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Einleitung

1 Einleitung

Jedes Protein innerhalb einer eukaryotischen Zelle ist Zielsteg@nechanismen
unterworfen, die von seiner Funktion abhangig sind und die es ermoglichendiesss
Funktion spezifisch in bestimmten Zellkompartimenten wirkt. Von ganzorueser
Bedeutung ist dies bei Signaltransduktionsproteinen, d.h. Proteinen, dereruhkldugifdie
zellulare bzw. subzellulare Informationsibertragung ist. Die Beolaghder dynamischen
intrazellularen Lokalisation eines Enzyms kann deshalb zur Klarumgersé&unktion
beitragen. Diesen Ansatz verfolgend wurden in der vorliegenden Anweit lzesonders
wichtige mit Signaltransduktion durch Inositolphosphate befasste Enapteesucht: Die
Isoform B der Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase (IP3K-B), die der liader sogenannten
PDKG-Kinasen angehort (Bertsch et al. 2000) und die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisghdspha
Kinase (IR-2K), die keinerlei Homologie zu anderen Inositolphosphatkinasen aufwesst. D
untersuchten Zielsteuerungen dieser beiden sowohl zytosolisch als auedr hoikhlisierten
Kinasen unterscheiden sich im Detail drastisch. Die Ergebnisseradiegenden Arbeit
zeigen, dass dies durch die unterschiedlichen Funktionen der beiden Kinasen bedingt wird.
Insbesondere fur die 42K konnten sowohl neuartige Lokalisationen identifiziert als auch
starke Hinweise auf bisher unbekannte Funktionen des Enzyms gewonnen Vleeden.
stehen in engem Zusammenhang mit nukleozytoplasmatischem TranspdA;BExRort und

der zellularen Stressbewaltigung durch Bildung von Stressgranula.

1.1 Inositolphosphate
Inositol ist ein Zyklohexanhexol, das an seinen sechs Hydroxylgruppen durch

Inositolphosphatkinasen (IPKs) phosphoryliert werden kahobi{dung 1A-C). Dariber
hinaus kann es zu Pyrophosphorylierungen kommen. Nachdem zun&chst angenommen wurde,
es handele sich bei den Inositolphosphaten (InsPs) um Phosphatspeichermuolefdide

immer neue Funktionen dieser Molekule und ihrer Kinasen bekannt (Irvine and Schell 2001).
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1.1.1 Nomenklatur

Aus den sechs mdglichen Phosphorylierungspositionen am Inositolring ergatien
theoretisch 63 Inositolmonophosphatisomere"(=2, n = 6). Um diese zu definieren, werden
die Isomere nach der vereinfachten IUPAC-Nomenklatur benannt. Agrafofffiddkrote
(Abbildung 1A, (Agranoff 1978)) ist eine Hilfestellung bei der Nummerierung der
Phosphatgruppen von InsPs. Das rechte Vorderbein der Schildkrote, aig/@®sitol in
SesselkonformatiorApbildung 1C) darstellt, markiert die D-1-Position. Von hier aus erfolgt
die Nummerierung gegen den Uhrzeigersinn, so dass der Kopf der Sifleildiar D-2-
Position entspricht.

Abbildung 1: Drei Darstellungsmdglichkeiten fir myo-Inositol.

(A) zeigt Agranoffs Schildkrote; eine Gedachtnishbfs der Nummerierung der InsPs. Das rechte Vorderbe
markiert die D-1-Position, von dort aus wird gegiem Uhrzeigersinn nummeriert (Agranoff 197@) gibt die
Strukturformel vormyaInositol an, das ifC) in der Sesselkonformation gezeigt wird.

1.1.2 Aufgaben nuklearer Inositolphosphate

Fur verschiedene Inositolpolyphosphate wurde eine regulatorische Rolledein
Chromatinremodellierung beschrieben. Dabei erfolgt die Regulationukarfoten durch
Bindung der InsPs an ATP abh&ngige Chromatinremodellierungskomplese. IKoenplexe
vermitteln die Neuordnung von DNA und Histonen, wodurch es zu einer nicht-keralent
Konformationsdnderung von Nukleosomen wahrend der Transkription kommt (Stryer 1999)
Es konnte gezeigt werden, dass ndié Nukleosomenmobilisierung durch NURF, ISW2 und
INO8O inhibiert. Im Gegensatz dazu wird der Chromatinremodellierungakan$WI/SNF

der Hefein vitro durch Bindung von Ins(1,4,5,6)Bnd Ins(1,3,4,5,6)stimuliert (Shen et al.
2003, Steger et al. 2003).

In Saugern ist Ingdes weiteren essentiell an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriiche
beteiligt. So wird durch die Bindung von Inséh die Ku-Untereinheit der DNA abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK) die nicht-homologe Endverknipfung (non-homologous end-joining,

2
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NHEJ) stimuliert (Byrum et al. 2004). In der Hefe ist IgsBlRerdem essentiell fir den Glel
mediierten mMRNA-Export. Wird eines der Enzyme, die an der Produktioing&beteiligt
sind, ausgeschaltet, so kommt es zu einer Stérung des mRNA-Expoetss Wirkung wird
bisher ausschlief3lich dem InsP  zugeschrieben, da eine kinstliche
Plasmamembranverankerung der Ipkl, die §ns® InsR phosphoryliert, keine Stérung
hervorruft. Eine Beteiligung des Enzyms selbst am Glel verteitehRNA-Export wurde
ausgeschlossen (Miller et al. 2004, York et al. 1999).

In eukaryotischen Zellen fuhrt die Erhdhung der {sSBnzentration zu einer niedrigeren
Anfalligkeit gegentber Apoptose: In HEK293-Zellen wurde nach Erh6hung rdeulion
von InsR, durch Uberexpression der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-KinaseK(jIP
eine stark verminderte TNfFund Fas induzierte Apoptose beobachtet. Der gegenteilige
Effekt konnte durch die Herunterregulation deg-2K erzielt werden. Die resultierende
Verringerung der IngPKonzentration verursachte eine Verstarkung der dNkd Fas
induzierten Apoptose in diesen Zellen (Verbsky and Majerus 2005).

Ein besonders interessanter Befund ist die essentielle Rolle vBg dfss struktur- und
aktivitatsvermittelnder Faktor bei mRNA und tRNA editierenden Adeniesaminasen vom
Typ ADAR2 und ADATL. Hier wirkt das irreversibel in die Proteingtur eingebaute IngP
als essentieller Struktur bildender Faktor in der Nahe des aktietnuins (Macbeth et al.
2005).

Fur Ins(1,3,4,5,6)F InsRk und die direkten metabolisch verwandten InsP-Isomere wurden in
Saugern Zellzyklus abh&ngige Konzentrationsschwankungen beschrieben. (-Rlease
sind die Konzentrationen besonders hoch. Synchron zum Zyklus fallen sieSrPterse auf
ein niedrigeres Niveau ab, um spat im Zyklus wieder auf hoherd Pegteigen. Es wird
deshalb davon ausgegangen, dass diese InsPs an der Regulation didsiZdikteiligt sind.
Ein moéglicher Mechanismus dieser Regulation konnte jedoch noch nichklaufgeerden
(Balla et al. 1994, Barker et al. 2004).

Die pyrophosphorylierten Inositolphosphate wurden als ein kritischer Faktoder
Regulation der Telomerlange beschrieben. Die selektive EliminievangPP-InsP und
[PPL-InsP, durch Deletion der Ipkl in Hefe fuhrte zu einer erh6hten Synthese vamsPP-
und der Verkirzung der Telomerenden. Im Gegensatz dazu entstanden vterl&ealgenere,
wenn PP-InsP durch die Deletion der IngKinase Kscl eliminiert wurde (Saiardi et al.
2005, Shears 2005, York et al. 2005).

InsR, kann als Phosphatlieferant fir die nicht-enzymatische Phosphoryliedeng
Hefeproteine NRS1 und SRP40, sowie Noppl40 und TCOF1 in Mammalia dienea. Dies
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nukleédren Proteine sind an der Biogenese von Ribosomen beteiligt. AuRercerdie
Untereinheit B3A von Adaptin, einem Regulator der Vesikelwanderung, durch;InsP
phosphoryliert, was auf eine regulatorische Rolle von Inositolpyrophosphateteri
Endozytose schlieRen lasst (Saiardi et al. 2004).

1.1.3 Aufgaben zytosolischer Inositolphosphate

Das wohl bekannteste zytosolische Inositolphosphat ist das Inositol-1spfaesphat
(Insks). Es wurde 1984 erstmals als ein neuer sekundérer Botenstoff irgdelti@nsduktion
beschrieben (Berridge and Irvine 1984). Inzwischen sind eine Vielzahl wniyen dieses
Botenstoffes auf Prozesse der Transkription, Translation und derigtaffion bestimmt
worden. Die am intensivsten untersuchte Funktion vonslmstPaber die Regulation der
Kalziumhomoostase. IngPkann auf extrazellulare Stimuli hin Gber zwei Signalwege
entstehen. Der erste Weg fiuhrt tber die Aktivierung von trimeremo@iR gekoppelten
Rezeptoren durch Neurotransmitter wie Glutamat und Acetylcholiyd3sstoffe, Hormone
oder Licht. Es erfolgt eine Stimulation der Phospholipage(RLCB) und damit die Katalyse
der Hydrolyse von Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (Ptdins(4,5)PDiazylglyzerol (DAG),
welches in der Plasmamembran verbleibt, und das wasserldsliche AngRlem zweiten
Signalweg wird diese Hydrolyse durch die Aktivierung der Phospholigage (PLCy)
bewerkstelligt. Stimulus ist hierbei die Bindung von z.B. Wachstumshomauer
Antigenen an Rezeptor gekoppelte Tyrosinkinasen. Durch Bindung apRegBptoren des
ER vermittelt InsR den Ausstrom von Kalziumionen (€paus intrazellularen Speichern
(Krauss 2003).

Zur Inaktivierung dieses Signals wird Insntweder dephosphoryliert oder durch die
Inositol-1,4,5-trisphosphat  3-Kinase (IP3K) zu Ins(1,3,4,5)phosphoryliert, das als
Ausgangsprodukt zur Synthese aller héher phosphorylierten InsPs dient. wiesten
Aufgaben in der Regulation von InsRezeptoren, GaSignalen und der Frequenz defGa
Oszillation in HelLa-Zellen zugeschrieben (Bird and Putney 1996, Cetlah 1995, Irvine
and Schell 2001, Zhu et al. 2000). Die Ras-Proteine RaS&ARNd GAPT' sind InsR-
Bindungsproteine, deren Aktivitdt von Insfoduliert wird (Cullen et al. 1995, Fukuda and
Mikoshiba 1996, Nalaskowski and Mayr 2004). In pankreatis@&ellen und Neuronen
wurde auch fir InsP eine Beeinflussung von €aSignalen beschrieben (Barker and
Berggren 1999, Hoy et al. 2003). AuRerdem wird §naR zytosolischer Effektor in einer
Vielzahl von Zellfunktionen diskutiert, wie z.B. in der abhangigen Exozytose von
Neurotransmittern (Lu et al. 2002) und der Bildung des ClathrinkafigsldreEndozytose



Einleitung

(Mizutani et al. 1997, Norris et al. 1995, Voglmaier et al. 1992, Yel.etl395). In
pankreatischei-Zellen werden die Serin/Threonin Proteinphosphatasen Typ 1, 2A und 3
konzentrationsabhangig von Insidhibiert. Dies konnte moéglicherweise der Regulation des
C&*-Einstroms durch die Plasmamembran dienen (Larsson et al. 1997).

Extrazellulare Effekte von IngPwelches zuvor aus Zellen z.B. durch Nekrose freigesetzt
wurde, kdnnen sich auf die Immunantwort und apoptotische Prozesse auswikkess i
Zellkulturen beobachtet werden konnte, deren Medium mitglnePsetzt wurde (Eggleton
1999, Ferry et al. 2002, Morrison et al. 2002, Morrison et al. 2001, Singh et al Z2@93.
2000).

1.2 Inositolphosphat umsetzende Enzyme

Der Inositolphosphatmetabolismus wird durch eine Vielzahl von Inositolphospasdki
(IPKs) und Inositolphosphatphosphatasen (IPPs) kontrolliert.

Ausgangssubstrat fir die Synthese aller InsPs ist das Phosphasiigl-4,5-bisphosphat
(Ptdins(4,5)P), das sich im inneren Blatt der Plasmamembran befindet. Dievetr@ittelte
Spaltung von Ptdins(4,5)fn DAG und Ins(1,4,5)P stellt das Bindeglied zwischen dem
PtdinsP-Metabolismus und dem InsP-Metabolismus in Tieren dar, dennesaf \ieise
gelangt das hydrophile Ingfh das Zytoplasma der Zelle, wo es als Substrat zur Synthese
einer Vielzahl von InsPs dient. Die Dephosphorylierung bis hin zum unphospghieryli
Inositol wird von den IPPs durchgefiihrt, wahrend die IPKs fir die Synthese
hochphosphorylierter InsPs verantwortlich sind. \Wiebildung 2 zeigt, gibt es mehrere
alternative Wege zur Herstellung jedes InsP-Isomers. In Ritaritefen und Schleimpilzen
werden die hochphosphorylierten InsPs Uber einen alternativen Synthdsengestellt, da
diese Organismen Uber andere IPKs verfligen als Tiere. Die Pandukin Insk erfolgt hier
ausgehend von Ins(1,4,%)Riber die Phosphorylierung zu Ins(1,4,56)Rach dessen
Umsetzung zu Ins(1,3,4,5,6)®ird dann InsRerhalten (Shears 2004).
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Abbildung 2: Der Inositolphosphatmetabolismus in Vetebraten.

Uberblick tber Substrate und Produkte von zytosbéia IPKs und IPPs. Nebensubstrate und -produkte si
gegentber den Hauptsubstraten und -produkten diettere SchriftgroRen abgehoben. PLC: Phosphdifas
IP3-3K: Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase (lsofien A, B); IPMK: Inositolphosphatmultikinase; IP6K
Inositolhexakisphosphatkinase (Isoformen 1, 3); KPBsP3/4 5/6/1-Kinase = Inositolpolyphosphat 5/6/1-
Kinase; IP5-2K: Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphd€inase; IP7K: 5PP-IngKinase; IP3-5P: Ins(1,4,53%-
Phosphatase; IP4-5P: Ins(1,3,4 A3PPhosphatase; IP5-P: Ins(1,3,4,58%6)PPhosphatase.

1.2.1 Die Inositolphosphatphosphatasen

Die gro3te Gruppe der bisher charakterisierten Inositolphosphatphosphdt®sts)
dephosphorylieren InsP-Substrate an D-5-Position. Abhangig von ihrem Swiestlan sie

in drei Klassen unterteilt. Dig-Ins(1,4,5)R/pb-Ins(1,3,4,5)k 5-Phosphatasen des Typs | sind
im Zytosol frei diffusibel und hydrolysieren wasserldsliches 4ngil InsR. Die Typ lI-IPPs
liegen haufig membranstandig vor und dephosphoryligrérs(1,4,5)R, p-InsP(1,3,4,5)F,
Ptdins(4,5)R und Ptdins(3,4,54in der Nahe des inneren Blattes der Plasmamembran. SHIP
(SH2-domain-containing inositol phosphatase) und SHIP2 bilden die TypPHl-Idie
weitere InsP- und PtdInsP-Substrate an 5-Position dephosphoryliereNaiDerstammt von

der charakteristischen SH2-Doméne (Scr homology 2) in ihrem N#iesmBisher nur

unzureichend charakterisiert wurden die Typ IV-IPPs (Majerus et al. 1999).
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1.2.2 Die Inositolphosphatkinasen

Die Inositolphosphatkinasen (IPKs) regulieren die intrazellulardp-imnzentrationen durch
Phosphorylierung der verschiedenen InsP-Isomere. Hierbei kann in untdishbie
Geweben eine Isoform spezifische Expression der IPKs vorliegeen detrazellulare
Lokalisation oft stark variiert. Anhand von Sequenzahnlichkeiten kénnen drehieztene
Arten von IPKs unterschieden werden: Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kiaas
2K), die Inositol-1,3,4-trisphosphat 5/6-Kinase/Inositol-3,4,5,6-tetrakisphosphat &eKina
(IPs-5/6-K/IP4-1-K) und die drei Subfamilien der PDKG-Kinasen: Die je nach $gdais zu
drei Isoformen umfassenden Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen (IP3K)) dier iRegel
nur mit einer Isoform vertretene Inositolphosphatmultikinase (IPMK)diage nach Spezies
in bis zu drei Isoformen exprimierten Inositolhexakisphosphatkinasen (IP6K).

Die PDKG-Kinasen &hneln sich stark in dem Aufbau ihrer katahgisdoméanen. Wie im
nachfolgenden Kapitel beschrieben wird, sind ihre N-terminal gelagémektionalen
Domanen flr Regulation und Zielsteuerung verantwortlich. Im C-Terntefisden sich die
katalytischen Doméanen.

Uber die Struktur der 2K und der IR-5/6-K/IP;-1-K hingegen ist bisher nur wenig
bekannt. Sie weisen keine Homologien zu den typischen IPK-Doménen aidiewig die
PDKG-Kinasen beschrieben wurden, und die kritischen Aminosaurerestie fkatalyse der
InsP-Phosphorylierung konnten ebenfalls noch nicht eindeutig bestimmt wéestbglich
eine fur die ATP-Bindung verantwortliche grasp-Domane in desi8-K/IP;-1-K wurde
bereits identifiziert Abbildung 3, (Abdullah et al. 1992, Shears 1989)).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung funktionaleBereiche humaner Inositolphosphatkinasen.

ABD (rot): Aktinbindungsdoméne; CaM (grau): Calmédbindungsdoméne; PDKG-Motiv (schwarz):
Substratausrichtung und Phosphattransfer; G[FV]RnM®Ilau) und GFR-Motiv (tirkis): InsP-Bindung; BS
Motiv (gelb): Katalyse; DF[GA]-Motiv (orange): ATBindung; NES (weinrot-wei3 schraffiert): nukleéres
Exportsignal; NLS (rosa): nukledres Lokalisatiogeal, IPMK-Domé&ne (griin-weil3 gestreift); Grasp-Doma
(dunkelgrau): ATP-Bindung. Die katalytischen Dom@send durch eine schwarz-weiRe Schraffierung reatrki

1.2.2.1 Die PDKG-Kinasen

Die IP3K, die IPMK und die IP6K werden zu einer Kinasefamilie, @&&KG-Kinasen
zusammengefasst, da sie, in ihrem C-Terminus, alle ein begtsmAmhinosduremotiv der
Form P-C-[VI]-[ML]- D-X-K-[MI]- G) enthalten. Das PDKG-Motiv spielt eine essentielle
Rolle in der Positionierung von InsP und ATP sowie im Phosphattrariéets¢h et al.
2000). Weitere katalytisch essentielle Konsensusmotive sind dasviei&®-welches fur die
Bindung der InsPs verantwortlich ist (Nalaskowski and Mayr 2004), deentesdl an der
Katalyse beteiligte SSLL-Motiv (Saiardi et al. 2000) und das [AH@otiv, das eine
kritische Rolle in der ATP-Bindung spielt. Starke Unterschiede&imge und Sequenz weisen
hingegen die N-Termini auf. Hier befinden sich meist die Zietstengsdomanen der
Kinasen Abbildung 3, (Nalaskowski and Mayr 2004)).
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1.2.2.1.1 Die Inositoltrisphosphatkinasen

Die nur im Tierreich vorkommende Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase (IP3K)
phosphoryliert Ins(1,4,53n 3-Position zu Ins(1,3,4,5)PIn Vertebraten wurden die cDNAs
fur drei Isoformen dieser Kinase identifiziert sowie ein alév gespleites Gen in
Cenorhabditis elegan@ertsch et al. 1999, Choi et al. 1990, Takazawa et al. 1990, Takazawa
et al. 1991, Thomas et al. 1994). Weitere Isoformen beispielsweise Hodebiene und
Drosophila melanogastewurden aus den genomischen Sequenzen vorhergesagt (Clandinin
et al. 1998, Kucharski and Maleszka 2002) und mittlerweile im Labor von Rrayr
rekombinant und katalytisch aktiv hergestellt. Insekten besitzen sof@rh ohne und eine
mit Calmodulinbindungsdoméne (CaM-BD, personliche Mitteilung von Prof. Dayryi
hohere Wirmer ein Gen fur Isoformen vermutlich mit aktiver CaMBid C. elegansein
Gen fur drei verschiedene Splei3formen ohne aktive CaM-BD. Die bratés A-lsoform
wird hauptséchlich Neuronen spezifisch exprimiert, konnte aber auch imadeden roten
Blutkorperchen von Huihnern nachgewiesen werden (Bertsch et al. 1999, Vanwg\etrdie
1995). Die Isoformen B und C wurden durch Northern Blot Analysen in eiridemn
Anzahl von Geweben detektiert, wie z.B. Gehirn, Herz, Lunge, Hoden und(Menaste et
al. 2000, Nalaskowski et al. 2003, Vanweyenberg et al. 1995). Die C-teenftegion aller
drei Isoformen der IP3K ist Uber alle Vertebraten hochkonservieet. b8inhaltet die
Domanen, die an der Bindung, Ausrichtung und Phosphorylierung der InsP-Suirtiedigt
sind Abbildung 3). N-terminal der katalytischen Doméne befindet sich die CaM-@®,
durch Bindung von Ca die IPK-Aktivitat stimuliert. Die Sensibilitat der Isoforménund B
gegeniiber C&/CaM-Stimulation und ihre  Kinaseaktivititen  werden  Uber
Phosphorylierungen durch PKA und PKC reguliert (Nalaskowski and Mayr 2D84CaM-

BD geht eine weitere konservierte Doméne voraus, reich an sauleng@uren sowie Serin-
und Threoninresten. Sie stellt eine Spaltstelle fir bestimnoteden, die Calpaine, dar, die
PEST-Sequenz genannt wird (Rechsteiner and Rogers 1996). Die NiiTeleni drei
Isoformen hingegen zeigen grofRe Unterschiede in Lange und Aminosaunzsegoeurch
sich die unterschiedlichen GroRen der Isoformen (Isoform A: 52 kD, B: 10Z kD5 kD)
erklaren lassen. In diesen N-terminalen Bereichen befinden sicial¢euerungsdoméanen
der IP3Ks Abbildung 3). Irvine und Kollegen identifizierten eine Aktinbindungsdoméne
(ABD) im N-Terminus der A-Isoform, bestehend aus den ersten 66 Aéuiras, die das
Enzym an die Aktin reichen dendritischen Dornen von Neuronen lenkt (IrvinsSemell
2001). Die B-Isoform weist mehrere intrazellulare LokalisationgnhSie ist sowohl am ER,
als auch in der Nahe der Plasmamembran und an F-Aktin detektiBrieadm( et al. 2004,
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Dewaste et al. 2003, Soriano et al. 1997). Die ABD der Rattenform kwont®r. Isabell
Schreiber (aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mayr) im BereichAdenosauren 108-170
identifiziert werden (Schreiber 2002). Die ABD besteht aus zwadipertena-Helices
(Aminosauren 130-149 und 155-166), denen eine Prolin reiche Verbindungssequenz
vorausgeht. Die C-Isoform ist tberwiegend nukle&r lokalisiert (Nalaskowski2&iQ3).
Knock-Out-Experimente in Mausen haben gezeigt, dass der Ausfalll8ieIsoform durch
Uberexpression einer anderen Isoform in den meisten Geweben kompeesteh kann.
Allerdings zeigen die Mause eine schwere Storung der T-Zellgdtwg in Abwesenheit der
B-Isoform, was auf eine gestorte Selektion von Thymozyten zuriickgefiitdt Diese
Storung kann offensichtlich nicht durch die kompensatorisch tUberexprimlscimmen A
und C ausgeglichen werden (Jun et al. 1998, Nalaskowski and Mayr 2004, Pouglon e
2003). Der Knock-Out der Isoform A fuhrt im ZNS zu milden Symptomen Zrithen

vermehrter Erregbarkeit, ansonsten sind die Mause relativ normal (Jun et al. 1998).

