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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Prinzipien der zellularen Signaltransduktion

Um zu gewabhrleisten, dass die Koordination der lulggbn Aktivitaten in vielzellig
organisierten hoheren Organismen auch bei untedlathien Umweltbedingungen erhalten
bleibt, werden Signallbertragungssysteme bendtigt.

Das Prinzip ist einfach: Ein Signal (first messahgbindet an einem spezifischen
Transmembran-Rezeptorprotein der Zellmembran. Esnnkio zu einer sterischen
Umorientierung des intrazellularen Anteils des Réaes, wodurch direkt oder Uber einen
Transducer (z.B. heterotrimere G-Proteine) ein gren Effektor (z.B. Adenylat-Cyclase,
Phospholipase C) aktiviert wird. Dieser Effektomiit in der Zelle die Freisetzung eines
sekundaren Botenstoffs (second messenger), der digr weitere Umsetzung des
extrazellularen Signals sorgt (siehe Abbildung.1.1)

Die meisten Signalmolekile sind von chemischer Ni€aippers, 2001; Michal, 1999]. Der
Hauptteil der Signalmolekile ist hydrophil (z.B. Wetransmitter, Hormone,
Wachstumsfaktoren) und initiiert den oben geschiéte Verlauf der Signallibertragung.
Einige sind hydrophob (z.B. Steroide, Thyroide, iR&iure) und kdénnen somit durch die
Zellmembran ins Zytosol diffundieren. Dort bindea an spezifische Proteinrezeptoren, die
die Transkription der DNA, und somit die Genexpi@sdeeinflussen.

Die gesamte Kaskade, vom extrazellularen Stimulus mtrazellularen Antwort, wird als
Signaltransduktion bezeichnet. Neben vielen veestdnen Signalvermittlungswegen (z.B.
parakine, autokrine und neuronale Signaltbertragwmielt die endokrine Signallibertragung
(z.B. Hormone durch den Blutkreislauf) eine entsdtiede Rolle im Organismus [Loffler &
Petrides, 7. Auflage, Kapitel 27].
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Abbildung 1.1: Signaltransduktion durch chemische Btenstoffe

Die Bindung des extrazellularen Signél3 aktiviert den Transmembran-Rezep{@). Die Aktivierung bewirkt
eine Weiterleitung des Signals Uber einen Transd8g oder direkt an die nachgeschalteten priméaren
Effektorproteing4). Diese leiten das Signal durch die Aktivierung indisetzung des sekundéren Botenstoffes
(second Messengef)) weiter. Die sekundaren Botenstoffe aktivieren wiwan ein sekundéres Effektorprotein
(6), welches das extrazellular vermittelte Signalimeezellulare Antwort umset%7).

1.1.1 Phosphatidylinositole und Inositolphosphatenider zellularen Signaltransduktion
Einen der grundlegenden Mechanismen der Signahdigemtg stellt die Inositol-1,4,5-
trisphosphat-Signaltransduktionskaskade (irts&skade) dar. Das IngRvurde erstmals im
Jahr 1984 als ein neuer sekundarer Botenstoff Ksentessenger) in der Signaltransduktion
beschrieben wurde [Berridge & Irvine 1984]. Mitthegile ist eine Vielzahl von Wirkungen
dieses Botenstoffes auf Prozesse der Transkriptioanslation und der Zellmigration
beschrieben worden. Dabei ist die am intensivstetersuchte Funktion von InsRlie
intrazellulare Regulation der Kalziumhomd@ostase.

Es gibt zwei verschiedene Signalkaskaden, Uberlrs® auf extrazellulare Stimuli hin
entstehen kann (siehe Abbildung 1.2). Der erste \Wegt tGber die Aktivierung von
heterotrimeren G-Protein- gekoppelten TransmemBe@zeptoren durch Neurotransmitter
wie Glutamat und Acetylcholin, Geruchsstoffe, Homamder Licht. Diese Rezeptorproteine
besitzen sieben Membran-durchspannende Helicepd®@ren-Rezeptoren) und sind an
ihrer zytosolischen Seite an ein heterotrimeresr@eih gekoppelt. Das G-Protein besitzt
eine Guanylnukleotid-Austausch-Faktor (GEF) Aké&vjtdie nach Bindung des Botenstoffs

aktiviert wird.
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Dadurch wird das an derUntereinheit des G-Proteins gebundene Molekul @e&en ein
Molekil GTP ausgetauscht. Dieser Austausch fuhrt Zerfall des G-Proteins in dee- und
B/y-Untereinheiten und schliel3lich zu deren Bindunguaterschiedlicher8-lIsoformen der
Phospholipase C. Es erfolgt eine Stimulation desspholipase @3 (PLCB) und damit die
Katalyse der Hydrolyse von Phosphatidyl-4,5-bispihas (Ptdins(4,5)8 in Diacylglycerol
(DAG), welches in der Plasmamembran verbleibt, wad wasserlosliche Ins(1,4,3)P
[Loffler & Petrides, 7. Auflage, Kapitel 27]. Demeite Signalweg fiihrt Uber die Bindung
von z.B. Wachstumshormonen (EGF, PDGF) oder Anegeman Rezeptor gekoppelte
Tyrosinkinasen. Die Bindung des Botenstoffes fuhdat einer Homodimerisierung der
Rezeptoren, die eine Erhdhung der Kinaseaktivitéitld Transphosphorylierung verursacht.
Diese aktivierte Rezeptortyrosinkinase kann pisoformen der Phospholipase C Uber deren
SH2-Domanengc-Homologie Region 2) binden und deren Aktivitata@uPhosphorylierung
stimulieren. Die aktivierte Phospholipase C kann auch auf diesem Weg die Hydrolyse
von Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (Ptdins(4:p)kh Diacylglycerol (DAG) und Insp
katalysieren [Loffler & Petrides, 7. Auflage, Kagdi27]. Durch Bindung des wasserléslichen
InsP; an spezifische IngFRezeptoren des Endoplasmatischen Retikulums (E&)n der
Ausstrom von Kalziumionen (€3 aus Vesikeln in der Membran dieses intrazellulére
Speichers vermittelt, und somit die intrazellul&&@ziumkonzentration beeinflusst werden
[Krauss, 2003]. Die freigesetzten Kalziumionen was membranstéandige Diacylglycerol
(DAG) kénnen eine Reihe von Proteinkinasen aktenewie z.B. die Proteinkinase C (PKC).
In Folge werden Funktionsproteine phosphorylierglone die spezifische Zellantwort
auslésen. Die Bildung von IngiMolekilen, und damit auch die der Kalziumionenydwi
solange vollzogen, bis das extrazellulare Signethtnmehr auf die Zelle einwirkt [Loffler &
Petrides, 7. Auflage, Kapitel 27]. Die InsMolekile kbnnen danach zwei Schicksale haben:
InsP; kann zum einen bis zum myo-Inositol dephosphorylied somit inaktiviert werden. Es
steht damit der erneuten Bildung von Phosphatichddsphosphat (Ptdins(4,%)P zur
Verfugung. Der Grol3teil der Ingi®olekile wird durch die Inositol-1,4,5-trisphospha:
Kinase (IP3K) zu InsP (Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat) und weiter zuwhér
phosphorylierten Inositolphosphate phosphorylieviie & Shell, 2001].
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Extrazelluldre Signale

Rezeptor mit Intrinsischer oder _
assoziierter Tyrosinkinaseaktivitit G-Protein-gekoppelter Rezeptor

Ptdins(4,5)P
PLCy PLCB

IP,R

ER

Abbildung 1.2: Intrazellulare Bildung des C&*-freisetzenden Botenstoffs Ins(1,4,5)P

Extrazellulare Signale bewirken entweder Uber arterb&imere G-Proteine gekoppelte Rezeptoren
(Neurotransmitter, Geruchsstoffe, Hormone, Licthdeo Uber Transmembranrezeptoren mit intrinsischuar o
assoziierter Tyrosinkinaseaktivitat (Wachstumsfedtd, die Aktivierung von PLC-Isoformen. Die
hydrolytische Spaltung des Membranphospholipids InB{d,5)B fuhrt zur Bildung der Botenstoffe
Diacylglycerol (DAG) und Ins(1,4,5%° Nach Bindung des Ins(1,4,53)Pan Ins(1,4,5)Rspezifische
Oberflachenrezeptoren intrazellularer?Gapeicher (z.B. ER), wird Gain das Zytoplasma freigesetzt. Das
DAG aktiviert die Proteinkinase C, die weitere Fuoksproteine phosphoryliert und somit die speeifes
Zellantwort auslost.

1.2Inositolphosphat-Kinasen (IPKs) als zentrale Enzymeles Inositolphosphat-
Stoffwechsels
Der gesamte Inositolphosphatmetabolismus wird Uleere Vielzahl von Kontroll-
mechanismen reguliert (siehe Abbildung 1.3). Dazhlen die Inositolphosphatkinasen
(IPKs) wund Inositolphosphatphosphatasen (IPPs). eDaist der Stoffwechsel der
Inositolphosphate unmittelbar mit dem Stoffwechdet Phosphatidylinositole verbunden
[Abel et al., 2001]. Ausgangssubstrat fur die Synthese atleP$ ist das Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (Ptdins(4,%)Pdas sich im inneren Blatt der Plasmamembramdeti Die
durch die Aktivitat einer Phospholipase C bewirktgdrolyse von Ptdins(4,5)Huhrt zur
Bildung der sekundéaren Botenstoffe DiacylglyceddAG) und Ins(1,4,5) AulRerdem ist
das durch vollstandige Dephosphorylierung des [As§)R; [Drayer et al., 1996] gebildete
myo-Inositol, Ausgangssubstrat fur die erneute Bildwaogm Phosphatidylinositol, aus dem
durch Phosphorylierungsreaktionen u.a. Ptdins(4,&¢Bildet werden kann.
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Je nach Gewebeart unterscheiden sich auch diegeriden Isoformen und die spezifische
Expression der Inositolphosphatkinasen, deren zeli@ére Lokalisation oft stark variiert.
Anhand von Sequenzéhnlichkeiten kénnen drei veegigime Arten von IPKs unterschieden
werden: Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat iQake (IB-2K), die Inositol-1,3,4-
trisphosphat 5/6-Kinase/Inositol-3,4,5,6-tetrakisgphat 1-Kinase (H5/6-K/IPs-1-K) und
die drei Subfamilien der PDKG-Kinasen: Die Inositod,5-trisphosphat 3-Kinasen (IP3K)
mit ihren bis zu drei Isoformen, die Inositolphoaphultikinase (IPMK) und die ebenfalls bis
zu drei Isoformen der Inositolhexakisphosphatking$e6K).

In der vorliegenden Arbeit wurde die humane Indsitd,5-trisphosphat 3-Kinase Isoform B
(HsIP3K-B) untersucht, die &a und CaM-abhangig Ins(1,4,%Pin 3-Position zu
Ins(1,3,4,5)R phosphoryliert.

[PP].-InsP,
15
|7Tl
[PP],AnsP, PP-InsP, DAG

15 15

16Tl |5Tl 1
PP-InsP, ISP, = Ins(1.24,56)F,

1

18
Ptdlns(4,5)Pz<.E§- Ptdins(3.4.5)R

15 Tln
9,16 14

Ins(1,3.4,5.6)P, _‘-)‘s; Ins(3.4.5.6)P,

i
12 9 9.10

23
27

22| |25,27,29 22| [25,27,29
PidIns5P

18,19
22.2://;9 Ptdins4P ’ PtdIns(3,4)P,
/ ZZV

Ins(1,3,4,6)P, Ins(1,3,4,5)P, Ins(1,4,5,6)P,
N g2t S

Ins(1,3,4)P, Ins(1,4,5)P, / /
Homge § R 3
6 ! \ ﬁﬁ;ﬂ 8,20
et R SN 22 piginsap 22 poins(3,5)R,
Ins(1,3)P, Ins(3,4)P,  Ins(1,4)P. Ins(4,5)P, Phosphatidylinositol § e =
Ptdlns) b
14,5 ls lz ( =0t0

w.-—ﬂvo.g

Ins1P Ins3P Ins4P W lﬂ
L I

Abbildung 1.3: Stoffwechsel der Inositolphosphate und Phosphatidylositole
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Das sich im inneren Blatt der Plasmamembran befidedePhosphatidylinositol (Ptdins) und seine an
unterschiedlichen Positionen phosphorylierten Devwerden durch spezifische Kinasen und Phospratas
ineinander umgewandelt. Das Ptdins(4;%&nhn dartber hinaus durch die Aktivitdt einer Plhodipase C in
Diacylglycerol und Ins(1,4,5)espalten werden. Diacylglycerol verbleibt in deasthamembran, wahrend der
Cée*-freisetzende, sekundare Botenstoff Ins(1,4,@isserloslich und folglich im Zytoplasma frei difbel ist.
Das Ins(1,4,5)Fist Ausgangssubstrat fur ein Vielzahl von Inositmpphaten, die durch spezifische Kinasen und
Phosphatasen erzeugt werden. Durch eine vollstarid@phosphorylierung kénnen die Inositolphosphata z
myo-Inositol abgebaut werden. Die Phosphorylierungtfidis hin zum vollstandig phosphorylierten lgsihd
dartiber hinaus zu Pyrophosphatgruppen-tragendsitdimhosphaten (modifiziert nach [Abel et al., 20)0

1 |Inositol Monophosphatase;2 Ins(1,4)R/Ins(1,3,4)R-1-Phosphatase;3 Ins(1,3,4)R/Ins(3,4)R/PtdIns(3,4)R4-Phosphatase; 4
Ins(1,3)R/PtdIns3P-3-Phosphatase Typl5; Ins(1,3)R/Ptdins3P-3-Phosphatase Typll6; Ins(1,4,5)R/Ins(1,3,4,5)k®5-Phosphatase?
Ins(1,4,5)R-3-Kinase; 8  Ins(1,3,4)R/Ins(1,3,4,5)R1-Kinase; 9  Inositol Polyphosphat Multikinase (IPMK); 10
Ins(1,4,5,6)R1ns(1,2,4,5,6)R3-Kinase;11 Multiple Inositol Polyphosphatphosphatad®; ins(1,3,4,6)k5-Kinase;13 Ins(1,3,4,5,6) 1-
Phosphatasel4 Ins(1,3,4,5,6)R2-Kinase; 15 Diphosphoinositol Polyphosphat Phosphohydrolak®;Diphosphoinositol Polyphosphat
Synthase (InsPKinase); 17 Bis-Diphosphoinositol Polyphosphat Syntha&8; Phosphoinositid-3-Kinase Typ E9 Phosphoinositid-3-
Kinase Typ II; 20 Phosphoinositid-3-Kinase Typ 11121 Ptdins-4-Kinase;22 PtdinsP-Kinase Typ 123 PtdinsP-Kinase Typ 11224
PtdinsPKinase Typ 11125 Ptdins(4,5)RPtdIns(3,4,5)R5-Phosphatase26 PtdIinspolyphosphat-3-Phosphatag®; SHIP; 28 PTEN; 29
Synaptojanin30 Phospholipase C
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1.2.1 Die Familie der Inositol (1,4,5)-trisphosphaB-Kinasen

Vor 20 Jahren wurde zum ersten Mal entdeckt, dasid W,5)R spezifisch in 3-Position zu
Ins(1,3,4,5)k phosphoryliert wird [Battyet al., 1985; Irvineet al., 1986]. Das fur diese
Phosphorylierung zustandige Enzym, die Inosito|8ti#isphosphat 3-Kinase (IP3K), kommt
nur im Tierreich vor. Die Inositolphosphatmultiksea (IPMK), die ebenfalls Ins(1,4,%)Mn
3-Position phosphorylieren kann, ist hingegen auchPflanzen und Hefe nachgewiesen
worden. Da eine Phosphorylierung stets mit ATP-Yaubh einhergeht und bisweilen
bekannt war, dass eine spezifische 5-Phosphataseidiinaktivierung des Ins(1,4,%P
zustandig ist, stellte sich die Frage nach demglighen Funktion dieser Kinase.

Durch Forschungsarbeiten in den vergangenen Jahteden viele neue Erkenntnisse tber
die IP3K-Familie, einschliel3lich ihrer drei Isofoem gewonnen. Bisher konnten drei cDNA-
Sequenzen, die fur drei Isoformen der Inositoltresgphat 3-Kinase codieren, in Vertebraten
identifiziert werden. Diese werden nach der Reibkyef inrer Charakterisierung als Isoform
A, B und C bezeichnet. Alle drei Isoformen katadysn die Ubertragung einer
Phosphatgruppe vom ATP auf die 3’-Hydroxylgruppes deekundéren Botenstoffes
Ins(1,4,5)R. Mittlerweile konnten weitere Isoformen, wie zunei§piel in der Honigbiene
(Apis) und in Drosophila melanogaster, aus den genomischen Sequenzen vorhergesagt
werden [Clandininet al., 1998; Kucharski & Maleszka, 2002]. Im Labor vBrnof. Mayr
wurden diese Isoformen auw3rosophila melanogaster rekombinant und katalytisch aktiv
hergestellt. Wahrend die A-Isoform in Vertebrateupisachlich in Neuronen, aber auch in
Hoden und den roten Blutkdrperchen exprimiert wivdrden die Isoformen B und C beinahe
ubiquitar nachgewiesen. Dabei wurde die Isoforrm Beéweben von Lunge, Thymus, Hoden,
Gehirn und Herz, jedoch nicht von Milz, Leber, Niemd Darm gefunden [VanWeyenbetg
al., 1995; Dewastet al., 2002]. Die Expression der C-Isoform wurde in IRaas, Niere,
Skelettmuskel, Leber, Lunge, Plazenta, Gehirn umiizHjezeigt [Dewastet al., 2000;
Nalaskowskiet al., 2003]. Vom Aufbau lassen sich die Enzyme in éinektionelle Bereiche
gliedern (siehe Abbildung 1.4). Allen drei Isofoormeder IP3K gemein ist die
hochkonservierte C-terminale Region. Dort befindeth die katalytische Doméne, die
enzymatische Aktivitat besitzt [Bertsah al., 2000]. N-terminal der katalytischen Domane
befindet sich die G&Calmodulin Bindungsdomane, die durch Bindung vaf'Glie IPK-
Aktivitat stimuliert. Sowohl die Sensibilitat alsieh die Kinaseaktivitaten der Isoformen A
und B gegeniiber EdCalmodulin-Stimulation werden tiber Phosphoryligrem durch PKA
und PKC reguliert [Nalaskowski & Mayr, 2004]. Eimeitere konservierte Doméne, die der
C&*/Calmodulin Bindungsdomane vorausgeht, ist die sagete PEST-Sequenz (Prolin (P),
Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T)), die weach an sauren Aminosauren ist.
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Sie stellt eine Spaltstelle fur bestimmte Proteaden Calpaine, dar [Rechsteiner & Rogers,
1996]. Die HsIP3K-B enthélt finf potentielle PES&eBenzen (PESTfind Analysis Webtool;
https://embl.bcc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/pedtanalysis-webtool.htm), was ein Hin-
weis fur die besonders hohe Sensitivitat des Enayegeniber Proteolyse darstellt. Der N-
Terminus hingegen weist zwischen den Isoformen @rafhterschiede in Lange und
Aminosauresequenz auf, wodurch sich die unterstbiesh Molekulargewichte der
Isoformen (Isoform A: 52 kD, B: 102 kD; C: 75 kDk#iren lassen. Die N-terminale Region
besitzt mit grol3er Wahrscheinlichkeit Funktionen Regulation und Zielsteuerung. In der A-
Isoform wurde im N-Terminus eine Aktinbindungsdoma(ABD) identifiziert, die das
Enzym an die aktinreichen dendritischen DornenNearonen lenkt [Irvine & Schell, 2001].
Die ubiquitar vorkommende B-Isoform weist intrap&ife Lokalisationen am
Endoplasmatischen Retikulum (ER), am F-Aktin unddan Plasmamembran auf [Brehen
al., 2004; Dewastet al., 2003; Sorian@t al., 1997]. In der Rattenform konnte die ABD von
Dr. Isabell Schreiber im Bereich der Aminosaure®-100 identifiziert werden [Schreiber,
2002]. Die ABD besteht aus zwei pradizierterHelices (Aminosauren 130-149 und 155-
166), denen eine prolinreiche Verbindungssequenzausgeht. Die C-Isoform ist
Uberwiegend nukleé&r lokalisiert [Nalaskowskal., 2003].

IP3K-A 50 N
IP3K-B - | I—
IPaK-c | | E—
N-terminale Doméne katalytische
Domaéane

Abbildung 1.4: Modularer Aufbau der humanen Inositdl (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase
Isoformen

Die drei bekannten Isoformen der HsIP3K (genan®,®) bestehen aus jeweils drei funktionalen Eirdreit

Die C-terminal gelegene katalytische Domane (griing) die N-terminal an sie anschlieRendé"@almodulin-
Bindungsdoméne (schwarz) sind zwischen den Isofermech konserviert. Die N-terminalen Doméanen
(blaugrau) der drei Isoformen unterscheiden sialitlidd in LAnge und Aminoséauresequenz voneinangier.
haben wahrscheinlich Aufgaben in der Regulation Ziedsteuerung. Im auf3erst N-terminal gelegenereiBlr
der A-lIsoform wurde eine Aktinbindungsdomaéne (adtarakterisiert. In der B-Isoform liegt innerhaker ABD

im N-terminalen Bereich sowohl ein NL8uclear lokalization signal) (gelb) als auch ein NESwiclear export
signal) (blau) vor. In der C-Isoform konnte innerhalb &atalytischen Doméane ein NES identifiziert werden.
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1.2.2 Die Rolle der Inositol (1,4,5)-trisphosphat-Kinase Isoform B fur das

Immunsystem
In den letzten Jahren hat sich nicht nur unser &isser die Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-
Kinasen (IP3Ks) vermehrt, sondern es wurden aucie iigkenntnisse Uber das Produkt der
IP3Ks, das Ins(1,3,4,5)P gewonnen. Inzwischen hat sich die enorme Relevdez
Ins(1,3,4,5)R fur das Immunsystem herausgestellt.
Es ist bekannt, dass alle drei Isoformen der HsIB8K sekundaren Botenstoff Ins(1,4 )&
Ins(1,3,4,5)F phosphorylieren. Diese Phosphorylierung filhrt zukbbau des CH-
freisetzenden sekundéaren Botenstoffes und zur Bgdiles neuen sekundaren Botenstoffes
Ins(1,3,4,5)k, durch den ein wichtiger Stoffwechselweg zu hohegphorylierten
Inositolphosphaten erdffnet wird [Irvine & SchélD01; Fukuda & Mikoshiba, 1997]. Die B-
Isoform der humanen IP3K (HsIP3K) wird als einzider Isoformen auch im Thymus
exprimiert. Der Thymus ist ein Organ des Lymphsystevon Wirbeltieren, in dem die
Reifung von T-Lymphozyten erfolgt. Hierfir wandew&hrend der Ontogenese aus dem
Knochenmark Pra-T-Lymphozyten in den Thymus eiresBi Lymphozyten besitzen weder
charakteristische T-Lymphozytenantigene noch Amtigezifische T-Zell-Rezeptoren. Sie
sind CD4/CD8 (,doppelt negativ) und entwickeln sich in der Thysdrise schnell zu
CD4'/CD8" (,doppelt positiven) Zellen. Diese doppelt posin T- Lymphozyten
entwickeln ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) und durch&u den Prozess der positiven und
negativen Selektion. Dieser Prozess stellt dasiSshlereignis im Aufbau eines individuellen
kompetenten protektiven Repertoires an T-Zellen. dxabei werden etwa 95% der T-
Lymphozyten wahrend der Thymuspassage eliminiere §ich ausdifferenzierenden T-
Lymphozyten verlieren entweder das CD4 oder das @D8 sind damit als reife T-
Lymphozyten einfach positiv und tragen entweder CD#Helferzellen) oder CD8
(Suppressor- oder cytotoxische Zellen) als ObdmBamarker [Loffler & Petrides, 7.
Auflage, Kapitel 37].
Mittlerweile wurde durch Experimenten mit Knock-GM&usen gezeigt, dass es in
Abwesenheit der IP3K-B und ihres Produktes Ins§153R;, zu einer schweren Stérung der
T-Zell-Entwicklung kommt, was auf eine gestortee&ébn zurtickgefuhrt wird [Pouillost
al., 2003, Wernet al., 2004]. Dabei wird die Ursache der T-Zell-Entwigkgsstérung vor
allem in der starken Senkung der intrazellulares(18,4,5)R-Konzentration in IP3K-B-
defizienten Mausen vermutet, da die Konzentraticaenns(1,4,5)FPzwischen Wildtyp und
IP3K-B Knock-Out T-Lymphozyten (exprimieren keineslR3K-B) keinen Unterschied

zeigen.
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Die Reifung der T-Lymphozyten von doppelt positivg@D4'/CD8") zu einfach positiven
Zellen (CD4 oder CDS8) wird folglich durch die Abwesenheit von Ins(1,5)YP; gestort
[Pouillon et al., 2003]. Wen und Kollegen konnten mithilfe weiteEperimente mit Knock-
Out-Méausen einen Mechanismus finden, der das Phémalar gestdrten T-Zellentwicklung
in Abwesenheit von IP3K-B erklart [Weet al., 2004] (siehe Abbildung 1.5). Im naiven

"BP in einem

unstimulierten Thymozyten wird Ras, ein kleines Bt€in, durch GAP
inaktiven, GDP-gebundenen Zustand gehalten. DatteiGAP1™*®" iiber die Pleckstrin-
Homologie-Doméane (PH-Domane) mit dem membrangemarePtdins(4,5)P an der
Plasmamembran lokalisiert. Durch eine Stimulatiees dTCR T-cell receptor) auf der
Zelloberflache des naiven Thymozyten wird eine Sikmskade in Gang gesetzt, welche die
positive T-Zell-Selektion initiiert. Dabei wird dieLCy aktiviert, die dann das Ptdins(4,5)P
zum Diacylglycerol (DAG) und Ins(1,4,5)Bpaltet. Das DAG rekrutiert das Ras-aktivierende
RasGRP1 an die Zellmembran, welches Ras durch detadsch von GDP zu GTP aktiviert.
Diese Aktivierung 10st eine MAPK (mitogenaktivierteroteinkinase)-Kaskade aus, die
schlie3lich das Erkektracellular signal-regulated kinase) aktiviert. Das Erk ist ein wichtiger
Mediator der positiven T-Zell-Selektion. Wahrendsis bewirkt das gebildete Ins(1,4,5)P
einen C4&'-Ausstrom aus intrazellularen Speichern und wirsichtieBend durch die IP3K-B
zum 1Ins(1,3,4,5)P phosphoryliert. Das wasserlosliche Ins(1,3,4,3%Bnkurriert mit dem
membranstéandigen Ptdins(4,5)m die Bindungsstelle an der PH-Doméne von GKF1
Dies filhrt dazu, dass GAB1 " von der Plasmamembran verschwindet und vermehrt ins
Zytoplasma entlassen wird. Hierbei bestimmt als® Bialance zwischen der Ptdins(4.5)P
und der Ins(1,3,4,5)Konzentration die Lokalisation von GAP¥". Durch die Ablésung
des GAPT*®F von der Plasmamembran auf der einen Seite, und Spaitung vom
membranstandigen Ptdins(4,58af der anderen Seite, entféllt die Hemmung von Badass
seine Aktivierung ungehindert stattfinden kann.niot es nun zu einer Zerstérung der IP3K-
B, wie in den Knock-Out-Mausen, wird Ins(1,3,45)Rcht zu Ins(1,3,4,5)Pumgesetzt.
Folglich konkurriert kein Substrat mit dem PtdIn§{. um die Bindungsstelle an der PH-
Domane von GAP1'®" sodass GAP1"®" an der Plasmamembran assoziiert bleibt und
weiterhin das Ras in einem inaktiven Zustand . Erk-Aktivierung entfallt und damit die
positive T-Zell-Selektion [Weat al., 2004].
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Abbildung 1.5: Rolle der HsIP3K-B in der Regulation des Ras/MAPK/Erk-Signalswegs
in T-Lymphozyten

Dargestellt ist jeweils ein unstimulierter (linka)d stimulierter Zustand (rechts) eines T-Lympheryin einem
naiven, unstimulierten T-Lymphozyten wird Ras duddis membranstiandige GAP®” in einem inaktiven
Zustand gehalten. Nach Stimulierung wird PtdIngf,2um DAG und Ins(1,4,5Rdurch PLG gespalten. Zum
einen erfolgt eine RasGRP1-vermittelte Aktivierudgs Ras durch das DAG, wodurch MAPK- Kaskade
vermittelt Erk aktiviert wird. Zum anderen erfolgine Phosphorylierung des Ins(1,45m Ins(1,3,4,5)P
durch die HsIP3K-B. Das GAP1®" wird durch die Bindung an das Ins(1,3,4,5\M®n der Zellmembran
abgeltst, womit eine Aktivierung des Ras ermdgligit! (nach [Weret al., 2004]).

Aus diesem Mechanismus ist also ersichtlich, dasslds(1,3,4,5)Pund das DAG fir die
positive Selektion der T-Lymphozyten unentbehrbaid.

Nach Huangt al. fuhrt der Ins(1,3,4,5)FMangelebenso Uber eine daraus folgende Stérung
der Membrantranslokation démterleukin-2 Tyrosinkinase (Itk) an die Plasmameanb zu
einer gestorten positiven T-Zell-Selektion [Hua@l., 2007] (siehe Abbildung 1.6). Die Itk
stellt ein SchlUsselaktivator der P{Qlar, die das membranstandige PtdIns(4,%)m
Diacylglycerol (DAG) und Ins(1,4,5¥spaltet. Wie oben beschrieben, ermdglicht erst das
DAG die Rekrutierung des Ras-aktivierenden RasG&#Pilie Zellmembran, woraufhin das
Ras aktiviert und der Ras/MAPK/Erk-Signalweg imitti wird. Nach diesem Mechanismus
bewirkt die TCR-Stimulation zun&chst eine geringdiverung der Itk und ihres Effektors
PLCy, sodass ebenfalls eine geringe Konzentration a(l #5)B und DAG entsteht. Die
IP3K-B phosphoryliert das Ins(1,4,%)BPum Ins(1,3,4,5)F woraufhin die Itk mit ihrer PH-
Domane an das membranstandige Phosphatidyl-Inégs#db-trisphosphat (Ptdins(3,4,3)P

bindet und an die Plasmamembran translokalisiert. wi
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Dort kann die Itk nun die PLyCauf ein Hochstmal3 aktivieren und somit die InsG)R -und
DAG-Konzentration um eine Vielfaches erhthen. Diddechanismus beschreibt also eine
positive Ruckkopplungsschleife des wasserlosliches{l1,3,4,5)k Gber die Itk zur PLE
[Huanget al., 2007]. Es bleibt zukinftigen Forschungsarbeiteeriassen zu zeigen, ob diese
positive Regulation des Ins(1,3,4,5)&f den Ras/MAPK/Erk-Signalweg mdglicherweise

eine Rolle in der Tumorgenese spielt.

MHC-Peptide &

Activation

other IP,
binding proteins

Abbildung 1.6: Rolle der IP3K-B in einer positivenRuckkopplungsschleife der TCR-
induzierten positiven &tion von doppelt positiven T-Lymphozyten

Die TCR-Stimulierung bewirkt zunéchst eine geriddeivierung der Itk und der PL Das nach Spaltung der
Ptdins(4,5)R entstandene Ins(1,4,3)Wird durch die IP3K-B zu Ins(1,3,4,5)Phosphoryliert, welches die
Ptdins(3,4,5)F -vermittelte PH-Doméanen-abhangige Membrantransiokader Itk an die Plasmamembran,
erleichtert. Dort kann die Itk die PlCauf ein Hochstmall aktivieren und die Ins(1,4350hd DAG-
Konzentration um eine Vielfaches erhéhen.

=) Umsetzun ;=—» Modulation =% Bindunc
(modifiziert nach [Sauer Lab Research; http://wvenipps.edu/imm/sauer/lab_login.html])

Sowohl Miller als auch Maréchal und Kollegen wiesech, dass eine Zerstérung der IP3K-
B auch zu einer Beeintrachtigung der B-Zell-Entiuclg, zu defekten IgG3-Antikdrper-
Antworten fuhrt und schlie3lich den B-Zell-Tod irmiert [Miller et al., 2007; Maréchadt al.,
2007]. Dabei wird die gesunkene Uberlebensrate iB3kefizienter Mause auf eine
geringere Phosphorylierung von Erk1/2 und eine Bung der Bim-Genexpression
zurlickgefuhrt [Maréchadt al., 2007]. Dem Ins(1,3,4,5)Rvird in den B-Lymphozyten eine
inhibierende Wirkung auf Gainduzierende Kanale zugesprochen [Mikeal., 2007].
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Die Forschungsgruppe Jhal. konnte aul3erdem zeigen, dass das Ins(1,3eb)Pegativer
Regulator der Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphagp(Ptdins(3,4,5)§)-vermittelten Signal-
transduktion in neutrophilen Granulozyten darstdiia et al., 2007] (siehe Abbildung 1.7).
Indem Ins(1,3,4,5)Pan die gleiche Pleckstrin-Homologie-Domane (PH-Rog) bindet wie
PtdIns(3,4,5)B konkurriert es um die Bindung. Dadurch wird dieefebrantranslokation
vieler intrazellularer Proteine an die Plasmamembyahemmt und somit die Initiierung
nachgeschalteter Signalkaskaden gestort, die ar ®fielzahl von Ereignissen in der Zelle,
wie z.B. der Chemotaxis und der Formation von Saxiden, fihren. Demnach hemmt das
Ins(1,3,4,5)R die inflammatorische Antwort [Jiet al., 2007]. Der Sinn dieser Regulierung
konnte im Schutz vor einer Zerstdérung des umliegan@Gewebes durch unkontrollierte
Freisetzung von toxisch reaktiven Sauerstoff-Sgezied enzymatischen Granulaten, wie

Proteasen, liegen.

Chemokine
(z.B. Formyl-Peptide)

extrazellular

neutrophiler
Granulozyt

intrazellular

Chemotaxis,
@ -_— Bildung von F-Aktin,
Bildung von Superoxiden etc.

Abbildung 1.7: Ins(1,3,4,5)R als negativer Regulator der Ptdins(3,4,5)Rvermittelten
Signaltransduktion in eem neutrophilen Granulozyten

Binden Chemokine (z.B.Formyl-Peptide) an einen Gtéin-gekoppelten Rezeptor auf der Zelloberfladhes
neutrophilen Granulozyten, dissoziiert das G-Protindchst in seine- und B/y-Untereinheiten. DieB/y-
Untereinheiten initiieren die Aktivierung der PI3Klie eine Akkumulation des Ptdins(3,4,5)&n der
Plasmamembran bewirkt. Eine Vielzahl von intradéten Proteinen kann mit Ptdins(3,4,51®er die PH-
Domane interagieren und somit an die Plasmamemtreansliokalisieren. Dort triggern sie nachgeschaltet
Signalkaskaden, die zu einer Vielzahl von Ereigmsin der Zelle fihren (z.B. Chemotaxis, Bildungdun
Polymerisation von F-Aktin, Formation von Super@q)l Die HsIP3K-B setzt Ins(1,4,%Bu Ins(1,3,4,5)P
um, das an die gleiche PH-Domé&ne von Zielproteimiexet wie Ptdins(3,4,53Rind somit um die Bindung
konkurriert. Liegt ein Ins(1,3,4,5)R)berschuss vor, wird die Membrantranslokation dachit nachgeschaltete
Signalwege gehemmt.
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Sauer und Kollegen konnten jedoch zeigen, dassInsd,3,4,5)R auch eine positive
Regulierung der Ptdins(3,4,5)Rermittelten PH-Domanen-assoziierten Plasmamembran
Translokation bewirken kann. Um dieses Phanomeaitoppelt positiven TLymphozyten zu
erklaren, wurden in der Forschungsgruppe von Sawegi unterschiedliche Modelle
aufgestellt: das “induced fit*- Modell und das keogtiv allosterische Modell (siehe
Abbildung 1.8). In dem *“induced fit*- Modell bindéns(1,3,4,5)Ran eine PH-Domane der
Itk und verdndert ihre Konformation so, dass sieadfhin eine hohe Affinitat zu
Ins(1,3,4,5)R und Ptdins(3,4,5)Fbesitzt. Sobald die Ins(1,3,4,2)ebundene PH-Domane
auf einen lokalen PtdIns(3,4,%)Pberschuss stoRt (z.B. an der Plasmamembran riaeh e
Rezeptorstimulierung), ersetzt Ptdins(3,4;58Mfach das Ins(1,3,4,5Rund bleibt fest
verbunden. Auf diese Weise hat das Ins(1,3,4&g’Bindung von Ptdins(3,4,5Bn die PH-
Domane erleichtert, indem die Konformation diesenmane danach angepasst wurde.

Im kooperativ allosterischen Modell liegt die PH+D#&ne schon im vorab als Dimer oder in
einem hoher aggregierten Zustand vor. Das Ins(b5)®4 bindet an eine der Untereinheiten
und induziert Verdnderungen der Konformation ineeianderen Untereinheit, so dass diese
das PtdIns(3,4,5)Anit einer hoheren Affinitdt binden kénnen. Dies deirbedeuten, dass
schon eine geringe Ins(1,3,4,5HKonzentration die Bindung von Ptdins(3,4,58h PH-
Domanen-Aggregaten verstarkt. Interessanterweisgefa Sauer und Kollegen heraus, dass
PH-Doménen tatsachlich Aggregate bilden - einedaisin unbekannte Eigenschaft dieser
Domanen. Zukunftig soll u.a. der Frage nachgegamgaden, wie sich die Aggregation der
PH-Doméanen auf ihre in vivo- Funktion auswirkt [Sauer Lab Research;

http://www.scripps.edu/imm/sauer/lab_login.html].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Fogsenbeiten in den letzten Jahren
wichtige Beitrage zu der Struktur und Funktion ¢BK-B und vor allen Dingen zu ihrer
essenziellen Rolle in vielen Signaltransduktionsevegon Zellen des Immunsystems geleistet
haben. Dadurch wurde eine Vielzahl von Mdglichkeifiér zukiinftige Forschungsthemen im
Bereich der Entwicklung des Immunsystems eroffig&a. konnte die pharmakologische
Modulation der Ins(1,3,4,5)FKonzentration zukinftige therapeutische Ziele én Wedizin,
z.B. bei der Bekampfung T-Zell-abh&ngiger Immunankungen oder der Immundefizienz,

darstellen.
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Abbildung 1.8: Mechanismus der erleichterten PtdIng3,4,5)R-Bindung an PH-
Domanen durch Ins(1,3,35%

Die Abbildung zeigt zwei ModelleA und B) zur Erklarung deerleichterten Ptdins(3,4,5/Bindung an PH-
Domaénen durch Ins(1,3,4,5)iA doppelt positiven T- Lymphozyten.

Im “induced fit*- Modell bindet Ins(1,3,4,5)Rn eine PH-Doméane der Itk und erhéht ihre Bindumadf#itat zu
Ins(1,3,4,5)Rund Ptdins(3,4,5)P Im Falle eines lokalen Ptdins(3,4,5)Pberschusses, ersetzt Ptdins(3,435)P
das Ins(1,3,4,5)Rund bleibt fest mit der PH-Doméane verbundAj. Im kooperativ allosterischen Modell liegt
die PH-Doméne als Dimer oder in einem hdher aggregi Zustand vor. Das Ins(1,3,4,5)fndet an eine der
Untereinheiten und erleichtert liber eine Konforovaanderung die Bindung der anderen Untereinheitién
Ptdins(3,4,5)R(B). (nach [Sauer Lab Research; http://www.scrippgiptn/sauer/lab_login.html])

1.3 Intrazelluléare Zielsteuerungsmechanismen

Fiur die Funktion und Wirkung von Proteinen spietthh allein die enzymatische Aktivitat,
sondern insbesondere auch die intrazellulare Lsddin eine wesentliche RollEine grol3e
Anzahl von Proteinen innerhalb einer eukaryotiscBele sind Zielsteuerungsmechanismen
unterworfen, die von ihrer Funktion abhangig sinadd udie wiederum die Funktionen
beeinflussen konnen. Dadurch wird ermdglicht, daésse Funktionen spezifisch in
bestimmten Zellkompartimenten wirken. Von ganz beeoer Bedeutung ist dies bei
Signaltransduktionsproteinen, d.h. Proteinen, dekauptfunktion die zellulare bzw.
intrazellulare Informationstbertragung ist. Dabanik Uber die dynamischatrazellulare
Lokalisation eines Enzyms seine Funktadrgeleitet werden.

Die meisten Proteine entstehen an den Ribosomenrytosol, nur wenige werden an den
Ribosomen der Mitochondrien gebildet. Abhangig davamb Sekretionsproteine,
Membranrezeptoren oder lysosomale Enzyme entsteliehdie Lokalisation dieser Proteine
durch Sortiermerkmale koordiniert, die fir den Wadiansport in bestimmte zellulare

Kompartimente sorgen.
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Dabei hat eine grof3e Anzahl von Proteinen kein ispjeg Sortiermerkmal und verbleibt
deshalb frei oder komplexiert mit anderen ProteimarZytosol. Liegt der Bestimmungsort
des Proteins innerhalb der Zelle, so verbleiben isieZytoplasma oder werden durch
Signalmerkmale in die Mitochondrien, Peroxisomereroth den Zellkern transportiert.
Sekretorische Proteine hingegen werden Uber dasptasgimatische Retikulum (ER), den
Golgi-Apparat und sekretorische Partikel aus ddteZausgeschleust. Fehlerhafte Proteine
werden in Lysosomen entsorgt. Fur die Verteilungtisgtisierter Proteine auf intrazelluléare
Organellen sind spezifische Erkennungsmerkmale erdvg. Man unterscheidet dabei zwei
Arten solcher Erkennungsmerkmale: Signalpeptide Sigtialdomanen. Ein Signalpeptid im
klassischen Sinne ist ein spezifischer Sequenzalischbestehend aus kurzen
Aminosauresequenzen am N-Terminus eines Proteirese[Signalsequenzen lenken ein
Protein zu seinem Bestimmungsort (z.B. in das Lumies ER) und werden wéhrend des
Transports oder unmittelbar danach entfernt [LofldPetrides, 7. Auflage, Kapitel 9].
Signaldoméanen hingegen sind Oberflachenstruktuneche durch die Tertidrstruktur des
Proteins ausgebildet werden und fir das entspreeh&mrotein charakteristisch sind. Sie
bleiben im fertigen Protein erhalten und dienen demanslokation in bestimmte
Zellkompartimente. Signaldomanen, die den ImparégiProteins in den Zellkern mediieren,
werden Kernlokalisationssignalauglear localization signals, NLS) genannt. Aber auch die
Zielsteuerung zu intrazellularen Strukturen, wiB.zden Filamentstrukturen F-Aktin, wird
Uber Signaldoménen gesteuert, die Aktinbindungsaem$ABD) genannt werden [Loffler &
Petrides, 7. Auflage, Kapitel 3 und 8].

1.3.1 Die Zielsteuerung an das Aktinfilament

Aktin ist ein Strukturprotein, das in allen eukargohen Zellen vorkommt. Es bildet mit den
Mikrotubuli und den intermediaren Filamenten daso&kelett einer eukaryotischen Zelle und
ist eines der funf h&aufigsten Proteine in Eukamyotkiegt Aktin als einzelnes Molekul
(Monomer) vor, wird es als G-Aktin (globulares AKtibezeichnet und ist ca. 42 kDa grol3.
G-Aktin bindet das Nukleotid ATP (Adenosintriphogph und kann mit weiteren
Aktinmolekilen polymerisieren, wobei ATP unter Hglyse eines Phosphatrests zu ADP
(Adenosindiphosphat) umgesetzt wird. Die entstebdfette von Aktinmonomeren bildet so
die filamentése Form der Aktinfilamente, die F-Akgenannt wird [Stryer, 1999]. In dem
Modell von Hanson und Lowy [Hanson & Lowy, 1965ank das F-Aktin entweder als eine
einfache linksgewundene Helix aus polymerisierterAKBn-Monomeren, oder als eine

rechtsgewundene Doppelhelix, angesehen werden.
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Mittlerweile sind Uber 160 Aktin bindende ProteiffeBPs) identifiziert worden, wobei nur
wenige Aktinbindungsdomanen (ABDs) beschrieben emikbnnten. Die meisten der Aktin
bindenden Proteine sind fir die Bildung, Vernetzadgr Bindelung und Abbau von F-Aktin
zustandig und werden nach ihrer Funktion in sieBauppen unterteilt [Dos Remediesal.,
2003] (siehe Abbildung 1.9).

Kurze Filamente

mit Kappe
Capping :3/& Quervernetzung ( -
Monomer- ¢ B % o oV A Ky
. spaltun : / ¢ \ | 4
- .;.. 2 P_EJ KL / spaltung\ \‘:{joder \:f
w UF 8w mit Capping ﬁ. b d
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Monomere, Monomere\\ Larkss / . M
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N Y .
depolymeri- e Netzwerk  Bindel
P il

sierende Ry
Proteine Anl Spaltung
RS ”ohne Capping
" «f; ﬂ, Kurze Filamente
' ¥ ohne Kappe

Abbildung 1.9: Die sieben Gruppen von F-Aktin bindeden Proteinen und ihrer
Funktionen

Die Abbildung zeigt Darstellungen direkter Inteiakien von Aktin-bindenden Proteinen mit F-Aktin.
Filamentendbindende Proteine (capping protein®),dit Enden von F-Aktin binden und den Austausch vo
Monomeren verhindern 1J. Quervernetzungsproteine (branched nucleationje dnindestens zwei
Aktinbindungsdoménen besitzen und so die Bildungn Wlamentbindeln, verzweigten Filamenten und
dreidimensionalen Netzwerken unterstutzé&) Stabilisierungsproteine (bundling proteins), die F-Aktin
binden und so die Depolymerisierung verhindern atierPolymerisierung férder8X. Monomerbindeproteine
(monomer sequestering proteins), die G-Aktin stsibilen und ,abkapseln* und so seine Polymerisigrun
verhindern 4). Filament depolymerisierende Proteine (depolyrigi proteins), die die Umwandlung von F- zu
G-Aktin induzieren $).Filament auflésende Proteine (severing proteids), die Durchschnittslange der F-
Aktinfilamente verkirzen, indem sie sie in zweil€achneideng). Motorproteine, die F-Aktin als ,Gleise" zur
Fortbewegung nutzerr). (nach [Brehm, 2006])
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1.3.2 Zielsteuerungsmechanismen fur den Transporton Makromolekilen zwischen
Zellkern und Zytoplasma
Charakteristisch fur eukaryotische Zellen ist irsslmelere ihre Kompartimentierung, d.h. das
Schaffen von abgeschlossenen Reaktionsraumen dicchembranen. Dabei bildet die
Doppelmembran der Kernhille ein Kontinuum mit dend&plasmatischen Retikulum (ER)
und wird von Kernporenkomplexemuclear pore complex, NPC) durchdrungen, die einen
regulierten Austausch von Makromolekilen erlaubéder koordinierte Ablauf des
nukleozytoplasmatischen Transports erméglicht detwendigen, gezielten Austausch von
Makromolekilen zwischen Zellkern und Zytoplasma,ewi.B. den Kernimport aller
nuklearen Proteine, wie Histone und Transkriptiak&iren nach ihrer Bildung an im
Zytoplasma lokalisierten Ribosomen [Gorlich & Kutaf999] oder den Kernexport
verschiedener, im Kern gebildeter RNA-Typen (TramsRNA, ribosomale RNA, Boten-
RNA) zu ihrem Wirkort im Zytoplasma. Ein speziagiges Organell erhdht die genetische
Stabilitat und ermdglicht wichtige zellulare Scldékeaktionen, wie z.B. den kontrollierten
Zugang von Transkriptionsregulatoren zum Chromatin.
Diese evolutionaren Vorteile erforderten nicht zzxtleeine hohe energetische Aktivitat, was
sich an der Beteiligung von mehr als 100 verscmedeProteinen zeigt [Gorlich & Kutay,
1999]. Erst dieser komplexe nukleozytoplasmatisdiiechanismus ermoglichte die
Entwicklung héher organisierter multizellularer lest®esen.

