Dafiir
wurden 2 x 10° Zellen pro 6-Loch in 2 ml Medium ausgesét, am darauffolgenden Tag fiir
ca. 24 h in Hungermedeium kultiviert, dann dreimal mit HEPES-Puffer gewaschen und
mit 1, 3, 10 und 100 nM Insulin fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Ein Gemisch von D-
glucose/D-[14-C]-glucose (5 mM Endkonzentration, 0.3 uCi/6-Loch-Schale) wurde
hinzugefligt und die Zellen damit fir weitere 3 h bei 37 °C inkubiert. Nachdem die
Uberstande verworfen und die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen wurden,
konnten diese mit 30%iger (w/v) Kalilauge fur 30 min bei RT lysiert werden. Die Proben
wurden dann fir 30 min auf 95 °C erhitzt, auf Eis abgekihlt und ein Aliquot fir die
Proteinbestimmung entnommen. Das Glykogen wurde durch Zusetzen von 900 pl kaltem
Ethanol prazipitiert und anschlieBend fiir 5 min bei 9.000 g herunterzentrifugiert. Nach
dem Waschen der Pellets mit 1 ml kaltem Ethanol wurden dieses in 500 ul Wasser
aufgenommen. Die Radioaktivitdit wurde mit einem Scintillationszéhler (Hewlett-
Packard, Palo Alto, US) gemessen und die Glykogensynthese in cpm pro Proteinmenge
angegeben.

3.2.6.3 Untersuchungen der Insulinrezeptorinternalisierung

Nach der Bindung von Insulin an seinen Rezeptor erfolgt die Internalisierung des
Rezeptorkomplexes in Endosomen. Hier werden im sauren pH-Wert Insulin und Rezeptor
voneinander getrennt. Das Insulin wird abgebaut und der Rezeptor wandert wieder zur
Plasmamembran (Rezeptor-,, recycling ©) oder wird in den Lysosomen degradiert. Fir die

Untersuchung der Internalisierung wurden 2 x 10° Zellen pro 6-Loch in 2 ml Medium
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ausgesat und fir ca. 24 h kultiviert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit HEPES-
Puffer, wurden sie fir 1 h bei 4 °C mit 0,03 pCi 125-I-Insulin inkubiert. Die Inkubation
auf Eis fihrte zum Einfrieren der Membrantatigkeiten und der Internalisierung. Nach
dreimaligem Waschen mit kaltem HEPES-Puffer folgte der Internalisierungsschritt,
wobei die Zellen fur 10 und 30 min bei 37 °C in HEPES-Puffer inkubierten. Direkt nach
der Inkubation wurden die Zellen auf Eis mit 0,2 M Essigséure (S&urewasch) gewaschen.
Dieser Waschschritt diente dem Ablosen des noch auf der Oberflaiche gebundenen
Insulins und wurde fir die Messung in einem Reagenzglas gesammelt. Die Zellen wurden
danach mit 30%iger (w/v) Natronlauge lysiert und die Radioaktivitdt der Proben mit
einem  Gammazédhler  (Perkin  Elmer, = Waltham, US) analysiert.  Die
Rezeptorinternalisierung wurde in Prozent vom Gesamtgehalt des gebundenen Insulins

zum Zeitpunkt Null (Lysat und S&durewasch) angegeben.

3.2.7 Statistische Auswertungen der Daten

Die Daten wurden mit Hilfe der Standardabweichung und einem darauffolgendem T-Test
analysiert. Fir die statistische Auswertung der humanen Daten wurden alle Variablen mit
Nicht-Normalverteilung loge-transformiert, bevor sie einer linearen Regressionsanalyse
unterzogen wurden. Die Methode der kleinsten Fehlerquadrate wurde fir die multiple
lineare Regressionsanalyse verwendet. Dabei ist die Insulinsensitivitat die
Ergebnisvariable im Regressionsmodell, die Girdin-mRNA-Expression eine unabhéngige
Variable und das Geschlecht, das Alter und der body mass index (BMI) mogliche
Storvariablen. Der Schwellenwert flr die Signifikanz wurde auf p<0,05 gesetzt. Fir diese

Analysen wurde das Statistikprogramm JMP 8.0 (SAS Institute, Cary, US) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Girdin —ein wichtiger Mediator im Insulinsignalweg

4.1.1 Girdin knockdown verringert die Insulinsensitivitat von C2C12-Zellen

Um herauszufinden, welchen Einfluss Girdin in C2C12-Zellen hat, wurde die Expression
von Girdin mit Hilfe spezifischer siRNA in C2C12-Zellen herunterreguliert. Dafr
wurden die Zellen ausgesét und nach 24 h mit einer Kontroll- oder einer spezifisch gegen
Maus-Girdin gerichteten siRNA flr weitere 48 h inkubiert. Fur die Stimulation mit
Insulin wurden die Zellen tber Nacht gehungert und mit 1 oder 3 nM Insulin stimuliert.
Nach der Zelllyse wurden die Proteine Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und durch
Western Blot-Verfahren mit Protein- und Phosphopeptid-spezifischen Antikorpern (AK)
analysiert. Wie in Abbildung 4.1 gezeigt ist, konnte durch die Transfektion mit Girdin-
SIRNA die endogene Girdin-Expression um fast 60 % (densitometrische Analyse
Abbildung 7.1A) reduziert werden, im Vergleich zu Zellen, die nicht oder nur mit einer
Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Die reduzierte Girdin-Expression hatte eine
verminderte IRS-1-Proteinmenge und Tyrosinphosphorylierung nach Insulinstimulation
zur Folge. Eine Phosphorylierung an dem Tyrosinrest 989 kann durch den IR erfolgen
und dient als SH2-Andockstelle fir p85, die regulatorische Untereinheit der PI3K (Sun et
al., 1993). Infolgedessen nahm auch die Akt (T308)- und GSK3a (S21)-Phosphorylierung
ab, ohne dabei deren Proteinmenge zu beeintrachtigen. Girdin ist nicht nur fir den PI3K-
Signalweg von Bedeutung, sondern auch der Ras/Erk-Signalweg wurde durch die
verdnderte Girdin-Expression beeinflusst. Die Phosphorylierung von Erkl nach
Insulinstimulation war stark reduziert im Vergleich zu den C2C12-Zellen, die nicht oder
mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden. Die Phosphorylierung von Erk2 verringerte sich
hierbei nur gering, und auch die Expression beider Proteine wurde kaum beeinflusst.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Girdin-Expression ein wichtiger

Regulationsmechanismus fur zellulare Signalprozesse in C2C12-Zellen ist.
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Abbildung 4.1: Girdin knockdown verringert die Insulinsensitivitat in C2C12-Zellen
C2C12-Zellen wurden mit Kontroll- oder Maus-Girdin siRNA transfiziert oder
unbehandelt fir dieses Experiment verwendet. Nach dem Hungern der Zellen in DMEM
mit 0,5 % FCS uber Nacht, wurden diese mit den angegebenen Konzentrationen an
Insulin stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine (ber eine SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Western Blot-Verfahren mit Protein- und Phosphopeptid (p)-
spezifischer AK analysiert.

4.1.2 Stabile Uberexpression von Girdin fuhrt zu massiven Veranderungen in
C2C12-Zellen

Um Transfektionsartefakte, die bei transienten Transfektionen auftreten konnen, zu
vermeiden und eine stetig gleichmaRige Expression sicherzustellen, wurde humanes
Girdin in C2C12-Zellen stabil tiberexprimiert. Die Uberexpression erwies sich jedoch als
schwierig und es konnten nur zwei Zelllinien mit ahnlichen Girdin-Uberexpressionen
kultiviert werden. Diese dienten in der vorliegenden Arbeit der Untersuchung des
Einflusses einer erhohten Girdin-Expression auf das Insulinsignal. Dafir wurden die
Zellen Gber Nacht gehungert und mit den in Abbildung 4.2 angegebenen Konzentrationen
an Insulin stimuliert. Anhand der Western Blot-Analysen der Gesamtzelllysate war zu
erkennen, dass beide Zelllinien eine stabile ca. vierfach erh6hte Expression von Girdin
aufwiesen (Abbildung 4.2A; densitometrische Analyse Abbildung 7.1B). Die
Uberexpression filhrte zu einer massiven Erhéhung der IR-Expression und dessen

Phosphorylierung, die mit einem Phosphopeptid-spezifischen AK an der
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Phosphorylierungsstelle Y972 bestimmt wurde. Die Phosphorylierung des IR war nur
zum  Teil insulinunabhéngig, was  mdoglicherweise  durch  die  starke
Rezeptorliberexpression erklart werden kann. Die IR-Proteinmenge in den Wildtyp-
C2C12-Zellen war zu gering, um mit der Western Blot-Methode unter diesen
Bedingungen detektiert zu werden. Um eine ldee zu bekommen, warum der IR so massiv
erhoht in den tberexprimierenden Zellen vorlag, wurde zuerst die Expression auf mRNA-
Ebene untersucht. Dafiir wurde die Gesamt-RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und
mit Hilfe der quantitativen real time PCR-Methode analysiert (Abbildung 4.2B). Die
Untersuchungen zeigten eine ca. dreifach erhohte mRNA-Expression, die nur teilweise

die IR-Proteinmenge in den Girdin-tberexprimierenden Zellen erkléarte.
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Abbildung 4.2: Girdin-Uberexpression in C2C12-Zellen fihrt zu massiven
Veranderungen

(A) Parentale und stabil Girdin (berexprimierende C2C12-Zellen wurden tber Nacht
gehungert und fur 15 min mit den angegebenen Konzentrationen an Insulin inkubiert. Die
Zellen wurden danach lysiert und die Proteine und deren Phosphorylierung mit Hilfe von
SDS-PAGE und der Western Blot-Analyse detektiert. (B und C) mRNA Untersuchungen
des IR und IRS-1 mit der quantitativen real time PCR-Methode. CT - Carboxyterminus;
RAU - Relative Arbitrary Units; G — Girdin; ** - p<0,005
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Dariiber hinaus wurde eine starke IRS-1-Phosphorylierung (Y989) in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen festgestellt (Abbildung 4.2A). Fiir die Detektion der IRS-1-
Proteinmenge in allen drei Zelllinien, wurde ein IRS-1-AK verwendet, der die letzten 12
C-terminalen AS erkennt. Uberraschenderweise konnten nur sehr geringe Mengen an
IRS-1 in den Girdin-uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den parentalen C2C12-
Zellen nachgewiesen werden. Zur Kontrolle wurde zusétzlich die mRNA-Expression von
IRS-1 in beiden Zelllinien bestimmt, bei deren Analysen jedoch keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten (Abbildung 4.2C). Zur erneuten Quantifizierung
des IRS-1-Proteins mit der Western Blot-Methode wurde ein weiterer IRS-1-AK
verwendet, der gegen die letzten 300 C-terminalen AS (936-1235) gerichtet ist. Damit
war es moglich, neben den gleichen IRS-1-Proteinexpressionen in den Zelllinien auch
einen Unterschied im Molekulargewicht zwischen IRS-1 aus unstimulierten und
insulinstimulierten Zellen zu detektieren (Abbildung 4.2A). Ein solcher Effekt wird durch
eine Erhéhung der Gesamttyrosinphosphorylierung des Proteins hervorgerufen (Miralpeix
et al., 1992). Diese Ergebnisse lassen auf eine C-terminale Modifikation des endogenen
IRS-1 nach Girdin-Uberexpression schliefen.

Als ndchstes wurde mit der Akt-Kinase der distale IR-Signalweg untersucht, der eine
zentrale Rolle im Insulinsignalweg spielt. Die Phosphorylierung am T308 war in den
Girdin-tberexprimierenden Zelllinien erhéht und zum Teil insulinunabhéngig. Fur die
Bestimmung der Proteinmenge wurde ein weiteres Aliquot des gleichen Lysats mit einem
AK gegen das Akt-Protein geblottet und keine Verénderungen der Akt-Proteinmenge
festgestellt (Abbildung 4.3A). Die Aktivierung von Akt wurde anhand konstitutiver
Phosphorylierung von Substraten wie z. B. GSK3a am S21 in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen bestatigt. Auffallig war, dass GSK3o ein niedrigeres
Molekulargewicht in den Uberexprimierenden Zelllinien aufwies. Zwei Formen der
GSK3a in Muskelzellen mit einem Molekulargewicht von 53 und 51 kDa wurden
erstmalig von Nikoulina et al. (2002) beschrieben. Es wurde als mogliches Phdnomen
einer posttranslationalen Prozessierung, z. B. durch massive Phosphorylierung, gedeutet.
In den Western Blot-Analysen wurde zusatzlich eine dritte Bande mit einem
Molekulargewicht zwischen den beiden Isoformen mit dem Phosphopeptid-spezifischen
AK gegen GSK3o/p detektiert. Sie trat in beiden Uberexprimierenden Zelllinien
konstitutiv phosphoryliert auf und war mit dem Protein-AK gegen GSK3o/p nicht

nachweisbar. Ob es sich hierbei um ein Hintergrundsignal des AK handelte oder doch um
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eine modifizierte Form der GSK3a oder 3, wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
Die Phosphorylierung von GSK3R blieb im Gegensatz zur GSK3a unveréndert und
GSK3R war in den Girdin-berexprimierenden C2C12-Zellen nur in der Expression ein

wenig reduziert.
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Abbildung 4.3: (A) Auswirkungen auf die IR-Signalkaskade nach Uberexpression
von Girdin in C2C12-Zellen

Die Zellen wurden tber Nacht gehungert, dann mit den angegebenen Konzentrationen an
Insulin stimuliert und lysiert. Die Proteine wurden mit Hilfe der SDS-PAGE und Western
Blot-Analyse mit Protein- und Phospho (p)-spezifischen AK analysiert.

(B) Effekte der Girdin-Uberexpression sind reversibel

Die Zellen wurden unbehandelt und mit Kontroll-siRNA oder spezifischer siRNA
transfiziert, danach mit Insulin stimuliert und die Lysate wie zuvor analysiert.

Neben dem PI3K-Signalweg wurden auch Vertreter des Ras/Erk-Signalweges untersucht.
Die Expression und die durch Insulin stimulierte Phosphorylierung von Erkl waren in
den Girdin-tberexprimierenden Zellen reduziert, wahrend die Proteinmenge von Erk2
nicht beeinflusst wurde. Zusétzlich fiihrte die Uberexpression zu einer geringeren basalen
Erk2-Phosphorylierung, die allerdings nach Insulinstimulation teilweise starker als in den
nicht transfizierten Zellen vorlag.

Zuletzt wurde durch einen Phosphopeptid-spezifischen AK gegen die p70-S6 Kinase
(p70-S6K) die Aktivitdt der mTOR-Kinase untersucht. mTOR st eine weitere



Ergebnisse 49

insulinstimulierbare Kinase, die Transkription, Translation und weitere Signale in der
Zelle reguliert. Die Phosphorylierung am T389 der p70-S6K, welche die Kinaseaktivitat
wiederspiegelt und durch mTOR vermittelt wird, zeigte eine deutliche Reduktion in
Girdin-tberexprimierenden C2C12-Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Es
existiert noch eine weitere Isoform der S6K mit einem Molekulargewicht von 85 kDa,
auch p85-S6K genannt, deren Funktion bis jetzt noch nicht im Detail geklért ist. Diese
zeigte eine erhdhte Expression und insulinabhéngige Phosphorylierung in den Girdin-
Uberexprimierenden Zellen. Die Lokalisierung der p70-S6K ist durch mTOR-
Phosphorylierung reguliert (Rosner und Hengstschlager, 2011). Aus diesem Grund wurde
zusétzlich  die  Triton-unlgsliche  Fraktion  getestet, die sich in  ihrem
Proteinexpressionsmuster jedoch nicht von der Triton-léslichen Fraktion unterschied
(Daten nicht gezeigt). Diese komplexen Ergebnisse legen nahe, dass eine Girdin-
Uberexpression viele Veranderungen fiir den proximalen und distalen Insulinsignalweg in
C2C12-Zellen mit sich bringt.

4.1.3 Zurucksetzung der Veranderungen im Insulinsignalweg in den Girdin-

Uberexprimierenden Zellen durch knockdown von Girdin

Einen Beweis dafur, dass die drastischen Effekte auf die C2C12-Zellphysiologie
tatsachlich durch eine Uberexpression von Girdin entstanden sind, liefern die Ergebnisse
von siRNA-Experimenten. Hierfur wurden die Girdin-uberexprimierenden C2C12-Zellen
ausgesat, fur 48 h mit spezifischer siRNA gegen humanes Girdin inkubiert und auf
Insulinstimulierbarkeit getestet. Wie in Abbildung 4.3B gezeigt ist, wurde 48 h nach der
SiIRNA Transfektion eine verringerte Girdin-Expression nachgewiesen. Gleichzeitig
reduzierten sich auch die Tyrosinphosphorylierung des IRS-1 und des IR, wie auch die
IR-Proteinexpression. Zusatzlich zeigte Akt eine deutlich verminderte Phosphorylierung
und wies wieder Insulinstimulierbarkeit auf. Daraus lasst sich ableiten, dass die extremen
Veranderungen in der Zelle durch die Girdin-Uberexpression direkte Effekte von Girdin

sind.
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4.1.4 Verstarkte IRS-1-Degradierung in den Girdin-Uberexprimierenden C2C12-

Zellen

Die Phosphorylierung von IRS-1 ist ein wichtiger Regulationsmechanismus im
Insulinsignalweg. IRS-1 wird durch Insulinstimulation tyrosinphosphoryliert und fthrt
somit zur Aktivierung des PI3K-Signalweges. Dadurch wird auch die p70-S6K
phosphoryliert, die dann tber Serinphosphorylierung von IRS-1 in der Lage ist, dessen
Degradierung zu initiieren. Ob die Unterschiede in der Expression und der
Phosphorylierung der S6K-Isoformen einen Einfluss auf die Degradierung von IRS-1
haben, wurde in diesem Abschnitt untersucht. Parentale C2C12-Zellen und die, die Girdin
bzw. den IR stabil Gberexprimieren, wurden fir unterschiedliche Zeiten mit Insulin
stimuliert und anschlielend lysiert. Wie in den Western Blot-Analysen der Zelllysate zu
erkennen ist, wurde in den Girdin- und in den IR-lberexprimierenden Zellen das IRS-1
wesentlich schneller degradiert als in den parentalen Zellen, die fast keine IRS-1-
Degradierung nach 6 h Insulinstimulation aufwiesen (Abbildung 4.4). Fiur die Detektion
der IRS-1-Serinphosphorylierung wurde ein Phosphopeptid-spezifischer AK gegen
S636/639 verwendet. Diese Phosphorylierungsstellen werden durch den mTOR-
Signalweg phosphoryliert (Ozes et al., 2001). Alle drei Zelllinien zeigten dabei eine
gleichstarke IRS-1-Serinphosphorylierung nach 15-minutiger Insulinstimulation, die dann
mit zunehmender Degradierung des Proteins in den tberexprimierenden Zelllinien rapide

abnahm. In den Wildtyp-Zellen hingegen veranderte sich diese Phosphorylierung kaum.