1.2.2.1.2 Die Inositolphosphatmultikinase

Die Inositolphosphatmultikinase (IPMK) ist bei Tieren, Pflanzen unteiHeveit verbreitet
und wahrscheinlich der Urform der PDKG-Kinasen am ahnlichsten gkiahski and Mayr
2004, Shears 2004). Die als erste identifizierte IPMK aus Hg#2)(ist eine InsiInsP, 3/6
Kinase und identisch mit Arg82/ArgRIll, einem unverzichtbaren Bestdndes Arg82-
Mcm1-Transkriptionskomplexes (Odom et al. 2000, Saiardi et al. 1999). ig82AMcm1-
Komplex kontrolliert die Transkription von Genen, die in den Argininmetabolisnuadviert
sind (Bercy et al. 1987, Dubois and Messenguy 1994). Durch die humane IPiM&nvke
selben Phosphorylierungsschritte katalysiert wie durch das Hefaengye kann aber
zusatzlich Ins(4,5 zu Ins(1,4,5)F und Ins(1,3,4,5,6) zu PP-Insk phosphorylieren
(Saiardi et al. 2001a). Das 47-kD-Protein, bestehend aus 416 Aminosauiibeyesiprimiert
als EGFP-Fusionsprotein in NRK-Zellen vorwiegend nukleér lokalidrarGegensatz zu den
IP3Ks befindet sich die Zielsteuerungsdoméne hier im C-TerminuEmasns Abbildung
3). Das Kernlokalisationssignal (NLS) der IPMK entspricht der kKossssequenz des
monopartiten NLS aus c-Myc (Nalaskowski et al. 2002). Die Kernlakads der IPMK
untermauert die Diskussion um einen unabhéngigen InsP-Metabolismusrimdean sie
konnte die in manchen Geweben nicht exprimierte nukleare IP3K-Gemsend so fur die
Synthese aller hochphosphorylierten InsPs sorgen. Eine solche Subsfindetnauch in
Protisten, Pilzen und Pflanzen statt, die Uber keine IP3Ks verfugdas@dwski and Mayr
2004).

10
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Das IPMK-Homolog in Drosophila melanogaster die Dmipk2, wurde als das
Schlusselenzym in der Synthese von kis&schrieben. In Insekten soll die Biosynthese von
Insk; nicht vornehmlich Gber die Phosphorylierung von Ins(1,4,2)PIns(1,3,4,5)Pdurch

die IP3K stattfinden, sondern eine bevorzugte Umsetzung von Ins(%,d8Pins(1,4,5,6)P

zu Ins(1,3,4,5,6)F durch dieDmipk2 zu InsR fihren. Die intrazellulare Lokalisation wurde
als nuklear beschrieben. In Polytanchromosomen der Fruchtfliege igtk8idnauptséchlich

in der Euchromatinfraktion detektierbar (Seeds et al. 2004).

1.2.2.1.3 Die Inositolhexakisphosphatkinasen

Die Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphatkinase (IP6K) katalysiert die Phosphorgligon
InsRk; zu PP-InsP sowie die Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5:638 PP-Insi2 Es wurden
bisher drei Isoformen dieser PDKG-Kinasesubfamilie identifiigaiardi et al. 2000, Saiardi
et al. 1999, Saiardi et al. 2001a, Saiardi et al. 2001b). Die Molekulaigewder einzelnen
Isoformen betragen: 50 kCH§IP6K-1, 433 AS), 49 kD HsIP6K-2, 426 AS) und 47 kD
(HsIP6K-3, 410 AS). Zusétzlich zu dem fur PDKG-Kinasen typischen GFRvMwoithalten
die IP6Ks ein GF[RK]-Motiv Abbildung 3), welches vermutlich an der Bindung
hochphosphorylierter InsPs beteiligt ist (Deschermeier 2002). DurdhévorBlot Analysen
wurden in Mausgeweben groRe Mengen der Transkripte aller IP6K Isaform Gehirn
nachgewiesen. Die Isoformen 1 und 2 treten auf3erdem in Hoden, Herz,Lidleze Lunge
und Milz auf (Saiardi et al. 1999). Ahnlich wie bei den IP3Ks weisenlsbformen der
IP6Ks unterschiedliche intrazellulare Lokalisationen auf. Exprinaksr GFP-Fusionsprotein
in HEK293-Zellen zeigt Isoform 1 eine gleichmalRlige Verteilungder Zelle, wéhrend
Isoform 2 exklusiv im Kern und Isoform 3 hauptsachlich zytosolisch verié&aiardi et al.
2001b).

Fur die IP6K-2 wurde eine Translokation aus dem Kern in Mitochondrien deehadie mit
der Initiation von Apoptose einherging. Die Induktion des Zelltods soll ddieh die
vermehrte Produktion von IngBtattfinden. Auf welche Art und Weise Insproapoptotisch

wirkt, konnte bisher nicht geklart werden (Nagata et al. 2005).

11
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1.2.2.2 Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2ikase

Die Kinaseaktivitat, die nach Zugabe von 2-Phosphat zy iIngFProduktion von InsHuhrt,
wurde zuerst in €hizosaccharomyces pombeschrieben (Ongusaha et al. 1998, Ongusaha et
al. 1997). Das entsprechende Enzym wurde Ipkl genanBadcharomyces cerevisiagirde

die Ipkl spater als eines von drei Enzymen im Phospholipase C abhangigen
Inositolphosphatmetabolismus identifiziert, das essentiell fur einféaiepten Glel-
mediierten MRNA-Export ist. Diese Ergebnisse basieren auf gemetischen Suche nach
Mutationen, die in Verbindung mit einer Temperatur sensitglefrMutante einen gestorten
MRNA-Export zeigten. Die Analyse der intrazellularen Lokalsavon Ipkl erfolgte durch
indirekte Immunfluoreszenz, indem Protein A markierte Ipkl mit amtiefh-A-Antikorper

im Kern, in der Nahe der Kernporen und der Kernhille detektiert wurdik @t al. 1999).

Um die intrazellulare Lokalisation der Ratterns-BX zu bestimmen, wurde sie als GFP-
Fusionsprotein in Rattenzellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Diéskatika wurde

als gleichmalfig uber die Zelle verteilt beschrieben (Fujii and York 2005).

Die Biosynthese von IngPdurch Sdpkl wurde durch Kinetikexperimente mit bakteriell
Uberexprimiertem GST-Fusionsprotein nachgewiesen. Die BestimmungMadhaelis-
Menten-Parameter ergab einen apparentgrnvén 644 nM fur InsP und Vimax von 0,020
pmol/min/mg fur Ins(1,3,4,5,63ei 40 ng eingesetztem Enzym und 5 mM ATP (Zhu et al.
2000). Der apparente ¥y fur die HsIPs-2K, Uberexprimiert als FLAG-Fusionsprotein in
Sf21-Zellen unter Verwendung des BacPARaculovirus Expressionssystems, war mit 30
nmol gebildetem IngAmin/mg Protein recht gering.

Das humane Homolog wurde erst 2002 durch seine Ahnlichkeit mit den IpklS§.aus
cerevisiae S. pombe,C. albicans, Kluyveromyces lactisund Saccharomyces servazzi
identifiziert (Verbsky et al. 2002). Die 51 kD grof3e Inositol-1,3,4,5,6-pentakiphbb2-
Kinase (IR-2K) zeigt keinerlei Ahnlichkeit zu anderen IPKs. Durch Northern Bloalysen
konnte eine ubiquitare, aber sehr schwache Expression in allen Gewdébé&dheren
Konzentrationen des Transkripts in Herz, Gehirn, Hoden und Plazenta nachgewiesen werden.
Die Regulation der K22K wurde kirzlich von der Gruppe um York untersucht. Die
Uberexpression der RattensiPK in Rat-1-Zellen filhrte zu einer 2,5-fachen Erhéhung der
InsRs-Konzentration. Ins(1,3,4,5,69Pingegen war nicht mehr detektierbar. Diese Ergebnisse
lassen darauf schlie3en, dass endogeni@KPAktivitat einer Feinregulation unterliegt (Fuijii
and York 2005). Der entgegengesetzte Effekt wurde von der Gruppe unu$lejeeicht,
nachdem die IR22K-Expression durch siRNA-Techniken auf ein Minimum reduziert wurde.

12
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Es ergab sich hierbei eine Verringerung der disdhzentration bei gleichzeitigem Anstieg
des InsB-Pegels (Verbsky et al. 2005b).

Um Informationen Uber die physiologische Relevanz der2K° zu erhalten, wurde die
Expression der Kinase in Zebrafischembryonen durch Antisense-MorphiligarOkleotid-
Injektion inhibiert. Das Fehlen der 42K flihrte in den Embryonen zu einer gestorten
Rechts/Links-Asymmetrie, die vermutlich durch eine negative Bessing des
asymmetrischen GhFlusses hervorgerufen wurde (Sarmah et al. 2005). Eine weitere
essentielle Funktion der 4K wurde flir HEK293-Zellen beschrieben. Die Sensitivitat
dieser Zellen gegeniiber TNFund Fas induzierter Apoptose sinkt bei Uberexpression der
IPs-2K, was auf eine erhohte Produktion von kwlriickgefihrt wird (Verbsky and Majerus
2005). Die kurzlich etablierte Knock-Out-Maus fus-BK ist vor Tag 8,5 embryonal letal
(Verbsky et al. 2005a).

Um die Zusammenhange dieser verschiedenen Funktionen der fir so haHmizesse und

die Vitalitat essentiellen 2K besser verstehen zu kdnnen, sollte in der vorliegenden Arbeit

die intrazellulare Zielsteuerung der Kinase eingehend untersucht werden.

1.3 Intrazellulare Zielsteuerungsmechanismen

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Inositolphosphatkinasen untersucht, die
unterschiedlichen Translokationen zwischen mehreren zellularen Subsirukiterliegen.
Solche Veradnderungen der intrazellularen Lokalisation von Proteinen inryetigehen
Zellen konnen durch eine Vielzahl von Mechanismen reguliert werden, wieden
verschiedenen Ebenen der Proteinbiosynthese wirken kdnnen. Damit Proteiheerau
Bestimmungsort gelangen, kann bereits ihre mRNA einer Zielstegieunterliegen. Auf
Proteinebene konnen Signalsequenzen innerhalb der Enzyme oder posttraleslationa

Modifikationen effizient den subzellularen Transport der Proteine koordinieren.

1.3.1 Funktionsbedingte Proteinzielsteuerung tber Si gnalsequenzen

Nahezu alle Proteine entstehen an den Ribosomen im Zytosol, nur s@ipe werden an den
Ribosomen der Mitochondrien gebildet. Abhangig von ihrer Funktion wird die Isaltiain
der Proteine durch Sortiermerkmale koordiniert, die fir den Weitspgmt aus dem Zytosol
in den Zellkern, die Mitochondrien oder die Peroxysomen sowehilflung 4, gestrichelte
Pfeile). Eine groRe Anzahl von Proteinen aber hat kein speziellaerB@rkmal und
verbleibt deshalb frei oder komplexiert mit anderen Proteinen imsdt Signalpeptide

hingegen dienen der Zielsteuerung von Proteinen, die sezerniert werdeudardem auch
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von solchen, deren Bestimmungsort im ER, im Golgi-Apparat, in demBtaembran oder in

den Lysosomen liegApbildung 4, durchgezogene Pfeile).

v l
Golgi-Apparat Endoplasmatisches
: | Retikulum

v ; v
Mitochondrien i

Golgi-Apparat Lysosomen

Sekretorische Vesikell

Zelloberflache

Abbildung 4: Die intrazellulére Zielsteuerung von Roteinen.

Abhangig von ihrer Funktion kdnnen Proteine nacherihSynthese zwei Wege einschlagen. Liegt ihr
Bestimmungsort innerhalb der Zelle, so verbleibienra Zytoplasma oder werden durch Signalmerkmaldie
Mitochondrien, Peroxysomen oder in den Zellkermdpmortiert (gestrichelte Pfeile). Sekretorische téine
werden Uber das ER, den Golgi-Apparat und seksefioei Partikel aus der Zelle ausgeschleust. Felfierha
Proteine werden in Lysosomen entsorgt (durchgezogégile).

Die Zielsteuerung der Proteine wird durch bestimmte Sortiermsdekngeleitet. Man
unterscheidet bei derartigen Signalen auf Peptidebene zwei Altdrers Sortiermerkmale:
terminale Signalpeptide und Signaldomanen.

Signalpeptide im klassischen Sinne sind kurze Aminosauresequenzenlammixus eines
neu synthetisierten Polypeptids. Diese Signalsequenzen lenken, ohne desises kovalent
modifiziert werden, ein Protein zu seinem Bestimmungsort, wie in8ER oder in die
Mitochondrien, und werden wahrend des Transportes oder kurz danach entfeBdishgial
fur eine C-terminale Signalsequenz ist das CAAX-Motiv, das u.ai@lilsoprenylierung von
Laminen verantwortlich ist. Hierbei handelt es sich nicht um ldelkei Signalpeptide, da sie
fur ihre Funktion kovalent modifiziert werden muissen. Die Isoprenylieisingssentiell fir
die Assoziation von B-Typ Laminen mit der inneren Kernmembran ¢Kated Nigg 1991).
Andere Membranzielsteuerungssignale, die kovalent in Proteine eirigefiden, sind die
N-terminale Myristoylierung, die C-Terminus nahe Palmitoylierungl die Glykosylierung
(Stryer 1999) sowie der Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker, desteifre an die
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aulRere Schicht der Plasmamembran koppelt (Caras et al. 1989). Swiraddohingegen
sind Oberflachenstrukturen, welche durch die Tertiarstruktur des fa@esgebildet werden
und fur das entsprechende Protein charakteristisch sind. Sie bleibésrtigen Protein
erhalten und dienen zur Translokation in bestimmte Zellkompartimeggeal@omanen, die
den Import eines Proteins in den Zellkern mediieren, werden Kernlatatissignale
(nuclear localization signals, NLS) genannt. Aber auch die Zisdateg zu intrazellularen
Substrukturen, wie z.B. den Filamentstrukturen F-Aktin und Mikrotubuli, wird Uber
Signaldoménen gesteuert, die Aktinbindungsdoméanen (ABD) bzw. Mikrotubuliiassode

Domanen (MAD) genannt werden.

1.3.2 Proteinzielsteuerung zu Aktin

Das Zytoskelett einer eukaryotischen Zelle wird aus Aktinmilaofénten, Mikrotubuli und
intermediaren Filamenten gebildet. Die wichtigste EigensciuaftAktin ist seine Fahigkeit

in Abwesenheit von Motorproteinen Bewegung erzeugen zu kdnnen. Aktin ishERese,

die bei niedriger lonenstarke als 42-kD-Monomer vorliegt, das wegeer sglobularen
Gestalt G-Aktin genannt wird. Bei physiologischer lonenstarke polgadr G-Aktin zu
einer Faserform, dem filamentosen Aktin (F-Aktin, (Stryer 1999)). Yot 40 Jahren
beschrieben Hanson und Lowy erstmals die helikale Struktur von F-Aktiiesem Modell
kann es entweder als eine einfache linksgewundene Helix aus Monangesehen werden
oder als eine rechtsgewundene Doppelhébbfldung 5A).

Obwohl bis heute bereits tUber 160 Aktin bindende Proteine (ABPs) idmmtifizerden
konnten, wurden nur wenige ABDs beschrieben wie z.B. die CH-Doméne (Galponi
homologe Doméane), die Gelsolin homologe Domane, die WH2-Domane (WASP hemolog
Doméane 2), die ADF-H-Doméne (ADF homologe Doméane) und das I/LWEQ Modul
(Dominguez 2004, Lappalainen et al. 1998, McCann and Craig 1999, Paunola et al. 2002).
Abbildung 5B veranschaulicht die Kristallstruktur der ABD von Cofilin aus defeHS8ie ist
eine ADF-H-Domane, bestehend aus einem gemisdhfealtblatt, welches zwischen zwei
Paaren vona-Helices liegt (Lappalainen et al. 199&bbildung 5C zeigt Severin, das
Hefehomolog von Gelsolin in seiner inaktiven Form. Das Protein bestelzixgei homologen
Tandemsequenzen (Segment 1-3 und 4-6), die beide dreifache Wiederholungemeaus
vierfachen -Faltblatt zwischen zwein-Helices enthalten. Die N-terminale Hélfte des
Proteins kann zwei Aktinmonomere binden und in Abwesenheit v3iri@sen F-Aktin
spalten. Der C-Terminus hingegen besitzt einé* Gdhangige Aktinbindungsstelle (Dos
Remedios et al. 2003).
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Abbildung 5: Kristallstrukturen von F-Aktin und Akt inbindungsdomanen.
(A): Das Holmes Modell fur F-Aktin als rechtsgewund®uppelhelix (Holmes et al. 1990).

(B): Kristallstruktur der ADF-H Aktinbindungsdoménesd&ktin bindenden Proteins Cofilin. Insertionen im
Saugerhomolog des Proteins sind blau und grin erarEine im Vergleich zu Twinfilin abweichende kel
wurde rot gekennzeichnet (Lappalainen et al. 1998).

(C): Kristallstruktur der CH Aktinbindungsdomaéane voevgrin, dem Hefehomolog des Aktin bindenden
Proteins Gelsolin (Dos Remedios et al. 2003).
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Die meisten der Aktin bindenden Proteine haben Aufgaben in Bildung, Vengetmer
Bindelung und Abbau von F-Aktin und werden nach ihrer Funktion in sieben Gruppen
unterteilt @bbildung 6, (Dos Remedios et al. 2003)).

Kurze Filamente

mit Kappe
Capping (‘;“\ ¥ » Quervernetzung ;
Monomer- t/r B % Qj xv\
[+ \
e Sp—altung ® e = Spaltung |
¢“e . mit Capping

Monomere, \ /
’ Monomere _
gebunden an \ Lange ‘/,v '

depolymeri- Filamente Netzwerk  Biindel

AP ey
sierende B T E TS

pngan | St

7. & ;,,» Kurze Filamente
Tt ohne Kappe

Abbildung 6: Die sieben Gruppen von F-Aktin bindenan Proteinen und ihre Funktionen.

1) Filament endbindende Proteine (capping proteid® die Enden von F-Aktin binden und den
Austausch von Monomeren verhindern (z.B. Tropomiogiul

2) Quervernetzungsproteine (branched nucleatide)mindestens zwei Aktinbindungsdoméanen besitzen
und so die Bildung von Filamentbiindeln, verzweigtdamenten und dreidimensionalen Netzwerken
unterstutzen (z.B. der Arp 2/3 Komplex, Abp1, Condn

3) Stabilisierungsproteine (bundling proteins), @e F-Aktin binden und so die Depolymerisierung
verhindern, (z.B. Tropomyosin, Caldesmon, Fimbadgr die Polymerisierung férdern (z.B. Profilin).

4) Monomerbindeproteine (monomer sequestering imHtedie G-Aktin stabilisieren und ,abkapseln®
und so seine Polymerisierung verhindern (z.B. TMmfThymosinf34, Gelsolin).

5) Filament depolymerisierende Proteine (depolyniagi proteins), die die Umwandlung von F- zu G-
Aktin induzieren (z.B. Cofilin, CapZz).

6) Filament auflésende Proteine (severing proteids die Durchschnittslange der F-Aktinfilamente
verklrzen, indem sie sie in zwei Teile schneideB.(&elsolin).

7) Motorproteine, die F-Aktin als ,Gleise* zur Fbewegung nutzen (z.B. die Motorproteine der
Myosinfamilie, wie Myosin Typ ).

17



Einleitung

1.3.3 Zielsteuerungsmechanismen far den Transport v on

Makromolektlen zwischen Kern und Zytoplasma

Intrazellulare Zielsteuerungsmechanismen von biologischen Makromolekiieal
unerlasslich fur den koordinierten Ablauf aller lebensnotwendiger Reaktiin tierischen
Zellen. Erst die Abtrennung des Zellkerns vom Zytoplasma ermdglaikteEntwicklung
hoher organisierter multizellularer Lebewesen mit weit tGber 50@0es dem haufig
beobachteten Maximum bei Bakterien. Deshalb ist das Vorhandensein von
Zellkompartimenten das Hauptcharakteristikum tierischer Zellen. rizotesm sind in der
Lage, eine weit grofRere Vielfalt an genetischer Informatioorganisieren als Prokaryoten,
deren DNA wesentlich einfacher strukturiert ist. Das Fehlenr df@enhille erlaubt hier
offensichtlich nahezu keine Organisation der Gene in Introns und Exons. Die
Kompartimentierung erméglicht auRerdem die Regulation zellulaieliSselreaktionen auf
einem fur Prokaryoten unerreichbaren Niveau, z.B. durch den kontrolliertesn@ugn
Transkriptionsregulatoren zum Chromatin. Diese evolutionéren Vortéielerten aber auch
die Entwicklung zahlreicher komplexer Transportsysteme und die Aufwendamng
chemischer Energie fur den aktiven Transport zwischen Kern und Zytapldarch die
Poren der Kernhulle. Alle nukleédren Proteine, Chromatinstrukturproteineymeénzles
Polynukleotidstoffwechsels sowie Transkriptionsfaktoren missen aus ytepiadma in den
Kern importiert werden.

Kernexportsysteme mussten fur makromolekulare Polynukleotide wisféaraRNA (tRNA),
ribosomale RNA (rRNA) und Boten-RNA (mRNA) entwickelt werden, si@ nach ihrer
Produktion im Kern ins Zytoplasma gebracht werden mussen, um ihre b&afga der
Translation erflillen zu kénnen. Die Organisation dieser gewaltigenetdeilung zellularer
Ressourcen bedingt den nukleozytoplasmatischen Transfer von hundert bisinzedi
unterschiedlichen Proteinen (Gorlich and Kutay 1999).