1.3.2.1 Nuklearer Import

In den meisten Fallen kbnnen Transportrezeptorsrzddransportierende Protein nicht direkt
binden, sondern bendtigen dafir Adaptermolekikdén Transport vermitteln.

Der am besten charakterisierte Mechanismus furnddearen Import von Proteinen ist der
klassische Kernlokalisationssignal (NLS) abhandigeg (siehe Abbildung 1.10) [Gorlich &
Kutay, 1999], bei dem die Involvierung von Adaptateinen eine entscheidende Rolle
spielt. Das zu transportierende Protein ist durch Kernlokalisationssignal (NLS)
gekennzeichnet, das ein bestimmtes Motiv in derr@sdurensequenz des Proteins darstellt.
Die meisten dieser Signale stellen kurze Bereicheldr Primarstruktur dar, die reich an
basischen Aminosauren (Lysine, Arginine) sind. Manterscheidet zwischen einem
monopartiten und einem bipartiten NLS [Fonegesl., 2000]. Das kanonische monopartite
NLS zeichnet sich durch ein einzelnes basischest€laus, hingegen tragen bipartite NLS
zwei solcher Cluster, welche durch eine Verbindsegsenz aus beliebigen Aminosauren

getrennt sind.
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Die genaue Definition einer Konsensussequenz di&senlokalisationssignale war seit
Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung. Daspadite NLS konnte durch Deletions-
und Mutationsanalysen nur in einem engen Rahmenieefwerden. Offen blieb die Frage,
was tatsachlich fur den Kernimport fur eine Vielzabn Proteinen bendtigt wird. Chelsky

al. haben synthetische Peptide aus einer Vielzahl 8pezies, die ein putatives NLS
nachahmen, mit CSA (chicken serum albumin) konpjadi@helskyet al., 1989]. Es stellte
sich heraus, dass das basische Cluster alleinfiickinen Kerntransport ausreichend ist. Der
Prototyp eines monopartiten NLS ist eine vier Ansiéioren umfassende Sequenz und wird
wie folgt definiert: K-[RK]-X-[RK] [Chelskyet al., 1989]. Dabei steht X vorzugsweise flur
ein Lysin, Arginin, Prolin, Valin oder Alanin. Inaachen wurden sowohl fiir das monopatrtite
als auch fur das bipartite NLS-Konsensussequenztelle

Nach der Proteinbiosynthese eines NLS-tragendernteiRso an den Ribosomen im
Zytoplasma, kann dieses nicht passiv (bei einer B&révon >30kD) durch den
Kernporenkomplex diffundieren [Colet al., 1998]. Das NLS wird nun durch das
Adaptorprotein Importin: erkannt und gebunden [Gorlich & Kutay, 1999]. Dai$ dem zu
transportierenden Protein beladene Impouatiist in der Lage, das fur den Kontakt mit dem
Kernporenkomplexnuclear pore complex, NPC) verantwortliche Importifi-zu binden. Als
ternarer NLS-Protein/Importin/-B-Komplex wird nun die aktive Translokation vom
Zytoplasma in den Zellkern vermittelt. Dabei gehsdmporting eine Interaktion mit dem
Kernporenkomplex (NPC) ein. Im Zellkern liegt eihehe Konzentration der mit GTP-
beladenen Form des Ran-Proteins (RanGTP) vor. RRn@det direkt an Importifi-und
bewirkt eine sterische Umorientierung, die es Imipel unmdglich macht weiterhin an
Importin-a zu binden. Der zurtickbleibende Komplex aus Impartund NLS-Protein ist auf
Dauer nicht stabil und zerfallt, womit die Transdtibn beendet wird. Das NLS-tragende
Protein wird im Zellkern freigesetzt und kann diegei entsprechender Grol3e (>30kD) auch
nicht mehr durch passive Diffusion verlassen. Rir Ricktransport der beteiligten Importine
in das Zytoplasma stehen zwei Export-Mechanismen Yarfligung: Der Importin-
B/RanGTP-Komplex wird direkt durch den Kernporenktewmpns Zytoplasma transportiert,
wobei das RanGTP-gebundene Impoftim diesem Mechanismus die Exportin-Funktion fur
seinen eigenen Transport ausubt. Im Zytoplasmadberi sich zwei Ran-spezifische Proteine
mit GAP-Aktivitat: das Ran-bindende-Protein 1 (R&1B und das Ran-GTPase-aktivierende-
Protein (RanGAP). Die beiden Proteine erh6hen di@&3e-Aktivitat von Ran um mehrere
GroRRenordnungen, sodass das durch Hydrolyse vondebiRdete RanGDP nicht langer in

der Lage ist Importir zu binden.
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Es wird nun im Zytoplasma freigesetzt und stehtwaitere Transportzyklen zur Verfligung.
Der zweite Exportmechanismus stellt der nuklear@dixdes Adaptorproteins Importin-
o durch das spezifische Exportin CA&l(ular apoptosis susceptibility protein) dar. Nach
Bildung des ternareren Komplexes aus ImpomtincAS und RanGTP im Kern, wird der
Export durch das Exportin CAS Uber den Kernporeniemins Zytoplasma vermittelt. Dort
bewirken die schon beschriebenen Ran-spezifischesteiRe mit GAP-Aktivitat die
Hydrolyse von GTP zu GDP und den Zerfall des Koxgdein seine drei Bestandteile. Auch
das freigesetzte Adaptorprotein Importinsteht nun flr neue Transportvorgange zur

Verfliigung.

. Zytoplasma Zellkern
(niedrige [RanGTP]) (hohe [RanGTP])
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Abbildung 1.10: Nuklearer Import von Proteinen mit Kernlokalisationssignal (NLS)

Das im Zytoplasma synthetisierte Protein tragt Kernlokalisationssignal (NLS) (gelb). Dieses wirdnv
Adaptorprotein Importira (rot, a) erkannt und gebunden. Ein terndrer Komplex au$-Rkotein, Importin-

o und Importing (weil3, B) wird Gber den Kernporenkomplex (NPC) in den Zaltktransportiert. Im Zellkern
wird durch RanGTP (schwarz) der Zerfall des temak®mmplexes und die Freisetzung des NLSProteins
bewirkt. (modifiziert nach [Gérlich & Kutay, 1999])
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1.3.2.2 Nukleozytoplasmatisches Shuttling

Die raumliche Trennung abgeschlossener Reaktiom&awelche die mMRNA-Synthese im

Kern und die Proteinbiosynthese im Zytoplasma elitlity setzen streng regulierte

Transportmechanismen voraus. Die Entdeckung einesi &Kernimport-Mechanismus

gegenuberstehenden Kernexports hat die Sichtweiséidirektionalen Transports tber die
Kernhlle, erweitert. Mittlerweile sind eine Vieldaron Proteinen bekannt, die kontinuierlich
zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und herpemd@ama-Carvalho & Carmo-Fonseca,
2001]. Diese Shuttleproteine (Pendelproteine) dtiarsieren sich durch das Vorhandensein
sowohl eines Kernlokalisationssignals (NLS) alshaeimes Kernexportsignal (NES) und sind
Schlusselfaktoren in der Informationsibertragungselen Zytoplasma und Zellkern. Nicht
wenige nukleozytoplasmatische Shuttleproteine femegi  u.a. als Transkriptionsfaktoren,
Zellzyklusregulatoren, Transportrezeptoren und ptdan, Steroidhormonrezeptoren und
RNA-Bindeproteine. Insbesondere bei der Regulatiber Genexpression spielt das
nukleozytoplasmatische Shuttling von Proteinen ewehtige Rolle. Dabei hat sich

herausgestellt, dass diese regulatorischen Fakt@ieaem steten Transport zwischen
Zytoplasma und Zellkern unterliegen, wobei jedoch Abhangigkeit von der Balance

zwischen Import- und Exportaktivitat, ein vorhetrender Aufenthalt im Kern oder im

Zytoplasma beobachtet wird. Durch diesen Mecharssohes steten Transports wird eine
deutlich dichtere Regulation der Proteinaktivité¢elaubt.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Forschungsarbeiten in den letzten Jahren habenggjedass die humane Inositol-1,4,5-
trisphosphat 3-Kinase Isoform B (HsIP3K-B) eine htige Rolle in der intrazellularen
Signaltransduktion von Saugetierzellen spielt. Daseihre enzymatische Umsetzung des
zytoplasmatischen sekundaren Botenstoffs Ins(B4,8) Ins(1,3,4,5)P u.a. essenziell fur
die Entwicklung des Immunsystems. Die Proliferatiord Differenzierung von T- und B-
Lymphozyten, sowie das Signaling in neutrophilerar@itozyten, sind abhangig von der
Ins(1,3,4,5)RKonzentration, und damit vom Vorhandensein derKHB3 [Poillon et al.,
2003; Wenet al., 2004; Milleret al., 2007; Maréchadt al., 2007; Huanget al., 2007; Jieet
al., 2007; Irvine, 2007]. Unmittelbar verbunden mirdFunktion ist die intrazelluléare
Lokalisation der HsIP3K-B. Das Enzym weist Lokalisaen im Zytoplasma, am
Endoplasmatischen Retikulum (ER), am F-Aktin unddan Plasmamembran, auf [Brelan
al., 2004, Dewastet al., 2003, Sorian@t al., 1997]. Durch die Arbeiten von Maria Brehm
konnte aul3erdem gezeigt werden, dass sich ein dde@idationssignal (NLS) innerhalb der
Aktinbindungsdoméne (ABD) der HsIP3K-B befindet §dm, 2006]. Zuséatzlich wurde ein
Kernexportsignal (NES) innerhalb der ABD identiédi [Ernst, 2007]. Somit stellt die ABD

der HsIP3K-B eine multifunktionale Doméne flir dierazellulare Zielsteuerung dar.

Ziel dieser Arbeit war eine experimentelle ldeatgrung, eine genaue Charakterisierung
sowie eine Klassifizierung des von Maria Brehm gefenen Kernlokalisationssignals (NLS)
in der Aktinbindungsdoméane (ABD) der HsIP3K-B. Aufkam sollte eine quantitative

Methode entwickelt werden, um die Starke der F#itidung von EGFP-Fusionsproteinen
der HsIP3K-B in der H1299- und HeLa-Zelllinie besthen zu konnen. Ein weiteres Ziel war
die Untersuchung der intrazellularen Lokalisatioonv,Pseudo-Phosphorylierungs-“ und
.Pseudo-Dephosphorylierungsmutanten* der HsIP3KaB damit einhergehend die Klarung
der Zielsteuerungsregulation dieses Enzyms UbeteiRkinasen. Zusatzlich sollte Uber
Lokalisations-Bestimmungen der endogenen HsIP3K4B Ratten-Thymozyten, die

Aussagekraft der intrazellularen Lokalisationsstudvon EGFP-Fusionsproteinen tberprift
werden. Insgesamt sollten die intrazellularen Liskionsstudien zum Verstandnis der

Zusammenhange von Lokalisation, Funktion und Reigmaler HsIP3K-B beitragen.
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2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Stamm zur Klonierung und Vermehrung von Plasmiden:

Escherichia coli XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE4#Atelac [F'proAB
laclyZDM15 Tn10 (Tet)]; (Bullock 1987); Stratagene (Amsterdam, Niededa)

2.1.2 Zelllinien

2.1.2.1 NCI-H1299-Zellen (Homo sapiens)

NCI-H1299 Zellen (ATCC No. CRL-5803) sind humaneitlegliale, nicht kleinzellige
Lungenkarzinomzellen. Die unbegrenzte Teilungsfiégdiigdieser Zellen ist auf das Fehlen
des Tumorsuppressorproteins p53 zurlckzufihrendak p53 Gen homozygot partiell

deletiert ist.

2.1.2.2HelLa- Zellen (Homo sapiens)

Hela Zellen (DSMZ No. ACC 57) sind humane epitHeli€ervixkarzinomzellen. Sie sind

menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms b@mutterhalskrebs) und die ersten
menschlichen Zellen, aus denen eine permanentingebtabliert wurden. Die Zellen waren
sowohl durch ein virales Protein, welches den pb@ndrsuppressor inaktiviert, als auch
durch eine Mutation in der HLA (Humanes Leukozytdntigen) Supergenfamilie auf

Chromosom 6, zu Tumorzellen entartet. Die Bezeinfgnieitet sich vom Namen der

Spenderin, FrablenriettaLacks, ab.

2.1.3 Enzyme

Die verwendeten_ Restriktionsendonukleasenrden utberwiegend von MBI Fermentas

(Heidelberg) erworben.

Hind 1l Fermentas (Heidelberg)
Sac ll New England Biolabs (Schwalbach)
Xho | Fermentas (Heidelberg)
Nhe | Fermentas (Heidelberg)

Dpn | Fermentas (Heidelberg)
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DNA-Polymerasen:

Pfu Turbo® DNA Polymerase Stratagene (La JQBA)
Ultra Pfu Polymerase Stratagene (La Jolla, USA
Ligase:

T4-DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe)

Phosphatase:
CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) FertasrfHeidelberg)

2.1.4 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgendemerziellen Herstellern erworben:
Aldrich (Steinheim)

Biomol (Hamburg)

Fluka (Buchs, Schweiz)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

2.1.5 DNA-Molekulargewichtsstandard
1 kb DNA Leiter GeneRuléM 1kb DNA Ladder
(MBI Fermentas, teberg)

2.1.6 Puffer und Lésungen

Die verwendeten Puffer, Losungen und ihrer Zusansetznng sind nachfolgend

aufgefuhrt.
1 x PBS 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
6,46 mM MO, * 2H,0
1,47 mM KIPO,

pH 7,4 mit NaOH einstellen
und autoklavieren
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RF |

RF I

1 x TAE

6 x DNA - Probenpuffer

3 % Paraformaldehyd

4’,6-Diamidin-2-phenylindol-
dihydrochlorid (DAPI)

Kanamycin-Stocklosung

Ampicillin-Stocklésung

Leptomycin B-Stocklésung

100 mM
50 mM
30 mM
10 mM
15 % (w/v)

10 mM
10 mM
75 mM
15 % (v/v)

40 mM
1mM

BD(vIV)
0,15 % (w/v)
0,15 % (w/v)

39

2 mg/ml

5¢/mi

108g/ml

ng/ml

RbCI

MnGI* 4H,0

K-Acetat

Cagt 2H,0

Glycerin

pH 5,8 mit Essigre
einstellen, nach
Sterilfiltration bei 4 °C
lagern

MOPS

RbCI

Ca@f* 2H,0

Glycerin

pH 6,8 mit Essigsiu

einstellencha
Sterilfiltration bei 4 °C
lagern

Tris-Acetat
ERT
pH 8,0

Glycerin inJ@
Brongtolblau
Xylgranol

Paraformaldehyd in
100 ml auf 60 °C
erwarmtes PBS

pH 7,2

in ddB gelost

Kanamycin in de@
l6sen
Steril filtrieren,
bei — 20 °C lagern

Ampicillin in ddy©
l6sen
Steril filtrieren,
bei — 20 °C lagern

in 70 % Methanol
geldst, bei — 80 °C
lagern
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2.1.7 Medien

LB-Medium 10 g/l

10 g/l
5 g/l

Agar-Platten 10 g/l

10 g/l
54l
15 g/l

2.1.8 Kits

Big Dye Terminator Sequencing Kit
Tag-Polymerase Half-Term-Puffer
DyeExTM 2.0 Spin Kit
NucleoSpin® Extract Il
NucleoSpin® Plasmid Kit
EndoFree Plasmid Maxi Kit
MetafecteneTM

dNTP Set PCR Grade

2.1.9 Plasmide

pEGFP-N1

pEGFP-C1

Im Arbeitskreis hergestellt:
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
pHsIP3K-B/EGFP 4ABD)
pABD(HsIP3K-B)/EGFP
PEGFP/HsIP3K-A (Wildtyp)
pEGFP/HsIP3K-A AABD)
pEGFP/ABD (HsIP3K-A)
pEGFP/HsIPMK (Wildtyp)
PEGFP/NLS (HsIPMK)

Bacto-Trgpt
NacCl
Hefeextrakt
pH 7,2 mit NaOH
ingellen,
autoklavieren

Bacto-ptygn
NacCl
Hefeextrakt
Agar
pH 7,2 mit NaOH
einstellen,
autoklavieren

Applied Biosrsis (Weiterstadt)

Genpak/Genetix (New Milton, UK)
Qiagen (Hilden)

Macherey Nagel (Duren)
Macherey Nagel (Duren)

Qiagen (Hilden)

Biontex (Munchen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Clontech (Palo Alto, CA, USA)
Clontech (Palo Alto, CA, USA)

(Brehnet al., 2004)
(Brehehal., 2004)
(Brehmet al., 2004)
(Dr. Nalaskowski)
(Dr. Nalaskski)
(Dr. Nalaskowski)
(Dr. Nalaskowski)
(Dr. Nalaskowski)
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2.1.10 Vektor zur eukaryotischen Expression von EGP-Fusionsproteinen

der HsIP3K-B
Die Lokalisationsstudien wurden mit der Technik &&roreszenzmikroskopie durchgefuhrt.
Fur die Detektion des Enzyms wurde zunéchst eintdrdkergestellt, der die eukaryotische
Expression eines Fusionsproteins der HsIP3K-B it driin fluoreszierenden Protein (GFP)
ermdglicht. Fur die folgenden Arbeiten wurde einsibasprotein mit EGFP-Tag am C-
Terminus benutzt [Brehrme al., 2004] (Abb. 2.1.).

NH3+ EGFP

HsIP3K-B <

COO-

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines EGFPusionsproteins

Dargestellt ist das Konstrukt H3KPB/EGFP (Wildtyp) als EGFP-Fusionsprotein. Der
GFP-Tag (grun) ist an seinem Nrfiaus mit dem Enzym (weil}) fusioniert.

NH" : N-terminales Ende; COOC-terminales Ende

2.1.11 Medien fur die eukaryotische Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagles Medium GIBBRL (Eggenstein)

OptiMEM GIBCO BRL (Eggenstein)

0,5 % Trypsin/EDTA GIBCO BRL (Eggenstein)
Leptomycin B (20 nM) A.G. Scientific (San Diego, CA, USA)

2.1.12 Antibiotika

Kanamycin Fluka (Sigma Aldrich, Schweiz)
Ampicillin Boehringer (Mannheim)
Penicillin-Streptomycin GIBCO BRL (Eggenstein)

2.1.13 Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden bei MWG (Ebersberg) b#st

2.1.13.1 NLS-Mutanten der HsIP3K-B

NLS- Tripelmutante der HsIP3K-B (pHsIP3K-B/EGFP (Q***QQLR))

MN406 5- GGG CCG GAG GAG GCC CAG CAG CAG CTG CGG ATC TTGAG -3’
MN407 5- CTG CAA GAT CCG CAG CTG CTG CTG GGC CTC CTC C@GEC -3
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NLS-Einzelmutante der HsIP3K-B (pHsIP3K-B/EGFP (Q***RKLR))
YLO11  5- GGG CCG GAG GAG GCC CAG AGG AAG CTG CGG-3'
YLO12 5-TCCG CAG CTT CCT CTG GGC CTC CTC CGGCE3’

NLS-Einzelmutante der HsIP3K-B (pHsIP3K-B/EGFP (K**%QKLR))
YLO13  5'- CCG GAG GAG GCC AAG CAG AAG CTG CGG ATCT -3’
YLO14  5- AA GAT CCG CAG CTT CTG CTT GGC CTC CTQ3G -3

NLS-Einzelmutante der HsIP3K-B (pHsIP3K-B/EGFP (K***RQLR))
YLO15  5'- GAG GAG GCC AAG AGG CAG CTG CGG ATC TTG -3’
YLO16  5'-G CAA GAT CCG CAG CTG CCT CTT GGC CTC CF3'

NLS-Einzelmutante der HsIP3K-B (pHsIP3K-B/EGFP (K?*RKLQ))
YLO17  5'- GCC AAG AGG AAG CTG CAG ATC TTG CAG CGGAG -3’
YLO18  5-CTC GCG CTG CAA GAT CTG CAG CTT CCT CTGGC -3’

NLS-Fusionspeptid der HsIP3K-B (pNLS(HsIP3K-B)/EGFP
YLO19 5-TCG AGA TGG AGG CCA AGA GGA AGC TGC GGA TCT TGCGC -3
YLO20 5-GGC AAG ATC CGC AGC TTCCTC TTG GCC TCC ATC -3’

Phosphorylierte Oligonukleotide-pNLS(HsIP3K-B)/EGFP

YLO19a 5'-TCG AGA TGG AGG CCA AGA GGA AGC TGC GGA TCT TGCGC -3
(mit 5’-Phosphatgruppe)

YL0O20a 5'- GGC AAG ATC CGC AGC TTCCTC TTG GCC TCC ATC -3’
(mit 5’-Phosphatgruppe)

2.1.13.2 FEA-Motiv-Mutanten der HsIP3K-B

FEA 1 (pHsIP3K-B/EGFP (P*‘QAQP))

MN408 5-ATG TTT GAG GCG CAC CCC CAG GCA CAG CCC TCC GGOT CAA
GCG -3’

MN409 5-CGC TTG AAT GGC GGA GGG CTG TGC CTG GGG GTG CG&TC AAA
CAT -3’
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FEA 2 (pHsIP3K-B/EGFP (Q™°AA))
YL029 5- CAG AAA GTG GGC ATG CAG GCG GCG CAC ATC CAG GCA’
YLO30 5-TGC CTG GAT GTG CGC CGC CTG CAT GCC CAC TTT CF&

2.1.13.3 Pseudo-Phosphorylierungsmutanten der HsIR3B
Pseudo-Phosphorylierungsmutante S99E

MN390a 5- GGC AGT AGC GTG AGC GAA CCA AGT TGG GCT GGT -3
MN39la 5- ACC AGC CCAACT TGG TTC GCT CAC GCT ACT GCC -3’

Pseudo-Phosphorylierungsmutante S101E
MN392a 5’- AGC GTG AGC AGC CCA GAG TGG GCT GGT CGC CTG -3
MN393a 5’- CAG GCG ACC AGC CCACTC TGG GCT GCT CAC GCT -3

Pseudo-Phosphorylierungsmutante S120E
MN394a 5’- GCA GCC GGT ACC CTC GAG CCG CCA GGG CCG GAG -3
MN395a 5’- CTC CGG CCC TGG CGG CTC GAG GGT ACC GGC TGC -3

Pseudo-Phosphorylierungsmutante S159E
MN396a 5’- ATC CAG GCA CAG AGC GAG GCC ATT CAAGCG ccC -3
MN397a 5- GGG CGC TTG AAT GGC CTC GCT CTG TGC CTG GAT -3’

Pseudo-Phosphorylierungsmutante S166E
MN398a 5’- ATT CAA GCG CCC CGC GAACCG CGT TTG GGC AGG -3’
MN399a 5’- CCT GCC CAAACG CGG TTC GCG GGG CGC TTG AAT -3

Pseudo-Phosphorylierungsmutante S174E
YL021 5-TTG GGC AGG GCT CGC GAA CCC TCCCCG TGC CCC -3
YL022 5-GGG GCA CGG GGA GGG TTC GCG AGC CCT GCC CAA -3

Pseudo-Phosphorylierungsmutante S176E
YL025 5-AGG GCT CGC TCG CCC GAG CCG TGC CCC TTC CGC -3’
YL026 5- GCG GAA GGG GCA CGG CTC GGG CGA GCG AGC CCT -3
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2.1.13.4 Pseudo-Dephosphorylierungsmutanten der H3BK-B
Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S99A

YLOO1 5-GGC AGT AGC GTG AGC GCC CCA AGT TGG GCT GG -3
YL002 5-CC AGC CCAACT TGG GGC GCT CAC GCT ACT GCC -3

Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S101A
YLO03 5-AGC GTG AGC AGC CCAGCT TGG GCT GGT CGC CT -3’
YLO04 5-AG GCG ACC AGC CCAAGC TGG GCT GCT CAC GCT -3

Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S120A
YLOO5 5-GCAGCC GGTACCCTCGCCCCGCCAGGGCCGG-3
YLO06 5-C CGG CCC TGG CGG GGC GAG GGT ACC GGC TGC -3

Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S159A
YLOO7 5- ATC CAG GCA CAG AGC GCC GCCATTCAAGCGC-3
YLO08 5-GCGC TTG AAT GGC GGC GCT CTG TGC CTG GAT -3

Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S166A
YLO09 5-ATT CAAGCG CCCCGCGCCCCGCGTTTG GGC AG -3
YL0O10 5-CT GCC CAA ACG CGG GGC GCG GGG CGC TTG AAT -3

Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S174A
YL023 5-TTG GGC AGG GCT CGC GCG CCC TCCCCGTGC C -3
YL024 5-G GCA CGG GGA GGG CGC GCG AGC CCT GCC CAA-3

Pseudo-Dephosphorylierungsmutante S176A
YL027 5-AGG GCTCGCTCGCCCGCCcecGTGC CCcCcTTCC -3
YL028 5'-G GAA GGG GCA CGG GGC GGG CGA GCG AGC CCT -3

2.1.14 Sequenzieroligonukleotide fur HsIP3K-B/EGFP

MBO0O01 (bp462, vorwarts) 5- CCA GGC ACA GAG CTC CGC CA -3

MBO009 (bp1l, vorwarts) 5'- tca agc ttC GAT GGC TGT GTACTG CTATGC G -3
MNOOQ7 (EGFP, vorwarts) 5- CGT CGC CGT CCA GCT CGACCAG -3

MNOO8 (EGFP, ruckwarts) 5- CAT GGT CCT GCT GGA GTT CGT G -3

UB231 (bpl) 5'- GAG GTC TCG AAT GGC TGT GTACTG CTATGC -3
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2.1.15 Gerate

Analysenwaag®@®P 221S

Autoklav 5075 ELV

Brutschrank fiir Bakterienkultur

Duran Glasgerate

Feinwaage PM 48Delta range
Fluorezenzmikroskop Axiovert 25 CFL
Elektrophoresenkammer
HeizblockThermomixer 5436

Heizblock Thermomixer comfort

Inkubator mit CO2-Begasung fur Zellkultur
Kamera DX30

Magnetriihrer MR 3001K

Mischer VF2

PCR-MaschinenMastercycler Gradient/Personal

Netzanschlussger&ene Power Supply GPS 200/400

Durchlichtmikroskop CK2

pH-Meter pH526
pH-ElektroderSenTix mic und Sentix 41
PhotometeBioPhotometer

Pipette, ModeReference, 1 - 10yl
Pipette, ModeReference, 10 - 100ul
Pipette, ModeReference, 50 - 250ul
Pipette, ModeReference, 250 - 100Qul
Pipettierhilfeaccu-jet
Schuttelinkubator Serie 25

Sterile WerkbanlkaminAir HB 2448K

Sterile WerkbanlHerasafe
TischzentrifugeBiofuge fresco
Videodokumentationssystem, Kamé&farioCam
Wasserbad GFL 1086

Sartorius (Gottingen)
Systec (Wettenberg)
Memmert (Schwabach)
Schott, Brand (Mainz)

Mettler (Giessen)

Zeiss (Gottingen)

MWG-Biotech (Ebersberg)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Hanau)

Kappa (Hanau)

Heidolph (Schwabach)

KIKA-Labortechnik @&tfen)
Eppendorf (Hamburg)
Pharmacia

(StockmplSchweden)

Olympus (Hamburg)

WTW (Weilheim)

WTW (Weilheim)

Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Haung)
Eppendorf (Hamburg
Eppendorf (Hamgur
Eppendorf (Hamburg)

Brand (Wertheim)

New Brunswick,
SciertitCo. Ins. (NJ, USA)
Heraeus (Hanau)
Heraeus (Hanau)
Heraédanau)

Phase (Lubeck)

Wesarg (Hamburg)
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ZentrifugeSorvall RC 5C plus
mit GSA- und SS-34-Rotor

Vakuumzentrifuge
UV-Tisch

2.1.16 Verbrauchsmaterialien
Chamber Slide (4 Kammern)

Gewebekulturflaschen aus Polystyrol (steril), 72cm
Injektionskaniile 0,55/25 mm

KivettenUvette 220 (50 bis 2.00Qul)

Pipetten

Pipettenspitzen

ReaktionsgefalRe aus Polypropylen (0,2, 1,5 unan®,0
Spritzen (steril, 20 und 60 ml)

Sterilfilter Millex 0,22um

Probenréhrchen mit Schraubverschluss aus Polypopyl
Spitzboden (steril, 50 mBlueMax)

Probenréhrchen mit Schraubverschluss aus Polymopyl
Spitzboden (steril, 15 mBlueMax)

Sorvall (Utal§A)
Bachofer (Reutlingen)
Bachofer (Reugim)

Nalgen Nunc
International
Greiner (Frickenhausen)
Braun (Kronberg)
Eppenid@iamburg)
Bewk Dickinson
(NJ,USA)
(Sardjed
Eppendorf (Hamburg)
Braun (Kronberg)
Millipore (Schwalbach)

Grer (Frickenhausen)

Grer (Frickenhausen)

Pasteurpipetten Brand €vtheim)
2.1.17 Software
Kappa ImageBase Kappa Kappa (Gleichen)
Corel PHOTO-PAINT 11 Koch Media,
Deutsaid GmbH
Corel PHOTO-PAINT 9 Koch Media,
Deutsaid GmbH
Photoshop 7.0 Adobe Systems Ipavated
(San Jos8A)

ImageJ
BioEdit
Sigma Stat 3.10

Wayne RasbaNtH|USA)
Tom Hall

Systat Software .Inc
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2.2 Methoden

2.2.1Mikrobiologische Methoden

Alle Lésungen und Medien sowie Reaktionsgefal3esvi@a@en und Pipettenspitzen, werden
vor der Verwendung bei einer Temperatur von 121ufi@ einem Druck von 1,2 bar fur 35
min autoklaviert. Losungen mit hitzelabilen Zus#tagie Antibiotika werden sterilfiltriert.

Arbeitsflachen und Gerate werden durch Bespriheém@nteigem Ethanol desinfiziert.

2.2.1.1 Anzucht und Lagerung vork. coli Kulturen

Um homogene Plasmid-Praparationen gewinnen zu kijnmerden Bakterienkulturen aus
einem einzigen Klon gezichtet. Dazu werden ZelieereFlUssigkultur durch Ausstreichen

auf einer LB-Agar-Platte vereinzelt und umgedrehtden Brutschrank gestellt. Nach einer
Inkubation Gber Nacht bei 37 °C sind aus den enezeBakterien Kolonien herangewachsen,
die fur Mini- bzw. Maxi-Praparationen verwendet dem konnenDie Agar-Platten kdnnen

mit Parafilm versiegelt bis zu 4 Wochen im Kuhlsotik gelagert werden.

2.2.1.2Herstellung transformationskompetenter Zellen

Mit dieser Methode werden die Bakterien fur die alime von Plasmiden ,kompetent*
gemacht. Da die Transformation freier DNA durch #alen unter natirlichen Bedingungen
nicht sehr effizient verlauft, missen die Bakterzemachst fir die Aufnahme von Plasmid-
DNA vorbereitet werden.

3 ml LB-Medium mit 6ul Tetracyclin (50ug/ml) in einem Ubernachtréhrchen wurden mit
einem Klon XL-1-Blueangeimpft und Gber Nacht bei 37 °C unter Schuitétnbiert.

Am nachsten Tag wurde 1 ml aus dem Ubernachtréhreh@00 ml LB-Medium Gberfiihrt
und bis zu einer Ofdovon 0,5 schuttelinkubiert. Anschlie3end werdenZben 15 min auf
Eis gekunhlt. Die Sedimentation erfolgt durch Zdntyation bei 4 °C, 2.000 rpm fur 15 min.
Der Uberstand wird dekantiert und das Pellet mit33&l vorgekiihltem RF-I-Puffer
resuspendiert und wiederum 30 min auf Eis inkubigrischlieRend wird 15 min bei 2.000
rom und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird emndekantiert und die Zellen in 8 ml
vorgekuhltem RF-II-Puffer resuspendiert und 15 @ih Eis inkubiert. Danach werden zlgig
Aliquots von 100ul abgefullt und in flissigem Stickstoff schockge@n. Die Lagerung
erfolgt bei —80°C.
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2.2.1.3 Hitzeschocktransformation vork. coli nach [Hanahan, 1983]

Die Transformation beschreibt den Vorgang des kigens von freier Fremd-DNA in die
Bakterien. Das mutagenisierte Plasmid wird in ddankerungsstamnk. coli XL 1 blue
transformiert. Mithilfe zelleigener Reparatursyseender E. coli werden die bei der
QuikChang&"- Mutagenese entstandenen Nicks geschlossen. Bamiél kann methyliert
und repliziert werden. Hier spielt die ,Hitzescht@ehandlung eine wesentliche Rolle. Sie
sorgt dafir, dass das ,Fluid-Mosaik" der Bakteredlvgand gelockert wird, sodass die DNA
eindringen kann. Zugleich ist sie der kritische 18thn der Transformation, weil die
l6chrigen Zellen extrem empfindlich sind und dasugke Einbringen der Plasmid-DNA der
Gefahr einer Zerstérung der Zellwand mit sich bemgann.

Durch das zusatzliche Einbringen eines KanamycisidRenzgens, welches in den
Expressionsplasmiden pEGFP-C1 und pEGFP-N1 vorlmndst, enthalten die
transformierten Zellen eine Resistenz gegen dasibidtikum Kanamycin. Durch
Ausplattieren des Transformationsansatzes auf LBaKgcin-Platten kommt es zu einer
Selektion der transformiertéh coli.

Ein Aliquot (100ul) chemisch-kompetentét. coli XL1 blue -Zellen wird 15 min auf Eis
aufgetaut. Danach fugt man 1-iD Plasmid-DNA-L6sung hinzu und vermischt sie. Biyf
eine 30-mindtige Inkubation auf Eis. Der Hitzesdheard dann fur 60 sec bei 42 °C im
Heizblock vollzogen und nachfolgend 0,5 min auf iBisubiert. Zu dem Ansatz werden 900
ul vorgewarmtes steriles LB-Medium pipettiert. Dasaghistum der Zellen erfolgt 1 h im
Thermoschttler (350 rpm, 37 °C). AnschlieRend werti0O0-90Qul der Zellen auf einer LB-
Agar-Platte ausgestrichen. Die Platten werden treréund tUber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Praparation von Plasmid-DNA (,Maxi-Praparaton®)

Die Plasmid-Maxipraparation dient dazu, die PlasBiMA aus den Zellen der am Tag zuvor
gepickten Bakterienklone, zu isolieren. Fur diep@ration wird das EndoFree Plasmid Maxi
Kit von QIAGEN verwendet. Es handelt sich hier um Reinigunsprinzip, bei dem die
Plasmid-DNA an das QIAGEN Anionen-Austausch Harbugpelen und somit isoliert wird.
Die Durchfihrung erfolgt gemall den Anweisungen @&esloFree Plasmid Maxi Kit-
Protokolls von QIAGEN.

Fur die Plasmid-Maxipraparation wurden die nach Temsformation auf den Agarplatten
gewachsenen Klone gepickt und in einem mit Kanamy(®O0 pl/ml) angeimpften
Ubernachtréhrchen mit 3 ml LB-Medium (1:1000 Verding) fur acht Stunden im
Schittelinkubator bebritet (37 °C; 220rpm). Das i#iatikum dient der Selektion der
Bakterien. AnschlieRend werden 300 ml LB-Medium 280 ul der Vorkultur angeimpft und
fir 12 bis 16 Stunden bei 37 °C unter Schuttelrulmért. Auch hier wird das LB-Medium
zuvor mit dem entsprechenden Antibiotikum versdbieé Ubernachtkultur wird bei 6000 g,
4°C fur 15 min zentrifugiert und das Pellet in 1DResuspensions-Losung aufgenommen. Zu
dem resuspendierten Pellet werden nun 10 ml LysieePdazugegeben, mehrmals invertiert
und fir maximal 5 min bei Raumtemperatur inkubi&ie Prazipitation wird durch Zugabe
von 10 ml Puffer P3 verbessert. Das Lysat wird im Tube des Filters geschttet und fir
weitere 10 min inkubiert. Danach wird das Lysatatiuden Filter gepresst und in einem 50 ml
Probenrbhrchen gesammelt. 2,5 ml E&dftoxin removal) Puffer werden hinzugefigt,
mehrmals invertiert und fir 30 min auf Eis inkubié&véahrend der Inkubation wird die Saule
zusammen mit dem Filter mit 10 ml des Aquilibriarifers QBT aquilibriert. Nach der
Inkubation wird das filtrierte Lysat vorsichtig adén Filter gegeben, wobei sich die DNA an
die Matrix bindet. Anschliel3end wird der Filter aosmen mit der Saule zweimal mit 30 ml
des Wasch-Puffers QC versetzt. Daraufhin wird 15Etitions-Puffer QN auf die Saule
gegeben und anschlieend mit 10,5 ml Isopropand$600 g, 4 °C fur 30 min prazipitiert.
Das DNA-Pellet wird nun mit 5 ml 70 %igem Ethan@wgschen und bei 15 000 g fur 10
min zentrifugiert. Im Anschluss wird das DNA-Pelfét 30 min bei Raumtemperatur an der

Luft getrocknet und in 2501 ddH,O aufgenommen.
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2.2.2.2 Praparation von Plasmid-DNA (,Mini-Praparation®)

Wie die Plasmid-Maxipraparation, dient die Plasidiithipraparation der Plasmidisierung des
gewtunschten Plasmids, jedoch im Miniaturmal3stale Rlasmid-DNA Extraktionen werden
gemalR den Anweisungen des MACHEREY-NAGEL-Standatdgolls zur Isolierung von
Plasmid-DNA aug.coli mit NucleoSpiff Plasmid, durchgefiihrt. Das Prinzip der Extraktion
besteht in der basischen Lyse der Bakterienzellehainer anschlieBenden Absorption der
DNA auf einer Silica-Matrix. Der optionale fir Werverwendung der DNA in
Sequenzierreaktionen oder enzymatischen Anwendueggriohlene Waschschritt mit dem
AW Puffer (50°C) wird stets durchgefuhrt.

Fur die Plasmid-Minipraparation wurden die nach @mnsformation auf den Agarplatten
gewachsenen Klone gepickt und mit @l Kanamycin (50 pl/ml) angeimpften
Ubernachtrohrchen (3 ml LB-Medium) tber Nacht imh&telinkubator bebritet (37 °C;
220rpm). Auch hier wird durch das Antibiotikum eBelektionsdruck ausgetbt, um zu
gewahrleisten, dass sich ausschlief3lich die Badttariit dem gewlnschten mutierten Plasmid
vermehren. Die Ubernachtkultur wird durch mehrnesig Zentrifugieren in 2 ml
Eppendorfgefal3en bei 11.000 g fir 30 sec pelletigas Pellet wird in 25@l1 Al-Puffer
resuspendiert und mit 250 A2-Puffer lysiert. Die Suspension wird nach mehligem
Invertieren fir maximal 5 min bei Raumtemperatkuiniert. Um den Vorgang der Lyse zu
stoppen wird die Suspension mit 3Q0 A3-Puffer unter mehrmaligem Invertieren
neutralisiert, wobei sich ein flockiger, weil3er tigeschlag bildet. Die Suspension wird nun
fir 10 min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Uberstamird auf die Spin-S&ule, die in einem 2
ml Gefal3 platziert ist, gegeben und bei 11.000rdLfthin zentrifugiert. Der Durchfluss wird
verworfen, da die Matrix die DNA bindet. Anschliel@e erfolgen zwei Wasch-Schritte:
zunachst wird die Matrix mit 500l 50 °C warmen AW-Puffer versetzt und fir 1 min bei
11.000 g zentrifugiert. Im zweiten Waschschrittdnatie Matrix mit 50Qul A4-Puffer versetzt
und ebenfalls fir 1 min bei 11.000 g zentrifugi®@te Matrix wird nochmals fur 2 min bei
11.000 g zentrifugiert, um den restlichen Waschd?ufu entfernen, und wird daraufhin in
ein sauberes 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt. Wefdend wird die DNA von der Matrix
mit 50 ul AE-Puffer (pH 8-8,5) bei 11.000 g eluiert.
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2.2.2.3 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung voIDNA

Bei dieser DNA-Bestimmung wird sowohl die Menge dmlierten DNA geprift, als auch
die Reinheit kontrolliert. Dieser Schritt ist insof wichtig, da fiur die anschlielRende
Sequenzierung eine definierte Menge an moglicliserédNA eingesetzt werden muss.

Es gilt hierbei, dass der Quotient der UV-Absonmptimn der DNA bei einer Wellenlange von
260 nm (Absorptionsmaximum der DNA) und die bei 288 (Absorptionsmaximum der
Proteine), zwischen 1,8 und 2,0 liegen soll. Jeketader Wert davon abweicht, desto
unreiner ist die vorliegende DNA.

95 ul ddHO wird in eine Microklvette pipettiert, um vom Pbwteter den Blank-Wert zu
bestimmen. 5 pl der isolierten Plasmid-DNA werdeazujegeben und erneut gemessen.
Dabei entspricht eine optische Dichte (OD) von Ldieer Wellenlange von 260 nm, einer

Konzentration von 50 pg/ml.

2.2.2.4 Cycle Sequencing

Beim Cycle Sequencing handelt es sich im Grundememen um eine Sequenzanalyse.

Sie liefert die letzte Sicherheit, ob die aufgenamen DNA tatsachlich die gewlnschte
Mutation beinhaltet. Sein Prinzip entspricht der ABNequenzierung durch die
Kettenabbruchmethode nach Sanger [Sargeal., 1977]: Anhand von DNA-Matrizen
werden in einer zyklisch enzymatischen Reaktiowitro durch einen kontrollierten Abbruch
DNA-Fragmente erzeugt. Im Vergleich zur traditideelSequenzierung ist die Methode viel
sparsamer, da nur sehr wenig Template-DNA eingesetzien muss.

Zunachst hybridisiert der Primer am 3’-Ende der izah-DNA. Eine DNA-Polymerase
synthetisiert dann aus den vier Desoxyribonucléopltbsphaten (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), die dem Reaktionsgemisch zugesetzt sindkdemplementaren DNA-Strang. Anders
als bei der PCR werden auch 2’,3’-Didesoxynuclent{ddNTPs) zugesetzt, nach deren
Einbau die Strangsynthese abgebrochen wird, deegie 3’-Hydroxylgruppe besitzen und es
zu keiner weiteren Phosphodiesterbindung kommem.kBer Sequenzierungsansatz enthalt
alle vier dNTPs, sowie ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCd#GTP). Ahnlich der PCR, erfolgt
die Replikation auch hier durch mehrmaliges Durgfda von Denaturierung, Annealing und
Elongation. Jedoch wird bei der Sequenzierung nmuiPemer eingesetzt, so dass entweder
der Matrizen- oder der Komplementarstrang replizierrd. Da zu jedem Zeitpunkt der
Synthese der Zufall entscheidet, ob ein normal®&sTR) oder ein modifiziertes Nucleotid
(ddNTP) eingebaut wird, entstehen DNA-Fragmenternddinge. Sie beginnen jeweils mit

der Primer-Sequenz und enden mit einem bestimndBiTH.
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Durch eine zusatzliche Markierung der ddNTPs miersthiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen,
konnen alle Fragmente in einer automatischen Segeéiklektrophorese aufgetrennt und

durch Anregung mit Laserlicht detektiert werden.

Durchfiihrung:
In einem 0,2ml Eppendorf-Reaktionsgefald wird follgmm Reaktionsansatz

zusammenpipettiert:

SequenzierungsansatzGesamtvolumen 20l
xul Plasmid-DNA (400-500 ng)
1,5ul Sequenzierprimer (10 pmalj

3ul BigDye Reagenz

5ul Half Term Verdinnungspuffer
ad 20ul ddH,O

Der Reaktionsansatz durchlauft im Thermocycl&agercycler personal, Eppendorf)

folgendes Programm:

Sequenzierungsprogramm
10 sec Denaturierung 961C
25X 5sec | Annealing 50°C
—>  4min | Elongation 60°C

Nach Beendigung der Replikation im Thermocyclerdwder Ansatz mit Hilfe deByeEXTM
2.0 Spin Kits gereinigt. Die Sequenzierung der entstandeReagmente erfolgt mittels
elektrophoretischer Trennung und Fluoreszenz inu&ezjerlabor des Instituts fur Pathologie
am UKE.
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2.2.2.5QuikChange™ Mutagenese

Die QuikChange-PCR-Mutagenese ist eine Methode, mit der man umeringem
Zeitaufwand gezielte Punktmutationen, Insertionen Deletionen in Plasmiden erzeugen
kann.

Bei der QuikChange-Mutagenese lasst sich durch Zugabe von zwei Pnipndie beide die
gewulnschte Mutation enthalten, das komplette Plhdntden. Dabei wird als Template ein
supercoiled, doppelstrangiger Vektor mit dem zuienehden Insert eingesetzt. Hierbei sind,
im Unterschied zur normalen PCR, die Primer kompelet@r und die Elongationsrichtung
geht von einer Stelle im Plasmid aus. Von diesell&Stvird nach beiden Seiten der Sequenz
elongiert, bis eine vollstandige Elongation am g#sa Plasmid erfolgt ist (siehe Abbildung
2.2). AulRerdem benétigt man eiReoofreading-Polymerase (z.Bfu-Polymerase), dNTPs,
Pfu Polymerase Puffer und die Template-DNA als Matr&teang.Die Primer fuhren die
Mutation ein, wobei die Template Plasmid-DNA erbalbleibt. Als Produkte entstehen eine
mutierte Plasmid-DNA und eine unmutierte Templdesmid-DNA.

