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A functional proteomics approach to search for bona fide substrates and signaling partners of Akt/PKB in the nucleus
Oggetto: relazione conclusiva dell'attività di ricerca svolta dalla prof. Sandra Marmiroli presso il Department of Pathology, Beth Israel Deaconess Medical Center di Boston, nell’ambito del programma “short term mobility 2008” del CNR 
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SANDRA MARMIROLI 
RELAZIONE CONCLUSIVA 
Obiettivo generale del programma in collaborazione con il laboratorio del prof. Alex Toker, BIDMC/HMS, e’ stata l’ identificazione di nuovi substrati nucleari della proteinchinasi Akt/PKB mediante un approccio di proteomica funzionale.
Il modello utilizzato e’ rappresentato da mioblasti C2C12 coltivati in vitro. L’approccio sperimentale e’ illustrato nello schema (figura 1): 
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1 NSKSTO0SSL GRDSQGHGRD LSAMGIGLLA ANTOSLSNPA SLGRINIOGTA RLASLUNLGH SSSLNCOGAH SALSSASTSS
51 HNLOSIFNIG SRGPLPLSSQ HRGDTDQASN ILASFGLSAR DLDELSRYPE DKITPENLPQ ILLOLKRRRT EEGPTLSYGR
161 DGRSATREPP YRVPRDDUEE KRAFRRDEFD DRGPSLNPVL DYDHGERSQE SGYYDREDYE DDRLEDGERC RDDSFFGETS
241 HVHKFDSEY ERHGRGPGPL QERSLFEKKR GAPPSSNIED FHGLLPKGYP HLCSICDLPV HSNKEVSQHI NGASHSRRCQ
521 LLLETYPEWN PONDTGHTHG DPFULOQST PAPGILGPPP PSFHLGGPAV GPRGNLGAGH GNLOGPRANQ KGRVETSRUV
401 HIHDFQRGKN LRYQLLQLVE PFGVISNALT LNKINEAFIE BATTEDAQAA UDYYTTTPAL VFGKPVRVAL SQKYKRIKKE

01 EGKPDORFDQ KOELGRVIFL SNLPHSGYSD SAVLKLATFY GRIKNYILER NKGQAFIENE TREDANAHVD

HCLKKALVFQ
61 GRCVAVDLSE KYEKLVLRIP NRGIDLLEKD KSRERGNEPD GRESPSDRKS KTDAOKTEEP AEGKEQEEKS GEDGEKDTED
541 DQTEQEPSHL LESEDELLVD EEEAKALLES GSSVGDETDL ANLGDVSSDG KKEPSDKAVK KDPSASATSK KKLKKVDKIE
721 ELDGENEAAL ENIRNEENT EPGAESAENA DDPNKDTSEN ADGQNDENKE DYTIPDETRI GPTQPIPVS IDTVIPKTOF

801  YCKLCSLFYT NEEVAKNTHC SSLPHYQKLK KFLNKLAEER RQKKET

Legend:
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Risultati

Cellule C2C12 sono state trattate in modo da ottenere due condizioni opposte, una in cui la chinasi Akt avesse bassa o nulla attivita’, e di conseguenza i suoi substrati si trovassero nella condizione non fosforilata, l’altra in cui la chinasi Akt fosse stimolata, e quindi i suoi substrati si trovassero nella condizione fosforilata. A tale scopo, le cellule sono state infettate con vettori lentivirali che codificano per shRNA di Akt1, oppure per Akt1 wild type recante una sequenza di localizzazione nucleare (Akt-NLS) per favorirne la traslocazione al nucleo.

La figura 1 mostra lo stato di fosforilazione, e quindi lo stato di attivazione, di Akt nelle condizioni descritte, a controllo dell’esperimento.
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Fig. 1

I lisati cellulari sono stati separati mediante elettroforesi bidimensionale in duplicato su strip da 17cm con intervallo di pH 3-10, e in seconda dimensione su 8% SDS-PAGE. Al termine della separazione, un gel e’ stato colorato con il colorante compatibile con l’ analisi di massa, Coomassie blue colloidale , mentre l’altro e’ stato trasferito su membrana di nitrocellulosa e quindi rivelato, mediante analisi western blotting, con anticorpi  diretti contro il fosfomotivo consenso della chinasi Akt/PKB (anticorpo anti-pMOTIF), in grado di riconoscere la sequenza R-R-X-X-pS/TΨ di fosforilazione (dove Ψ e’ un residuo idrofobico, mentre X e’ qualsiasi aminoacido). La figura 2 e’ esemplificativa di questo tipo di esperimento.
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Fig. 2

La sovrapposizione delle immagini ha consentito di identificare un certo numero di proteine differenzialmente riconosciute dall’anticorpo nel campione di cellule in cui Akt e’ stato attivato rispetto al campione di cellule in cui Akt e’ stato down-regolato (Fig. 1). Le bande sono stati excise dal gel colorato, e le proteine sono state sottoposte a digestione triptica e poi identificate tramite spettrometria di massa (tabella 1). Successivamente, la loro identita’ e’ stata verificata attraverso immunoblotting con anticorpi specifici. 