1.3.3.1 Fundamentale Aspekte des nukleozytoplasmsthen Transports

Mit Ausnahme der kurzen Perioden, in denen die Kernmembran wahrend dese Mit
zusammenbricht, muss jeglicher Transport zwischen Kern und Zytopladrea die
Kernporenkomplexe (nuclear pore complexes, NPC) stattfinden (Alleh 2000, Ryan and
Wente 2000). Humane Zellen besitzen durchschnittlich ~ 4000 NPCs, didseadeert aber
abhangig von der GroRe der Zelle, dem Niveau der Proteinbiosynthese und der
Proliferationsaktivitat. =~ NPCs  von  Vertebratenzellen zeigen einehtfache

Rotationssymmetrie, sind gro3e, ~ 125 MDa Strukturen, eingebettet Kedismembran, aus
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der sie ca. 100 nm mit ihrer Korbstruktur in den Zellkern ragen. Acht Eibbsliehen ~ 50 nm
in das Zytoplasma hinein. Diese Verlangerungen des NPC fungieeningiale
Bindungsstellen wahrend des nukleozytoplasmatischen Transports. Furfeigrtderund 30
Proteine bekannt, die den NPC bilden (Rout et al. 2000). Sie werden Nukleofdtups)
genannt. In Metazoen bestehen die NPCs aus mehr als 50 Komponenten R00B}
(Abbildung 7). Die meisten Nukleoporine sind dauerhaft am NPC lokalisiert,esabgr sind
mobil und interagieren mit Transportfaktoren, bevor diese den NPC pgaisdtéme Reihe von
Nukleoporinen enthalt sogenannte FG-Sequenzen (Phenylalanin-Glycin-Sequerzei$
hydrophobe Bindungsstellen fur nukleozytoplasmatische Transportfaktoren &mgi2er
NPC besitzt einen hydrophilen Kanal von 9 nm Durchmesser im Ruhezustandbede
wahrend des Transportes auf 25 nm vergrof3ert werden kann. Die Tatsashded&anal
immer partiell getffnet ist, bedeutet, dass kleine Proteinelb&ner Grolde von 40 kD und
kleine RNAs wie tRNAs und snRNAs durch passive Diffusion durch di€Ngelangen
konnen. Dieser Prozess ist aber sehr ineffektiv, weshalb auch ddeserdsh Makromolekule

aktiv transportiert werden (Breeuwer and Goldfarb 1990, Zasloff 1983)

| 120 nm 1

Nup358/RanBP2

CAN/Nup214

NupB4a? \

gp210 -
POMIZ2Y *

Lytoplasma

[ b
=
(-] Y
=
p———— wugoz~

Tpr

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Kernpordtomplexes einer eukaryotischen Zelle (Nakielny
and Dreyfuss 1999).
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1.3.3.1.1 Nukleadre Importsysteme und Exportsysteme

Der zellulare nukleozytoplasmatische Transport der meisten Reptaiibosomaler
Untereinheiten und vieler RNAs wird von einer grol3en, hochkonservierten Guagope
Transportfaktoren mediiert, der Karyophefir-amilie. Die meisten Karyopherine vermitteln
entweder den nuklearen Import (auch Importine genannt) oder den Kerneapoht (
Exportine genannt). Nahezu alle Importine binden direkt an die meistbas NLS der zu
transportierenden Frachtproteine (engl. cargo proteins). Solche NL&nvum Histonen
(Mosammaparast et al. 2002, Mosammaparast et al. 2001, Muhlhaus$eP@d1a und
ribosomalen Proteinen (Jakel and Gorlich 1998) identifiziert, und sowolrdgasn/Glycin
reiche NLS einiger RNA-Bindeproteine (Leslie et al. 2004, Seagat. 1998) als auch das
38 Aminoséuren umfassende Glycin reiche NLS M9 des RNP ProteinehA#, basische
Reste, werden durch Karyophefrerkannt (Pollard et al. 1996).

Einige Karyopherine bendtigen Adapterproteine, um das Frachtproteisparéirren zu
konnen. Das am besten charakterisierte Adapterprotein Karyoghdi@anch Importina
genannt) formt eine Superhelix, bestehend aus zehn Armadillo (AREQJ&MNiolungen, die
eine Bindungstasche fir das NLS des Frachtproteins bildet (Caaiti #2098, Kobe 1999).
Dabei erfolgt die Erkennung des NLS durch Interaktionen mit Karyopheme sowohl auf
Ladung als auch auf Hydrophobizitat beruhen (Conti and Kuriyan 2000, Conti 398,
Fontes et al. 2003, Fontes et al. 2000, Kobe 1999).

Kernimportfaktoren der Karyopherinfamilie binden ihr Frachtprotein ytoglasma durch
Erkennung des NLS Apbildung 8B). Der Karyopherin/Fracht-Komplex wird unter
Interaktion des Karyopheri- mit den FG-Wiederholungen der Nups, bestehend aus
mehreren FxFG- und GLFG-Motiven, transportiert (Bayliss et al. 2008en 2003). Im
Kern erfolgt die Bindung von RanGTP, woraufthin das Frachtprotein auf eine
Konformationsédnderung des Importins hin entlassen wird. AnschlieRend werlass
Karyopherinf eigensténdig den Kern, Karyopheanwird durch das Exportin CAS wieder
in das Zytoplasma exportierAlfbildung 8C). Ein wichtiges Charakteristikum der meisten
Karyopherine ist ihre Abhangigkeit von der biologischen Aktivitat eesllisselcofaktors,
der kleinen GTPase Ran (Allen et al. 2000, Gorlich and Kutay 1999, Nakieth{preyfuss
1999). Das Ran spezifische GTPase aktivierende Protein (Ran<sp@tifase-activating
protein, RanGAP) befindet sich auf der zytoplasmatischen Seit€ketamembran, wo es
RanGTP zu RanGDP hydrolysiert. Der Ran spezifische Guaninnukleotidacistaktor
(Ran-specific guaninenucleotide-exchange factor, RanGEF) isteitketh an Chromatin

lokalisiert und sorgt dort fur den Austausch von RanGDP zu RanGTPfibislazu, dass
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zytoplasmatisches Ran vornehmlich in seiner inaktiven, GDP bindenden \Feohegt,
wéahrend nukleares Ran hauptséchlich mit GTP assoziiert vorkommt. Auf dese &xtsteht
ein Konzentrationsgradient fir RanGTP von nukleér nach zytoplasmatisch.

Der Kernimport von RanGDP wird durch den Kerntransportfaktor 2 (nucks@sport factor,
NTF2) vermittelt Abbildung 8A). Die Bindung von RanGDP findet in der Switch Il Region
statt, die sich von RanGTP unterscheidet. Die schnelle TranslokasoNTE2/RanGDP-
Komplexes aus dem Zytoplasma in den Kern ist mdglich, weil NTE2die Karyopherine,
direkt (und mit niedriger Affinitat) mit FG-Wiederholungen von Nukleoporinen interagi

Der Kernexport NES tragender Proteine wird durch das Karyophenri @ermittelt. Der
ternare Komplex aus Crml, Frachtprotein und RanGTP verlasst deneKenfalls durch
Interaktion mit dem NPC und zerfallt nach der Hydrolyse von RanGTRanGDP im
Zytoplasma Abbildung 8D).

Auf die essentielle Rolle von Crml im RNA-Export und anderer RNA-

Transportmechanismen wird i¢apitel 1.3.4 ndher eingegangen.
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Abbildung 8: Uberblick tiber die wichtigsten nuklearen Import- und Exportmechanismen fir Proteine in
tierischen Zellen.

(A): NTF2 (nuclear transport factor 2) vermitteltekkiadrer Import von RanGDRB): Nuklearer Import von
NLS tragenden Frachtproteinen, mediiert durch dasyépherinel/Importinf31-Heterodimer (abgekirzt imgp-
und impf). (C): Nukledrer Export von Importifd und Karyopherire. Letzterer bendtigt CAS als
Exportrezeptor(D): Nukleérer Export von NES tragenden Frachtprotginermittelt durch Crm1. RanGAP

liegt gebunden an der zytosolischen Seite des NlBERanGEF ist am Chromatin lokalisiert (Pembertod
Paschal 2005).

1.3.3.1.2 Kernexport und Kernimport vermittelnde Signalbereiche

Viele Frachtproteine, die aus dem Kern exportiert werden solleitzdresin klassisches
Leucin reiches Kernexportsignal (nuclear export signal, NES;hssl|die Erkennung und
Bindung durch Exportine ermdglicht. Die Konsensussequenz dieses NES wird
folgendermal3en definiert:-X(2-3)-[L IVFM]-X(2-3)-L-X-[L1] (Bogerd et al. 1996, Ohno et

al. 1998) Abbildung 9 stellt diese Konsensussequenz als Sequenzlogo dar.
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gy g

Abbildung 9: Sequenzlogo zur Darstellung der Konsesussequenz Leucin reicher Kernexportsignale.

Sequenzlogo von 67- experimentell verifizierten ¢iaureichen NES. Die Grol3e der Buchstaben gibt die
relative Haufigkeit der entsprechenden Aminosaunereiner bestimmten Position innerhalb einer Sexjaen
Auf diese Weise veranschaulichen Sequenzlogos Kenssequenzen in alignierten Aminosauresequenien. D
vier grof3 dargestellten Leucine sind die charastisdhen Aminosaduren fur Leucin reiche NES (la Cetual.
2004) .

Eine Vielzahl von Proteinen, die in den Zellkern transportiert werdgssem, besitzen ein
Kernlokalisationssignal (nuclear localization signal, NLS), wedchven den Importinen
erkannt und gebunden wird. Das kanonische monoparite NLS zeichnet sich cwech ei
Anhaufung basischer Aminoséuren (Lysin, K und Arginin, R) aus, bipartig thagen zwei
solcher basischen Sequenzen, welche durch eine Verbindungssequenz augeibeliebi
Aminosauren getrennt sind. Der Prototyp des monopartiten NLS istethensAminosauren
umfassende kanonische NLS-Sequenz des grof3en T-Antigens von SKKBRR V).
Hieraus wurden folgende Konsensussequenzen abgeldR&)(R/K)(R/K)((R/K )/H/P)
oder P-X(3)-R/K)(R/K)(R/K)( X/R/K). Ein Beispiel fur ein bipartites NLS liefert das
Kernlokalisationssignal von NukleoplasmikkR PAATKKAGQAKKKK . Hier lautet die
KonsensussequenKRR-X(10)-KR). Inzwischen wurde eine Vielzahl nicht-kanonischer
basischer NLS identifiziert, die keiner Konsensussequenz folgen, fé@n dinktionalitat
aber ebenfalls Anh&ufungen basischer Aminosauren essentiell sindt¢@he et al. 2000).
Das NLS von c-Myc (PAKRVKLD) z.B. enthalt innerhalb von neun Aminosauren nur drei
basische Reste und sogar einen sauren. Die Wichtigkeit saurer unaleneReste in der

Umgebung von NLS wird ebenfalls diskutiert. So kann die als NLS ina&ggrienz KKKK
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durch Flankierung mit spezifischen neutralen und sauren Resten audlgerSequenz in
ein aktives NLS Uberfuhrt werden (Makkerh et al. 1996).

Die humane DNA Topoisomerase besitzt neben einem kanonischen basidcBeainN
neuartiges saures NLS, das allein hinreichend ist, um das EnzydennKern zu
transportieren. Die Kernimportaktivitat dieses NLS erforderti aaere Reste innerhalb der
Sequenz DEDDAD (Mo et al. 2000).

In einigen RNA-Bindeproteinen wurden Arginin und Glycin reiche NLS iflemrt
(Abbildung 10). Der Kernimport von Npl3p bendtigt ein RGG-Fragment der folgenden
Konsensussequenz: RGG-(X)3-5-RGDYGP. Zusatzlich muss ein nichtixepetibschnitt
von 18 Aminoséduren am C-Terminus des Proteins vorhanden sein, damit deis Prot
erfolgreich in den Kern transportiert werden kann (Senger et al. 1998).

Der Kernimport des humanen RNP Proteins Al wird durch eine spaeifiBomane
vermittelt, die M9 genannt wird. Dieses Proteinfragment, das 38ndsauren umfasst,
mediiert nicht nur den nuklearen Import von Al, sondern auch den Kernexpontotesad?
Derartige Doméanen, die den nukleozytoplasmatischen Transport von RNApRitelren
vermitteln, werden Pendeldoménen (shuttling domains, SDs) genannt. M®icist an
Glycinen und enthalt keine basischen Reste. Ein GMP-Triplettssingell fir eine effiziente
Transportaktivitdt der M9-Domane (Pollard et al. 1996). Das humane riBdgértprotein
Glel besitzt eine SD, die geringe Ahnlichkeiten mit M9 aufwdist,aber die GMP-Sequenz
fehlt (Abbildung 10, (Kendirgi et al. 2003)). Fur den Kernimport des RNA-Bindeproteins
hnRNP K wird kein bekannter Importrezeptor bendtigt. Die SD von hnRNPNKS, ¢enannt,
fungiert unabhangig von Importin und Transportin (Michael et al. 1995, Miehatl 1997).
Die vierte bisher bekannte SD wurde im RNA-Bindeprotein HUR iderifi und als HNS
bezeichnetAbbildung 10, (Fan and Steitz 1998)).

Das RNP Protein hRNP C gehoért zu einer Gruppe von pra-mRNA a&staziProteinen, die

in Zellen wahrend der Interphase strikt im Kern verbleiben. hRNRrcCdabei nicht im Kern
zurtickgehalten, weil es kein NES besitzt, sondern weil sein NES imem enuklearen
Retentionssignal (nuclear retention signal, NRS) maskiert witakiélny and Dreyfuss
1996).
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Pendeldomanen (shuttling domains, SDs)
hGlel (SD) IFDKIHSLLS CGKPVQ&GSVSVTLNPGQLDFVQYKLAE
hnRNP Al (M9) SQSSNF GPMIGGAFGARSSGPYGGGQYFAKRNQE Y
hnRNP K (KNS)  GFSADETWDSAIDTWSPSEWQMAY

HuR (HNS) RREGAPVHHQARFRFSPMVDHMSLSGVNVP

Alignierung der SD von hGlel mit der SD M9 von hnRNP Al

* k%
hnRNP A1 (M9) SQSSNF GP AF-- |IGARYSEPY GG AKPRN@Y
hGlel (SD) IFDKIHSLLS PVOQEGYVSVTLNP QYKLAE--

Abbildung 10: Die Aminoséuresequenzen nukleozytoptamatischer Pendeldoméanen.

Gezeigt werden die Aminosauresequenzen der Arginth Glycin reichen Pendeldoménen (shuttling domains
SDs) der RNA-Bindeproteine hGlel (SD), hnRNP Al JMBnRNP K (KNS) und HuR (HNS). Unten:
Vergleich der SDs von Al und Glel. Die Glel SD rgiyinge Ahnlichkeiten mit M9 (Késtchen), es fedtier

die fur den effizienten nukleozytoplasmatischen n§port von Al essentielle GMP-Sequenz (Sternchen),
Arginine sind violett, Glycine rot markiert. Abbildg modifiziert nach (Kendirgi et al. 2003).

1.3.4 Transport und Zielsteuerung von RNA

Viele verschiedene Typen von RNA mussen aus dem Kern in das Zytaptemmsportiert
werden. Hierzu gehoren die Transkripte, die von den folgenden Polymesadkatisiert
werden: Transkripte der RNA Polymerase | (Pol I; gro3e rRNRsJymerase Il (Pol II;
MRNAs, einige uridinreiche kleine Kern-RNAs (U snRNAs)) und Pelase Il (Pol IlI;
tRNASs, 5S rRNAs und die meisten U snRNASs). Bei dem nuklearen Empbezu aller Arten
von RNA spielen die Karyopherine eine grol3e Rolle.

1.3.4.1 Mit RNA-Transport  assoziierte nukleozytoplamatische
Pendelproteine

Nukleozytoplasmatische Pendelproteine (engl. nucleocytoplasmic shytbtegns), die mit
RNA-Transport verbunden sind, kénnen in vier Gruppen eingeteilt werden. dbéeGauppe
wird von mRNA-Bindeproteinen gebildet, die ein NES besitzen, wie zZNBA-Bindeprotein
Al (NpI3p/Nop3p in Hefe, (Rebane et al. 2004)), mGlel (Glelp in Hefeki{ugaet al.
1998)), Yral/ALY (Yralp in Hefe, (Maniatis and Reed 2002)) und TAP (Mex6 Hbefe),
das mit p15/NXT1 assoziiert ist (Katahira et al. 2002). Diesgelre reprasentieren die
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MRNA-Exporter. In Hefe ist Glelp assoziiert mit der RNA ikbde Dbp5p/Rat8p, die
ihrerseits auch ein Pendelprotein ist, das mit mRNA assomieltderen Sekundarstruktur
wahrend des Exportes entfaltet wird (Dbp5 im Menschen, (Zhao et al.)20a)5
interagiert mit Rat7p/Nupl59p (Hodge et al. 1999). Der nukledre ExposerdiMES
tragenden mRNA-Transporter im allgemeinen ist von Crml/ExportibhBragig, welches
durch das Ran-bindende Protein 1 (RanBP1) und Kerntransportfaktor 2 (NirR@hest
wird (Englmeier et al. 1999).

Die zweite Gruppe wird von den Cap bindenden Proteinen gebildet, die &bémfden
MRNA-Export involviert sind. Zwei Mitglieder dieser Proteinfami$ind CBP80 und CBP20
(Maniatis and Reed 2002).

Die dritte Gruppe der Pendelproteine interagiert mit den mRN@geEgrn, um diese, nach
ihrer Produktion im Zytoplasma, in den Kern zu importieren, damit sieil@ Aufgabe
erfillen kénnen. RNA-Bindeproteine, die ein NLS besitzen, kbnnen von Kopplungspnoteine
des NPC gebunden werden, die die Interaktion mit diesem Komplex tetnmiEin Protein
der GroRe 54/56 kD, welches direkt an das NLS bindet, ist bekannt als NLS
Rezeptor/Importira/Karyopherinet/PTACS58 in Vertebraten und als SRP1 in Hefe (Maniatis
and Reed 2002). Ein hiermit interagierendes 97-kD-Protein, welches dept&eund das
NLS-tragende Protein an den NPC koppelt, wird p97/Imp@itaryopherinB/PTAC97 in
Vertebraten bzw. Kap95p in Hefe genannt (Maniatis and Reed 2002). Trangpdkap
104p in Hefe) kann sein Frachtprotein, z.B. RNP A1, direkt binden und ohne liote natkt
einem Karyopherirx aus dem Kern in das Zytoplasma transportieren, wo Al nach Bindung
von RanGTP an Transportin entlassen wird (Izaurralde and Adam 1998). KasEApihd
Kap123p sind Rezeptoren fur den Import ribosomaler Proteine in der Rimfie €t al. 1997).
Ein putatives humanes Homolog namens RanBP7 wurde bereits beschriebergsentielle
Rolle in einem Importprozess wurde jedoch nicht nachgewiesen (Gorlich et al. 1997).

Die vierte Gruppe der nukleozytoplasmatischen RNA transportierendetelpmteine sind
Spleil3faktoren, die in der Lage sind den Kern zu verlassen. Splei3i#k&dt bindet direkt

an TAP (Zolotukhin et al. 2002). Aly interagiert mit dem Splei3fakiéiP (Sub2 in Hefe,
(Maniatis and Reed 2002)). Serin/Arginin reiche Proteine (SR-Rejtarie ASF fungieren
als Spleil3faktoren fur Vorlaufer-mRNA (pr&-mRNA) und koénnen als Adaptdiir den
MRNA-Export wirken (Lai and Tarn 2004). Das Zusammenspiel all digsgeine im RNA-
Export hangt von der Art der zu exportierenden RNA ab. Aber auch Uemifklsse wie
Stress kénnen Art und Anzahl der am RNA-Transport beteiligten Proteine beemflusse
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Die vier Gruppen nukleozytoplasmatischer Pendelprote
die mit RNA-Transport assoziiert sind

1. Gruppe: RNA-Bindeproteine
RNA-Bindeprotein RNP Al Npl3p/Nop3p Rat8p
RNA Helicase Dbp5, NUP155,
Glel Nab2, Gfd Glelp/Rsslp Dbp5p, Gfd1l
MRNA, SR-Proteine wie 9G8,
Yral/ALY ASF/SE2, SRp20, UAP56 Yralp/Aly Sub2, Np13p
p151, p152, NXT1/p15, NXT2 und Mtr2p, spNup159,
AR Homologe, NUP62, E1B-AP5 e spNup98
NXF2 MAP, U2AF
TFllla tRNA, 5SRNA
2. Gruppe: Cap bindende Proteine (CBP)
5' Cap von mRNA, U snRNA,
CBP80 tRNA, CBP20
5' Cap von mRNA, U snRNA,
o tRNA, CBP80
3. Gruppe: Import- und Exportproteine
Karyopherin-a/lmportin- Karyopherin-f3, NLS tragende
0o/NLS-Rezeptor/PTAC58 Frachtproteine SRP1 Kap9Sp
- . RanGTP, Karyopherin-a,
Karyof’g‘j/'gf:ggpf”'” snurportin, NUP358, RanBP2, Kap95p SRP1
Blp RanGAP1
Karyopherin-f2/Transportinl Ran, RNP A1, TAP Kap104
NTF2 Ran
. Ran,Leucin reiche NES tragende
St 4 Frachtproteine, NTF2, RanBP1 Sl
Exportin-t Ran Losl
CAS Ran Csel
RanBP7 t-RNA Kap121p/Pselp t-RNA
4. Gruppe: Spleif3faktoren
U2AF TAP
UAP56 mRNA, Yra/ALY Sub2 Aly, mRNA
SR-Proteine z.B. ASF mRNA, Aly

Tabelle 1: Ubersicht tiber nukleozytoplasmatische Relelproteine, die in den RNA-Transport involviert
sind.

Synonyme werden durch (/) getrennt. Fir Literaferenzen siehe Text.

1.3.4.2 Der Crml abhangige nukledre RNA-Export

Das Karyopherin Crml vermittelt nicht nur den Kernexport der Mehrzalldr

nukleozytoplasmatischen Pendelproteine, sondern ist auch verantwortlickerfUExport
einiger U snRNAs, aller rRNAs und einiger mRNA&bbildung 11 veranschaulicht die
zentrale Rolle von Crm1 im Export von RNASs.

Die kleinen nukledren Ribonukleoproteinpartikel (sSnRNPs) sind RNA-Protejpikas) die

eine wichtige Rolle beim Spleil3en von nukle&rer pra&-mRNA spielenUDSNRNA ist eine
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Komponente der snRNPs, die im Kern synthetisiert, aus ihm heraugiestpoird und sich
erst im Zytoplasma mit den anderen Komponenten der snRNPs vereistyfiwor der
gesamte Komplex reimportiert wird. Fir ihren Export wird die Kagpe U snRNA vom
nuklearen Kappenbindungskomplex (nuclear cap-binding complex, CBC), bestehend aus
CBP20 und CBP80, gebunden. In Metazoen vermittelt der Exportadapter PHAX
(phosphorylated adapter for RNA export) die Interaktion dieses Kongplexe RanGTP
gebundenem Crm1 in Abhangigkeit seines Phosphorylierungsgrades (Ohno et al. 2000).
AulRerdem schematisierAbbildung 11 die Zusammensetzung und den Export der
ribosomalen Untereinheiten. Drei rRNAs (28S, 18S und 5.8S) werden im ¥amrn
Polymerase | als ein einzelnes grol3es pra-RNA-Transkript signdine Anschliel3end erfolgt
die Prozessierung zu den drei reifen rRNAs. Die vierte rRNA,58eRNA, wird von
Polymerase Ill hergestellt und erfordert einige posttransldéoiidifikationen. Die 28S,
5.8S und 5S rRNAs werden dann mit 50 ribosomalen Proteinen im Kern, kpeeiel
Nukleolus zur 60S praribosomalen Untereinheit vereint. Die 40S praribasamgdreinheit
wird im Nukleolus aus der 18S rRNA und 33 ribosomalen Proteinen gebilese @erden
dann Uber unterschiedliche Mechanismen in das Zytoplasma exportiefrdbsportfaktor,
der die Interaktion der praribosomalen 60S Untereinheit mit RanGi2-€ermittelt, heifl3t
Nmd3. Ein entsprechender Faktor fir den Export der praribosomalen 40Sinhd#ineurde
noch nicht identifiziert. Aufgrund der Grof3e bzw. des kleinsten Durchmsesser
praribosomalen Untereinheiten und des maximalen Durchmessers dgrokestellt man
sich vor, dass beim nukledren Export dieser Komplex aus rRNA und rferotei
perlschnurartig entrollt durch die Pore transportiert wird.