Durchfiihrung:
In zwei 0,2ml Eppendorf-Reaktionsgefalie werdenraosanpipettiert:

Tube 1)

QuikChange-Mutagenese-Ansatz in Tube 1)Gesamtvolumen 2l
2,5ul | Template DNA (10 ng/)

1ul | Mutagenese-Primdt (10 pmol{ul)
1,25ul | dNTPs (5mM)
0,5ul | Turbo-Pfu DNA-Polymerase (2,5 L)

2,5ul | Pfu Polymerase Puffer (10x)
17,3ul | ddHO

Tube 2) wie Tube 1) aber:

Anstatt 1ul Mutagenese-Priméd¥ (forward), 1ul Mutagenese-PrimeR (reverse).
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Die Ansatze werden in den Eppendorf Thermocydas{ercycler personal, Eppendorf)
gestellt und folgendes Programm gestartet:

QCM-Programm:
30 sec | initiale Denaturierung 954C
—— | 30 sec | Denaturierung 95°C
10x 1 min | Annealing 55°C
L, | 8 min | Elongation 68°C

Die Tubes werden vereinigt, @ Turbo-Pfu DNA-Polymerase zupipettiert und weitdi@
Zyklen laufen gelassen.

Nach Ablauf der Reaktion werden die Ansatze fuigeirMinuten zum Abkuhlen auf Eis
gestellt.
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Abb.2.2: Prinzip der QuikChange™ -Mutagenese (QCM)

A: In zwei getrennten Ansatzen lagern sich zwei kemgntére Primer, die die gewiinschte Mutation tragen
an die entsprechenden Sequenzbereicheldesids an.

B: Durch die Aktivitat deiPfu-Polymerase werden die Primer zu einer nicht-méthgin Plasmid DNA, die
die gewilinschte Mutation tragt, verlangert.
C: Nach Vereinigung und Amplifizierung der zwei Ansétaverden mit der RestriktionsendonukleBRgal

die methylierten Ausgangsplasmide und dmmimethylierten Plasmide entfernt. Nur die vollsk@micht-
methylierte Plasmid DNA, die in beiden &gén die gewiinschte Mutation tragt, bleibt erhalten

D: Durch die Transformation wird das Plasmid in korepétE. coli XL1-Blue Zellen eingebracht.

Das eigene Reparatursystemileoli Zellen schliel3t die Nickamethyliert und repliziert das Plasmid, so
dass die mutierte Plasmid DNA durch eineiNfiriparation gewonnen werden kann.
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2.2.2.6Praparativer Dpn I-Restriktionsverdau

Da man zur Weiterverarbeitung ausschlief3lich di¢ierten Plasmide haben will, muss man
die Template Plasmid-DNA entfernen. Die Templat@sRiid-DNA ist, im Gegensatz zu der
neu synthetisierten mutierten Plasmid-DNA, meistemgethyliert, da die meisten
Bakterienstamme daslam-Methylierungssystem besitzen. Datam-Gen kodiert eine
Methyltransferase, die Adenin in der ZielsequenZTGAan Position N6 methyliert [Urigt
al., 2002]. Mit der Zugabe von dem RestriktionsenZypm |, das spezifisch methylierte und
hemimethylierte, jedoch nicht unmethylierte DNA, dnglysiert, ist man in der Lage
ausschlie3lich Template Plasmid-DNA zu entferneiel§équenz: 5-GWATC-3’). Dies ist
wichtig, damit nur die mutierte Plasmid-DNA transfoert wird, und spater nach dem Erfolg

der eingefthrten Mutation untersucht werden kann.

Durchfihrung:
10 ul vom QCM-Ansatz werden als Kontrollen fur die anische Agarose-

Gelelektrophorese abgenommen. Die restlicherud@erden mit dem Restriktionsenzym
Dpn | verdaut.

In einem 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal? werdenmusanpipettiert:

Ansatz fur den Dpn I-Verdau
40ul | PCR-Ansatz
1ul | Dpn 1 (10 UL)

Der Ansatz wird 1 Stunde bei 37°C im Heizblock ibiart.10 ul werden fiir die Agarose-

Gelelektrophorese entnommen.

2.2.2.7Analytische Auftrennung von DNA durch die Agarose-&lelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der analytischeéharakterisierung von DNA-

Fragmenten. Hierbei werden Nukleinsaure-Fragmeniechd Wanderung entlang eines
elektrischen Feldes ihrer GroRe und ihres Gewich@sh aufgetrennt. Die Ursache der
Wanderung liegt in der negativen Ladung der DNAgai®r geladene Phosphatgruppen).
Dadurch wandern sie in der Elektrophorese zum Paisiwobei gilt, dass je kleiner und

leichter die DNA ist, desto schneller und weiterfidie.
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Zur Auftrennung werden 0,8%ige Agarosegele verwends werden 0,4 g Agarose
(SeaKem LE Agarose, BMA Rockland, ME USA) mit 50 & TAE-Puffer ca. 2 min
aufgekocht. Nach Abkihlung auf ca. 60%@rd sie mit Ll Ethidiumbromid-L6sung
(2 mg/ml) versetzt und fir eine halbe Stunde medbelkammer mit Kamm zum Aushéarten
Uberfuhrt.

Durch Anfarben mit Ethidiumbromid (baseninterkadieder Fluoreszenzfarbstoff) konnen
spater die Fragmente im UV-Licht sichtbar gemacldrden. Je nach zurlckgelegter
Laufstrecke, lasst sich durch Vergleich mit einetblDNA Leiter (Langenstandard) auf die
Anzahl der Basenpaare der vorliegenden DNA-Fragenschlielen. Anschlie3end wird die
DNA mit 6x DNA Probenpuffer versetzt und in die €hen des ausgeharteten Agarosegels
pipettiert. Die DNA-Fragmente werden bei einer Sparg von 80 V fir ca. 45 min in der mit
1x TAE-Puffer gefillten Elektrophoresekammer aufgient, anschlieRend auf einem UV-

Transilluminator sichtbar gemacht und mit einemaddokumentationssystem festgehalten.

Probenvorbereitung:
Lane Probe KD | 6x DNA Loading-Buffer
1 10ul vor Dpn | Verdau - il
2 10ul nach Dpn | Verdau - al
3 1ul 1 kb DNA-Ladder Q{2

2.2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion

Die 0,7%ige praparative Agarose-Gelelektrophoresd tei 80 V fur 45 min durchgefthrt.
Dabei wird der TAE-Puffer stets neu angesetzt.

Zur Wiedergewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarekegwurde das ,NucleoSgin
Extract II-Kit* von Macherey-Nagel nach Angaben ddsrstellers eingesetzt. Prinzipiell
werden bei der Gelextraktion die Wasserstoffbribkaungen der Agarose-Polymere durch
Erwarmen und unter dem Einflul3 chaotroper Salzdétsgjevobei die DNA aus der Lésung
verdrangt wird. Dadurch wird die Bindung der DNA dar Silica-Membran in der Saule
ermdglicht. Die Elution der DNA von der Silica-Menaln erfolgt durch den leicht alkalischen
Puffer NE (5mM Tris/HCI, pH 8,5).
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2.2.2.9 Oligo-Ligation
Unter Ligation versteht man ein Verfahren, bei démmamde” DNA in Plasmide eingebracht
wird. Dabei werden mit Hilfe der T4-Ligase unter R-Werbrauch, das 3'-Hydroxy- und das

5'-Phosphat-Ende einer Nukleinsdure unter BildungsePhosphodiesters, verbunden.

Durchfihrung:
Die Ansatze fur die Ligation werden jeweils in @mel,5ml Eppendorf-Reaktionsgefal3

angesetzt.
Zunachst wird ein Mix aus Wasser und zwei Primersammengemischt.

Mix-Ansatz: Gesamtvolumen 4l
38ul [ ddH.O

1l Primer 1 (10QuM)

1l Primer 2 (10QuM)

Der Ansatz wird bei 95°C, 5 min lang im Heizblockubiert. Anschlie3end wird der Ansatz
auf Eis abgekihlt. Danach wird eine 1:100 Verdumgnergestellt. Der Ligationsansatz wird

in einem 0,2ml Eppendorf-Reaktionsgefal angesetzt.

Ligationsansatz: Gesamtvolumen 1[0l
2 ul | Vektor-DNA

2 ul | Mix-Verdinnung (Insert-DNA)
1ul | Ligase-Puffer (10x)

4ul | ddH,O

1ul | T4-DNA-Ligase

Der Ansatz wird 3 Stunden bei Raumtemperatur indubi
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2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Zellbiologische Arbeitstechniken
ReaktionsgefalRe, Glaswaren, Pipettenspitzen ungnigés werden bei 121°C und 1,2 bar fur
35 min autoklaviert. Arbeitsflachen und Gerate vweerddurch Besprihen mit 70 %igem

Ethanol desinfiziert.

2.2.3.2 Kontinuierliche Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien

Die Kultivierung der H1299- und der HeLa-Zellenadgt in T75 Gewebekulturflaschen (250
ml; Greiner, Frickenhausen) in Dulbecco’s Modifiedgle Medium (DMEM) mit 10 % FCS
(fotales Kalberserum, endktal calf serum) und 1 % PenStrep (Penicillin — Streptomycin) bei
37°C und 5 % C@ Etwa alle 2 Tage erreichen die adharent wachseddien eine 80%ige
Konfluenz und werden passagiert. Zuvor werden lafisungen auf 37°C vorgewarmt. Das
Medium wird abgesaugt und der Zellrasen mit 20mERB7°C) gewaschen. Anschlie3end
werden die Zellen fir 2 min mit 2ml Trypsin EDTA waler Flaschenoberflache abgeldst.
Durch das manuelle Beklopfen der Flasche wird zlisitdas Ablosen der Zellen unterstitzt.
Danach werden sie in 10ml Medium resuspendiertaumd Aufbrechen von Zellaggregaten
ca. 10-mal auf- und abpipettiert. Die anschlieBerdenge der zu entnehmenden
Zellsuspension richtet sich nach der Konfluenz Zigdlen. Beim Passagieren im 48 Stunden-
Intervall werden 10 ml der Zellsuspension entnomnalén zur Aussaat in Kammerdeckglaser
(Chamber-Slides) fur Transfektionsexperimente zerf8yung stehen. Die in der Flasche
verbleibenden 2 ml der Zellsuspension werden miml®/ollmedium aufgeftllt und weiter

kultiviert.

2.2.3.3In vivo Lokalisation der Mutanten des EGFP-Fusionsproteingler HsIP3K-B

Fur alle Lokalisationsstudien wurden die humane dia@lllinie H1299 (nicht kleinzelliges
Bronchialkarzinom) und die humane Tumorzelllinielddepitheliale Cervixkarzinomzellen)
verwendet und mit dem Wildtyp HsIP3K-B sowie ihMutanten, transient transfiziert. Die
Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert und diellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI angefarbt.

Die Analyse der GFP-Fluoreszenzbilder erfolgte mder Software Imagel
(http://rsb.info.nih.gov/ij/docs/index.html, Star@B.07.2007).
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2.2.3.4 Transiente Transfektion von eukaryotische#@ellen

Im Gegensatz zur Transformation, die den Vorgang Algnahme von freier DNA bei
Bakterien beschreibt, verstent man unter der Tedtish das Einbringen von Fremd-DNA in
eukaryotische Zellkulturzellen. Hierbei untersclei man zwischen dem nur zeitweiligen
Einbringen des Plasmids in die Wirtszelle (trangemransfektion) und dem dauerhaften
Einbau in das Genom (stabile Transfektion). In elieArbeit wurde stets die transiente
Transfektion durchgefuhrt. Je nach Zellart eignah verschiedene Verfahren, wie zum
Beispiel die Calcium-Phosphat-Préazipitation, di&kidinjektion, die Elektroporation und die
Transfektion durch kationische Lipidvesikel. Letetevurden im Rahmen dieser Arbeit unter
Verwendung des liposomalen Transfektionsreagenzetafbtten8" (Biontex, Miinchen)
durchgefuhrt. Das Prinzip besteht in der elekttesthen Anziehungskraft zwischen der
positiv geladenen Oberflache der Liposomen und Béwsphatriickgrat der DNA sowie der
negativ geladenen Oberflache von Zellmembranen.ufzadbildet sich eine hydrophobe
Hulle um die DNA. Diese Vesikel konnen leicht mérdZellmembran verschmelzen, wonach
die Fracht ins Cytosol abgegeben oder endozytied. Wer genaue Ablauf dieses Prozesses
ist jedoch noch unklar.

Zur Durchfuihrung der transienten Transfektion werc@unéchst zwei Verdinnungen der
Zellsuspension nach dem Passagieren hergestetitiijiieung A: 1:5, Verdinnung B: 1:10).
Dann werden beide Verdinnungen in je zwei KammeneseVierkammer-Deckglasern
(Nunc, Wiesbaden) ausgesat und fur 1 h bei 37°Caub6l CQ inkubiert. Wahrenddessen
wird der Transfektionsmix mit dem liposomalen Tr@ktionsreagenz Metafectelte

(Biontex, Minchen) vorbereitet. Daflr werden zwésungen (A und B) hergestellt.

Losung A: 50 ul OptiMEM 1 (37°C)
1pg Plasmid-DNA
mischen durch auf- und abpipettieren

Losung B: 50 pul OptiMEM I (37°C)
6 ul  Metafecten®' (RT)
mischen durch auf- und abpipettieren



Material & Methoden 45

Losung A wird zu Lésung B gegeben, der Ansatz d@icimaliges Auf- und Abpipettieren
gemischt und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubier jede Kammer des Vierkammer-
Deckglases werden 25 pl des Transfektionsansatagsbgn und die Zellen tGber Nacht im

Brutschrank inkubiert.

2.2.3.5 Leptomycin B-Behandlung von eukaryotischegellen

Das Leptomycin B (LMB) ist ein voigreptomyceten produziertes Toxin und wird in der
Signaltransduktion als ein Inhibitor des Kernexposerwendet. Die Leptomycin B-
Behandlung blockiert das CMR1 (auch Exportinl getanvelches viele Proteine und RNA-
Proteinkomplexe in das Zytoplasma exportiert [Welfél., 1997; Yoshidat al., 1990; Kudo
et al., 1999; Fukudat al. 1997; Kudoet al., 1998; Asscheet al., 2001; Jangt al., 2002].
Somit verbleiben die Proteine nach LMB-Zugabe teitres Kernexportsignals im Zellkern.
Um das Exportsignal zu untersuchen werden H1298-Hal a- Zellen nach der Transfektion
mit Leptomycin B behandelt. Zun&chst wird das Meadimit dem Transfektionsansatz vom
Vortag aus den Kammern des Deckglases abgesaugtliiandellen zweimal mit 1x PBS
gewaschen. Dann werden die Zellen pro Kammer nlit2%ines 20 nM Leptomycin B-
haltigem Vollmedium versetzt und sechs Stunden mtdghrank bei 37°C und 5 % GO
inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Fixierung desll&n.

2.2.3.6 Fixierung der eukaryotischen Zellen

Mit der Fixierung werden eine langere Haltbarkeitllauch eine mechanische Stabilitat der
Zellen erreicht. Das Prinzip besteht in der Bildukgvalenter Bindungen freier
Aminogruppen, was zur Vernetzung benachbarter ipetahrt.

In der Durchfuihrung wird zunéchst das Medium minderansfektionsansatz vom Vortag aus
den Kammern des Deckglases abgesaugt und die Zs#emal mit 1x PBS gewaschen. Die
Fixierung erfolgt mit 3%igem Paraformaldehyd in PBS10 min im Brutschrank bei 37 °C.
Anschliel3end werden die Zellen zweimal mit 1x PB®aschen (37 °C).

2.2.3.7 Farbung der Zellkerne

Die Farbung der H1299-Zellkerne erfolgt mit 4,6-mDidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
(DAPI), einem AT-spezifischer Fluoreszenzfarbsto#y mit DNA interkaliert und bei UV-
Anregung (340 nm) mit einer Wellenlange von 490biau fluoresziert.

Nach der Fixierung werden 250 ul DAPI in 1x PBS ({1@/ml) in die entsprechenden

Kammern des Deckglases gegeben und im Brutscher8ZBC flr 10 min inkubiert.
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Anschliel3end werden die Zellen zweimal mit PBS gmhan (37°C) und zur Lagerung mit
300 pl 1x PBS uberschichtet.
Die DAPI-Farbung ist lichtempfindlich und sollteeg im Dunkeln bei 4°C gelagert werden.

2.2.3.8 Grun fluoreszierendes Protein (GFP)

Das grun fluoreszierende Protein (Abkurzung GFRyl.ereen fluorescent protein) ist ein
erstmals 1961 von Osamu Shimomura beschriebenggiPraus der Qualledequorea
victoria, das die Eigenschaft besitzt bei Anregung mit éaader ultraviolettem Licht (395
nm und 475 nm), grines Licht der Wellenlanger 500z2u emittieren [Smittet al., 2002].
Seine kaum zu Uberschatzende Bedeutung in derddolimsbesondere der Zellbiologie, liegt
in der Moglichkeit, GFP mit beliebigen anderen Bimén zu fusionieren.

Der eigentliche Fluorophor des GFPs bildet siclolaatilytisch aus der Tripeptidsequenz
Sef°-Tyr*®-GIy?" innerhalb der 238 Aminosaure-langen Polypeptigkektiese intrinsische
Fluoreszenz basiert nicht auf einem Umbau durchesternes Enzym oder nachtraglich
integrierte Substanzen, sondern kommt vollstandigpeo zellspezifische Prozessierungs-
systeme aus. Somit kann das intakte Protein irr jgeilinie synthetisiert werden und eignet
sich damit als Marker fir die Genexpression, unmrdienliche und zeitliche Verteilung eines
Proteins in lebenden Zellen, Geweben oder Orgamsiitekt zu beobachten. Damit das GFP
als Marker fur Proteine verwendet werden kann, veird EGFP-Fusionsprotein hergestellt,
indem die DNA des zu untersuchenden Proteins miGdd>-cDNA fusioniert wird.

Das im Arbeitskreis erfolgreich etablierte und audh dieser Arbeit fur alle
Lokalisationsstudien in eukaryotischen Zellen verdete EGFP, ist eine punktmutierte Form
der Wildtyp GFP-cDNA [Cormaclet al., 1996]. Sie zeichnet sich durch eine optimierte
Transfektion und eine verbesserte Expression unmbré$zenzintensitat gegeniber dem

Wildtyp aus.

2.2.3.9 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der filgerund gefarbten Zellen wird an einem
inversen Fluoreszenzmikroskopxiovert 25 CFL durchgefuhrt. Die Bilddokumentation
basiert auf einer digitalen Kameappa DX30 und der Softwar&appa | mageBase.

Von jeder Zelle werden jeweils zwei Aufnahmen mtarschiedlichen Filtern gemacht. Die
GFP-Fluoreszenzbilder werden mit einem FITC-Fi({exzitationsfilter 450-490, Strahlteiler
FT-510, EmissionsfilterLP 520, Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen, und diEIDA
Fluoreszenz wird durch den DAPI-Filter (Exzitatibher G365, Strahlteiler FT-395,
EmissionsfiltelLP 420, Zeiss, Jena, Deutschland) sichtbar gemacht.
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Dabei wurden die Zellen bei 1000-facher VergroRer(00x Olimmersions-Objektiv, 10x
Okular) betrachtet und fotografiert. Die Analyse deFP-/DAPI- Fluoreszenz Bilder erfolgte

mit der Softwarémagel.

2.2.3.10 Bestimmung der Kern/Zytoplasma-Ratio

Hierbei wurde die mittlere Fluoreszenzintensitas d&FP-Signals des Fusionsproteins im
Kern und Zytoplasma mit Hilfe der ,Region of intsteFunktion (magel) gemessen. Es
werden jeweils drei ,Area of interst* im Kern ungtdplasma vermessen und gemittelt, um
eine Kern/Zytoplasma-Ratio zu bilden [Ernst, 2007].

Eine Ratio =1 lasst auf eine Gleichverteilung dieroFeszenz in der Zelle schliel3en. Ist die
Ratio <1 ist die Fluoreszenz im Zellkern schwached bei einer Ratio >1 starker als im
Zytoplasma.

Zur Demonstration dieser Methode sind in Abbild@mgein GFP- (Abbildung 2.3A) und das
jeweilige DAPI-Fluoreszenzbild (Abbildung 2.3B) emH1299-Zelle dargestellt, die mit
einem EGFP-Fusionsprotein transfiziert wurde. Herbent das DAPI-Flureszenzbild zur

eindeutigen Identifizierung des Zellkerns.

Abbildung 2.3: Auswertung der Kern/Zytoplasma-Rdio in H1299-Zellen

Durch das Legen von jeweils drei ,Area of intere@ls Quadrate links dargestellf)} werden im Zellkern
und Zytoplasma die GFP-Fluoreszenzintensitaten gseme und gemittelt. Der Kern/Zytoplasma-Quotient
ergibt dann die Kern/Zytoplasma-Ratio. Eine Ratlol&sst auf eine Gleichverteilung der Fluoreszenzder
Zelle schlieRRen. Ist die Ratio <1 ist die Fluoreezien Zellkern schwécher und bei einer Ratio >tk&té als im
Zytoplasma. Das DAPI-Fluoreszenzbild dient zur eirtéyen Identifizierung des ZellkerrB)(

(1000-fache VergroRerung)
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2.2.3.11 Bestimmung von F-Aktin durch Bildung einetAktin/Zytoplasma-Ratio

Auch hier wurde die ,Region of interest“-Funktiohmégel) verwendet, um die mittlere
Fluoreszenzintensitat des GFP-Signals zu messeasrbéii werden jeweils drei definierte
GroRRen von ,Area of interest® am F-Aktinstrang ufigtoplasma vermessen und gemittelt,
um eine Aktin/Zytoplasma-Ratio zu bilden.

In der Abbildung 2.4 sind GFP-Fluoreszenzbilder doai H1299-Zellen gezeigt, die einmal
mit pEGFP/HsIP3K-A (Wildtyp) (Abbildung 2.4 A.1/A)2 einmal mit pEGFP/HSIP3K-A
(AABD) (Abbildung 2.4B) und einmal mit pEGFP (Abbildg 2.4C) transfiziert wurden. Es
wurde bei der mit dem pEGFP/HsIP3K-A (Wildtyp) tséimierten Zellen ein Abschnitt eines
F-Aktinstrangs stark vergrofRert und an drei Stetlarch das Legen einer definierten Gro3e
der ,Area of interest”IfnageJ) die Fluoreszenzintensitat bestimmt und gemitiltbildung
2.4 A.2). Es wird eine Aktin/Zytoplasma-Ratio geleil. Hier lasst eine Ratio =1 auf eine
Gleichverteilung der Fluoreszenz innerhalb des piggmas schliel3en. Ist die Ratio <1 ist die
Fluoreszenzintensitat am F-Aktinstrang schwéachet bai einer Ratio >1 starker als im
Zytoplasma. Fur die mit dem pEGFP/HsIP3K-AABD) (Abbildung 2.4B) bzw. dem
pPEGFP-N1 (Abbildung 2.4C) transfizierten Zellen ke dieser Ratio aufgrund der nicht zu

identifizierenden F-Aktinstrange (keine Bindungkht bestimmt werden.



Material & Methoden 49

Abbildung 2.4: Auswertung der Aktin/Zytoplasma-Ratio in H1299-Zellen

Es werden jeweils drei groendefinierte ,Area derast” an einem vergréerten F-Aktinstrang (slPfeil)
und im Zytoplasma einer mit pEGFP/HsIP3K-A (Wildtyfransfizierten Zelle, gelegtA(2), um die GFP-
Fluoreszenzintensitdten zu messen und zu mittelerbki lasst eine Ratio =1 auf eine Gleichvertajluder
Fluoreszenz innerhalb des Zytoplasmas schlieBedid$Ratio <1 ist die Fluoreszenzintensitat amHKgi#strang
schwacher und bei einer Ratio >1 starker als inolgsma. Bei den mit pEGFP/HsIP3K-AABD) (B) bzw.
mit pEGFP-N1 C) transfizierten Zellen konnte dieser Ratio aufgrutler nicht zu identifizierenden F-

Aktinstrange, nicht bestimmt werder{1000-fache VergréRerung)
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2.2.3.12 Bestimmung von F-Aktin durch Bildung einefPlasmamembran/Zytoplasma-

Ratio
Fur die Bildung einer Plasmamembran/ZytoplasmaeRatiirde auch hier die ,Region of
interest“-Funktion magel) verwendet. In diesem Fall wurden an jeweils @&llen der
Plasmamembran und des Zytoplasmas durch das Leagemdefinierten GroRe der ,Area of
interest” (magel) die Fluoreszenzintensitat gemessen und gem{idlbildung 2.5B), um
eine Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio zu bilden.bdiewurde davon ausgegangen, dass
die GFP-Fluoreszenz an der Plasmamembran auf degdsizenz der EGFP-Fusionsproteine,
die am kortikalen F-Aktin gebunden sind, zurlickiuéin ist.
Die Abbildung 2.5 zeigt GFP-Fluoreszenzbilder eiki299-Zelle, die mit einem EGFP-
Fusionsgen (Abbildung 2.5 A/B) transfiziert wurdélier wurde ein Abschnitt der
Plasmamembran stark vergro3ert, um die ,Area @r@st” zu legen (Abbildung 2.5B). Eine
Ratio =1 lasst auf eine Gleichverteilung der Flgaenz zwischen der Plasmamembran und
des Zytoplasmas schlieBen. Ist die Ratio <1 ist Eeoreszenzintensitdt an der
Plasmamembran schwacher und bei einer Ratio >Hestals im Zytoplasma.

Abbildung 2.5: Auswertung der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratian H1299-
Zellen

Um die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio dieser HZ¥I@- zu bestimmen, wird zundchst ein Abschnitt der
Plasmamembran stark vergroRert (s. PAjl,um durch das Legen von jeweils drei ,Area oémetst" die GFP-
Fluoreszenz an der Plasmamembran bzw. im Zytoplasnmessen und zu mittelB); Hier lasst eindRatio <1
auf eine geringere Fluoreszenzintensitat an desnRlenembran und eine Ratio >1 auf eine hohere
Fluoreszenintensitat als im Zytoplasma schlieRéme Ratio =1 bedeutet eine Gleichverteilung deoFszenz

zwischen Plasmamembran und Zytoplasr{iB000-fache VergroRerung)
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2.2.3.13 Auswertung mitl mageJ

Imagel [Rasband, 2006; Abramodf al., 2004] ist eine freizugéngliche Bildbearbeitungsd
Bildverarbeitungssoftware, die fir medizinische wmdsenschaftliche Bildanalysen genutzt
wird. In dieser Arbeit wurden die Auswertungen éworeszenzbilder mit dieser Software
durchgefuhrt. Hierbei wird die mittlere Fluoreszenensitat des GFP-Signals des Fusions-
proteins im Zellkern (bzw. am F-Aktinstrang oderder Plasmamembran) und Zytoplasma
mit Hilfe der ,Region of interest“-Funktion gemeas®abei werden an den entsprechenden
Strukturen jeweils drei ,Area of interest* gelegtdusomit die Fluoreszenzintensitat des GFP-
Signals gemessen und gemittelt. Aus den beideneMitten wird dann entweder eine
Kern/Zytoplasma-Ratio, eine Aktin/Zytoplasma-Rati@mder eine Plasmamembran/
Zytoplasma-Ratio gebildet.

Ryy = (Z1,/n)/( Zl,/n)

x = Zellkern, F-Aktinstrang oder Plasmamembran
y = Zytoplasma

Ruy = x-fy-Ratio

I, = Fluoreszenzintensitat im x

Iy = Fluoreszenzintensitat imy

n = Anzahl der Messungen

Die Haufigkeit der jeweiligen Ratio wird in einem/ywDiagramm gegenibergestellt und
somit die Verteilung ermittelt. Dabei wird die jedige Ratio gegen die Haufigkeit (Zellzahl
pro Ratio-Wert in einer Messreihe) aufgetragen. diérbessere Darstellung der Ergebnisse
wurde die x-Achse logarithmiert. Es gilt, dass ditks von der y-Achse liegenden Werte
eine Ratio <1, alle rechts von der y-Achse liegeniéerte eine Ratio >1, aufweisen. Die
Werte auf der y-Achse besitzen eine Ratio =1.

Zur Demonstration dieser Darstellungsform wird Werteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio
von EGFP in der H1299-Zelllinie mit einem x-/y-Dragim erfasst (Diagramm 2.1). Auch
hier wurde die x-Achse logarithmiert.
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Diagramm 2.1: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Ratiovon EGFP in H1299-Zellen

In einem x-/y-Diagramm wird die Kern/Zytoplasma-iRatler Haufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer
Messreihe) gegenlbergestellt, wobei die x-Achsearitiyniert wird. Die Kern/Zytoplasma-Ratio auf der
Achse wird gegen die Haufigkeit auf der y-Achsegatifagen. Es wurde die mit pEGFP-N1 transfiziert2 $9-
Zelllinie analysiert. Die Auswertung erfolgte midmageJ mit 100 GFP-Fluoreszenzbildern pro Messreihe.
Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299-Zellen betragt 1,63 +/- 0,47.

Aus dem Diagramm 2.1 ist ersichtlich, dass sichiderwiegende Teil der Werte rechts von

der y-Achse befinden, und somit eine Ratio >1 aifare Diese Ergebnisse bestatigen die
Annahme, dass das EGFP eine Kernlokalisation asty®eibelet al., 2007].
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3. Ergebnisse

Die Funktion und Wirkung von Proteinen werden nichir durch ihre enzymatischen
Aktivitaten, sondern vor allem auch durch ihre aaellulare Lokalisation, bestimmiaher

ist fur die korrekte Zielsteuerung eine Reihe vag&ationselementen notwendig.

Die humane Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasddso B (HsIP3K-B) ist an einer Vielzahl
von intrazellularen Strukturen lokalisiert. Sie itds sowohl eine zytoplasmatische
Lokalisation, eine F-Aktin-Lokalisation, eine Lolsdtion an der Plasmamembran, als auch
eine Bindung am Endoplasmatischen Retikulum (ERY)ifBoet al., 1997; Dewastet al.,
2003; Brehmet al., 2004]. Im Rahmen der Diplomarbeit von Olga Ekmtnte ein Leucin-
reiches Kernexportsignahiclear export signal, NES) in der N-terminalen Domane der
HsIP3K-B identifiziert werden [Ernst, 2007]. DiesB&ES ermdglicht die Erkennung und
Bindung durch Exportine und damit den Export did3erteine aus dem Zellkern. Auf3erdem
konnte in der Doktorarbeit von Maria Brehm gezemgerden, dass sich in der
Aktinbindungsdoméne (ABD) der humanen Inositol8s#isphosphat 3-Kinase Isoform B
(HsIP3K-B) ein putatives monopartites Kernlokalisassignal fuclear localization signal,
NLS) befindet [Brehm, 2006]. Proteine, die eine NK&hsensussequenz besitzen, werden
von Importinen erkannt, gebunden und in den Zefikénransportiert. Es gibt sowohl
monopartite als auch bipartite und sonstige Kemiisktionssignale. Proteine, die ein
monopartites NLS besitzen, weisen die folgende Knssssequenz auf: K-[RK]-X-[RK]
[Chelsky et al., 1989], wobei X vorzugsweise fir ein Lysin, ArginProlin, Valin oder
Alanin steht.

Auch die Phosphorylierung, als eine Form der pas#iiationalen Modifikation von Proteinen
in Zellen, stellt eine weitere Moglichkeit des RiiotTargetings dar. Es wird vermutet, dass
auch die humane Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kendsoform B (HsIP3K-B) durch
spezifische Proteinkinasen (PKs) phosphoryliert smahit in ihrer Lokalisation und Funktion

reguliert wird.

Ein Teil dieser Doktorarbeit dient der Untersuchuleg kortikalen F-Aktin-Lokalisation der
humanen Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isof®& (HsIP3K-B) in H1299- und Hela-
Zellen. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine Methed®vickelt, durch welche die
Lokalisation der mit denenhanced green fluorescent protein (EGFP) fusionierten HsIP3K-B
und ihrer Mutanten am F-Aktin untersucht werdenrkan

Des Weiteren wurde eine experimentelle Identifisigy und Charakterisierung eines

funktionellen Kernlokalisationssignals (NLS) in désIP3K-B durchgefihrt.
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Hierbei wurde zur Bestimmung der Starke des Kemdle&tionssignals, der Vergleich mit
dem NLS der humanen InositolphosphatmultikinasdHMK) und dem des Fusionsproteins
PEGFP/3XNLS (SV40), einem Protein mit dreifach eodim NLS (SV40) [Ernst, 2007],
herangezogen. AuRerdem wurde die Regulation dezeltularen Zielsteuerung der HsIP3K-
B Uber Phosphorylierungen untersucht. Die Phospieompgsstudien wurden in dieser Arbeit
mithilfe des Modells ,Pseudo-Phosphorylierung® ungPseudo-Dephosphorylierung”
durchgefuhrt. Dabei wurden putative Phosphoryligastellen in der Aktinbindungsdoméne
(ABD) der HsIP3K-B bzw. in ihrer unmittelbaren Néahmithilfe des Computerprogramms
NetPhos 2.0 [Blomet al., 1999] pradiziert. Die Untersuchung der pradizer
Phosphorylierungsstellen wurde auf sieben begreriztirch das Einfuhren einer
Punktmutation wurde entweder eine konstitutive PBhosylierung (Serin/Threonin—
Glutamat) oder eine konstitutive Dephosphorylieru(®erin/Threonin— Alanin) simuliert.
Fur alle sieben Pseudo-Phosphorylierungs- bzw. desBephosphorylierungsmutanten
wurde sowohl die Kern- als auch die kortikale F{iAKltokalisation untersucht und
ausgewertet.

Da alle bisherigen Lokalisationsstudien ausschtib3lmit EGFP-Fusionsproteinen in
eukaryotischen Zellen durchgefuhrt worden sind, deurzusatzlich im Rahmen dieser
Doktorarbeit Lokalisationsstudien der endogenem~der HsIP3K-B in Ratten-Thymozyten
durchgefuhrt. Diese Kontrollversuche sind wichtig tlie Bewertung der Ergebnisse mit
EGFP-Fusionsproteinen. Durch die Expression wirds dausionsprotein in nicht-
physiologischer Konzentration exprimiert, was zmeei Ubersattigung von vorhandenen
Bindungspartnern oder zur Uberlastung von beteitigiransportsystemen fithren kann
[lllies, 2002]. Dieser Effekt konnte durch die Besnung der Lokalisation des endogenen
Proteins mittels Antikérper umgangen werden. Esdeulie intrazellulare Lokalisation der
endogenen HsIP3K-B vor und nach einer LeptomyciBeBandlung in Ratten-Thymozyten

untersucht.
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3.1 Entwicklung einer Methode zur Bestimmung der kdikalen F-Aktin-Lokalisation

des EGFP-Fusionsproteins der HsIP3K-B und ilar Mutanten in H1299- und

HeLa- Zellen
Zunéchst wurde eine Methode entwickelt, mit der rdenF-Aktin-Lokalisation der EGFP-
Fusionsproteine der HsIP3K-B in eukaryotischen efelliiber die Softwarelmagel
bestimmten kann. Zur Kalibrierung dieser Methodeden das EGFP und unterschiedliche
EGFP-Fusionsproteine der humanen Inositol-1,4gptiosphat 3-Kinase Isoform A
(HsIP3K-A) transient in H1299-Zellen transfizierhds mithilfe von ImageJ ausgewertet.
Dabei wurden sowohl Aktin/Zytoplasma-Ratio-Wertks, @auich Plasmamembran/Zytoplasma-
Ratio-Werte gebildet und die Ergebnisse miteinanaeglichen (Abbildung 3.1). Das EGFP
wurde bereits im Arbeitskreis erfolgreich etabliend verwendet [Nalaskowskit al., 2006].
Imagel ist eine freizugangliche Bildbearbeitungs- unddBdrarbeitungssoftware, die vielfach
fur medizinische und wissenschaftliche Bildanalysgenutzt wird und sich fur die

Fluoreszenzbestimmung eignet.

3.1.1 Intrazellulare Lokalisation von EGFP-Fusionspoteinen der HsIP3K-A in
H1299-Zellen
Zur Kalibrierung einer Methode der F-Aktin-Lokaliga von EGFP-Fusionsproteinen, wurde
die Expression einiger EGFP-Fusionsproteine dePBisIA in H1299-Zellen herangezogen.
Die F-Aktinbindung und der Ausschluss einer F-Aktmdung wurden anhand der Expression
jeweils zweier Fusionsproteine EGFP/HsSIP3K-A (Wit und EGFP/HSIP3K-AAXABD)
bzw. EGFP/ABD (HsIP3K-A) und dem EGFP, analysiert.
Das Plasmid pEGFP/HsIP3K-A\ABD) kodiert eine Mutante der HsIP3K-A, bei der die
Aktinbindungsdoméne (ABD) deletiert wurde. Daduxdiliert das Enzym die Fahigkeit an
das F-Aktin zu binden. Das pEGFP/ABD (HsIP3K-A)egt Plasmid, bei dem ausschliel3lich
die isolierte Aktinbindungsdoméne (ABD) der HsIPBKmit dem pEGFP fusioniert ist. Es
soll daher deutlich an die F-Aktinstrange binden.
Die Plasmide wurden in H1299-Zellen transient tfiairest und nach 24 h Expression fixiert.
Es wurden fir jedes der vier EGFP-Fusionsprotemeeils 100 Zell-Aufnahmen angefertigt
(Abbildung 3.1). Die Lokalisation der Fusionsproteiwurde mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz
analysiert und mit der Softwatmage] ausgewertet.
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Abbildung 3.1: GFP-Fluoreszenzbilder von pEGFP/HsSIP3K-A (Wildtyp), pEGFP/

HsIP3K-A (AABD), pEGFP/ABD (HsIP3K-A) und pEGFP-N1 transfizierten H1299-
Zellen

Gezeigt sind GFP-Fluoreszenzbilder von H1299-Zel[@aD). Die Zellen wurden mit den Plasmiden
pPEGFP/HsIP3K-A (Wildtyp) A), pEGFP/ HsIP3K-A4AABD) (B), pEGFP/ABD (HsIP3K-A)XC) und pEGFP-
N1(D) transfiziert und nach 24 h Expression mit Parafddehyd fixiert und mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops untersucht. Die Lokalisatlen Fusionsproteine wurde mit Hilfe der GFP-Flunesz
analysiert und mit der SoftwarmageJ ausgewertet. (1000-fache VergrofZerung)

Die Auswertung erfolgtemit der ,Region of interest“-Funktion der Softwatenagel
(Genaueres siehe Methoden 2.2.3.11 und 2.2.3.1&)eiDnvurden Aktin/Zytoplasma-Ratio
und Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio bestimmt und jeieeiligen Ergebnisse vom
PEGFP/HsSIP3K-A (Wildtyp) mit denen der Mutante pEHZHSIP3K-A (AABD), bzw. die
Ergebnisse von der Mutante pEGFP/ABD (HsIP3K-A) dehen des pEGFP-N1, verglichen.
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Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.1 zusammesgefa

H1299

Konstrukte Mittelwert der Mittelwert der
Aktin/Zytoplasma-Ratio = Plasmamembran/Zytoplasma- Ratio
+ SD* + SD*

EGFP/HsIP3K-A 2,2 0,95 2,3 0,8
(Wildtyp)

EGFP/HsIP3K-A **n.d. 0,8 0,25
(AABD)

EGFP/ABD 2,2 +0,89 2,3+0,8
(HsIP3K-A)

EGFP **n.d. 0,8 +0,34

Tabelle 3.1: Darstellung der gerundeten mittleren Aktin/Zytoplasma-Ratio und der
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio mit der entsprecheneh Standardabweichung

Es wurde pro Zelllinie und pro Konstrukt jeweils OL@SFP-Fluoreszenzbilder mit der Softwan@agel
ausgewertet. Gezeigt sind die jeweiligen gerundbtittelwerte und die entsprechenden Standardabwaipn
einer Messreihe. Fir jedes Konstrukt wurde jewadile Transfektion durchgefuhrt.

*SD = Standardabweichung

** Es konnte keine Aktin/Zytoplasma-Ratio bestimmtaesr, da aufgrund der diffusen Fluoreszenzverteilung
innerhalb der gesamten Zelle, keine Aktimggeiidentifiziert werden konnten.

Mit dieser Lokalisationsstudie unterschiedlicherFEGFusionproteine der HsIP3K-A konnte
gezeigt werden, dass die Methode der Aktin/Zytope®Ratio- bzw. der Plasmamembran/
Zytoplasma-Ratio-Bestimmung mit Hilfe vdmageJ in den weiteren Versuchen eingesetzt
werden kann. Sowohl die F-Aktinbindung als auch Aasschluss einer F-Aktinbindung,

kénnen mit den jeweiligen Ratio-Werten ermitteltroen.

Die F-Aktinstrange innerhalb der Zelle (“stressefi’) sind nach Transfektion mit der

HsIP3K-A in H1299-Zellen besser zu identifizierda mach Transfektion mit der HsIP3K-B.

Zur Bestimmung der F-Aktin-Lokalisation der HsIP&Kund ihrer Mutanten, sowie aller

anderen EGFP-Fusionsproteinen, wurde daher dieddetder Plasmamembran/Zytoplasma-

Ratio-Bestimmung verwendet.
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3.2 Experimentelle Identifizierung, Charakterisierung und Klassifizierung eines
funtionellen NLS in derHsIP3K-B
Dieser Teil der Arbeit dient der experimentellen ertfizierung, der genauen
Charakterisierung sowie einer Klassifizierung deskfionellen Kernlokalisationssignals
(NLS) in der HsIP3K-B. In diesem Rahmen wurde eihnmmtersucht, ob dieses
Kernlokalisationssignahotwendig fir den Kernimport des Proteins ist. Dabei wurde d
Plasmid pHsIP3K-B/EGFP A@ABD) (HsIP3K-B Volllangenenzym, bei dem die ABD
deletiert wurde) transient in H1299- und Hela-Zelteansfiziert und daraufhin die Kern-
bzw. Zytoplasma-Lokalisation untersucht. Zusatzlislurde nach dieser Methode eine
Tripelmutante untersucht, bei der in der vermutéensensussequenz des NLS der HsIP3K-
B gleichzeitig drei Aminosduren ausgetauscht wurd&t*RKLR— QQQLR). Zur
genaueren Eingrenzung dieses Kernlokalisationslsigmad zur Ermittlung der Bedeutung
einzelner Aminosauren innerhalb der Konsensusseqtiénden Kernimport, wurde ein
Glutamin-Screening durchgefuhrt. Hierbei wurde jgsveine basische Aminoséure Lysin (L)
oder Arginin (R) in die neutrale Aminosaure Glutani®@) mutiert. Um auf3erdem zu zeigen,
dass das identifizierte Kernlokalisationssignal daeige in der HsIP3K-B ist, wurde nach
LMB-Behandlung der Kernimport der HsIP3K-B mit defionktionell inaktivierten NLS
(pHsIP3K-B/EGFP (&*QQLR)) analysiert.
Zum anderen wurde untersucht, ob das Kernlokatisssignal hinreichend fir den
Kernimport des Proteins ist. Hierbei wurde das éusprotein ABD(HsIP3K-B)/EGFP
verwendet [Brehnet al., 2004]. Das Plasmid kodiert eine Mutante der HsHB3Koei der
ausschlief3lich die isolierte Aktinbindungsdoman®A in den pEGFP-N1-Vektor kloniert
wurde. Zusatztlich wurde ein NLS(HsIP3K-B)/EGFP-Basgen hergestellt, um die Wirkung
des isolierten Kandidaten fir das Kernlokalisatsigisal auf die Kern/Zytoplasma-Verteilung
zu analysieren. Zur Bestimmung der Starke dieseS,Nwrde der Vergleich mit dem NLS
der humanen Inositolphosphatmultikinase (HsIPMK)dumlem des Fusionsproteins
EGFP/3xNLS (SV40), einem Protein mit dreifach codie NLS (SV40) [Ernst, 2007],
herangezogen.
Alle Auswertungen erfolgten mittels der etabliert&ern/Zytoplasma-Ratio-Bestimmung
Uber die ,Region of interest“-Funktion der Softwarenagel. Diese Methode wurde im
Rahmen der Diplomarbeit von Olga Ernst entwickiethst, 2007].
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3.2.1 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsprotene HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) und
HsIP3K-B/EGFP AABD) der HsIP3K-B in H1299- und HelLa-Zellen

Um zu untersuchen, ob das in der Aktinbindungsd@m@&BD) der HsIP3K-B lokalisierte
Kernlokalisationssignal (NLS)otwendig fur den Kernimport des Proteins ist, wurde zuntéichs
das Plasmid pHsIP3K-B/EGFRABD) transient in H1299- und HelLa-Zellen transfiziertiun
daraufhin die Kern/Zytoplasma-Lokalisation untergucDas Plasmid pHsIP3K-B/EGFP
(AABD) kodiert eine Mutante der HsIP3K-B, bei der die iAkindungsdomane (ABD)
deletiert wurde. Durch die Deletion wird das NLSelehes in der ABD lokalisiert ist,
entfernt. Ist dieses Kernlokalisationssignal notshgnfir den Kernimport, sollte an der
Expression des Fusionsproteins HsIP3K-B/EGRARBD) ein Kernausschluss beobachtet

werden.

3.2.1.1 Intrazellulare Lokalisation des Fusionspratins HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in
H1299- und HeLa-Zellen

Die Zelllinien H1299 und HelLa wurden mit HsIP3K-EB3EP (Wildtyp) (Abbildung 3.2)

transfiziert und nach 24 h Expression die Kernlslegion untersucht. Zur eindeutigen

Identifizierung der Zellkerne wurden diese nach Baraformaldehydfixierung der Zellen

mittels DAPI angefarbt.

NH,* eele}

. HsIP3K -B/EGFP . >

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Fusionsprats HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)

Schematische Darstellung vom HsIP3K-B/EGFP (Wiljitgem humanen Volllangenenzym mit C-terminaler
EGFP-Markierung (grtin). Die ABD (rot) fuhrt zur Binang des Enzyms an das F-Aktin.