C2C12 C2C12+ G C2C12+IR
-0252 4 6 -0252 4 6 - 0252 4 6 Zeit[h]
+ + + + -+ 4+ 4+ + - + + + + Ins[10nM]
Y L L L T i d L lange Exp. | ~or1pg
- . e W — kurze Exp. (936-1235)

pIRS-1 (5636/5639)

pIRS-1 (Y989)

L | pp85 S6K (T412)
pp70 S6K (T389)

Tubulin

Abbildung 4.4: Degradierung von IRS-1

Parentale und Girdin- bzw. IR-Uberexprimierende C2C12-Zellen wurden ausgesat, tber
Nacht gehungert und mit 10 nM Insulin fur die angegebenen Zeiten inkubiert. Danach
wurden die Zellen lysiert und die Proteine durch SDS-PAGE und Western Blot-Analysen
mit Protein- und phospho-spezifischen AK detektiert. Exp. — Expositionszeit
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Parallel wurde auch die Tyrosinphosphorylierung des IRS-1-Proteins detektiert, die, wie
schon zuvor erwéhnt, in den tberexprimierenden Zellen nach Insulinstimulation stark
erhoht vorlag im Vergleich zu den parentalen Zellen. Dennoch zeigten alle drei Zelllinien
im Laufe der Inkubationszeit eine gleichmélRige Reduktion dieser Tyrosin-
phosphorylierung. Die Phosphorylierungen beider S6K-Isoformen verhielten sich nach
Insulinzugabe in Wildtyp- und den IR-Uberexprimierenden C2C12-Zellen anndhernd
gleich. Hierbei wurde im Gegensatz zu den Girdin-tUberexprimierenden Zellen die p85-
S6K nur gering und die p70-lsoform stark durch Insulin phosphoryliert. Diese Daten
zeigen, dass ein verstarktes Insulinsignal zu einer schnelleren IRS-1-Degradierung fuhrt.
Zusatzlich legen diese nahe, dass die p85-Isoform wie die p70-S6K in der Lage ist, IRS-1

zu phosphorylieren.

4.1.5 Uberexpression von Girdin erhoht die Glykogensynthese

Die Glykogensynthese wird wie auch die Glukoseaufnahme durch die Phosphorylierung
von Akt reguliert. Die Aktivierung von Akt fiihrt zur Phosphorylierung und Inhibierung
der GSK3. Somit ist die GS (Glykogensynthase) aktiv, die zur Glykogensynthese benétigt
wird. Die Girdin-tberexprimierenden C2C12-Zellen wiesen eine konstitutiv aktivierte
Akt-Kinase auf, das zu einer erhohten Glukoseaufnahme und Glykogensynthese fiihren
sollte. Um diesen Effekt und die Verdnderungen nach langer andauernder
Insulinstimulation zu untersuchen, wurde ein Glykogensynthese-Versuch durchgefiihrt.
Hierbei wurde die Aufnahme von 14-C-markierter Glukose und deren Einbau in
Glykogen nach Insulinstimulation gemessen. Zusatzlich kann mit diesem Experiment
auch eine Aussage Uber die Insulinsensitivitat getroffen werden. Wie in Abbildung 4.5 zu
sehen ist, zeigten die Girdin-Uberexprimierenden Zellen eine signifikant erhohte
Glykogensynthese schon ohne Insulinstimulation. Zusatzlich ist auch die
Insulinsensitivitat dieser Zellen erhoht. Die Glykogensynthese erreichte ihr Maximum
schon bei 1 nM Insulin. Mit héheren, nicht physiologischen Insulinkonzentrationen sank
diese wieder ab. Bei den parentalen C2C12-Zellen stieg der Glukoseeinbau bis zu einer
Insulinkonzentration von 100 nM. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Girdin-
Uberexpression in Myoblasten zu einer erhéhten Glykogensynthese und verbesserten

Insulinsensitivitét fuhrt.
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Abbildung 4.5: Uberexpression von Girdin in C2C12-Zellen fuhrt zu einer
Erh6hung der Glykogensynthese

Der Einbau von 14-C-Glukose in Glykogen wurde in C2C12-Wildtyp ( @) und Girdin-
uberexprimierenden Zellen ( O: Girdin-Uberexprimierender Klon 1/ v: Girdin-
uberexprimierender Klon 2) gemessen. Die Proteinkonzentration wurde fiir jede Probe
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Zerfalle pro Minute (counts per minutes = cpm) pro mg
an Protein angegeben und gegen die eingesetzten Insulinkonzentrationen aufgetragen.
** - p<0,005; * - p<0,05

4.1.6 Girdin-Uberexpression reduziert die Insulinrezeptorinternalisierung

Eine Girdin-Uberexpression fiihrt zu einer erhohten Expression der IR-mRNA, die jedoch
nur zum Teil den massiven Anstieg des IR-Proteins erkléart (Abbildung 4.2). Ghosh et al.
(2010) zeigten eine reduzierte EGFR-Internalisierung in Girdin-tUberexprimierenden
Hela-Zellen. Daher wurden Girdin-liberexprimierende Zellen und C2C12-Zellen, die den
IR im gleichen MaRe Uberexprimieren, einem Internalisierungs-Versuch unterzogen. Die
IR-Uberexprimierenden Zellen wurden als Vergleichszelllinie verwendet, da eine
Rezeptoriiberexpression zu einer Verlangsamung der Internalisierung fiihren kann
(Benveniste et al., 1988). Die Ergebnisse in Abbildung 4.6 zeigen, dass die Girdin-
uberexprimierenden C2C12-Zellen eine signifikant reduzierte 125-1-Insulin-Inkorporation
aufwiesen. Die Rezeptorinternalisierung erreichte nur die Hélfte der Internalisierungsrate
der Kontrollzellen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass &hnlich wie die EGFR- auch

die IR-Internalisierung von Girdin beeinflusst wird.
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Abbildung 4.6: Girdin-Uberexpression reduziert die Internalisierung des IR

(A) Die IR-Internalisierung wurde in C2C12-Zellen, die stabil den humanen IR oder
Girdin Uberexprimieren, gemessen. Dabei wurden die Zellen mit 125-I-Insulin inkubiert
und der internalisierte IR versus den an der Zelloberflache befindlichen IR bestimmt. (B)
Parallel dazu wurden die Zellen lysiert, die Proteine tber eine SDS-PAGE aufgetrennt
und im Western Blot mit AK gegen IR und Akt nachgewiesen. Die Ergebnisse wurden
densitometrisch ausgewertet und der IR in Relation zur Akt-Proteinmenge angegeben.
** - p<0,005; * - p<0,05

4.1.7 Girdin-Uberexpression fihrt zu einer konstitutiv aktivierten Abl-
Tyrosinkinase

Die Hochregulierung des IR in den Girdin-tiberexprimierenden C2C12-Zellen hatte eine
insgesamt erhohte Tyrosinphosphorylierung von vielen Signalproteinen zur Folge. In
Abbildung 4.7A wurden parentale und tberexprimierende Zellen mit den angegebenen
Konzentrationen an Insulin stimuliert und in den Zelllysaten das Gesamtphosphotyrosin
(PY) detektiert. Ein Protein von ca. 120 kDa zeigte eine starke Phosphorylierung in den
parentalen, aber nicht in den Girdin-Uberexprimierenden  Zellen. Durch
Immunprazipitation (IP) konnte dieses Protein als FAK (Focal adhesion kinase)
identifiziert werden, die als ein durch das Insulinsignal beeinflusstes Protein bekannt ist
(Abbildung 4.7D; Genua et al., 2009). Im Gegensatz dazu zeigte in den C2C12-Girdin-
Zellen der IR bei 97 kDa eine starke und zum Teil Insulin-unabhéngige
Phosphorylierung, wie es auch bei IRS-1 bei ca. 180 kDa der Fall war. Zusatzlich lagen
Proteine bei ca. 140, 66 und 50 kDa stark tyrosinphosphoryliert in den
Uberexprimierenden Zellen vor. Die letzten beiden Proteine wurden durch IP als
Mitglieder der Shc-Familie identifiziert (Abbildung 4.7C). Hierbei wurden gleiche
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Proteinmengen mit einem Kaninchen-Shc-AK  immunprézipitiert und deren
Tyrosinphosphorylierung  mit einem Phosphotyrosin-AK  detektiert. Um die
Proteinexpression der einzelnen Isoformen zu bestimmen, wurden die gleichen IP parallel
auf eine SDS-PAGE aufgetragen und im Western Blot-Verfahren mit einem Maus-AK
gegen Shc-Protein geblottet. Aufféllig dabei war, dass alle Isoformen von Shc konstitutiv
tyrosinphosphoryliert vorlagen, wobei alle drei eine verringerte Protein-Expression in den
Girdin-Uberexprimierenden im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen aufwiesen. Die Bande
bei ca. 140 kDa wurde als Tyrosinkinase c-Abl verifiziert (Abbildung 4.7B). In beiden
Zelllinien wurde eine vergleichbare Expression der Abl-Kinase gefunden, die in den
C2C12-Girdin-Zellen jedoch konstitutiv phosphoryliert vorlag. Es ist bekannt, dass c-Abl
durch den IR aktiviert wird (Frasca et al., 2007).
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Abbildung 4.7  Girdin-Uberexpression  fihrt zu  einer  Kkonstitutiven
Phosphorylierung von c-Abl

(A) Parentale C2C12- und Girdin-Uberexprimierende Zellen wurden (Uber Nacht
gehungert und mit den angegebenen Konzentrationen an Insulin stimuliert. Die Zellen
wurden lysiert und die Proteine tber eine SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot-
Verfahren mit einem Phosphotyrosin-AK (PY) nachgewiesen. (B, C und D) c-Abl, Shc
und FAK wurde jeweils aus den Zelllysaten mit spezifischen AK immunprézipitiert. Nach
der Auftrennung der Proteine in einer SDS-PAGE wurden diese mit Protein-AK und PY
im Western Blot nachgewiesen. wcl - Gesamtzelllysat
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Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde versucht, c-Abl mit dem Inhibitor STI-571, auch
unter den Namen Gleevec oder Imatinib bekannt, in den Gberexprimierenden Zellen zu
inhibieren. Die Hemmung der Kinase durch STI-571 wurde zuerst an Hand eines ihrer
Substrate nachgewiesen. Hierbei wurde Crkll (avian sarcoma virus CT10 oncogene
homolog) nach Inkubation mit dem Inhibitor immunprazipitiert und mit einem
Phosphotyrosin-AK analysiert. Wie erwartet, wies Crkll eine starke basale
Phosphorylierung auf, die aber durch eine vierstiindige Inkubation mit STI-571 reduziert
wurde (Abbildung 4.8A). Zusétzlich wurden die Girdin-Uberexprimierenden Zellen fir
jeweils 24 und 48 h mit STI-571 inkubiert und anschlieBend mit Insulin stimuliert. Durch
Western  Blot-Analysen der Zelllysate konnte gezeigt werden, dass die
Tyrosinphosphorylierung des 140 kDa groRen Proteins nahezu aufgehoben wurde.
Zusatzlich ging auch die Expression des IR, der bei ca. 97 kDa liegt, zurlick (Abbildung
4.8B). Das Molekulargewicht schien durch die Inkubation von STI-571 ein wenig
reduziert zu sein, was darauf schlieBen lasst, dass sich die posttranslationale Modifikation

des IR auch verandert hatte.
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Abbildung 4.8: c-Abl-Inhibierung durch STI-571

(A) Girdin-Uberexprimierende C2C12-Zellen wurden fur 4 h mit STI-571 (50 uM)
inkubiert und dann lysiert. Crkil wurde mit einem spezifischen AK immunprézipitiert und
mittels SDS-PAGE und Western Blot-Verfahren analysiert. (B) Inkubation von C2C12-
Zellen, die stabil Girdin tberexprimieren, mit STI-571 (50 uM) oder DMSO fir 24 und
48 h. Die Zellen wurden fur die Analyse Uber Nacht gehungert, mit Insulin stimuliert,
lysiert und die Proteine durch SDS-PAGE und Western Blot-Verfahren mit spezifischen
AK analysiert.



Ergebnisse 56

Durch den Inhibitor wurde zusétzlich die Akt-Phosphorylierung verandert. Akt erlangte
durch die Inkubation mit STI-571 fiir 24 h seine Insulinstimulierbarkeit zuriick, die nach
48 h noch weiter reduziert wurde. Die Expression des Akt-Proteins blieb durch die
Inkubation mit dem Inhibitor unverdndert. Nur kleine Effekte konnten bei der
Aktivierung von Erk1/2 und der p85-S6 Kinase detektiert werden. Die T398-
Phosphorylierung der p70-S6 Kinase wurde im Vergleich dazu deutlich reduziert, wie es
schon zuvor von Parmar et al. (2005) gezeigt werden konnte. Diese Ergebnisse lassen
darauf schliellen, dass die Aktivierung der Abl-Kinase eine wichtige Rolle in den Girdin-

uberexprimierenden Zellen spielt.

4.1.8 Uberexpression von Girdin verandert die miRNA-Expression in C2C12-

Zellen

Zur Klarung des erhohten IR-Proteins in den Girdin-uberexprimierenden C2C12-Zellen
wurden bisher zwei Ursachen genannt, die erh6hte Expression der IR-mRNA und die
reduzierte Internalisierung des Rezeptors. Eine kirzlich erschienene Veroffentlichung
von Trajkovski et al. (2011) identifizierte die Rolle von miRNAs (miR-103, miR-107) im
Zusammenhang mit der Insulinsensitivitat. Eine reduzierte Expression von miR-103 in
HEK?293-Zellen erhdhte die Caveolin-1 (Cav-1)-Proteinexpression und stabilisierte das
IR-Protein. In dieser Arbeit wurde in den Girdin-Uberexprimierenden C2C12-Zellen nach
einer miRNA-Untersuchung eine signifikante Reduktion der miR-103 nachgewiesen.
Zusétzlich konnte in den gleichen Zellen durch Western Blot-Analysen ein Anstieg von
Cav-1 und dessen Tyrosinphosphorylierung gezeigt werden (Abbildung 4.9B und C).
Wenn das tberexprimierte Girdin in den C2C12-Zellen mit Hilfe von spezifischer sSiRNA
gegen humanes Girdin herunterreguliert wurde, konnte gleichzeitig auch eine reduzierte
Cav-1-Proteinexpression verzeichnet werden (Abbildung 4.9D). Es scheint, als ob Girdin
uber die Expression von Cav-1, mdglicherweise via Reduktion der miR-103, zusétzlich

die Insulinsensitivitat in C2C12-Zellen verbessert.
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Abbildung 4.9: Erhoéhte Expression von Cav-1 fuhrt zu einer Zunahme in der
Insulinsensitivitat in Girdin-tberexprimierenden C2C12-Zellen

(A) Die Expressionslevel von miRNA-103 und -107 in den parentalen und Girdin-
uberexprimierenden C2C12-Zellen. (B) Die Zellen wurden lysiert und Cav-1 wurde aus
den Lysaten mit einem spezifischen Cav-1-AK (Cav-1) immunprézipitiert. Die Proben
wurden Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot-Verfahren mit einem
Phosphotyrosin (PY)- und Cav-1-AK analysiert. (C) Die Zellen wurden tber Nacht
gehungert und dann mit den angegebenen Konzentrationen von Insulin stimuliert. Die
Zellen wurden lysiert und die Proteine iber eine SDS-PAGE aufgetrennt und im Western
Blot-Verfahren mit einem Cav-1-AK nachgewiesen. (D) Zelllysate nach siRNA
Transfektion gegen humanes Girdin (siehe Abbildung 4.3B) wurden zur Analyse der Cav-
1-Expression verwendet.

4.1.9 Girdin - ein Parameter fir die Insulinsensitivitat im Menschen

Im Laufe dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Girdin einen starken Einfluss auf den
Insulinsignalweg in Mausmyoblasten hat. Wenn die Girdin-Expression herunterreguliert
wurde, zeigten die Zellen eine reduzierte Insulinsensitivitdt. Ein verbessertes
Insulinsignal wiesen hingegen die Zellen auf, die Girdin stabil Gberexprimierten. Fir die
Untersuchung, ob Girdin auch ein Parameter flr die Insulinsensitivitat im Menschen ist,
konnte in Zusammenarbeit mit der AG Staiger (Universitatsklinikum Tibingen) eine
humane Studie durchgefuhrt werden. Hierfur wurde ein hyperinsulindmischer-

euglykamischer Clamp an jungen und gesunden Freiwilligen nach Stefan et al.
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durchgefuhrt (2005). Zusétzlich wurde der vastus lateralis Muskel von den Teilnehmern
biopsiert. Die primdren humanen Skelettmuskelzellen aus den Biopsien wurden kultiviert
und zu Myotuben ausdifferenziert. Die Girdin-mRNA wurde mit Hilfe der quantitativen
real time PCR gemessen und gegen das Haushaltsgen RPS13 normalisiert. Die
Abbildung 4.10 zeigt den Einfluss der Girdin-Expression auf die Insulinsensitivitat,
angepasst an das Geschlecht, das Alter und den BMI (body mass index) der jeweiligen
Teilnehmer. Dabei korrelierte eine verbesserte Insulinsensitivitdt mit der Erhéhung der
MRNA von Girdin im humanen Skelettmuskel (p = 0,0378). Zusammenfassend ist zu
sagen, dass die Girdin-Expression ein wichtiger Parameter der Insulinsensitivitat in

Maus-Myoblasten und im humanen Skelettmuskel ist.
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Abbildung 4.10: Girdin-Expression im Muskel korreliert mit der Insulinsensitivitat
Die mRNA von Girdin in priméren humanen Myotuben wurde mit der quantitativen real
time PCR Methode bestimmt. Die Insulinsensitivitat von freiwilligen Studienteilnehmern
(n = 32; mannlich 20/weiblich 12) wurde mit Hilfe eines hyperinsulindmischen-
euglykamischen Clamps bestimmt und an das Geschlecht, Alter (Median = 25 Jahre) und
BMI (Median = 22,88 kg/m?) angepasst. Alle Parameter wurden loge-transformiert, bevor
sie einer linearen Regressionsanalyse unterzogen wurden. (r = 0,369; p = 0,0378)
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4.1.10 Veranderungen der Expression und Phosphorylierung verschiedener

Proteine durch die Uberexpression von Girdin

Um weitere Ursachen zu finden, die diesen Phénotyp der Girdin-tberexprimierenden
Zellen erklaren konnten, wurden verschiedene Proteine auf ihre Expression in den
parentalen und den C2C12-Girdin-Zellen untersucht (Tabelle 3). Dabei ist zu erkennen,
dass Proteine, die der Glukoseaufnahme und deren Transport dienen, in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen deutlich herunterreguliert waren. Dazu gehoren z. B. die Rab-
GTPasen aktivierenden Proteine AS160 und TBC1D1, deren Phosphorylierung zur
Translokation von Glut4-Vesikeln an die Membran fihrt. Zusatzlich waren die
Expression der AMPK und ihre Phosphorylierung stark reduziert. AMPK, die als
Gegenspieler des PI3K/Akt-Signalweges fungiert, ist in der Lage, die Expression des
Glutl zu regulieren (Fryer et al., 2002). Auch dieser wies in den Uberexprimierenden
Zellen eine deutlich verringerte Proteinexpression auf. Darlber hinaus ist auch ein
Familienmitglied der Kinesine, KIF5B (Kinesin family member 5B), welches an der
Translokation von Glut4 beteiligt ist, vermindert exprimiert. Interessanterweise ist im
Gegensatz dazu die PI3K-Untereinheit p110f in den Uberexprimierenden C2C12-Zellen
erhoht exprimiert. Es scheint, als ob die Glukoseaufnahme-Mechanismen in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen herunterreguliert werden, aber im Gegensatz dazu Proteine,
die den Insulinsignalweg verstarken, vermehrt exprimiert sind.