5S rRNA verlasst normalerweise nur im Komplex mit anderen sRd#h Kern, aul3er in
Amphibien. Dort fungiert der Transkriptionsfaktor TFIIIA als 5S rRNA Exporter.

tRNAs werden von dem Karyopherin Exportin t (exp-t) RanGTP abhangigrieert. Der
nukleére Exportmechanismus von adenoviralen RNAs (VA RNA) wird elbenfah kleinen
uncodierenden RNAs wie der Y RNA, die Teil des humanen Ro RNP ismaglicherweise

auch von pra-microRNAs genutzt (Cullen 2003).

28



Einleitung
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Abbildung 11: Die Karyopherin vermittelten nukledren RNA Exportwege.

Dieses Schema bietet einen Uberblick tber die Sshlfaktoren, die den Kernexport verschiedener sélas
nicht-codierender RNAs sowie einer Minderheit voRMAs vermitteln. Hypothetische Faktoren, die noedhn
identifiziert wurden, sind mit ,X“ gekennzeichn@&etails siehe Text (Cullen 2003).

1.3.4.3 Der nukleare Export von mRNA

Der nukledre Export der meisten mRNAs verlauft im Gegensatz aben beschriebenen
Crml vermittelten Export von rRNAs, tRNAs und U snRNAs Ran unabharidmy.
Schlisselmediator des mRNA-Exports ist stattdessen ein Hetenodius dem mRNA-
Exporter TAP und einem Cofaktor namens NXT oder p15. TAP (NXF1)nstertreter der
NXF (nuclear export factor)-Familie, die im Menschen etlichghéder umfasst (Yang et al.
2001). Erstmals identifiziert wurde TAP, das nicht zu den Karyopherzéit, bei der
Untersuchung des Kernexports unvollstandig gespleilster mRNA des RetrMason Pfizer
Monkey Virus (MPMV, (Cullen 2003)).

Abbildung 12 veranschaulicht den Kernexport tierischer mRNA und die Entsorgung
fehlerhafter mMRNAs durch ,nonsense mediated decay* (NMD). Hierfnlgt zun&chst die
Rekrutierung des Spleil3faktors UAP56 an die pr&-mRNA, die durch Spleg&immter
RNA-Strukturen oder Bildung des 3’poly(A)-Schwanzes initiiert wird.AlAend der
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Formierung des SpleiRosoms werden aul3erdem weitere Spleil3faktoreRNRIS1 und
andere SR-Proteine an die pra&-mRNA gebunddrbi{dung 12a). UAP56 vermittelt nach
dem Spleil3en sowohl die Interaktion der reifen mMRNA mit NMD-Kompomente Y14 und
UPF3 als auch mit dem Exportfaktor ALY, welcher in der Lagenisdem TAP-NXT-Dimer
zu interagierenAbbildung 12b). Alle diese Komponenten bilden einen Komplex, welcher in
der Nahe der Exon-Exon-Verbindung mit der mRNA assoziiert ist. éMs weiterer
Bestandteil dieses Komplexes wurde auch der Cap bindende Komplebir{dag complex,
CBC) aus den Cap bindenden Proteinen (cap binding proteins, CBP) CBP80 ugad CBP
beschrieben. Die genaue Funktion dieses Komplexes im NMD konnte nochgeidétt
werden (McKendrick et al. 2001). UAP56 dissoziiert nach dem Spleif3en vonRIA und
wird durch das TAP-NXT-Dimer ersetzt. TAP besitzt zwei NIRtéraktionsdomanen, die
eine wichtige Rolle im TAP vermittelten nuklearen Export deNfaRlurch den NPC spielen
(Abbildung 12c, (Braun et al. 2002, Kang and Cullen 1999)). Im Zytoplasma entlasst die
Exportmaschinerie die mRNA, wahrend der NMD-Komplex zunachst mitden-Exon-
Verbindung assoziiert bleibt. Entspricht die mMRNA dem Wildtyp, sd @&r NMD-Komplex
durch das translatierende Ribosom ersetzt. Befindet sich aber doech Transkriptions-
oder Prozessierungsfehler ein vorzeitiges Stopcodon in der mRNA, nslet fiein
Translationsarrest statt und die NMD-Maschinerie rekrutiertenee Komponenten, was zu
einem beschleunigten Abbau der mRNA fullfildung 12d, (Maniatis and Reed 2002)).
Im Gegensatz zu TAP-NXT ist Aly nicht essentiell fir den MARExport, was darauf
schlief3en lasst, dass es einen weiteren bisher unbekannten Fakibergibter Lage ist die
Rekrutierung des TAP-NXT-Dimers an RNA gebundene UAP56 Molekule ritteln. Der
Grol3teil aller naturlichen mRNAs wird TAP vermittelt expattiéVie dieser Mechanismus
aber genau ablauft, bleibt unklar, denn mRNAs besitzen keine offerdiehtli
Sequenziibereinstimmung, abgesehen vom ‘G'nCap und dem 3’poly(A)-Schwanz.
Trotzdem sind diese beiden posttranskriptionalen Modifikationen nicht unbeudhitwénig
fur den mMRNA-Export, wie eine Untersuchung in Oozyten ergab (Jarmekilet al. 1994).
Es wird deshalb vermutet, dass die Bindung des TAP-NXT-mRNA-Expoplexes
wahrend der Synthese und/oder der posttranskriptionalen Modifizierunigndedti{Cullen
2003).

Das TAP-NXT-Dimer bindet aul3erdem das cis-agierende Elemd&iE (Constitutive
transporter element) von ungespleifdter Intron enthaltender RNA dem NPdizer Monkey
Virus (MPMV). In eukaryotischen Zellen fuhrt diese Bindung zum Kepoexder MPMV

RNA und zu einer erhéhten Expression der Virusproteine (Jin et al. 2003).
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In der Hefe ist der Export ungespleil3ter monoexonischer RNA diel Regr 5% der Hefe-
RNAs enthalten Introns. Die mRNA des nukleozytoplasmatischen Penegigrotralp
enthalt z.B. ein Intron, das autoregulatorisch auf die Expression desteodproteins wirkt
(Preker et al. 2002).

'14{] nI'IU‘*-‘llJ‘ nl'

Tra.ns[a'tlr.rn
] g 1 [ 2 | 3 [ 4 ETEYW
Monsense mutation Wild type

Abbildung 12: Modell fir die Zusammenhange zwischerdem Splei3en von pra-mRNA, mRNA-Export
und ,,nonsense mediated decay“ (NMD).

Nach dem Spleif3en der pra-mRNA durch Splei3faktorienUAP56 (UAP, gelb), RNPS1 (R) und andere SR-
Proteine (SR)a), rekrutiert UAP56 den Exportfaktor ALY und NMD-Kgmanenten (Y14, UPF3(b). In der
reifen mMRNA wird UAP56 durch TAP ersetzt, welchesidnRNA-Export vermittel{c). Wildtyp-mRNA wird

im Zytoplasma translatiert, fehlerhafte mRNA, die &lihzeitiges Stopcodon enthélt (rote Markierdings in
(d)), wird durch die NMD-Maschinerie degradiert. D&taiiehe Text (Maniatis and Reed 2002).
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1.3.4.4 Extranukleare Zielsteuerung von mRNA

Es gibt mRNAs, die auch einer extranukleéaren Zielsteuerung egenli So werden diese
MRNAs erst am Wirkort des codierten Proteins, z.B. in der Naheomedar Synapsen
translatiert, wodurch das Protein direkt dort entsteht, wo es bentdtdt In Neuronen
unterliegt z.B. die Vasopressin mRNA einer Zielsteuerung in diedbten, wo die Sekretion
des translatierten Hormons stattfindet (Mohr and Richter 2004). BeZidisteuerung von
RNA wirken cis-agierende Elemente und trans-agierende Protardakizusammen. Sie
sorgen fur den Transport dieser distinkten mRNAs an ihren Bestimomungsd den
gleichzeitigen Translationsarrest. Cis-agierende Elementd $Sequenzen in der 3
untranslatierten Region (3'-UTR), die von der Transportmaschinddaner werden. In der
Vasopressin mRNA wird dieser Bereich dendritische Lokalisatignesz (dendritic
localizer sequence, DLS) genannt (Mohr and Richter 2004). Ein weiBzspiel fur
zielgesteuerte mMRNAs ist di@skar RNA in Drosophila Oozyten. Die Translation
unlokalisierteroskar RNA fuhrt zu schweren Entwicklungsstérungen. Es besteht somit eine
wichtige Verbindung zwischen Lokalisation und Translationskontrolle @skar RNA.
Elemente, die als Bruno response elements (BREs) bekannt sind, warden 3-UTR
dieser RNA identifiziert. Sie sind n6tig und hinreichend fir die Inhilmg der Translation.
Drei Segmente A-C in diesem Abschnitt der mRNA binden ein 80-kiekr (Bruno),
welches die Translation verhindert. Diese Segmente haben eine §efi Bamge Sequenz
gemeinsam [U(G/A)U(A/G)U(G/A)U]. Bruno wirkt hierbei alsatrs-agierender Faktor. Fur
die Vasopressin mRNA wurde das poly(A) bindende Protein PABP ralsoécher Faktor
identifiziert (Mohr and Richter 2004).

Ein weiterer Vertreter der trans-agierenden Faktoren istSdasfen Protein, welches in
Drosophila an der Lokalisation vowskar RNA beteiligt ist (Bashirullah et al. 1998). Das
humane Ortholog ist ebenfalls ein RNA-Bindeprotein, das als eine Komigonen
Stressgranula beschrieben wurde, die dem Translationsarrest walnelhdarer
Stresssituationen dienen (Thomas et al. 2005). Es wird angenommergaliesisiie mRNAs

zytosolisch zielgesteuert sind.

1.3.4.5 Zusammenspiel von Protein- und mMRNA-Zielsteerung zur
Bewaltigung zellularen Stresses

Anderungen in der Umgebung zwingen Zellen kontinuierlich sich anzupassenbhrum
Uberleben zu sichern. Umgebungsstress ist ein uralter StimulugjieleEvolution aller

tierischen Zellen geformt hat. Er kann durch oxidativen Stressedditock, UV-Strahlung,
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osmotischen Schock, ER-Stress, virale Infektion, Sauerstoffmangel,
Stoffwechselverdnderungen, Schwermetalle, Ethanol und andere toxiscmeik&lies
hervorgerufen werden (Morimoto 1993). Als Antwort auf Stress veranddienZtandig das
Repertoire an zu synthetisierenden Proteinen. Prokaryotische Zellerollienen ihre
Proteinsynthese hauptséchlich durch transkriptionale Regulation, euk&rgotidellen
hingegen haben eine Reihe posttranskriptionaler Mechanismen entwickeltihre
Genexpression den aul3eren Bedingungen anpassen zu kdnnen. Diese Mechanisreen komm
insbesondere unter Einwirkung von Stress zum Tragen, denn die Stressagswibiert in
einer globalen Repression der Proteintranslation. Doch geradésfetzt fiir das Uberleben
der Zellen unabdingbar, dass spezifische Stress induzierte Tramskitphdchster Prioritat
exprimiert werden. 1962 wurde erstmals die Bildung von Stressproteirsahrieden,
nachdem Fliegenlarven hitzebedingtem Stress ausgesetzt wurderer@m daher meistens
als "Hitzeschockproteine" oder kurz "Hsps" bezeichnet und nach ihreekiMatgewicht in
die Familie der kleinen Hsps (z.B. HSP27) und die Hsp70-Familie eifitefSFAFER
WORLD 2005, WIKIPEDIA 2005).

Hitzeschockproteine sind die am besten untersuchten Stressproteiitgatio@n zellularen
Stresses dienen Hsps entweder der Aufrechterhaltung oder Wietiinegsder korrekten
dreidimensionalen Struktur zellularer Proteine, um sie vor Denatagezu schitzen. Diese
Faktoren werden dann Chaperone genannt (Arrigo 2005). Auch direkt posttozaslatd
bei Kompartimentwechseln (z.B. zwischen Zytosol und Mitochondrien odesczen ER-
Lumen und Zytosol) spielen Chaperone eine wichtige Rolle. Gesch&ttigteine werden
durch Hsps dem beschleunigten Abbau tber das Proteasom zugefuhrt.

Um zu gewabhrleisten, dass Stressproteine wie die Hsps mit @bdhsoritat exprimiert
werden, bedienen sich eukaryotische Zellen des Systems der @mets(SG). Diese
Ribonukleoproteinpartikel (RNPs) sorgen dafur, dass die mRNAs von Hagsmah nicht
oder in reduziertem Umfang translatiert werden, solange die #etlder Stressbewaéltigung
und hierbei mit der Uberexpression stressrelevanter mRNAs beschaftigt ist

In gestressten Zellen beobachtete die Gruppe von Anderson eine starkdever
intrazellulare Lokalisation des multifunktionalen mRNA-Bindeproteil’s. Es wanderte aus
dem Kern ins Zytoplasma, wo es sich in Partikeln hoher Dichtecherée, die Stressgranula
genannt wurden (Kedersha et al. 1999). Entsprechende Strukturen wurdetsearsiteden
der Tomate beschrieben, die einem Hitzeschock unterzogen wurden (Walet383). Als
Bestandteile dieser Strukturen wurden spater mRNAs und kleine Keptfiziert. Die

gefundenen mMRNAs codierten ausschliel3lich Haushaltsgene, neusymntbetisireschock
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MRNAs waren von den Stressgranula ausgeschlossen (Nover et al. 1I888RIAS in den
Stressgranula waren translational inaktiv, konnten isbé@tro ebenso translatiert werden wie
nach Erholung der Zellm vivo. Die Autoren schlugen deshalb vor, dass es sich bei SG um
Orte handele, an denen mRNAs fir eine spatere Translation gelageten. SG in
Saugerzellen sind durch Antikdrpermarkierung der mRNA-BindeproteineR T(AIA-1
related protein) oder PABP (poly(A) binding protein) nachweisbar (ksédeand Anderson
2002).

1.3.4.5.1 Zusammensetzung und Bildung von Stressgranula

Etwa 50% aller poly(A)-RNAs werden unter geeigneten Stressheujeg aktiv zu SG
transportiert. Es wurde bereits eine Vielzahl von Proteinen idaetifidie an der Formierung
dieser Ribonukleoproteinpartikel beteiligt sind. Dazu gehéren die folgemaleNA-
Bindeproteine: das T-Zell interne Antigen 1 (T-cell internal gemiil, TIA-1), das TIA-1
verwandte Protein (TIA-1 related protein, TIAR), das poly(A) bindendsel (poly(A)
binding protein, PABP) und das humane RNA stabilisierende Protein (humfk R
stabilizing protein, HUR). Durch Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigtewedass auch
kleine, nicht aber grol3e ribosomale Untereinheiten Bestandteil vonirsiG Es ist also
wahrscheinlich, dass die dort inaktivierte mRNA in Form inaktiveandiationaler
Prainitiationskomplexe vorliegt. Von den getesteten Initiationsfaktarerden elF3, elF4E
und elF4G in SG rekrutiert. elF2 und elF5 konnten niemals in SG gefunddenvelF5
dient normalerweise dazu, den elF2-GTP-tR{fAKomplex an elF3 zu binden. Kedersha
und Anderson schlagen ein Modell vor, in dem unter Stress elF5/elF2FR3IRY® und die
Proteine der TIA-Familie um die selbe Bindungsstelle des Raiionskomplexes
kompetieren, wodurch es zur Bildung von SG kom#bhbjldung 13). Die allgemeine
molekulare Antwort auf Stress ist die Phosphorylierungodentereinheit von elF2, einer
Komponente von elF2-GTP-tRNA'. Dieser ternare Komplex beladt die kleinen
Ribosomenuntereinheiten mit dem Initiator-Methionin, um eine Translatiots zu starten
(Kedersha and Anderson 2002). Die Phosphorylierung von oel#hindert seine
Dissoziation von elH2 dem Enzym, das den terndren Komplex regeneriert, indem es den
GDP/GTP-Austausch unterstitzt. Durch die verminderte Zahl an déeri&mplexen wird
die translationale Initiation angehalten.

34



Einleitung
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Translation: Translation:
GO 2 STOP
Normal Stress
““AUG AAAAAA AUG AAAAAA
48S complex

Stress Granule

Abbildung 13: Translationale Initiation in Gegenwart oder Abwesenheit von Stress.

In Abwesenheit von Stress ist der terndre Komple2-&TP-tRNAY (griin) verfiigbar, um einen kanonischen
Préinitiationskomplex am 5’-Ende des Transkriptsifgr Pfeil: Normal) zu formen. Nach der Erkennues
Initiationscodons durch das Anticodon der tRf§Aférdert elF5 die Hydrolyse von GTP, und friihe
Initiationsfaktoren werden durch die 60S Untereinlikes Ribosoms ersetzt. Durch die Anlagerung weite
Ribosomen wird aus der mRNA ein Polysom (untenslinkn gestressten Zellen fuhrt die Phosphoryligruon
elF2 zu einem Verbrauch des elF2/GTP/tRRiA/orrates und die Konzentration an zytoplasmatistieA-1
(gelb) steigt. Unter diesen Umstanden ist TIA-1 tBedteil eines alternierten, inaktiven elF2/elFSizienten
Préainitiationskomplexes, der translational inakétz Die Aggregation von TIA-1 fiihrt dann zur Bilaiy von
Stressgranula (bestehend aus allen Komponenten4@8sPrainitiationskomplexes aulier elF2 und elF5).
Translationskomponenten, die in SG vorkommen, werdeRot gezeigt, Proteine die nicht mit Translatio
zusammenhangen, sind gelb markiert. Proteine,a@ielBestandteile von SG sind, werden in Grin daege
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1.3.4.5.2 Induktion und Dynamik von Stressgranula

Stressgranula in Mammaliazellen zeigen ein dynamisches Yarhddie Behandlung der
Zellen mit 1 mM Arsenit (NaAsg) fuhrt zur Translokation von TIAR aus dem Kern ins
Zytoplasma und zur Akkumulationen in SG. Dieser Prozess beansprucht bManuign.
Nach dem Entfernen des Arsenits werden die SG gré3er, doch ihreeziahgert sich. Dies
ist vermutlich auf eine Vereinigung mehrerer kleiner SG zurickzefilhAbh&ngig vom
Zelltyp sind die SG nach ein bis zwei Stunden vollstdndig verschwunden. De
Wirkmechanismus von Arsenit wurde noch nicht vollstandig aufgeklart. liviewmten Zellen
aus Drosophila melanogasterfihrte aber eine Inkubation mit Arsenit zu starkerer
Deacetylierung von Corehistonen und die Methylierung der Histone H3 und ufde w
inhibiert (Arrigo 1983). AulRerdem induziert Arsenit die Produktion einet2dhl von Hsps
(Wang et al. 1981). Diese Befunde lassen vermuten, dass Arsenit igagiskien Zellen die
selben Reaktionen hervorruft wie ein Hitzschock: Namlich die Vemichvon Chromatin
durch Histondeacetylierung, um die DNA vor Schadigungen zu schitzen, unxpdes$on
von Hsps, die zum Abbau des Stresses beitragen. Die Bildung von SG kaminéubation
mit Elongationsinhibitoren wie Cycloheximid riickgdngig gemacht werkieerbei wird aber
die Konzentration an phospho-elfaicht wieder erniedrigt. Mit Hilfe von Reagenzien, die
eine vorzeitige Termination der Proteinbiosynthese verursachen (arBmygin), ist es
moglich, SG zu induzieren, ohne dass eine Vermehrung von phosphctffindet
(Kedersha et al. 2000). Puromycin ahnelt in seiner Struktur sehrAstarioacyl-tRNA. Es
wirkt deshalb wéahrend der Proteinsynthese als Analogon fir veretsdies. Auf diese
Weise kommt es zum Zerfall der Ribosomen, die Peptidyl-tRNAsiggen haben. Damit
erfolgt die Freisetzung unvollstandiger Polypeptide (Nathans 1964) undAnaRbziierter
kleiner Untereinheiten der Ribosomen, von denen letztere dann offenkiahtBtressgranula

verpackt werden.