Die Verteilung des Fusionsproteins wurde mit Hider GFP- und DAPI-Fluoreszenz
analysiert und mit der SoftwateageJ ausgewertet. Das EGFP zeigt eine grine Fluoreszenz

wahrend die mit DAPI angeféarbten Zellkerne blawfeszierend erscheinen (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/ESFP (Wildtyp)
transfizierten H1299- und Hela-Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine H1299-Zelle, die BildérF eine HelLa-Zelle. Beide Zelllinien wurden mit
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfiziert, nach 24 h fEgssion mit Paraformaldehyd fixiert, die Zellkerne
mittels DAPI angefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszmikroskops untersucht. Links ist jeweils die ngrii
Fluoreszenz des EGFPs und in der Mitte die blauerEszenz der durch DAPI angefarbten Zellkerneehe!s.
Rechts befindet sich das entsprechende Doppelfimerzbild. (1000-fache VergréRerung)

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von HsSIRBKEEGFP (Wildtyp) in H1299- und
HelLa-Zellen wurde bestimmt. Die Auswertungen etihgmit der ,Region of interest"-
Funktion der Softwardmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausg&wer
wurden. Die Ergebnisse wurden in jeweils drei voaeder unabhangige Versuche
durchgefuhrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP (Wiia) in H1299- und HelLa-Zellen)
wiesen untereinander keine signifikanten Untersighiauf (fir H1299- Zellen: p=0,45; fur
HeLa-Zellen: p=0,369; Mann-Whitney-Test, Kruskal-MgaTest).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betrad,89 + 0,50 und
der von HelLa 0,93 + 0,21. Es konnte ein signifiearinterschied zwischen den pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) transfizierten H1299- und HelLa-2el festgestellt werden (p<0,001;
Mann-Whitney-Test).
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3.2.1.2Intrazellulére Lokalisation des Fusionsproteins HsP3K-B/EGFP (Wildtyp) ohne
bzw. mit LMB-Behandlung in H1299- und l¢La-Zellen
Hier wurde die Auswirkung einer LMB-Behandlung adids Lokalisationsverhalten des
Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFP (Wildtypp) H1299- und HelLa-Zellen untersucht. Das
Toxin LMB (Leptomycin B) ist als ein Inhibitor de€RM1 (chromosomal region
maintenance) bekannt und wird zur Untersuchungk@esexport-Verhaltens verwendet. Das
LMB inhibiert das CRM1(=Exportin 1) und verhindeldmit die Erkennung und Bindung der
Proteine, wodurch der Kernexport unterbunden wird.
Es wurde die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung dessiénsproteins HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) ohne bzw. mit LMB-Behandlung in H1299- und HeLdl&® untersucht.
Nach einer sechsstindigen Inkubation mit LMB wurdka& Zellen mit Paraformaldehyd
fixiert und die Zellkerne mittels DAPI angefarbt.ieDLokalisation des Fusionsproteins
HsIP3K-B/EGFP (Wildtypwurde mit Hilfe der GFP- und DAPI-Fluoreszenz asadyt und
mit ImageJ ausgewertet (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/ESFP (Wildtyp)
transfizierten H1299- und Hela-Zellen ohne bzw. mit MB-Behandlung

Die Bilder A-C zeigen eine unbehandelte H1299-Zalle Bilder D-F eine behandelte H1299-Zelle, dikl&
G-l eine unbehandelte Hela-Zelle, die Bilder J-heebehandelte Hela-Zelle. Beide Zelllinien wurdeit m
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp}transfiziert. Die behandelten Zellen wurden nagteesechsstindigen Inkubation
mit LMB fixiert, die Zellkerne mittels DAPI angefir und mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops untemsu
Links ist jeweils die grine Fluoreszenz des EGFRg in der Mitte die blaue Fluoreszenz der durch DAP
angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts befindét dé&s entsprechende Doppelfluoreszenzbild. (106@efa
VergréRRerung)
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Die Mittelwerte und Verteilung der Kern/ZytoplasmRatio des Fusionsproteins HsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) mit LMB-Behandlung in H1299- und HelLa-Zellen wurdéestimmt.
Die Auswertungen erfolgten mit der ,Region of imstr-Funktion der SoftwarémageJ, in
dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewertgiden. Die Ergebnisse wurden in
jeweils drei voneinander unabhangige Versuche dftinrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP (W) in H1299- und HeLa-Zellen mit
LMB-Behandlung) wiesen untereinander keine sigaffilen Unterschiede auf (p>0,05;
Kruskal-Wallis-Test, Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betragt 1,42 + 0,28 und
der von Hela 1,58 + 0,36. Es liegt kein signifikeant/nterschied zwischen den Mittelwerten
der Kern/Zytoplasma-Ratio pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyfansfizierten und LMB-behandelten
H1299- und Hela-Zellen vor. Jedoch unterscheidarh slie beiden Verteilungen der
Kern/Zytoplasma-Ratio signifikant voneinander (B01,; Mann-Whitney-Test). Beide
Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen eine lgameicherung der pHsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) transfizierten und LMB-behandelten H1298wd HelLa-Zellen.

Es wurde gezeigt, dass nach LMB-Behandlung der mhisIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
transfizierten H1299- und HelLa-Zellen es zu ein@rné@nreicherung des Fusionsproteins
gekommen ist. Auch die Auswertungen mittéhsage] ergaben jeweils eine signifikante
Veranderung der Verteilung der Fluoreszenzintensitér bzw. nach LMB-Behandlung
zwischen Zellkern und Zytoplasma.

Um die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung der mit pPBK-B/EGFP (Wildtyp)
transfizierten und LMB-behandelten bzw. unbehaedelZellen der jeweiligen Zelllinie
(H1299 bzw. Hela) zu zeigen, wird in jeweils eingaty-Diagramm die jeweilige Ratio-
Verteilung der entsprechenden Zelllinie aufgetrageragramm 3.1 und Diagramm 3.2).
Dabei wurde fur die bessere Darstellung der Ergslendie x-Achse logarithmiert. Es wird
die Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkeit [Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
aufgetragen.
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Diagramm 3.1: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbehandelten H1299-
Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anetysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreihi unbehandelten H1299-Zellen betragt 0,89 + b0
der mit behandelten H1299-Zellen 1,42 + 0,28.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio des Fusiamteins HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
mit LMB-Behandlung ist signifikant gro3er als déme LMB-Behandlung (p<0,001; Mann-
Whitney-Test).
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Mittels ImageJ ermittelte Kern/Zytoplasma-Ratio-Wer  te (HelLa)
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Diagramm 3.2: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbehandelten Hela-
Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreih& unbehandelten HelLa-Zellen betragt 0,93 + 0,8d u
der mit behandelten HelLa-Zellen 1,58 + 0,36.

Durch die Lokalisationsstudien konnte ermittelt cesr, dass der Mittelwert der
Kern/Zytoplasma-Ratio der pHsIP3K-B/EGFP (Wildtypansfizierten H1299- und Hela-
Zellen nach der LMB-Behandlung signifikant hoher is

3.2.1.3Intrazellulare Lokalisation des Fusionsproteins HsP3K-B/EGFP (AABD) in

H1299- und HelLa-Zellen
Zur Untersuchung der Notwendigkeit des in der Akiilungsdoméane (ABD) der HsIP3K-B
lokalisierten Kernlokalisationssignals (NLS) furnd&ernimport des Proteins, wurde das
Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFPAABD) in H1299- und Hela-Zellen transfiziert. Das
Plasmid pHsIP3K-B/EGFP A@BD) kodiert eine Mutante der HsIP3K-B, bei der die
Aktinbindungsdoméne (ABD) deletiert wurde. Durcle deletion wird das NLS, welches in
der ABD lokalisiert ist, entfernt.
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Die H1299- und Hela-Zelllinie wurden mit pHSIP3KEBAFP AABD) (Abbildung 3.5)
transfiziert und nach 24 h Expression die Kernlsigdion untersucht. Zur eindeutigen
Identifizierung der Zellkerne wurden diese nach Baraformaldehydfixierung der Zellen

mittels DAPI angefarbt.

NH* cCoor

HsIP3K-B/EGFP(AABD) [& >

Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Fusionsprats HsIP3K-B/EGFP (AABD)

Schematische Darstellung vom HsIP3K-B/EGRRBD), einer Mutante des humanen Volllangenenzyms d
HsIP3K-B mit C-terminaler EGFP-Markierung (griin)ieDABD wurde aus der cDNA deletiert und ist in der
Abbildung als schwarzer Strich dargestellt.

Die Verteilung des Fusionsproteins HsIP3K-B/EGRREBD) wurde mit Hilfe der GFP- und
DAPI-Fluoreszenz analysiert und mit der SoftwlamageJ ausgewertet (Abbildung 3.6).

.
.
Abbildung 3.6: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/ESFP (AABD)
transfizierten H1299- und Hela-Zellen

Die Bilder von A-C zeigen eine H1299-Zelle, died&it von D-F eine HelLa-Zelle.

Alle beiden Zelllinien wurden mit pHsIP3K-B/EGFRABD) transfiziert, nach 24 h Expression mit Parafer
aldehyd fixiert, die Zellkerne mittels DAPI angdfiund mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untehs.
Links ist jeweils die grine Fluoreszenz des EGFRg in der Mitte die blaue Fluoreszenz der durch DAP
angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts befindét dés entsprechende Doppelfluoreszenzbi{@000-fache
VergréRRerung)
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Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von HsIPBKEGFP AABD) in H1299- und
HeLa-Zellen wurde bestimmt. Die Auswertungen etfegmit der ,Region of interest”-
Funktion der Softwardmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewer
wurden. Die Ergebnisse wurden in jeweils drei voaeder unabhangige Versuche
durchgefuhrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFRABD) in H1299- und HelLa-Zellen)
wiesen untereinander keine signifikanten Untersihiauf (p>0,05; Kruskal-Wallis-Test,
Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betrag,45 + 0,15 und
der von HelLa 0,46 £ 0,12. Es konnte kein signiftkatunterschied zwischen den pHsIP3K-
B/EGFP AABD) transfizierten H1299- und HelLa-Zellen beokathverden (p>0,05; Mann-
Whitney-Test). Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteil@mg zeigen, dass bei den pHsIP3K-
B/EGFP QAABD) transfizierten H1299- und Hela-Zellen deutlichehr Fluoreszenz im

Zytoplasma als im Kern gemessen wurde.

3.2.1.4Intrazellulare Lokalisation der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) und
HsIP3K-B/EGFP AABD) in H1299- und HelLa-Zellen
In dem vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dasB Transfektion und Expression des
Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFRAABD) in H1299- und HelLa-Zellen ein Kernausschluss
beobachtet wurde. Auch die Auswertungen mittelagel ergaben jeweils eine signifikant
geringere Fluoreszenzintensitat in Zellkern als Zytoplasma. Das Plasmid pHsIP3K-
B/EGFP QAABD) kodiert eine Mutante der HsIP3K-B, bei der dMtinbindungsdomane
(ABD) deletiert wurde. Durch die Deletion wird dd&S, welches in der ABD lokalisiert ist,
entfernt.
Um den Unterschied der Kern/Zytoplasma-Ratio-Vertg) der Fusionsproteine HsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) und HsIP3K-B/EGFP AABD) der jeweiligen Zelllinie (H1299 bzw.
HelLa) zu zeigen, wird in jeweils einem x-/y-Diagmrandie Ratio-Verteilung der beiden
Fusionsproteine fir die entsprechende Zellliniegatrthgen (Diagramm 3.3 und Diagramm
3.4). Auch hier wurde fur die bessere Darstellueg rgebnisse die x-Achse logarithmiert.
Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die HaudigkZellzahl pro Ratio-Wert in einer

Messreihe) aufgetragen.
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Diagramm 3.3: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) und pHsIP3K-B/EGFP (AABD) transfizierten H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreiné pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten H1299-
Zellen betragt 0,89 £ 0,50 und der mit pHsIP3K-BFFGAABD) transfizierten H1299-Zellen 0,45 + 0,15.

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen dehtl dass bei den pHsIP3K-B/EGFP
(AABD) transfizierten H1299-Zellen im Vergleich zum ildtyp, signifikant mehr
Fluoreszenz im Zytoplasma als im Kern gemessenev{p€0,001; Mann-Whitney-Test).
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Diagramm 3.4: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) und pHsIP3K-B/EGFP (AABD) transfizierten HeLa-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreimit pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten Hela-
Zellen betragt 0,93 £ 0,21 und der mit pHsIP3K-BFFGAABD) transfizierten H1299-Zellen 0,46 + 0,12.

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen dehil dass auch bei den pHsIP3K-
B/EGFP (\ABD) transfizierten HelLa-Zellen im Vergleich zum Mtyp, signifikant mehr

Fluoreszenz im Zytoplasma als im Kern gemessenev{p<0,001; Mann-Whitney-Test).

3.2.1.5 Intrazellulare Lokalisation des Fusionspratins HsIP3K-B/EGFP AABD) der
HsIP3K-B ohne bzw. mit LMB-Behandlungn H1299-und HeLa-Zellen
Hier wurde die Auswirkung einer LMB-Behandlung adidés Lokalisationsverhalten des
Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFRAABD) in H1299- und HelLa-Zellen untersucht. Das
Plasmid pHsIP3K-B/EGFPAABD) ist eine Mutante des HsIP3K-B Volllangenenzyrosi
der die Aktinbindungsdomé&ne (ABD) mit dem darin hatienen Kernlokalisationssignal
(NLS), deletiert wurde. Das Toxin LMB (Leptomycin) Bst als ein Inhibitor des CRM1
(chromosomal region maintenance) bekannt und wind Wntersuchung des Kernexport-
Verhaltens verwendet. Das LMB inhibiert das CRMIX{pé&rtin 1) und verhindert damit die

Erkennung und Bindung der Proteine, wodurch den&eport unterbunden wird.
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Es wurde die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung dessiénsproteins HsIP3K-B/EGFP
(AABD) ohne bzw. mit LMB-Behandlung in H1299- und HeEellen untersucht.

Nach einer sechsstindigen Inkubation mit LMB wurdka& Zellen mit Paraformaldehyd
fixiert und die Zellkerne mittels DAPI angefarbt.ieDLokalisation des Fusionsproteins
HsIP3K-B pEGFPAABD wurde mit Hilfe der GFP- und DAPI-Fluoreszemzalysiert und
mit ImageJ ausgewertet (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/ESFP (AABD)
transfizierten H1299- und Hela-Zellen ohne bzw. mit MB-Behandlung

Die Bilder A-C zeigen eine unbehandelte H1299-Zalle Bilder D-F eine behandelte H1299-Zelle, dikl&
G-l eine unbehandelte HelLa-Zelle, die Bilder J-heebehandelte HelLa-Zelle. Beide Zelllinien wurdeit m
pHsIP3K-B/EGFP AABD) transfiziert. Die behandelten Zellen wurden nadafeeisechsstindigen Inkubation
mit LMB fixiert, die Zellkerne mittels DAPI angefdr und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untehns.
Links ist jeweils die griine Fluoreszenz des EGFR$ in der Mitte die blaue Fluoreszenz der durch DAP
angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts befindét dis entsprechende Doppelfluoreszenzbi{@d000-fache
VergréRRerung)
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Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung des Fusionsgires HsIP3K-B/EGFP AABD) mit
LMB-Behandlung in H1299- und HeLa-Zellen wurde bestt. Die Auswertungen erfolgten
mit der ,Region of interest*-Funktion der Softwarmagel, in dem jeweils 100 GFP-
Fluoreszenzbilder ausgewertet wurden. Die Ergebnigsrden in jeweils drei voneinander
unabhangige Versuche durchgefuhrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFRABD) in H1299- und Hela-Zellen mit
LMB-Behandlung) wiesen untereinander keine sigaffilen Unterschiede auf (p>0,05;
Kruskal-Wallis-Test, Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betragt 0,59 + 0,22 und
der von HelLa 0,58 £ 0,13. Es konnte kein signiftkartunterschied zwischen den pHsIP3K-
B/EGFP QAABD) und LMB-behandelten H1299- und Hela-Zellen lbachtet werden
(p=0,431; Mann-Whitney-Test). Die Kern/ZytoplasmatB der HsIP3K-B pHsIP3K-
B/EGFP AABD) transfizierten und LMB-behandelten H1299- uddLa-Zelllinien zeigen

einen Kernausschluss.

Es wurde gezeigt, dass nach LMB-Behandlung der phitsIP3K-B/EGFP AABD)
transfizierten H1299- und Hela-Zellen es zu keidernanreicherung des Fusionsproteins
gekommen ist. Auch die Auswertungen mittéisagel ergaben jeweils keine signifikante
Veranderung der Verteilung der Fluoreszenzintensrt@ bzw. nach LMB-Behandlung
zwischen Zellkern und Zytoplasma.

Um die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung der mit pPRK-B/EGFP AABD) transfizierten
und LMB-behandelten bzw. unbehandelten Zellen @evejligen Zelllinie (H1299 bzw.
HelLa) zu zeigen, wird in jeweils einem x-/y-Diagmrandie jeweilige Ratio-Verteilung der
entsprechenden Zelllinie aufgetragen (Diagrammud& Diagramm 3.6). Auch hier wurde
fur die bessere Darstellung der Ergebnisse die hs@clogarithmiert. Es wird die
Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkeit (Zellzaho Ratio-Wert in einer Messreihe)

aufgetragen.
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Diagramm 3.5: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (AABD) transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbelandelten H1299-
Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreihi unbehandelten H1299-Zellen betragt 0,45 + Qa8
der mit behandelten H1299-Zellen 0,59 * 0,22.

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung des Fusionspres HsIP3K-B/EGFP AABD) in
H1299-Zellenmit LMB-Behandlung unterscheidet sich nicht sigkafit von der ohne LMB-
Behandlung (p>0,05; Mann-Whitney-Test).



Ergebnisse 74

Mittels ImageJ ermittelte Kern/Zytoplasma-Ratio-Wer  te (HelLa)
40

o 35
= / \ 30
= o5 | | ——HsIP3K-B/EGFP (deltaABD)
N
=9 (-LMB)
o= 20 |
=2 15 | | ——HsIP3K-B/EGFP (deltaABD)
s (+LMB)
> 10
> 5
: - -

0,1 1

N/C-Ratio (log)

Diagramm 3.6: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (AABD) transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbelandelten HelLa-
Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstreke
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreih& unbehandelten HelLa-Zellen betragt 0,46 + 0,4d u
der mit behandelten HeLa-Zellen 0,58 + 0,13.

Durch die Lokalisationsstudien konnte ermittelt ehear, dass sich die Mittelwerte der
Kern/Zytoplasma-Ratio der pHsIP3K-B/EGFRABD) transfizierten H1299- und Hela-
Zellen vor bzw. nach der LMB-Behandlung, nicht diggant verandern.

3.2.2 Intrazellulare Lokalisation des Fusionsproteis HsIP3K-B/EGFP (Q*QQLR)
(NLS-Tripelmutante) der HsIP3K-B in H1299-und HeLa-Zellen
Zur Identifizierung des Kernlokalisationssignals L&Y der HsIP3K-B wurde in der
Aminosaurensequenz des Enzyms ndeh monopartiten NLS-Konsensussequenz (K-[RK]-
X-[RK] [Chelsky et al., 1989]) gesucht. Die Arbeiten von Maria Brehm rgBm, 2006]
zeigen, dass sich mit groRer Wahrscheinlichkeie eliesem Konsensus &hnliche Sequenz in
der Aktinbindungsdomane (ABD) befindet. Diese Sequevurde daraufhin im Rahmen
dieser Arbeit mutiert und das entsprechende Fugiotein in H1299 und Hela-Zellen

exprimiert.
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Das Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP f@QQLR) ist eine Mutante des HsIP3K-B
Volllangenenzyms, bei der innerhalb des Kernlokdilimssignals (NLS) drei
Punktmutationen eingefuhrt wurden (NLS-Tripelmuédnt Hierbei wurden die ersten drei

Aminosauren des NLS, Lysiff, Arginin*?® Lysin**°

, in Glutamine mutiert. Die chemische
Struktur von Glutamin ahnelt der des Lysins bzwgiAins. Aber im Gegensatz zu den
basischen Eigenschaften der beiden AminosaureGligimin neutral. Diese Eigenschaft
wurde hier gezielt genutzt, um das mogliche Keralsitionssignal funktionell zu
inaktivieren, ohne die 3D-Struktur zu verandern.

Die H1299- und HeLa-Zelllinie wurden mit pHsIP3KEBBFP (G?®QQLR) transfiziert, nach
24 h Expression mit Paraformaldehyd fixiert und dedlen zur Identifizierung der Zellkerne
mittels DAPI angefarbt. Das mutierte FusionsprotesiP3K-B/EGFP (**QQLR) wird in

der Abbildung 3.8 schematisch dargestellt.
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Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Fusionsprans HsIP3K-B/EGFP (Q"**QQLR)

Schematische Darstellung vom HsIP3K-B/EGFPXQQLR), einer Mutante des humanen Volllangenenzyms
mit C-terminaler EGFP-Markierung (griin). Die ABDofy fuhrt zur Bindung des Enzyms an das F-Aktin.
Innerhalb des NLS (gelb) wurde eine dreifache Punkation eingefiihrt, so dass das NLS inaktiviertwi

Die Verteilung des Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFPQQLR) wurde mit Hilfe der GFP-
und DAPI-Fluoreszenz analysiert und mit der Sofeverage] ausgewertet (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/EFP
(Q**®QQLR) transfizierten H1299- und Hela-Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine H1299-Zelle, die Bilda+F eine HeLa-Zelle. Beide Zelllinien wurden mitIA8K-

B/EGFP (@*®QQLR) transfiziert, nach 24 h Expression mit Paraformiaydefixiert, die Zellkerne mittels DAPI
angefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskaptersucht. Links ist jeweils die grine Fluoreszdes
EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszenz dectdDAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechtisthef

sich das entsprechende Doppelfluoreszenzifil®00-fache VergréRerung)

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von HsIPBKEEGFP (G“*QQLR)in H1299- und
HelLa-Zellen wurde bestimmt. Die Auswertungen etihgmit der ,Region of interest"-
Funktion der Softwardmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewer
wurden. Die Ergebnisse wurden in jeweils drei voaeder unabhangige Versuche
durchgefuhrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP{&QQLR)in H1299- und HelLa-Zellen)
wiesen untereinander keine signifikanten Unterstshiauf (p>0,05; Kruskal-Wallis-Test,
Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betrad,47 + 0,20 und
der von HelLa 0,53 £ 0,12. Es konnte kein signifteartunterschied zwischen den pHsIP3K-
B/EGFP (3**QQLR) transfizierten H1299- und HeLa-Zellen beobachteties.
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Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen, das®i den pHsIP3K-B/EGFP
(Q"™QQLR) transfizierten H1299- und Hela-Zellen signifikantetm Fluoreszenz im

Zytoplasma als im Kern gemessen wurde.

3.2.2.1Intrazellulare Lokalisation der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) und
HsIP3K-B/EGFP (G**QQLR) in H1299- und HeLa-Zellen
In dem vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dasB Transfektion und Expression des
Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFP QQLR) in H1299- und Hela-Zellen ein
Kernausschluss beobachtet wurde. Auch die AuswgetumittelsimageJ ergaben jeweils
eine signifikant geringere FluoreszenzintensitatZellkern als im Zytoplasma. Bei dem
Plasmid pHsIP3K-B/EGFP (FQQLR) handelt es sich um eine Mutante des HsIP3K-B
Volllangenenzyms, bei der innerhalb des Kernlokiissignals (NLS) drei
Punktmutationen eingefuhrt wurden (NLS-Tripelmuédnt Hierbei wurden die ersten drei
Aminosauren des NLS, Lysift, Arginin'®®, Lysin™®°, in Glutamine mutiert.
Um den Unterschied der Kern/Zytoplasma-Ratio-Vertgj der Fusionsproteine pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp)und pHsIP3K-B/EGFP (8%QQLR) der jeweiligen Zelllinie (H1299 bzw.
HelLa) zu zeigen, wird in jeweils einem x-/y-Diagmandie Ratio-Verteilung der beiden
Fusionsproteine fir die entsprechende Zellliniegatrthgen (Diagramm 3.7 und Diagramm
3.8). Auch hier wurde fur die bessere Darstellueg rgebnisse die x-Achse logarithmiert.
Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die HaudigKZellzahl pro Ratio-Wert in einer

Messreihe) aufgetragen.
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Diagramm 3.7: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) und pHsIP3K-B/EGFP (Q***QQLR) transfizierten H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstreke
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreiné pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten H1299-
Zellen betragt 0,89 + 0,50 und der mit pHsIP3K-BEEGJ*®QQLR) transfizierten H1299-Zellen 0,47 + 0,20.

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen dehtl dass bei den mit dem
Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP {8QQLR) (NLS-Tripelmutante) transfizierten H1299-
Zellen eine signifikante Anreicherung von Fluoreszam Zytoplasma gegeniber dem

Wildtyp gemessen wurd@<0,001; Mann-Whitney-Test).
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Diagramm 3.8: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) und pHsIP3K-B/EGFP (Q'**QQLR) transfizierten HeLa-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstreke
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreimit pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten Hela-
Zellen betragt 0,93 + 0,21 und der mit pHsIP3K-BEFEGJ“®QQLR) transfizierten Hela-Zellen 0,53 + 0,12.

Auch hier zeigt die Kern/Zytoplasma-Ratio-Vertedygm deutlich, dass bei den mit dem
Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP t8QQLR) (NLS-Tripelmutante) transfizierten Hela-
Zellen eine signifikante Anreicherung von Fluoreszedm Zytoplasma gegeniber dem

Wildtyp gemessen wurd@<0,001; Mann-Whitney-Test).

3.2.2.2 Intrazellulére Lokalisation des Fusionspratins HsIP3K-B/EGFP (Q“"QQLR)
(NLS-Tripelmutante) der HsIP3K-B ohne aw. mit LMB-Behandlung in H1299-
und HelLa-Zellen

Hier wurde die Auswirkung einer LMB-Behandlung adidés Lokalisationsverhalten des

Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFP QQLR) (NLS-Tripelmutante) in H1299- und Hela-

Zellen untersucht. Das Toxin LMB (Leptomycin B) isls ein Inhibitor des CRM1

(chromosomal region maintenance) bekannt und wind Wntersuchung des Kernexport-

Verhaltens verwendet. Das LMB inhibiert das CRMI{pé&trtin 1) und verhindert damit die

Erkennung und Bindung der Proteine, wodurch den&eport unterbunden wird.
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Mit diesem Versuch soll untersucht werden, ob esh sbei dem identifizierten
Kernlokalisationssignal (NLS) in der Aktinbindungsdéne (ABD), um das einzige NLS in
der HsIP3K-B handelt. Wenn ein weiteres Kernloladlmssignal vorhanden ist, sollte nach
Wegfall des Kernexports die Kernlokalisation dest€ins zunehmen.

Es wurde die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung dessiénsproteins HsIP3K-B/EGFP
(Q"*®QQLR) ohne bzw. mit LMB-Behandlung in H1299- und HeLai&eluntersucht.

Nach einer sechsstiundigen Inkubation mit LMB wurdka& Zellen mit Paraformaldehyd
fixiert und die Zellkerne mittels DAPI angefarbt.ieDLokalisation des Fusionsproteins
HsIP3K-B/EGFP (&**QQLR) wurde mit Hilfe der GFP- und DAPI-Fluoreszenz asayt
und mitlmage] ausgewertet (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/EFP
(Q'®QQLR) transfizierten H1299- und Hela-Zellen ohne bw. mit LMB-Behandlung

Die Bilder A-C zeigen eine unbehandelte H1299-Zealie Bilder D-F eine behandelte H1299-Zelle, dibl&
G-l eine unbehandelte HelLa-Zelle, die Bilder J-Lerwiehandelte HelLa-Zelle. Beide Zelllinien wurdeit m
pHsIP3K-B/EGFP (&%QQLR) transfiziert. Die behandelten Zellen wurden nacheeisechsstiindigen
Inkubation mit LMB, fixiert, die Zellkerne mittel®API angeféarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikmaps
untersucht. Links ist jeweils die griine Fluoreszdeg EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszenaldrch
DAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts beffisida das entsprechende Doppelfluoreszenzbild.
(1000-fache VergréRerung)
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Die Mittelwerte und Verteilung der Kern/ZytoplasmRatio des Fusionsproteins HsIP3K-
B/EGFP (G*QQLR) mit LMB-Behandlung in H1299- und HeLa-Zellen, wundeestimmit.
Die Auswertungen erfolgten mit der ,Region of imstr-Funktion der SoftwarémageJ, in
dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewertgiden. Die Ergebnisse wurden in
jeweils drei voneinander unabhangige Versuche dftinrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP'{QQLR) in H1299- und HeLa-Zellen
mit LMB-Behandlung) wiesen untereinander keine iikginten Unterschiede auf (p>0,05;
Kruskal-Wallis-Test, Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betrad,51 + 0,15 und
der von HelLa 0,55 + 0,11. Es konnte kein signifteanUnterschied zwischen den
PEGFP/HsIP3K-B (&QQLR) transfizierten und LMB-behandelten H1299- uHeLa-
Zellen beobachtet werden. Die Mittelwerte und Vikrtg) der Kern/Zytoplasma-Ratio-Werte
sind zwischen den pHsIP3K-B/EGFP *fDQLR) transfizierten und LMB-behandelten
H1299- und HelLa-Zellen, identisch.

Es wurde gezeigt, dass nach LMB-Behandlung der phisIP3K-B/EGFP (¢*QQLR)
transfizierten H1299- und Hela-Zellen es zu keidernanreicherung des Fusionsproteins
gekommen ist. Weiterhin wurde ein Kernausschlussbaehtet. Auch die Auswertungen
mittels Image] ergaben jeweils keine signifikante Veranderung désrteilung der
Fluoreszenzintensitat vor bzw. nach LMB-Behandlewischen Zellkern und Zytoplasma.
Um die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung der mit pPBK-B/EGFP (Q**QQLR)
transfizierten und LMB-behandelten bzw. unbehaedelZellen der jeweiligen Zelllinie
(H1299 bzw. Hela) zu zeigen, wird in jeweils eingaty-Diagramm die jeweilige Ratio-
Verteilung der entsprechenden Zelllinie aufgetraggragramm 3.9 und Diagramm 3.10).
Auch hier wurde fir die bessere Darstellung dereBnisse die x-Achse logarithmiert. Es
wird die Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkéiellzahl pro Ratio-Wert in einer
Messreihe) aufgetragen.
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Diagramm 3.9: Darstellung der Kern/Zytoplasma-RaticVerteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Q™%QQLR) transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbehandelten H1299-
Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messrerhié unbehandelten H1299-Zellen betragt 0,47 + a0
der mit behandelten H1299-Zellen 0,51 + 0,15.

Die Mittelwerte der Kern/Zytoplasma-Ratio-Werte desasionsproteins HsIP3K-B/EGFP
(Q"®™QQLR) in H1299-Zellen ohne bzw. mit LMB-Behandlunsind identisch. Jedoch
weisen die Verteilungen dieser Werte einen sigaiftkn Unterschied aip=0,005; Mann-

Whitney-Test).
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Diagramm 3.10: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung der pHsIP3K-
B/EGFP (Q'*QQLR) transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbehandelten HelLa-
Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreih& unbehandelten HelLa-Zellen betragt 0,53 = 0,&d u
der mit behandelten HelLa-Zellen 0,55 + 0,11.

Durch die Lokalisationsstudien konnte ermittelt eex, dass die Mittelwerte der
Kern/Zytoplasma-Ratio der HsIP3K-B/EGFP DQLR) transfizierten H1299- und Hela-
Zellen vor bzw. nach der LMB-Behandlung, gleichilds. Dies lasst darauf schlie3en, dass
es sich bei dem identifizierten NLS um das einXgenlokalisationssignal in der HsIP3K-B
handelt.
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3.2.3 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsprotene HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp),
HsIP3K-B/EGFP (F*®QQLR) (NLS-Tripelmutante) und der NLS-Einzel-
mutanten (Glutamin-Screening) der HsIP3K-Bn H1299- und HelLa-Zellen
Zur genaueren Eingrenzung des charakterisiertemlélalisationssignals (NLS) und zur
Ermittlung der Bedeutung einzelner Aminoséauren tihad der Konsensusequenz fir den
Kernimport, wurde ein Glutamin-Screening durchgetfiidierbei wurde jeweils eine basische
Aminosaure Lysin (L) oder Arginin (R) innerhalb daGglichen Konsensussequenz fir das
Kernlokalisationssignals (NLS), in die neutrale Aws&ure Glutamin (Q) ausgetauscht. Die
eingefuhrten Punktmutationen werden in der AbbiguB.11 anhand eines Modells

dargestellt.
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung des Fusionspeshs HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
mit den NLS-Einzelmutationen

Schematische Darstellung vom HsIP3K-B/EGFP, dem dmem VolllAngenenzym mit C-terminaler EGFP-
Markierung (griin) und den NLS-Einzelmutationen. BBD (rot) fuhrt zur Bindung des Enzyms an das F-
Aktin. Innerhalb des NLS (gelb) wurde eine jewadli§unktmutation eingefiihrt, so dass das NLS inaktiv
wird.
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Die Tabelle 3.2 zeigt die einzelnen Punktmutatiomererhalb des Kernlokalisationssignals

(NLS) der HsIP3K-B und die entsprechenden Fusidktsven bzw. Fusionsproteine:

Bezeichnung NLS-Sequenz Fusionsvektor
Wildtyp K"”RKLR | pHsIP3K-B/EGFP (K*RKLR)
Mutation 1 'J”RKLR | pHsIP3K-B/EGFP (&*RKLR)
Mutation 2 K'”OKLR | pHsIP3K-B/EGFP (K*QKLR)
Mutation 3 K“RQLR | pHsIP3K-B/EGFP (K*RQLR)
Mutation 4 K*RKLQ | pHsIP3K-B/EGFP (K*°RKLQ)

Bez. des Fusionsproteing Fusionsprotein

Volllangenenzym HsIP3K-B/EGFP {KRKLR)
NLS 1 HsIP3K-B/EGFP (GRKLR)
NLS 2 HsIP3K-B/EGFP (KK°QKLR)
NLS 3 HsIP3K-B/EGFP (KRQLR)
NLS 4 HsIP3K-B/EGFP (KF*RKLQ)

Tabelle 3.2: Darstellung der Punktmutationen innerfalb des Kernlokalisationssignals
(NLS) der HsIP3K-B fur das Glutamin-Screening

In der Tabelle dargestellt sind die vier NLS-Eimaetationen mit den ensprechenden Fusionsvektorein un
Fusionsproteinen der HsIP3K-B fir das Glutamin-8cieg. Aufgrund der Lange der Protein-Namen wurden
Abkirzungsbezeichnungen (NLS 1-4) verwendet. Alsgigch wird die Wildtyp-Sequenz aufgetragen.

Das Glutamin-Screening wurde in der H1299-Zellahiechgefiihrt. Dabei wurden die Zellen
mit dem jeweiligen Fusionsprotein NLS 1, NLS 2,88 oder NLS 4, transfiziert, nach 24 h
Expression mit Paraformaldehyd fixiert und zur laferierung der Zellkerne mittels DAPI
angefarbt. Die Verteilung der Fusionsproteine wurdé Hilfe der GFP- und DAPI-
Fluoreszenz analysiert und mit der Softwiamage]J ausgewertet (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/EFP
(Q'®QQLR), pHsIP3K-B/[EGFP (Q'“*RKLR), pHsIP3K-B/EGFP (K '?%QKLR),
pHsIP3K-B/EGFP (K™®RQLR) und pHsIP3K-B/EGFP (K'**RKLQ) transfizierten
H1299- Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine mit pHsIP3K-B/EGFP '{DQLR)transfizierte H1299-Zelle, die Bilder D-F eine
mit pHsIP3K-B/EGFP (&RKLR) transfizierte H1299-Zelle, die Bilder G-I einmit pHsIP3K-B/EGFP
(K*QKLR) transfizierte H1299-Zelle, die Bilder J-L eimait pHsIP3K-B/EGFP (K®*RQLR) transfizierte
H1299-Zelle, die Bilder M-O eine mit pHsIP3K-B/EGRR™RKLQ) transfizierte H1299-Zelle. Die Zellen
wurden nach 24 h fixiert, die Zellkerne mittels DA&hgefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikrqsko
untersucht. Links ist jeweils die griine Fluoreszdeg EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszenaldrch
DAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts beffisida das entsprechende Doppelfluoreszenzbild.
(1000-fache VergréRerung)
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Es wurde die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung deusiBnsproteine HsIP3K-B/EGFP
(Q"*™QQLR) (NLS-Trippelmutante), NLS 1, NLS 2, NLS 3, 814 (Glutamin Screening) und
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in H1299-Zellen miteinamdesrglichen.

Die jeweiligen Mittelwerte und Verteilungen der IKRéfytoplasma-Ratio wurden in einem
xly-Diagramm dargestellt (Diagramm 3.11). Dabei a@eurfir die bessere Darstellung der
Ergebnisse die x-Achse logarithmiert. Es wird diertdZytoplasma-Ratio gegen die
Haufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Mesé®) aufgetragen. Die Auswertung
erfolgte mit der ,Region of interest*-Funktion deoftwarelmagel, in dem jeweils 100 GFP-
Fluoreszenzbilder ausgewertet wurden. Die Ergebniles Glutamin-Screenings wurden in
jeweils drei voneinander unabhangige Versuche dftinrt und ausgewertet. Die im
Diagramm 3.11 dargestellten Kern/Zytoplasma-Rat@tlen ein reprasentatives Beispiel der
jeweils drei ausgewerteten Versuche dar. Die Mittele der Messreihen (NLS 2, NLS 3 und
NLS 4) wiesen sowohl untereinander (p>0,05; Krudkallis-Test), als auch mit dem
Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP 3QQLR), keine signifikanten Unterschiede (p=0,315;
Kruskal-Wallis-Test) auf.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medsee des Fusionsproteins HsIP3K-
B/EGFP (3*®QQLR) (NLS-Tripelmutante) betragt 0,470,20, der von NLS 2 0,490,19,
der von NLS 3 0,52 0,32 und der von NLS 4 0,460,18 (Diagramm 3.11). Anders verhélt
es sich mit dem Fusionsprotein NLS 1, das in séfi@en/Zytoplasma-Ratio-Verteilung einen
signifikanten Unterschied zu der des FusionspretelslP3K-B/EGFP (5°QQLR) und der
der Fusionsproteine NLS 2, NLS 3 und NLS 4 (p<O0;0®tnn-Whitney- Test), jedoch
keinen signifikanten Unterschied zu der des Fugimisins HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp),
aufweist (p=0,691; Mann-Whitney-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
betragt 0,82 0,50 und der von NLS 1 0,&7,33 (Diagramm 3.11).
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Diagramm 3.11: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung von HsIP3K-
B/EGFP (Q"QQLR), NLS 1, NLS 2, NLS 3, NLS 4 und von HsIP3K-BEGFP
(Wildtyp) in H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreihi pHsIP3K-B/EGFP (&*QQLR) transfizierten H1299-
Zellen betragt 0,47 + 0,20, der pHsIP3K-B/EGEBXRKLR) transfizierten H1299-Zellen 0,87 + 0,33, der mit
pHsIP3K-B/EGFP (R*QKLR) transfizierten H1299-Zellen 0,49 + 0,19, deit pHsIP3K-B/EGFP (K®RQLR)
transfizierten H1299-Zellen 0,52 + 0,32, der mitsPBK-B/EGFP (K**RKLQ) transfizierten H1299-Zellen
0,46 + 0,18 und der mit pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyprisfizierten H1299-Zellen 0,89 + 0,50.

3.2.4 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsprotene HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) und
ABD(HsIP3K-B)/EGFP der HsIP3K-B in H1299-und HeLa-Zellen
Um zu untersuchen, ob das in der Aktinbindungsd@m@BD) der HsIP3K-B lokalisierte
Kernlokalisationssignal (NLShinreichend fir den Kernimport des Proteins ist, wurde das
Plasmid pABD(HsIP3K-B)/EGFRransient in H1299- und Hela-Zellen transfiziertdun
daraufhin die Kern/Zytoplasma-Lokalisation untefguc
Das Plasmid pABD(HsIP3K-B)/EGFP kodiert eine Mu&antler HsIP3K-B, bei der
ausschlief3lich die isolierte AktinbindungsdoméaneB} mit dem darin enthaltenen
Kernlokalisationssignal (NLS) in den pEGFP-N1-Vekt&loniert wurde. Ist dieses
Kernlokalisationssignal hinreichend fir den Kernortp soll an der Expression des
Fusionsproteins ABD(HsIP3K-B)/EGFP eine Kernanrercimg beobachtet werden.
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3.2.4.1 Intrazellulare Lokalisation des Fusionspratins ABD(HsIP3K-B)/EGFP in

H1299- und HeLa-Zellen
Die Zelllinien H1299 und HelLa wurden mit pABD(HsIRB)/EGFP (Abbildung 3.13)
transfiziert und nach 24 h Expression die Kernlslegion untersucht. Zur eindeutigen
Identifizierung der Zellkerne wurden diese nach Baraformaldehydfixierung der Zellen

mittels DAPI angefarbt.

NH,* I] COOr

ABD(HsIP3K-B)/EGFP

Abb. 3.13: Schematische Darstellung des Fusionspeahs ABD(HsIP3K-B)/EGFP

Schematische Darstellung vom ABD(HsIP3K-B)/EGFP deit isolierten Aktinbindungsdoméane (ABD, rot) des
humanen Volllangenenzyms der HsIP3K-B und dem danthaltenen NLS (gelb) und C-terminaler EGFP-
Markierung (gran).

Die Verteilung des Fusionsproteins ABD(HsIP3K-B)fE&wurde mit Hilfe der GFP- und
DAPI-Fluoreszenz analysiert und mit der SoftwlamageJ ausgewertet. Das EGFP zeigt eine
grune Fluoreszenz, wahrend die mit DAPI angefarbfatlkerne blau fluoreszierend
erscheinen (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pABD(HsIP3KB)/EGFP
transfizierten H1299- und Hela-Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine H1299-Zelle, die Bildér-F eine HelLa-Zelle. Beide Zelllinien wurden mit
pABD(HsIP3K-B)/EGFPtransfiziert, nach 24 h Expression mit Paraformiaydefixiert, die Zellkerne mittels
DAPI angefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmslkaps untersucht. Links ist jeweils die griine Fasaenz
des EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszemzddech DAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts
befindet sich das entsprechende Doppelfluoresziehz{i000-fache Vergrélierung)

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von ABD(A3SK-B)/EGFP in H1299- und

HelLa-Zellen wurden bestimmt. Die Auswertungen gtieh mit der ,Region of interest*-

Funktion der Softwardmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewer
wurden. Die Ergebnisse wurden in jeweils drei voaeder unabhangige Versuche
durchgefuhrt und ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (ABD(HsIP3K-B)/EGHR H1299- und Hela-Zellen)

wiesen untereinander keine signifikanten Untersishiauf (p=0,184; Kruskal-Wallis-Test,
Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betradt,60 + 0,55 und

der von Hela 1,58 + 0,32. Es konnte kein signifteanUnterschied (p=0,184; Mann-
Whitney-Test) zwischen den pABD(HsIP3K-B)/EGFP #farierten H1299- und Hela-

Zellen beobachtet werden.
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Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen debtl dass in ABD(HsIP3K-B)/EGFP
transfizierten H1299- und HelLa-Zellen deutlich mdHuoreszenz im Zellkern als im
Zytoplasma gemessen wurde.

3.2.4.2 Intrazellulare Lokalisation von EGFP in H1B®9-Zellen

Es ist bekannt, dass EGFP allein eine Kernlokatisatufweist [Seibelet al., 2007].
Aufgrund des ahnlichen Molekulargewichts zwischeBHP und ABD(HsIP3K-B)/EGFP
wurden hier ihre intrazellularen LokalisationerHh299-Zellen miteinander verglichen.

Die Lokalisation des EGFPs wurde nach 24 h Expoessintersucht. Zur eindeutigen
Identifizierung der Zellkerne, wurden diese nach Haraformaldehydfixierung der Zellen
mittels DAPI angefarbt. Das EGFP (Abbildung 3.18igt eine grine Fluoreszenz, wahrend
die mit DAPI angeféarbten Zellkerne blau fluoresered erscheinen. Mittels GFP- und DAPI-
Fluoreszenz wird die Verteilung des EGFPs anally&dbildung 3.16).

NH,* COO-

a™

EGFP

Abb. 3.15: Schematische Darstellung des EGFPs
Das EGFP (gruin) kann N- oder C-terminal an Prothis®niert werden.
Nf: N-terminales Ende; COOC-terminales Ende
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Abbildung 3.16: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von einer pEGFP-N1
transfizierten H1299-Zelle

Die Bilder A-C zeigen eine H1299-Zelle. Die Zellamrden mit pEGFP-NL1 transfiziert, nach 24 h Expmss
mit Paraformaldehyd fixiert, die Zellkerne mittdédAPI| angefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmékaps
untersucht. Links ist jeweils die griine Fluoreszéag EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszenzdrch
DAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts beffisida das entsprechende Doppelfluoreszenzbild.
(1000-fache VergréRRerung)

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von EGKFPder transfizierten H1299-Zelllinie
wird in einem x-/y-Diagramm erfasst (Diagramm 3.1Pabei wurde fur die bessere
Darstellung der Ergebnisse die x-Achse logarithinies wird die Kern/Zytoplasma-Ratio
gegen die Haufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert inn@i Messreihe) aufgetragen. Die
Auswertung erfolgte mit der ,Region of interest“fiktion der Softwardmagel, in dem
jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewertet wurdéMit Hilfe der DAPI-
Fluoreszenzbilder konnte der Zellkern eindeutightdziert werden. Die Ergebnisse wurden
in jeweils drei voneinander unabhangige Versuchechdjefiihrt und ausgewertet. Das
Diagramm stellt ein repréasentatives Beispiel deejs drei ausgewerteten Versuche dar.
Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Mes#iseevon EGFP in H1299-Zellen betragt
1,63+ 0,47.



Ergebnisse 94

Mittels ImageJ ermittelte Kern/Zytoplasma-Ratio-Wer  te

(H1299)

° 12 ;

S 10

fo .\

= 0

£ s |

=8 4

= l

I U

0,1 1 10
N/C-Ratio (log)

Diagramm 3.12: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato von EGFP in H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeie(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) in eing#fy-
Diagramm gegenuber gestellt, wobei die x-Achse rittyaiert wird. Die Kern/Zytoplasma-Ratio auf def x
Achse wird gegen die Haufigkeit auf der y-Achsegetifagen. Es wurden die mit pEGFP-N1 transfizierten
H1299-Zellen analysiert. Die Auswertung erfolgtetteis Image]J mit 100 GFP-Fluoreszenzbildern pro
Messreihe. Die DAPI-Fluoreszenzbilder wurden zurdeutigen ldentifizierung des Zellkerns herangemoge
Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Mediseemit pEGFP-N1 transfizierten H1299-Zellen betrag
1,63 +£0,47.