Darlber hinaus wurde auch die Expression von Protein-Tyrosin-Phosphatasen untersucht,
denen ein regulatorischer Einfluss auf den Insulinsignalweg nachgewiesen wurde. Eine
verédnderte Expression dieser Phosphatasen, konnte mdglicherweise die erhéhte
Gesamttyrosinphosphorylierung erklaren. In Western Blot-Analysen wurde jedoch weder
in der Proteinexpression der PTPa (Protein-Tyrosin-Phosphatase o) noch in der der PTP-
SHP2 (PTP that contains two tandem SH2 domains) ein Unterschied zwischen den beiden
Zelllinien gefunden.

Weitergehend wurden die Lysate auf die Expression von Proteinen, die an der
Transkription und Translation beteiligt sind, getestet. Hierbei zeigte sich, dass FoxO1
durch die erhdhte Akt-Aktivitat stark phosphoryliert vorlag. Ein weiteres Protein ist
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), das die Expression von
Girdin und Girdin wiederum die Expression von STAT3 regulieren soll (Dunkel et al.,

2012). Es wurde jedoch keine Veranderung von STAT3 in den stabil Gberexprimierenden
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C2C12-Zellen im Vergleich zu den parentalen Zellen festgestellt. Moglicherweise ist
dieser Regulationsmechanismus zelltypabhangig.

C2C12-G versus

Proteinname parentalen C2C12

1.  Glukose-Transport

AMPK / p-AMPK

AS160

Glutl

KIF5B

TBC1D1

PI3K (p110R)

2. Protein-Tyrosin-Phosphatasen

PTPa

PTP-SHP-2

3. Transkriptions- und Translationsregulation
pFOXO1

RPS25

STAT3

4.  Wnt-Signalweg

B-Catenin | l

— [ | |||«

ni— |-

Tabelle 3: Zusammenfassung von Western Blot-Analysen einiger Proteine und ihre
Expression und Phosphorylierung

Parentale C2C12- und Girdin-Uberexprimierende Zellen wurden ausgeséat, Uber Nacht
gehungert und teilweise, fur die Untersuchung der Phosphorylierung, mit 3 nM Insulin
stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und
im Western Blot-Verfahren mit spezifischen Protein- und Phosphopeptid (p)-AK
nachgewiesen. Das Verhalten der Proteine der Girdin-Uberexprimierenden zu den
Wildtyp-Zellen wurde in Zeichen ausgedriickt. 1 - erhohte Expression; | - verringerte
Expression; = - gleiche Expression

Des Weiteren ist bekannt, dass die mRNA des IR eine IRES (Internal ribosome entry
site)-Struktur besitzt, die Cap-unabhangig translatiert werden kann. Zu den Proteinen, die
an der Cap-unabhédngigen Translation beteiligt sind, gehdrt auch RPS25 (Ribosomal
protein S25). Neben der reduzierten Internalisierung, der miRNA-Regulation und der
Stabilisierung des IR durch Cav-1, kdnnte mdglicherweise auch eine vermehrt Cap-
unabhangige Translation des IR die erhohte Proteinmenge in den Girdin-
Uberexprimierenden  Zellen erkldren. Eine  weitere  Untersuchung  dieser
Translationsregulation war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Daple, ein weiteres Mitglied der Girdin-Proteinfamilie, reguliert den Wnt-Signalweg.
Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen Girdin und Daple wurde in Ansétzen
auch der Einfluss von Girdin auf den Wnt-Signalweg untersucht. Ein Vertreter dieses

Signalweges ist B-Catenin, das Uber die Bindung von Wnt an seinen Rezeptor die


http://en.wikipedia.org/wiki/Internal_ribosome_entry_site
http://en.wikipedia.org/wiki/Internal_ribosome_entry_site
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Transkription von bestimmten Genen reguliert. Im Fall der Girdin-tberexprimierenden
Zellen lag die GSK3 konstitutiv phosphoryliert vor, was zu einer Akkumulation von -
Catenin und Aktivierung der TCF (T-cell factor)-Transkriptionsaktivitat im Kern fihren
kann. Die Western Blot-Analysen zeigten jedoch eine verringerte zytosolische p-Catenin-
Proteinmenge im Vergleich zu den parentalen Zellen. Fur die Untersuchung der j-
Catenin-Expression im Kern wurde zusatzlich auch die Triton-unldsliche Fraktion ber
eine SDS-Page aufgetrennt. Auch hier wurde eine reduzierte Expression detektiert. Diese
Daten zeigen, dass ein Einfluss von Girdin auf den kanonischen Wnt-Signalweg vorerst
vernachlassigt werden kann.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Uberexpression von Girdin viele und zum Teil
zelltypabhdngige Veranderungen fur die Zelle mit sich bringt. Interessant wére nun, ob
sich &hnliche Proteinexpressionsmuster auch in Krebszelllinien, die eine erhohte Girdin-
Proteinmenge aufweisen, wiederfinden lassen. Leider stand eine solche Zelllinie nicht zur

Verfugung.

4.1.11 Girdin hat keinen Einfluss auf die Proliferation von C2C12-Zellen

Girdin ist als ein Akt-Signalverstarker bekannt und fuhrt durch Interaktion mit Aktin zur
Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts. Zusétzlich wurde der Beweis erbracht, dass
Girdin durch diese Eigenschaft die Zellmigration erhéht und somit eine wichtige Rolle in
der Entwicklung und Metastasierung von Krebs hat (Enomoto et al., 2005; Jiang et al.,
2008).

Zur Untersuchung, ob Girdin einen Einfluss auf die Proliferation der C2C12-Zellen hat,
wurde eine WST-1-Proliferationsanalyse angewendet. Dafur wurden Girdin-
uberexprimierende und parentale C2C12-Zellen fir unterschiedliche Zeiten kultiviert,
dann mit WST-1-L6sung inkubiert und anschlieBend spektralphotometrisch analysiert.
Wie in Abbildung 4.11 zu sehen ist, zeigten die transfizierten Zellen keinen signifikanten
Wachstumsunterschied im Vergleich zu den parentalen Zellen. Nach einer
Inkubationszeit von drei Tagen lief die logarithmische Wachstumskurve beider Zelllinien
langsam in die stationdre Phase Uber. Es scheint, als ob die Girdin-tUberexprimierenden
C2C12-Zellen ein wenig langer in dieser verharrten und erst verzdgert in die Absterbe-
Phase Ubergehen. Dies veranderte den Verlauf der Wachstumskurve jedoch nur gering.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Uberexpression von Girdin keinen Einfluss auf das
Zellwachstum von C2C12-Zellen hat.



Ergebnisse 62

—a— (C2C12
—o— (C2C12+G

1,54

Zeit [d]

Abbildung 4.11: Girdin hat keinen Einfluss auf das Zellwachstum/Proliferation
Parentale C2C12 (M) und Girdin-tberexprimierende ( @) Zellen wurden in einer 96-
Lochplatte ausgesat und fur maximal 6 Tage kultiviert. Zu jedem angegebenen Zeitpunkt
wurde das Wachstum der Zellen durch einen WST-Versuch bei einer Wellenldnge von
450 nm analysiert.

4.1.12 Girdin-Uberexpression fihrt zu einer verringerten ROS-Bildung in den
C2C12-Zellen

Einige Proteine, die durch die Uberexpression von Girdin phosphoryliert vorliegen,
kdnnen auch durch oxidativen Stress in der Zelle aktiviert werden. Dazu gehoren z. B. die
Abl-Tyrosinkinase, Cav-1 und auch die Akt-Kinase (Sun et al., 2000; Volonté et al.,
2001; Blair et al., 1999). Zur Untersuchung, ob eine Girdin-Uberexpression in
Muskelzellen eine Veranderung der Konzentration an ROS (Reactive oxygen species) mit
sich bringt, wurden beide Zelllinien mit einem Farbstoff inkubiert, der erst durch eine
Reaktion mit ROS zu einem fluoreszierenden Farbstoff oxidiert wird. In FACS-Analysen,
deren Histogramme und Auswertung in Abbildung 4.12A und B dargestellt sind, konnte
gezeigt werden, dass die Oxidation des Farbstoffes, die durch eine erhohte
Fluoreszenzintensitdt zu erkennen ist, in den Wildtyp-Zellen im Vergleich zu den Girdin-
uberexprimierenden Zellen nach 30 min deutlich fortgeschritten war. Zuséatzlich wiesen
die C2C12-Girdin-Zellen eine verbesserte ROS-Abwehr nach Inkubation mit tert-
Butylhydroperoxid (t-BHP; synthetisches ROS) auf, welches wie Wasserstoffperoxid eine
erhdhte ROS-Konzentration nachahmt. Hierbei ist der Anstieg der Fluoreszenzintensitat

des Farbstoffes nur ca. die Halfte von der der parentalen Zelllinie (Abbildung 4.12D).



Ergebnisse 63

Interessanterweise ist im Histogramm zu erkennen, dass die Girdin-tberexprimierenden
Zellen eine Heterogenitat (siehe Doppelpeak in Abbildung 4.12C) in der Kultur
aufwiesen, die fir eine mogliche unterschiedliche Expressionsmenge von Girdin in den
einzelnen Zellen spricht. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Girdin-Expression

die Produktion von ROS vermindert und die Abwehr gegen diese verbessert.
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Abbildung 4.12: Girdin-Uberexpression reduziert die ROS-Produktion und
verbessert die ROS-Abwehr

Wildtyp und stabil Girdin-liberexprimierende C2C12-Zellen wurden ausgesat und fiir ca.
24 h kultiviert. (A und B) Die Zellen wurden mit CM-H,DCFDA inkubiert und die
Oxidation des Farbstoffs nach 30 und 60 min mit einem FACS detektiert. (C und D) Zu
den mit dem Farbstoff inkubierten Zellen wurde 100 mM t-BHP zugefthrt. Nach 3 und 6
min wurde die ROS-Abwehr anhand der Oxidation des Farbstoffes gemessen.

4.1.13 Die Akt-Phosphorylierungsstelle Serin 1417 hat keinen Einfluss auf die
Effekte von Girdin in C2C12-Zellen

Girdin ist ein Akt-Substrat und wird in Folge der Stimulation des PI3K-Signalweges
durch Akt phosphoryliert. Die Phosphorylierung von Girdin durch Akt an S1417 ist ein
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kritischer Regulator fur die Girdin-abhangige Migration (Enomoto et al., 2005). Um den
Einfluss der Akt-Phosphorylierungsstelle auf den Insulinsignalweg zu untersuchen, wurde
das Codon fir Serin zu Alanin mutiert und das veranderte Protein stabil in C2C12-Zellen

Uberexprimiert.
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Abbildung 4.13: Mutiertes Girdin (S1417A) bewirkt die gleichen Veranderungen
wie Wildtyp-Girdin in C2C12-Zellen.

Die Zellen wurden uber Nacht gehungert, dann mit den angegebenen Konzentrationen an
Insulin stimuliert und lysiert. Die Proteine wurden mit Hilfe von SDS-PAGE und
Western Blot-Analyse mit spezifischen Protein- und Phosphoprotein (p)-AK detektiert.

Wie in Abbildung 4.13 zu erkennen ist, zeigte die Mutante eine ahnliche Expression und
das gleiche aufféllige Protein- und Phosphorylierungsmuster wie der Wildtyp von Girdin.
Auch die Modifikation des IRS-1 und dessen erhdhte Phosphorylierung, gegeniber der
parentalen Zelllinie, schienen unbeeinflusst von der Mutation der Akt-Phosphorylierungs-
stelle zu sein. Die Uberexpression von Girdin und auch seiner Mutante fihrten zur
massiven Hochregulierung des IR und zur konstitutiven Phosphorylierung von Akt. Die
Phosphorylierung von Erk1/2 nach Insulinstimulation verhalt sich ahnlich dem Wildtyp-
Girdin, wohingegen die Proteinmenge von Erk1 ein wenig erhoht war, aber immer noch

geringer als in den parentalen C2C12-Zellen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
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die Akt-Phosphorylierungsstelle S1417 keinen Einfluss auf die massiven Effekte einer

Girdin-Uberexpression hat.

4.1.14 Girdin-Uberexpression fiihrt zu einer Aktivierung des G1/S-Uberganges

Es ist bekannt, dass eine transiente Uberexpression von Girdin keinen Einfluss auf den
Zellzyklus hat (Anai et al., 2005). Es gibt aber bisher noch keine Untersuchungen dartber
in stabil Girdin-tberexprimierenden Zellen. Um Verdnderungen des Zellzyklus in den
transfizierten Zellen zu untersuchen, wurde der DNA-Gehalt der Zellkerne
durchflusszytometrisch analysiert und in die einzelnen Zellzyklusphasen eingeteilt.
Zusétzlich wurde der Zyklus der Girdin-Wildtyp-tberexprimierenden Zellen im
Vergleich zu Zellen, die mutiertes Girdin stabil Uberexprimieren, analysiert (Zellen aus
4.1.13).
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Abbildung 4.14: Veranderungen des Zellzyklus durch Girdin-Uberexpression
Wildtyp C2C12-Zellen und stabil Girdin- bzw. Girdin-S1417A-Uberexprimierende Zellen
wurden ausgesat, fiir ca. 24 h kultiviert, danach mit einer hypotonen Propidiumiodid-
Losung lysiert und die DNA in den Kernen angefarbt. Der DNA-Gehalt wurde durch
durchflusszytometrische Analysen bestimmt und in die einzelnen Phasen des Zellzyklus
eingeteilt. Die Angaben sind in Zellkerne in Prozent der Gesamtzellkernzahl angegeben.
** - p<0,005; * - p<0,05

In Abbildung 4.14 ist deutlich zu erkennen, dass die Zellen, die Wildtyp-Girdin stabil
Uberexprimieren, sich vermehrt in der Synthesephase des Zellzyklus aufhielten. Im

Vergleich dazu zeigten die parentalen C2C12-Zellen eine Ansammlung in der G1-Phase,
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in der die Zelle wéachst. In der G2-Phase gab es nur einen leicht signifikanten Unterschied
zwischen beiden Ziellinien, wobei die transfizierten Zellen hier Giberwogen. Interessant
ist, dass der Effekt der Anhdufung der Zellen in der S-Phase durch die Mutation der Akt-
Phosphorylierungsstelle S1417 leicht abgeschwécht wurde. Hier befanden sich deutlich
mehr Zellen in der G1-Phase und weniger in der S-Phase. Diese Ergebnisse deuten auf
eine Girdin-abhéngige Veranderung des Zellzyklus in C2C12-Zellen hin, fiir die die Akt-

Phosphorylierungsstelle wichtig zu sein scheint.

4.2 Girdin —ein 14-3-3-Bindungsprotein

14-3-3-Proteine spielen eine wichtige Rolle in vielen Signalwegen, darunter auch im
Insulinsignalweg. Die Phosphorylierung und anschlieBende Bindung von 14-3-3 hat einen
grolRen Einfluss auf die Struktur von Proteinen und ihre Regulierung. In Abbildung 4.15A
ist zu erkennen, dass durch eine Scansite-Analyse der Girdin-Sequenz auf 14-3-3-
Bindungsmotive potentielle Bindungsstellen entdeckt wurden. Einer eindeutigen
Identifikation von Girdin als ein 14-3-3-Bindungsprotein diente eine Co-
Immunpréazipitation (Co-IP) von endogenem Girdin in C2C12-Zellen mit einem 14-3-3y-
AK. Um sicherzustellen, dass es sich hierbei nicht um eine unspezifische Bindung
handelte, wurde mit dem gleichen Lysat eine Kontroll-IP mit einem Myc-AK
durchgefihrt (Abbildung 4.15B).
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Phosphoserine/threonine binding group (pST_bind)
14-3-3 Mode 1 Gene Card YWHAZ C2C12

Site Score  Percentile Sequence SA

S1417 04332 0.603 % INRERQKSLTLTPTR 1.044

Gene Card YWHAZ ;

Site Score  Percentile Sequence SA - Girdin
T1419 04742 0991 % RERQKSLTLTPTRSD 0673

Gene Card YWHAZ

Site Score  Percentile Sequence SA IP: KOI‘]U'O”C ]4_3_‘;.\{
T1721 04596 0.828 % DEYDRRTTKPEFLRP  5.007

Abbildung 4.15: Girdin ist ein 14-3-3-Bindungsprotein

(A) Die Girdin-Sequenz wurde einer 14-3-3-Bindungsmotiv-Analyse mit der Datenbank
http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml unterzogen. (B) C2C12-Zellen wurden lysiert
und endogenes Girdin mit Hilfe eines spezifischen 14-3-3y-AK co-immunprazipitiert.
Zusétzlich wurde mit dem gleichen Lysat eine Kontroll-IP mit einem Myc-AK
durchgefuhrt. Nach Auftrennung der Proteine Uber eine SDS-PAGE wurde Girdin durch
Western Blot-Verfahren mit einem spezifischen AK detektiert.
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4.2.1 Regulation der 14-3-3-Bindung von Girdin

Die Phosphorylierung der 14-3-3-Bindungsstellen wird hauptsachlich durch die
Aktivierung von unterschiedlichen AGC- oder CAMK-Kinasen reguliert. Um die
Regulation der Bindung von 14-3-3-Proteinen im Fall von Girdin zu untersuchen, wurde
eine Gruppe extrazellularer Stimuli, die verschiedene Aktivatoren und Inhibitoren von
Proteinkinasen beinhaltet, von der Arbeitsgruppe Prof. Carol MacKintosh (MRC,
Dundee, UK) zusammengestellt.