1.4 Chromatinstrukturen und ihre Organisation

Da in der vorliegenden Arbeit eine neuartige strukturierte Lokalisader IR-2K an
Chromatinstrukturen beschrieben wird und das Produkt defKP das InsB in die
Chromatinremodellierung involviert ist (Rando et al. 2003, Shen et al. 208§erSat al.
2003), wird nachfolgend auf die Organisation von Chromatinstrukturen eingegdbige
DNA eukaryotischer Zellen liegt nicht nackt und ungeordnet im Zellkesr, sondern
gebunden an Kkleine basische Proteine, die als Histone bezeichnet werdesar

Histon/DNA-(Nukleoprotein)-Komplex wird Chromatin genannt. Chromatin dwin
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unterschiedliche Strukturen mit ansteigender Organisation und staigerelpackungsgrad
unterteilt. Die unterschiedlichen Strukturen sind zum gré3ten Teil ihaeim Durchmesser
benannt.Abbildung 14A veranschaulicht diese verschiedenen Chromatinstrukturen: In der
einfachsten Organisationsform stellt man sich die DNA ohne Reotds unkomprimierten
Strang vor. In diesem Stadium beinhaltet ein Millimeter 3 MilloBasenpaare. Die nachste
Organisationsstufe ist die 11-nm-Faser. In dieser Struktur sind 140BaNenpaare so um
ein Oktamer aus Histonen (bestehend aus je zwei Molekilen der Higiprg H2A, H2B,
H3 und H4) gewunden, dass 1 ¥ Windungen einer linksgangigen Superhelixnerit ei
Ganghohe von 2,8 nm entstehekblfildung 14B). Das Histon H1 befindet sich auf der
AulRenseite dieser Helix. Sechzig weitere DNA-Basenpaare rdialse Verbindungs-DNA
zwischen den Nukleosomen. So entsteht im Elektronenmikroskop der Eindruck einer
Perlenschnur. In dieser Form sind 20 Millionen Basenpaare in einelim&idr verpackt.
Das Solenoidmodell beschreibt den nadchsten Komprimierungsgrad. In Hasarwerden
die Nukleosomen helikal aufgewunden, wobei 6-8 Nukleosomen eine Windung ausmachen.
Das meiste Chromatin der Zelle liegt in dieser Organisdbamsvor. In der 30-nm-Faser
sind 120 Millionen Basenpaare pro Millimeter aufgewunden. Die 30-nnr-Heegg im
Zellkern nicht als ungeordnetes Knéuel vor, sondern in vielen 1000 defini&ctdeifen.
Dabei geht man davon aus, dass diese Schleifen, die 60-150 kb umfasserKenrderix
("scaffold”) assoziiert sind. Diese Assoziation erfolgt tUber SR ("scaffold attached
region"). Dies sind Bereiche, die viele Adenosin-Thymidin-Basenpaatéalten und
spezifisch an die Kernmatrix binden. In weiteren Verdichtungssehriérhalt man das
Chromosom. Chromosomen sind je nach Phase des Zellzyklus unterschigdhich s
kondensiert (FIZ 2004, Stryer 1999). Stark kondensiertes Chromatin idtripéinsell vollig
inaktiv und wird als Heterochromatin bezeichnet. Der transkriptionsaj@mesiche Teil des
Chromatins, der nach der Kondensation der Interphase des Zellzykldgrwiekondensiert
wird, heil3t Euchromatin. Um die Transkription zu ermoéglichen muss emgadddlung von
Heterochromatin zu Euchromatin stattfinden, die Chromatinremodelligemannt wird. Sie
wird durch DNA bindende Proteine und Histonacetylierung bewerkstélligs. bereits in
Kapitel 1.1.2 beschrieben, sind Inskschtige Regulatoren der Chromatinremodellierung. In
Eukaryoten inhibiert InsgPdie Nukleosomenmobilisierung durch NURF, ISW2 und INOSO.
Ins(1,4,5,6)k und Ins(1,3,4,5,6§° dagegen zeigenin vitro eine Stimulation des
Chromatinremodellierungskomplexes SWI/SNF der Hefe (Shen et al. 308der et al.
2003).
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Solenoid

Abbildung 14: Die Organisation von Chromatin.
(A): Die Organisationsebenen von Chromatin (Waterd9@p).

(B): Die Kristallstruktur eines Nukleosomencores b#iee Auflosung von 2,8A. Die DNA ist um ein
Histonoktamer aus je zwei Molekillen H2A, H2B, H2Iu gewunden (Richmond 2006).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die intrazellulare Zielstengrzweier Enzyme untersucht
werden, die maf3geblich am InsP-Metabolismus beteiligt sind, um Kewef neue, bisher
nicht beschriebene Funktionen dieser Inositolphosphatkinasen zu erhalten.rstds e
Untersuchungsobjekt wurde die B-lsoform der Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase
ausgewahlt. Sie gehdrt zur Familie der PDKG-Kinasen, so genartnemsem konservierten
Sequenzmotiv (siehAbbildung 3 und Kapitel 1.2.2.7). Sie hat eine zentrale Rolle in der
Cé&*-vermittelten Signaltransduktion inne und wird ubiquitar in fast alleew&ben
exprimiert. Im Vergleich mit den Isoformen A und C unterliegt Kieaseaktivitat der B-
Isoform der feinsten Regulatiom vitro Studien zeigten, dass sie unstimuliert nahezu inaktiv
ist, durch C&'-Calmodulin aber weit starker aktiviert wird als die beiden amdE®@formen
(Nalaskowski and Mayr 2004). AulRerdem erfolgt nur bei der B-Isoform Rioeessierung
durch Calpaine (Pattni et al. 2003). Diese Tatsachen sprechen &llgdimeine Wichtigkeit
der IP3K-B bei der Aufrechterhaltung zellularer Prozesse.

In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, die funktionalen Zueahdnge ihrer
unterschiedlichen Lokalisationen, an F-Aktin und dem ER, zu klaren. Dietéralige
Charakterisierung der ABD und die Klonierung des humanen VolllangenproinB3K-B
waren weitere Ziele dieser Arbeit.

Als zweite wichtige InsP-Kinase sollte die humane Inositol-1,3,4,5,Gkiephosphat 2-
Kinase untersucht werden. Sie gehdrt nicht zur homologen FamilieDd&BKinasen und
weist auch sonst keinerlei Homologien zu anderen IPKs auf. Zu Begiserdhrbeit waren
die Funktionen und die Substratspezifitat der Kinase nur unzureichend eharaktworden.
Dartber hinaus war die intrazellulare Lokalisation deg-2R in Saugerzellen noch
weitgehend unbekannt. In friheren Studien wurde von Dr. Marcus Nalaskowskicledi
sowohl zytosolische als auch nukledre Lokalisation in NRK-Zellen batdiaclie das If2
2K/EGFP-Fusionsprotein tUberexprimierten. Ihre indirekte Rolle im AdEMport der Hefe
(York et al. 1999) wies aber bereits daraufhin, dass diese Kinaseidhamkterfullt, die
essentiell fir das Uberleben von Zellen sind. In der vorliegenden Asblien deshalb
umfangreiche Lokalisationsstudien Aufschluss tber die zellularen Funktoerehumanen
IPs-2K bringen. Die Kinase abhangigen Enzymaktivitaten sollten nach dhaming des

Enzyms in optischen Tests untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Analysenwaag8P 221S

Autoklav5075 ELV

Brutschrank fur Bakterienkultur

Duran Glasgerate

Feinwaagd®M 480Delta range
Fluorezenzmikroskopxiovert 25 CFL
Gelkammer fur horizontale Elektrophorese
GelkammelSE 250fUr vertikale Elektrophorese
HeizblockThermomixer 5436

Inkubator mit C@-Begasung fur Zellkultur
KameraDX30

Laborschuttler

MagnetrihreMR 3001K

MischerVortex Genie 2

Monitor

PCR-MaschinenMastercycler Gradient personal
Netzanschlussger&ene Power Supply GPS 200/400
Netzanschlussger®ower Supply E835
Netzanschlussger®ower Supply 2197 LKB
pH-MeterpH526

pH-ElektroderSenTix miandSentix 41
PhotometeBioPhotometer

Pipette Model Referencgel - 10 pl

Pipette Model ReferengelO - 100 ul

Pipette Model Referencel00 - 1000 pl
Pipettierhilfeaccu-jet

Semi-dry-BlotKammer

Schittelinkubato&erie 25

Sartorius
Systec
Memmert
Schott, Brand
Mettler
Zeiss
MWG-Biotech
Hoefer
Eppendorf
Heraeus
Kappa
Gerhardt
Heidolph
Scientific Industries
Panasonic
Eppendorf
Pharmacia
Consort
Bromma
WTW
WTW
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Brand
BioRad
New Brunswick,

Scientific Co. Ins.
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Sterile WerkbanMMicroflow Biological Safety Cabinet MDH
Sterile Werkbanlderasafe Heraeus
TischzentrifugeBiofuge picoundBiofuge fresco Heraeus

Ultraschallhomogenisat@onopuls GM 7@nit SonoddJM 70  Bandelin electronic

UV-Tisch (312nm) Bachhofer
Videodokumentationssystem, Kamé&farioCam Phase
Wasserbad Memmert
ZentrifugeSorvall RC 5C plusiit GSA- und SS-3Rotor Sorvall

2.1.2 Software

Kappa ImageBase Kappa Kappa

Photoshop 7.0 Adobe

PyMol DelLano Scientific LLC
ImageJ Wayne Rasband, NIH, USA
BioEdit Tom Hall

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Kammerdeckglaser (2, 4 oder 8 Kammern) Nalgen Nunc International
Chromatographiepapier Whatman
ECLTMHyperfilm Amersham
Gewebekulturflaschen aus Polystyrol (steril), 25 amd 75 crfi Greiner
Gewebekulturflaschen aus Polystyrol (steril), 175 cm Nunc

Injektionskanule 0,55/25 mm Braun

Kivetten, Halb-Mikro, Polystyrol, Greiner
KivettenUvette 220(50—-2.000 pl) Eppendorf
Membrandeckel Eppenddrfd®Bac Eppendorf
MikrotiterplattenNunc-Immuno Module Maxisorb V16 Nunc

Nitrozellulose Transfer Membran 0,45 pm Protran

Pipetten (steril, 1, 2, 5, 10 und 25 ml) Beckton Dickinson
Pipettenspitzen Sarstedt, Eppendorf

Reaktionsgefal3e aus Polypropylen (0,2; 0,5; 1,5 und 2,0 ml) Eppendorf
pH-Papier, Universalindikator VWR International
Probenréhrchen mit Schraubverschluss aus Polypropylen,

Spitzboden (steril, 50 mBlueMay Greiner

Probenrohrchen mit Schraubverschluss aus Polypropylen,
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Spitzboden (steril, 15 mBlueMay Greiner
Probenrdhrchen aus Polypropylen (steril, 14 ml) Greiner
Spritzen (steril, 20 und 60 ml) Braun
SpritzeOmnifix 40 Soldsteril, 1 ml) Braun
Sterilfilter Millex 0,22 pm Millipore

2.1.4 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien werden von den folgenden Firmen bezogen:
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), GIBCO BRL (Eggensteiaut§chland), VWR
International (Darmstadt, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland) iomolB

(Hamburg, Deutschland).

2.1.5 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen werden von Fermentas GmhikeqisRot,
Deutschland) oder New England Biolabs (Schwalbach, Deutschland) bezageimadp
DNA-Polymerase wird von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) undPdiglurbd® DNA
Polymerase von Stratagene (Amsterdam, Niederlande) bezogen.gatiohiwird die T4-
DNA-Ligase von Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Die hgirggen
Arbeitspuffer fir Polymerasen und Ligasen werden stets mitgeliefert.

Zu den verwendeten Restriktionsendonukleasen gehoren: BamHI (Erkennungss&quénz:
LGATCC...3"), Bglll (5...A |GATCT...3"), Hindlll (5...A |AGCTT...3’), Nhel (5...G
ICTAGC...3’) und Sacll (5...CCGCGG...3’). Fur alle Enzyme wurde der Reaktionspuffer

Y™ eingesetzt.

2.1.6 Kits

Big Dye Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems (Weiterstadt
Deutschland)

NucleoSpin Plasmid DNA Purification Kit Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

QIAEX Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)

2.1.7 Bakterienstamme

Stamm zur Klonierung und Vermehrung von Plasmiden:
Escherichia coliXL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB
lacl" ZDM15 Tn10 (Teb)]; (Bullock 1987); Stratagene (Amsterdam, Niederlande).
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Stamm zur rekombinanten Proteinexpression:
BL21(DE3)pLyS, pREP4 Stanitn E. coliB F dcm ompT hsd&™ mg”) gal M(DE3)[pLysS
Cani]; Stratagene (Amsterdam, Niederlande).

2.1.8 Zelllinien

2.1.8.1 NCI-H1299-Zellenilomo sapieny

NCI-H1299-Zellen (ATCC#: CRL-5803, LGC Promochem, Wesel, Deutschlamd) s
humane epitheliale Lungenkarzinomzellen. Die Zellen besitzen eine higateDeletion des
p53 Gens, weshalb sie das p53 Protein nicht herstellen kdnnen. DiegseZelitd fur
siRNA-Versuche genutzt, weil es sich um eine humane Zelllirtiguten Eigenschaften zum
Mikroskopieren handelt. Sie ist relativ grof3 (Durchmesser ca. 25upthvachst flach auf

dem Objekttrager.

2.1.8.2 COS7-ZellenCercopithecus aethiops

Zur Etablierung von COS7-Zellen (ATCC#: CRL-1651, Cell Lines Seraice Cellbank,
Heidelberg, Deutschland) wurde eine CV-1-Zelllinie, eine etablidtterenzelllinie der
Grunen Meerkatze, die fur die Vermehrung des SV40-Virus permigdsimiiseiner SV40-
Mutante transfiziert, die eine Deletion von 6 bp im Replikationsurspauhgeist und somit

nicht mehr replikationsfahig ist (Gluzman 1981). Die COS7-Zellen dever zur
Uberexpression groRBer Mengen von GFP-Fusionsproteinen genutzt, da sie hohe
Transfektionsraten aufweisen. Mittels transienter Transfektidndem Reagenz fuGENEG6
konnen Raten von bis zu 70% erreicht werden. Fir NRK-Zellen hingegen dieg

Transfektionzeffizienz nur um 10%.

2.1.8.3 NRK 52E Zellen Rattus norvegicus

NRK 52E Zellen (ATCC# CRL-1571; Cell Lines Service and Cellbankjdéleerg,
Deutschland) sind Rattennierenzellen (NRK, normal rat kidney), dievan Epithelzellen
des proximalen Tubulus (PTE, proximal tubule epithelium) der Niewstabl Die Zelllinie
ist nicht tumorgen und hat viele morphologische und physiologische Eigetesclusr
ursprunglichen epithelialen Nierenzellen bewahrt. Diese Zellimrd vornehmlich fir die
Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von GFP-Fusionsproteinerzgetausie sich
sehr gut fur Fluoreszenzmikroskopie eignet. NRK-Zellen wachserh flagf dem
Objekttrager, wodurch es nur zu wenig Streuung des Lichtes kommt. Aof3shuk sie mit

ca. 30 pum Durchmesser sehr grol3, so dass Kernstrukturen gut erkennbar sind.
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2.1.9 Puffer und Losungen

2.1.9.1 Puffer fir DNA-Polymerasen und -Ligasen

Pfu-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 8,8, 10 mM KCI, 10 mM (NjSO,, 2 mM MgSQ, 0,1%
Triton X-100 (w/v), 10Qug/ml BSA (w/v)),

Tag-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,4, 50 mM KCI),

Ligationspuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,8, 10 mM MgGl 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25
pg/ml BSA (w/v)).

2.1.9.2 Puffer fur Agarosegelelektrophorese

6x DNA-Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau (w/v), 0,25% Xylencyanol FF (w/v),
15% Ficoll 400 (w/v), in wasseriger Losung),
TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,3).

2.1.9.3 Puffer zur Herstellung chemisch kompetenteBakterien

RF 1 (100 mM RbCI, 50 mM MnGl* 4H,0, 30 mM K-Acetat, 10 mM Cagk 2H,0, 15%
Glyzerol (w/v), pH auf 5,8 mit Essigsaure),

RF 11 (10 mM MOPS, 10 mM RDbCI, 75 mM Cafi 2H,0, 15% Glyzerol (w/v), pH auf 6,8
mit Essigsaure).

2.1.9.4 Losungen fur SDS-PAGE

Acrylamidlésung Rotiphorese Gel 30(30% Acrylamid, 0,8% N,N-Methylbisacrylamid),
Laemmli-Laufpuffer (0,025 M Tris/HCI, 0,192 M Glycin, 0,1% SDS (w/v)),

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

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

4x SDS-Probenpuffer(0,25 M Tris/HCI, 200 mM DTT, 35% Glyzerol (w/v), 4% SDS (w/v),
0,04% Bromphenolblau (w/v), pH 7,6),

Farbelosung(0,5% Coomassieblau (w/v), 9% Eisessig, 45,2% Methanol @3H

Entfarber (8% Eisessig, 25% Ethanol, 67% A},

APS: Ammoniumpersulfat-Losung (10% (w/v)),

TEMED: N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin-L6sung (10% (v/v)),

Sammelgel (5% Acrylamid, 0,05% (w/v) APS, 0,1% TEMED in 1x Sammelgelpuffer),
Trenngel (12,5% Acrylamid, 0,05% (w/v) APS, 0,1% TEMED in 1x Trenngelpuffer).
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2.1.9.5 Ldsungen fur Western Blotting

Blotpuffer (0,25 M Tris, 2 M Glycin, ad 1 | d}D),

Ponceau-L6sung0,2% Ponceau-S, 3% Essigsaure in@}

TBS (50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5),

TTBS (TBS mit 0,1% Tween 20 (v/v), pH 7,5),

Blockierlésung (3% BSA (w/v) in TBS),

Farbelosung BCIP-L6sung(5% 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in 100% DMF) und
NBT-L6sung (7,7% Nitroblautetrazoliumchlorid in 100% DMF) in 5 mAllkalische
Phosphatase-Puffe(100 mM Tris/HCI, 5 mM MgGCJ, 100 mM NaCl, pH 9,5).

2.1.9.6 Ldsungen fur TCE-Lyse

Lyselosung(TCA (10% (v/v)), 2% 1 M DTT in Aceton),
Waschlésung(2% 1M DTT in Aceton).

2.1.9.7 Puffer fur Fluoreszenin situ Hybridisierung

20x SSC(3,0 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat, in DEPC-8, pH 7,0),

Prahybridisierungspuffer (2x SSC, 20% Formamid (v/v), 0,2% BSA (w/v), 10%
Dextransulfat (w/v) und 1 mg/ml Hefe-tRNAS),

Hybridisierungspuffer (Prahybridisierungspuffer mit 1 pmol/ml poly(ddAlexa Fluor 555-
Sonde).

2.1.9.8 Sonstige Puffer

Puffer A in F-Aktinbindungstests (0,5 mM ATP, 0,2 mM CaC200 mg/l NaN, 5 mM
Triethanolamin/HCI pH 7,5),

Puffer E flr Asp-Pro-Spaltungstests (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 2,5 mM Desthiobiotin).

2.1.10 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide werden von der MW@eéh AG
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Fir SequenzieroligonukleotidernmiKlammern die
erste hybridisierende Base in der Matrix angegeben. Reverse n@egokgonukleotide
werden durch ,, 3" “ gekennzeichnet. Basen, die nicht an die Matrix birgied, klein
geschrieben, Basendeletionen werden mit ( / ) gekennzeichnet, und micbtdigrende
Basen in  Mutageneseoligonukleotiden, die im  exprimierten  Protein  zu

Aminosaureaustauschen fuhren, sind durch Unterstreichung markiert. @anwenr die 5'-
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Oligonukleotide angegeben, die entsprechenden 3-Oligonukleotide besitzen die

komplementéar-reverse Basensequenz.

Sequenzieroligonukleotide fiir HsIP3K-B:

SB3 (bp1400): 5-GGG ACC ACT AGT GTG GAG GCG GGA ATT CCT TCT GGC-
2

SB4 (3' bp2500):  5-GTG GGC CTC GAG GGC GAG TGG GGC ATC CTGAGGAT
C-3

SB7 (3' bp2840):  5-AGA TGC GCT AGC TCA GGC GAG TGG GGC ATCETEGA
C-3

SB8 (bp1890): 5-CTG GAC TGA TCA TCA GCT TTC CTG CAT ACC CTEAC-
3

SB10 (bp2000): 5-TGG ATC TGA TCA GCA GGA CAC GCA GGG AGT TTC
AAG-3’

SB15 (3' bp1460): 5-GGT TCT TTC AGA TCT TTC-3’

UB231 (bpl): 5-GAG GTC TCG AAT GGC TGT GTA CTG CTA TGC-3'

MBOO1 (bp462):  5-CCA GGC ACA GAG CTC CGC CA-3'
MB002 (3' bp290): 5-AGC CCA ACT TGG GCT GCT CA-3’
MBO003 (bp2110):  5-ATG GTG GAT GTG CTG AGG CCC-3’
MB004 (bp2700):  5-ACC ACG CCC CTG CCT GAG GGC CA-3’

Klonierungsoligonukleotide fir HsIP3K-B:

MBOO06: 5-TCAGCTTTC CTG CAT ACC CTG-3

MBOO7: 5’-atc cgc ggT CAG GCG AGT GGG GCATCC TG-3’
MBO008: 5'-atc cgc ggGG GCG AGT GGG GCA TCC TGG GA-3’
MBO009: 5’-tca agc ttC GAT GGC TGT GTACTG CTATGC G-3
MBO10: 5-CACTCTAGGTTTCTG CTG GTC-3’

Mutageneseoligonukleotide fiur die ADB der IP3K-B:

MB24 MutH1: 5-GCC AAG AGG AAG CG CGG ATC TTG CAG CGC GAG
CCG CAG AAC GTG CAG-3

MB26 MutH2: 5-TTT GAG GCG CACCCC CAG GCA CAG AGCCCC GCC ATT
CAA GCG-3
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MB29 RnMutH1: 5- AGG AAG CTG AGG ATT €G CAG CGC GAACCG CAA
AAT GTG CAG GTG-3'

MB31 RnMutH2:  5-CGC TTG AAT AGC AGAGGG CTG TGC CTGEGG TTG CGC
CTC GAA CAT-3

MB13 DEL: 5-AGC GTG AGC AGC CCA AGT TGG / AGC CCG CGTTG
GGC AGG GCT-3

Oligonukleotide fiir RT-PCR HsIP3K-B:

MB18: 5-GCT CCC TGC ATG TCC TGC CAG CTG GAT CCA G-3
MB19: S5-TCATTA CAG ATATGG GTG CTC AGG AGG ATG G-3'
MB20: 5-TGT GGA GAC AGG CAT TAG TTG TGG CAG AAT G-3

Sequenzieroligonukleotide fir HsH2K:

MN117 (bpl) : 5'-AGC TAG CAT GGA AGA GGG GAA GAT GGA-3’
MN118 (3 bp1474): 5- GAG ATC TGA GAC CTT GTG GAG AAC TAATG-3
MN121 (bp 473):  5-TCT GTC GAT ACT GCA TGC AC-3'

MN124 (bp980): 5-TGC AGA TGT TGG ACC TGC TG-3

MN125 (3' bp601): 5-TTG TTC TGT GCC TCC TGC AG-3’

Mutageneseoligonukleotide fir HglPK:

Deletionl: 5-CAC TTT GCC TTG AAG AGT TTG CTG / TTC AGAGG AGC CTT CGC
TGC CAA GG-3'

Deletion2: 5-GCA GAT GTT GGA CCT GCT GGA CAA /| GGT GC&CA GTA CCG
CG-3’

2.1.11 Vektoren

Die Vektoren pEGFP-C1 und pEGFP-N1 werden von BD Bioscience (Heigelber
Deutschland) bezogen. Dr. Marcus Nalaskowski hat die cDNA des{2&lfh die multiple
Klonierungssequenz unter Verwendung der Schnittstellen Bglll und Nhel BamHI und
Hindlll Kloniert. Zum Erhalt von IR2K-Mutanten wurden die Vektoren mittels Quik-
Changé&“-Mutagenese modifiziert.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Vektorkaen von pEGFP-C1 und pEGFP-NL1.
EGFP= Enhanced Green Fluorescent Protein codier8adaenz, flori= Replikationsursprung des Phagen f1
HSV TK polyA= Herpes Simplex Virus Thymidinkinase olffadenylierungssignal, Kdhled=
Kanamycin/Neomycin Resistenzgene, MCS= multipleniclg site, PCMV |IE= Cytomegalovirus immediate
early gene promotor, pUC ori= Replikationsurspramg pUC-Plasmiden, SV40 ori= Replikationsursprueg d
Simian Virus 40, SV40 polyA= Simian Virus 40 Polgagylierungssequenz.