3.2.4.3Intrazellulare Lokalisation der Fusionsproteine ABD(HsIP3K-B)/EGFP, EGFP

und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in H1299-und HelLa-Zellen
In dem Kapitel 3.2.4.1 wurde gezeigt, dass nachnSfektion und Expression des
Fusionsproteins ABD(HsIP3K-B)/EGHR H1299- und HelLa-Zellen eine Kernanreicherung
beobachtet werden konnte. Auch die Auswertungertelmitmagel ergaben jeweils eine
signifikant hohere Fluoreszenzintensitat in Zelikexs im Zytoplasma. Bei dem Plasmid
pABD(HsIP3K-B)/EGFPhandelt es sich um eine Mutante des HsIP3K-B Miadjénenzyms,
bei der ausschlie3lich die isolierte Aktinbindungsdine (ABD) mit dem darin enthaltenen
Kernlokalisationssignal (NLS), in den pEGFP-N1-\kkloniert wurde.
Um die Starke der Kernanreicherung des Plasmids O{ABIP3K-B)/EGFP nach
Transfektion in H1299- und HelLa-Zellen zu zeigenyde jeweils in einem x-/y-Diagramm
(Diagramm 3.13 und Diagramm 3.14) die jeweilige i{&ytoplasma-Ratio-Verteilung der
FusionsproteineABD(HsIP3K-B)/EGFP, EGFP und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyfir die
entsprechende Zelllinie aufgetragen. Auch hier wufdr die bessere Darstellung der
Ergebnisse die x-Achse logarithmiert.
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Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die HaudigKZellzahl pro Ratio-Wert in einer
Messreihe) aufgetragen. Hierbei wurde die Kern/ghgema-Ratio-Verteilung von EGFP in
H1299-Zellen aufgrund des ahnlichen Molekulargewschmit dem Fusionsprotein
ABD(HsIP3K-B)/EGFP, als Vergleich herangezogen.dgigen wurde die Kern/Zytoplasma-
Ratio-Verteilung von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in HA2- und HelLa-Zellen aufgrund der
ahnlichen Regulation mit dem Fusionsprotein ABD@8K-B)/EGFP, als Vergleich

herangezogen.
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Diagramm 3.13: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung der ABD(HsIP3K-
B)/EGFP, EGFP und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in H1299Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(lZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anetysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messrerhié pABD(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten H1299-Zellen
betragt 1,60 £ 0,55, der mit pEGFP-N1 transfizient&l299-Zellen 1,63 + 0,47 und der mit pHsIP3K-BFEG
(Wildtyp) transfizierten H1299-Zellen 0,89 + 0,50.

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen dehbtl dass diggABD(HsIP3K-B)/EGFP
transfizierten H1299-Zellen im Vergleich zum Wilgtysignifikant mehr Fluoreszenz im
Zytoplasma als im Kern gemessen wurde (p<0,001;nM&hitney-Test). Der Vergleich mit
EGFP zeigte keine signifikante Anderung der Mitette und Verteilung der
Kern/Zytoplasma-Ratio (p=0,210; Mann-Whitney-Test).
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Diagramm  3.14: Darstellung der  Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung  der
pABD(HsIP3K-B)/EGFP, pEGFP-N1 und pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten
HelLa-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstreke
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreing pABD(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten HelLa-Zellen
betragt 1,58 + 0,32 und der mit pHsIP3K-B/EGFP @Wip) transfizierten HeLa-Zellen betragt 0,93 +10,2

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen debtl dass bei den mit pABD(HsIP3K-
B)/EGFP transfizierten HeLa-Zellen im Vergleich zuvildtyp, signifikant mehr Fluoreszenz

im Kern als im Zytoplasma gemessen wurde (p<0,8nn-Whitney-Test).

3.2.4.4 Intrazellulare Lokalisation des Fusionspratins ABD(HsIP3K-B)/EGFP der
HsIP3K-B ohne bzw. mit LMB-Behandlungn H1299-und HeLa-Zellen

Hier wurde die Auswirkung einer LMB-Behandlung adidéis Lokalisationsverhalten des

Fusionsproteins ABD(HsIP3K-B)/EGFP in H1299- und_E&ellen untersucht.

Das Plasmid pABD(HsIP3K-B)/EGFP ist eine Mutants HisIP3K-B Volllangenenzyms, bei

der ausschliel3lich die isolierte AktinbindungsdomdABD) mit dem darin enthaltenen

Kernlokalisationssignal (NLS), in den pEGFP-N1-\&kkloniert wurde. Das Toxin LMB

(Leptomycin B) ist als ein Inhibitor des CRM1 (chrosomal region maintenance) bekannt

und wird zur Untersuchung des Kernexport-Verhaltesrsvendet.
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Das LMB inhibiert das CRM1(=Exportin 1) und verhamtd damit die Erkennung und
Bindung der Proteine, wodurch der Kernexport unteden wird.

Mit diesem Versuch soll gezeigt werden, dass in Aktinbindungsdomane (ABD) der
HsIP3K-B sowohl ein Kernlokalisationssignal (NLS¥y auch ein Kernexportsignal (NES)
vorhanden ist. Durch die LMB-Behandlung wird demexport inhibiert, sodass es zu einer
starkeren Kernanreicherung kommen sollte als atB-Behandlung.

Es wurde die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung dasiénsproteins ABD(HsIP3K-B)/EGFP
ohne bzw. mit LMB-Behandlung in H1299- und HelLal&el untersucht. Nach einer
sechsstindigen Inkubation mit LMB wurden die Zelteit Paraformaldehyd fixiert und die
Zellkerne mittels DAPI angeféarbt. Die Lokalisatiates Fusionsproteins ABD(HsIP3K-
B)EGFP wurde mit Hilfe der GFP- und DAPI-Fluoreszeanalysiert und mitmagel
ausgewertet (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pABD(HsIP3KB)/EGFP
transfizierten H1299- und Hela-Zellen ohne bzw. mit MB-Behandlung

Die Bilder A-C zeigen eine unbehandelte H1299-Zalle Bilder D-F eine behandelte H1299-Zelle, dikl&
G-l eine unbehandelte HelLa-Zelle, die Bilder J-Lekwehandelte HelLa-Zelle. Beide Zelllinien wurdeit m
pABD(HsIP3K-B)/EGFPtransfiziert. Die behandelten Zellen wurden nacteesechsstiindigen Inkubation mit
LMB fixiert, die Zellkerne mittels DAPI angeféarbhd mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucimks

ist jeweils die griine Fluoreszenz des EGFPs unkigirMitte die blaue Fluoreszenz der durch DAPI &iripen
Zellkerne zu sehen. Rechts befindet sich das esthpnde Doppelfluoreszenzbild. (1000-fache Vergmaifg)
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Die Mittelwerte und Verteilung der Kern/ZytoplasiRatio des Fusionsproteins
ABD(HsIP3K-B)/EGFP mit LMB-Behandlung in H1299- undHela-Zellen wurden
bestimmt. Die Auswertungen erfolgten mit der ,Regif interest‘-Funktion der Software
Imaged, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgmwevurden. Die Ergebnisse
wurden in jeweils drei voneinander unabhangige ¥Mere durchgefihrt und ausgewertet.
Die Mittelwerte der Messreihen (ABD(HsIP3K-B)/EGHP H1299- und HelLa-Zellen mit
LMB-Behandlung) wiesen untereinander keine sigaffilen Unterschiede auf (p>0,05;
Kruskal-Wallis-Test, Tukey-Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betradt,2 + 0,69 und
der von Hela 2,34 + 0,66. Es konnte kein signifteanUnterschied zwischen den
ABD(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten und LMB-behanéelt H1299- und Hela-Zellen
beobachtet werden. Die Mittelwerte und Verteilureg &ern/Zytoplasma-Ratio-Werte sind
zwischen den ABD(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten ubiB-behandelten H1299- und

HelLa-Zellen, identisch.

Es wurde gezeigt, dass nach LMB-Behandlung der p#BD(HsIP3K-B)/EGFP
transfizierten H1299- und Hela-Zellen es zu einernéanreicherung des Fusionsproteins
gekommen ist. Auch die Auswertungen mittéleage] ergab jeweils eine signifikante
Veranderung der Verteilung der Fluoreszenzintensi@ bzw. nach LMB-Behandlung
zwischen Zellkern und Zytoplasma.

Um die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung der mit pp@sIP3K-B)/EGFP transfizierten
und LMB-behandelten bzw. unbehandelten Zellen @evejligen Zelllinie (H1299 bzw.
HelLa) zu zeigen, wird in jeweils einem x-/y-Diagmrandie jeweilige Ratio-Verteilung der
entsprechenden Zelllinie aufgetragen (Diagramm 8ridb Diagramm 3.16). Auch hier wurde
fur die bessere Darstellung der Ergebnisse die hs@clogarithmiert. Es wird die
Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkeit (Zellzaho Ratio-Wert in einer Messreihe)

aufgetragen.
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Diagramm  3.15: Darstellung  der  Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung  der
pABD(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbehandelten
H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messrerhié unbehandelten H1299-Zellen betragt 1,60 + b8
der mit mit behandelten H1299-Zellen 2,2 + 0,69.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilurdps Fusionsproteins ABD(HsIP3K-
B)/EGFP mit LMB-Behandlung ist signifikant hoher als die neh LMB-Behandlung
(p<0,001; Mann-Whitney-Test).
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Diagramm  3.16: Darstellung der  Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung  der
pABD(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten und LMB-behandelten bzw. -unbehandelten
HelLa-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstreke
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreih& unbehandelten HelLa-Zellen betragt 1,58 + 0,84 u
der mit mit behandelten HelLa-Zellen 2,34 + 0,66.

Durch die Lokalisationsstudien konnte ermittelt des, dass sich die Mittelwerte der
Kern/Zytoplasma-Ratio der pABD(HsIP3K-B)/EGHRRnsfizierten H1299- und HelLa-Zellen
vor bzw. nach der LMB-Behandlung signifikant ernbh®adurch wurde gezeigt, dass die
Aktinbindungsdoméne (ABD) der HsIP3K-B sowohl eierKlokalisationssignal (NLS) als

auch ein Kernexportsignal (NES) beinhaltet.

3.2.5Intrazellulare Lokalisation des Fusionsproteins NL$HsIP3K-B)/EGFP der

HsIP3K-B und EGFP in H1299- und HelLa-Zelle
Um zu untersuchen, ob das in der Aktinbindungsdam@BD) der HsIP3K-B lokalisierte
Kernlokalisationssignal (NLShinreichend fir den Kernimport des Proteins ist, wurde die
Lokalisation der beiden Fusionsprote®dBD(HsIP3K-B)/EGFP undNLS(HsIP3K-B)/EGFP
in H1299- und HelLa-Zellen untersucht



Ergebnisse 102

Das Plasmid pNLS(HsIP3K-B)/EGFP kodiert eine Mugarder HsIP3K-B, bei der
ausschlief3lich das isolierte Kernlokalisationssighd.S) in den pEGFP-N1-Vektor kloniert
wurde. Dadurch sollte die alleinige Wirkung des NB8f die Kern/Zytoplasma-Ratio-
Verteilung analysiert werden. Ist dieses Kernldationssignal hinreichend fir den
Kernimport, soll an der Expression des FusionsprstéisIP3K-B pEGFRLS ebenfalls

eine Kernanreicherung beobachtet werden.

3.2.5.1 Intrazellulare Lokalisation des Fusionspragins NLS(HsIP3K-B)/EGFP in

H1299- und HeLa-Zellen
Die Zelllinien H1299 und HelLa wurden mit pNLS(HsHRB)/EGFP (Abbildung 3.18)
transfiziert und nach 24 h Expression die Kernlslegion untersucht. Zur eindeutigen
Identifizierung der Zellkerne wurden diese nach Baraformaldehydfixierung der Zellen

mittels DAPI angefarbt.

NH,* coor

[

/ \ NLS(HsIP3K-B)/EGFP

MEA[KRKLR]ILP

Abb. 3.18: Schematische Darstellung des Fusionspeits NLS(HsIP3K-B)/EGFP

Schematische Darstellung vom NLS(HsIP3K-B)/EGFP deitn isolierten Kernlokalisationssignal (NLS, gelb)
des humanen Volllangenenzyms der HsIP3K-B und @italer EGFP-Markierung (griin). Fiur die Fusion mit
dem EGFP wurden einige Aminosauren vor und nachMeghinzugefugt.

Die Verteilung des FusionsproteiflS(HsIP3K-B)/EGFP wurde mit Hilfe der GFP- und
DAPI-Fluoreszenz analysiert und mit der Softwhmage] ausgewertet. Das EGFP zeigt eine
grine Fluoreszenz, wahrend die mit DAPI angefarbfatlkerne blau fluoreszierend
erscheinen (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pNLS(HsIP3KB)/EGFP
transfizierten H1299- und Hela-Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine H1299-Zelle, die BildérF eine HelLa-Zelle. Beide Zelllinien wurden mit
pNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfiziert, nach 24 h Expressmit Paraformaldehyd fixiert, die Zellkerne relt
DAPI angefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmskaps untersucht. Links ist jeweils die griine Fasaenz
des EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszemzddech DAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts

befindet sich das entsprechende Doppelfluoreszienz{iio00-fache VergréRerung)

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von NLS[PBK-B)/EGFP in H1299- und Hela-
Zellen wird bestimmt. Die Auswertungen erfolgtert aer ,Region of interest“-Funktion der
Software Imagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewewurden. Die
Ergebnisse wurden in jeweils drei voneinander uéaablye Versuche durchgefuhrt und
ausgewertet.

Die Mittelwerte der Messreihen (NLS(HsIP3K-B)/EGHPH1299- und HelLa-Zellen) wiesen
untereinander keine signifikanten Unterschiede (@ef0,184; Kruskal-Wallis-Test, Tukey-
Kramer-Test).

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medseevon H1299 betragt,26 + 0,61 und
der von Hela 2,14 + 0,91. Es konnte kein signifteatunterschied (p>0,05; Mann-Whitney-
Test) zwischen den pNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfiEertH1299- und Hela-Zellen
beobachtet werden. Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Vemgen zeigen deutlich, dass in
PNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten H1299- und Helellen deutlich mehr Fluoreszenz

im Zellkern als im Zytoplasma gemessen wurde.
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3.2.5.2Intrazelluléare Lokalisation der Fusionsproteine NLSHsIP3K-B)/EGFP und

EGFP in H1299- und HelLa-Zellen
Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, dass faahsfektion und Expression des
Fusionsproteins NLS(HsIP3K-B)/EGFP in H1299- und_&Zellen eine Kernanreicherung
beobachtet werden konnte. Auch die Auswertungertelmitmagel ergaben jeweils eine
signifikant hohere Fluoreszenzintensitat in Zelikeds im Zytoplasma. Bei dem Plasmid
PNLS(HsIP3K-B)/EGFP handelt es sich um eine Mutalge HsIP3K-B VolllAngenenzyms,
bei der ausschlie3lich das isolierte Kernlokal@masignal (NLS) in den pEGFP-N1-Vektor
kloniert wurde.
Um die Starke der Kernanreicherung des FusionspsotdlLS(HsSIP3K-B)/EGFP nach
Transfektion in H1299-Zellen zu zeigen, wurde ineen x-/y-Diagramm (Diagramm 3.17)
die jeweilige Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung darsionsproteindLS(HsIP3K-B)/EGFP
und EGFP aufgetragen. Auch hier wurde fur die besBarstellung der Ergebnisse die x-
Achse logarithmiert. Es wird die Kern/ZytoplasmatiBRagegen die Haufigkeit (Zellzahl pro
Ratio-Wert in einer Messreihe) aufgetragen. Hieraeirde die Kern/Zytoplasma-Ratio-
Verteilung von EGFP aufgrund des &hnlichen Molelgdavichts mit dem Fusionsprotein
NLS(HsIP3K-B)/EGFP, als Vergleich herangezogen.
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Diagramm 3.17: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung der NLS(HsIP3K-
B)/EGFP und EGFP in H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(lZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstreke
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatisiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreii pNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten H1299-Zellen
betragt 2,26 + 0,61 und der mit pEGFP-N1 trandfieie H1299-Zellen 1,63 + 0,47.
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Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilungen zeigen dehil dass bei den pNLS(HsIP3K-
B)/EGFP transfizierten H1299-Zellen im Vergleicmz&EGFP, signifikant mehr Fluoreszenz

im Kern als im Zytoplasma gemessen wurde (p<0,8Gn-Whitney-Test).

3.2.6 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsprotene EGFP/HsSIPMK (Wildtyp),

EGFP/NLS (HsIPMK) und EGFP/3XNLS (SV40) inH1299-Zellen
Um die Starke des identifizierten Kernlokalisatisigeals (NLS) der HsIP3K-B einzuordnen,
wurden die Plasmide pEGFP/HsSIPMK (Wildtyp), pEGFEP&N (HsIPMK) und
PEGFP/3XNLS (SV40)n H1299-Zellen transfiziert. Dabei wurden die K@ytoplasma-
Ratio-Verteilungen der Fusionsproteine EGFP/NLSIPNEK) und EGFP/3XNLS (SV40) in
H1299-Zellen mit der des NLS(HsIP3K-B)/EGFP vergéo.
Wie die HsIP3K-B ist die humane Inositolphosphatikiiase (HsIPMK) ebenfalls eine
Inositolphosphatkinase und besitzt ein NLS. Die KlehoOrt in eine der drei Subfamilien
der PDKG-Kinasen. Auch hier wurde das isolierte rtf@kalisationssignal (NLS) in den
pPEGFP-N1-Vektor kloniert [Nalaskowski al., 2002].
Um das NLS der HsIP3K-B mit einem starken Kernl@atlonssignal zu vergleichen, wurde
das Fusionsprotein EGFP/3XNLS (SV40) verwendet.ebabndelt es sich um ein Protein mit
einem dreifach codierten NLS aus dem Simianes V#0s(SV40), einem der starksten
Kernlokalisationssignale Uberhaupt. Die Lokalisasstudien des Fusionsproteins
EGFP/3xXNLS (SV40) in H1299-Zellen wurden von Olgad$t durchgefuhrt [Ernst, 2007].

3.2.6.1 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsproeine EGFP/HsIPMK (Wildtyp),
EGFP/NLS (HsIPMK) und NLS(HsIP3K-B)/EGHP in H1299-Zellen

Zunachst wurde das identifizierte Kernlokalisatgigeal (NLS) der HsIP3K-B mit dem der

HsIPMK verglichen. Die Abbildung 3.20 zeigt die ratellulare Lokalisation der

Fusionsproteine EGFP/HsIPMK (Wildtyp), EGFP/NLS [(P®K) und NLS(HsIP3K-

B)/EGFP in H1299-Zellen. Das Plasmid pEGFP/NLS BH4K) kodiert eine Mutante des

HsIPMK Volllangenenzyms, bei der ausschlie3lich dsalierte Kernlokalisationssignal

(NLS) in den pEGFP-N1-Vektor kloniert wurde [Nalaskskiet al., 2002].

Die H1299-Zellen wurden mit pEGFP/HSIPMK (WildtypEGFP/NLS (HsIPMK)und

NLS(HsIP3K-B)/EGFP transfiziert und nach 24 h Exgsien die Kernlokalisation untersucht.
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Zur  eindeutigen Identifizierung der Zellkerne wurde diese nach  der
Paraformaldehydfixierung der Zellen mittels DAPI geféarbt. Die Verteilung der
Fusionsproteine wurde mit Hilfe der GFP- und DARldfeszenz analysiert und mit der
Software Imagel ausgewertet. Das EGFP zeigt eine grine Fluoreszedlzrend die mit

DAPI angeféarbten Zellkerne blau fluoreszierend leegeen (Abbildung 3.20).

.
.
.

Abbildung 3.20: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von pEGFP/HsSIPNK (Wildtyp),
PEGFP/NLS (HsIPMK) und pNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten H1299-Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine mit pEGFP/HsIPMK (Wilgiytransfizierte H1299-Zelle, die Bilder D-F einétm
PEGFP/NLS (HsIPMK}ransfizierte H1299-Zelle, die Bilder G-I eine mNLS(HsIP3K-B)/EGFRransfizierte
H1299-Zelle. Die Zellen wurden nach 24 h ExpressionParaformaldehyd fixiert, die Zellkerne mitt&\PI
angefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskaptersucht. Links ist jeweils die grine Fluoreszdes
EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszenz dectdDAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechtisthetf
sich das entsprechende Doppelfluoreszenzbild.0Qf&che VergréRerung)
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Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von EGFEIFMK (Wildtyp) und EGFP/NLS
(HsIPMK) in H1299-Zellen wird in einem x-/y-Diagram dargestellt (Diagramm 3.18).
Dabei wurde fur die bessere Darstellung der Ergslendie x-Achse logarithmiert. Es wird
die Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkeit [Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
aufgetragen. Die Auswertung erfolgte mit der ,Regaf interest“-Funktion der Software
Imageld, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewevurden. Es wurde jeweils
eine Transfektion durchgefihrt.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Mesiseevon EGFP/HSIPMK (Wildtyp)
betragt 2,12 + 0,63 und der von EGFP/NLS (HsIPMK) 2,15 £, Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Miteten und Verteilungen der
Kern/Zytoplasma-Ratio festgestellt werden (p=0,84&nn-Whitney-Test).
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Diagramm  3.18: Darstellung der  Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung  des
EGFP/HsIPMK (Wildtyp) und EGFP/NLS (HsIPMK) in H129 9-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(lZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreimit pEGFP/HSIPMK (Wildtyp)transfizierten H1299-
Zellen betragt 2,12 + 0,63 und der mit pEGFP/NHSIPMK) transfizierten H1299-Zellen 2,15 + 0,56.

Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung der EGFP/HsIRMWildtyp) und EGFP/NLS
(HsIPMK) in H1299-Zellen zeigt, dass bei beiden ibasproteinen mehr Fluoreszenz im

Kern als im Zytoplasma gemessen wurde.
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Es wurde gezeigt, dass die Kern/Zytoplasma-Ratidedang von EGFP/HsIPMK (Wildtyp)
und EGFP/NLS (HsIPMK)in H1299-Zellen identisch ist. Nun wird die intrda&re
Lokalisation der Fusionsproteine EGFP/NLS (HsIPMind NLS(HsIP3K-B)/EGFPIn
H1299-Zellen miteinander verglichen.

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio von EGFPEN(HsIPMK) und NLS(HsIP3K-
B)/EGFPin H1299-Zellen wird in einem x-/y-Diagramm dargdkt(Diagramm 3.19). Dabei
wurde fur die bessere Darstellung der Ergebnissexehchse logarithmiert. Es wird die
Kern/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkeit (Zellzaho Ratio-Wert in einer Messreihe)
aufgetragen. Die Auswertung erfolgte mit der ,Regaf interest“-Funktion der Software
Imageld, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewevurden. Es wurde jeweils
eine Transfektion durchgefihrt.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Mediseevon EGFP/NLS (HsIPMKbpetragt
2,15 £ 0,56 und der von NLS(HsIP3K-B)/EGRE26 + 0,61. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Mittelwerten undéflengen der Kern/Zytoplasma-Ratio

festgestellt werden (p=0,220; Mann-Whitney-Test).
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Diagramm  3.19: Darstellung der  Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung  der
EGFP/NLS (HsIPMK) und NLS(HsIP3K-B)/EGFP in H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achsgatdhmiert. Es wurde pro transfiziertes Konstrekbe
Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbildern anatysiDie Auswertung erfolgte mittelsmagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreing pEGFP/NLS (HsIPMK)transfizierten H1299-Zellen
betragt 2,15 + 0,56 und der mit pNLS(HsIP3K-B)/EGFdnsfizierten H1299-Zellen 2,26 + 0,61.
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Die Kern/Zytoplasma-Ratio-Verteilung von EGFP/NL$S(PMK) und NLS(HsIP3K-
B)/EGFPin H1299-Zellen zeigt, dass bei beiden Fusionspretemehr Fluoreszenz im Kern
als im Zytoplasma gemessen wurde. Die Starken dernlékalisationssignale der
Fusionsproteine EGFP/NLS (HsIPMK) und NLS(HsSIP3KEE3FP sind miteinander

vergleichbar.

3.2.6.2 Intrazellulare Lokalisation der Fusionsproeine EGFP/3XNLS (SV40) und
NLS(HsIP3K-B)/EGFP in H1299-Zellen

Um das Kernlokalisationssignal (NLS) der HsIP3K-B einem starken NLS zu vergleichen,

wurde das Fusionsprotein EGFP/3XNLS (SV4@jywendet. Es handelt sich dabei um ein

Protein mit einem dreifach kodierten NLS (SV40). eDiLokalisationsstudien des

Fusionsproteins EGFP/3XNLS (SV4i0)H1299-Zellen wurden von Olga Ernst durchgefihrt

[Ernst, 2007]. Die Abbildung 3.21 zeigt eine schésthe Darstellung dieses

Fusionsproteins.

NH,* COO-
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Abb. 3.21: Schematische Darstellung des Fusionspeihs EGFP/3XNLS (SV40)

Schematisch Darstellung des EGFP/3XNLS (SV40),eaiterdreifaches NLS (SV40) besitzt (kloniert aus dem
pDsRed2-Nuc VektorClontech) und damit eine fast reine Kernlokalisation austieDas 3xNLS (SV40) (blau)
ist am N-Terminus mit EGFP (griin) markiert.

Die H1299-Zellen wurden mit pEGFP/3XNLS (SV40) umNLS(HsIP3K-B)/EGFP
transfiziert und nach 24 h Expression die Kernlsigdion untersucht. Zur eindeutigen
Identifizierung der Zellkerne wurden diese nach Baraformaldehydfixierung der Zellen
mittels DAPI angefarbt. Die Verteilung der Fusiorpine wurde mit Hilfe der GFP- und
DAPI-Fluoreszenz analysiert und mit der Softwhmage] ausgewertet. Das EGFP zeigt eine
grune Fluoreszenz, wahrend die mit DAPI angefarbfatlkerne blau fluoreszierend
erscheinen. Die Abbildung 3.22 zeigt die intradélle@ Lokalisation der Fusionsproteine
EGFP/3XNLS (SV40) und NLS(HsIP3K-B)/EGHPH1299-Zellen.
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Abbildung 3.22: Einzel- und Doppelfluoreszenzbilder von EGFP/3xNL§SV40) und
NLS(HsIP3K-B)/EGFP in H1299-Zellen

Die Bilder A-C zeigen eine mit pEGFP/3XNLS (SV40artsfizierte H1299-Zelle, die Bilder D-F eine mit
PNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfizierte H1299-Zelle. Die Zellen wurden nacht % Expression mit
Paraformaldehyd fixiert, die Zellkerne mittels DARhgefarbt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Links ist jeweils die griine Fluoreszéag EGFPs und in der Mitte die blaue Fluoreszenzdrch
DAPI angefarbten Zellkerne zu sehen. Rechts beffisida das entsprechende Doppelfluoreszenzbild.
(1000-fache VergréRRerung)

Die Verteilungen der Kern/Zytoplasma-Ratio von EGHRILS (SV40) und NLS(HsIP3K-
B)/EGFPin H1299-Zellen werden in zwei getrennte x-/y-Degme dargestellt (Diagramm
3.20 und Diagramm 3.21), da sie aufgrund unterdiibleer Anzahl von GFP-
Fluoreszenbilder nicht direkt miteinander vergléiah sind. Dabei wurde fur die bessere
Darstellung der Ergebnisse die x-Achse logarithinies wird die Kern/Zytoplasma-Ratio
gegen die Haufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert inn@i Messreihe) aufgetragen. Die
Auswertung erfolgte mit der ,Region of interest“ktion der Softwarémagel, in dem fur
EGFP/3XNLS (SV40) jeweils 50 GFP-Fluoreszenzbilded fir NLS(HsIP3K-B)/EGFP

jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewertet amurd



Ergebnisse 111

Mittels ImageJ ermittelte Kern/Zytoplasma-Ratio-Wer te
(H1299)

B

Ratio-Wert)
R L NS E
AR OONOOTW g~
L

W

— EGFP/3XNLS (SV40) |

[EnY

iy

LA

0,1 1 10 100
N/C-Ratio (log)

Haufigkeit (Zellzahl pro

D

Diagramm 3.20: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung der pEGFP/3XNLS
(SV40) transfizierten H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(Zahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRaio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achgmtdhmiert. Es wurde pro Transfektion eine Medsranit

je 50 GFP-Fluoreszenzbildern analysiert. Die Ausweg erfolgte mittelsimagel. Der Mittelwert der
Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreihe mit pEGFP/3xNS¥40) transfizierten H1299-Zellen betragt 5,85 +
2,96.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medsee von EGFP/3xXNLS (SV40)
transfizierten H1299-Zellen betragt 5,82,96.
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Diagramm  3.21: Darstellung  der  Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung  der
PNLS(HsIP3K-B)/EGFP transfizierten H1299-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeite(lZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe) gegemiibe
gestellt, indem auf der x-Achse die Kern/ZytopladRadio und auf der y-Achse die Haufigkeit aufgetnag
wird. Zur besseren Darstellung wurde die x-Achgmtdhmiert. Es wurde pro Transfektion, eine Meibsrenit

je 100 GFP-Fluoreszenzbildern analysiert. Die Autwey erfolgte mittelsimagel. Der Mittelwert der
Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreihe mit pNLS(HsSIPBKEGFPtransfizierten H1299-Zellen betragt 2,26 +
0,61.
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Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medsee mit pNLS(HsIP3K-B)/EGFP
transfizierten H1299-Zellen betragt 2,26 0,61. Die Mittelwerte und Verteilung der
Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreihe mit pEGFP/3xNLSV40) und HsIP3K-B

PEGFP/NLS transfizierten H1299-Zellen, unterscheisieh signifikant voneinander.

Das Kernlokalisationssignal des Fusionsproteins (Nis8?3K-B)/EGFP ist signifikant

schwacher als das des Fusionsproteins pEGFP/3x8N&0).

3.2.7 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Lokaionsstudien Uber das Kern-
lokalisationssignal (NLS) der HsIP3K-B

Die Ergebnisse zu den NLS-Lokalisationsstudienr allenstrukte in den entsprechenden

Zelllinien werden in einer Tabelle zusammengefasstem die gerundeten Mittelwerte der

Kern/Zytoplasma-Ratio mit den dazugehérigen Statalaweichungen pro Versuch

aufgelistet werden (Tabelle 3.3). Es sind die Enggede aller drei unabhangig voneinander

durchgefuhrten Transfektionen gezeigt.
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Zelllinien

Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio  Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Rati(

Transfektion

Konstrukte 1 2 3. 1.

HsIP3K-B/EGFP 0,9 +0,50 1,0 £0,48 0,9 +0,35 0,9 0,21
(Wildtyp)

+LMB 1,6 +0,59 1,4 +0,28 1,4 +0,24 1,4 0,26 ?6 ,6 0,36

HsIP3K-B/EGFP 0,5 +0,15 0,6 +0,3 0,5 +0,14 0,5 0,1 11 540,13
(AABD)

+LMB 0,6 £0,22 0,6 0,20 0,6 +0,2C 0,6 0,1 16 ,5 40,15

HsIP3K-B/EGFP 0,5 +0,20 0,4 +0,11 0,4 +0,1C 0,5 +0,1 11 ,5 40,13
(Q™*QQLR)

+LMB 0,5 %0,15 0,5 0,14 0,6 £0,15 0,6 0,1 13,6 40,11

NLS 1 090,33 | 0,92029| 0,830,27 / /

HsIP3K-B/EGFP
(Q™*RKLR)

NLS 2 0,5 +0,19 0,5 +0,15 0,5 +0,1&
HsIP3K-B/EGFP
(K?®0KLR)

NLS 3
HsIP3K-B/EGFP
(K'**ROLR)

NLS 4 0,5 +0,18 0,5 +0,17 0,6 +0,24
HsIP3K-B/EGFP
(K RKLQ)

ABD(HsIP3K-B)/ 1,6 0,55 > P5 7 #0,34
EGFP

+LMB 2,2+0,69 66 ,3 £0,51

NLS(HsIP3K-B)/ 2,0 0,78 51 .2 ©,03
EGFP

EGFP/HsIPMK 2,1%0,63
(Wildtyp)

EGFP/NLS 2,2 0,56
(HsIPMK)

PEGFP/3XNLS 5,9 2,96
(SVv40)

Tabelle 3.3: Darstellung der gerundeten mittleren Kern/Zytoplasma-Ratios und der
entsprechenden Standardabweichung der Zelllinien H299 und HelLa in drei
Transfektionen

Es wurde pro Zelllinie und pro Konstrukt jeweils OL@sFP-Fluoreszenzbilder mit der Softwan@agel
ausgewertet. Die gerundeten Mittelwerte der Kertdghasma-Ratio mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen wurden ermittelt und in déella zusammengefasst. *SD = Standardabweichung



Ergebnisse 114

Durch die Lokalisationsstudien im Kapitel 3.2 kamrtin Kernlokalisationssignal (NLS) in
der Aktinbindungsdoméne (ABD) der HsIP3K-B idemtidirt und charakterisiert werden. Es
handelt sich um das einzige NLS in der HsIP3K-Be Biarke dieses NLS ist vergleichbar
mit dem der HsIPMK. Beide Kernlokalisationssignaed deutlich schwacher als das
Fusionsprotein pEGFP/3XNLS (SV40) mit dem dreifachLS (SV40), welches eine fast
reine Kernlokalisations aufweist. Die Ergebnissedsin den beiden Zelllinien H1299 und

HelLa von der Tendenz her identisch.
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3.3 Aktinbindungsstudien des EGFP-Fusionsproteinsat HsIP3K-B und seiner

Mutanten in H1299- und HeLa-Zellen
In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse ekktinbindungsstudien des EGFP-
Fusionsproteins der HsIP3K-B und einiger seiner aviteén in H1299- und HelLa-Zellen,
vorgestellt. Es handelt sich einmal um das PlaghisiP3K-B/EGFP AABD), welches eine
Mutante des HsIP3K-B Volllangenenzyms kodiert, dexi die Aktinbindungsdoméne (ABD)
deletiert wurde. Das Plasmid pABD(HsIP3K-B)/EGFHRieot hingegen eine Mutante der
HsIP3K-B, bei der ausschlie3lich die isolierte ABDden pEGFP-N1-Vektor kloniert wurde.
Das Plasmid pHsIP3K-B/EGFP tQQLR) kodiert eine Mutante der HsIP3K-B, bei der
gleichzeitig drei Punktmutationen in der NLS-Sequenngefihrt wurden. Zwei weitere
Mutanten sind sogenannte ,FEA-Motiv‘-Mutanten. Dabandelt es sich bei dem FEA-
Motiv um eine kurze hochkonservierte Sequenz besttlaus den Aminosauren®¥#E-A in
der Aktinbindungsdoméne (ABD) der HsIP3K-B. Das Mdtommt in einer Vielzahl von
Vertebraten vor (z.B.Monodelphis domestica, Rattus rattus, Mus musculus, Canis
familiarius, Pan troglodytes). Auf3erdem liegt das Motiv in der zweitanHelix der
Aktinbindungsdoméne der HsIP3K-B, die eine wichtiRelle flr die F-Aktinbindung spielt
[Brehm, 2006]. Zum einen wurde eine Mutante hesrgkstbei der zwei Aminoséauren
unmittelbar hinter dem FEA-Motiv mutiert wurden. Bsirden ein Isoleucii® und ein
Serin®® in Proline mutiert, die die Eigenschaft besitaehlelices aufzubrechen (HsIP3K-
B/EGFP (P**QAQP) (FEA 1)). Zum anderen wurde das FEA-Motivermutiert, indem die
ersten beiden Aminosauren durch Glutamin und Alasetzt wurden (HsIP3K-B/EGFP
(Q™"AA) (FEA 2)).
Sowohl diea-Helixbrechermutante ,FEA 1% als auch die Fusiansgpine HsIP3K-B/EGFP
(AABD) und ABD(HsIP3K-B)/EGFP der HsIP3K-B wurden der Dissertation von Maria
Brehm fur die Ratten IP3K-B beschrieben und fur Kwbindungsstudien in NRK 52E
Zellen verwendet [Brehm, 2006]. In dieser Arbeitrdel ausschliel3lich die humane IP3K-B
verwendet und in menschlichen Tumorzelllinien (H226d Hela) untersucht. Dazu wurde
eine neue Methode entwickelt, durch welche die lis&kdon der mit denmenhanced green
fluorescent protein (EGFP) fusionierten HsIP3K-B und ihrer Mutanten #Aktin untersucht
werden kann (siehe Methoden 2.2.3.12 und Ergebnidd9. Dabei hat sich die
Auswertungsmethode der Bildung einer Plasmamembysopglasma-Ratio (PM/C-Ratio) zur
Bestimmung der Bindung am kortikalen F-Aktin in awjotischen Zellen, bewahrt. Unter
Anwendung dieser Auswertungsmethode wird im Folgendie kortikale F-Aktinbindung

verschiedener EGFP-Fusionsproteine bestimmit.
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3.3.1 Die Lokalisation am kortikalen F-Aktin der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp), HsIP3K-B/EGFP (AABD), ABD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-B/
EGFP (G**QQLR) (NLS-Tripelmutante) in H1299-Zellen
In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse Eekktinbindungsstudien des EGFP-
Fusionsproteins der HsIP3K-B und einiger seineravitén in H1299-Zellen vorgestellt. Es
handelt sich um die FusionsproteidsIlP3K-B/EGFP (Wildtyp), HsIP3K-B/EGFR\ABD),
ABD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-B/EGFP {8QQLR) (NLS-Tripelmutante). Eine
schematische Darstellung des jeweiligen Konstrukies im Kapitel 3.2 gezeigt.
Die Plasmide wurden transient in H1299-Zellen tfiarest und nach 24 h Expression die
kortikale F-Aktinbindung untersucht. Die Verteiludgr Fusionsproteine wurde mit Hilfe der
GFP-Fluoreszenz analysiert und mit der Softwenage] ausgewertet (Abbildung 3.23)

-
-

Abbildung 3.23: GFP-Fluoreszenzbilder von pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), pHsIP3K-
B/EGFP (AABD), pABD(HsIP3K-B)JEGFP und pHsIP3K-B/EGFP (Q**®*QQLR)
transfizierten H1299-Zellen

Gezeigt sind GFP-Fluoreszenzbilder von H1299-Zel[@aD). Die Zellen wurden mit den Plasmiden
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) &), pHsIP3K-B/EGFP AABD) (B), pABD(HsIP3K-B)/EGFRC) und pHsIP3K-
B/EGFP (@*®QQLR) (D) transfiziert. Alle Zellen wurden nach 24 h Exgmies mit Paraformaldehyd fixiert und
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersu¢f000-fache VergréRerung)
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Die Verteilung der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratom HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp),
HsIP3K-B/EGFP AABD), ABD(HsIP3K-B)EGFP und HsIP3K-B/EGFP t&5QQLR) in
H1299-Zellen wird in einem x-/y-Diagramm dargestéiagramm 3.22). Dabei wurde fur
die bessere Darstellung der Ergebnisse die x-Achsgarithmiert. Es wird die
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkatizahl pro Ratio-Wert in einer
Messreihe) aufgetragen. Die Auswertung erfolgte deit ,Region of interest“-Funktion der
Softwarelmage], in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewerurden. Es wurden
jeweils drei voneinander unabhangige Versuche daftinrt und ausgewertet. Das
Diagramm stellt ein repréasentatives Beispiel deejs drei ausgewerteten Versuche dar.
Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP (W), HsIP3K-B/EGFP AABD),
ABD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-B/EGFP t&QQLR) in H1299-Zellen) wiesen
untereinander keine signifikanten Unterschiede (peD,05; Mann-Whitney-Test; Kruskal-
Wallis-Test)

Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Rato Mlessreihe von HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) betragtt,52 + 0,70, von HsIP3K-B/EGFRAABD) 0,96 + 0,52, von ABD(HsIP3K-
B)/EGFP 1,51 + 0,49 und von HsIP3K-B/EGFP{QQLR) 1,47 + 0,84.

Mittels ImageJ ermittelte Plasmamembran/Zytoplasma-  Ratio
(H1299)
s 20
S e — HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
N
S 2 — HsIP3K-B/pEGFP (deltaABD)
;% 10 XA ABD(HsIP3K-B)/EGFP
é x / N ”V/\\ . HsIP3K-B/EGFP (Q128QQLR)
:g ‘_’_/ﬂ\ j ‘: \A
T - A’A‘
0,1 1 10
PM/C-Ratio (log)

Diagramm 3.22: Darstellung der Plasmamembran/Zytosma-Ratio-Verteilung der
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), pHsIP3K-B/EGFP (AABD), pABD(HsIP3K-B)/EGFP und
pHsIP3K-B/EGFP (Q'*®*QQLR) transfizierten H1299-Zellen

Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio der igkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenubergestellt, indem auf der x-Achse die Plasmabran/Zytoplasma-Ratio und auf der y-Achse die
Haufigkeit aufgetragen wird. Zur besseren Darstgluvurde die x-Achse logarithmiert. Es wurde pro
transfiziertes Plasmid eine Messreihe mit je 100P&HRuoreszenzbildern analysiert. Die Auswertunglgté
mittels ImageJ. Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratey Messreihe von HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) betragtl,52 + 0,70, von HsIP3K-B/EGFRAABD) 0,96 + 0,52, von ABD(HsIP3K-B)/EGFP 1,51 +
0,49 und von HsIP3K-B/EGFP {85QQLR) 1,47 + 0,84.
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Die Mittelwerte und Verteilungen der Plasmameml#gitoplasma-Ratio zeigen, dass bei
HsIP3K-B/EGFP AABD) die kleinste Plasmamembran/Zytoplasma-RatioMergleich zu
denen der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP (WildtyBD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-
B/EGFP (3**QQLR), gemessen wurde.

3.3.2 Die Lokalisation am kortikalen F-Aktin der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp), HsIP3K-B/EGFP (AABD), ABD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-B/
EGFP (G*®QQLR) (NLS-Tripelmutante) in HeLa-Zellen
Es werden die Ergebnisse der F-Aktinbindungsstudies EGFP-Fusionsproteins der
HsIP3K-B und einiger seiner Mutanten in HelLa-Zelimrgestellt. Es handelt sich um die
FusionsproteineHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), HsIP3K-B/EGFPAABD), ABD(HsIP3K-
B)/EGFP und HsIP3K-B/EGFP {&JQQLR) (NLS-Tripelmutante). Eine schematische
Darstellung des jeweiligen Konstruktes wird im KapB.2 gezeigt.
Die Plasmide wurden transient in HelLa-Zellen tremesft und nach 24 h Expression die
kortikale F-Aktinbindung untersucht. Die Verteiludgr Fusionsproteine wurde mit Hilfe der

GFP-Fluoreszenz analysiert und mit der Softwenage] ausgewertet (Abbildung 3.24).
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-
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Abbildung 3.24: GFP-Fluoreszenzbilder von pHsIP3K-BEGFP (Wildtyp), pHsIP3K-
B/EGFP (AABD), pABD(HsIP3K-B)JEGFP und pHsIP3K-B/EGFP (Q*®%QQLR)
transfizierten HeLa-Zellen

Gezeigt sind GFP-Fluoreszenzbilder von HelLa-Ze{leD). Die Zellen wurden mit den Plasmiden pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) A), pHsIP3K-B/EGFP AABD) (B), pABD(HsIP3K-B)/EGFP(C) und pHsIP3K-B/EGFP
(Q"®QQLR) (D) transfiziert. Alle Zellen wurden nach 24 h Exmies mit Paraformaldehyd fixiert und mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Qia@he VergréfRerung)

Die Verteilung der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratom HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp),
HsIP3K-B/EGFP 4ABD), ABD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-B/EGFP {8QQLR) in
HeLa-Zellen wird in einem x-/y-Diagramm dargestéiagramm 3.23). Dabei wurde fur die
bessere Darstellung der Ergebnisse die x-Achse ritbgaert. Es wird die
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio gegen die Haufigkatizahl pro Ratio-Wert in einer
Messreihe) aufgetragen. Die Auswertung erfolgte deit ,Region of interest“-Funktion der
Software Imagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewewurden. Die
Ergebnisse wurden in jeweils drei voneinander uéaablye Versuche durchgefuhrt und
ausgewertet. Das Diagramm stellt ein reprasentaaspiel der jeweils drei ausgewerteten

Versuche dar.
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Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP (W), HsIP3K-B/EGFP AABD),
ABD(HsIP3K-B)/EGFP und HsIP3K-B/EGFP t8QQLR) in Hela-Zellen) wiesen
untereinander keine signifikanten Unterschiede (puD,05; Mann-Whithney-Test, Kruskal-
Wallis-Test).

Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Rato Mlessreihe von HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) betragtl,55 = 0,69, von HsIP3K-B/EGFRAABD)1,0 = 0,29, von ABD(HsIP3K-
B)/EGFP 1,70 + 0,84 und von HsIP3K-B/EGFP{QQLR) 1,08 + 0,55.

Mittels ImageJ ermittelte Plasmamembran/Zytoplasma-  Ratio-Werte
(HeLa)
. 40
o 35+
<o 3 — HsIP3K-BIEGFP (Wildtyp)
§ < gg \ — HsIP3K-BIEGFP (deltaABD)
g% 15 ‘\ ABD(HsIP3K-B)/EGFP
I 0 j) /‘\ HsIP3K-B/EGFP (Q128QQLR)
E ___ fg | v \/‘\\{\/\, A
01 1 10
PM/C-Ratio (log)

Diagramm 3.23: Darstellung der Plasmamembran/Zytomsma-Ratio-Verteilung der
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), pHsIP3K-B/EGFP (AABD), pABD(HsIP3K-B)/EGFP und
pHsIP3K-B/EGFP (Q'**QQLR) transfizierten HeLa-Zellen

Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio der igkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenubergestellt, indem auf der x-Achse die Plasmnabran/Zytoplasma-Ratio und auf der y-Achse die
Haufigkeit aufgetragen wird. Zur besseren Darstgluvurde die x-Achse logarithmiert. Es wurde pro
transfiziertes Plasmid eine Messreihe mit je 100P&HRuoreszenzbildern analysiert. Die Auswertunglgté
mittels ImageJ. Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratey Messreihe von HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) betragt 1,55 + 0,69, von HsIP3K-B/EGFRABD) 1,0 + 0,29, von ABD(HsIP3K-B)/EGFR,70 +
0,84 und von HsIP3K-B/EGFP {5QQLR) 1,08 + 0,55.