	IPI00021405

	Isoform A of Lamin-A/C

	IPI00017297
	Matrin-3

	IPI00555610
	Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK


Tabella 1

Le proteine identificate, riportate in tabella 1, possono essere considerate, a questo punto, solo substrati putativi di Akt. Per essere  considerata substrato fisiologico, ogni proteina dovra’ sottostare ai seguenti criteri, secondo lo schema proposto da Manning e Cantley (Mol Cell 2007): 

· 1 )
PRESENZA DI UNA O PIU’ SEQUENZE CONSENSO di Akt: e’ importante riscontrare la presenza, nella sequenza aminoacidica del substrato putativo, del motivo RxRxxS/Tψ.

· 2 )
CONSERVAZIONE NELLA SCALA EVOLUTIVA del motivo di fosforilazione.

· 3 )
FOSFORILAZIONE IN VITRO: Akt (ricombinante o purificato) deve essere in grado di fosforilare la proteina substrato in vitro.

· 4 )
IDENTIFICAZIONE E MUTAGENESI DEL SITO DI FOSFORILAZIONE per la definizione del ruolo fisiologico dell’evento tramite spettrometria di massa accoppiata ad analisi bioinformatica con algoritmi dedicati.
· 5 )
FOSFORILAZIONE IN VIVO: la proteina substrato deve essere fosforilata in vivo, sul sito identificato, a seguito dell’attivazione fisiologica di Akt. A questo scopo, un approccio sperimentale particolarmente efficace e’ la produzione di un anticorpo prodotto contro il fosfopeptide che riproduce il sito fosforilato da Akt nella proteina in esame.

· 6 )
SPECIFICITA’ DELLA FOSFORILAZIONE: la fosforilazione deve essere attribuibile alla chinasi Akt e non ad altre chinasi a valle di Akt o appartenenti alla famiglia delle AGC chinasi, caratterizzate da motivi di fosforilazione parzialmente sovrapponibili (es SGK). L’uso di inibitori specifici, o di mutanti dominanti positivi e dominanti negativi di Akt puo’ essere utile, ma e’ l’ inibizione dell’espressione di Akt con siRNA diretti contro le singole isoforme il metodo piu’ efficace per la dimostrazione di questo punto.

I punti 1) e 2) sono stati verificati per tutte le proteine attraverso l’uso dell’algoritmo scansite.  Il punto 6 e’ verificato per tutte le proteine, poiche’ solo quelle positive nel campione Akt-NLS, ma negative nel campione Akt shRNA sono state prese in considerazione per l’analisi MS.
A questo punto, ci siamo concentrati su Matrin 3, una proteine della matrice nucleare la cui funzione non e’ nota. Per cercare di identificare il sito (o i siti) di fosforilazione, la proteina e’ stata purificata per immunoprecipitazione da cellule in cui la chinasi Akt1 era stata down regolata con specifici shRNA e da cellule in cui Akt era stata stimolata dal trattamento con l’attivatore fisiologico IGF-I. Quindi i campioni sono stati nuovamente analizzati tramite MS per identificare i siti di fosforilazione. La tabella 2 riporta il risultato di questo esperimento: il trattamento con IGF-I provoca la fosforilazione del residuo serina 596 nel motivo di fosforilazione di Akt, che non compare nel campione in cui l’attivita’ di Akt e’ stata inibita. 
I risultati ottenuti nel breve periodo finanziato dal programma STM 08 sono estremamente incoraggianti, e la prosecuzione della ricerca portera’ in tempi brevi alla definizione del ruolo fisiologico della proteina nucleare matrin3 e della sua regolazione da parte di Akt.
Conclusioni e Prospettive 

Questi risultati sono stati ottenuti durante il periodo di lavoro dal 10 giungo al 13 luglio 2008 presso il “cell signalling unit” diretto dal prof. Alex Toker, Department of Pathology, Beth Israel Deaconess Medical Center di Boston.
Tuttavia, la validazione della proteina matrin3, come pure delle altre proteine identificate, quale substrato fisiologico di Akt prevede la realizzazione di tutti i punti della tabella 1. Percio’, sono attualmente in corso esperimenti di mutagenesi sito-diretta dell’aminoacido serina 596, per verificare in vivo la fosforilazione da parte di Akt dopo stimolazione con IFG-I. La serina sara’ mutata nel residuo non fosforilabile alanina (S596A), oppure nell’aminoacido fosfo-mimetico acido aspartico (S596D), cosi’ da riprodurre gli effetti di una fosforilazione costitutiva della proteina.
I mutanti prodotti consentiranno sia di verificare l’esattezza di quanto osservato mediante l’analisi di massa, sia di indagare il ruolo fisiologico di tale fosforilazione, e di aprire percio’ nuove prospettive sulle funzioni, finora poco note, della proteinchinasi Akt nel nucleo.
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