Um das ER von eukaryotischen Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersuchieimizen
werden die Zellen mit dem Vektor pECFP-ER transfiziert, der EMpression des
verbesserten Cyan farbenen fluoreszierenden Proteins (enhanceduoyascént protein,
ECFP) fihrt, das N-terminal die ER-Zielsteuerungssequenz voncGaliim und C-terminal
die ER-RUckhaltesequenz KDEL tragt.
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Abbildung 16: Restriktionskarte des Vektors pECFP-ER.

Die Expression des mit ER-Zielsteuerungssequene&appelten blau fluoreszierenden Proteins ECFR fithr
Markierung des ER einer transfizierten Zelle.
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Der Dbakterielle  Expressionsvektor pGEX-4T-2 wurde verwendet, um die
Aktinbindungsdomane der IP3K-B und Mutanten dieser Domane als FusionsproteMe
terminalem Glutathion-S-Transferase-Anhang (GST-Anhang) herzustellen.

Der Vektor pGEM-Teasy ist ein bakterielles Expressionsplasdaisl,fir schnelle effiziente

Klonierungen optimiert ist. Es wurde zur A/T-Klonierung der HsIP3K-B cDNA génutz

2.1.12 Kulturmedien

Die Anzucht desE. colirStammes XL1-Blue erfolgt entweder in flissigem Medium (4 ¢
Bacto-Trypton, 2 g Hefeextrakt, 4 g NaCl , ad 400 mb@HpH auf 7,2 mit NaOH, alle
Reagenzien von Luria Broth Base, GIBCO BRL, Eggenstein, Deutschtatst) auf LB-
Agar-Platten (4 g Bacto-Trypton, 2 g Hefeextrakt, 6 g BactorA@® ml 4 M NaCl, ad 400
ml dH,O, alle Reagenzien von Luria Broth Base/Select Agar, GIBCQ, BRygenstein,
Deutschland). Abhéngig von dem Vektor, mit dem die Bakterien transfbnveeden, erfolgt
die Selektion durch Zusatz von 3@/ml Kanamycin oder 100 pg/ml Ampillicin (VWR
International, Darmstadt, Deutschland).

Fir die Kultivierung der NRK- und H1299-Zellen wird das Dulbecco’s MedifEagle
Medium (DMEM), versetzt mit 10% fotalem Kélberserum (FCS) und B&micillin-
Streptomycin, verwendet. COS7-Zellen werden in dem gleichen Mediunt, Zugatz von

0,5% Fungizone, kultiviert (alle Komponenten von GIBCO BRL, Eggenstein, Deutschland).

2.1.13 Molekulargewichtsstandards

Zur Abschatzung der Grof3e von DNA-Fragmenten zwischen 500 und 10.000 bp wird die
GeneRule!™ 1 kb DNA Leiter von Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, Deutschland) nelete
Werden kleinere Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt, dierdl00 bp Leiter
(Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Zur Abschatzung de
Molekulargewichte von Proteinen in SDS-Gelen wird die vorgefarbtectiBdark Protein

Leiter (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) genutzt.

49



Material und Methoden

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Saiki et al. 1988) ist eine Methade Amplifikation
spezifischer DNA-Fragmente zwischen zwei bekannten, flankieren@gue6zen. Das
Prinzip beruht auf der Fahigkeit einer hitzestabilen DNA-Polyseerainzelstrangige DNA
mittels zweier an den DNA-Strang hybridisierender Oligonukleosndedoppelstrangiger
DNA aufzufillen. Oft wird dieTagDNA-Polymerase, eine thermostabile Polymerase aus

Thermus aquaticuserwendet.

22111 Analytische PCR zur Amplifikation bestimmter DNA-Sequenzen

Die PCR-Ansatze werden in einem 0,2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3folge aus

Stammlésungen angesetzt:

Menge Komponente
X ul Plasmid-DNA (10-50 ng)
0,5 ul 5'-Oligonukleotid (10QuM)
0,5 pl 3"-Oligonukleotid (100uM)
05 ul dNTP’s (40 mM)
2,0 ul 10x Taqg PCR-Puffer (ohne Mg@)
0.8 MgCl (10 mM)
0,2 pl
TagDNA-Polymerase (2,5 M)
ad 20 pl (Endvolumen)
dH,O

Alternativ werden die zu untersuchenden Klone direkt zum PCR-Ansg&bge. Die PCR
wird nach folgendem Programm im Thermocycler (Mastercyplersona] Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt:

Schritt Zeit[sec] Temperatur [°C]
Denaturierung | 30 95
Hybridisierung | 30 52-57 (5 °C unter der Schmelztemperatur des jeweiligen

Oligonukleotids)
Elongation 90 72
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Der Zyklus, bestehend aus den Schritten Denaturierung, Hybridisierundanghtion, wird
24 mal wiederholt. Die Charakterisierung des DNA-Amplifikatesfolgt mittels
Agarosegelelektrophorese.

22112 Fusions-PCR zur Klonierung der vollstandigen cDNA humaner
IP3K-B in den Expressionsvektor pEGFP-N1

Die cDNA der humanen IP3K-B lag im Arbeitskreis Mayr in z\WWeagmenten vor. Der N-
Terminus (bp 1-1932) in einem pET-Vektor mit Ampicillinresistenz undGigerminus (bp
1892-2840) in dem pVCMSport-Vektor mit Chloramphenicolresistenz. Nach rsifchigr
Vermehrung der Plasmide in XL1-Blue-Bakterien wurden die Plasmiditels
Minipraparation isoliert und die IP3K-B-Fragmente sequenziertcDNAs enthielten keine
Mutationen. Durch Polymerasekettenreaktion wurde dann am 5’-Ende desmiMi® eine
Hindlll-Schnittstelle und am 3’-Ende des C-Terminus eine Sadihiistelle eingeflgt.
Diese modifizierten IP3K-B-Segmente wurden mit dem QIAEX-dis einem praparativen
Agarosegel eluiert und durch Fusions-PCR zu einer vollstandigen HBREMNA vereinigt.
Hierzu wurden in einem 20-ul-Ansatz jeweils 10 ng der beiden DN#yrRente, 2 pl 10x
Pfu-Puffer, 1 plPfu-Polymerase und 0,5 pl dNTPs (40 mM) zusammengegeben. Dieser
Reaktionsansatz wurde 30 mal folgendem Temperaturprogramm unter®dgé@: fur 30
sec, 68 °C fur 4 min. 5 pl des Produktes wurden dann einer PCR unterzogesie wi
Kapitel 2.2.1.1.1 beschrieben wurde. Eine analytische Agarosegelelektrophoresagbestat
den Erfolg der PCR. Das Produkt wurde in den pGEM-Teasy-Vektor lzsvikoniert.
Anschliel3end wurde die HsIP3K-B-cDNA mittels der Hindlll- und $&chnittstellen in
den pEGFP-N1-Vektor kloniert.

2.2.1.1.3  Quik-Chang®'-Mutagenese

Es wird die von Wang (Wang and Malcolm 1999) modifizierte, auf dem-Qh#ngé™-
Mutageneseprotokoll von Stratagene basierende Mutagenesestraiggigeadet. Dabei
werden Mutageneseoligonukleotide eingesetzt, welche eine oder milutateonen tragen.
Sowohl 3’ als auch 5’ von der Mutation bzw. den Mutationen befinden sichige@izur
Matrix komplementare Basen. Diese lagern sich an die Matrbuad die eingesetztefu-
Polymerase vervollstandigt dann den Vektor anhand der Matrix. Alsx\iiént ein Plasmid
mit der zu mutierenden cDNA. Auf diese Weise entfallen Umkloniesseigitte, da nach der
PCR und Transformation von Bakterien mit dem Mutageneseansatz wiadasllstandiger
Expressionsvektor erhalten wird. Der verwendete Matrixvektor ishyhert, da er durch

Vervielfaltigung indam’™ E. coli-Zellen erhalten wird, (dazu gehéren die meisten kommerziell
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erhéltlichen Stamme, z.B. XL1-Blue). Dalam Gen codiert eine Methyltransferase, die
Adenin in der Zielsequenz GATC an Position N6 methyliert (Urigalet2002). Parentale
(methylierte) Plasmide werden durch Hydrolyse mittels destriRisnsenzyms Dpnl
eliminiert, welches eine Restriktionsendonuklease ist, die spwifireethylierte und
hemimethylierte DNA schneidet (Zielsequenz: 5'-%C-3). Der durch die Mutagenese
erhaltene neue Vektor ist unmethyliert und wird deshalb nicht Dpnl angegriffen.
Anschliel3end werdeB. coli (XL1-Blue) Zellen mit dem Mutageneseansatz transformiert. Da
die verwendet®fu-Polymerase keine Ligaseaktivitat besitzt, befindet sich hersStart und
Ende der Polymerasereaktion noch eine Lucke, deren Ligation durch rLigasden
Bakterienzellen erfolgt.

Das hier verwendete modifizierte Protokoll unterscheidet sich vomk-Guangé-
Mutageneseprotokoll von Stratagene darin, dass zunéchst in getrenntezeAps&in Strang
des Matrixplasmids durch Einsatz jeweils nur eines Oligonukle@itsveder vorwarts oder
rackwarts) amplifiziert wird. So entstehen Hybridplasmide ausreipaentalen Strang ohne
Mutation und einem neusynthetisierten Strang, der die Mutation beér&gs Nach der
Vereinigung der getrennten Ansatze stehen die Hybridplasmide atisxMur Verfigung.
Die Hybridisierung der Oligonukleotide wird so erleichtert, da dimse bevorzugt an den
Strang des Hybridplasmids binden, der bereits die gewtinschten Mutationen enthélt.

Die Quik-Chang&”'-Mutagenese wird in zwei 25-pl-Ansatzen mit je einem Oligontiélei
durchgeflnhrt.

Menge Komponente
X ul Plasmid-DNA (50 ng)

1,5 ul Mutageneseoligonukleotid
(entweder 5’ oder 3’, 100 uMj)
1,5l | dNTP’s (40 mM)

0,5 pul | PfuTurbo® DNA Polymerase

(ausPyrococcus furiosus, 5)U
2,5 ul 10x Pfu-Puffer
ad 25 pl dHO

Im Thermocycler (Mastercyclagradient oder persona) Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
werden zehn praPCR-Amplifikationszyklen durchgefihrt:
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Schritt Zeit [sec] | Temperatunl Bezeichnung
[°C]
1 30 95 Initiale Denaturierung
2 30 95 Denaturierung
3 60 55 Hybridisierung
4 X 68 Elongation (1 min/kb)

Die entsprechenden Ansétze werden vereinigt und es erfolgt die Zugab®chmals 5 U
Pfu-Polymerase. AnschlieRend werden 18 Amplifikationszyklen (Schritt @e4) gleichen
Programms durchlaufen. Die Hydrolyse durch die Restriktionsendonukiaseerfolgt,
nach Entnahme eines Kontrollaliquots von 10 ul fir die analytische
Agarosegelelektrophorese, durch Zugabe von 10 U Enzym und anschlie3enderdnkossati
37 °C fur 3 h.

2.2.1.2 Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Ayarosegelen

Die Agarosegelelektrophorese wird zur analytischen Charaktengion DNA-Fragmenten
genutzt. Zur Auftrennung werden 1%ige Agarosegele verwendet. Digrextiende Menge
Agarose (SeaKem LE Agarose, BMA Rockland, ME USA) wird 3 mirlx TAE-Puffer
aufgekocht. Nach Abkuhlen auf unter 60 °C wird sie mit Ethidiumbromid (Ehihgersetzt
und in eine Gelkammer mit Kamm zum Aushéarten tberfuhrt. Die DNA wiit 6x DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Taschen des ausgeharteten Agaosiggdliert. Als
Standard wird eine 1 kb DNA Leiter eingesetzt. Die DNA-Frageeverden bei einer
Spannung von 130 V fir circa 25 min (Richtwert ist etwa 5 V pro crkti6denabstand) in
der mit 1x TAE-Puffer geflllten Elektrophoresekammer aufgetremsichlielend auf einem
UV-Transilluminator (312 nm, Bachofer, Reutlingen, Deutschland) sicigdraacht und mit

einem Videodokumentationssystem (VarioCam, Phase, Lubeck, Deutschland) festgehal

2.2.1.3 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonuleasen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifisch kurze DNA-Sequenzen (typessbe
Palindrome von 4-6 Nukleotiden) und spalten diese in der Regel unter hantgte
uberhangender Enden. Analytische Hydrolysen von DNA durch diese Enzyrdenwier
einem 20-ul-Ansatz durchgefuhrt. 0,5 pg DNA werden mit 10 U der enlsprden
Restriktionsendonuklease hydrolysiert. 1 U entspricht der Enzymmenigdiewie g DNA
bzw. 0,1 ug supercoiled DNA in einem 50-pl-Reaktionsansatz in 60 min ysierol Es wird
jeweils das vom Hersteller empfohlene Puffersystem einde&atz Inkubation erfolgt Uber
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3 h bei 37 °C im Thermoschiittler. AnschlielBend werden die Restriktiotsansdttels
Gelelektrophorese Uberprtft. Ansatze, die fur eine Ligation weiteeretet werden, werden

25 min bei 65 °C einer Hitzeinaktivierung der Restriktionsendonukleasen unterzogen.

2.2.1.4 Ligation

Die T4-Ligase katalysiert unter Verbrauch von ATP die Bildungseileosphodiesters aus
einer freien 5’-Phosphatgruppe und einer 3’-Hydroxylgruppe. Die Ligatiod mit dem
durch die Restriktionsendonuklease hydrolysierten Klonierungsvektor und demo ebens
hydrolysierten PCR-Produkt durchgefiihrt. Dazu werden je 10 pl derligemeiAnsatze
vereint und nach Zugabe von 1 pl ATP (20 mM) und 1 U T4-DNA-Ligase 20bmiRT

inkubiert.

2.2.1.5 lIsolierung von Plasmid-DNA aus Ubernachtktiiren (Miniprep)

Alle Plasmid-DNA Extraktionen werden nach der Anleitung des NugiedS Kits

durchgefiihrt. Die Methode beruht auf einer DNA-bindenden Matrix. DiéeZelerden
mittels NaOH/SDS-L6sung lysiert. Der optionale fir Weitenasrdung der DNA in
Sequenzierreaktionen oder enzymatischen Anwendungen empfohlene Waschscllietin

AW Puffer wird stets durchgefiihrt. Eluiert wird die an die Magebundene DNA mit TE-
Puffer oder dBHO (50 pl bzw. 100 pl).

2.2.1.6 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung voiDNA

Die isolierte Plasmid-DNA wird 1:20 in ¢ verdinnt. Von dieser Verdinnung werden 100
pl in eine Kivette gegeben und bei 260 nm im Photometer vermessen.eDtdpgicht die
optische Dichte von 1 bei 260 nm einer DNA-Konzentration von 50 pg DNA/enheFDNA

sollte ein Verhaltnis ORg2s80von 1,8 bis 2,0 aufweisen.

2.2.1.7 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach der Didesoxy-Methode nach S#Bgeger et al.
1977). Die Sequenzierreaktion wird mit dem Big Dye Terminator Sequgehst und dem
TagPolymerase Half-Term-Puffer (Genpak/Genetix, New Milton, dKjchgefihrt. Da die
vier Terminatoren durch unterschiedliche Fluorophore markiert sind, kargedieenzierung
als eine Ein-Ansatz-Reaktion durchgefuhrt werden. Zu 500 ng PlasmidsixMden 1,5 pl
(15 pmol) des entsprechenden Sequenzieroligonukleotids, 5 pl Half-Terer-tudf 3 il Big
Dye Terminator Ready Reaction Mix gegeben und mitQituf 20 pl aufgefullt. Zur
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Sequenzierung der DNA erfolgt eine Zyklusreaktion im Thermocy¢Mastercycler

persona) Eppendorf, Hamburg, Deutschland) nach dem folgenden Programm:

Schritt Zeit [sec] Temperatur [°C]
Denaturierung 10 96
Hybridisierung | 5 50
Elongation 240 60

Es werden 25 Zyklen durchlaufen.

Die Reinigung des Sequenzieransatzes erfolgt durch Ethanolfallum@NDA wird in 100 pl
96%igem Ethanol aufgenommen und durch Zentrifugation (30 min, 16.000 xg bei 4 °C)
gesammelt. Danach wird der Uberstand abgenommen und die DNA durch Xogab@0 !
70%igem Ethanol gewaschen. Anschlie3end wird 5 min bei 16.000 xg und 4 °@ugesnrtri

Nach dem Entfernen des Uberstandes wird der Niederschlag fur 1dbrdmuft bei RT
getrocknet. Die Gelelektrophorese und die Sequenzbestimmung erfolgBarwoe-Labor

des Instituts fur Zellbiochemie und klinische Neurobiologie, Arbeitski. Buck, UKE
Hamburg, in einem automatischen Sequenziek&i-Sequenator 377Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland).

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung chemisch-kompetenter Zellen

5 ml LB-Medium werden mit einem, auf einer Agarplatte mitrdegclin (12,5 pg/ml)
gewachsenen, Klok&. coli XL1-Blue angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C unter Schitteln
(220 rpm) inkubiert. Um das Tetracyclin zu entfernen, werden die Bakteei 5.000 xg und

4 °C 5 min gesammelt, das Medium entfernt und die Zellen in 1 nbiatikumfreiem
Medium resuspendiert. Mit dieser Suspension werden 50 ml LB-Mediunmgfgend unter
den eben beschriebenen Bedingungen bis zu einggp®@n 0,5 inkubiert. Anschlief3end
werden die Zellen 15 min auf Eis gekuhlt. Die Sedimentation erdoigth Zentrifugation bei

4 °C, 2.000 xg fur 15 min. Die Zellen werdenlindes Ausgangsvolumens (16,7 ml) kaltem
RF1 Puffer vorsichtig resuspendiert und wiederum 30 min auf Eis inkuBieschliel3end
wird erneut 15 min bei 2.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird dekantierteund di
Zellen in 1/12 des Ausgangsvolumens (4 ml) kaltem RF2 Puffer auRersichtig
resuspendiert. Nach einem Inkubationsschritt von 15 min auf Eis werdgo#sivon 100 pl
abgefullt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt383C.
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2.2.2.2 Hitzeschocktransformation

Ein Aliquot (100 ul) chemisch-kompetentér coli-Zellen (XL1-Blue) wird 20 min auf Eis
aufgetaut. Danach werden die Zellen mit 10-100 ng Plasmid-DNA w&rtrusid weiter fur
30 min auf Eis inkubiert. Gemal3 der Hitzeschockmethode wird das Eppemédrigan fr
60 sec auf 42 °C erhitzt und nachfolgend 2 min auf Eis inkubiert. Zu dentzAnsaden
900 pl LB-Medium pipettiert. Das Wachstum der Zellen erfolgt thlhermoschiuittler (220
rpm, 37 °C). AnschlielRend werden 200 ul der Zellen auf einer LB-AgdéteRiusgestrichen.
Die restliche Kultur wird zentrifugiert (5 min, 2.100 xg, RT) und 700dg$ Uberstandes
werden verworfen. Die verbliebenen 100 ul werden zur Resuspension aer gatlutzt und
dann ebenfalls auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen. Dieki&®l der Bakterien erfolgt
durch ein entsprechendes Antibiotikum. Die Platten werden invertiert undN#woht bei
37 °C inkubiert.

2.2.2.3 Wachstum und Lagerung der Bakterienstimme

Das Wachstum der Bakterienzellen erfolgt entweder in flissig@fviedium bei 220 rpm
oder auf LB-Agar-Platten bei 37 °C Uber Nacht. Die Platten werdeRarafilm abgedichtet
und maximal vier Wochen bei 4 °C gelagert. Zur langerfristigeftodwéhrung der Bakterien
werden zu 750 pl einer Flussigkultur 250 ul Glycerin (80%) zugegebeanvdsichtig

vermischte Ansatz wird in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelage

2.2.3 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten werden keimarm an der sterilerrkB&mk durchgefihrt.
Verwendete Losungen und Gerate werden entweder steril vom Haré&tedogen oder bei
121 °C und 1,2 bar fur 35 min autoklaviert. Die Desinfektion von Oberflachemgtenf
70%igem Ethanol.

2.2.3.1 Kontinuierliche Kultivierung von NRK 52E-, COS7- und H1299-
Zellen

Die Kultivierung der eukaryotischen Zellen erfolgt in Gewebekulisdhen (75 cmFlache)
im Inkubator bei 37 °C und 5% GOAlle drei Tage erreichen die adharent wachsenden
Zellen vollstandige Konfluenz und werden passagiert. Alle Losungen wexde 37 °C
vorgewarmt. Das Medium wird abgesaugt und der Zellrasen mit 1BB8I gewaschen.
Anschliel3end werden die Zellen mit 1,5 ml Trypsin-EDTA von der Flasterflache
abgeldst und in 8,5 ml Zellmedium aufgenommen. 3 ml (NRK), bzw. 1,5 mb7{CB81299)
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der Zellsuspension werden in eine neue Gewebekulturflasche tGberflhrt tukiéeium auf
15 ml aufgefullt. Die verbleibende Zellsuspension steht zur Auss&@mmerdeckglaser fur

Transfektionsexperimente zur Verfigung.

2.2.3.2 Aussaat eukaryotischer Zellen in Kammerdechéaser

Von dem Rest der Zellsuspension, der bei der Passage der Zellgnldibtj wird eine neue
Verdinnung zur Aussaat in Kammerdeckglaser (2, 4 oder 8 Kammern) vietbefleerzu
wird von der Zellsuspension der NRK-Zellen 1 ml auf 10 ml Volimediwgeben. Bei den
H1299- und den COS7-Zellen genigen 0,5 ml. AnschlieRend werden 2 ml Zellsospensi
gleichméaRig auf die Kammern des Deckglases verteilt. EQedwle Inkubation von 24 h im

Brutschrank bei 37 °C und 5% G®evor die Zellen weiter verwendet werden.

2.2.3.3 Transiente Transfektion eukaryotischer Zedin

Die DNA, mit der die eukaryotischen Zellen transfiziert werdelten, wird in serumfreiem
Medium (OptiMEM) mit dem Transfektionsreagenz vorinkubiert. Fir eamierdeckglas
werden zu 100 pl OptiMEM zuerst 2,5 pl fuGENE6 (Roche, Mannheim, Deatsbhl
pipettiert und erst dann 1 pg DNA. Das Medium muss stets vorgededen und der Ansatz
darf weder gevortext noch geschiittelt werden, da sonst das fuGEN&®r d&pefaliwand
haftet und nicht mehr im Transfektionsansatz zur Verfigung steht.Misehung des
Transfektionsansatzes erfolgt durch vorsichtiges Ruhren mit detdPiggitze. Bei RT wird
der Ansatz 20 min inkubiert. Danach werden gleiche Mengen des Trams$akisatzes in
jede Kammer des Deckglases hinzugegeben und leicht auf- und abpipestierfolgt eine
erneute Inkubation fur 24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5%, Gé&vor die Zellen fixiert

werden.

2.2.3.4 Fixierung eukaryotischer Zellen

Paraformaldehyd ist ein polymeres Formaldehyd. Formaldehyd neigélen vnlagerungs-,
Kondensations-, Redox- und Polymerisationsreaktionen. Die Fixierung teréigch
kovalente Bindung freier Aminogruppen, was zur Vernetzung benachbartemBréihrt.
Die Fixierung erfolgt mit 3%igem (w/v) Paraformaldehyd in PB610 min im Brutschrank
bei 37 °C. Danach werden die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen (37 °C).