Bei diesen Aktivatoren und Inhibitoren handelt es sich um: IGF-1, das die PI3K und
somit auch Akt aktiviert und PI-103, das diese inhibiert. PI1-103 gilt auch als ein
kompetenter Inhibitor fir mTORC1 (Park et al., 2008); EGF (Epidermal growth factor),
welcher zur Aktivierung von Ras/Raf/Erk1/2, gefolgt von p90-RSK, fiihrt (Anjum und
Blenis, 2008); der Phorbolester PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat), der die Effekte
von Diacylglycerol nachahmt und somit die PKC aktiviert. Dies fihrt wiederum zur
Aktivierung von Erk1l/2 und nachgeschalteten Signalmolekilen wie z.B. p90-RSK
(Anjum und Blenis, 2008); B1-D1870 ist ein Inhibitor fur p90-RSK (Sapkota et al., 2007).
Forskolin (FSK), das die Adenylatzyklase aktiviert, den intrazellularen cAMP-Spiegel
erhdht und die PKA aktiviert (Namkoong et al., 2009); den PKA-Inhibitor H-89 (Chijiwa
et al., 1990); A-23187, das als Kalziumionophor eingesetzt wird und somit die
intrazellulare Konzentration an Ca**-lonen erhéht (Reed und Lardy, 1972); den AMPK-
Aktivator A-769662, der zur Phosphorylierung und somit Inaktivierung der ACC (Acetyl-
CoA Carboxylase) fuhrt (Cool et al., 2006); Calyculin A, das alle Serin/Threonin-
Phosphatasen wie z. B. PP1 (Protein Phosphatase 1) und PP2A (Protein Phosphatase
2A\) inhibiert und somit zur Erhéhung der allgemeinen Phosphorylierung fiihrt (Ishihara
et al., 1989).

Fur die Untersuchung der 14-3-3-Bindung wurden transient Girdin-GFP-
Uberexprimierende HEK293-Zellen mit den oben genannten Stimuli behandelt. Die
Phosphorylierung an einer moglichen 14-3-3-Bindungsstelle des prézipitierten und durch
eine SDS-PAGE aufgetrennten Girdins wurde anschlie3end in vitro mit der Far-Western-
Methode nachgewiesen. Zusétzlich wurden die Gesamtzelllysate mit Phosphopeptid-
spezifischen AK auf die Aktivierung der einzelnen Kinasen getestet. Wie in
Abbildung 4.16 zu erkennen ist, wurde die Bindung von 14-3-3 an Girdin durch
verschiedene Signalwege reguliert. Der 14-3-3-Far-Western zeigte schon im nicht

stimulierten Zustand ein Signal, das auch durch Aktivierung des PI3K-Signalweges
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unverandert blieb. Die Co-IP von 14-3-3 war jedoch nach IGF-1-Stimulation verstarkt.
Die Unterschiede zwischen Co-IP und Far-Western sind nicht immer eindeutig zu
erklaren. Diese konnen direkte Effekte sein, aber auch durch die IP eines weiteren 14-3-3-
bindenden Girdin-Interaktionspartners entstanden sein. Auch ein erhohtes Signal-
Rauschverhaltnis kann zu einem Falsch-Positiv-Signal fiihren. Interessanterweise zeigten
die Co-IP wie auch die Far-Western-Analyse eine erhohte 14-3-3-Bindung nach der
Inkubation mit dem PI3K-Inhibitor PI-103. Die Behandlung mit FSK und dem AMPK-
Aktivator A-769662 fuhrte zur Verstarkung des Signals im Far-Western und in der Co-IP.
Dariiber hinaus wurde auch bei der Inhibierung der PKA durch H-89 ein erhohtes Signal
in der Co-IP festgestellt. Die vermehrte 14-3-3-Bindung nach Behandlung mit den
Inhibitoren H-89 und P1-103 wurde durch eine Aktivierung der AMPK verursacht. Dies

war deutlich an der Phosphorylierung der ACC im Zelllysat zu erkennen.
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Abbildung 4.16: Regulation der 14-3-3-Bindung von Girdin

HEK293-Zellen wurden transient mit Girdin-GFP transfiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen gehungert und wie angezeigt stimuliert: unstimuliert (serum starved — SS); 50
ng/ml IGF-1 (15 min); 1 uM PI-103 (1 h); 100 ng/ml EGF (15 min); 100 ng/ml PMA (30
min); 10 uM BI-D1870 (1 h); 20 uM FSK (30 min); 30 uM H-89 (1 h); 10 uM A-23187
(15 min); 50 uM A-769662 (1 h); 50 nM Calyculin A (15 min). Danach wurden die
Zellen lysiert, Girdin-GFP mit GFP-Trap® immunprazipitiert und die Proben tber eine
SDS-PAGE aufgetrennt. Mit der Far-Western-Methode wurde die Phosphorylierung von
Girdin nachgewiesen, die eine 14-3-3-Bindung erlaubt. Zusétzlich wurde durch Western
Blot-Analysen mit einem 14-3-3-AK die Co-IP detektiert und mit Phosphopeptid-
spezifischen AK die jeweilige Stimulation kontrolliert. Die Detektion von Girdin- bzw.
Akt diente als Ladekontrolle fir die IP bzw. die Lysate.
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Die EGF-Stimulation und die Inkubation mit A-23187 fuhrten zu einer Reduzierung des
14-3-3-Signals im Far-Western. Im Gegensatz dazu schien die Bindung in der Co-IP bei
beiden Stimuli verstarkt zu sein. Wie schon zuvor erwahnt, sind diese Differenzen
zwischen Far-Western und Co-IP noch ungeklért. Eine Behandlung mit dem PKA-
Inhibitor BI-D1870 hatte keinen Einfluss auf die 14-3-3-Bindung. Die starke Aktivierung
der Bindung durch Calyculin A wurde auf Grund der unspezifisch erhohten
Phosphorylierung als Positivkontrolle gewertet. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Bindung von 14-3-3 an Girdin vorrangig von der Aktivierung von PKA und AMPK
abhéngig ist.

4.2.2 Analyse der 14-3-3-Bindungsstellen von Girdin

Bisher ist nur eine Serin-Phosphorylierungsstelle von Girdin bekannt. Dabei handelt es
sich um S1417, das durch die Akt-Kinase phosphoryliert wird (Enomoto et al., 2005). Die
14-3-3-Bindung von Girdin war nicht vorrangig durch IGF-1-Stimulation reguliert. Aus
diesem Grund wurde versucht, mit Hilfe von massenspektrometrischen Analysen weitere
Phosphorylierungsstellen zu lokalisieren. Hierzu wurden die transient Girdin-GFP
uberexprimierenden HEK293-Zellen mit FSK, dem Inhibitor H-89 oder A-769662
inkubiert. Diese Aktivatoren hatten zuvor eine verstarkte 14-3-3-Bindung im Far-Western
und in der Co-IP gezeigt. Nach der GFP-Trap®-IP wurden die Proben Uber eine SDS-
PAGE aufgetrennt und die einzelnen Banden fir massenspektrometrische Analysen
verwendet. Die Banden 1-4 dienten der Lokalisierung moglicher Phosphorylierungs-
stellen und die Proben 5-34 wurden fiir mass finger print (MFP)-Analysen verwendet, um
mogliche Bindungspartner zu identifizieren (Abbildung 4.17A). Fur diese
Untersuchungen konnten leider keine offensichtlichen Unterschiede im Bandenmuster
zwischen den einzelnen Stimuli auf dem Coomassie-Gel beobachtet werden, deshalb
wurden nur die Banden im unstimulierten Zustand ausgeschnitten und analysiert.
Bindungspartner waren in diesen Analysen nicht offensichtlich und wurden daher nicht
weiter untersucht. Aliquots der Prézipitate und der Lysate dienten zusatzlich der
Bindungs- und Stimulationskontrolle, die auf einer separaten SDS-PAGE aufgetrennt und
durch das Far-Western- und Western Blot-Verfahren auf Aktivierung der einzelnen
Kinasen und auf Phosphorylierung einer mdoglichen 14-3-3-Bindungsstelle getestet
wurden (Abbildung 4.17B).



Ergebnisse 70

Nach der massenspektrometrischen  Untersuchung wurden die analysierten
Phosphopeptide mit Hilfe eines Programmes von M. Tinti (MRC, Dundee, UK) mit der
Sequenz von humanem Girdin verglichen (Tabelle 4). Um herauszufinden, ob es sich bei
den Phosphorylierungsstellen auch um 14-3-3-Bindungsstellen handelte, wurden diese
einer 14-3-3-Bindungsmotiv-Analyse unterzogen. Bei den mit Gelb markierten
Phosphorylierungsstellen handelt es sich um die AS, die in dieser Arbeit weiter
untersucht wurden. Diese AS befanden sich vorrangig im N-Terminus und im C-
Terminus von Girdin. Zur weiteren Identifizierung, welche dieser beiden Regionen fiir
die 14-3-3-Bindung relevant ist, wurden Deletionsmutanten (ACT = A1610-1843;
ANT = A1-253) verwendet.
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Abbildung 4.17: Massenspektrometrische Analysen von Girdin

HEK293-Zellen wurden transient mit Girdin-GFP transfiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen gehungert und wie angezeigt stimuliert: unstimuliert (serum starved — SS); 20 uM
FSK (30 min); 30 pM H-89 (1 h); 50 uM A-769662 (1 h). Danach wurden die Zellen
lysiert, Girdin-GFP durch GFP-Trap® immunprazipitiert und die Proben tber eine SDS-
PAGE aufgetrennt. (A) Mit Coomassie wurden die aufgetrennten Proteine angefarbt, der
Nummerierung nach ausgeschnitten und fur die MS-Analyse vorbereitet. (B) Aliquots der
IP wurden separat auf eine SDS-PAGE aufgetragen und aufgetrennt. Mit der Far-
Western-Methode wurde die Phosphorylierung von Girdin nachgewiesen, die eine 14-3-
3-Bindung zul&sst. Zusatzlich wurde durch Western Blot-Analysen mit Phosphopeptid-
spezifischen AK die jeweilige Stimulation und mit einem Akt-AK die Proteinmenge der
einzelnen Proben kontrolliert.
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Girdin-GFP

serum staved

exp_id_1 |exp_id_2 sprot_id peptide_seq mod idmod_: id_pospep_score|pep_p digestion_product
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [VQIKSSSQENLLD S 1674(62.94 1.5e-06 7.803.365|SSSQENLLDEVMK
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [ASSSAQSPCGSPG (S 233(61.39 6.8e-06 8.166.879| DGLHFLPHASSSAQSPCGSPGMK
20120403(F163020.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [SVQIKSSSQENLL |S 1673|59.02 4.6e-06 7.883.343|SSSQENLLDEVMK
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [MKSLSVSSDFLGK (S 1687|56.67 6.1e-06 6.102.838|SLSVSSDFLGK
20120403|F163020.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |DSNPYATLPRASS [T 1773|50.31 3.4e-05 6.072.661|DSNPYATLPR
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [ERMVQSSPPISGE (S 1020{36.91 0.00098 6.806.346|MVQSSPPISGEDNKWER
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [TSFEDISPQGVSD S 1538(36.33 0.003 10.221.174|QLVNNKDTTSFEDISPQGVSDDSSTGSR
20120403|F163020.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [YKFYDPSPPRRRG (S 1387|35.01 0.00032 5.297.203|FYDPSPPR
20120403|F163020.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GLARSVSGKTPGD (S 1708(30.78 0.0029 7.548.237|SVSGKTPGDFYDR
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GMKRTESRQHLSV (S 245|28.62 0.007 5.886.154| TESRQHLSVELADAK
20120403|F163020.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [HASRPASLDSGRT (S 1559(26.77 0.0085 4.782.272|VHASRPASLDSGR
20120403|F163020.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |QKSLTLTPTRSDS [T 1417/1421|25.62 0.009 4.847.434[SLTLTPTR
20120403|F163020.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |GSRVHASRPASLD |S 1555|19.48 0.034 5.048.827|VHASRPASLDSGR

Girdin-GFP + FSK

exp_id_1 |exp_id_2 sprot_id peptide_seq mod. idmod_: id_pospep_score|pep_p' _product
20120403|F163021.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |DSNPYATLPRASS [T 1773|69.45 4.1e-07 6.072.661| DSNPYATLPR
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [VQIKSSSQENLLD (S 1674(64.43 1.1e-06 7.803.366|SSSQENLLDEVMK
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [ASSSAQSPCGSPG (S 233(62.5 5.3e-06 8.166.883| DGLHFLPHASSSAQSPCGSPGMK
20120403|F163021.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [NNKDTTSFEDISP (S 1533(61.98 7.8e-06 10.221.248|QLVNNKDTTSFEDISPQGVSDDSSTGSR
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [SVQIKSSSQENLL (S 1673(57.77 6.1e-06 7.883.343|SSSQENLLDEVMK
20120403|F163021.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |LVNNKDTTSFEDI [T 1531|53.83 5.1e-05 10.221.248(QLVNNKDTTSFEDISPQGVSDDSSTGSR
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [MKSLSVSSDFLGK (S 1687(47.25 5.4e-05 6.102.837|SLSVSSDFLGK
20120403|F163021.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |SPGMKRTESRQHL [T 243|40.41 0.00046 5.886.150| TESRQHLSVELADAK
20120403[F163021.dat |Q3V6T2-2|GRDN_HUMAN [ERMVQSSPPISGE |S 1020|32.36 0.0029 6.859.652|MVQSSPPISGEDNKWER
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GTTRRTSIHDFLT S 1792(31.85 0.0012 6.493.176|RTSIHDFLTK
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GMKRTESRQHLSV (S 245|31.22 0.0039 5.886.150| TESRQHLSVELADAK
20120403|F163021.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [NRERQKSLTLTPT (S 1417/1421|25.65 0.009 6.128.209|QKSLTLTPTR
20120403|F163021.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [YKFYDPSPPRRRG [S 1387{20.92 0.0081 5.297.207|FYDPSPPR

Girdin-GFP + FSK + H-89

exp_id_1 |exp_id_2 sprot_id peptide_seq mod idmod_: id_pospep_score|pep_pval di _product
20120403|F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [VQIKSSSQENLLD (S 1674|64.29 1.1e-06 7.803.360|SSSQENLLDEVMK
20120403|F163018.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [SVQIKSSSQENLL (S 1673(56.58 7.9e-06 7.883.341|SSSQENLLDEVMK
20120403(F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GMKRTESRQHLSV |S 245(42.37 0.0003 5.886.150| TESRQHLSVELADAK
20120403|F163018.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [MKSLSVSSDFLGK S 1687|32.63 0.0014 6.102.839|SLSVSSDFLGK
20120403(F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [ERMVQSSPPISGE |S 1020(30.71 0.004 6.859.648| MVQSSPPISGEDNKWER
20120403|F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [YKFYDPSPPRRRG (S 1387(27.82 0.0017 5.297.202|FYDPSPPR
20120403[F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [SPGMKRTESRQHL |T 243|25.27 0.03 4.807.385|RTESRQHLSVELADAK
20120403|F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GLARSVSGKTPGD (S 1708|22.44 0.02 7.548.241|SVSGKTPGDFYDR
20120403(F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [HASRPASLDSGRT |S 1559(22.27 0.025 4.782.271|VHASRPASLDSGR
20120403|F163018.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |FKESMLTLGKESK [T 422|19.14 0.038 6.518.086|ESMLTLGKESK

Girdin-GFP + A-769662

exp_id_1 |exp_id_2 sprot_id peptide_seq mod idmod_: id_pospep_score|pep_pval di; _product
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [VQIKSSSQENLLD (S 1674(75.23 9,00E-08]  7.803.364[SSSQENLLDEVMK
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |LVNNKDTTSFEDI [T 1531{72.5 7.8e-07 10.221.187|QLVNNKDTTSFEDISPQGVSDDSSTGSR
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [SVQIKSSSQENLL (S 1673(59.04 4.6e-06 7.883.342|SSSQENLLDEVMK
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [GMKRTESRQHLSV (S 245(55.87 1.3e-05 5.886.149| TESRQHLSVELADAK
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [NNKDTTSFEDISP (S 1533(51.53 9.7e-05 10.221.187|QLVNNKDTTSFEDISPQGVSDDSSTGSR
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [ASSSAQSPCGSPG (S 233|48.8 0.00012 8.166.877|DGLHFLPHASSSAQSPCGSPGMK
20120403|F163019.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [MKSLSVSSDFLGK (S 1687|48.21 4.3e-05 6.102.836|SLSVSSDFLGK
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [HASRPASLDSGRT (S 1559(35.62 0.0011 4.782.272|VHASRPASLDSGR
20120403|F163019.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN |QYLKRQTRSSPVL [T 1622(30.48 0.0038 4.542.290|QTRSSPVLQHK
20120403|F163019.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [KRQTRSSPVLQHK (S 1624(28.13 0.0067 4.542.290|QTRSSPVLQHK
20120403|F163019.dat |{Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [SCGLARSVSGKTP S 1706{25.13 0.009 7.548.233|SVSGKTPGDFYDR
20120403|F163019.dat |Q3V6T2-2| GRDN_HUMAN [YKFYDPSPPRRRG [S 1387(21.85 0.0065 5.297.201|FYDPSPPR

Tabelle 4: Analyse der Phosphorylierungs- und moglichen 14-3-3-Bindungsstellen

von Girdin

Nach massenspektrometrischer Analyse der Proben 1-4 aus Abbildung 4.17, wurden die
Daten mit Hilfe eines Programms von M. Tinti (MRC, Dundee, UK) mit Girdin (Homo
sapiens) verglichen und die Phosphorylierungsstellen fiir die unterschiedlichen Stimuli
ausgegeben. Die mit Gelb unterlegten AS wurden zu Alanin mutiert und fir weitere
Untersuchungen verwendet.
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Abbildung 4.18: Identifizierung der 14-3-3-Bindungsregionen in Girdin
HEK293-Zellen wurden transient mit Girdin-GFP und den Deletionsmutanten transfiziert.
Nach 24 h wurden die Zellen gehungert und wie in Abbildung 4.16 stimuliert. Danach
wurden die Zellen lysiert, Girdin-GFP mit GFP-Trap® immunprazipitiert und die Proben
uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Mit der Far-Western-Methode wurde eine
Phosphorylierung von Girdin nachgewiesen, die eine 14-3-3-Bindung erlaubt. Zusétzlich
wurde durch Western Blot-Analysen mit einem 14-3-3-AK die Co-IP detektiert (nur in B)
und mit Phosphopeptid-spezifischen AK die jeweilige Stimulation kontrolliert. Die
Detektion mit einem Girdin- bzw. Akt-AK diente als Ladekontrolle fir die IP bzw. die
Lysate.