Die Mittelwerte und Verteilungen der Plasmamemlt#gtoplasma-Ratio zeigen, dass bei
HsIP3K-B/EGFP 4ABD) und bei HsIP3K-B/EGFP (&®QQLR) die kleinsten
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratios im Vergleich zuededer Fusionsproteine HsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) und ABD(HsIP3K-B)/EGFP, gemessauraen.
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3.3.3 Die Lokalisation am kortikalen F-Aktin der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP
(P>"QAQP) (FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP (Q"*°AA) (FEA 2) in H1299-Zellen

Es werden die Ergebnisse der F-Aktinbindungsstudies EGFP-Fusionsproteins der

HsIP3K-B und seiner zwei ,FEA-Motiv“-MutantesIP3K-B/EGFP (P*QAQP) (FEA 1)

und HsIP3K-B/EGFP (8°AA) (FEA 2) in H1299-Zellen vorgestellt.

Die Abbildung 3.25 zeigt eine schematische Danstejldes jeweiligen Fusionsproteins mit

den eingefiihrten Mutationen.

Die Plasmide wurden transient in H1299-Zellen tfiarest und nach 24 h Expression die

kortikale F-Aktinbindung untersucht. Die Verteiludgr Fusionsproteine wurde mit Hilfe der

GFP-Fluoreszenz analysiert und mit der Softweanage] ausgewertet (Abbildung 3.26).

NHs coor
1IN —
/ \ HsIP3K-B/EGFP (P***QAQP) (FEA 1)
150
[FEAHIQAQS]
} }
P P
NH,* o003

S

/ \ HsIP3K-B/EGFP (Q'°AA) (FEA 2)

fEZEAHlQAQs]

QA

Abb. 3.25: Schematische Darstellung der Fusionspreine HsIP3K-B/EGFP (P>‘QAQP)
(FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP (Q"*°AA) (FEA 2)

Schematische Darstellung vom HsIP3K-B/EGFBYPAQP) (FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP {€JAA) (FEA 2),
zweier Mutanten des humanen Volllangenenzyms ni¢r@inaler EGFP-Markierung (grun). Die ABD (rot)
fuhrt zur Bindung des Enzyms an das F-Aktin. Dasndakalisierte NLS (gelb) vermittelt den Kerninmppolm
FEA-Motiv (in der ABD) bzw. unmittelbar danach, wdan jeweilige Punktmutationen eingefthrt.
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Die Lokalisation der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGEP**QAQP) (FEA 1) und HsIP3K-
B/EGFP (@°°AA) (FEA 2) wurde mit Hilfe der GFP-Fluoreszenz byséert und mit der
Softwarelmage] ausgewertet (Abbildung 3.26).

A

Abbildung 3.26: GFP-Fluoreszenzbilder von HsIP3K-B/EGFP (P"QAQP) (FEA 1) und
HsIP3K-B/EGFP (Q™°AA) (FEA 2) und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in H1299-Zellen

Gezeigt sind GFP-Fluoreszenzbilder von H1299-Zel[@aC). Die Zellen wurden mit den Plasmiden
pHsIP3K-B/EGFP (FP‘QAQP) (FEA 1)(A) und pHsIP3K-B/EGFP (8°AA) (FEA 2) (B) transfiziert. Zum
Vergleich wird ein GFP-Fluoreszenzbild einer mit gPBK-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten H1299-Zelle
gezeigt C). Alle Zellen wurden nach 24 h Expression mit Ramraaldehyd fixiert und mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops untersucht. (1000-fache Nd&eyung)

Die Verteilung der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratim VsIP3K-B/EGFP (P‘QAQP)
(FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP (’AA) (FEA 2) in H1299-Zellen wird in einem x-/y-
Diagramm dargestellt (Diagramm 3.24). Dabei wurdeRlasmamembran/Zytoplasma-Ratio-
Verteilung des Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFP (Wihditin H1299-Zellen zum Vergleich

mitaufgetragen. Fur die bessere Darstellung deelifrigse wurde die x-Achse logarithmiert.
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Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio gegemdufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert
in einer Messreihe) aufgetragen. Die Auswertunglgé mit der ,Region of interest“-
Funktion der Softwardmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgewer
wurden. Die Ergebnisse konnten in jeweils drei womeder unabhéngige Versuche
durchgefuhrt und ausgewertet werden. Das Diagraieitt sin reprasentatives Beispiel der
jeweils drei ausgewerteten Versuche dar.

Die Mittelwerte der Messreihen (HsIP3K-B/EGFP®AQP) (FEA 1) und HsIP3K-
B/EGFP (Q*°AA) (FEA 2) in H1299-Zellen) wiesen untereinandeeire signifikanten
Unterschiede auf (p=0,441; Mann-Whitney-Test). Higgn sind die Plasmamembran/
Zytoplasma-Ratio-Werte des Fusionsproteins HsIP3KE-P (Wildtyp) signifikant hoher
als die der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP*{®AQP) (FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP
(Q™°AA) (FEA 2) (p<0,001; Mann-Whitney-Test, Kruskal-Ws:Test).

Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Rato Mlessreihe von HsIP3K-B/EGFP
(P*'QAQP) (FEA 1) betrag,98 + 0,32, von HsIP3K-B/EGFP {t3AA) (FEA 2) 0,96 +
0,36 und von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 1,52 + 0,70.

Mittels ImageJ ermittelte Plasmamembran/Zytoplasma-  Ratio-Werte
(H1299)
o 40
= ol — HsIP3K-B/EGFP (P154QAQP)
e oY (FEA1)
No 25
°= ] HsIP3K-B/EGFP (Q150AA)
= o /| (FEA2)
== J
£o 0. — HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
3 J\—jnﬁ A
I U
0,1 1 10
PM/C-Ratio (log)

Diagramm 3.24: Darstellung der Plasmamembran/Zytomsma-Ratio-Verteilung der mit
pHsIP3K-B/EGFP (P™QAQP) (FEA 1), pHsIP3K-B/EGFP (Q"°AA) (FEA 2) und
pHsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) transfizierten H1299-Zellen

Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio der igkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenibergestellt, indem auf der x-Achse die Plasmnabran/Zytoplasma-Ratio und auf der y-Achse die
Haufigkeit aufgetragen wird. Zur besseren Darstgluvurde die x-Achse logarithmiert. Es wurde pro
transfiziertes Plasmid eine Messreihe mit je 100P&Ruoreszenzbildern analysiert. Die Auswertunglgté
mittels ImageJ. Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratey Messreihe von HsIP3K-B/EGFP
(P**QAQP) (FEA 1) betragD,98 + 0,32, von HsIP3K-B/EGFP {tAA) (FEA 2) 0,96 + 0,36 und von
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 1,52 +0,70.
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Die Mittelwerte und Verteilungen der Plasmamembfstoplasma-Ratio der Fusionsproteine
HsIP3K-B/EGFP (P‘QAQP) (FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP {€JAA) (FEA 2) zeigen, dass
im Vergleich zum HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), signifikweniger Fluoreszenz am kortikalen

F-Aktin gemessen wurde.

3.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Lokaionsstudien am kortikalen

F-Aktin in H1299- und HelLa-Zellen
Die Ergebnisse zu den Lokalisationsstudien am kalgn F-Aktin aller Konstrukte in den
entsprechenden Zelllinien werden in einer Tabellsammmengefasst, indem die gerundeten
Mittelwerte der Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio md#n dazugehérigen Standard-
abweichungen pro Versuch aufgelistet werden (Tal®H). Es sind die Ergebnisse aller drei

unabhangig voneinander durchgefuhrten Transfektigezeigt.
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Zelllinien

H1299 HelLa
Mittelwert der Mittelwert der
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio
+ SD* + SD*

Transfektion
Konstrukte . . 3. 1.
HsIP3K-B/EGFP

(Wildtyp) 15070 | 150,76] 1,6 +0,6¢ 1,5 +0,60 ,6 0,86
HsIP3K-B/EGFP

0,9 0,25 1,0 +0,52 1,0 +0,7¢ 0,90 +0,p01,0 0,23

1,5+0,52 1,5+0,49 1,5 +0,5¢ 1,7+0,91 ,8 40,68

HsIP3K-B/EGFP

12
(Q™QQLR) 1,3%0,66 | 1,6$0,67| 1,50,8 5 1,340,61 2053
HsIP3K-B/EGFP / /
(P154QAQP) (FEA 1) 1,0 £0,32 0,9 +0,25 1,0 +0,32

Kern/Zytoplasma-Ratio
Sb* 1,0 0,42 1,1 0,44

HsIP3K-B/EGFP
(QlSOAA) (FEA 2) 1,0 +0,36 0,9 £0,17

Kern/Zytoplasma-Ratio
SD* 0,8+0,26 | 0,8+0,30 | 0,8 0,29

Tabelle 3.4: Darstellung der gerundeten mittleren PlasmamembrarZytoplasma- bzw.
Kern/Zytoplasma-Ratios und der entsprechenden Staratdabweichung der Zelllinien
H1299 und Hela in drei Transfektionen

Es wurde pro Zelllinie und pro Konstrukt jeweils OL@sFP-Fluoreszenzbilder mit der Softwanmagel
ausgewertet. Die gerundeten Mittelwerte der Plasemalbnan/Zytoplasma- bzw. Kern/Zytoplasma-Ratio reit d
dazugehdrigen Standardabweichungen, wurden ermittdlin der Tabelle zusammengefasst.

*SD = Standardabweichung

Es konnte durch die Lokalisationsstudien im KapiBeB gezeigt werden, dass bei den
Fusionsproteinen HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), ABD(HsSHRB)/EGFP und HsIP3K-B/EGFP
(Q"®™QQLR)  (NLS-Tripelmutante), im  Mittel  eine  signifikd  hohere
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio gemessen wurdesiatteb Fusionsproteinen HsIP3K-B/
EGFP (AABD), HsIP3K-B/EGFP (P'QAQP) (FEA 1) und HsIP3K-B/EGFP {tJAA)
(FEA 2).
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3.4 Untersuchung der intrazellularen Zielsteuerungler HsIP3K-B mithilfe des Modells
.Pseudo-Phosphorylierung” und ,Pseudo-Dephodporylierung®
In diesem Teil der Arbeit wird die Regulation detrazellularen Zielsteuerung der HsIP3K-B
Uber Phosphorylierungen untersucht. Die Phospleomlg stellt eine Form der
posttranslationalen Modifikation von Proteinen irellén dar, die durch spezifische
Proteinkinasen (PKs) bewirkt wird. Proteinkinaserdsn der Lage, Phosphatreste spezifisch
an Seronin-, Threonin- oder Thyrosinreste anzuhd@rglinter, 1991]. Sie kdnnen unter
anderem die Zielsteuerung von Proteinen an spelzéis intrazellularen Strukturen, wie dem
Zellkern oder dem F-Aktin, regulieren.
Die Phosphorylierungsstudien wurden in dieser Arbmaithilfe des Modells ,Pseudo-
Phosphorylierung” und ,Pseudo-Dephosphorylierungfctigefiihrt. Dabei wurden zunéchst
putative Phosphorylierungsstellen in der Aktinbingsdoméne (ABD) der HsIP3K-B bzw. in
ihrer unmittelbaren Nahe, mithilfe des Computerpaogms NetPhos 2.0 [Bloet al., 1999]
pradiziert. Dieser Algorithmus erlaubt den Verdteider Primarstruktur eines beliebigen
Proteins mit Proteinsequenzmotiven, die durch Mrkigasen selektiv phosphoryliert
werden. Die Abfrage ergab insgesamt 21 putativeylogenetisch konservierte
Phosphorylierungsstellen in der ABD-Region der B&M. Die Untersuchung der
pradizierten Phosphorylierungsstellen wurde aujesiebegrenzt. Unter Berticksichtigung der
in silico Pradiktion putativer Phosphorylierungsstellen kdanch einen gezielten Austausch
der Aminoséauren Serin (S) bzw. Threonin (T) zu &hihsaure (E) oder Asparaginsaure (N),
eine negative Ladung und somit eine konstitutivedphorylierung simuliert werden. Der
Austausch durch die Aminosdure Alanin (A) fuhrt z8mulation einer konstitutiven
Dephosphorylierung [Mohammadgt al., 2001]. Auch dieser gezielte Austausch von
Aminosauren wird mit Hilfe deQuikChange™-Mutagenese-Technik [Wang & Malcolm,
1999] durchgefiihrt. Hierbei wurden die entsprecleend\Nukleotidaustausche an der
Nukleotidsequenz des pHsIP3K-B/EGFP-Vektors vorgemen, welche bei Expression zum
entsprechenden Aminosaureaustausch fuihren. Aufe dideise wurde fir alle sieben
putativen Phosphorylierungsstellen sowohl der ,BseR®hosphorylierungs-* als auch der
.Pseudo-Dephosphorylierungsvektor” generiert.
Fur alle sieben Pseudo-Phosphorylierungs- bzw. desBephosphorylierungsmutanten
wurden sowohl die Zellkern- als auch die kortik&eAktin-Lokalisation untersucht und
mittels der Bildung einer jeweiligen Kern/ZytoplasiRatio bzw.

Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio, ausgewertet.
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3.4.1In silico Pradiktion putativer Phosphorylierungsstellen

Fur die Simulation einer Phosphorylierung bzw. Degghorylierung, wurden gezielt Stellen
innerhalb und in unmittelbarer Nahe der ABD der B8-B mutagenisiert. Dazu wurden
zunachst putative Phosphorylierungsstellen in degiéh der Aktinbindungsdoméne (ABD)
der HsIP3K-B (AS 103-165) ausfindig gemacht, urebséin silico mit Hilfe von NetPhos 2.0
[Blom et al., 1999] pradiziert. Die Abfrage ergab insgesamtp2iative, phylogenetisch
konservierte Phosphorylierungsstellen in der ABjiBe der HsIP3K-B. Die Untersuchung
der pradizierten Phosphorylierungsstellen wurdeseaifen begrenzt.

Durch das Einfilhren einer jeweiligen Punktmutatiorit Hilfe der QuikChange™-
Mutagenese-Technik [Wang & Malcolm, 1999] wurde weder eine Kkonstitutive
Phosphorylierung (Serin/Threoni» Glutamat) oder eine konstitutive Dephosphoryligrun
(Serin/Threonin— Alanin) simuliert. Die Abbildung 3.27 zeigt die Anosauresequenz der

ABD-Region der HsIP3K-B mit den sieben pradiziefosphorylierungsstellen.

99 101 120 NLS
5’-...SPSW lAGRLRGDRQQVVAAGTLSPPGPEEA
E/}A‘ EL/A E/A 166
ILQRELQNVQVNQKVGMFEA HIQAQSlSAIQAPR] %PRLGR
174 176 E/A E/A
AR?P%PCP...-?,’
E/A E/A

\ / EGFP

NH3* L |
HsIP3K-B/EGFP <& >

COO-

Abb. 3.27: Darstellung der Aminosauresequenz der AB-Region der HsIP3K-B mit den
pradizierten Phosphorylierungsstellen

Schematische Darstellung vom HsIP3K-B/EGFP (Wiljitgem humanen Volllangenenzym mit C-terminaler
EGFP-Markierung (griin) und der AminosauresequemnzA@®-Region. Die ABD (rot) fuhrt zur Bindung des
Enzyms an das F-Aktin. Das in der ABD lokalisielteS (gelb) vermittelt den Kernimport des ProteiBss
FEA-Motiv (griin) befindet sich ebenfalls in der ABBezeigt sind die sieben pradizierten Phosphatyligs-
stellen (blau) mit den entsprechend eingefuhrtarkiautationen (S» E bzw. S— A).
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Die Zelllinien H1299 und HelLa wurden mit den Pladem derPseudo-Phosphorylierungs-
und Pseudo-Dephosphorylierungsmutanten transfiaieitnach 24 h Expression sowohl die
Kernlokalisation als auch die kortikale F-Aktinbumdy untersucht. Dabei wurde zur
eindeutigen Identifizierung der Zellkerne diesemder Paraformaldehydfixierung der Zellen
mittels DAPI angeféarbt. Die Verteilungen der Fusiproteine wurden mit Hilfe der GFP- und
DAPI-Fluoreszenz analysiert und mit der Softwaneage] ausgewertet. FUr alle sieben
Pseudo-Phosphorylierungs- bzw. Pseudo-Dephospenrgljsmutanten wurden sowohl die
Kern- als auch die kortikale F-Aktin-Lokalisatiomtersucht und mittels der Bildung einer
jeweiligen Kern/Zytoplasma-Ratio bzw. Plasmamemidgioplasma-Ratio, ausgewertet.
Dabei hat sich herausgestellt, dass die PseudgRbdierungsmutanten S166E, S174E und
S176E jeweils eine signifikant erhohte PlasmameniBsgoplasma-Ratio, und die
entsprechenden Pseudo-Dephosphorylierungsmutanti&®AS S174A und S176A eine
signifikant geringere Plasmamembran/ZytoplasmaeRggeniber dem Wildtyp, aufweisen.
Alle anderen Pseudo-Phosphorylierungsmutantenezeigine gegeniber dem Wildtyp nicht
signifikant abweichende Plasmamembran/Zytoplasma- Kiern/Zytoplasma-Ratio (p>0,05;
Mann-Whitney-Test, Kruskal-Wallis-Test). Bei allé&seudo-Dephosphorylierungsmutanten
wurde jeweils eine gegeniber dem Wildtyp signifikageringere Plasmamembran/
Zytoplasma-Ratio bestimmt (p<0,001; Mann-Whitnew{] &ruskal-Wallis-Test).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der intrazedlunldLokalisation der Pseudo-
Phosphorylierungmutanten S166E, S174E, S176E, sowider Pseudo-
Dephosphorylierungsmutanten S166A, S174A und S176AH1299- und Hela-Zellen,

vorgestellt.

3.4.2 Intrazellulare Lokalisation der Pseudo-Phospbrylierungmutanten S166E, S174E,
S176E und des Fusionsproteins HsIP3K-B/EGHWildtyp) in H1299-Zellen

Es werden die Ergebnisse der intrazellularen Lek#bn der Pseudo-Phosphorylierung-
mutanten S166E, S174E, S176E in H1299-Zellen veeliesDabei handelt es sich um
Mutationen anin silico pradizierten Phosphorylierungsstellen in der ABOziee der
HsIP3K-B. Durch das Einfuhren einer Punktmutationrde Serin durch Glutamat ersetzt,
wodurch eine negative Ladung und somit eine karsté Phosphorylierung simuliert wurde.
Die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio- und Kern/Z@epla-Ratio-Verteilungen der
Pseudo-Phosphorylierungsmutanten S166E, S174E WRAESIn H1299-Zellen werden in

zwei getrennt dargestellten x-/y-Diagrammen gez@igramm 3.25 und Diagramm 3.26).
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Dabei wurde das Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP (Wdilals Vergleich herangezogen und
jeweils mitaufgetragen. Fur die bessere Darstelldeg Ergebnisse wurde die x-Achse
logarithmiert. Es wird die jeweilige Ratio gegere dilaufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in
einer Messreihe) aufgetragen. Die Auswertung etgahgit der ,Region of interest“-Funktion
der Softwarelmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgetvevurden. Die
Ergebnisse konnten in jeweils drei voneinander baabige Versuche durchgefihrt und
ausgewertet werden. Das Diagramm stellt ein reptasees Beispiel der jeweils drei
ausgewerteten Versuche dar.

Die Mittelwerte der Messreihen (S166E, S174E, S1dé6& HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in
H1299-Zellen) wiesen untereinander keine signifiekanUnterschiede auf (p>0,05; Mann-
Whitney-Test, Kruskal-Wallis-Test).

Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-RaéibMessreihe von S166E betragt 2,06
+ 0,90, der von S174E 2,04 £ 0,99, der von S17@F 2,1,10 und der von HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) 1,52 £ 0,70. Es konnte jeweils ein sigkdinter Unterschied (p<0,001; Mann-
Whitney-Test, Kruskal-Wallis-Test) zwischen den teliverten von S166E, S174E, S176E
und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), festgestellt werdenggramm 3.25).

Mittels ImageJ ermittelte Plasmamembran/Zytoplasma-  Ratio-Werte
(H1299)

o 14
= 12
T 10 - 1l — S166E
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N S174E
g . S176E
%@ A g b ‘,A N — HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
..,5 y q ,L‘,
g SN A

0,1 1 10

PM/C-Ratio (log)

Diagramm 3.25: Darstellung der Plasmamembran/Zytosma-Ratio-Verteilung von
S166E, S174E, S176E und von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyph H1299-Zellen

Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio der igkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenibergestellt, indem auf der x-Achse die Plasmnabran/Zytoplasma-Ratio und auf der y-Achse die
Haufigkeit aufgetragen wird. Zur besseren Darstgluvurde die x-Achse logarithmiert. Es wurde pro
transfiziertes Plasmid eine Messreihe mit je 100P&Rioreszenzbildern analysiert. Die Auswertunglgté
mittels Imagel. Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Rd#éo Messreihe von S166E betragt 2,06 +
0,90, der von S174E 2,04 £ 0,99, der von S176E 2,1710 und der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 1,52 +
0,70.
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Die Mittelwerte und Verteilungen der Plasmamemidgtoplasma-Ratio der Pseudo-
Phosphorylierungsmutanten S166E, S174E und Sl176gerzedass im Vergleich zum
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) signifikant mehr Fluoreszeam kortikalen F-Aktin gemessen

wurde.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Mediseevon S166E betragt 0,63 + 0,20, der
von S174E 0,66 £ 0,17, der von S176E 0,61 + 0,X8der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
0,89 = 0,50. Es konnte jeweils ein signifikantertéfachied (p<0,001; Mann-Whitney-Test,
Kruskal-Wallis-Test) zwischen den Mittelwerten v&166E, S174E, S176E und HsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) festgestellt werden (Diagramm 3.26

Mittels ImageJ ermittelte Kern/Zytoplasma-Ratio-Wer  te
(H1299)
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Diagramm 3.26: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung von S166E, S174E,
S176E und von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in H1299-Zekkn

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeit eZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenubergestellt, indem auf der x-Achse die Kemofflasma-Ratio und auf der y-Achse die Haufigkeit
aufgetragen wird. Zur besseren Darstellung wurdexdhchse logarithmiert. Es wurde pro transfizisiiasmid
eine Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbilderlyarert. Die Auswertung erfolgte mittelsnagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreilan S166E betragt 0,63 + 0,20, der von S174E 0,66 +
0,17, der von S176E 0,61 + 0,18 und der von HsIBBRGFP (Wildtyp) 0,89 + 0,50.

+

Die Mittelwerte und Verteilungen der Kern/ZytoplasiRatio der Pseudo-
Phosphorylierungsmutanten S166E, S174E und Sl176gerzedass im Vergleich zum
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) signifikant weniger Fluomsnhz im Kern als im Zytoplasma

gemessen wurde.
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3.4.3 Intrazellulare Lokalisation der Pseudo-Dephgshorylierungmutanten S166A,

S174A, S176A und des Fusionsproteins HSlRB/EGFP (Wildtyp) in H1299-

Zellen
Es werden die Ergebnisse der intrazellularen Lektibn der Pseudo-Dephosphorylierung-
mutanten S166A, S174A, S176A in H1299-Zellen vorgis Dabei handelt es sich um
Mutationen ann silico pradizierte Phosphorylierungsstellen in der ABD-iRegler HsIP3K-
B. Durch das Einfihren einer Punktmutation wurdarSgurch Alanin ersetzt, wodurch eine
konstitutive Dephosphorylierung simuliert wurde.
Die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio- und Kern/Z@epla-Ratio-Verteilungen der
Pseudo-Dephosphorylierungsmutanten S166A, S174A5076A in H1299-Zellen werden in
zwei getrennt dargestellte x-/y-Diagrammen gez@igagramm 3.27 und Diagramm 3.28).
Dabei wurde das Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP (Wjdilals Vergleich herangezogen und
jeweils mitaufgetragen. Fir die bessere Darstelldeg Ergebnisse wurde die x-Achse
logarithmiert. Es wird die jeweilige Ratio gegere dilaufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in
einer Messreihe) aufgetragen. Die Auswertung etéahgit der ,Region of interest“-Funktion
der Softwarelmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgetvevurden. Die
Ergebnisse wurden in jeweils drei voneinander uaablye Versuche durchgefihrt und
ausgewertet. Das Diagramm stellt ein reprasentaBespiel der jeweils drei ausgewerteten
Versuche dar.
Die Mittelwerte der Messreihen (S166A, S174A, S116A HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in
H1299-Zellen) wiesen untereinander keine signifieanUnterschiede auf (p>0,05; Mann-
Whitney-Test, Kruskal-Wallis-Test).
Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Ra&o Messreihe von S166A betragt 1,0
+ 0,34, der von S174A 1,03 = 0,27, der von S176A+#0,18 und der von HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) 1,52 £ 0,70. Es konnte jeweils ein sigkdinter Unterschied (p<0,001; Mann-
Whitney-Test, Kruskal-Wallis-Test) zwischen den teliverten von S166A, S174A, S176A
und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) festgestellt werdengBiamm 3.27).
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Diagramm 3.27: Darstellung der Plasmamembran/Zytomsma-Ratio-Verteilung von
S166A, S174A, S176A und von HsIP3K-B/EGFP (Wildtypin H1299-Zellen

Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio der igkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenibergestellt, indem auf der x-Achse die Plasmnabran/Zytoplasma-Ratio und auf der y-Achse die
Haufigkeit aufgetragen wird. Zur besseren Darstgluvurde die x-Achse logarithmiert. Es wurde pro
transfiziertes Plasmid eine Messreihe mit je 100P&Rioreszenzbildern analysiert. Die Auswertunglgté
mittels ImageJ. Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Rd&o Messreihe von S166A betragt 1,0
0,34, der von S174A 1,03 + 0,27, der von S176A#®18 und der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 1,52 +
0,70.

Die Mittelwerte und Verteilungen der Plasmamemidgtoplasma-Ratio der Pseudo-
Dephosphorylierungsmutanten S166A, S174A und S1Zéen, dass im Vergleich zum
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) signifikant weniger Fluomshz am kortikalen F-Aktin gemessen

wurde.

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Megiseevon S166A betragt 0,67 + 0,21, der
von S174A 0,66 + 0,17, der von S176A 0,67 = 0,1@ der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp)
0,89 = 0,50. Es konnte jeweils ein signifikantertéfachied (p<0,001; Mann-Whitney-Test,
Kruskal-Wallis-Test) zwischen den Mittelwerten v8A66A, S174A, S176A und HsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) festgestellt werden (Diagramm 3.28
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Diagramm 3.28: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung von S166A, S174A,
S176A und von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in H1299-Zelén

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeit eZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenubergestellt, indem auf der x-Achse die Kemofflasma-Ratio und auf der y-Achse die Haufigkeit
aufgetragen wird. Zur besseren Darstellung wurdexdhchse logarithmiert. Es wurde pro transfizisifasmid
eine Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbilderalyaiert. Die Auswertung erfolgte mittelsnagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreilun S166A betragt 0,67 + 0,21, der von S174A 0,66 +
0,17, der von S176A 0,67 + 0,17 und der von HsIB3EGFP (Wildtyp) 0,89 + 0,50.

Die Mittelwerte und Verteilungen der Kern/ZytoplasiRatio der Pseudo-
Dephosphorylierungsmutanten S166A, S174A und S1Zélen, dass im Vergleich zum
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) signifikant weniger Fluomsnhz im Kern als im Zytoplasma

gemessen wurde.

3.4.4 Intrazellulare Lokalisation der Pseudo-Phospbrylierungmutante S166E und des
Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) inHeLa-Zellen

Es werden die Ergebnisse der intrazellularen Lek#bn der Pseudo-Phosphorylierung-

mutante S166E in HelLa-Zellen vorgestellt. Dabeidadtnes sich um eine Mutation an einer

in silico pradizierten Phosphorylierungsstelle in der ABD-Regder HsIP3K-B. Durch das

Einfuhren einer Punktmutation wurde Serin durcht&hat ersetzt, wodurch eine negative

Ladung und somit eine konstitutive Phosphorylieramguliert wurde.

Die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio- und Kern/Zgspla-Ratio-Verteilung der Pseudo-

Phosphorylierungsmutante S166E in HeLa-Zellen weidezwei getrennt dargestellte x-/y-

Diagrammen gezeigt (Diagramm 3.29 und Diagramm)3.30
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Dabei wurde das Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP (Wdilals Vergleich herangezogen und
jeweils mitaufgetragen. Fur die bessere Darstelldeg Ergebnisse wurde die x-Achse
logarithmiert. Es wird die jeweilige Ratio gegere dilaufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in
einer Messreihe) aufgetragen. Die Auswertung etgahgit der ,Region of interest“-Funktion
der Softwarelmagel, in dem jeweils 100 GFP-Fluoreszenzbilder ausgetvevurden. Die
Ergebnisse wurden in jeweils drei voneinander uéaablge Versuche durchgefuhrt und
ausgewertet. Das Diagramm stellt ein reprasentaBespiel der jeweils drei ausgewerteten
Versuche dar.

Die Mittelwerte der Messreihen (S166E und HsIP3IEBFP (Wildtyp) in HelLa-Zellen)
wiesen untereinander keine signifikanten Untersihiauf (p>0,05; Mann-Whitney-Test,
Kruskal-Wallis-Test).

Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-RaéipMessreihe von S166E betragt 1,37
+ 0,62 und der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 1,55 6@ Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Mittelwerten, jedoch diatigisch signifikanter Unterschied
(p=0,012; Mann-Whitney-Test) zwischen den PlasmabmaniZytoplasma-Ratio-Verteilun-
gen von S166E und HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp), festghitstverden (Diagramm 3.29).
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Diagramm 3.29: Darstellung der Plasmamembran/Zytomsma-Ratio-Verteilung von
S166E und von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in HeLa-Zelen

Es wird die Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio der igkeit (Zellzahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenibergestellt, indem auf der x-Achse die Plasmnabran/Zytoplasma-Ratio und auf der y-Achse die
Haufigkeit aufgetragen wird. Zur besseren Darstgluvurde die x-Achse logarithmiert. Es wurde pro
transfiziertes Plasmid eine Messreihe mit je 100P&HRuoreszenzbildern analysiert. Die Auswertunglgté
mittels ImageJ. Der Mittelwert der Plasmamembran/Zytoplasma-Rd#&o Messreihe von S166E betragt 1,37 +
0,62 und der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 1,55 +9,6
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Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Mediseevon S166E betragt 0,79 + 0,16 und
der von HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) 0,93 £ 0,21. Es kit kein signifikanter Unterschied
(p>0,05; Mann-Whitney-Test) zwischen den Mittelveartvon S166E und HsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) festgestellt werden (Diagramm 3.30). Jeudiegt ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Verteilungen vor (p<0,001; Maftntney-Test).

Mittels ImageJ ermittelte Kern/Zytoplasma-Ratio-Wer  te
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Diagramm 3.30: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato-Verteilung von S166E und von
HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in HeLa-Zellen

Es wird die Kern/Zytoplasma-Ratio der Haufigkeit eZahl pro Ratio-Wert in einer Messreihe)
gegenubergestellt, indem auf der x-Achse die Kemofflasma-Ratio und auf der y-Achse die Haufigkeit
aufgetragen wird. Zur besseren Darstellung wurdexdhchse logarithmiert. Es wurde pro transfizisfasmid
eine Messreihe mit je 100 GFP-Fluoreszenzbilderlyarert. Die Auswertung erfolgte mittelsnagel. Der
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der MessreNwn S166E betragt 0,79 + 0,16 und der von HsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) 0,93 £+ 0,21.
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3.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zu den Lokaionsstudien der Pseudo-
Phosphorylierungs- und Pseudo-Dephosphorgtungsmutanten in H1299-und
HelLa-Zellen

Die Ergebnisse zu den Lokalisationsstudien der dRs&osphorylierungs- und Pseudo-

Dephosphorylierungsmutanten in H1299- und HelLaefellwerden in einer Tabelle

zusammengefasst, indem die gerundeten MittelwertePthsmamembran/Zytoplasma- bzw.

Kern/Zytoplasma-Ratio mit den dazugehérigen Statalaweichungen pro Versuch

aufgelistet werden (Tabelle 3.5). Es sind die Enggde aller drei unabhangig voneinander

durchgefuhrten Transfektionen gezeigt.

Kern/Zytoplasma-Ratio PM/C-Ratio**
Konstrukte Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Rat oMittelwert der PM/Zytoplasma-Rat(p
+ SD* + SD*

HsIP3K-B/EGFP

(Wildtyp) 09+0,50| 1,0+048| 09+0,35 15 10,7% 1.5 =0,

HsIP3K-B/EGFP

(Wildtyp) 0,9+0,21| 0,9+0,15 0,9+0,1 1,6 +0,6 1,5 0,

S99E 0,8+0,51| 0,7+0,23] 0,7+0,2}+ 1,8+0,§ 1,6 £0,61,5 0,54
S101E | 0,7+0,34| 0,7#0,22) 0,6+0,2. 154075 1,3 +0,44,4 10,50
S120E | 0,9+0,35| 0,8#0,31] 0,8+0,29 1,4+0, 1,6 £0,60,5 0,50
S159E 1,0+0,42| 090,29 09+0,2} 1,409 1,5+0,p1,5 10,46
S166E | 0,6 0,20 0,7+0,29] 0,7+0,23 2,109 2,3+1,11,0£0,83
S174E | 06 +0,25| 0,7#0,17] 0,6+0,1" 2,4+1,] 2,0 £0,99,2 £0,84
S176E | 0,7+0,30| 0,8#0,32] 0,6+0,13 2,714 2,418 242,10
S166E | 0,8+0,16 | 0,7 +0,11| 0,7 0,15 1,4+0,62] 1,3+0,51 |1,4+0,48
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S99A 0,7+0,33| 0,8+0,24 0,8+0,3. 1,0+0,6 1,0 £0,p9,0 10,27
S101A | 0,7+0,28| 0,5#0,17f 0,6+0,200 0,9 #0,3 1,0 +0,
S120A | 060,31 06+024 060,15 1,004 1,0 0,
S159A | 0,9+0,60) 0,8#0,23] 0,8+0,24 0,905 1,0 £0,
S166A | 0,5+0,19| 0,7#0,21] 0,7#0,2. 0,9#0,3 1,0 £0,
S174A | 0,7+0,25| 0,7#0,17f 0,7#0,1" 1,0+0,7 1,0 £0,
S176A | 0,7+0,24| 0,70,17] 0,6+0,1} 1,1+0,2 1,0 £0,

Tabelle 3.5: Darstellung der gerundeten mittleren PlasmamembrarZytoplasma- bzw.
Kern/Zytoplasma-Ratios mit der jeweiligen Standarddweichung der Zelllinien H1299
und Hela in drei Transfektionen

Dephosphorylierungs-

Pseudo-
mutanten

Es wurde pro Zelllinie und pro Konstrukt jeweils OL@sFP-Fluoreszenzbilder mit der Softwan@agel
ausgewertet. Die gerundeten Mittelwerte der Plasemalbnan/Zytoplasma- bzw. Kern/Zytoplasma-Ratio reit d
jeweiligen Standardabweichungen wurden ermittedt innder Tabelle zusammengefasst.

*SD = Standardabweichung

*PM/C-Ratio = Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio



Ergebnisse 137

3.5 Intrazellulare Lokalisation der endogenen RnIP&-B in Ratten-Thymozyten

Alle bisher vorgestellten Lokalisationsstudien dtsIP3K B wurden mithilfe von EGFP-
Fusionsproteinen in den eukaryotischen Zellliniek28P und HelLa untersucht. Dabei wurde
die HsIP3K-B mit EGFP am C-Terminus fusioniert unat Transfektion von eukaryotischen
Zellen herangezogen. Bei diesem Verfahren kann naen Expression mittels
Fluoreszenzmikroskopie die Lokalisation des jeweii Fusionsproteins in fixierten Zellen
ermittelt werden. Die quantitative Messung erfolgimmal durch die von Olga Ernst
etablierte Methode zur Bestimmung der Kern/ZytoplasRatio [Ernst, 2007] und einmal
durch die in dieser Arbeit entwickelten Methode zuBestimmung der
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio (siehe Methoden3.22). Jedoch muss bei der
Bewertung der Ergebnisseeriicksichtigt werden, dass es sich um ein exprigge
Fusionsprotein und nicht um ein endogenes Protaaldit.

Das EGFP-Fusionsgen steht im pEGFP-Vektor unterkaertrolle des konstitutiv aktiven
und sehr starken CMV-Promotors aus dem Zytomedafigs. Die Expression ist folglich fir
die Zelle nicht-regulierbar und unphysiologisch Imobies kann unter Umstdnden zu nicht-
physiologischen Veradnderungen der Zielsteuerungefiihwenn beispielsweise zellulare
Transportmechanismen Uberlastet werden oder spa®fi Bindungspartner nicht in
ausreichender Zahl vorhanden sind [lllies, 2002js Aiesen Grinden wurde die Lokalisation
der endogen exprimierten Ratten Inositol-1,4,ph@sphat 3-Kinase Isoform B (RnIP3K-B)
zu Kontrollzwecken mittels Immunfluoreszenz untefsu Wenn dabei das endogene
Protein eine ahnliche Lokalisation (und ahnliche BdJHffekte) zeigt wie das
EGFP-Fusionsprotein, treten die oben beschrieberteifekte in diesem Fall
offensichtlich nicht auf und das EGFP-Fusionsprotsi als Modellsystem zur Untersuchung

der Zielsteuerung der HsIP3K-B geeignet.

3.5.1Lokalisationsstudien der endogenen Form der RnIP3KB nach Leptomycin B-
Behandlung in Ratten-Thymozyten

Um die Ergebnisse der Lokalisationsstudien vom EGE&§lonsprotein in eukaryotischen

Zellen mit denen des endogenen Proteins zu vehglejcwurdenLokalisationsstudien der

endogenen Form der RnIP3K-B nach Leptomycin B-Bdhang in Ratten-Thymozyten

durchgefuhrt. Die Thymozyten wurden von Frederil@rB8id, Andreas Guse und Chiara

Cordigliere zur Verfigung gestellt. Die Immunfargurwurde von Susanne Giehler

durchgefuhrt und die mikroskopischen Aufnahmen wardon Olga Ernst erstellt.
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Dazu wurden die Thymozyten in Petrischalen je n&etsuch 0 oder 5 h mit LMB behandelt.
Anschliel3end wurden die Zellen in EppendorfgefaBerfiahrt, mit Paraformaldehyd fixiert
und mit dem priméaren Kin4-Antikorper sowie mit eimsekundaren Antikérper (Alexa 568)
versetzt. Nach der Immunfluoreszenz wurden diek&etle mittels DAPI angefarbt und die

Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie untetsi

Die Lokalisation der endogenen Form der RnIP3K-Bdeumit Hilfe der Alexa 568- und
DAPI-Fluoreszenz nach Behandlung mit LMB in Ratfdrymozyten analysiert (Abbildung
3.28).

Abbildung 3.28: Einzel- und Doppelfluoreszenzbildervon der endogenen Form der
RnIP3K-B nach LMB-Behandlung in Ratten-Thymozyten

Die Bilder A-C zeigen einen unbehandelten Thymazyteuf den Bildern D-F wird ein 5 h lang mit LMB
behandelter Thymozyt dargestellt. Die Zellen wurdeisgesat und je nach Versuch 0 h oder 5 h mit LMB
behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Ramaéldehyd fixiert und sowohl mit dem Kin4-Antikdnp
als auch mit dem sekundaren Antikérper Alexa 5&ilimert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI angeféuind

die Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie enstuicht. Links ist jeweils die rote Fluoreszenz Atsxa
568-Antikdrpers und in der Mitte die blaue Fluoessz der durch DAPI angefarbten Zellkerne zu seReghts
befindet sich das entsprechende Doppelfluoresziehzbi
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Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio der endwge Form der RnIP3K-B in Ratten-
Thymozyten wird in einem x-/y-Diagramm dargestélitagramm 3.31). Dabei wurde fur die
bessere Darstellung der Ergebnisse die x-Achseitbgaert. Es wird die Kern/Zytoplasma-
Ratio gegen die Haufigkeit (Zellzahl pro Ratio-Werteiner Messreihe) aufgetragen. Die
Auswertung erfolgte mittels der ,Region of intefdsunktion der Softwaremagel. Es

wurden jeweils 100 Alexa 568-Fluoreszenzbilder auwsgtet. Die DAPI-Fluorezenzbilder

dienten zur eindeutigen Identifizierung der Zelher

Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medsee Thymozyten ohne LMB-
Behandlung im ersten Versuch betragt 0,57 £ 0,X2der nach einer 5 h LMB-Behandlung
0,63 = 0,14. Es konnte ein signifikanter Untersdh{i@<0,001; Mann-Whitney-Test) zwischen
den LMB-behandelten und unbehandelten Zellen bdubtwerden.
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Diagramm 3.31: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato der endogenen Form der
RnIP3K-B in Ratten-Thymozyten

Auf der x-Achse wird die Kern/Zytoplasma-Ratio usdf der y-Achse die Haufigkeit (Zellzahl pro Raert

in einer Messreihe) aufgetragen. Pro Versuch wijgdéne Messreihe mit LMB-behandelten und unbehi¢enle
Thymozyten analysiert wobei fur jede Messreihe(@ Alexa 568-Fluoreszenzbilder mit der Softwaregel
ausgewertet wurden. Mit Hilfe der entsprechenderPBRluoreszenzbilder wurde der Zellkern ermitt&ler
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreiran Thymozyten im 1.Versuch ohne LMB-Behandlung
betragt 0,57 £ 0,12 und der mit LMB-Behandlung &gtr0,63 + 0,14. Es konnte ein signifikanter Urtbisd
(p<0,001; Mann-Whitney-Test) zwischen LMB-behangieltind unbehandelten Zellen beobachtet werden.
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Zum Vergleich der Ergebnisse wurde der gleiche M#rsein weiteres Mal durchgefuhrt.

Zusatzlich wurde in diesem Versuch die Ratten-Thgyten mit einer 8-fach gegentber der
Standardbedingung erhdhten Konzentration an LMBabdélt (8x 20 nM). Die Lokalisation
der endogenen Form der RnIP3K-B wurde mit Hilfe Akrxa 568- und DAPI-Fluoreszenz
nach Behandlung mit LMB in Ratten-Thymozyten anigifgAbbildung 3.29).

Abbildung 3.29: Einzel- und Doppelfluoreszenzbildervon der endogenen Form der
RnIP3K-B nach LMB-Behandlung in Ratten-Thymozyten

Die Bilder A-C zeigen einen unbehandelten Thymazyteuf den Bildern D-F wird ein 5 h lang mit LMB
behandelter Thymozyt dargestellt. Die Zellen wur@deisgesat und je nach Versuch 0 h oder 5 h mit LMB
behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Ramaéldehyd fixiert und sowohl mit dem Kin4-Antikanp
als auch mit dem sekundaren Antikérper Alexa 5&ilimert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI angeféuind

die Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ensuicht. Links ist jeweils die rote Fluoreszenz At=xa
568-Antikdrpers und in der Mitte die blaue Fluoeazz der durch DAPI angefarbten Zellkerne zu seReghts
befindet sich das entsprechende Doppelfluoresziehzbi

Die Verteilung der Kern/Zytoplasma-Ratio der endege Form der RnIP3K-B in Ratten-
Thymozyten wird in einem x-/y-Diagramm dargestelfDiagramm 3.32). Die
Kern/Zytoplasma-Ratio wird der Haufigkeit gegeniestellt. Dabei wurde flr die bessere
Darstellung der Ergebnisse die x-Achse logarithtniBre Auswertung erfolgte mittels der
.Region of interest“-Funktion der Softwarenagel. Es wurden jeweils 100 Alexa 568-
Fluoreszenzbilder ausgewertet. Die DAPI-Fluorezéddeb dienten zur eindeutigen

Identifizierung der Zellkerne.
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Der Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Medsee Thymozyten ohne LMB-
Behandlung im zweiten Versuch betragt 0458,23, der nach einer 5 h LMB-Behandlung
0,65+ 0,19 und der nach 5 h mit einer 160 nM LMB-Konzation 0,77+ 0,23. Es konnte ein
signifikanter Unterschied (p<0,001; Mann-Whitneysfjezwischen LMB-behandelten und
unbehandelten Zellen beobachtet werden. Auch koreite signifikanter Unterschied
zwischen den 1-fach (20 nM) und 8-fach (160 nM) Lid&handelten Zellen festgestellt
werden (p=0,002; Mann-Whitney-Test).
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Diagramm 3.32: Darstellung der Kern/Zytoplasma-Rato der endogenen Form der
RnIP3K-B in Ratten-Thymozyten

Auf der x- Achse wird die Kern/Zytoplasma-Ratio usaf der y-Achse die Haufigkeit (Zellzahl pro Raert

in einer Messreihe) aufgetragen. Pro Versuch wijgdine Messreihe mit LMB-behandelten und unbehiéenle
Thymozyten analysiert wobei fiir jede Messreihe(@ Alexa 568-Fluoreszenzbilder mit der Softwaragel
ausgewertet wurden. Mit Hilfe der entsprechenderPBRlucoreszenzbilder wurde der Zellkern ermitt&er
Mittelwert der Kern/Zytoplasma-Ratio der Messreiran Thymozyten im 2.Versuch ohne LMB-Behandlung
betragt 0,53 + 0,23, der mit LMB-Behandlung betr&@g65 + 0,19 und der mitiner 8-fachen LMB-
Konzentration 0,77 + 0,23. Es konnte ein signifieanUnterschied (p<0,001; Mann-Whitney-Test) zwesth
LMB-behandelten und unbehandelten Zellen beobackztien. Auch konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den 1-fach (20 nM) und 8-fach (160 nM) LM¥&andelten Zellen festgestellt werden (p=0,002;
Mann-Whitney-Test).