2.2.3.5 Farbung eukaryotischer Zellkerne
4,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) ist ein AT-spezifischer

Fluoreszenzfarbstoff, der mit DNA interkalliert und bei UV-AnregyB840 nm) mit einer
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Wellenlange von 490 nm blau fluoresziert. Nach der Fixierung werdefetien mit frisch
angesetzter DAPI-Losung (10 pg/ml in PBS) flr 10 min im Brugstdhbei 37°C inkubiert.
Danach werden die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen und mit PBSchiofitet. Es erfolgt
entweder sofort die fluoreszenzmikroskopische Auswertung oder eineubhggen Dunkeln

bei 4 °C fur maximal drei Tage.

2.2.3.6 Farbung von F-Aktin

Phalloidin, das Toxin des Weil3en Knollenblatterpilzes, bindet an Aktin hD{wpplung von
Fluoreszenzfarbstoffen an das Phalloidin I&sst sich Aktin fluoreszkroskopisch in Zellen
nachweisen. Nach der Fixierung werden die Zellen fur 2-3 min bei 3@ 03% Triton X-
100 in PBS permeabilisiert. Anschlief3end erfolgt die Inkubation mERgrin) oder TRITC
(rot) markiertem Phalloidin far 10 min bei 37 °C. Um ungebundenes Phallnidemtfernen
wird dann 2 mal mit 1x PBS gewaschen. Zur Lagerung werden dienZellt 1x PBS
Uberschichtet.

2.2.3.7 Fluoreszenm situ Hybridisierung (FISH) von poly(A)-RNA

Zur Detektion von mRNA kann der poly(A)-Schwanz genutzt werden. Bdtldereszenan

situ Hybridisierung wird eine poly(d§j)-Sonde eingesetzt, die mit dem rot fluoreszierenden
Farbstoff Alex Fluor 555 markiert ist (MWG, Ebersberg, Dehitsnd). Um Reagenzien zu
sparen, werden die zu untersuchenden Zellen in 8-Kammerdeckglasersdauligeh 24-
stundiger Inkubation im Brutschrank kann dann eine Transfektion erfolgen celdrrdit der
FISH begonnen werden. Bevor die Sonde auf die zu untersuchenden Zellemgsgdbe
werden diese fixiert und 2-3 min mit 0,3% Triton X-100 in PBS bei 37 fGheabilisiert.
Dann erfolgt die Prahybridisierung zur Minimierung von Hintergrundflummes in 100 pl
Prahybridisierungspuffer fir 20 min bei 37 °C. Zur Hybridisierung wird dlpm Sonde zu
dem Prahybridisierungspuffer gegeben und die Zellen mit 100 ul dieser
Hybridisierungslosung tberschichtet. Es erfolgt eine Inkubation fur 4 B45€ oder tber
Nacht im Kuhlraum. Anschliel3end wird jeweils 2 mal fir 5 min bei 3mi0,5 ml 2x SSC
mit 10% Formamid, 2x SSC, 1x SSC und 1x PBS gewaschen. Zur Lageandgnwdie
Zellen mit 1 x PBS uberschichtet und bei 4 °C aufbewahrt.
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2.2.3.8 Transiente Herunterregulierung der IR-2K-Expression durch si-
RNA

Die IPs-2K-siRNA-Zielsequenz kann aus (Verbsky et al. 2005b) ibernommen werden. Um
eine siRNA-Haarschleifenmatrix zu erhalten, wird die Zielseguen den folgenden
Konverter eingegeben: www.ambion.com/techlib/misc/psilencer_converter.htie
erstellten vorwarts und rickwérts Oligonukleotide werden bei MWG r¢bbgy,
Deutschland) bestellt und in den pSilencer 3.1 puro SiRNA Expressionveltdsiqn,
Huntingdon, UK) nach Anleitung des Herstellers kloniert. Der Vektaod wia XL1-Blue-
Bakterien vermehrt und tGber Minipraparation gewonnen. Anschliel3end werden HAIR9G9-Z

mit diesem Vektor transfiziert, wie Kapitel 2.2.3.3beschrieben.

2.2.3.9 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der fixierten Zellen girimh einem inversen
Fluoreszenzmikroskopxiovert 25 CFL Die Bilddokumentation basiert auf einer digitalen
KameraKappa DX30und der Softwar&appa ImageBasees werden von jeder Zelle jeweils
zwei Aufnahmen mit unterschiedlichen Filtern gemacht. Die EGQEBxszenz-Bilder
werden mit einem FITC-Filter (Exzitationsfilter 450-490, Straikét FT-51Q0 Emissionsfilter
LP 52Q Zeiss, Jena, Deutschland) aufgenommen, die DAPI-Fluoreszenz wird deinc
DAPI-Filter (ExzitationsfilterG365 Strahlteiler=T-395 EmissionsfiltelLP 42Q Zeiss, Jena,
Deutschland) sichtbar gemacht. Die Zellen werden bei 1000-fachgro®erung (100x
Olimmersionsobijektiv, 10x Okular) betrachtet und fotografiert.

2.2.4 Proteinchemische Methoden

2.2.4.1 Immunfluoreszenz

Die zu untersuchenden Zellen werden nach dem Fixieren fir 2 min bei 8%t °Z50 pl

0,3% Triton in PBS permeabilisiert (Mengenangaben pro Kammer ei@es
Kammerdeckglases). Nach zweimaligem Waschen mit PBS witd250 pl 3% (w/v)
Gelantine in PBS fur 20-30 min bei 37 °C geblockt. Die Inkubation mit damarantikorper

(100 pl einer Verdinnung in PBS) erfolgt fir 3 h bei RT oder Uber NahiO °C im
Kdhlraum. Vor Zugabe von 100 pul einer entsprechenden Verdinnung des
Sekundarantikorpers in PBS wird 3 mal 10 min mit PBS gewaschen. &lastiindiger
Inkubation bei RT mit dem zweiten Antikérper wird das Waschen wiedeibiel Antikorper

werden in folgenden Verdinnungen eingesetzt: Kaninchen anti-PABP (fieherdieise zur

59



Material und Methoden

Verfiugung gestellt von PD Dr. Evita Mohr, 1:1.000); Maus anti-TIAR (BI@science,
Heidelberg, Deutschland, 1:1.750); Kaninchen angZR (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland, 1:100); Kaninchen anti-IP3K-B (1:100); Ziege anti-Mausfl(roteszierend,
Molecular Probes, 1:2.000); Ziege anti-Kaninchen (grin fluoreszierendcidaieProbes-
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland, 1:4.000); Ziege anti-Kaninchen (rot $izierend,

Molecular Probes- Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland, 1:2.000).

2.2.4.2 Immunadsorption von EGFP-Fusionsproteinen

Um EGFP-Fusionsproteine anzureichern, werden sie UUber ihren EGFP-Anhang
immunprazipitiert. Dazu wird zunachst eine groRe Zellkulturflasdfi® cnf Flache) mit
COS7-Zellen oder H1299-Zellen, die ca. 50% konfluent gewachsen sind, mit dem
entsprechenden Expressionsvektor transfiziert. Nach 24-stindiger Inkubati@ellda bei

37 °C und 5% Cewerden sie mit 10 ml PBS gewaschen und durch Zugabe von 2 ml MPER
Reagenz (Pierce, Bonn, Deutschland) lysiert. Nach 10 min bei R@ewatie Zellen im
Homogenisator zusatzlich aufgebrochen. Durch Zentrifugation fir 10 mird & und
15.000 xg werden die Membranen abgetrennt. Der Uberstand wird mit eBf&Pa
Antikorper/Protein-G-Agarose-Komplex (12,5 ul anti-GFP-Antikdrper (fRodMannheim,
Deutschland) und 50 pl Protein-G-Agarose (Roche, Mannheim, Deutschlandyaidberim
Kidhlraum vorinkubiert) fir 4 h im Kihlraum geschwenkt. AnschlieRend werden die
Agarosekugelchen durch Zentrifugation fir 20 sec bei 4.000 xg und 4 °C gekamuoh 3

mal mit PBS gewaschen. Pufferreste werden nach Zentrifugatiobb&0 xg fur 20 sec
abpipettiert.

Zur Vorbereitung der Probe fiur die SDS-Gelelektrophorese werden 404xul

Proteinprobenpuffer hinzupipettiert und die Probe flr 5 min bei 95 °C denaturiert.

2.2.4.3 Kinetikmessungen und Bestimmung der Substigpezifitat der
Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase

Die Kinetikmessungen der tber Immunadsorption angereicherie2KIkverden in 100 pl
oder 200 pl Reaktionsvolumen durchgefuhrt. Die Anséatze enthalten Mess(adfenM
HEPES/Na pH 7,0, 100 mM KCI, 0,5 mM ATP, 5 mM MgClL mM DTT, 20-40 ng
immunadsorbierte B2K (bestimmt durch Densitometrie des Fusionsproteins nach SDS
Gelelektrophorese) und zwischen 0,05 und 25 puM Ins(1,3,4sh,®R Reaktion wird nach
120 min bei 37 °C durch die Zugabe von Stopplosung (eiskalte TCE (Endkonzentt@%on:
(w/v)), 0,5 M EDTA (Endkonzentration: 5 mM) und 1 M NaF (Endkonzentration:M))m
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angehalten. Nach Zentrifugation werden die Proteinniederschlage wamtifzierung in
einem SDS-Gel aufgetrennt. Um die TCE aus dem Uberstand zunentfaverden drei
Diethyletherextraktionen durchgefuhrt. Anschliel3end wird mit 2 M &useinen pH-Wert
zwischen 6,5 und 7,0 neutralisiert. Die so extrahierten InsPs werdeh Metal dye
detection (MDD)-HPLC analysiert, wie beschrieben in (Gusd. t995, Mayr 1988, Mayr
1990). Sowohl Substrate als auch Produkte werden Uber interne Standardsiguantim
Fehler durch abweichende Reaktionsvolumina oder Verluste bei der oxirakt
auszugleichen, wird die Summe der Substrate und Produkte auf 100% nermdlig
Auftragung der Abh&ngigkeit der gRK-Aktivitdt von der Konzentration des Substrates
erfolgt mit dem Programm PRISM. Aufgrund einer sich darausbergken sigmoidalen
Abhéangigkeit wird v gegen [S] an die folgende Hill-Funktion angepass¢max*$/(K+S™)
(Segel 1975).

2.2.4.4 MDD-HPLC-Analyse von InsR-Isomeren in COS7-Zellen nach
Uberexpression von EGFP/IR-2K

COS7-Zellen (5*16) werden entweder mit dem eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-
C1 mit und ohne die cDNA derdRK fusioniert mit dem 3’-Ende der cDNA von EGFP oder
mit einem eukaryotischen Kontrollexpressionsvektor ohne Promotor (pEGRRxd&fjziert.

Die Transfektion wird mit fuGENEG6 (Roche, Mannheim, Deutschland) durchgefihrt.

Die Zellen werden fir 24 h bei 37 °C und 5% f6kubiert, mit PBS gewaschen und mit
Trypsin-EDTA vom Flaschenboden geldst. Die Gesamtzellzahl und diesfektionsrate
werden in einer ‘Neubauer’ Zdhlkammer bestimmt. AnschlieRend wereéedetlen durch
Zentrifugation (5 min, 4.000 xg, 4 °C) gesammelt, in eiskalter TriekBgsaure
aufgenommen (TCA, 8% (w/v) mit EDTA (0,5 M), und NaF (1 M) in findf®nzentration
von 2 mM bzw. 1 mM).

Die Zelllyse erfolgt durch zweifaches Einfrieren und Auftauefilissigem Stickstoff. Nach
Zentrifugation (5 min, 15.000 xg, 4°C) wird der Uberstand 15 min bei 40 °C inkubDier
TCA wird durch dreifache Etherextraktion entfernt und die Losung nesigrdl bevor die
InsB-Isomere durch MDD-HPLC wie in (Guse et al. 1995, Mayr 1988, Mayr 1990)

beschrieben analysiert werden.
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2.2.4.5 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorge (SDS-PAGE)

Fur die analytische Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht die
diskontinuierliche Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen adgewa
(Laemmli 1970, Ornstein 1964). Die daftir verwendeten Gele bestehemans ®ammelgel
und einem Trenngel. Im Sammelgel werden die Proteine aufgrund déargokienten
zwischen Sammel- und Trenngel fokussiert, bevor sie im Trenngel ihaeh Grol3e
aufgetrennt werden. Es werden 12,5%ige Gele der Dicke 1 mm genigtZsel@ werden in
eine vertikale Gelelektrophoresekammer (Hoefer, San Franciscd)EA), eingespannt, die
mit Laemmli-Laufpuffer beflllt wird. Bevor die Proben auf das @efgetragen werden,
erfolgt die Zugabe von 4x Probenpuffer und die Denaturierung der ProteiBé b€ fur 5
min. Die Geltaschen werden mit Hilfe einer Hamilton-Spritzé asen Proben befillt. Die
Elektrophorese wird bei 120 V durchgefiihrt, bis die Proteinfront das Treamge&ht hat.
Anschliel3end wird die Spannung auf 150 V erhoht.

Zur Farbung der Proteine werden die Gele fir 20 min in Farbelosurchwpskt.

Uberschiissige Farbe wird anschlieRend durch Schwenken in Entfarber (2 x 30 min) entfernt.

2.2.4.6 Western Blotting und Antikdrpernachweis vorProteinen

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen kdnnen diese von einem SD$HGeina
Nitrozellulosemembran Ubertragen werden (Western Blotting). @ekilon der Proteine
erfolgt durch entsprechende Antikorper. Sichtbar gemacht werden deinPkatikorper-
Komplexe durch Sekundarantikdrper, die mit einem Enzym (Alkalische Pliaspha
gekoppelt sind, das nach Zugabe seines Substrates eine Farbreaktion hervorruft.

Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrozellulosememérfigt in einem Blotter
der Firma BioRad. Es werden zwei 0,5 cm dicke Whatman-PapiereGelasind die
Membran in Blotpuffer getrankt und in der Reihenfolge: Papier, Meml@ah, Papier im
Blotter luftblasenfrei gestapelt. Bei einer Stromstédrke von 0,7/cnfA Gelflache und
konstanter Spannung dauert der Transfer 1 h.

Nach erfolgreichem Transfer kbnnen die Proteine auf der Membran BEoradeau-Farbung
sichtbar gemacht werden. Dazu wird die Membran fir 5 min in Pondg&Esungi geschwenkt
und ungebundene Farbe durch Waschen mjOdentfernt. Der Molekulargewichtsstandard
wird mit einem Bleistift nachgezeichnet. Zur Blockierung unspsdier Bindungsstellen
wird die Membran dann fir 30 min in Blockierlosung geschwenkt. Anschliel3éridtalie
Inkubation mit dem spezifischen Antikorper tber Nacht bei 10 °C. Nachderachiissige

Reste des Primarantikdrpers durch 3 maliges Waschen mit TUrBS imin entfernt wurden,
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erfolgt die Inkubation mit dem passenden Sekundarantikérper fur 1 h bei d&ih. \Wird
wieder 3 mal 15 min mit TTBS gewaschen. Um die Farbreaktion derigdheh Phosphatase
zu entwickeln, wird die Membran mit Farbeldsung inkubiert, bis der gehten$-arbegrad
erreicht ist und die Reaktion durch Spulen mit;@Hgestoppt. Es werden die folgenden
Antikorperverdiinnungen eingesetzt:

Anti-IP5-2K: 1:100; anti-TIAR: 1:1.000; anti-PAPB: 1:1.500; anti-GFP: 1:1.000; Alkhés
Phosphatase anti-Maus: 1:4.000; Alkalische Phosphatase anti-Kaninchen: 1: 1.000.

2.2.4.7 TCE-Lyse von NRK-Zellen und Detektion endaner Inositol-
1,4,5-trisphosphat 3-Kinase

Es werden 2*10bis 1¢ NRK-Zellen durch Zugabe von 1 ml Lysislésung lysiert und die
Proteine 1 h auf Eis prazipitiert. AnschlielRend wird 7 min bei 6.000 xd d@dzentrifugiert,

der Uberstand verworfen und der Niederschlag 3 mal mit 500 pl Ac&t@aschlosung
gewaschen. Der Niederschlag wird an der Luft getrocknet und dann in 500 p
Proteinprobenpuffer und 50 ul 1 M Tris, pH 8,4, resuspendiert. 40 pl dieser Lévsuthen
einer SDS-Gelelektrophorese unterzogen, auf eine Nitrozellulosermetnansferiert und die

IP3K-B mit dem Antikdrper kin4 (Verdinnung: 1:500) nachgewiesen.

2.2.4.8 Bakterielle Expression und Reinigung der Aknbindungsdomane
aus Ratten Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B nd ihrer
Mutanten als GST-Fusionsproteine

E. coliBL21 (DE3) RIL Zellen werden mit dem Expressionsvektor pGEX-2ndfiormiert,
der diewtABD bzw. ihre Helixbrechermutanten mit GST-Anhang codiert. DashAtam der
Bakterien erfolgt in 500 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin, 34 pg/@hloramphenicol)
bei 37 °C. Bei einer optischen Dichte von 0,5 bei 600 nm wird die Expressic@Sie
Fusionsproteine durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-thio-R-D-Galactosid (IRidBYiert.
Nach 2-stiindiger Proteinexpression werden die Zellen durch Zentivfudpei 11.000 xg fur
15 min gesammelt. Die Resuspension erfolgt in 30 ml Lysispuffem@O0Hepes, 1 mM
EDTA (pH 7,5)). Durch Zugabe von 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 0,5 mM
Benzamidin, 1 mM Dithiothreithol, 0,5% (w/v) Triton X-100 und anschlieRender
Sonifizierung bei 4 °C werden die Zellen lysiert. Nach Zentrifiogabei 11.000 xg und 4 °C
fur 10 min wird das GST/ABD-Fusionsprotein Uber eine Glutathion-Sephad@se
Affinitditschromatographiesaule (Amersham Pharmacia Biotechibufge Deutschland)
gereinigt. Die Reinheit wird durch SDS-Gelelektrophorese bestimmmid die
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Proteinkonzentration im Photometer gemessen. Die Proteine werddw idirén vitro

Bindungstests eingesetzt.

2.2.4.9 Aktinpraparation und in vitro Bindungstest

Die Aktinpraparation wird im Vorfelde von Prof. Dr. A. Wegner an dehRUniversitat
Bochum durchgefihrt. Aktin aus den Skelettmuskeln von Kaninchen werden w(iiedss
and Young 1967) beschrieben prapariert. Ein Teil des Proteins wird an GBR4HEthyl-
maleimid und anschlielRend mit 4-Chloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBBCHK373
modifiziert, um fluoreszierendes monomeres Aktin zu erhalten (Dsteteal. 1981). Die
Aktinkonzentration wird photometrisch bei 290 nm, unter Verwendung eines
Absorptionskoeffizienten von 24.900 Mm*, bestimmt (Wegner 1976). Das Protein wird
Uber eine Sephacryl S-200-Saule (2,5 x 70 cm), die mit Puffer A lmegntiwurde, gereinigt.
10% markiertes monomeres Aktin (1 uM) wird dann mit unmodifizierédtin (9 pM) in
Puffer A mit 1 mM MgC} und 100 mM KCI fir 1 h bei 37 °C copolymerisiert (Rees and
Young 1967). Fur die F-Aktinbindungstests werden unterschiedliche Konzentnatrone
IP3K-B-ABD/GST-Fusionsprotein (1-20 uM) mit 1 uM F-Aktin inkubiertieDAssoziation
des Fusionsproteins wird durch Anstieg der Fluoreszenzintensitat finir2@ufgezeichnet.
Die Fluoreszenz wird mit einem Perkin-EImdrS-50 Fluorimeter gemessen. Die
Extinktionswellenlange ist 480 nm, die Fluoreszenzintensitat wir84#&nm gemessen. Alle
Messungen werden bei 37 °C in Puffer A mit 1 mM Mg@id 100 mM KCI durchgefthrt.

2.2.4.10 Nicht-enzymatische  Asp-Pro-Spaltung einer N-terminal
trunkierten Form von IP3K-B

Ein trunkiertes cDNA-Fragment (bp 1665-2802) zur Expression einemNA@r trunkierten
katalytischen Doméane von IP3K-B, bestehend aus den Aminosauren 555-934, wurde von Dr
Sabine Windhorst und Christine Blechner in den pASK IBA3-Vektor (IBA,tiGgen,
Deutschland) kloniert. Die ProteinexpressionBncoli XL1-Blue und die Reinigung tber
Strep-Tactin-Affinitatschromatographie (Strep Tag starter Ki8, IBA, Gottingen,
Deutschland) wird entsprechend der Vorschrift des Herstellers durchgefihrt.

Je 500 ng der so prokaryotisch exprimierten N-terminal trunkierten #on IP3K-B werden

in 50 pul Puffer E mit 5 pul 10% TCE fir 3 min bei 4, 37, 60 und 95 °C inkubiert. Anschlie3end
wird die TCE durch Zugabe von 50 pl 1M Tris, pH 8,0 neutralisiert. Dobdh werden in
einem SDS-Gel getrennt, durch Western Blotting auf eine Nittdasémembran Ubertragen
und durch einen anti-Strep-Antikorper oder den anti-IP3K-B-Antikdrper kin4 nachgewiesen.
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2.2.5 Computergestutzte Methoden

Doppelfluoreszenzbilder bieten die Maoglichkeit, anhand der Verteilung keden
Fluoreszenzen das Lokalisationsverhalten beider Fluorophore in einemuBiktrachten. Zu
ihrer Erzeugung werden unterschiedliche Fluoreszenzbilder dessellsusBchnitts der
selben Zelle in Photoshop 7.0 (Adobe Systems Incorporated, San Jose, dlsgihgUber
die Registerkarte ,Bild/Einstellungen/Helligkeit-Kontrast“ngden die Intensitaten der beiden
Einzelfluoreszenzbilder einander angeglichen. Uber die Regiseerkart
.Bild/Bildberechnungen* wird durch adaptive Farbmischung das Doppelfluoresie
erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isofor m B unterliegt
Zielsteuerungsmechanismen zu verschiedenen zellular  en
Strukturen

Die intrazellulare Lokalisation der humanen Inositol-1,4,5-trisphosphain&ski (IP3K-B)
wurde von der Gruppe um Erneux ausschlief3lich fiir das GberexprimidPt&@&fonsprotein
beschrieben. Es wurde dabei eine Lokalisation am ER, an F-Aktin und an der
Plasmamembran  beobachtet (Dewaste et al. 2003). Die verantwortliche
Zielsteuerungsdoménen wurden jedoch nicht identifiziert. Dr. Isabélie®er (aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mayr) ist es im Rahmen ihrer Doktorarpeiungen, die
Aktinbindungsdoméne fur die Rattenform der IP3K-B zu identifizieremréioer 2002). In
der vorliegenden Arbeit sollte sich die vollstandige Charaktemsger dieses
Zielsteuerungsbereiches anschlie3en. Zuvor musste aber gekléehwebddie von Erneux
bestimmte intrazellulare Lokalisation der humanen Form mit der Rigten-IP3K-B

korreliert.