In Abbildung 4.18A wurden der Wildtyp und die jeweiligen Deletionsmutanten im Far-
Western unter PKA-Stimulation und deren Inhibierung auf 14-3-3-Bindung untersucht.
Dabei ist deutlich zu erkennen, dass die Deletion der C-terminalen Doméne das 14-3-3-

Signal komplett verschwinden lie8, wobei der N-Terminus keinen offensichtlichen
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Einfluss auf die Bindung hatte. Zur Klarung, ob es sich dabei um nur eine oder sogar
beide 14-3-3-Bindungsstellen handelte, wurde die C-terminale Deletionsmutante mit dem
kompletten Sortiment an Aktivatoren und Inhibitoren behandelt (Abbildung 4.18B). Im
Far-Western konnte keine 14-3-3-Bindung mehr festgestellt werden. In der Co-IP zeigte
sich jedoch noch ein verstarktes Signal nach IGF-1-, EGF- und FSK- Stimulation. Es
kann sich hierbei, wie schon zuvor beschrieben, um die Interaktion eines weiteren 14-3-3-
bindenden Proteins handeln, dass mit Girdin interagiert, oder um eine weitere 14-3-3-
Bindungsstelle. Diese wiirde wiederum nur als ein schwaches 14-3-3-bindendes Motiv
fungieren.

Nachdem der C-Terminus als Hauptbindungsregion fiir 14-3-3-Proteine identifiziert
werden konnte, wurden vorerst die AS S1708, S1721, S1792 und S1417 zu Alanin (A)
mutiert. Wenn es sich bei den AS um eine 14-3-3-Bindungsstelle handelt, sollte das
mutierte Girdin nach Stimulation kein oder ein vermindertes 14-3-3-Signal im Far-
Western zeigen. Fur die 14-3-3-Bindungsanalyse der Mutanten wurden diese parallel zum
Wildtyp in HEK293-Zellen transient iberexprimiert und mit IGF-1, PI-103, FSK, H-89
und A-769662 inkubiert. Die Mutante S1417A wurde aufgrund der Tatsache, dass sie
eine Akt-Phosphorylierungsstelle darstellt, nur mit IGF-1 und PI-103 behandelt.

Einige der markierten AS, wie S1708 und S1417, lagen im unstimulierten sowie im
stimulierten Zustand phosphoryliert vor. Da Wildtyp-Girdin in den Far-Western-
Analysen auch unstimuliert an 14-3-3 bindet, stellen auch diese potentielle 14-3-3-
Bindungsstellen dar. Bei S1792 handelte es sich nicht um ein eindeutiges 14-3-3-Motiv,
doch es ist die einzige AS, die nur nach FSK-Stimulation phosphoryliert vorlag. Wie in
Abbildung 4.19 zu erkennen ist, wurde bei keiner der drei Mutanten eine Verénderung
der 14-3-3-Bindung verzeichnet. Bei der Mutation S1708A ist die Bindung ein wenig
reduziert, jedoch bleibt das Stimulationsmuster das gleiche. Die Mutation der Akt-
Phosphorylierungsstelle weist im Vergleich zum Wildtyp eine Verstarkung der 14-3-3-
Bindung auf. Die erfolgreiche Stimulation der Zellen wurde anhand der Lysate im
Western  Blot-Verfahren mit entsprechenden  Phosphopeptid-spezifischen AK
nachgewiesen. Zusétzlich zu den in Abbildung 4.19 gezeigten AS wurden auch noch
S1624, S1687, T1721, S1773 und T1791/S1792 (Doppelmutante) zu Alanin mutiert und
deren 14-3-3-Bindung im Far-Western analysiert. Diese Untersuchungen gaben jedoch

keinen Aufschluss Uber eine mogliche 14-3-3-Bindungsstelle (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.19: Mdgliche 14-3-3-Bindungsstellen von Girdin

HEK293-Zellen wurden transient mit Girdin-GFP Wildtyp und Mutanten transfiziert.
Nach 24 h wurden die Zellen gehungert und wie angezeigt stimuliert: unstimuliert (serum
starved — SS); 50 ng/ml IGF-1 (15 min); 1uM PI1-103 (1 h); 20 uM FSK (30 min); 30 uM
H-89 (1 h); 50 uM A-769662 (1 h). Danach wurden die Zellen lysiert, Girdin-GFP mittels
GFP-Trap® immunpréazipitiert und die Proben Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Mit der
Far-Western-Methode wurde die Phosphorylierung von Girdin nachgewiesen, die eine
14-3-3-Bindung zulasst. Zusétzlich wurde durch Western Blot-Analysen mit
Phosphopeptid-spezifischen AK die jeweilige Stimulation kontrolliert. Die Detektion mit
einem Girdin- bzw. Akt-AK diente als Ladekontrolle fir die IP bzw. die Lysate.
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4.2.3 Die Girdin-Proteinfamilie ist eine 2R-Ohnologfamilie, der ein Ohnolog fehlt

Wie schon in der Einleitung erwahnt, besteht die Girdin-Proteinfamilie aus den drei
Mitgliedern Girdin, Daple und Gipie. Diese Proteine werden von unterschiedlichen
Genen kodiert, die ebenfalls auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind
(Girdin: 2p16.1; Daple: 14932.11; Gipie: 11912.3). Durch Syntenieanalysen mit einer
Datenbank (Abbildung 4.20) war zu erkennen, dass die drei Gene chromosomale
Segmente miteinander und auch mit anderen Abschnitten auf den Chromosomen teilen.
Das liel} darauf schliel’en, dass diese Proteinfamilie aus two rounds of whole genome
duplication (2R-WDG) entstanden ist. Da es sich hierbei nicht um vier
Familienmitglieder handelt, spricht man von einer 2R-Ohnologfamilie mit einem
fehlenden Mitglied (Postlethwait, 2007). Eine kirzlich erschienene Veréffentlichung von
Tinti et al. zeigt, dass viele ,,2R-Ohnolog-Proteinfamilien* 14-3-3-bindende Proteine
darstellen (2012). Anhand der REEP (Receptor accessory protein)-Proteinfamilie konnte
gezeigt werden, dass alle vier REEP-Mitglieder 14-3-3-Bindungsproteine sind und
zumindest eine gleiche 14-3-3-Bindungsstelle aufweisen (Lynchpin-Stelle). Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine Analyse der 14-3-3-Bindungen der gesamten Girdin-Familie
von Interesse ist, um mogliche Rickschlisse auf einzelne 14-3-3-Bindungsstellen ziehen

zu koénnen.
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Abbildung 4.20: Syntenieanalysen der Girdin-Proteinfamilie

(A) ldentifizierung der Gensyntenie (Paraloge) von Girdin, Daple und Gipie im humanen
Genom mit Hilfe einer Syntenie-Datenbank (http://teleost.cs.uoregon.edu/synteny db/).
(B) Die zu analysierende Genregion wurde auf Gene innerhalb 500 kb erweitert. Jede
Linie entspricht einem Gen.



http://teleost.cs.uoregon.edu/synteny_db/

Ergebnisse 76

4.3 Daple - ein 14-3-3-Bindungsprotein

Zusétzlich zu Girdin wurde auch Daple einer Untersuchung der 14-3-3-Bindung
unterzogen. Hierbei wurde Daple-GFP in HEK293-Zellen transient Gberexprimiert und
mit den unter 4.2.1 beschriebenen Stimuli behandelt. Nach der Zelllyse und der IP von
Daple wurde die Phosphorylierung, die eine 14-3-3-Bindung ermdglicht, mit Hilfe der
Far-Western-Methode nachgewiesen. Die Western Blot-Analyse der Zelllysate mit
Phosphopeptid-spezifischen AK diente der Kontrolle der Aktivierung und Inhibierung der
einzelnen Kinasen. Wie in Abbildung 4.21 zu sehen ist, band Daple im unstimulierten
Zustand nicht oder nur sehr gering an 14-3-3. Die Bindung wurde hauptséchlich durch
FSK aktiviert. Interessanterweise trat hier in abgeschwéchter Form anndhernd das gleiche
Aktivierungsmuster wie bei Girdin auf. Auch Daple wurde neben FSK durch die
Aktivierung der AMPK verstarkt von 14-3-3-Proteinen gebunden. Die Calyculin A-
Stimulierung aktivierte die 14-3-3-Bindung massiv und diente hier wie auch bei Girdin

als Positivkontrolle.
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Abbildung 4.21: Regulation der 14-3-3-Bindung von Daple

HEK293-Zellen wurden transient mit Daple-GFP transfiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen gehungert und wie in Abbildung 4.16 stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert,
Daple-GFP durch GFP-Trap® immunprazipitiert und die Proben Uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt. Mit der Far-Western-Methode wurde die Phosphorylierung von Girdin
nachgewiesen, die eine 14-3-3-Bindung ermdglicht. Zusétzlich wurde durch Western
Blot-Analysen mit Phosphopeptid-spezifischen AK die jeweilige Stimulation kontrolliert.
Die Detektion mit einem GFP- bzw. Akt-AK diente als Ladekontrolle fir die IP bzw. die
Lysate.
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4.3.1 Analyse der 14-3-3-Bindungsstellen von Daple

Fur Daple gibt es bisher noch keine verdffentlichten Phosphorylierungsstellen. Um
herauszufinden, welche AS nach AMPK- und PKA-Aktivierung phosphoryliert wird,
wurde Daple nach FSK und A-769662-Stimulation massenspektrometrisch analysiert.
Wie in Abbildung 4.22 zu erkennen ist, wurden auch hier mit den Banden 1-4 die
Phosphorylierungsstellen lokalisiert und mit den restlichen Banden MFP-Analysen
durchgefihrt, um Daple-Interaktionspartner zu identifizieren. Diese sind jedoch in dieser
Arbeit nicht weiter untersucht worden. Die aus der Massenspektrometrie erhaltenen
Daten sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Nach der Analyse der einzelnen Phosphopeptide

wurden die mit Gelb markierten AS in der cDNA von Daple zu Alanin mutiert.
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Abbildung 4.22: Massenspektrometrische Analysen von Daple

HEK?293 Zellen wurden transient mit Daple-GFP transfiziert. Nach 24 h wurden die
Zellen gehungert und wie in Abbildung 4.17 stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert,
Daple-GFP durch GFP-Trap® immunprazipitiert, und die Proben uber eine SDS-PAGE
aufgetrennt. (A) Mit Coomassie wurden die aufgetrennten Proteine angeférbt, der
Nummerierung nach ausgeschnitten und fur die MS-Analyse vorbereitet. (B) Aliquots der
Immunprazipitationen wurden separat auf eine SDS-PAGE aufgetragen und aufgetrennt.
Mit der Far-Western Methode wurde die Phosphorylierung von Daple, die eine 14-3-3
Bindung ermdglicht, nachgewiesen. Zusatzlich wurde durch Western Blot-Analysen mit
Phosphopeptid-spezifischen AK die jeweilige Stimulation und mit einem Akt-AK die
Proteinmenge der einzelnen Proben kontrolliert.
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Daple-GFP serum starved

exp_id_1 [exp_id_2 |sprot_id peptide_seq mod. id_po|pep_score |pep_pvalue [mass _product
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |ESSDPASPAASQP (S 1444(110.5 8.9e-11 9.017.485[STVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [EGLPAKSPGRSPD |S 1981(65.73 2.7e-06 8.884.099|AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [QAQHPPSPIKSSS |[S 227(65.35 1.5e-06 7.873.740| DYLQAQHPPSPIK
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LNLKGSSEQLHGR S 1592|64.07 2,00E-06 7.650.236[NTSSNSSPLNLKGSSEQLHGR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SKSSPASPEPGGD |S 2011)63.72 9,00E-06 10.010.724|GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [GSVSKSSPASPEP |S 2008|63.72 9,00E-06 10.010.724| GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SLSRAFSLASADL |S 1806(63.59 1.6e-06 6.223.079|AFSLASADLLR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RTKGYNSDDNLCE |S 1547(61.21 6.5e-06 8.580.213| GYNSDDNLCEPSLEFEVPNHR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [PLNLKGSSEQLHG |S 1591(60.0 5,00E-06 7.650.236|NTSSNSSPLNLKGSSEQLHGR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LKSTVDSPPWAQLE |S 1432(56.68 9.4e-05 9.821.418|LKSTVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SRERLKSTVDSPP S 1428(55.22 0.00013 9.821.418|LKSTVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LHGRSESFSSEDL S 1601(54.82 1.2e-05 7.673.271{SESFSSEDLIPSR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |RERLKSTVDSPPW [T 1429(51.18 0.00033 9.821.418|LKSTVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321(F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |[EACKQESPQKLGA (S 1825(49.52 0.0001 8.400.632|ASGPEACKQESPQKLGAPEALGGR
20120321(F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN NTSSNSSPLNLKG [S 1584(47.89 4.9e-05 6.713.053[NTSSNSSPLNLK
20120321(F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |VRPCSASPSSEMV (S 1664(46.25 0.00035 11.928.703| GTAPPYVGVRPCSASPSSEMVTLEEFLEESNR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |AKSPGRSPDLAPH (S 1985(42.17 0.00019 5.085.745[SPGRSPDLAPHPGR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |GSHTLQSPAPPSS [S 1847|36.0 0.0018 7.139.979|ETGSHTLQSPAPPSSHSLAR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RGSVSKSSPASPE |S 2007|35.21 0.0029 15.010.951|GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [VPGQGCSEGLPAK [S 1974(34.98 0.0033 12.575.723| AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGRSPDLAPHPGR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SADSTPSPTSSLS _[S 239|34.41 0.0058 10.524.820|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [EESNRSSPTHDTP |S 1683(30.92 0.0093 8.170.096{SSPTHDTPSCRDDLLSDYFR
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [DSTPSPTSSLSSE _ |T 241(28.13 0.022 10.791.368|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161740.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [ADLLRASGPEACK |S 1816(26.13 0.02 8.400.632|ASGPEACKQESPQKLGAPEALGGR
Daple-GFP + FSK
exp_id_1 [exp_id_2 |sprot_id peptide_seq mod. id_po|pep_score |pep_pvalue [mass _product
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [ESSDPASPAASQP S 1444(88.07 1.6e-08 9.017.489(STVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RERLKSTVDSPPW |T 1429(79.81 4.5e-07 9.821.416(LKSTVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SLSRAFSLASADL |S 1806(70.63 3.2e-07 6.223.080{AFSLASADLLR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [ARHPGRTKGYNSD | T 1542(67.34 1.4e-06 9.344.003| TKGYNSDDNLCEPSLEFEVPNHR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LAPLHQSATAPAI |S 1902(66.96 1.3e-06 10.012.555|LAPLHQSATAPAIATAGAGAAAAGSGSNSQLLHFSPAAAPAAR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RTKGYNSDDNLCE |S 1547(61.98 5.5e-06 8.580.212| GYNSDDNLCEPSLEFEVPNHR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LHGRSESFSSEDL S 1601(60.09 3.6e-06 7.673.275|SESFSSEDLIPSR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [QAQHPPSPIKSSS |S 227(58.13 7.9e-06 7.873.736|DYLQAQHPPSPIK
20120321(F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |GSHTLQSPAPPSS [S 1847(57.04 1.4e-05 7.139.983|ETGSHTLQSPAPPSSHSLAR
20120321(F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |[EGLPAKSPGRSPD (S 1981(54.67 3.5e-05 8.884.094|AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGR
20120321(F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |PWQLESSDPASPA [S 1440(54.32 4,00E-05 13.521.173|STVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |PGGDPQTVWYEYGQT 2020|53.05 3.2e-05 8.216.656|SSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV.
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | TAPAIATAGAGAA [T 1910(52.1 3.9e-05 10.012.555|LAPLHQSATAPAIATAGAGAAAAGSGSNSQLLHFSPAAAPAAR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |SKSSPASPEPGGD (S 2011/51.42 0.00014 10.010.716|GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | GSVSKSSPASPEP [S 2008|51.42 0.00014 10.010.716|GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |RGSVSKSSPASPE [S 2007|50.35 0.00018 10.010.716|GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RGSLDRTDASTDL |T 1500(48.66 9.1e-05 5.635.813|GSLDRTDASTDLAMR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LDTRRFSLAPPKE |S 1887(46.15 7.3e-05 7.053.447|RFSLAPPKEER
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [PLNLKGSSEQLHG |S 1591(44.29 0.00018 7.650.232|NTSSNSSPLNLKGSSEQLHGR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LKPKRGSPHRGSL S 1491(42.14 0.00053 5.565.039| GSPHRGSLDRTDASTDLAMR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [AKSPGRSPDLAPH |S 1985(39.45 0.0012 12.575.722| AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGRSPDLAPHPGR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [EACKQESPQKLGA S 1825(38.65 0.0005 5.328.951{ASGPEACKQESPQK
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SADSTPSPTSSLS [S 239(36.6 0.0035 10.524.822|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LEESNRSSPTHDT _|S 1682(29.52 0.019 10.084.446|RGTAPPYVGVRPCSASPSSEMVTLEEFLEESNRSSPTHDTPSCR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RGTAPPYVGVRPC |Y 1655(29.52 0.019 10.084.446|RGTAPPYVGVRPCSASPSSEMVTLEEFLEESNRSSPTHDTPSCR
20120321(F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |GSPHRGSLDRTDA (S 1496(27.98 0.011 8.448.688| GSLDRTDASTDLAMR
20120321|F161743.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |SDASRKSFVFELN [S 452(24.46 0.034 8.950.662| NADLSDASRKSFVFELNECASSR
Daple-GFP + FSK + H-89
exp_id_1 [exp_id_2 |sprot_id peptide_seq mod. id_po|pep_score |pep_pvalue [mass di ion_product
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [ESSDPASPAASQP S 1444(80.65 8.7e-08 9.017.488(STVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |RTKGYNSDDNLCE (S 1547|76.56 1.5e-07 9.344.008 TKGYNSDDNLCEPSLEFEVPNHR
20120321(F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |EGLPAKSPGRSPD (S 1981(73.72 4.2e-07 8.884.085|AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGR
20120321(F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |QAQHPPSPIKSSS [S 227(60.21 4.9e-06 7.873.736(DYLQAQHPPSPIK
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SKSSPASPEPGGD |S 2011|58.62 1.1e-05 8.216.677|SSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV.
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SLSRAFSLASADL |S 1806(58.51 5.1e-06 6.223.074|AFSLASADLLR
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [PLNLKGSSEQLHG |S 1591|57.29 9.5e-06 7.650.230[NTSSNSSPLNLKGSSEQLHGR
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |RGSVSKSSPASPE [S 2007|51.63 0.00014 10.010.720|GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321(F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | GSVSKSSPASPEP (S 2008|47.6 0.00034 10.010.720| GSVSKSSPASPEPGGDPQTVWYEYGCV
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SADSTPSPTSSLS _[S 239(46.61 0.00033 10.524.819|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [AKSPGRSPDLAPH |S 1985(41.39 0.00078 12.575.711|AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGRSPDLAPHPGR
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |[EACKQESPQKLGA [S 1825|41.28 0.00028 7.988.395|ASGPEACKQESPQK
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | LHGRSESFSSEDL _[S 1601|37.7 0.00061 7.673.273[SESFSSEDLIPSR
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | DSTPSPTSSLSSE [T 241(30.97 0.011 10.791.366|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SSPAMETRGRGTS |T 1001(24.93 0.0056 4.024.865|SSGSSPAMETR
20120321|F161745.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [TAPAIATAGAGAA |T 1910(23.72 0.027 10.012.565|LAPLHQSATAPAIATAGAGAAAAGSGSNSQLLHFSPAAAPAAR
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Daple-GFP + A-769662