Die Lokalisationsstudien lassen darauf schlief3ass @uch die endogene Form der RnIP3K-
B in Ratten-Thymozyten einem LMB-abhéngigen Kerrmekpnterliegt.
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4. Diskussion

4.1 Bestimmung der Kernlokalisation und der kortikaen F-Aktinbindung von EGFP-
Fusionsproteinen
Es ist bekannt, dass die humane Inositol-1,4,ptHosphat 3-Kinase Isoform B (HsIP3K-B)
an einer Vielzahl von intrazellularen Strukturekdbsiert ist [Soriancet al., 1997; Dewaste
et al., 2003; Brehnet al., 2004]. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden mshedie Kern-
und die F-Aktin-Lokalisation der HsSIP3K-B in H1298nd Hela-Zellen untersucht. Dabei
wurde die Untersuchung der Kernlokalisation tber Bestimmung einer Kern/Zytoplasma-
Ratio durchgefiihrt. Diese Auswertungsmethode wundeRahmen der Diplomarbeit von
Olga Ernst entwickelt [Ernst, 2007] und untersckeidich stark von herkdmmlichen
Methoden, bei denen die Bestimmung der Lokalisadies EGFP-Fusionsproteins ,per Auge*
erfolgt [Dewasteet al., 2003; Nalaskowsket al., 2003; Nalaskowski, 2003; Stockebrand,
2002] und somit Beobachter-abhangig ist. Die Bastimg der Kern/Zyoplasma-Ratio erfolgt
mittels der ,Region of interest“-Funktion der Sofing | magel [Rasband, 2006; Abramoét
al., 2004]. Hierbei wird die mittlere Fluoreszenzimggat des GFP-Signals des
Fusionsproteins bestimmt, indem im Zellkern undopidsma jeweils drei ,Area of interest*
vermessen und die Werte gemittelt werden (siehehddietn 2.2.3.10). Aus diesen beiden
Mittelwerten wird dann eine Kern/Zytoplasma-Ratiweehnet. Wichtig dabei ist, dass die
gewahlten ,Area of interest” stets fur die Fluomszintensitat des GFP-Signals in der ganzen
Zelle typische Bereiche erfassen. Dennoch kanAdssvahl des Selektionsbereichs subjektiv
sein und sollte durch Blindversuche uberpruft warden Vergleich zu der herkdmmlichen
Methode, wird durch diese neue Auswertungsmethode ebjektivere Bestimmung der
Kernlokalisation von EGFP-Fusionsproteinen ermdglidNeben der objektiv quantitativen
Analyse, zeichnet sich die Methode zudem durch berutzerfreundliche Bedienung aus.
Mittlerweile hat sie sich im Arbeitskreis etabtieind konnte erfolgreich eingesetzt werden.
Dabei hat sich gezeigt, dass sie in unabhangig hdefdhrten Lokalisationsstudien
vergleichbare Ratio-Werte lieferte (personliche tdiing, Olga Ernst, UKE). Auch in
anderen Arbeitsgruppen wurden ahnliche VerfahranBastimmung der Kern/Zytoplasma-
Ratio mit der Softwarémagel erfolgreich eingesetzt [Auest al., 2005; Konget al., 2006;
Dequiedtet al., 2006]. Die erfolgreich etablierte und evaluidvtethode zur Bestimmung der
Kern/Zyoplasma-Ratio mittels der ,Region of inteétdsunktion der Softwarémagel wurde
in den nachfolgenden Versuchen als Standard-Methexeendet.
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Neben der Untersuchung der Kernlokalisation wurdmrch Lokalisationsstudien am
kortikalen F-Aktin durchgefuhrt. Daher wurde zunstcleine Methode entwickelt, durch
welche die F-Aktin-Lokalisation von EGFP-Fusiondpmen in eukaryotischen Zellen
untersucht werden kann. Mit dieser Methode wurdehalie3end die F-Aktinbindung der mit
EGFP fusionierten HsIP3K-B und ihrer Mutanten in29%- und HelLa-Zelllinien bestimmit.
Es sollte mit dieser Methode ein gegenuber dem dnemklichen Verfahren objektivere
Quantifizierung der F-Aktin-Lokalisation ermdglichtverden. Ahnlich wie bei der
Untersuchung der Kernlokalisation, erfolgte diekidenmliche Bestimmung der F-Aktin-
Lokalisation ,per Auge“ und war somit ebenfalls rktadBeobachter-abhangig [Schreiber,
2002; Brehmet al., 2004; Brehm, 2006]. Wahrend der Entwicklung veueihe Vielzahl von
moglichen Methoden zur Bestimmung der F-Aktinbinglim Erwé&gung gezogen. Sie wurden
alle experimentell erprobt und die jeweiligen Engiebe miteinander verglichen (siehe
Methoden 2.2.3.11, 2.2.3.12, 2.2.3.13 und Ergebr8sE, Daten nicht gezeigt).

Die erste Methode bestand in der Farbung von FrAdirch TRITC (Tetramethyl Rhodamin
Isothiocyanat)-markiertes  Phalloidin.  Phalloidin t isein Toxin des Weil3en
Knollenblatterpilzes Amanita phalloides), das eine spezifische Bindung mit den
Aktinfilamenten eingeht. An TRITC, einen rot flusmerenden Farbstoff, gebunden, kann
man das F-Aktinnetzwerk unter dem Fluoreszenzmiapsichtbar machen. Dabei sollen die
Doppelfluoreszenzbilder, der mit EGFP-Fusionsgenmnsfizierten und mit TRITC-
markiertem Phalloidin gefarbten Zellen, Hinweisé @ne Kolokalisation von Fusionsprotein
und F-Aktin geben und somit auf die Starke und Qtérder F-Aktinbindung dieser Proteine
schlie3en lassen. Es hat sich jedoch herausgestadis die Ergebnisse dieser Methode sehr
von der Anwendung verschiedener Bildbearbeitunggpromen abhangen. Zur
Demonstration dieser methodischen Problematik zA&igbildung 4.1 als Beispiel drei
unterschiedlicheGFP-Phalloidin-Uberlagerungsbilder einer mit eindBGFP-Fusionsgen
transfizierten H1299-Zelle. Jedes Uberlagerungsbildurde mit einer anderen
Bildbearbeitungssoftware erstellt (Corel PHOTO-PAINL1, Photoshop 7.0 und Corel
PHOTO-PAINT 9). Es ist deutlich zu sehen, dass Uigerlagerungsbilder sich stark
voneinander unterscheiden und dadurch auch untediiche Aussagen Uber die
Kolokalisation des GFP- bzw. des Phalloidin-Signgmacht werden kénnen. Aul3erdem ist
die Stéarke der Fluoreszenzintensitat von GFP-Pdallk&ignalen sehr von der
Expressionsrate des jeweiligen Fusionsproteins ded Belichtungszeit der Zellbilder
abhangig. Aus diesen Grinden hat sich diese Ausmgsinethode zur quantitativen

Bestimmung von EGFP-Fusionsproteinen am F-Aktimtibewahrt.
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Abbildung 4.1: Einzel- und Doppelfluoreszenzbildenvon einer mit einem EGFP-
Fusionsgen transfiziertdt1299-Zelle

Gezeigt sind GFP-A), Phalloidin-FluoreszenzbildBj und drei GFP-Phalloidin-Uberlagerungsbild&-F)
einer mit einem  EGFP-Fusionsgen transfizierten 3912elle. Nach 24 h Expression wurde mit
Paraformaldehyd fixiert, mit TRITC-markiertem Ploédiin inkubiert und abschlieBend die Lokalisatioft m
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Dier@ays wurden mit den Bildbearbeitungsprogrammen
Corel PHOTO-PAINT 11 €), Photoshop 7.000) und Corel PHOTO-PAINT 9H), erstellt (Funktion:
Hinzuflgen). (1000-fache VergrélZerung)

In der Doktorarbeit von Isabell Schreiber [Schreib2002] lassen die mit Triton-X-100
permeabilisierten PC12- und NRK52E- Zellen deudidhrAktinfilamente erkennen. Daher
kam im Rahmen dieser Arbeit die Idee auf, H1299efekbenfalls mit Triton-X-100 zu
permeabilisieren, um anschlieRend Uberschissigebt an F-Aktin gebundenes EGFP
herauszuwaschen. Die Auswertung erfolgte mithide Brogrammbmagel. Dabei wurde die
gesamte Zelle mittels der Freihandform-Funktion ahlmmt und die mittlere
Fluoreszenzintensitat bestimmt (siehe Abbildung ).4.ZSomit wurde dann die
Gesamtfluoreszenz der Zellen errechnet, die aufMiBage der F-Aktinbindung schliel3en
lassen soll. Das Problem dieser Methode bestehinuder Aufwendigkeit der Durchfiihrung,
da jede Zelle nur mit einem durch etliche Mausldigezogenen Vieleck umrahmt werden
kann und somit die Zellgrenzen schwer einzuhalted. Aullerdem kdénnen auch mit dieser
Methode die unterschiedlichen Expressionsraten El@FP-Fusionsproteine nicht in der
Auswertung beriicksichtigt werden. Ein weiterer Rusk dass nach Permeabilisierung und
Waschung eine noch vorhandene Bindung von EGFP alstikturen wie dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) u.a. nicht auddieften ist (personliche Mitteilung von
Prof. Mayr). Zum anderen sind die F-Aktinfilamemach der Triton-X-100-Behandlung
nicht deutlicher als am Anfang zu erkennen gewesefgrund dieser Mangel der Methode

konnte sie nicht fur die F-Aktinbestimmung etaliliwerden.
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Abbildung 4.2: Demonstration der GesamtfluoreszenMessung einer H1299-Zelle nach
Permeabilisierung mit Tton-X-100

Gezeigt ist ein GFP-Fluoreszenzbild einer mit ein&@FP-Fusionsgen transfizierten H1299-Zelle nach
Permeabilisierung mit Triton-X-100. Mittels der Hrandform-Funktion Ifnaged) wird die gesamte Zelle
umrahmt (gelbe Linie) und somit die mittlere Gedaroteszenzintensitéat der Zelle bestimmt.

(1000-fache VergréRRerung)

Ein weiterer Ansatz bestand darin, eine Ratio Zwasc der Phalloidin- und der GFP-
Fluoreszenzintensitat am kortikalen F-Aktin zu bitd(persoénliche Mitteilung von Prof.
Mayr). Hierbei ist der Gedanke, eine direkte Besiing des an den kortikalen F-
Aktinfilamenten gebundenen EGFP-Fusionsproteinsidiufiihren, wobei ein Ratiowert von
1 als eine Bindung des mit EGFP-markierten ProtamsF-Aktin, zu verstehen ist (siehe
Abbildung 4.3). Ein Nachteil dieser Methode stelldie unterschiedlich hohen Phalloidin-
Fluoreszenzintensitaten zwischen den Zellbilderm. d&e resultiert aus der jeweiligen
Anpassung der Beleuchtungszeit, die nétig ist, une éJberbelichtung und somit eine
Verfalschung der Fluoreszenzwerte, zu verhinderrals ergeben sich notwendigerweise
Ratio-Werte, die nicht immer das korrekte Mal? defAkEinbindung widerspiegeln. Ein
weiterer Nachteil ist die Benutzer-Unfreundlichkaia man fir die Durchfihrung dieser
Methode jeweils drei Fluoreszenzbilder pro Zellechen (GFP-, DAPI- und Phalloidin-
Fluoreszenzbild) und wahrenddessen stets den kiiehseln musste. Ein weiterer Punkt ist
die Verfalschung der GFP-Intensitat durch die ddrcigende intensive Phalloidin-Farbung
Uber den FITC (Fluoreszeinisothiocyanat)-Filter. bBia wurden die GFP-
Fluoreszenzintensitats-Werte durch die durchbreddeote Phalloidin-Fluoreszenz erheblich
verfalscht. Mittlerweile sind neue Filter vorhanddmei denen dieser Effekt nicht mehr
auftritt. Aus den genannten Grinden konnte sicln aliese Methode zur Bestimmung der F-

Aktin-Lokalisaton im Rahmen dieser Studien nichivBhren.
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Abbildung 4.3: Demonstration der Auswertungsmethodealer Phalloidinakin /GFPakin -
Ratio

Gezeigt sind GFP- und Phalloidin-Fluoreszenzbilei@er mit einem EGFP-Fusionsgen transfizierten 19129
Zelle (A-D). Jeweils ein Bereich am kortikalen F-Aktin (s.elRf A und B) der H1299-Zelle wird stark
vergroRRert dargestelltC( und D). Nach 24 h Expression wurde mit Paraformaldehixéert, mit TRITC-
markiertem Phalloidin inkubiert und anschlieRené dkalisation mit Hilfe eines Fluoreszenzmikros&op
untersucht. Mitteldmagel wird durch das Legen von jeweils drei grof3endefteigArea of interest” einmal die
mittlere GFP- C) und einmal die mittlere Phalloidin-Fluoreszennsi¢dt O©) am selben kortikalen F-
Aktinstrang bestimmt. Damit wird eine Phalloigif/GFPayin- Ratio gebildet, wobegin Ratiowert von 1 eine
Bindung des mit EGFP-Fusionsproteins am F-Aktincogelt. (1000-fache Vergré3erung)

Die wohl direkteste Methode zur Bestimmung der Ri#kindung ist die Bildung einer Ratio
zwischen der GFP-Fluoreszenz an den F-Aktinfilae®rund der GFP-Fluoreszenz im
Zytoplasma. Wie die HsIP3K-B, ist die humane Iraisit,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isoform
A (HsIP3K-A) ebenfalls eine Inositol (1,4,5)-trism@phat 3-Kinase, die eine F-Aktin-
Lokalisation aufweist [Schekt al., 2001; Dewastet al., 2003]. Zur Kalibrierung dieser
Methode wurde die Expression einiger EGFP-Fusiaispre der HsIP3K-A in H1299-
Zellen herangezogen. In den mit pEGFP/HsSIP3K-A @typ) transfizierten H1299-Zellen
sind die ,stress fibers" (Bundel von F-Aktinfilanten) deutlicher als in den mit pHsIP3K-
B/EGFP (Wildtyp) transfizierten H1299-Zellen, zkennen. Hier wurde die F-Aktinbindung,
sowie der Ausschluss einer F-Aktinbindung anhand @&spression jeweils zweier
Fusionsproteine EGFP/HsIP3K-A (Wildtyp) und EGFRR8K-A (AABD) bzw. EGFP/ABD
(HsIP3K-A) und dem EGFP, analysiert (Vektoren hetgiit von Marcus Nalaskowski).
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Eine signifikant geringere F-Aktinbindung ist beerd Fusionsproteinen EGFP/HsSIP3K-A
(AABD) und EGFP zu erwarten, da keine Aktinbindungsdoe (ABD) vorhanden ist. Es
wurden jeweils Aktin/Zytoplasma-Ratios und Plasmarbean/Zytoplasma-Ratios der EGFP-
Fusionsproteine ermittelt und die Werte miteinandaglichen (siehe Methoden 2.2.3.11 und
2.2.3.12). Wie erwartet weisen die Ergebnisse Bkgmite Unterschiede der jeweiligen Ratios
zwischen EGFP/HsIP3K-A (Wildtyp) und EGFP/HsIP3K{AABD) bzw. EGFP/ABD
(HsIP3K-A) und EGFP (siehe Ergebnisse 3.1 und Tab@ll im Ergebnisteil) auf. Die
Mittelwerte der Aktin/Zytoplasma-Ratio der mit pERHsIP3K-A AABD) und pEGFP-N1
transfizierten H1299-Zellen waren nicht bestimmbda, aufgrund der homogenen GFP-
Fluoreszenzverteilung innerhalb der gesamten Xellee F-Aktinstrédnge identifiziert werden
konnten. Eine Phalloidin-Farbung zur genauen Ifieigrung der F-Aktinstrange wurde nicht
durchgefuhrt, weil die Phalloidin-Fluoreszenz dudgm FITC-Filter durchbrechen und somit
die Werte verfalschen wirde. Die Mittelwerte demdphamembran/Zytoplasma-Ratio der mit
pPEGFP/HsIP3K-A AABD) und pEGFP-N1 transfizierten H1299-Zellen sikidiner als 1
(siehe Tabelle 3.1 im Ergebnisteil). Dies lasshgi@adurch erklaren, dass einige ,Area of
interest” aus Versehen statt vollstandig auf dasamembran, zum Teil auRerhalb der Zelle
gelegt wurden. Somit wurde der schwarze HindergerdZellbilder mit in die Berechnung
der mittleren Fluoreszenzintensitat einbezogen.

Insgesamt lieferten die beiden unterschiedlichentioR2estimmungen vergleichbare
Ergebnisse. Es zeigt sich also, dass sowohl diein/kttoplasma-, als auch die
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio auf die Menge d&ktibindung in der Zelle schlielRen
lassen. Aufgrund der Filter-Problematik solltensdie/ersuche in zukunftigen Studien mit
neuen Filtern wiederholt und die beiden Ratios @rwerglichen werden. Fur die HsIP3K-B
und ihrer Mutanten wurden zur Bestimmung der F-#ktidung die jeweilige
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio gebildet, da dost Fadanomen der durchbrechenden
Phalloidin-Farbung durch den FITC-Filter nicht aitift(keine Phalloidin-Farbung nétig).
Aul3erdem ist das kortikale F-Aktin an der Plasmabmam nach Transfektion mit pHsIP3K-
B/EGFP (im Gegensatz zur Transfektion mit pEGFHRA3ELA) in H1299-Zellen deutlicher
zu identifizieren ist als die ,stress fibers”. DBéldung einer Plasmamembran/Zytoplasma-
Ratio konnte zur Bestimmung der kortikalen F-Altiokalisation von EGFP-
Fusionsproteinen der HsIP3K-B etabliert werdendén vorliegenden Arbeit wurde sie als
Standard-Methode zur Bestimmung der F-Aktinbindueigvendet.
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Diese Methode zeichnet sich durch eine quantitaiivalyse aus. Zudem ist der Beobachter-
Effekt im Vergleich zur Bestimmungsmethode ,per Audeutlich reduziert. Trotzdem l&asst
sich dieser Effekt nicht ganz ausblenden, da, wieder Bestimmung der Kern/Zytoplasma-
Ratio, die Auswahl des Selektionsbereichisbjektiv sein kann. Auch hier sollten die
Versuche durch Verblindung tberprift werden. Didlbdlder konnten beispielsweise durch
einen projektfremden Mitarbeiter nochmals ausgesterund die Plasmamembran/

Zytoplasma-Ratios verglichen werden.

Es sollte bei dieser Methode jedoch nicht die natlige Annahme aul3er Acht gelassen
werden, dass sich die gemessene GFP-Fluoreszeter ®asmamembran vollstandig auf die
Fluoreszenz der EGFP-Fusionsproteine am kortikdle®ktin zurtickfihren lasst. Nach
Dewasteet al. besitzt die HsIP3K-B mdglicherweise sowohl einelgteuerungsdoméane an
das F-Aktin, als auch an die Plasmamembran [Deweisét., 2003]. Maria Brehm fuhrt
hingegen die Lokalisation der HsIP3K-B unmittelbarter der Plasmamembran, auf die
Lokalisation am kortikalen F-Aktin zurtick [BrehmQ@6]. Eine Klarung dieser Frage steht
noch aus. Um zu zeigen, ob es sich bei der gemass&FP-Fluoreszenz an der
Plasmamembran tatséchlich um das GFP-Signal de® E@gionsproteins am kortikalen F-
Aktin handelt, wurden H1299-Zellen nach Transfektioit Cytochalasin B behandelt (Daten
nicht gezeigt). Cytochalasin B ist ein Pilzgifgsddie Polymerisation des Aktins unterbindet.
Durch die daraus resultierende Inhibierung dert&i&ling wird die Apoptose eingeleitet.
Falls also die gemessene GFP-Fluoreszenz an den&taembran tatsachlich auf das GFP-
Signal der EGFP-Fusionsproteine am kortikalen FAkturiickzufihren ist, musste die
Plasmamembran/Zytoplasma-Ratio nach CytochaladBelandlung deutlich abnehmen. In
diesem Rahmen wurde die Cytochalasin B-Behandlarayvei unabhéngigen Versuchen mit
jeweils unterschiedlichen Cytochalasin B-Konzemregn und Inkubationszeiten
durchgefuhrt. Dabei wurde zum Teil die methodischdurchfihrung zweier
Forschungsarbeiten benutzt bzw. diese leicht nwditi [Theodoropoulost al., 1993;
Tanakaet al., 1994]. Die grol3te Problematik dieses Versuclstamel jedoch in der Auswahl
einer Inkubationszeit und einer Cytochalasin B-Kemtration, bei denen das kortikale F-
Aktin zerstort, aber die H1299-Zellen nicht apogsicht werden. Leider konnten in dieser
Arbeit die Bedingungen nicht vollstandig erfillt nen, sodass der Versuch abgebrochen
wurde. Es bleibt zukinftige Arbeiten Uberlassen mibher optimierten methodischen

Durchfuhrung dieser Fragestellung nachzugehen.
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4.2 Identifizierung und Charakterisierung eines furktionellen Kernlokalisationssignals
(NLS) der HsIP3K-B
Im Rahmen der Doktorarbeit von Maria Brehm konnte aktives Kernlokalisationssignal
(NLS) innerhalb der Aktinbindungsdomane (ABD) deslIPBK-B identifiziert werden
[Brehm, 2006]. Das NLS ist ein bestimmtes Motider Aminosaurensequenz eines Proteins,
das Importin-abhangig den Transport in den Zellkeenmittelt. In den meisten Fallen
bestehen diese Motive Uberwiegend aus basischeno&éuiren (Lysine, Arginine). Chelsky
et al. bestimmten die Konsensussequenz des kanonischeopartiten Kernlokalisations-
signals als ein aus vier Aminosauren bestehendpsdPelas wie folgt definiert wird: K-
[RK]-X-[RK]. X steht vorzugsweise fur ein Lysin, gmin, Prolin, Valin oder Alanin
[Chelskyet al., 1989].
In dieser Arbeit wurde das erstmals von Maria Brehlreschriebene funktionelle
Kernlokalisationssignal (NLS) in der Aktinbindungsdéne (ABD) der HsIP3K-B,
experimentell identifiziert und genau charakteris{&'“*KLR). Es sollte zunachst die Frage
beantwortet werden, ob sich die Daten aus der Da#tieit von Maria Brehm bestatigen
lassen. Des Weiteren sollte eine genaue ldentifimgg und Charakterisierung der NLS-
Sequenz durchgefuhrt werden, wobei zu untersuchan welche Aminoséure-Reste der
Sequenz tatsachlich fir den Kernimport essentiet. sSAul3erdem sollte geklart werden, ob
das identifizierte NLS notwendig und hinreichenddén Kernimport ist. Notwendig wére es
dann, wenn nach Deletion bzw. funktioneller Inaietiung (z.B. durch gezielte Mutagenese),
kein Kernimport mehr stattfindet, sodass ein deldér Kernausschluss beobachtet werden
kann. Das NLS ist fur den Kernimport hinreichenssmw ausschlief3lich das isolierte NLS
schon eine Kernanreicherung bewirkt. Ist dies naobdat Fall, besteht z.B. die Moglichkeit,
dass erst Uber eine Ko-Aktivierung zweier rAumbciseinander gelegener Kernlokalisations-
signale der Kernimport vermittelt wird. In diesemsammenhang sollte auch gezeigt werden,
ob es bei dem identifizierten NLS um das einzigenkikalisationssignal der HsIP3K-B
handelt. Zuséatzlich sollte die Frage nach der $tadieses Kernlokalisationssignals
beantwortet werden.
Fur die intrazellularen Lokalisationsstudien wurdie Volllangen cDNA der HsIP3K-B mit
dem Grin Fluoreszierenden Protein (GFP) fusioniégiher das man unter dem
Fluoreszenzmikroskop direkt auf die Lokalisatios éeoteins schlielen kann. Um die fur die
Zielsteuerung verantwortlichen Bereiche zu idengfien wurden die Fusionsgene durch
gezielte Mutagenese verandert und anschlieRengdenmenschlichen Zelllinien (H1299 und

HelLa) exprimiert.
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Es hat sich gezeigt, dass das Fusionsprotein HsB/BKGFP (Wildtyp) zwischen
Zytoplasma und Zellkern gleichverteilt ist (siehegé&bnisse 3.2.1.1). Nach der LMB-
Behandlung konnte eine deutliche Verschiebung im dellkern beobachtet werden (siehe
Ergebnisse 3.2.1.2). Diese Ergebnisse bestéatigass ddie HsIP3K-B sowohl ein
Kernlokalisationssignal (NLS) als auch ein Kernexgignal (NES) besitzt. Die aktiven NLS
und NES bewirken einen standigen Transport deseidsotzwischen Zytoplasma und
Zellkern. Wird der Exportin-abhangige Kernexportratu Leptomycin B gehemmt [Ernst,
2007], kann das HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) nicht makktiv aus dem Zellkern transportiert
werden. Folglich findet ausschlie3lich Kernimpasts sodass sich das Protein im Zellkern
anreichert.

Um zu zeigen, ob das identifizierte NLS notwendig tlen Kernimport ist, wurde die
Lokalisation zweier mutierter Fusionsproteine deslR8K-B untersucht: das HsIP3K-
B/EGFP AABD) und das HsIP3K-B/EGFP (fQQLR). Das Plasmid pHsIP3K-B/EGFP
(AABD) kodiert eine Mutante der HsIP3K-B, bei der dMtinbindungsdomane (ABD)
deletiert wurde. Wird von der Annahme ausgegandass sich das Kernlokalisationssignal in
der ABD befindet, wird durch die Deletion das NL&fernt [Brehm, 2006]. Demnach muisste
dieses Fusionsprotein, verglichen mit dem Wildgime deutlich geringere Kernlokalisation
aufweisen. Tatsachlich ist dies der Fall, wobei digkalisation doppelt so hoch im
Zytoplasma als im Zellkern ist (siehe Ergebniss2134). Diese Ergebnisse bestéatigen die
Aussage in der Arbeit von Maria Brehm, dass sictienAktinbindungsdomane der HsIP3K-
B ein Kernlokalisationssignal befindet. Wie erwgrteat sich nach LMB-Behandlung keine
signifikante Lokalisationsanderung ergeben (sietgeBnisse 3.2.1.5). Durch die Deletion der
ABD wurde nicht nur das NLS, sondern auch das NE®&4t, 2007], entfernt. Somit kann
zwar der Kernexport nicht inhibiert, aber auch Kearnimport stattfinden.

Das Plasmid pHsIP3K-B/EGFP {QQLR) ist eine Mutante der HsIP3K-B, bei der
innerhalb des Kernlokalisationssignals drei Punké&tionen eingeftihrt wurden (NLS-
Tripelmutante). Dabei wurde angenommen, dass dieee K?*RKLR fiir das monopartite
NLS kodiert. Es wurden die Aminosauren Ly$h Arginin*?® Lysin*®, in Glutamine
mutiert. Glutamin weist, im Vergleich zu Lysin bz#rginin, eine ahnliche Hydrophobizitat
und ahnliche sterische Anspriche auf. Aber im Gsaigrnzu den basischen Eigenschaften der
beiden anderen Aminosauren ist Glutamin neutraés®iEigenschaft wurde hier gezielt
genutzt, um das mdgliche Kernlokalisationssignalkfionell zu inaktivieren, ohne die 3D-

Struktur zu verandern.
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Diese funktionelle Inaktivierung bietet gegenuber ®eletion den Vorteil, dass mdgliche
Faltungsdefekte umgangen werden kénnen.

Die Tripelmutante zeigte nach Expression eine Slgmte Anderung der Lokalisation,
verglichen mit dem Wildtyp. Wie bei der Mutante ASK-B/EGFP AABD) wurde eine
deutliche Verschiebung aus dem Zellkern beobachiehhe Ergebnisse 3.2.2.1). Nach LMB-
Behandlung konnte keine Veranderung des Mittelvgeder Kern/Zytoplasma-Ratio-Werte
festgestellt werden. Es liel3 sich jedoch eine Slgmte Veranderung der Verteilungen dieser
Kern/Zytoplasma-Ratio-Werte ermitteltsiehe Ergebnisse 3.2.2.2). Ein ahnlicher Effekt
wurde auch beim EGFP allein nach LMB-Behandlungobebtet (persénliche Mitteilung von
Olga Ernst). Auch dort zeigt sich eine Rechtsvaednimg der Kern/Zytoplasma-Ratio-
Verteilung zu hoheren Werten nach einer LMB-Behang! Die Ursache dieser
Beobachtungen lasst sich womdglich auf einen urnfgazn Effekt vom LMB auf die
Zellen zuruckfuhren. Aus den Ergebnissen kann sy geschlossen werden, dass dieses
NLS das einzige in der HsIP3K-B ist. Im Falle einewseiteren aktiven
Kernlokalisationssignals hatte sich nach LMB-Behand eine deutliche Kernanreicherung
beobachten lassen missen, weil ein weiteres, egdktS fir den Kernimport gesorgt hatte.
Diese Ergebnisse bestatigen, dass sich in der Biktinngsdoméane (ABD) der HsIP3K-B ein
funktionelles monopartites KernlokalisationssigiislL,S) befindet. Das identifizierte NLS
befindet sich in der AminosauresequerZz’RKLR und ist fiir den Kernimport notwendig.

In der Doktorarbeit von Maria Brehm wurde aus danidierung des Kernimportes nach
ABD-Deletion geschlossen, dass zwei weitere puwtatNLS-Sequenzen PEKIK und
K®®K), die sich in der N-terminalen bzw. C-terminaleiélfte der CaM-Bindungsdomane
befinden, im Kontext der gefalteten Form der HsIFBHKicht aktiv sind. Aufgrund der hohen
Konservierung des NLS der HsIP3K-B in verschiedeBpazies, wird angenommen, dass es
sich hierbei tatsachlich um funktionale NLS-Seqwenhandelt kbnnten, die aber durch
gebundenes Calmodulin (CaM) verdeckt und damitbilini waren. Eine Aktivierung kénnte
durch Modifikationen am Enzym erfolgen, die eindn@adulin-Bindung verhindern und so
die NLS freilegen [Brehm, 2006]. Es bleibt also @nkigen Arbeiten zu zeigen, ob sich
tatsachlich mehrere funktionale, jedoch inaktiverrf@kalisationssignale in der HsIP3K-B
befinden.

Um die Bedeutung der einzelnen Aminosauren des NicQlen Kernimport zu ermitteln,
wurden vier NLS-Einzelmutanten hergestellt und digsprechenden Fusionsproteine in
H1299-Zellen exprimiert (NLS 1: HsIP3K-B/EGFP'@RKLR), NLS 2: HsIP3K-B/EGFP
(K**%QKLR), NLS 3: HsIP3K-B/EGFP (K®RQLR), NLS 4: HsIP3K-B/EGFP (KRKLQ)).
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Die Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP RQKLR) (NLS 2), HsIP3K-B/EGFP (K®RQLR)
(NLS 3) und HsIP3K-B/EGFP (K®RKLQ) (NLS 4) zeigten nach Expression eine gegeniibe
der NLS-Tripelmutante HsIP3K-B/EGFP {¥QQLQ) identische Lokalisation, wohingegen
bei dem Fusionsprotein HsIP3K-B/EGFP®RKLR) (NLS 1) die intrazellulare Lokalisation
mit der des Wildtyps vergleichbar ist (siehe Ergeba 3.2.3).

Die Daten deuten darauf hin, dass die AminosauREKLR fiir den Kernimport essentiell
sind, da die Mutation jeder einzelnen ihrer Aminos&auRer Leucii’; nicht untersucht), zu
einer funktionellen Inaktivierung des NLS fiihrt. Berdem scheint das Lysff keine Rolle
fur den Kernimport zu spielen, da die Lokalisataes Proteins nach dessen Mutation sich
gegenuber dem Wildtyp nicht verandert.

Ein Vergleich der NLS-Sequenz der humanen IP3K-B*{RKLR) mit der aus der Ratten
IP3K-B (Q'*RKLR) hat ergeben, dass die beiden Sequenzen sidhylith in einer
Aminosaure unterscheidet. Interessanterweise echspdiese Aminosaure genau dem
mutierten Rest in der NLS-Einzelmutante pHsIP3K-BHP (J*RKLR), bei der sich
Lysin*?® als bedeutungslos fiir die Funktion des NLS hemststjit hat. Wahrscheinlich ist
aus diesem Grund das Lysin an Position 128 beim sbten phylogenetisch nicht
konserviert.

Um zu zeigen, ob das identifizierte NLS auch hictrend fiir den Kernimport der HsIP3K-B
ist, wurde die Lokalisation zweier anderer mutiertéusionsproteine der HsIP3K-B
untersucht: das ABD(HsIP3K-B)/EGFP und das NLS(B&8HB)/EGFP. Das Plasmid
pABD(HsIP3K-B)/EGFP kodiert eine Mutante der HsIPBK bei der ausschlie3lich die
isolierte Aktinbindungsdoméane (ABD) mit dem darintfealtenen Kernlokalisationssignal
(NLS) in den pEGFP-N1-Vektor kloniert wurde. Untégr Annahme, dass das in der ABD
lokalisierte NLS hinreichend fur den Kernimport,isnisste das Fusionsprotein nach
Expression in H1299- und HelLa-Zellen eine signifileaKernanreicherung gegeniber dem
Wildtyp aufweisen kénnen. Tats&chlich zeigte siaieedeutlich erhdhte Kernlokalisation
(siehe Ergebnisse 3.2.4.1). Die Verschiebung in Z&tkern war noch deutlicher als beim
Wildtyp. Dieser Effekt lasst sich allein durch dieringe Grol3e der ABD gegeniber dem
Volllangenprotein erklaren, da beide Konstrukte ribmn NLS bzw. NES verflugen. Eine
LMB-Behandlung bewirkte eine zusatzliche Anreicheyum Zellkern (siehe Ergebnisse
3.2.4.4 und). Dieser Effekt lasst sich, wie beimldtyp, durch den inhibierten Kernexport
und den daraus resultierenden einseitigen Kernitnpddaren. Das Plasmid pNLS(HsIP3K-
B)/EGFP kodiert eine Mutante, bei der ausschlié3tias isolierte Kernlokalisationssignal
(NLS) in den pEGFP-N1-Vektor kloniert wurde.
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Ist diese Sequenz hinreichend fur den Kernimpodijtes bei der Expression dieses
Fusionsproteins ebenfalls eine deutliche Kernaheging beobachtet werden. Diese
Kernanreicherung konnte tatsachlich festgestelitdem und ist signifikant gegentiber dem
EGFP erhoht (Vergleich aufgrund des ahnlichen Mdbgewichts) (siehe Ergebnisse
3.2.5.1 und 3.2.5.2). Es wurde also gezeigt, dassim der Aktinbindungsdoméne (ABD)
lokalisierte monopartite KernlokalisationssignalL@ der HsIP3K-B, sowohl notwendig als
auch hinreichend fur den Kernimport ist.

Zusatzlich wurde die Starke dieses Kernlokalisastgmals bestimmt. Dabei wurde das NLS
der HsIP3K-B mit dem Kernlokalisationssignal deMIR und dem dreifach kodierten NLS
aus dem Simianes Virus 40 (SV40) [Kaldeetral., 1984; Lanforcet al., 1986], einem der
starksten Kernlokalisationssignale tberhaupt, wergh. Das entsprechende Fusionsprotein
wurde schon in der Diplomarbeit von Olga Ernst \ardet und diente aufgrund seiner
eindeutigen Kernlokalisation als Positiv-Kontro[lernst, 2007]. In dieser Arbeit wurden
diese Lokalisationsstudien zum Vergleich der NL&HS8 herangezogen. Es hat sich
herausgestellt, dass die ahnlich starken Kernls&tinssignale der HsIP3K-B und der
IPMK, verglichen mit dem Fusionsprotein pEGFP/3xN(S/40), eine deutlich geringere
Kernanreicherung aufweisen (siehe Ergebnisse 3.216d 3.2.6.2). In dem Zusammenhang
wurde auch die intrazellulare Zielsteuerung des E$s&llein untersucht. In Arbeiten von Wei
et al. konnte kein durch NLS oder NES vermittelter aktifeansport des EGFPs beobachtet
werden. Folglich sollte das EGFP (27 kD) allein afurpassive Diffusion zwischen
Zytoplasma und Zellkern transportiert werden [Wteal., 2003]. Somit ware eine homologe
Verteilung des EGFPs nach Expression in der Zeillerwarten, da keine gezielte Regulation
der Zielsteuerung stattfindet. Es hat sich jedodralsgestellt, dass das EGFP eine
Anreicherung im Zellkern zeigt, die auf eine nuké&e@zw. kinetische Falle beruhen kdnnte.
Zum einen ware es denkbar, dass das EGFP wahrend/idderherstellung des Zellkerns
nach einer Zellteilung in den Zellkern eingelagent darin gefangen wird (nukleare Falle)
[Seibel et al., 2007]. Zum anderen koénnten im Falle einer raumelic Nahe der
Proteinbiosynthese des GFPs zum Zellkern, GFP-Menem den Zellkern diffundieren und
dort durch Dimerisierung gefangen werden. Aufgrded groReren Volumens im Zytoplasma
ware die Konzentration an dimerisiertem GFP gerngeodurch das GFP im Zellkern
angereichert wird (kinetische Falle) [Seibatl al., 2007]. Im Falle des in dieser Arbeit
verwendeten EGFP, kann die kinetische Falle einendteeicherung des EGFP nicht
erklaren, da diese Variante des GFP nicht dimeti$@ontech, Living Colors AcGFP1

Fluorescent Protein (brochure), www.clontech.coragies /brochures/AcGFP1.pdf.].



Diskussion 154

Darlber hinaus hat sich gezeigt, dass nicht nur B&FP, sondern auch EGFP-
Homomultimere eine Kernlokalisation aufweisen [®&ibt al., 2007]. Demnach ist der
Gebrauch von Fusionskonstrukten aus einem kleinesteiR und dem EGFP, nicht
ausreichend, um Kernimport-Vorgdnge zu beweisenhebDavurde in diesem Rahmen
zusatzlich ein Fusionsgen hergestellt, bei denNlz% der HsIP3K-B in einen p4AXEGFP-N1-
Vektor kloniert wurde. Es hat sich gezeigt, dass Eusion mit einem 4xEGFP in vielen
Féllen ausreichend ist, um einen signifikanten thal@ed zwischen dem fusionierten Protein
und dem 4xEGFP zu identifizieren und daraus dadiagem eines Kernlokalisationssignals
abzuleiten. Der Fusionsvektor p4XxEGFP-N1 besiit aufeinander folgende GFPs, wodurch
es dementsprechend ein groReres Fusionsproteierk@ds das pEGFP-N1 und somit eine
geringere Kernlokalisation aufweist. In den Arbeiten Seibekt al. konnte gezeigt werden,
dass das 4xEGFP in H1299-Zellen nahezu gleichlterisdi zwischen Zytoplasma und
Zellkern [Seibelet al., 2007]. Diese intrazellulare Verteilung sollte ndiem hergestellten
Fusionsprotein NLS(HsIP3K-B)/4XxEGFP verglichen verdDaten nicht gezeigt). Aufgrund
methodischer Problematik wurden die Versuche aloghien. Nach Optimierung der
Durchfihrungsmethodik, indem das 4xEGFP mit denr sédrken Kernlokalisationssignal
3XNLS (SV40) fusioniert wurde, konnte gezeigt werddass die Kernlokalisation dieses

Fusionsproteins signifikant starker ist, als dis deEGFP (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse dieser Studien zeigen deutlich, dessonopartites Kernlokalisationssignal
(NLS) in der Aktinbindungsdomane (ABD) der HsIP3K-Blentifiziert und genau
charakterisiert werden konnte. Dabei hat sich tegrestellt, dass die Sequef®??*KLR ein
funktionales NLS kodiert. Es handelt sich um dawige NLS der HsIP3K-B. Die Starke
dieses Kernlokalisationssignals ist ahnlich dem HelPMK, wobei beide NLS signifikant
schwacher sind als das dreifach kodierte NLS (SMd®)Fusionsprotein pEGFP/3XNLS
(SV40). Die fur den Kernimport essentielle Sequenterscheidet sich von der von Chelsky
et al. pradizierten monopartiten NLS-Konsensussequetiglieh in Lysin?®[Chelskyet al.,
1989]. Das NLS der HsIP3K-B entspricht am ehesten MLS-Peptidsequenz aus der
Fruchtfliege Drosophila Antennapedia (RRRR), die interessanterweie jedoch keinen
Kernimport vermitteln kann und somit eine fast eerytoplasmatische Lokalisation aufweist
[Chelskyet al., 1989] (siehe Abbildung 4.4). Es handelt sichdsn NLS der HsIP3K-B also
offensichtlich um ein nicht-kanonisches Kernlokatisnssignal.
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Origin of sequence: residue no. Cellular

Beptide (reference) Peiptide seuiengs localization”
P1 SV40 large T: 126-132 (10) CGGPKKEKREKLYVG CONH, N

P2 Polyomavirus large T; 189-196 (22) CGYGYSREKRPRPG CONH, N

P3 X. laevis nucleoplasmin; 164-172 (1, 4) CGOAKKEKEKTLD CONH, N

P4 X. luevis lamin L,; 409421 (12) CVRTTKGKREKRTIDYV COOH N

PS5 Human c-myc-encoded protein: 321-328 (24) CGGAAKRVKLD CONH, N

P6 Adenovirus type 2/5 Ela; 282-289 (16) CGGLSSKRPREPCOONH N

P7 Adenovirus type 2/S Ela; 282-289 (16) CGYGLSSKRPREPG CONH, C>N
P8 Polyomavirus large T; 279-286 (22) CGPPKKARED CONH, C>N
P9 SV40 large T (K—T): 126-132 (10) CGGPKTEKREKVY G CONH, C>»N
P10 Adenovirus type 7 Ela; 254-261 (11} CGGSTREKLPERDOCOUH C»N
P11 Adenovirus type 7 Ela; 254261 (11) CGYGST P R O G CONH, C

P12 SV40 VP1; 1-11 (26) APTEKREKGSS PG C CONH, C

P13 SV40 VP1: 1-8 (26) CGYGAPTKREKGS CONH, C
(P14 Drosophila Antennapedia; 26-33 (17) CGYGLTIRRRRITEG CONH, c_|
P15 Human p53: 369-377 (9} CLKSKKGOST CONH, C

P16 Human p53; 316-324 (9) CGGPOPKKEKPLD CONH, C

P17 Human immunodeficiency virus gpl120: 504-511 (21) CGGAPTEKAKRR CONH, C

P18 S. cerevisive MATa2-encoded protein: 1-13 (8) MNKIPIKDLLNEPGOCCONH, C

Abbildung 4.4: Charakterisierung des kanonischen moopartiten NLS

Gezeigt ist die intrazellulare Lokalisation von dgaweiligen CSA-konjugierten synthetischen Peptid ainer
Vielzahl von Spezies (P1-P18). Die unterstricheis®aguenzen, die ein putatives NLS nachahmen sollen,
stammen aus dem Genom der entsprechenden SpeieSefuenz des putativen Kernlokalisationssignal au
Drosophila Antennapedia (roter Kasten)gleicht am ehesten der identifizierten NLS-Sequdez HsIP3K-B
(nach [Chelskyet al., 1989].

4.3 F-Aktinbindung von EGFP-Fusionsproteinen der HEP3K-B

In der Doktorarbeit von Maria Brehm konnte die Akiindungsdoméne (ABD) der humanen
Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isoform B (PBK-B) vollstandig charakterisiert werden
[Brehm, 2006]. Es wurde gezeigt, dass die von IsaBehreiber [Schreiber, 2002]
identifizierte Aktinbindungsdoméne (Aminosauren 40®) der Ratten Inositol-1,4,5-
trisphosphat 3-Kinase Isoform B auch in der humak@mm (Aminosauren 103-193)
hinreichend und notwendig fur die F-Aktinbindung sdeEnzyms ist. Diese
Aktinbindungsdoméne ist die einzige funktionale KiA-Zielsteuerungsdoméane in der
HsIP3K-B. Fir ihre Bindung am F-Aktin benotigt skeine weiteren unterstitzenden
Proteine, ist jedoch abhangig von der korrektenuSe#rstruktur zweier pradizierter-
Helices. In einem von Prof. Dr. Mayr modelliertpatativen Tertiarstrukturmodell fir den N-
terminalen Bereich der HsIP3K-B stellte sich heradass diese beides-Helices eine
wichtige Rolle fur die F-Aktinbindung des Enzyms gpielen scheinen [Brehm, 2006]. Es
wird vermutet, dass das saure Aktinmolekull dur@hldisische-Helix | (Aminoséuren 125-
141) gebunden wird, wobei die amphipatischeHelix I (Aminosduren 149-161)
wahrscheinlich eine unterstitzende Wirkung aufelRisidung austibt.
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Das charakteristische Segment der Aktinbindungsdem@BD) von HsIP3K-B ist eine
Prolin-reiche Region, die drei Proline (Prdfih Prolint?, Prolin**¥) beinhaltet und an die sich
die zwei pradiziertei-Helices | und Il anschlieen. Ein Motiv imthelikalen C-terminalen
Bereich, welches von den Aminosauren ,FEA" in ddP3K-B gebildet wird, ist
hochkonserviert (,FEA-Motiv“). Aus der Alignierungird deutlich, dass es sich bei dieser
Peptidsequenz um einen in Vertebraten hochkonsemiéAminosaurebereich handelt, der
hdchstwahrscheinlich essentiell fur die F-Aktinhing ist (siehe Abbildung 4.5) [Brehm,
2006]. Mithilfe von sogenannten Helixbrechermutaritennte in der Doktorarbeit von Maria
Brehm nachgewiesen werden, dass die EigenschaR-A&tinbindung dieser ABD, auf dem
Vorhandensein vomu-Helices beruht. In diesem Rahmen wurden zwei soldfiutanten
hergestellt  (pABD(RnIP3K-B)/JEGFP {PQREP) und pABD(RNnIP3K-B)/EGFP
(P*°QAQP)). Proline besitzen strukturbrechende Eigesfseh, die zwar Flexibilitat
zwischen den beidena-Helices und den angrenzenden Sekundarstruktudberei
gewahrleisten, in diesem Fall jedoch die Sekundéstren innerhalb der-Helices zerstoren
sollten. Tatsachlich zeigten diese Mutanten eirggchgmafiige Verteilung in der Zelle. Das
heil3t, wie bei vielen anderen ABDs beruht die Bimglwon F-Aktin auch bei der ABD der
IP3K-B auf dem Vorhandensein von korrekt gefaltetddelices, welche die Bindung an F-
Aktin vermitteln. Diese Mutationen wurden in der tiRa Rattus norvegicus) IP3K-B

vorgenommen [Brehm, 2006].