exp_id_1 [exp_id_2 |sprot_id peptide_seq mod_: _aminoacid_po|pep_score [pep_pvalue |mass i ion_product
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |[ESSDPASPAASQP (S 1444(115.06 3.le-11 9.017.488|STVDSPPWQLESSDPASPAASQPLR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |ARHPGRTKGYNSD [T 1542(70.29 6.5e-07 9.344.010| TKGYNSDDNLCEPSLEFEVPNHR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [RTKGYNSDDNLCE |S 1547(61.27 5.2e-06 9.344.010| TKGYNSDDNLCEPSLEFEVPNHR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [EGLPAKSPGRSPD |S 1981(59.85 1,00E-05 8.884.095|AGLSLSEGDGVPGQGCSEGLPAKSPGR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LHGRSESFSSEDL _[S 1601(57.18 7.1e-06 7.673.274|SESFSSEDLIPSR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [LNLKGSSEQLHGR S 1592(54.87 1.7e-05 7.650.228|NTSSNSSPLNLKGSSEQLHGR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [QAQHPPSPIKSSS |S 227(54.84 1.7e-05 7.873.739|DYLQAQHPPSPIK
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SLSRAFSLASADL |S 1806(54.47 1.3e-05 6.223.074|AFSLASADLLR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [GSHTLQSPAPPSS S 1847(53.83 2.9e-05 7.139.983|ETGSHTLQSPAPPSSHSLAR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [PLNLKGSSEQLHG |S 1591(48.6 7.2e-05 7.650.228|NTSSNSSPLNLKGSSEQLHGR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [AKSPGRSPDLAPH |S 1985(41.16 0.00021 5.085.746|SPGRSPDLAPHPGR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [SADSTPSPTSSLS _[S 239|39.2 0.0018 10.524.819|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |[EACKQESPQKLGA [S 1825|37.38 0.00067 5.328.952|ASGPEACKQESPQK
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | TAPAIATAGAGAA [T 1910|31.54 0.0044 10.012.562|LAPLHQSATAPAIATAGAGAAAAGSGSNSQLLHFSPAAAPAAR
20120321(F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |[EESNRSSPTHDTP (S 1683(28.75 0.016 8.170.090{SSPTHDTPSCRDDLLSDYFR
20120321(F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |GAAAAGSGSNSQL(S 1920(28.59 0.0086 10.012.562|LAPLHQSATAPAIATAGAGAAAAGSGSNSQLLHFSPAAAPAAR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN | DSTPSPTSSLSSE [T 241(27.28 0.029 10.791.373|SSSADSTPSPTSSLSSEDKQHLAVELADTK
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN |LAPLHQSATAPAI (S 1902(24.54 0.022 10.012.562|LAPLHQSATAPAIATAGAGAAAAGSGSNSQLLHFSPAAAPAAR
20120321|F161747.dat [Q9P219| DAPLE_HUMAN [VGKQLASQKILQL |S 677[16.14 0.025 3.776.817|QLASQK

Tabelle 5: Analyse der Phosphorylierungs- und moglichen 14-3-3-Bindungsstellen
von Daple

Nach massenspektrometrischer Analyse der Banden 1-4 (Abbildung 4.22) wurden die
Daten mit Hilfe des Programms von M. Tinti mit Daple (Homo sapiens) verglichen und
die Phosphorylierungsstellen ausgegeben.

Bei den zu mutierenden AS handelte es sich um S1440 und S1887, die nur nach
Stimulation mit FSK phosphoryliert waren. Durch Sequenzanalysen wurde gezeigt, dass
die Akt-Phosphorylierungsstelle von Girdin auch in Daple wiederzufinden ist
(Abbildung 4.23). Auch diese wurde wie S1440 und S1887 zu Alanin mutiert und die
jeweiligen Mutanten parallel zum Wildtyp einzeln in HEK293-Zellen transient
uberexprimiert. Die Zellen wurden wie beschrieben mit IGF-1, FSK, A-769662 und den
dazugehorigen Inhibitoren behandelt und lysiert (Abbildung 4.24). Die Far-Western-
Methode diente dabei der Untersuchung der 14-3-3-Bindung und die Western Blot-

Analyse der Gesamtzelllysate der Stimulations-Kontrolle.

Q3VeT2-2|GRDON_HUMAN/1-1843 RQKSLTLTPTRS.
Q5SNZ0|GRON_MOUSE/1-1873 RQKSLTLTPTRS:
Q9P 219|DAPLE_HUMAN/1-2028 RLKS[TVDSPPWQ .
Q6VGSS5|DAPLE_MOUSE/1-2009 RLKS[TTDSPPWQ .
ABNC98|CCBBB_HUMAN/1-1476 GG <[« | - = = = « = -
QIQRLI|CCBBB_MOUSE/1-1481 GG «|-|- = = « = = = -

Abbildung 4.23: Girdins Akt-Phosphorylierungsstelle S1417 ist hoch konserviert
Sequenzanalyse der Girdin Proteinfamilie mit Jalview 2.7. GRDN — Girdin; CC88B -
Gipie
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Abbildung 4.24: Mutationen von moglichen 14-3-3-Bindungsstellen von Daple
HEK293-Zellen wurden transient mit Daple-GFP Wildtyp und Mutanten transfiziert.
Nach 24 h wurden die Zellen gehungert und wie in Abbildung 4.19 stimuliert. Danach
wurden die Zellen lysiert, Daple-GFP mittels GFP-Trap® immunprazipitiert und die
Proben Uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Mit der Far-Western-Methode wurde die
Phosphorylierung von Daple, die eine 14-3-3-Bindung erlaubt, nachgewiesen. Zusétzlich
wurde durch Western Blot-Analysen mit dem PAS und weiteren Phosphopeptid-
spezifischen AK die jeweilige Stimulation kontrolliert. Die Detektion mit einem Girdin-
bzw. Akt-AK diente als Ladekontrolle fur die IP bzw. die Lysate.
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In Abbildung 4.24 ist zu erkennen, dass die Mutation von S1440 zu Alanin im Vergleich
zum Wildtyp von Daple keine Veranderung der 14-3-3-Bindung aufwies. Die Mutation
S1887 zu Alanin hingegen bewirkte eine deutliche Abschwachung des 14-3-3-Signals im
Far-Western. Dies lasst darauf schlieRen, dass diese AS nach Phosphorylierung eine der
14-3-3-Bindungsstellen in Daple darstellt. Die starke Abschwéchung des 14-3-3-Signals
im Far-Western fir diese Mutante deutet auf eine sogenannte ,,gatekeeper-Funktion fir
diese AS hin. Die mogliche Akt-Phosphorylierungsstelle S1428 zeigte nach Mutation
keine Verénderung der 14-3-3-Bindung. Zur Kontrolle der Aktivierung der Akt-
Phosphorylierungsstelle durch die Stimuli wurde ein PAS (Phospho-Akt substrate)-AK
verwendet. Daflr wurde, wie fur den Far-Western, Daple-GFP immunprézipitiert, Gber
eine SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem PAS-AK geblottet. Es ist deutlich zu erkennen,
dass bei Mutation von S1428 zu Alanin das Signal der Phosphorylierung durch Akt
erlosch. Bei der Mutation S1887 zu Alanin war die 14-3-3-Bindung reduziert, jedoch
verénderte sich dabei die Akt-Phosphorylierung von Daple nicht. Um herauszufinden, ob
es sich bei der Akt-Phosphorylierungsstelle um die zweite 14-3-3-Bindungsstelle handelt,
wurde eine Doppelmutante hergestellt, in der S1428 und S1887 zu Alanin mutiert
wurden. Aufgrund der starken Reduktion der 14-3-3-Bindung von S1887 war leider kein
Unterschied zwischen der Doppel- und der Einzelmutante festzustellen (Daten nicht

gezeigt).

4.4 Ahnlichkeiten in der Regulation der 14-3-3-Bindung in der Girdin-

Proteinfamilie

In Abbildung 4.25 ist zu erkennen, dass Daple und Girdin &hnliche Aktivierungsmuster in
der 14-3-3-Bindung aufweisen. Daher wurde versucht auch fur das dritte Mitglied der
Girdin-Familie die 14-3-3-Bindung zu charakterisieren. Leider gelang es nur die cDNA
fir die C-terminalen 815 AS von Gipie zu klonieren. Dieser Teil beinhaltet sowohl die
homologen Sequenzen als auch den hoch variablen Bereich der Mitglieder in der Familie.
HEK293-Zellen, die dieses Konstrukt transient tUberexprimierten, wurden wie auch bei
Girdin und Daple mit den unterschiedlichen Aktivatoren und Inhibitoren inkubiert. Im
Far-Western konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von Gipie, die eine
14-3-3-Bindung ermoglicht, durch EGF-, BI-D1870- und AMPK-Stimulation verstarkt
wurde. Des Weiteren ist zu erkennen, dass Gipie, wie auch Girdin, im unstimulierten

Zustand an 14-3-3-Proteine band. Diese Ergebnisse zeigen, dass die durch AMPK
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aktivierte Phosphorylierung eine mogliche Lynchpin-Bindungsstelle in der Girdin-
Proteinfamilie darstellt. Um welche es sich dabei handelt, konnte bisher noch nicht

geklart werden.
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Abbildung 4.25: Regulation der 14-3-3 Bindung in der Girdin-Proteinfamilie
HEK293-Zellen wurden transient mit Girdin-GFP, Daple-GFP und Gipie-GFP (EST Klon
D886A) transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen gehungert und wie in Abbildung 4.16
stimuliert. Danach wurden die Zellen lysiert, die GFP-Fusionsproteine durch GFP-Trap®
immunprazipitiert und die Proben uber eine SDS-PAGE aufgetrennt. Mit der Far-
Western-Methode wurden die Phosphorylierungen, die eine 14-3-3-Bindung erlauben,
nachgewiesen. Zusétzlich wurden durch Western Blot-Analysen mit einem Girdin- oder
GFP-AK die Proteinmengen detektiert.
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5 Diskussion

Girdin wurden als ein wichtiger Regulator der Akt-Kinaseaktivitat und des Zytoskeletts
beschrieben (Enomoto et al., 2005). Insbesondere ist die Expression von Girdin in
Krebszellen erhoht und beeinflusst somit den Verlauf der Krebserkrankung und
Metastasierung (Jiang et al., 2008). Aufler der Tatsache, dass durch eine Girdin-
Uberexpression die Phosphorylierung von Akt und somit auch der Akt-Signalweg
verstarkt werden, gibt es noch keine Erkenntnisse tiber den Einfluss von Girdin auf den
Insulinsignalweg. Daher wurde die Funktion von Girdin im Skelettmuskel untersucht, der

eines der wichtigsten Zielgewebe des Insulins darstellt.

5.1 Girdin-Expression reguliert die Insulinsensitivitat in Muskelzellen

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal mit einer humanen Studie gezeigt werden, dass
eine erhéhte Girdin-Expression mit einer verbesserten Ganzkorper-Insulinsensitivitat im
Menschen einhergeht. Dariiber hinaus fuhrte die Senkung der Expression von endogenem
Girdin in C2C12-Zellen zu einer Reduktion der Insulinsensitivitat. Hierbei wiesen die
Zellen eine leicht verringerte IRS-1-Proteinmenge und eine stark reduzierte IRS-1-
Tyrosinphosphorylierung nach Insulinstimulation auf. Weiterhin reduzierte der Girdin-
knockdown in diesen Zellen die insulinstimulierte Akt-Phosphorylierung, wie es zuvor
auch in anderen SiRNA-Experimenten von HepG2- und Hela-Zellen nachgewiesen
werden konnte (Anai et al., 2005; Ghosh et al., 2008). Im Gegensatz dazu zeigten C2C12-
Zellen, die stabil Girdin tberexprimieren, eine erhohte Insulinsensitivitat. Der IR war
stark hochreguliert und konstitutiv phosphoryliert. Eine stetige Phosphorylierung des IR
ist moglicherweise eine Folge der erhdhten Expression des Rezeptors. Auch in BHK
(Baby hamster kidney)-Zellen, die 5 Millionen IR (Mgller et al., 1995) und C2C12-
Zellen, die stabil den humanen IR Uberexprimieren, konnte ein solches Phanomen
festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise wurde trotz konstitutiver
Aktivierung des IR eine erhohte IRS-1-Tyrosinphosphorylierung erst nach
Insulinstimulation in den Girdin-Uberexprimierenden Zellen verzeichnet. C2C12-Zellen,
die den humanen IR in gleichem MaRe wie die C2C12-Girdin-Zellen stabil
uberexprimieren, zeigten ein &hnliches IR- und IRS-1-Phosphorylierungsmuster. In
diesen Zellen war wie bei IRS-1 auch die Phosphorylierung von Akt Insulin-abhangig

(Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass mdglicherweise eine basale IR-
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Tyrosinphosphorylierung nicht ausreicht, um die Kinase vollstandig zu aktivieren. Erst
die Bindung von Insulin fihrt zu einem vollstandigen Insulinsignal.

In den Girdin-Uberexprimierenden Zellen wurde eine konstitutive Phosphorylierung der
Akt-Kinase gefunden, die wiederum zu einer stetigen Phosphorylierung und Inhibierung
des Akt-Substrates GSK3 fuhrte. Dieser Effekt konnte ebenfalls in transienter Girdin-
Uberexpression in HepG2- und COS7-Zellen nachgewiesen werden (Anai et al., 2005;
Garcia-Marcos et al., 2009). Diese Daten zeigen, dass Girdin zum einen direkt die Akt-
Phosphorylierung verstarkt und zum anderen in den C2C12-Zellen parallel den
Insulinsignalweg intensiviert.

Der Mechanismus, der einer Aktivierung von Akt durch Girdin zugrunde liegt, ist noch
ungeklart. Lin et al. (2011) zeigten, dass tyrosinphosphoryliertes Girdin direkt an die p85-
Untereinheit der PI3K und an den EGFR binden kann, um dann diesen Signalweg zu
verstarken. Eine mogliche Verstarkung des Insulinsignals durch Bindung von Girdin an
den IR konnte durch eigene Co-Immunprézipitationsversuche ausgeschlossen werden
(Daten nicht gezeigt). Des Weiteren zeigten die Girdin-tberexprimierenden Zellen neben
der konstitutiven Aktivierung der GSK3 auch Unterschiede im Molekulargewicht der .-
Isoform im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Eine solche Molekulargewichts-
verschiebung der GSK3oa wurde auch in Muskelzellen von Nicht-Diabetikern und
Diabetikern gefunden. Es wurde postuliert, dass dieses Phdnomen ein Ergebnis
unterschiedlicher  posttranskriptionaler Modifikation sein kann, z. B. durch
Phosphorylierung (Nikoulina et al., 2002). Bisher gibt es noch keine Funktion dieser
Variante der GSK3a.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Girdin als ein wichtiger Regulator der
Insulinsensitivitat im Menschen und in Mausmuskelzellen agiert und moglicherweise

auch eine Rolle in der Entwicklung von Insulinresistenz und Diabetes mellitus spielt.

5.2 Girdin-Uberexpression in C2C12-Zellen fiihrt zur Modifikation des
IRS-1-Proteins

Wie zuvor schon erwahnt, zeigten die Girdin-tberexprimierenden C2C12-Zellen eine
erhdhte IRS-1-Tyrosinphosphorylierung. Interessanterweise war es anfangs nicht
maoglich, das IRS-1-Protein mit einem kommerziellen oder einem selbst hergestellten
Antikorper gegen das C-terminale Ende zu detektieren. Erst mit einem Antikorper gegen



Diskussion 85

ein GST-Fusionsprotein von 300 AS des IRS-1 (963-1235) konnte das Protein detektiert
werden. Es ist bekannt, dass IRS-1 posttranskriptional moduliert werden kann, z. B. durch
Acetylierung und Ubiquitinierung (Kaiser und James, 2004; Shi et al., 2011). Eine solche

Modifikation kénnte méglicherweise die Bindung von Antikorpern negativ beeinflussen.

Die Degradierung des IRS-1-Proteins nach Insulinstimulation wird Uber Serin- und
Threoninphosphorylierung des Proteins gesteuert und ist ein wichtiger Weg, das
Insulinsignal zu regulieren. Sowohl in den C2C12-Girdin als auch in den IR-
uberexprimierenden Zellen war diese Degradierung starker als in der parentalen Zelllinie.
Die p70-S6K, ein wichtiger Negativregulator des PI3K-Signalweges, ist in der Lage, Uber
direkte Phosphorylierung von S636/639 des IRS-1 dessen Degradierung zu regulieren
(Zhang et al., 2008). Bis jetzt gibt es nur wenige Untersuchungen uber die funktionellen
Unterschiede der einzelnen Isoformen der S6K. Anfangs wurde vermutet, dass die p85-
S6K aufgrund ihrer 23 AS langen Kernlokalisationssequenz die nukleare Isoform ist
(Reinhard et al., 1994; Laser et al., 1998). Weitere Arbeiten konnten jedoch zeigen, dass
sich p85 nur im Zytosol (Rosner und Hengstschlager, 2011) oder beide Isoformen im
Nukleus und im Zytoplasma aufhalten (Kim et al., 2009; Jia et al., 2013). In den Girdin-
Uberexprimierenden Zellen war im Vergleich zu den parentalen und IR-
uberexprimierenden Zellen die Phosphorylierung der p70-S6K stark reduziert und die der
p85-S6K und deren Proteinmenge erhoht. Es wurden keine Unterschiede in der
Proteinexpression der Isoformen in Triton-16slicher und -unl6slicher Fraktion
verzeichnet. Zusétzlich konnte festgestellt werden, dass die Phosphorylierung der p70-
S6K, aber nicht der p85-S6K, Rapamycin-sensitiv war (Daten nicht gezeigt). Resistenz
gegenuiber einer Rapamycin-Behandlung wies auch eine C- und N-terminal-verkirzte
Mutante der S6K auf (Dennis et al., 1996; Ali und Sabatini, 2005). Die Ergebnisse von
Ali und Sabatini deuten darauf hin, dass der fehlende C-Terminus der S6K eine
Phosphorylierung an T389 durch den mTORC2 begunstigt. Hierbei handelte es sich
jedoch nicht um naturlich vorkommende Mutationen. Jia et al. konnten zeigen, dass die
hauptséchlich im Zytoplasma vorliegende p85, aber nicht die p70-S6K durch TNF-o und
H,O; iber einen mTORC1-unabhangigen Mechanismus phosphoryliert wird (2012). Ihre
Ergebnisse weisen darauf hin, dass IKKB fiir eine Rapamycin-resistente
Phosphorylierung der p85-S6K aktiv sein muss, um mdoglicherweise als Gerust-Protein
die Bindung einer weiteren, noch unbekannten Kinase zu begiinstigen. Diese Daten

deuten an, dass strukturelle Verédnderungen der S6K eine Phosphorylierung durch
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unterschiedliche Kinasen beglnstigen. Da sich die Degradierung von IRS-1 trotz
reduzierter Phosphorylierung der p70-S6K &hnlich der in IR-Uberexprimierenden Zellen
verhielt, scheint die p85-lsoform eine &quivalente Serinphosphorylierungsaktivitat wie
die p70 zu besitzen. Weitere noch unbekannte Funktionen der p85-S6K und einer oder
mehrerer unbekannter Rapamycin-resistenter Kinasen im Insulinsignalweg und

Zusammenhdange mit der Modifizierung von IRS-1 sind nicht auszuschlieR3en.

5.3 Girdin-Uberexpression fihrt zu einer erhohten Expression des

Insulinrezeptors

C2C12-Zellen, die Girdin stabil tberexprimieren, zeigten eine massive Hochregulierung
der IR-Expression, die zu einem verstarkten Signal nach Insulinstimulation flhrte.
Mdgliche Griinde fiir die IR-Uberexpression kénnten die ca. dreifache Erhohung des IR-
MRNA-Gehaltes und die reduzierte Rezeptorinternalisierung sein. Ghosh et al. (2010)
konnten zeigen, dass Girdin direkt mit dem EGFR interagiert und negativ auf dessen
Internalisierung in Girdin-lberexprimierenden Hela-Zellen wirkte. Obwohl der
Internalisierungsmechanismus des EGFR und des IR nur am Anfang &hnlich verlaufen
und in Co-Immunprazipitationen keine Interaktion zwischen Girdin und dem IR gefunden
wurden, zeigen diese Ergebnisse, dass Girdin einen generellen Effekt auf die
Internalisierung von Rezeptoren hat (Wiley und Burke, 2001). Bis jetzt noch nicht
untersucht ist die 3'-untranslatierte Region der IR-mRNA. Diese kénnte mdglicherweise
zwischen den Girdin-Uberexprimierenden und den parentalen C2C12-Zellen Unterschiede
aufweisen, die dann wiederum die mRNA-Stabilitat und Translationseffizienz beeinflusst
(Lee und Gorospe, 2010).

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Caveolin-1, ein wichtiges Strukturprotein der
Caveolae, in einer Vielzahl von zelluldren Prozessen, z. B. im Insulinsignalweg, eine
wichtige Rolle spielt. Caveolin-1-defiziente Mé&use, die auf eine fetthaltige Diat gesetzt
wurden, und Caveolin-1-knockout Adipozyten weisen einen insulinresistenten Phanotyp
auf (Cohen et al., 2003; Gonzalez-Mufioz et al., 2009). Diese und andere Daten (Oh et al.,
2006) zeigen, dass Caveolin-1 die IR-Expression reguliert und das wiederum eine grof3e
Rolle fur die Insulinsensitivitat von Zellen spielt. Die Caveolin-1-Expression ist tber die
Expression von miRNA-103 und -107 negativ reguliert. Die Uberexpression von
Caveolin-1 und die Behandlung mit Antagomirs 103 und 107 stabilisierten das IR-Protein

und verbesserten das Insulinsignal in Mdusen und Adipozyten (Trajkovski et al., 2011).
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Durch miRNA-Analysen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Girdin-
uberexprimierenden Zellen eine reduzierte Expression der miRNA-103 und -107 und
gleichzeitig eine erhdhte Caveolin-1-Proteinmenge aufwiesen. Zusétzlich wurden die IR-
und gleichzeitig die Caveolin-1-Expression durch Girdin-knockdown in den
uberexprimierenden C2C12-Zellen herunterreguliert. Moglicherweise kann Girdin die
Insulinsensitivitat in C2C12-Zellen auch (ber die Caveolin-1-Expression regulieren.

5.4 Girdin stimuliert den metabolischen Signalweg tber die Aktivierung von
c-Abl in C2C12-Zellen

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass c-Abl konstitutiv aktiv in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen vorliegt. Zusétzlich waren die Phosphorylierung von Erk1/2
und FAK reduziert. Eine Inhibierung von c-Abl verringerte die IR-Expression und die
Akt-Aktivitat. Diese Beobachtung legt nahe, dass ein Teil des Girdin-Effektes via c-Abl
vermittelt wird. Die Rolle von c-Abl im Insulinsignalweg wurde kirzlich von Frasca et al.
(2007) untersucht. Die Autoren konnten zeigen, dass die Behandlung von
unterschiedlichen Zelllinien mit dem Inhibitor STI-571 eine Senkung der Akt-
Aktivierung und der Glykogensynthese hervorruft. Die Phosphorylierung von Erk1/2
hingegen wurde hierbei erhoht. Frasca und ihre Kollegen schlussfolgerten, dass der c-
Abl-Signalweg fur die Reduzierung des mitogenen und die Verstarkung des
metabolischen Signals von Insulin wichtig ist. In den Girdin-Uberexprimierenden Zellen
blieb der mitogene Signalweg durch die Behandlung mit STI-571 unverandert.
Mdoglicherweise ist die reduzierte Erk1/2-Phosphorylierung und Erk1-Expression direkt
durch die Girdin-Uberexpression hervorgerufen worden und kein c-Abl-abhangiger
Effekt. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Girdin-Uberexpression zu einer
konstitutiven Phosphorylierung von c-Abl fuhrt und so eine Verschiebung des zelluldren
Gleichgewichtes zu einem stark metabolischen Insulinsignal reguliert. Es ware
interessant, ob auch in Krebszelllinien mit einem erhéhten metastatischen Potential und

einer Uberexpression von Girdin die c-Abl-Aktivitat erhoht ist.
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5.5 Girdin-Uberexpression fihrt zur Veranderung in der Energieaufrecht-
erhaltung der C2C12-Zellen

Die Girdin-iberexprimierenden Zellen wiesen ein verstarktes Insulinsignal mit einer
konstitutiv  phosphorylierten  Akt-Kinase und einer fast dreifach erhdhten
Glykogensynthese auf. Im Gegensatz dazu zeigten die Uberexprimierenden Zellen eine
verringerte  Glukoseaufnahme und Expression verschiedener  Glukosetransport-
regulierender Proteine im Vergleich zu den parentalen Zellen (Daten nicht gezeigt). Bei
diesen Proteinen handelte es sich um die Rab-GTPasen aktivierenden Proteine AS160
und TBC1D1, deren Phosphorylierung durch Akt zur Translokation von Glut4-Vesikeln
an die Membran fiihrt. Lansey et al. (2012) und Chen et al. (2011) zeigten, dass ein
knockout oder eine Mutation der Akt-Phosphorylierungsstelle von AS160 zu einer
reduzierten Insulin-abhéngigen Glukoseaufnahme in die Zellen fuhrt. In diesem Fall
wiesen Muskelzellen eine deutlich reduzierte Glut4-Expression an der Zelloberflache auf
(Chen et al., 2011). Zusatzlich ist bekannt, dass die Expression der Glukosetransporter
Glut4 und auch Glutl im Skelettmuskel positiv Gber die Aktivierung der AMPK reguliert
wird (Fryer et al., 2002). Neben AS160 und TBC1D1 wurde auch fiir die AMPK eine
reduzierte  Proteinexpression und basale Phosphorylierung in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen festgestellt. Dies konnte mdglicherweise die verringerte
Proteinmenge des Glutl in diesen Zellen erklaren. Eine eindeutige Aussage uber die
Expression des Insulin-stimulierbaren Glukosetransporters Glut4 konnte mit den bisher
verwendeten AK nicht getroffen werden. Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine
Girdin-Uberexpression in C2C12-Zellen dazu fuhrt, dass die Zellen die aufgenommene
Glukose vermehrt einlagern und nicht verstoffwechseln, wie die parentalen C2C12-
Zellen. Da sich das Wachstum der beiden Zelllinien nicht voneinander unterschieden hat,
verwenden die C1C12-Girdin-Zellen moglicherweise andere Substrate, wie z. B.
Aminoséuren, fir die Aufrechterhaltung ihres Energiehaushaltes. Die reduzierte Glukose-
aufnahme durch die verminderte Expression Glukosetransport-regulierender Proteine in
diesen Zellen wirkt scheinbar einer extremen Glykogen-Einlagerung entgegen. Die
Bedeutung und der Mechanismus hinter dieser physiologischen Verdnderung des
Glukosemetabolismus sind noch unklar.
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5.6 Veranderungen des Insulinsignalweges durch Girdin sind unabhangig

von der Akt-Phosphorylierungsstelle Serin 1417

Girdin ist ein Akt-Substrat und wird durch diese an S1417 phosphoryliert. Nur Wildtyp-
Girdin und nicht eine Girdin-Mutante, bei der die Akt-Phosphorylierungsstelle S1417 zu
Alanin mutiert wurde, konnte von Akt phosphoryliert werden und fordert die Migration
von Zellen (Enomoto et al., 2005). In wie weit diese Phosphorylierungsstelle andere
Funktionen von Girdin beeinflusst, ist bisher noch unbekannt. Eine stabile
Uberexpression einer solchen Girdin-Mutante in C2C12-Zellen zeigte den gleichen
Phéanotyp wie Wildtyp-Girdin. Fur beide Zelllinien wurde eine erhéhte Insulinsensitivitat
festgestellt, die durch eine hochregulierte IR-Expression und konstitutiv aktive Akt
gekennzeichnet war.

Um zusatzlich herauszufinden welche Region von Girdin fur die massiven
Veranderungen in den C2C12-Zellen verantwortlich ist, wurden cDNA-Konstrukte
angefertigt, die fur unterschiedliche Abschnitte von Girdin kodieren. Nach stabiler
Uberexpression in  C2C12-Zellen zeigten diese weder Auffalligkeiten im
Insulinsignalweg noch in der Akt-Phosphorylierung (Daten nicht gezeigt). Diese
Beobachtungen legen nahe, dass nur das gesamte Protein eine Akt-
Phosphorylierungsverstarkung und eine erhohte Insulinsensitivitdat in C2C12-Zellen
hervorrufen kann, eine Phosphorylierung von Girdin durch Akt aber nicht essentiell ist.

5.7 Girdin-Uberexpression fuhrt zu Veranderungen im Zellzyklus, ohne

dabei die Proliferation von C2C12-Zellen zu beeinflussen

Der PI3K/Akt-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der
Zellproliferation. Aufgrund seiner konstitutiven Aktivierung in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen wurde der Einfluss von Girdin auf die Proliferation und den
Zellzyklus untersucht. Eine stabile Girdin-Uberexpression in C2C12-Zellen brachte keine
Verénderung der Proliferation im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen mit sich. Anders als in
Brustkrebs- und vaskuldren glatten Muskelzellen, in denen Girdin die Proliferation eher
fordert (Jiang et al., 2008) oder in Hela-Zellen, in denen eine transiente Veranderung der
Girdin-Expression (Uberexpression und siRNA-Interferenz) das Wachstum sogar
inhibiert (Mao et al., 2012), scheint die Girdin-Expression fir die Proliferation von
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Myoblasten keine groRe Rolle zu spielen. Dies lasst darauf schlielRen, dass der Effekt von
Girdin und der Akt-Kinase auf das Zellwachstum Zelltyp-abhéngig ist.

Der Zellzyklus der stabil Gberexprimierenden Zellen hingegen zeigte im Gegensatz zur
Proliferation eine deutliche Veranderung. Im Vergleich zu den parentalen Zellen wiesen
die Girdin-uberexprimierenden Zellen ohne Synchronisation eine signifikant erhohte
Anzahl der Zellen in der Synthesephase auf. Hierbei kann es sich entweder um einen
durch die Girdin-Uberexpression beschleunigten G1/S-Phaseniibergang oder um einen
Defekt des Zellzyklus handeln, wobei die Zellen in der S-Phase fiir eine langere Zeit
verharren missen. Einen Hinweis auf den beschleunigten G1/S-Phaseniibergang gibt die
unterschiedliche Expression und Phosphorylierung der p70/p85-S6K in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen. Die p85-S6K Isoform war sowohl im Zytosol als auch in der
Triton-unloslichen Fraktion der Zellen hochreguliert im Vergleich zu den parentalen
Zellen. Es ist bekannt, dass die p85-S6K im Nukleus bendtigt wird, um einen G1/S-
Phasen-Ubergang in REF-52-Zellen (Rat embryo fibroblast cell line) zu ermdglichen
(Reinhard et al., 1994). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine erhéhte p85-S6K-
Expression auch zu einem beschleunigten G1/S-Ubergang fiihren kénnte und somit die
Verschiebung des Zellzyklus erklart.

Auf der anderen Seite fuhrt eine erhohte Akt-Phosphorylierung zur Phosphorylierung
verschiedener Zellzyklus-regulierender Proteine, wie z. B. p21¢*, p27X? und GSK3, die
dann wiederum den Verlauf des Zellzyklus férdern (Manning und Cantley, 2007). Ein
beschleunigter Zellzyklus kann in einer erhdhten Proliferation resultieren, wenn die
Zellen nicht aufgrund eines Defektes wéhrend einer der Phasen stoppen. Da sich das
Zellwachstum zwischen den parentalen und den Girdin-iberexprimierenden Zellen trotz
konstitutiv aktiver Akt-Kinase nicht unterschied, kann vermutet werden, dass es sich
hierbei um einen Defekt in der Synthesephase handelt. Schon Anai et al. (2005) und
Enomoto et al. (2006) konnten zeigen, dass eine transiente Uberexpression oder ein
knockdown von Girdin Einfluss auf die DNA-Replikation haben. Zusétzlich wurde in
dieser Arbeit festgestellt, dass eine stabile Uberexpression der S1417A-Mutante von
Girdin trotz gleicher Auswirkungen auf den Insulinsignalweg eine im Vergleich zum
Wildtyp-Girdin deutlich reduzierte Zellzahl in der Synthesephase aufwies. Es scheint, als
ob die Akt-Phosphorylierungsstelle den Einfluss von Girdin auf den Zellzyklus variiert.
Es ist jedoch noch unklar, ob es sich beim Wildtyp-Girdin um einen Defekt oder einen

beschleunigten G1/S-Phasenlibergang handelt. Um eine eindeutige Aussage Uber den
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Einfluss von Girdin und der Akt-Phosphorylierungsstelle auf den Zellzyklus zu treffen,

sind weitere Untersuchungen von z. B. Zellzyklus-regulierenden Proteinen notwendig.

5.8 Girdin-Uberexpression reduziert die ROS-Produktion und verbessert
die ROS-Abwehr der C2C12-Zellen

Eine gesteigerte intrazellulare ROS-Produktion ist in der Lage, Phosphatasen zu
inhibieren, was wiederum zur Aktivierung unterschiedlicher Proteine und deren
Signalwege fuhren kann (Meng et al., 2002). Da die Girdin-Uberexprimierenden Zellen
eine stark erhohte Gesamttyrosinphosphorylierung zeigten, konnte eine erhohte ROS-
Produktion und die dadurch resultierenden Phosphataseinhibierung diese erklaren. In
durchflusszytometrischen Analysen wurde jedoch in den parentalen C2C12-Zellen im
Vergleich zu den stabil Gberexprimierenden Zellen mehr ROS detektiert.

Eine mdogliche Erklarung daflr kdnnte die erhéhte Caveolin-1-Expression in den Girdin-
uberexprimierenden Zellen sein. Neben der Stabilisierung des IR scheint Caveolin-1 auch
die Mitochondrienfunktion zu regulieren. Caveolin-1 defiziente Zellen zeigen eine
mitochondriale Dysfunktion und eine gesteigerte Expression von Genen, die an der ROS-
Produktion beteiligt sind, gefolgt von einer erhéhten ROS und NO-Produktion (Bosch et
al., 2011; Pavlides et al., 2010; Zhao et al., 2009). Zu den Proteinen, deren Expression
durch Caveolin-1 reguliert wird, gehort auch die eNOS. Sowohl diese also auch nNOS
sind an der Steuerung der NO-Produktion in Sé&ugetierzellen beteiligt und werden in
Endothel- und Nichtendothelzellen wie z. B. Skelettmuskelzellen exprimiert. Durch die
Bindung von Caveolin-1 und Caveolin-3 wird ihre Aktivitat inhibiert. Die Caveolin-1-
Phosphorylierung an Y14 fihrt hierbei zu einer verstarkten Inaktivierung der eNOS
(Garcia-Cardefia et al., 1997; Chen et al., 2012). Diese Daten lassen vermuten, dass die
massive Caveolin-1-Expression und Tyrosinphosphorylierung in den C2C12-Girdin-
Zellen zu einer reduzierten Expression und Aktivitdt von ROS- und NO-produzierenden
Proteinen wie z. B. Stickstoffmonoxid-Synthasen fiihrt und es deshalb zu einer
verringerten ROS-Produktion in diesen Zellen kam.