In dieser Arbeit wurde die zweite Helixbrechermigtatvon Maria Brehm in der humanen
Volllangen IP3K-B eingefilhrt (FEA 1: HsIP3K-B/EGRP™*QAQP)) und die intrazellulare
Lokalisation in H1299-Zellen beobachtet. Zusatzhaiwrde das ,FEA-Motiv* direkt mutiert
(FEA 2: HsIP3K-B/EGFP (8°AA)), da vermutet wurde, dass diese zwischen desriBp
hochkonservierte und in derHelix 1l liegende Sequenz, eine essentielle Rélledie F-
Aktinbindung spielen konnte. Die intrazellulare latikation beider Fusionsproteine zeigten
eine gegenuber den Wildtyp signifikant geringerdikale F-Aktinbindung (siehe Ergebnisse
3.3.3). Diese Daten bestatigen die Arbeiten vomidvBrehm.
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Abbildung 4.5: Aminosauresequenzalignierung der Aktinbindungsdomaan der B-
Isoformen von Inositol-4,5-trisphosphat 3-Kinasen verschiedener
Spezies, entsprechend deminosauren 106 bis 193 der humanen
Inositol-1,4,5-trisphospit 3-Kinase B mit Hilfe von ClustalX

Proline sind gelb unterlegt. Identische bzw. ahmic Aminosduren sind farblich markiert und im
Jldentitatsscore” (unterste Reihe) durch hohe S@ualegegeben. Das NLS der humanen IP3K-B ist Magenta
farben umrandet. Balken unterstreichen den Aminetireich den-Helices | (blau) und 11 (rot) der ABD in
der humanen Form. Das ,FEA-Motiv* ist violett umrat

Die Spezies sind: GgGallus guallus (Huhn); Xt: Xenopus tropicalis (Krallenfrosch); Mm: Mus musculus
(Maus); Rr:Rattus rattus (Ratte); Cf:Canis familiarius (Haushund);Homo sapiens (Mensch); Bt:Bos taurus
(Rind); Br: Danio rerio (Brachydanium rerium, Fisch); Tn:Tetraodon nigroviridis (Fisch); Pt:Pan troglodytes
(Schimpanse) (modifiziert nach [Bretaral., 2006]).
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Im Rahmen der F-Aktinbindungsstudien wurde aul3erdien kortikale F-Aktinbindung
folgender Mutanten der HsIP3K-B untersucht: pHSIFBEGFP (Wildtyp), pHsIP3K-
B/EGFP QAABD), pABD(HsIP3K-B)/EGFP und pHsIP3K-B/EGFP {QQLR). Das
Plasmid pHsIP3K-B/EGFP A@BD) kodiert eine Mutante der HsIP3K-B, bei der die
Aktinbindungsdoméne (ABD) deletiert wurde, wohingegdas Plasmid pABD(HsIP3K-
B)/EGFP eine Mutante kodiert, bei der ausschliéitle isolierte ABD in den pEGFP-N1-
Vektor einkloniert wurde. Die NLS-Tripelmutante gA8K-B/EGFP (Q*®QQLR) besitzt in
der NLS-Sequenz drei punktmutierte Aminosauren, dias Kernlokalisationssignal
funktionell inaktivieren.

Wie erwartet, weist das Fusionsprotein HsIP3K-B/PGRAABD) eine gleichverteilte
Lokalisation zwischen dem kortikalen F-Aktin undnd&ytoplasma, auf (siehe Ergebnisse
3.3.1 und 3.3.2). Dies bestatigt die Arbeiten voarisl Brehm, in denen sie zeigen konnte,
dass die ABD die einzige funktionale F-Aktin-Ziglserungsdoméane in der HsIP3K-B
darstellt. Sie ist notwendig fur die F-Aktinbinduri@renm, 2006]. Die Kkortikale F-
Aktinbindung der Fusionsproteine HsIP3K-B/EGFP @Wip), ABD(HsIP3K-B)/EGFP und
HsIP3K-B/EGFP (&**QQLR) ist in H1299-Zellen vergleichbar stark (sieBegebnisse
3.3.1). Dadurch wird gezeigt, dass diese ABD audhnelthend fiir die F-Aktinbindung ist
[Brehm, 2006]. Es ware im Zusammenhang mit der Nkfelmutante interessant zu
erfahren gewesen, ob sich die durch die Mutatiomingerte Kernanreicherung, auf die
Quantitdt der F-Aktinbindung auswirkt. In den biggen Versuchen konnte kein
signifikanter Unterschied zum Wildtyp festestellterden (siehe Ergebnisse 3.3.1).
Interessanterweise weist die Mutante HsIP3K-B/E@GEP'QAQP) (FEA 1) in einigen Fallen
eine verstarkte ER-Bindung auf (Daten nicht gezeifs konnte jedoch sowohl in der
Doktorarbeit von Maria Brehm [Brehm, 2006], als lairc den Arbeiten von Yet al. [Yu et

al., 2005] gezeigt werden, dass die ER-BindungsdomaaefRerhalb der
Aktinbindungsdoméne der HsIP3K-B (AS 262-399) liagid somit die innerhalb der ABD
liegende Mutationen keinen Einfluss auf die ER-LUadion haben durften. Trotzdem lasst
sich bis dato dieser domanentbergreifende Effaltitrausschliel3en. Es stellt sich die Frage,
ob die Aktinbindungsdomane, das Kernlokalisatiogssl, sowie die ER-Bindungsdomane,

einem bislang noch nicht aufgeklarten, integralegiationsmechanismus, unterliegen.
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4.4Modell der ,,Pseudo-Phosphorylierung” und ,Pseudo-Dehosphorylierung*

In diesem Teil der Arbeit wurden konstitutive Phiosgylierungen und Dephosphorylierungen
anin slico pradizierten, putativen Phosphorylierungsstellencd die Substitution jeweils
einer Aminosauren durch Glutaminséure (E) oder ialgA), simuliert. Als eine Form der
posttranslationalen Modifikation koénnen Phospheryingen in der Regulation der
Zielsteuerung und Funktion von Proteinen eine Rglielen. Es konnte z.B. gezeigt werden,
dass eine Phosphorylierung die Affinitat des Kekalsationssignals (NLS) zum nuklearen
Transportrezeptor Importim durch Konformations- bzw. Ladungsanderungen vesénd
[Harremanet al., 2004]. Senteet al. fanden heraus, dass eine durch aktivierte Piateiaen
verursachte Phosphorylierung in der Nahe oder imeiBe der Aktinbindungsdomane von
Dystrophin die Interaktion der Domane mit dem AKIiytoskelett beeinflusst [Sentet al.,
1995]. Es zeigte sich, dass eine PhosphorylierumghdPKA eine 3-fache Erhéhung der
Bindungsaffinitat von Dystrophin zum Aktin ergabglingegen eine Phosphorylierung durch
CK-Il bzw. PKC die Aktinbindung inhibierte. Intergmnterweise lag keine der siebemsilico
pradizierten Phosphorylierungsstellen durch PKAder ABD-lokalisierten N-terminalen
Region des Proteins. Wahrscheinlich wird also dirtlosphorylierung die Modulation der
Bindungsaffinitat Uber einen indirekten Einfluss déterminalen Konformation oder tber
den Aggregations-Grad von Dystrophin, bewirkt [®emt al., 1995]. In der Diplomarbeit
von Philip Hartjen wurde durch PKC-Phosphoryliersifgsays mit rekombinanten,
affinitatsgereinigten HsIP3K-B Fragmenten nachgserie dass zwei Serinreste (S&fimnd
Serin® innerhalb der katalytischen Domaimevitro durch die Proteinkinase C erkannt und
phosphoryliert werden [Hartjen, 2002]. Die von Glina Deschermeier gewonnenen Daten
zu den Auswirkungen der Pseudo-PhosphorylierungameitS764D auf die Aktivierbarkeit
der HsIP3K-B durch C&CaM, deuten auf eine mogliche wichtige Funktiors al
,Gedachnisschalter der Phosphorylierung von S&tinin [Deschermeier, 2002].

In den hier vorliegenden Studien wurden die Mutans®wohl auf ihre kortikale F-

Aktinbindung, als auch auf ihre nukleare Lokaligatihin untersucht. Es darf bei der
Bewertung dieser Ergebnisse jedoch nicht vernasigisverden, dass die durch eine
jeweilige  Punktmutation verursachte ,Pseudo-Phogpieoung® bzw. ,Pseudo-

Dephosphorylierung” nicht das gleiche ist wie eiderch Proteinkinasen (PKs) bzw.
Phosphatasen (PPs) bewirktevivo Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung. Der durc
Proteinkinasen eingebrachte Phosphatrest tragt megative Ladungen, Glutaminsdure an

seiner Carboxylgruppe jedoch nur eine negative hgdsiehe Abbildung 4.6).
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Auch unterscheiden sich eine Phosphatgruppe unda®@ai in ihrer Drehbarkeit und
Konformation. Die Simulation einer Phosphorylierunglurch diese ,Pseudo-
Phosphorylierung” ist also nur bedingt moglich. Ve Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,
scheint die Einbringung schon einer negativen Lgdedoch hinlanglich fir eine veranderte
Starke der kortikalen F-Aktinbindung der humanemsitol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase
Isoform B (HsIP3K-B) zu sein. Es konnte gezeigt degr, dass die drei Pseudo-
Phosphorylierungsmutanten S166E, S174E und S176E gegeniber dem Wildtyp
signifikant starkere kortikale F-Aktinbindung, bzein (siehe Ergebnisse 3.4.2).

O
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O
Phospho-Serin Serin (S)
c 0 D
H2 )J\
CH
C 03
RT ¢ o R
H,
Alanin (A)
Glutamat (E) Pseudo-
Pseudo-Phosphorylierung Dephosphorylierung

Abbildung 4.6: Molekulare Unterschiede von Phosph&erin, Glutamat, Serin und
Alanin

Gezeigt sind die molekularen Unterschiede der jieyesi raumlichen Struktur von Phospho-Serin undrSgn
vivo Phosphorylierung und Dephosphorylierung) bzw. &hdt und Alanin (Pseudo-Phosphorylierung und -
Dephophorylierung) in zweidimensionaler DarstellyAgD). Das Phospho-Serif\] zeichnet sich durch zwei
negative Ladungen aus, wohingegen Glutar@atnur eine negative Ladung besitzt. Gegeniiber derim )
fehlt dem Alanin D) die Hydroxylgruppe.

Dabei haben sich die Mutante S166E und S174E algniders interessant herausgestellt, da
nur dort die starkere kortikale F-Aktinbindung n@iner Kernaussparung einherzugehen
scheint (siehe Tabelle 3.5 im Ergebnisteil). Didsi#ekt konnte jedoch in der HeLa-Zelllinie

nicht festgestellt werden (siehe Ergebnisse 3.4.4).
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Die unterschiedliche Auswirkung von ,Pseudo-Phosplierung” auf die Verteilung der

HsIP3K-B in  menschlichen Tumorzelllinien spricht wscheinlich fur eine

gewebsspezifische Regulation der nukledaren Traastwk bzw. der F-Aktinbindung. In

unterschiedlichen Geweben konnen zum einen die sKgtett-Strukturen sich stark
voneinander unterscheiden, zum anderen kann das&stpnsmuster von Importinen bzw.
Exportinen oder verschiedener Proteinkinasen starkeren. Sie liegen in verschiedenen
Isoformen vor und auch die Regulation ihrer enzysohen Aktivitat ist abhangig von der Art
des Gewebes. Zu bemerken ist, dass der Untersthsbe@r ausschlie3lich anhand einer
einzigen Pseudo-Phosphorylierungsmutante beurteilde. Um jedoch die Aussagekraft
dieses wabhrscheinlich Zelllinien-abhéangigen Effskteeu Uberprifen, sollten die
intrazellularen Lokalisationen weiterer Pseudo-Phosylierungsmutanten zwischen der
H1299- und HeLa-Zelllinie verglichen werden. Inwsent ist, dass alle drei signifikanten
Pseudo-Phosphorylierungsmutanten (S166E, S174ESa@@E) in sogenannten PSSites”

liegen. Es handelt sich um zwischen den Vertebrdteohkonservierte Stellen in der
Aminosauresequenz der HsIP3K-B, die aus einem Serth dem darauffolgenden Prolin
bestehen und die laut Pradiktion von einer Vielzadn Proteinkinasen phophoryliert werden
kénnen (CDKs, CaMKs, PKA, PKG und SP-spezifisch@adsen) (siehe Abbildung 4.7).
Dennoch erfullen die Ergebnisse nicht diepriori Erwartungen, dass eine eingefuhrte
negative Ladung mit einer erhohten Aziditat, zweeistarkeren Affinitat des ebenfalls sauren
Aktinmolekiils, fuhrt. Die mit der Phosphorylierungrbundene Affinitatserhhung zum F-
Aktin kann also nicht durch die Ladungsanderundgerkverden, sondern liegt vermutlich in

einer damit verbundenen Anderung der StereometsePdoteins.
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Abbildung 4.7: Aminoséuresequenzalignierung der Aktinbindungsdoméan der B-
Isoformen von Inositol-4,5-trisphosphat 3-Kinasen verschiedener
Spezies, entsprechend deminosauren 149 bis 193 der humanen
Inositol-1,4,5-trisphospit 3-Kinase B mit Hilfe von ClustalX

Proline sind gelb unterlegt. Identische bzw. ahmic Aminosduren sind farblich markiert und im
Jdentitatsscore” (unterste Reihe) durch hohe Saukngegeben. Der rote Balken unterstreicht den
Aminosaurebereich derHelices Il (rot) der ABD in der humanen Form. DE&A-Motiv* ist violett umrahmt.
Der blau umrahmte Bereich zeigt den zwischen dezi®p hochkonservierten Bereich mit ,SP-Sites".

Die Spezies sind: GgGallus guallus (Huhn); Xt: Xenopus tropicalis (Krallenfrosch); Mm: Mus musculus
(Maus); Rr:Rattus rattus (Ratte); Cf:Canis familiarius (Haushund)Homo sapiens (Mensch); Bt:Bos taurus
(Rind); Br: Danio rerio (Brachydanium rerium, Fisch); Tn:Tetraodon nigroviridis (Fisch); Pt:Pan troglodytes
(Schimpanse) (modifiziert nach [Bretetral., 2006].

Zur  Simulation einer konstitutiven Dephosphoryliegu wurde die putative
Phosphorylierungsstelle durch Alanin (A) substituisiehe Abbildung 4.6). Aufgrund der
fehlenden Hydroxylgruppe des Alanins kann der subsite Aminosaurerest durch
Proteinkinasen nicht mehr phosphoryliert werdene Wi dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, hat auch die ,Pseudo-Dephosphorylierungitioide Auswirkungen auf die Starke
der kortikalen F-Aktinbindung der HsIP3K-B. Dabeumde festgestellt, dass alle sieben
untersuchten Pseudo-Dephosphorylierungsmutantengeigentber dem Wildtyp signifikant
schwéchere kortikale F-Aktinbindung besitzen. Di€sgen lassen, zumindest fur die drei
Aminosauren Serii® Serit’ und Serin’® vermuten, dass sie méglicherweise durch
Phosphorylierungen in ihrem Lokalisationsverhalean F-Aktin reguliert werden (siehe
Ergebnisse 3.4.3). Durch die Einfiihrung der ,PselBdosphorylierungen* und ,Pseudo-
Dephosphorylierungen® konnten putative Phosphamyfigsstellen identifiziert werden, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit durch Regulation ihrfésosphorylierungsgrades, Einfluss
sowohl auf die nukleare Translokation, als auch digf Bindung an das kortikale F-
Aktinfilament der HsIP3K-B, haben.
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Alle putativen Phosphorylierungsstellen wurden duwlgorithmen pradiziert, die den
Vergleich der Primarstruktur der HsIP3K-B mit Progequenzmotiven, die durch
Proteinkinasen selektiv phosphoryliert werden, waén. Die hohe phylogenetische
Konservierung der einzelnen putativen Phosphorytigsstellen lasst jedoch vermuten, dass
einige tatsachlich funktionelle Phosphorylierungteh in vivo darstellen. Aufgrund der
fehlenden Kristallstruktur der HsIP3K-B lasst sitlit diesen ,Pseudo-Phosphorylierungs-*
bzw. ,Pseudo-Dephosphorylierungs“-Studien bis daime verlasslichen Aussagen tber die
putativen Phosphorylierungsstellen, sowie deren uR¢ign Uber Proteinkinasen bzw.
Proteinphosphatasen, treffen.

Durch weiterfihrende Versuche mit Hilfe von Prokemase Aktivatoren wie z.B. Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA) und Forskolin (perséiné Mitteilung, Rudiger Meyer, UKE),
gezielte Uberexpression von Proteinkinasen sowiehdulen Einsatz von Proteinkinase
Inhibitoren zur Reduktion von pradiziertem vivo bereits konstitutionell vorhandenen
Phosphorylierungen, muss in Zukunft geklart werdemjelche der putativen
Phosphorylierungsstellen vivo tatsachlich phosphoryliert werden.

4.5 Mogliche physiologische Bedeutung von intrazeilléren Zielsteuerungsmechanismen
der HsIP3K-B
Die in dieser Arbeit vorgestellten Lokalisationsgban wurden mithilfe von EGFP-
Fusionsproteinen in humanen Tumorzelllinien duréilge. In der Doktorarbeit von Marcus
Nalaskowski konnte gezeigt werden, dass das Anfégess EGFP-Tags an den N-Terminus
der HsIPMK, keine Auswirkung auf deren intrazeltel&ielsteuerung hat [Nalaskowski,
2003]. Bei der humanen Inositol-1,4,5-trisphospt®aKinase Isoform C (HsIP3K-C)
hingegen, wird die intrazellulare Lokalisation d&szyms durch den EGFP-Tag beeinflusst
[Nalaskowskiet al., 2006]. Es ist somit nicht auszuschlieRen, dassUtherexpression des
Fusionsproteins nach transienter Transfektion delled zu keiner Veranderung seiner
intrazellularen Lokalisation fuhrt. Dabei solltedaeht werden, dass das EGFP-Fusionsgen im
pEGFP-Vektor unter der Kontrolle des konstitutitiedén und sehr starken CMV-Promotors
[Clontech, Living Colors AcGFP1 Fluorescent Protein (brochure),
www.clontech.com/images/brochures/AcGFP1.pdf.] dei Zytomegalie-Virus, steht. Dies
kann unter Umstédnden zu nicht-physiologischen \eg&imgen der Zielsteuerung fuhren,
wenn beispielsweise zellulare Transportmechanisiierbelastet werden oder spezifische

Bindungspartner nicht in ausreichender Zahl vorkearsgind [lllies, 2002].
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In diesem Zusammenhang wurde ein immunzytologisdiachweis der intrazellularen
Lokalisation der endogenen HsIP3K-B ohne und meei20 nM LMB-Behandlung bzw.
einer 160 nM LMB-Behandlung in Ratten-Thymozytemathgefihrt, wobei anzumerken ist,
dass LMB den Kernexport hemmt. Es konnte in zweabié@ngigen Versuchen gezeigt
werden, dass nach 20 nM LMB-Behandlung eine im M&lh zu den unbehandelten
Thymozyten, signifikant hthere Kernanreicherunghaetitet wurde, wobei die Wirkung der
160 nM LMB-Behandlung ein signifikant erhéhte Kemneicherung gegenuber der 20 nM
LMB-Behandlung zeigte (siehe Ergebnisse 3.5.1)s®iPaten bestéatigen die Tendenz der
EGFP-Lokalisationsstudien, dass nach LMB-Behandludgr mit pHsIP3K-B/EGFP
(Wildtyp) transfizierten H1299- und Hela-Zellen, nei deutliche Verschiebung der
Lokalisation in den Zellkern beobachtet wurde. &#bdweisen die absoluten Werte dieser
beiden Lokalisationsstudien signifikante Untersdhieszoneinander. Hierbei muss beachtet
werden, dass die Ratten-Thymozyten einen, im Vitgleum Zytoplasma, sehr grof3en
Zellkern aufweisen. Moglicherweise konnte aufgrureines daraus resultierenden
Verdunnungseffektes die Fluoreszenzintensitat inlk&@a zu gering gemessen werden.
Dieses Phanomen wirde auch erklaren, weshalb dilemran Kern/Zytoplasma-Ratio-Werte
der endogenen HsIP3K-B in Ratten-Thymozyten nuraehalb so grof3 sind wie die des
EGFP-Fusionsproteins HsIP3K-B/EGFP (Wildtyp) in 292- und HelLa-Zellen. Diese
Verfalschung der Ergebnisse konnte dadurch umgangserden, dass die
Auswertungsmethode optimiert wird. Eine Moglichkedre statt dem Legen von jeweils drei
»Area of interest” im Zellkern und Zytoplasma, Uluke Gesamtfluoreszenz des Zellkerns und
der Gesamtfluoreszenz der Zelle eine Ratio zu bildeiehe Abbildung 4.8). Diese
Auswertungsmethode bietet den Vorteil, dass bei d@mrechnung der mittleren
Fluoreszenzintensitat, die Grol3e des Zellkernsanittksichtigt wird. Ein Nachteil stellt die
umstandliche Durchfihrung sowie die Ungenauigkegimb Eingrenzen der jeweiligen

Kompartimente mit der Freihandform-FunktidmégelJ), dar.
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Ratio I:GKern/FGZeIIe = (EI Kern/n)/(z"I ZeIIe/n)

Fckern= mittlere Gesamfluoreszenz im Zellkern
Fezee= mittlere Gesamtfluoreszenz in der Zelle
lkem = Fluoreszenzintensitat im x
Izene = Fluoreszenzintensitét im y

n = Anzahl der Messungen

Abbildung 4.8: Alternative Auswertungsmethode zur Bestimmung der Kern- bzw.
Zytoplasma-Lokalisationet endogenen HsIP3K-B in Ratten-
Thymozyten

Gezeigt ist eine alternative AuswertungsmethodeBastimmung der Kern- bzw. Zytoplasma-Lokalisatésr
endogenen HsIP3K-B in Ratten-Thymozyten. Mithil&r éreihandform-Funktion volmagJd wird der gesamte
Thymozyt bzw. dessen Zellkern, umrahmt (gelbe Ringairch Bildung eines Verhdltnisses voggk:, und
Fczene Wird eine Ratio ermittelt.

Die genaue intrazellulare Lokalisation von Protaingt deshalb von grof3er Relevanz, weil
ihre Funktion und somit ihre physiologische Bedagtwnmittelbar damit verbunden sind.
Yu und Kollegen haben sich mit der physiologisch@&edeutung verschiedener
Lokalisationen der IP3K-B beschéftigt [Yat al., 2005]. Zunachst wurde die Lokalisation
verschiedener IP3K-B-Fragmente in Rattenastrozytamd COS7-Zellen untersucht.
Erwartungsgeman war die IP3K-B* sowohl am F-Aktin als auch am ER, und das Fragment
IP3K-B 2% ausschlieBlich an F-Aktin lokalisiert, wahrend KPB******hauptsachlich an das
ER zielgesteuert wurde. Die Segmente IP3R?8* und IP3K-B**%**|agen gleichméaRig im
Zytosol verteilt vor. Aus diesen Daten konnte gasstfolgert werden, dass sich die ER-
Lokalisationsdomane im zentralen Bereich des Enzgefsndet. Des Weiteren wurde der
Einfluss einer Uberexpression der verschiedenenK4B¥onstrukte auf die Ca-
Mobilisierung untersucht. Dabei hat sich ergebesssddie C&-Mobilisierung durch die
Uberexpression von IP3KB** vollstandig aufgehoben worden ist. Entsprechefiticirer
Berichte ist die Kinase damit in der Lage die“@antwort abzuschwéachen [Millaret al.,
2000]. Die Uberexpression von IP3K:B? hatte erwartungsgemafR keinen Effekt, da dem
Fragment die katalytische Domane fehlt. Interessamise zeigte das C-terminale Fragment
IP3K-B?*#%%* \velches primar am ER lokalisiert ist, gegeniibemd/ollldngenprotein einen

stark verminderten Effekt.



Diskussion 166

Dies impliziert, dass die Lokalisation des Enzymm &-Aktin, d.h. in der Nahe des
Entstehungsorts von Ins(1,4,53)f der Plasmamembran, die Effektivitat der IP3K-B
signifikant erhoht. Durch Behandlung mit Cytochaia® (1 uM; 10 min), einem toxischen
Pilzmetabolit, welches die Polymerisation des FiAstinhibiert und somit das Zytoskelett
auflost, konnte ebenfalls die €aviobilisierung verringert werden. Diese Befundeskrs
vermuten, dass die Lokalisation neben der enzyotars Aktivitat fur die Funktion der
IP3K-B verantwortlich ist. In dem Zusammenhang Kenaul3erdem eine physiologische
Relevanz der von Pattet al. beschriebenen Abspaltung des N-Terminus der IB3K-der
PEST-Sequenz vor der katalytischen Domane duréiahangige Calpaine [Pattdi al.,
2003], aufgeklart werden. PEST-Sequenzen stellersétwierte Doméanen dar, die reich an
sauren Aminosauren sind (Prolin-Glutaminsaure-Sehireonin). Rechsteiner und Rogers
konnten zeigen, dass sie Spaltstellen fur bestimRrieasen, die Calpaine, darstellen
[Rechsteiner & Rogers, 1996]. In den Arbeiten veabkll Schreiber [Schreiber, 2002] wurde
eine limitierte Proteolyse durch Calpaine im N-teraten Bereich der Ratten IP3K-A und
IP3K-B (Rattus norvegicus) beobachtet. Anscheinend erfolgt bei hohet" ®anzentratiorin
vivo eine Abspaltung der katalytischen Doméane der IB3Kem N-Terminus und ihr
Transport an das ER. Diese damit geschaffene rébenNéhe der katalytischen Domane der
IP3K-B zum ER ermdglicht durch eine negative RugkNangsschleife die Regulation der
Ins(1,4,5)B-Konzentration, und somit der €sHomoostase der Zelle. Es wére aber
andererseits auch denkbar, dass die Abspaltung kd&lytischen Domane als ein
,Gedachnis® fur vorangegangene Stimuli fungiertnidach bewirkt der erste Stimulus eine
geringe C&-Antwort, da die IP3K-B an der Plasmamembran Iakait ist und dadurch
unmittelbar das in der Nahe entstandene Ins(1,4A)Ans(1,3,4,5)Pumwandelt. Folglich
kann nur eine geringe Menge von Ins(1,435R die ER-Rezeptoren gelangen und damit
einen ebenso geringen Ta&usstrom aus intrazellularen Speichern bewirkeer Bweite
Stimulus ruft eine starke &aAntwort hervor. Die Zelle befindet sich nun in ein Zustand
mit erhoéhter intrazellularer GaKonzentration. Nachdem die €aabhangigen Calpaine die
katalytische Doméane der IP3K-B abgespalten habamn kdas an der Plasmamembran
entstandene Ins(1,4,%Pnicht sofort metabolisiert werden, u.a. auch aufdruder
Ubersattigung der 5-Phophatase. Insgesamt stelet gioRere Menge an Ins(1,4,5)Rir
Verfiigung, die einen starkeren ‘Gdusstrom bewirkt. Da die Aktivitat der IP3K-B sehr
stark durch C&-Calmodulin reguliert wird, ist es sinnvoll, dasssdEnzym an den Orten der
hochsten C&-Konzentrationen lokalisiert: an der Plasmamembhizw. am kortikalen F-
Aktin), durch welche C&-lonen in die Zelle einstrémen kénnen, und am ER,sie aus

intrazellullaren Speichern entlassen werden.
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Neben der Lokalisation, kénnte zusatzlich auch Aligivitat des Enzyms durch Calpain-
abhangige Proteolyse beeinflusst werden. Mogliceessvwirkt die Proteolyse nach einem
ahnlichen Mechanismus wie fur Isoformen der PKCchesben, aktivitatssteigernd auf die
IP3K-B [Schreiber, 2002].

Eine streng regulierte €aHomaoostase ist unerlasslich fiir die physiologiscRenktionen
von Zellen. Zum Beispiel wurde fiir pankreatisgh&ellen beschrieben, dass die*Ga
Konzentration von entscheidender Wichtigkeit figr Exozytose bzw. die Insulinsekretion ist.
Nach Stimulation dieser Zellen mit Glucose erfobgn Anstieg der intrazellularen IngP
Konzentration, der mit einem erhohten Einstrom @#'-lonen tiber spannungsabhéngige
Kalziumkanéle einhergeht. Dabei findet eine indieeRegulation des GaEinstroms durch
Insk; statt, indem einerseits eine Serin/Threonin-Phaigge inhibiert wird, die
spannungsabhangige Kalziumkanéle dephosphoryinertso die Kanale desensibilisiert oder
inhibiert. Andererseits stimuliert gleichzeitig Rygsdie PKG;, was zu einer Phosphorylierung
und damit zu einer Aktivitatssteigerung des Karalat [Barker & Berggren 1999; Host
al., 2003]. Der C&-Einstrom in das Zytosol bewirkt letzten Endes Bi@zytose der Insulin-

enthaltenden Granula.

Die intrazellulare Lokalisation der IP3K-B kann eebder Regulation der €aHomaoostase
auch stromabwarts gelegene Signaltransduktionsleskdeeinflussen. Eine gesteigerte
Produktion von Ins(1,3,4,5)fn der Nahe der Plasmamembran durch am kortik&lekktin
lokalisierte IP3K-B kénnte zu einer sehr effiziantegulation von GAP-sensitiven Proteinen
in dieser Region genutzt werden. GAP1 wurde als les(1,3,4,5)RRezeptorprotein
beschrieben. Es wird vermutet, dass GAP1 durch @&iteraktion mit R-Ras/GTP, die
Ins(2,4,5)R induzierte C&'-Freisetzung reguliert [Loomis-Husselbee al., 1998]. Nach
welchem Mechanismus dieser Vorgang ablauft, istdsimoch unbekannt. Auf3erdem konnte
in den Arbeiten von West al. gezeigt werden, dass die Bindung von Ins(1,34 &) GAP1

zu einer Initiierung des Ras/MAPK/Erk-SignalwegasTrLymphozyten fuhrt und dadurch
die positive Selektion moduliert wird [Wesh al., 2004]. Knock-Out-Mause mit einer IP3K-
B-Defizienz wiesen demnach eine stark gestorte myblyozyten-Seletion und -Entwicklung
auf. Die Forschungsgruppe um Topham und Kollegenl filma Zusammenhang mit einem
neuen Mechanismus zur Regulation der Ras-Aktivigraurch Diacylglycerolkinase
heraus, dass der Ras/MAPK/Erk-Signalweg durch eameder Plasmamembran lokalisierten
Komplex aus RasGRP, PiC und DGKC, reguliert wird [Tophanet al., 2001].
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Dabei hat sich gezeigt, dass dieser Regulationskom@am Ort intensiven Aktin-
Remodellings in Glioblastomzellen lokalisiert idtophamet al., 2001]. Es ware in diesem
Zusammenhang denkbar, dass die am kortikalen FA&kalisierte IP3K-B aufgrund der
raumlichen Néhe zu diesem Regulationskomplex, altlenh diesen Komplex eingreift. Eine
kontrollierte Ras-Aktivierung durch reguliertes DASGignaling ist unabdingbar fur das
physiologische Zellwachstum, da ein kontinuierlidmoher DAG-Spiegel zu einer
Daueraktivierung von Ras fuihrt und damit malignétZasformationen hervorruft [Topham
et al., 2001]. Es hat sich herausgestellt, dass 30%lallmanen Tumore auf eine aktivierende
Mutation des Ras zuriickzufuihren sind [Vojtek & D&898; Chinet al., 1999]. Li und
Kollegen bemerkten, dass RasGRP ein potentielleskdraie-Gen darstellt und seine
Uberexpression in kultivierten Zellen einen tramsfi@ren Phanotyp induziert [Lét al.,
1999; Ebinwet al., 1998; Tognoret al., 1998].

Auch eine niedrige Affinitat der IP3K-B zum F-Aktkbnnte einen Vorteil bieten, wie z.B.
das flexible Pendeln des Enzyms zwischen F-Aktellkérn und ER, um so im schnellen
Wechsel dort zu wirken, wo es benétigt wird [Brednal., 2006]. Diese Eigenschaft konnte
vor allem fur die in dieser Arbeit beschriebenedR3&-B von groRem Nutzen sein, da sie im
Besitz einer multifunktionalen Zielsteuerungsdomaste die die interessante Eigenschaft
einer alternativen Zielsteuerung zwischen F-Aktid Wellkern aufweist. Die Lokalisation
des NLS und des NES in der AktinbindungsdoméaneHP3K-B spricht fur die in den
letzten Jahren viel diskutierte Existenz von nulde@ Aktin [Pederson & Aebi, 2005]. In
diesem Zusammenhang ware es moglich, dass durckotb&alisierten NLS-, NES- und
ABD-Sequenzen eventuell ein Transport der HsIP3KaB Aktinstrukturen im Kern
stattfinden kann. Es ware auch denkbar, dass d&iMlder ABD der HsIP3K-B zu einer
Aufnahme des Enzyms in den Zellkern fihrt, wenrze®iner erhéhten Depolymerisierung
von zytoplasmatischem F-Aktin kommt [Breletral., 2006].

Obwohl in den letzten Jahren viele neue Kenntnigber die HsIP3K-B und ihren
physiologischen Bedeutungen gewonnen wurden, iserubisheriges Wissen Uber dieses
Enzym noch immer sehr begrenzt. Es bleibt zukimfégbeiten Uberlassen den gesamten
biochemischen Mechanismus aufzudecken, der dielR&mn und die Wirkung der HsIP3K-
B in zellularen Prozessen beschreibt. Durch di€sesamtverstandnis kdonnte das Enzym

eines Tages ein diagnostisches und therapeutiZobles der Medizin darstellen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde Uber die Untersunthder intrazellularen Lokalisation der
HsIP3K-B, ein Stlick zum Verstandnis dieses Enzyragydiragen. Allerdings darf die
Tatsache nicht vernachlassigt werden, dass dieudlees in dieser Arbeit mit EGFP-
Fusionsproteinen in Gewebekulturen menschlicherdraelllinien durchgefihrt wurden. Die
funktionelle Mitwirkung eines Enzyms in kultivierte Gewebezellen indiziert nicht
notwendigerweise seine funktionelle Wichtigkeit igesamten Organismus. Aul3erdem
mussen Daten, die aus Tumorzellen gewonnen wuigleh, nicht unbedingt auf gesunde
Zellen Ubertragen lassen. In einer Kooperation Pndf. Sauer und Kollegen (The Scripps
Research Institute, USA) soll daher die physiolcggs Bedeutung der intrazellularen
Lokalisation der HsIP3K-B im Maus-Modell untersuegrden, um dorin vivo- Funktionen
von ausgewahlten Zielsteuerungssequenzen in Detaihtersuchen. Dieses Modell hat den
Vorteil, dass unmittelbar Gber den Phanotyp aufpttigsiologische Wichtigkeit des mutierten
Genabschnitts geschlossen werden kann. Die Gruppeté in vorangegangenen Studien
zeigen, dass Knock-Out-Méause mit einer HsIP3K-Biidenz, eine starke Storung der T-
Zell-Entwicklung zeigten [Huangt al., 2007]. Um diese Defizienz wieder aufzuheben wurd
zunachst Uber einen retroviralen Gentransfer dielPB6B Volllangen-cDNA in
hamatopoetische Stammzellen transduziert. Die Stathem wurden zuvor mit IL-3, IL-6
und SCF kultiviert und interagierten anschlie3endthitfe der ,Spinoculation®, ein
Verfahren, dass durch Zentrifugation die Interaktton Viren mit Zielzellen erhdht, mit dem
Retrovirustberstand. AnschlieRend wurden die tnazisdten hamatopoetischen Stammzellen
in die Schwanzvenen der Knock-Out-Mause injiziertl lanach die Mause 4 bis 8 Wochen
beobachtet. Dabei stellte sich heraus, dass diesdaieder klinisch gesund wurden.

Es ist im Rahmen dieser Kooperation geplant, dietaikie der HsIP3K-B mit dem
Aminosaurenaustausch R129Q, ebenfalls Uber einemmovimlen Gentransfer in
hamatopoetische Stammzellen zu transduzieren, endann den HsIP3K-B-Knock-Out-
Mausen zu applizieren. In der vorliegenden Arbetinrke gezeigt werden, dass die
Aminosaure B essenziell fir den Kernimport der HsIP3K-B isetg Ergebnisse 3.2.3)
weitergehenden Studien sollen in diesem in-vivot&ys neben der physiologischen
Bedeutung des Kernimports auch die des Kernexports der F-Aktinbindung untersucht

werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte durch die Adrfkng der intrazellularen Zielsteuerung
der humanen Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasefolsn B (HsIP3K-B) ein besseres
Verstandnis ihrer Funktion und Regulation ermddlieterden. Die HsIP3K-B ist ein
Schlusselenzym bei der Umsetzung des zytoplasrhatiscsekundaren Botenstoffs
Ins(1,4,5)R zu Ins(1,3,4,5)Pund somit ein Regulator von intrazellularen Kalzgigmalen.
Es konnte gezeigt werden, dass die Aktinbindungsosh@m(ABD) der HsIP3K-B eine
multifunktionale  Zielsteuerungsdomane darstellt, e disowohl ein  funktionales
Kernlokalisationssignal (NLS), als auch ein aktivesrnexportsignal (NES) besitzt [Ernst,
2007; Brehm, 2006; Brehmet al., 2004, Dewastet al., 2003, Sorianet al., 1997].

Zur Untersuchung der intrazellularen Lokalisatioargen zunachst Fusionsgene hergestellt,
die aus der klonierten Volllangen cDNA der HsIP3KuBd dem Grin Fluoreszierenden
Protein (GFP) bestehen. Mithilfe der Fluoreszenzaskopie, sowie der Gegenfarbung mit
Organell-spezifischen Farbstoffen, wurden Lokaisetstudien durchgefihrt. Dabei wurden
durch gezielte Mutagenese die Fusionsgene verdndent die fir die Zielsteuerung
verantwortlichen Bereiche zu identifizieren.

Es konnte in dieser Arbeit das von Maria Brehm [iBne 2006] entdeckte funktionelle
monopartite Kernlokalisationssignal (NLS) in dertiibindungsdoméane (ABD) der HsIP3K-
B bestatigt werden. Durch eine experimentelle Ilfiererung und eine genaue
Charakterisierung dieses NLS konnte gezeigt werdass die AminosauresequenZRLR
notwendig und hinreichend fir den Kernimport degyims ist. Diese Sequenz unterscheidet
sich von der von Chelsky uneét al. beschriebenen kanonischen monopartiten NLS-
Konsensussequenz lediglich in der ersten Aminog&hrelskyet al., 1989] und ist somit ein
nicht-kanonisches monopartites Kernlokalisationssigder HsIP3K-B. Es handelt sich
offensichtlich um das einzige NLS der HsIP3K-B. [igirke dieses Kernlokalisationssignals
ist ahnlich dem der humanen Inositolphosphatmuiléike (HsIPMK).

Im Rahmen intrazellularer Lokalisationsstudien deiSIP3K-B am F-Aktinfilament
eukaryotischer Tumorzelllinien (H1299 und Hela) est gelungen eine neuartige Methode
zur quantitativen Analyse der F-Aktinbindung vonE&GFusionsproteinen zu entwickeln und
zu evaluieren. Die Anwendung dieser Methode Ubee Blasmamembran/Zytoplasma-Ratio-

Bestimmung diente der geplanten Untersuchung dé».AB
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Dabei stellte sich heraus, dass das innerhalb & Kskalisierte hochkonservierte :¥-E-
A“-Motiv eine essentielle Rolle fur die kortikaleAktinbindung spielt.

Dartber hinaus wurdenmithilfe des Modells ,Pseudo-Phosphorylierung® ugflseudo-
Dephosphorylierung” an siebén silico pradizierte Stellen in der ABD-Region der HsIP3K-
B, konstitutive Phosphorylierungen bzw. Dephosphemyngen simuliert, um daraufhin die
Auswirkung auf die intrazellulare Lokalisation zedbachten. Es konnten drei Serinreste
(S*® s und S7°) identifiziert werden, die nach Mutation in Glutanjeweils eine starkere
kortikale F-Aktinbindung, einhergehend mit eineriggeren Kernlokalisation im Vergleich
zum  Wildtyp, aufwiesen. Hingegen zeigten alle wuehten  Pseudo-
Dephosphorylierungsmutanten eine gegentber demtyviklgnifikant schwéchere kortikale
F-Aktinbindung. Vermutlich erfolgtn vivo eine Regulation der intrazellularen Lokalisation
der HsIP3K-B zwischen Zellkern und dem kortikalerAlgin tber Anderung der
Stereometrie des Enzyms durch Proteinkinasen. Eobdchteten Effekte bei Behandlung mit
dem Kernexport-Inhibitor Leptomycin B stimmen zwisa den EGFP-Fusionsproteinen der
HsIP3K-B und der endogenen Form der HsIP3K-B irtdtal hymozyten, tGberein.

Die Aminosauresequenz 103-165 der HsIP3K-B stethimis eine multifunktionale
Zielsteuerungsdomane dar, in der sowohl das NLS alsh das NES und die
Aktinbindungsdoméane lokalisiert  sind und die  offehdich komplexen

Regulationsmechanismen unterliegt.
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7. Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

3D 3-dimensional

A Adenosin

A Alanin

ABD Aktinbindungsdoméane

ABP Aktin bindendes Protein

ADP Adenosin-5’-diphosphat

AS Aminosaure

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BCR B-Zell-Rezeptor cell receptor)

BD Bindungsdomane

bp Basenpaar

C Cytosin

ce” Kalziumionen

CaM Calmodulin

CaMK C&'/CaM-abhangige Proteinkinase
CAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CAS cellular apoptosis susceptibility protein
CDK C&*-abhangige Proteinkinase

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsaure
CI Chloridionen

CMV Zytomegalirus

Da Dalton

DAG Diacylglycerol

DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid
ddH,O destilliertes Wasser

ddNTP Didesoxynukleosid-5'-trisphosphat
DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosid-5’-trisphosphat
E Glutamat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
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E.coli
EGF
EGFP
ER
Erk

F-Aktin
FCS
FITC

G-Aktin

GEF

GAP

GDP

GFP

GTP

h

Hs
HsIP3K-A
HsIP3K-B
HsIP3K-C

I

InsP
Ins(1,4)RB
Ins(1,4,5)R
Ins(1,3,4,5)k
Ins(3,4,5,6)R
Ins(1,4,5,6)R

Ins(1,3,4,5,6)R

Insk;
IPK

Ins(1,4,5)R

Escherichia coli

epidermal growth factor
enhanced green fluorescent protein
Endoplasmatisches Retikulum
extrazellularen Signal-regulierten Kinase
eftracellular signalregulated kinase)
Phenylalanin

filamentdses Aktin

fotales Kalberserurfetal calf serum)
Fluoreszeinisothiocyanat

Guanosin

Gramm

globulares Aktin
Guanylnukleotid-Austausch-Faktor
GTPase aktivierendes Protein
Guanosindiphosphat
green fluorescent protein
Guanosintriphosphat

Stunde

Homo sapiens

humane Inositol-1,4,5-trisphosphat 3w#Se Isoform A
humane Inositol-1,4,5-trisphosphat 3&@e Isoform B
humane Inositol-1,4,5-trisphosphat 8d§e Isoform C
Isoleucin

Inositolphosphat
Inositol-1,4-bisphosphat
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat
Inositol-3,4,5,6-tetrakisphophat
Inositol-1,4,5,6-tetrakisphophat
Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat
Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat
Inositolphosphatkinase

3-KinaseD-myo-Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase
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IPeK
IPMK
Itk

MAPK
min
MRNA

NES
NLS
nM
NPC
oD

P
PCR
PDGF
Pdt
PEST
PH-Domane
PKA
PKC
PKG
PLC

PLCB

Inositolhexakisphosphatkinase
Inositolphosphatmultikinase
Interleukin-2 Tyrosinkinase

Lysin

Kilobasen

Kilodalton

Michaelis-Menten-Konstante

Leucin

Liter

Leptomycin B

molar

Meter

millimolar

mikro

mitogenaktivierte Proteinkinase
Minute

messenger RNA

nano

Kernexportsignah(clear export signal)
Kernlokalisationssignahgclear localization signal)
nanomolar

Kernporenkomplexruclear pore complex)
optische Dichte

Prolin

Polymerasekettenreaktion

platelet derived growth factor
Phosphatidyl-
Prolin-Glutaminsaure-Serin-Threonin
Pleckstrin-Homologie-Doméne
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase G

Phospholipase C

B-1soform der Phospholipase C
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PLCy y-lIsoform der Phospholipase C
PM Plasmamembran

PtdIns(4,5)R
PtdIns(3,4,5)P
Q

R

Ras
RasGRP

Rn

RNA

rpm

rRNA

RT

RV-BMT

SV40

TAE
TCR
TRITC
tRNA
uv

ng
ul
uM

wt
viv

w/v

Phosphatidyl-Inositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidyl-Inositol-3,4,5-trisphosphat
Glutamin
Arginin
Rat sarcoma
Ras spezifisches GRP
Rattus norvegicus
Ribonukleinsaure
Umdrehungen pro Minuteo(nds per minute)
ribosomale RNA
Raumtemperatur
retroviral bone marrow transplantation
Serin
Simianes Virus 40
Thymidin
Threonin
Zeit
Tris-Acetat/EDTA-Puffer
T-Zell-RezeptorT{cell receptor)
Tetramethyl Rhodamin Isothiocyanat
transfer RNA
ultraviolett
Mikrogramm
Mikroliter
mikromolar
Volt
Wildtyp
Volumen/Volumen

Gewicht/VVolumen
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7.2 Tabellentbersicht der Aminoséauren und ihrer Eignschaften

Aziditat

S } : oder
Aminosaure Abkiirzung | Code Seitenkette Basiziti
as1z1tét

Alanin Ala -CH; neutral
Arginin Arg R -CH,CH,CH,;NH-C(NH)NH, basisch
(stark)

Asparagin Asn N -CH,CONH; neutral
Asparaginsiure Asp D -CH,COOH sauer
Cystein Cys C -CH,SH neutral
Glutamin Gln Q -CH,CH,CONH; neutral
Glutaminsiure Glu E -CH,CH,COOH sauer
Glyein Gly G -H neutral
Histidin His H -CH,(C;3H;3N,) basisch

(schwach)

Isoleucin Ile I -CH(CH;)CH,CH; neutral
Leucin Leu L -CH,CH(CH3): neutral
Lysin Lys K -CH,CH,CH,CH,;NH, basisch
Methionin Met M -CH,CH,SCH; neutral
Phenylalanin Phe F -CH,(CgHs) neutral
Prolin Pro P -CH,CH,CHo,- neutral
Serin Ser S -CH,OH neutral
Threonin Thr T -CH(OH)CH; neutral
Tryptophan Trp W -CH2(CsHgN) neutral
Tyrosin Tyr Y -CH,(Ce¢H4)OH neutral
Valin Val \Y -CH(CHs;), neutral
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7.3 Wissenschatftliche Veroffentlichungen

HUMAN INOSITOL 1,4,5-TRISPHOSPHATE 3-KINASE ISOFORMNB (IP3KB) IS A
NUCLEOCYTOPLASMIC SHUTTLING PROTEIN SPECIFICALLY ERICHED AT
CORTICAL ACTIN FILAMENTS AND AT INVAGINATIONS OF THE NUCLEAR
ENVELOPE.

Marcus M. Nalaskowski, Ralf Fliegert, Olga Ernsta& A. Brehm, Werner Fanick, Sabine
Windhorst, Hongying Lin, Susanne Giehler, Jaminnki¥uan-Na Lin and Georg W. Mayr
(2011)

J Biol Chem. 2864500-4510
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