Darlber hinaus konnte in den Gberexprimierenden Zellen eine verringerte Expression der
AMPK im Vergleich zu den parentalen Zellen festgestellt werden, was zusétzlich auf eine
reduzierte ROS-Produktion hinweisen kénnte. Daten von Irrcher et al. (2009) und Wu et
al. (2012) zeigten, dass die Expression und Aktivitat der AMPK positiv tber eine erhohte
ROS-Produktion reguliert werden. Die verbesserte Abwehr kann nur durch die
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Expression verschiedener antioxidativ wirkender Proteine erklart werden, die in dieser

Arbeit nicht untersucht wurden.

5.9 Die Mitglieder der Girdin-Proteinfamilie sind 14-3-3-Bindungsproteine

In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass sowohl Girdin, als auch seine
Familienmitglieder Daple und Gipie, 14-3-3-bindende Protein sind. Eine Bindung von
14-3-3-Proteinen kann zu einer Vielzahl von Verénderungen fiir das Zielprotein fihren.
Dabei handelt es sich haufig um Struktur-, Funktions- und Lokalisationsdnderungen. Die
Identifizierung der 14-3-3-Bindungsstellen und deren Regulation kdnnte eine Mdoglichkeit

sein, die Funktionen von diesen Proteinen in bestimmten Signalwegen besser zu erklaren.

In der Regel binden 14-3-3-Proteine an phosphorylierte Serine beziehungsweise
Threonine in den Bindungsmotiven RSX(pS/T)XP oder RXXX(pS/T)XP. Durch
zusétzliche Analysen der Arbeitsgruppe von Prof. Carol MacKintosh konnten weitere
Charakteristika eines 14-3-3-Bindungsmotivs aufgedeckt werden. Hierbei wurde
festgestellt, dass es sich nicht immer um ein Arginin auf den Positionen -3 und -5 in
Bezug auf das phosphorylierte Serin oder Threonin handeln muss, auch andere basische
AS wie Lysin treten haufig auf diesen Positionen auf. Dartiber hinaus wurde festgestellt,
dass auch die Lage des Prolins keineswegs starr ist. In weniger als 50 % der Félle wurde
ein Prolin auf der Position +2 gefunden. Das Prolin verursacht hierbei einen , Knick® in
der AS-Kette, der fur die Bindung von 14-3-3 mit seinen Bindungspartnern wichtig ist
(Rittinger et al., 1999). Die basischen Reste beglnstigen eine Phosphorylierung durch
verschiedene Kinasen der AGC- bzw. CAMK-Kinasefamilien (Pearson und Kemp, 1991).
Um einen Uberblick tber die Regulation der 14-3-3-Bindung von Girdin, Daple und
Gipie zu bekommen, wurden die Proteine nach Inkubation der transient
uberexprimierenden Zellen mit Aktivatoren und Inhibitoren unterschiedlicher Kinasen auf
14-3-3-Bindung untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass Girdin und Daple ein
ahnliches Regulationsmuster der 14-3-3-Bindungen aufwiesen. Der Unterschied bestand
darin, das Daple nur unter PKA- und AMPK-Aktivierung mit 14-3-3 assoziierte und
Girdin schon im unstimulierten Zustand ein 14-3-3-Bindungssignal zeigte, welches sich
durch PKA- und AMPK-Aktivierung verstarkte. Fir die 14-3-3-Bindungsanalysen von
Gipie war es leider nur moglich, die C-terminalen 815 AS des Proteins zu untersuchen.
Da bei Girdin und Daple hauptsachlich der C-Terminus fir die 14-3-3-Bindung
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verantwortlich war, wurde vermutet und bestatigt, dass Gipie auch im C-terminalen Rest
14-3-3-Proteine bindet. Die Regulation der Bindung unterschied sich bei Gipie von den
anderen Proteinen der Familie. Gipie wurde nicht nach PKA-Aktivierung, sondern durch
Aktivierung einer Kinase des MAPK-Signalweges und der AMPK verstarkt von 14-3-3
gebunden. Diese Aktivierung der 14-3-3-Bindung dhnelte der des mutierten Girdin mit
einem deletierten C-Terminus. Hierbei konnte in der Co-Immunprézipitation eine
verstarkte Bindung von 14-3-3-Proteinen unter EGF-Stimulation aufgezeigt werden.
Ahnlichkeiten in der Regulation der 14-3-3-Bindung treten haufig in 2R-
Ohnologfamilien, wie es auch die Girdin-Proteinfamilie ist, auf. Studien konnten
nachweisen, dass die Genome des Menschen und anderer Vertebraten uber 2R-WGD von
den Invertebraten abstammen (Putnam et al., 2008; Makino und McLysaght, 2010). Das
heilt, Brachiostoma, ein Invertebrat und die &lteste noch existierende Verwandte der
Vertebraten, besitzt ein Protein fur jede 2R-Ohnologproteinfamilie des Menschen (Tinti
et al., 2012). Zusétzlich konnten Tinti et al. zeigen, dass viele der publizierten 14-3-3-
Bindungsstellen in der humanen 2R-Proteinfamilie konserviert vorliegen und sich dazu
auch ein Pendant in der Sequenz der Invertebraten finden lasst. Man spricht hier von einer
sogenannten Lynchpin-Stelle. Diese Theorie wurde anhand der REEP-Proteinfamilie
erlautert, aus deren Analyse ein Modell entstand. Hierbei werden alle Familienmitglieder
an einer konservierten Lynchpin-Stelle von einer Kinase oder moglicherweise mehreren
Kinasen mit &hnlichem Aktivierungsmechanismus phosphoryliert. Die zweite nicht
homologe 14-3-3-Bindungsstelle wird hingegen durch eine fir jedes Protein individuelle
Kinase phosphoryliert (Tinti et al., 2012).

Eine mogliche Lynchpin-Stelle in der Girdin-Proteinfamilie bietet Girdins Akt-
Phosphorylierungsstelle S1417. Durch Sequenzanalysen konnte festgestellt werden, dass
diese Konsensussequenz von Girdin in vielen Spezies hochkonserviert vorliegt. Auch
Daple weist um S1428 ein solches Sequenzmotiv mit hoher Homologie zu Girdin auf. Mit
Hilfe eines PAS-AK wurden gezeigt, dass diese Phosphorylierungsstelle durch IGF-1-
und FSK-Stimulation phosphoryliert wird. Eine Mutante von Daple, bei der S1428 zu
Alanin mutiert wurde, zeigte nach IGF-1- und FSK-Stimulation keine detektierbare
Phosphorylierung. Die 14-3-3-Bindung von Daple wurde durch diese Mutation jedoch
nicht verandert. Auch eine Mutation der Akt-Phosphorylierungsstelle in Girdin (S1417A)
veranderte dessen 14-3-3-Bindungsverhalten nicht. Diese Ergebnisse zeigen, dass S1428
in Daple eine Phosphorylierungsstelle ist, die je nach Stimulus von PKA oder Akt
phosphoryliert werden kann. Welchen Einfluss diese auf eine Funktion von Daple hat und
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ob es sich hierbei und auch bei S1417 in Girdin tatsachlich um ein schwaches 14-3-3-
Bindungsmotiv handelt, ist noch ungeklart. Eine ahnliche Konsensussequenz konnte in
Gipie nicht gefunden werden, was auf mogliche Veradnderungen im Laufe der Evolution
hinweist. Aufschluss Uber eine tatsdchlich vorhandene Lynchpin-Stelle in dieser
Proteinfamilie kann nur die ldentifizierung der 14-3-3-Bindungsstellen in Girdin und
Gipie geben.

5.10 Serin 1887 ist die Haupt-14-3-3-Bindungsstelle von Daple

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, bindet Daple verstarkt nach FSK-Stimulation an
14-3-3-Proteine. Mit Hilfe massenspektrometrischer  Analysen von Daple-
Phosphopeptiden nach FSK-Inkubation und Untersuchungen von Punktmutationen zu
Alanin konnte die Haupt-14-3-3-Bindungsstelle S1887 identifiziert werden. Diese
entspricht mit zwei Argininresten auf Position -2 und -3 und einem Prolin auf +2 einem
klassischen 14-3-3-Bindungsmotiv. Nach der Mutation von S1887 zu Alanin erlosch das
14-3-3-Bindungssignal komplett, was die Identifizierung einer zweiten schwécheren
Bindungsstelle schwierig gestaltete. Fur Proteine, die zwei 14-3-3-Bindungsstellen
besitzen, wurde postuliert, dass die starkere Bindungsstelle, auch als gatekeeper
bezeichnet, das 14-3-3-Protein rekrutiert, wahrend die zweite, schwachere Bindungsstelle
fur eine stabile Bindung zwischen den beiden Proteinen sorgt (Yaffe, 2002). Wie im
vorherigen Absatz beschrieben, wird vermutet, dass die Phosphorylierungsstelle S1428 in
Daple auch als mogliche zweite 14-3-3-Bindungsstelle fungiert. Da diese Sequenz durch
Akt und PKA phosphoryliert wurde, scheint es, dass je nach Stimulus diese beiden
Kinasen um die Phosphorylierungsstelle konkurrieren. Einige Mitglieder der AGC- und
CAMK-Kinasefamilien besitzen zum Teil Uberlappende Substratspezifititen und
phosphorylieren Serine bzw. Threonine, die nach einer bestimmten Abfolge basischer
Aminosduren liegen. Mitglieder dieser Familie, wie Akt, SGK, RSK und S6K,
phosphorylieren vorzugsweise das Motiv RXRXX(S/T) (Alessi et al., 1996; Kobayashi
und Cohen, 1999). Substrate, die diese oder &hnliche Minimalerkennungssequenzen
besitzen, kénnen durch verschiedene Signale reguliert werden. Ein Beispiel dafir ist die
eNQOS, deren Aktivitat durch Phosphorylierung an S1177 durch Akt, PKA, PKG, AMPK
und CAMKII reguliert ist (Mount et al., 2007).

Bisher sind flr Daple nur wenige Funktionen bekannt. Eine davon ist seine Rolle in der

Regulation des kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs. Hierbei bindet es
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zum einen an Dvl und inhibiert somit die Akkumulation von p-Catenin und die
Aktivierung der TCF (T-cell factor)-Transkriptionsaktivitat (Oshita et al., 2003). Zum
anderen aktiviert Daple den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg, in dem es (ber die
Bindung von Dvl zur Formation eines DvI/PKCA-Proteinkomplexes an den migrierenden
Enden der Zelle kommt. Dies flhrt zu einer Rac-Aktivierung und erhéhter Zellmotilitat
(Ishida-Takagishi et al., 2012). Zuséatzlich ist bekannt, dass der cAMP/PKA-Signalweg
den kanonischen Wnt-Signalweg Uber die Inaktivierung der GSK3 fordert (Suzuki et al.,
2008). Auf der anderen Seite inhibiert PKA den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg,
indem es mit RhoA interagiert und die Rho-Aktivitdt inhibiert (Park et al., 2006). Es
scheint, als wirden PKA und Daple den Wnt-Signalweg gegenldufig steuern. Wenn jetzt
sowohl die mdgliche schwache 14-3-3-Bindungsstelle S1428 als auch die gatekeeper-
Stelle S1887 von PKA phosphoryliert werden, kommt es zur Bindung von 14-3-3-
Proteinen, die méglicherweise eine Strukturdanderung von Daple hervorrufen kann. Dies
konnte die Bindung von Dvl verhindern und somit zur Aktivierung des kanonischen Wnt-
Signalweges fuhren. Kommt es aber zur Inhibierung des PKA-Signalweges, bindet 14-3-3
nicht an Daple, das nun mit Dvl interagieren und den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg
aktivieren kann.

Weiterhin ist nicht auszuschlieRen, dass Daple nur eine 14-3-3-Bindungsstelle besitzt und
dariiber seine Funktion reguliert wird. Die 14-3-3-Proteine kdnnen somit als Briicke
zwischen zwei Proteinen fungieren. Da Daple in der Regulation des Wnt-Signalweges
vermehrt in Komplexen auftritt, konnte diese Funktion auch von Bedeutung sein. Um
eine eindeutige physiologische Rolle der 14-3-3-Bindung fur Daple weiter zu
untersuchen, sind stabile Zelllinien von Wildtyp-Daple und S1887A- oder
S1887/S1428A-Mutanten notwendig.

5.11 Hypothese zur Regulation der 14-3-3-Bindungsstellen von Girdin

Durch massenspektrometrische Analysen der Phosphopeptide von Girdin nach FSK- und
A-769662-Inkubation und zusatzlicher Untersuchung von Deletionsmutanten wurde
festgestellt, dass sich die Haupt-14-3-3-Bindungsstelle im C-Terminus von Girdin
befinden muss. Trotz einer groflen Anzahl von untersuchten Punktmutationen, wurden
keine 14-3-3-Bindungsstellen in Girdin gefunden. Es wurde aul3er der Sequenzhomologie
zwischen Daple (S1428) und Girdin (S1417) bisher noch kein Beweis erbracht, dass es
sich dabei tatsdchlich um 14-3-3-Bindungsstellen handelt. Die Regulation der
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Phosphorylierung dieses Serinrestes ist noch nicht eindeutig geklart. Enomoto (2005)
konnte zeigen, dass S1417 durch Akt phosphoryliert wird, doch wie schon bei Daple
gezeigt wurde, konnen Konsensussequenzen von mehreren Kinasen erkannt und
phosphoryliert werden. Auch Girdin wurde unter IGF-1- und FKS-Stimulation mit dem
PAS-AK getestet, jedoch war es unter diesen Bedingungen nicht mdglich,
phosphoryliertes Girdin zu detektieren (Daten nicht gezeigt). Die im C-Terminus
befindliche Haupt-14-3-3-Bindungsstelle wird vermehrt durch PKA und AMPK reguliert.
Da in Daple die Haupt-14-3-3-Bindungsstelle auch durch PKA aktiviert wird, wurde nach
Sequenzhomologien zwischen Daple (S1887) und Girdin geschaut. Es konnte jedoch
keine ahnlichen Serin- oder Threoninreste in Girdin gefunden werden. Bei der PKA und
AMPK handelt es sich um Kinasen, die zum Teil miteinander, aber auch entgegengesetzt
wirken konnen. Physiologische Stimuli wie z. B. Sport und Hunger, aber auch
Hormonstimulation konnen zur gleichzeitigen Stimulation der PKA und der AMPK
fuhren. Hierbei sind beide an der Regulation von Enzymen des Glukosemetabolismus, der
Cholesterinsynthese und des Fettsdauremetabolismus beteiligt (Hurley et al., 2006). Auf
der anderen Seite wirken sie antagonistisch in der Regulation der hormonsensitiven
Lipase, welche die Lipolyse in Fett- und Muskelgewebe reguliert (Watt et al., 2006).
Unter welchen physiologischen Situationen eine solche zum Teil divergente
Phosphorylierung von Girdin stattfindet kann, ist nicht klar.

Garcia-Marcos und Kollegen konnten zeigen, dass eine Veranderung der GEF-Aktivitat
von Girdin eine Art Regulationsmechanismus zwischen verschiedenen Funktionen von
Girdin darstellt (2011). Da dieses GEF-Motiv (AS 1678-1694) genau zwischen den
beiden putativen 14-3-3-Bindungsstellen liegt, ist auch eine Verénderung der Aktivitat
des GEF-Motivs durch die 14-3-3-Bindung moglich.
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6 Zusammenfassung

Die Akt-Kinase ist ein wichtiger Mediator des Insulinsignals. Einige ihrer Substrate sind
direkt in die Regulation der Glukosehomeostase involviert, wie z. B. GSK3 und AS160.
Girdin wurde als ein neues Akt-Substrat beschrieben, dass ubiquitér in Sdugetieren und
erhoht in einer Vielzahl von Krebszelllinien exprimiert ist. Seine Funktion in der
Krebsentwicklung und in der Angiogenese basiert auf seinem Einfluss auf das
Aktinzytoskelett und die Zellmotilitat. Zusétzlich zeigen Zellen, die eine erhéhte Girdin-
Expression aufweisen, eine verstarkte Akt-Phosphorylierung.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Untersuchung von Girdins Einfluss im
Insulinsignalweg. Hierfir wurde die Proteinexpression von Girdin in C2C12-
Mausmyoblasten durch RNA-Interferenz und Uberexpression verandert. Eine Reduktion
von Girdin fihrte zu einer verringerten Insulin-abhéngigen Akt- und IRS-1-
Phosphorylierung. Im Gegensatz dazu verbesserte die stabile Uberexpression von Girdin
die Insulinsensitivitat in C2C12-Zellen. Dabei kam es zu einer massiven Hochregulierung
des Insulinrezeptors und einer verstarkten IRS-1-Tyrosinphosphorylierung. Des Weiteren
sind die Akt- und die c-Abl-Kinase konstitutiv aktiviert, was zu einem stark
metabolischen Insulinsignal in diesen Zellen fuhrt. So ist die Glykogensynthese schon im
unstimulierten Zustand um mehr als das Doppelte erhéht im Vergleich zu den parentalen
Zellen. Die uUberexprimierenden Zellen weisen darliber hinaus eine verringerte
Insulinrezeptorinternalisierung und vermutlich eine erhdhte Stabilisierung des Rezeptors
durch die verstarkte Expression von Caveolin-1 auf. Zusétzlich wurde in einer humanen
Studie festgestellt, dass die Girdin-Expression in primédren humanen Skelettmuskelzellen
mit der Insulinsensitivitat der Donoren positiv korreliert. Aus diesen Daten lasst sich
schlussfolgern, dass die Girdin-Expression ein wichtiger Parameter der Insulinsensitivitét
im Skelettmuskel ist und mdglicherweise Einfluss auf die Entwicklung von
Insulinresistenz und Diabetes Mellitus hat.

Bei der Analyse der 14-3-3-Bindung stellte sich heraus, dass alle Mitglieder der Girdin-
Proteinfamilie 14-3-3-bindende Proteine sind. Diese Bindungsstellen sind in Girdin und
Daple hauptsachlich durch PKA und AMPK phosphoryliert. In Daple konnte S1887 als
Haupt-14-3-3-Bindungsstelle identifiziert werden. Durch Mutation wurde diese 14-3-3-
Bindung komplett unterbunden, was die Suche nach einer zweiten Bindungsstelle
unmoglich machte. In Girdin stellte sich der C-Terminus als vorrangige 14-3-3-
Bindungsregion heraus, jedoch wurde eine &quivalente 14-3-3-Bindungsstelle nicht
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gefunden. Die 14-3-3-Bindungsanalysen der Girdin-Proteinfamilie befinden sich derzeit
noch in den Anfangen. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die Identifizierung der 14-3-
3-Bindungsstellen und deren Regulation zur Klarung wichtiger Funktionen dieser

Proteine beitragen.
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(B). RAU - Relative Arbitrary Units
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