3.1.1 NRK-Zellen exprimieren zu mindestens 99% die | soform B der
Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase

Zur Untersuchung der Lokalisation endogener RnIP3K-B wurde die Methode der
Immunfluoreszenz gewahlt. Der hierfur verwendete hochaffine monoklomdiktfper kin4
bindet die bakteriell exprimierte katalytische Domane der IP38der Ratte (AS 570-934)
an der InspBindungstasche mit einemgk 1 nM, wie in ELISA-Studien bestimmt wurde
(Bertsch et al. 2000). Kin4 zeigt keine Kreuzreaktivitdt mit désdform von IP3K, erkennt
aber Isoform A au&allus gallusmit einem K von 0,1 nM. Daten zur Erkennung der IP3K-A
aus Ratten liegen leider nicht vor, da dieses Enzym in der Aghgifse von Prof. Dr. Mayr
nicht prokaryotisch exprimierbar vorliegt. Um kin4 trotz seiner Krealktivitat flir die
Immunzytochemie in NRK-Zellen verwenden zu kdnnen, musste das Expresssbers
dieser Zellen fir die Isoformen A und B bestimmt werden.

Das Expressionsprofil wurde durch Western Blot Analysen von Zd#iysaunter
Verwendung des Antikorpers kin4 bestimmt. Da neutrale Lysetechnikerz.Buienit kaltem
oder heiRem SDS Puffer, immer zu einem komplexen Bandenmuster3&usriiymenten

von niedriger Reproduzierbarkeit fuhrten, waren derartige Techniken é&%e dirt der
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Anwendung ungeeignet. Nur die Lyse mit eiskalter TCE fuhrte zodeprerbaren distinkten
Banden fast ohne Proteolyse. Wie Abbildung 17A gezeigt, konnten in diesen NRK-
Zellextrakten hauptsachlich B-Isoform spezifische Banden nachgewiewerden.
Interessanterweise war aber nur eine kleine Menge an ungesumittéP3K-B-
Volllangenprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 100 kD nachweisiaar3%o). 97%

des Proteins wurden offenbar geschnitten. Die TCE-Behandlung veruraasbkeinend eine
Spaltung an Asp-Pro-Spaltstellen. Diese Art der nicht-enzyrhatisSpaltung, bei der
zwischen den Aminosauren Aspartat (Asp, D) und Prolin (Pro, P) sesgalten wird, wurde
bereits flr viele Proteine beschrieben und kann schon unter leicht ®edamungen
erfolgen (Marcus 1985).

Dass es sich bei der Fragmentierung der IP3K-B tatsachlicAsmPro-Spaltung handelte,
wurde mittels eines prokaryotisch exprimierten trunkierten Fratgee (AS 555-934,
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Sabine Windhorsifjziert, welches nur

die drei Asp-Pro-Sequenzen an den Positionen 610, 617 und 765 enthielt. Die Inkubation
dieses Fragmentes fir drei Minuten bei einem pH-Wert zwischem 3 und Temperaturen

von 4, 37, 60 bzw. 95 °C fuhrte zu den erwarteten Banden bei 18 und 22 kD, nachgewiesen
im Western Blot mit dem Antikdrper kin4. Bereits bei 37 °C lag atagke Spaltung vor
(Daten nicht gezeigt). IP3K-B enthalt vier Asp-Pro-Sequenzdrbi(dung 17B), deren
Spaltung zu sieben Fragmenten der GroRRen 82,3, 58,5, 39,1, 37,5, 36,8, 18,1 und 17,4 kD
fuhrt, welche das Epitop fir kin4 enthalten. Die vorausgesagten Fragnneihtden
Molekulargewichten 82,3, 58,5 und 37,5 und 36,8 kD konnten nachgewiesen werden, wobei
die beiden letzteren zusammen in einer breiteren Bande erschidnaidyng 17A). Die
Banden der Grol3en 39,1 kD und > 20 kD wurden nicht detektiert, wahrscheinlitldievei
Spaltung an mehreren Spaltstellen in den kurzen Inkubationszeiten bbzd’&T wéhrend

der TCE-Lyse limitiert ist. AuRerdem wurde eine schwache Baadeé5 kD detektiert, dem
Molekulargewicht der IP3K-A. Die A-Isoform enthélt eine Asp-PpalBstelle an
Aminosaureposition 285, die der in Isoform B an Position 765 entsprichtaB@rsSpaltung

an dieser Stelle wirde ein Fragment der Grof3e 31,5 kD entstehehesvdls Epitop von

kind enthalt. Dieses IP3K-A-Segment wurde aber nicht detektiershdle liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei der 55-kD-Bande nicht um IP3K-A hasagdern
vielmehr um ein proteolytisches Spaltprodukt der B-Isoform. Unter Bsiditigung dieser
Daten kann davon ausgegangen werden, dass nicht mehr als 1% IP3K-A Heliden
vorhanden ist. Aul3erdem konnte auch nach wiederholten Versuchen keine mRNAKeon IP

A in NRK-Zellen durch RT-PCR nachgewiesen werden. In der Literatirde ebenfalls nur
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das Vorhandensein von IP3K-B fur diese Zelllinie beschrieben (SorianBantthg 1997).
Zusammenfassend kann eine Expression von bis zu einem Anteil von 1% nicht

ausgeschlossen werden, der die hier durchgefuhrten Versuche aber nicht beeinflitssen sol

A 110 kD |B
;—'_ SOKD AS 1 40¢ 61Q 617 J 765 946
IP3K- B N W7/
61 kD [17.4 kDa und 18.1 kDa| _———
— | 36.8 kDaund 37.5 kDa |
-82.3 kDa
e 306 kD

Abbildung 17: Detektion endogener Inositol-1,4,5-tisphosphat 3-kinase B durch Antikérper kin4 und
IP3K-B-Asp-Pro-Spaltung.

(A): Zum Nachweis endogener RnIP3K-B erfolgte die Hdltsng eines Zelllysates aus unbehandelten NRK-
Zellen. Die mit TCE gefallte Proteinfraktion wurdelelektrophoretisch getrennt und durch Westerrttitp

auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die Kiete von IP3K-B-Fragmenten erfolgte unter Verwenglu
des Antikdrpers kin4. Das Volllangenpolypeptid dleBK-B wurde bei ca. 100 kD detektie(B) verdeutlicht

die Entstehung der nachgewiesenen IP3K-B-Fragmdateh saure Spaltung an einer oder mehreren der
markierten Asp-Pro-Spaltstellen. Unterhalb der s@teschen Darstellung der IP3K-B sind die Spaltpkte
aufgefuhrt, die das Epitop flr kin4 enthalten.

3.1.2 Detektion von endogener Ratten Inositol-1,4,5 -trisphosphat 3-
Kinase Isoform B bestatigt Colokalisation mit F-Akt in, dem ER, und

weist auf Kernlokalisation hin

Nachdem eine signifikante Expression der IP3K-A in NRK-Zellergesshlossen werden
konnte, wurde der Antikoérper kind zur Untersuchung der Zielsteuerung endogeR8KRB
verwendet. Die Bindungs- und Detektionsspezifitdt des Antikdrpers wurdsgh dkinen
Kompetitionsversuch bestatigt, indem kin4 zunéchst 4 h mit rekombinantdytisater
Doméane von IP3K-B (freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Wefmamnick)
vorinkubiert wurde. Nach Inkubation von NRK-Zellen mit diesem Antikorper{femt
Komplex fuihrte die Zugabe des rot markierten sekundaren Antikorpersnar kpezifischen
Farbung mehr, was bedeutet, dass kin4 sehr spezifisch und hochaffin artatiss&he
Doméne von IP3K-B bindet.

Zur Untersuchung der intrazellularen Lokalisation endogener RattenBP&Krden NRK-
Zellen mit kind inkubiert. Die Visualisierung des Kinase/kin4-Kompgexsefolgte durch
Detektion mit einem rot fluoreszierenden sekundaren anti-Maus-Antik@yeerder Ziege
(Abbildung 18A). Zur Kontrolle wurde F-Aktin mit FITC-markiertem Phalloidin ddtert
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(Abbildung 18B). Die Colokalisation der IP3K-B mit F-Aktin erscheint gelb in der
Uberlagerung Abbildung 18C); dies insbesondere bei der Betrachtung von
Stressfaserbindeln (weil3e PfeileAbbildung 18A-C), welche sowohl durch die Detektion
endogener IP3K-B als auch durch die F-Aktinfarbung markiert wurden. Z#tsteuerung
zur Plasmamembran wurde nicht beobachtet, es ist vielmehr davon deszudass die
IP3K-B in der Nahe der Plasmamembran mit subkortikalem Aktin cosodel(Nalaskowski
and Mayr 2004). Um die ER-Lokalisation der IP3K-B zu untersuchen, wurdétA¢Rken
mit einem Vektor transfiziert, dessen Expression zur Produktion von ECFPdé@sron ER-
Zielsteuerungssequenzen flankiert wirdbbildung 18E). Anschliel3end erfolgte der
Nachweis endogener IP3K-B mittels Immunfluoreszedbb{ldung 18D). Durch die
Uberlagerung beider Bilder konnte die Colokalisation von IP3K-B mit @&nbestéatigt
werden Abbildung 18F). Um zu untersuchen, ob die ER-Zielsteuerungsdomane sich ebenso
wie die ABD, im N-Terminus der IP3K-B befindet, wurde eine Coesgiom des ER-
markierenden ECFP und des trunkierten N-Terminus der IP3K-B (AS 108i53%RK-
Zellen durchgefuhrt. Im Vergleich zum VolllAngenenzym zeigte 18&K-B-N-Terminus
(Abbildung 18G) eine stark verminderte Colokalisation mit ER-zielgesteuerte@tP
(Abbildung 18H).

Zusatzlich zu den bereits bekannten Lokalisationen wurde eine neueugelsg der IP3K-

B identifiziert, namlich die Translokation kleiner Mengen der Kinaseden Zellkern.
Abbildung 18A zeigt eindeutig IP3K-B innerhalb des Kerns, wie die rote Farbumgrhalb
der weil3en Markierung, die den Kern umrandet, beweist. Da es sidbeihigm ein
konfokales Bild handelt, kann eine Lokalisation der IP3K-B ober- oder uritedleal Kerns
ausgeschlossen werden.

Nachdem bestatigt werden konnte, dass sowohl humane als auch Rattdd-EiB&r
Zielsteuerung zu F-Aktin unterliegen, konnte davon ausgegangen werdemedagsiche
Bereich in beiden Enzymen fir die F-Aktinbindung verantwortlich isiv&sle deshalb eine
ausfuhrliche Charakterisierung der ABD sowohl im Rattenenzyraual in humaner IP3K-

B vorgenommen.
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Abbildung 18: Intrazellulare Lokalisation endogener Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B in NRK-
Zellen.

(A): In NRK-Zellen erfolgte der immunhistochemischechaeis von endogener IP3K-B unter Verwendung des
anti-IP3K-Antikorpers kin4. Der Kinase/Antikdrperskhplex wurde mit einem rot fluoreszierenden sekeewla
anti-Maus-Antikorper aus der Ziege sichtbar geméehfi00). Das weifRe Oval markiert den ZellkgB) zeigt
F-Aktin, welches mittels FITC-markiertem Phalloidiletektiert wurde. Die Colokalisation von IP3K-BduR-
Aktin erscheint gelb in der Uberlagerugg) (A-C: konfokale Aufnahmen, Dr. Isabell Schreiber). IRK¢
Zellen (n=100), die mit ER-Zielsteuerungssequerftankiertes ECFP Uberexprimiert¢&), wurde endogene
IP3K-B immunhistochemisch unter Verwendung des-Br8K-Antikérpers kin4 und eines rot fluoreszierend
sekundaren anti-Maus-Antikorpers aus der Ziegektlete (D). Die Uberlagerung vo(D) und (E) wird in (F)
gezeigt.(G) stellt eine NRK-Zelle nach 24-stiindiger Uberexpi@s des trunkierten N-Terminus der IP3K-B
(AS 108-585) dar. In der selben Zelle wurde ERggisteuertes ECFP iiberexprimi@t). Die Uberlagerung
dieser beiden Fluoreszenzen wirdlinabgebildet. Die Grol3enskala entspricht 10 pm.
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3.1.3 Die Bindung von Inositol-1,4,5-trisphosphat 3  -Kinase B an F-Aktin

bedarf der korrekten Sekundarstruktur ihrer Aktinbi ndungsdomane

Ein wichtiges allgemeines Merkmal von ABDs ist die Notwendigkaéer intakten
Sekundarstruktur zweien-Helices, welche die Bindung an F-Aktin vermitteln. Eine
weiterfihrende Charakterisierung der ABD von IP3K-B (si€heitel 1.2.2.1.1 (Schreiber
2002)) durch gezielte Mutagenesestudien sollte sowotlo als auchin vitro zeigen, dass
die ABD der IP3K-B ebenfalls dieses typische Kriterium etfidass die ABD (AS 108-170)

in eukaryotischen Zelleim vivo an F-Aktin bindet und als rekombinant hergestelltes Protein
auch in vitro F-Aktinbindung aufweist, wurde bereits gezeigt (Schreiber 2002). Um
ausschlieRen zu kénnen, dass es sich bei der F-Aktinbindung der isdiBReum ein
Artefakt handelte, welches durch eine im Vergleich zur IP3K-Bedadivende Proteinfaltung
entstand, musste gepruft werden, ob die isoliert exprimierte ABDdeér selben
Sekundarstruktur vorlag wie im Kontext des VolllAngenenzyms. Eine Wtogefaltete
isolierte ABD sollte mit der endogenen IP3K-B um die selben Bindielsn am F-Aktin
konkurrieren und deshalb in der Lage sein, das endogene Enzym vom F-Aktin zu verdréngen.
Nach 24-stiindiger Uberexpression der isolierten EGFP-markiertdh Zdiyte diese eine
deutliche Bindung an F-AktinAbbildung 19A). Wurde hingegen die endogene IP3K-B der
selben Zelle mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen, so wausi@usschliel3lich am ER
und im Kern lokalisier{Abbildung 19B). Die korrekte Sekundarstruktur der isolierten ABD
war somit hinreichend zur Verdrangung endogener IP3K-B vom F-Aktin. AaBelnid sollte
ihre Notwendigkeit fir die F-Aktinbindung geprift werden, indem ABD-Mganmit
gestorter Sekundarstruktur auf inre F-Aktinbindungseigenschaften untersucht wurden.

Zur Generierung dieser Mutanten wurden durch gezielte Punktmutagemnesene
Aminosauren innerhalb der beiden préadizierterHelices der ABD gegen Proline
ausgetauscht, da Prolinehelikale Strukturen brechen kdnnen. In die erste putatikielix
wurden die ,Helixbrechermutationen” L13%P und L143- P eingefligt. WieAbbildung

19C zeigt, war die Fahigkeit an F-Aktin zu binden bei dieser Mutaritestdrk reduziert.
Mutante H2 enthielt die Punktmutationen 115P und T163- P in der zweiten putativem-
Helix. Die so erzeugte ABD-Mutante zeigte keinerlei Bindundraiktin mehr, sondern eine
deutliche Gleichverteilung in der Zellal{bildung 19D).
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Abbildung 19: Intrazellulare Lokalisation endogener Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B nhach
Uberexpression der IP3K-B-ABD und intrazellulare Lokalisation von ABD-Helixbrechermutanten.

In NRK-Zellen, die 24 h die isolierte ABD der IP3-als EGFP-Fusionsprotein tberexprimierten, wurige d
endogene IP3K-B mit dem Antikdrper kind detekti@er Nachweis des Kinase/Antikdrperkomplexes etéolg
mit einem rot fluoreszierenden anti-Maus-Antikorpgus der Ziege (n=100). Die EGFP-Fluoreszenz des
EGFP/ABD-Fusionsproteins, in einer Beispielzells, in (A) dargestellt,(B) zeigt die immunhistochemisch
nachgewiesene endogene IP3K-B der selben Zelle.

AuRRerdem wurde in NRK-Zellen die intrazellulare tikation der Helixbrechermutanten, exprimiertEBGFP-
Fusionsproteine, fluoreszenzmikroskopisch untetsiigweils n=100).(C) zeigt die EGFP-Fluoreszenz der
Helixbrechermutante H1 (L139P und L143-P), (D) die der Helixbrechermutante H2 (115% und
T163- P). Die GroRRenskala entspricht 10 pm.

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Albrecht Wegner an der Ruhr-Uni&eiBochum wurden
anschlieBend F-Aktinbindungsstudien durchgefuhrt, um aughro die Notwendigkeit einer
intakten Sekundarstruktur der ABD zu beweisdbhildung 20). Die Bindungsstudien
beruhen auf einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat von fluoreszémemean F-Aktin, der
durch Bindung eines Proteins an das F-Aktin verursacht wird. Nach Inkulsa¢igiender
Konzentrationen derwt-ABD, rekombinant exprimiert als GST-Fusionsprotein, mit
fluoreszierendem F-Aktin stieg die Fluoreszenzintensitat starkweas auf eine direkte
Bindung der ABD an F-Aktin schlie3en lie3. Aus dem konzentrationsabhaniyigtieg der
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Fluoreszenzintensitat konnte eingd, von etwa 10 uM berechnet werden. Die beiden
Helixbrechermutanten der ABD verursachten keinen Anstieg in derdskzemzintensitat, sie

besitzen somit audh vitro keine F-Aktinbindungsaktivitat.
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Abbildung 20: In vitro Bindungsstudien vonwtAktinbindungsdomane und Helixbrechermutanten an F-
Aktin.

Der Graph zeigt die Abhéngigkeit der relativen Faszenzintensitat von der Menge des eingesetzteeiRs:
WtABD/GST-Fusionsprotein (graue Rauten), Helixbreohdante H1 (graue Quadrate) und Mutante H2
(schwarze Dreiecke). Die Bindungskurve, kalkulifiit Ky = 10,1 puM, wird durch die schwarze Linie
dargestellt.

3.1.4 Die putative Aktinbindungsdomane, bestehend a us den
Aminosauren 108-170, st die einzige Aktinbindungsre  gion

im N-Terminus der Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kin ase B

Um zu beweisen, dass die ABD, die in der Rattenform aus den AmieasHd8-170 geformt
wird, die einzige funktionale ABD in der N-terminalen Domane von IB3ist, wurden die
oben beschriebenen Helixbrechermutationen ebenfalls in den trunkiertearniilis
eingeflgt. Im Arbeitskreis von Prof. Dr. Mayr liegt ein EGFRpEessionsvektor vor, der fir
die Aminosduren 108-585 codiert. Es wurden wieder durch Quik-Change-Mutagbaeese
Mutationen L139, P und L143- P in die erste putative-Helix und die Mutationen 1159 P
und T163-P in die zweite putativei-Helix eingefuigt. Uberexprimiert in NRK-Zellen
verhielten sich beide Mutanten wie die Helixbrechermutanten deerieol ABD. In der
erstena-Helix flihrten die Mutationen zu einer stark reduzierten F-Aktinbindddpildung

21A), in der zweiteru-Helix wurde durch die Mutationen eine Gleichverteilung des Proteins
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in der Zelle erzielt Abbildung 21B). Der unmutierte N-Terminus dagegen zeigte eine
deutliche Zielsteuerung an F-AktiAl§bildung 21C).

Abbildung 21: Intrazelluléare Lokalisation des N-Terminus der Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B.

In den N-Terminus der IP3K-B wurden Helixbrecheratignen eingeflgt. In die ersteHelix (Mutante H1,
L139- P und L143-P) bzw. in die zweitei-Helix (Mutante H2, 1159, P und T163-P). Nach 24-stiindiger
Uberexpression der Mutanten bzw. des IP3K-B-N-Teusi in NRK-Zellen wurde die intrazellulare
Lokalisation der EGFP fusionierten Polypeptide fagzenzmikroskopisch untersucht (jeweils n=%8). zeigt
die EGFP-Fluoreszenz von HB) die von H2 undC) die des IP3K-B-N-Terminus’. GréRenskala entspridht
pm.

3.1.5 Die Deletion der Aktinbindungsdomane aus dem Volllangenprotein
der Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B fuhrt zum Verlust der
F-Aktinlokalisation und zur Identifizierung des

Kernlokalisationssignals

Bei Lokalisationsstudien isolierter Zielsteuerungsdoménen kann keinsageisdariber
gemacht werden, ob diese Segmente im Kontext des Volllangenpradessliben
Eigenschaften aufweisen wie in isolierter Form. Da die put&t®@ bisher nur als isoliertes
Fragment oder flankiert von Segmenten des N-Terminus exprimiensuoht wurde, sollte
gepruft werden, ob durch die Deletion der ABD aus dem IP3K-B-Vollidmgeein jegliche
Aktinbindung des Proteins eliminiert wirde. Auf diese Weise konnte scldgssen werden,
dass es weitere funktionelle ABDs in der IP3K-B gibt und dassics bei der bisher
identifizierten ABD nur um einen Teil einer grol3eren bzw. komplexégebauten Domane,
ahnlich z.B. den /LWEQ-Domanen (McCann and Craig 1999) handelt.

Hierzu wurde zunachst, wie in ,Material und Methoden® beschrieben, uaryotischer
Expressionsvektor generiert, der die Volllangen-cDNA der humanen BP28Kthielt. Die
ABD wird in der Rattenform der IP3K-B von den Aminosauren 108-170 gebllietdie
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ABD aus der humanen Form zu deletieren, wurde das entsprechenderfrdgstehend aus
den Aminosauren 103-165, entfernt.

Die intrazellulare Lokalisation des HsIP3K-B/EGFP-Fusionsprotetmesmte mit der oben
beschriebenen Lokalisation der endogenen IP3K-B uberein. Das Fusionsprig®ii Ry
Lokalisation auf und bewirkte starke Fluoreszenz in und um den Kern.dlo&alisation mit
F-Aktin war deutlich sichtbarAbbildung 22A). Zur Kontrolle wurde F-Aktin mit TRITC-
markiertem Phalloidin und der Kern mit DAPI gefarAbbildung 22B).

Erwartungsgeman fiihrte die Uberexpression der DeletionsmutanEGER-Fusionsprotein,
nicht mehr zu einer Markierung von F-Aktinstrukturélpildung 22C). Zusatzlich fiel auf,
dass keine Translokation der Deletionsmutante in den Kern stattfamdendadie ER-
Lokalisation erhalten blieb. Tatsachlich lasst sich in der Psimétur der ABD ein
kanonisches monopartites Kernlokalisationssignal (NLS) vorhersagenheseturch die
Deletion der ABD ebenfalls entfernt wurde. Auf diese Weise kamveemutlich zu einer
ausschlief3lich zytoplasmatischen Lokalisation der Mutante. DasvWidSin der humanen
Form von den Aminosduren 128-131 gebildet, in der Ratte liegt es bei Ammepssition
134-137. Die Sequenz RKLR des NLS in der RnIP3K-B ist beim Menschestarallg
konserviert ¢iehe auch Diskussion: Abbildung 4D In der katalytischen Doméne der IP3K-
B gibt es ein weiteres Segment, das der Konsensussequenz eines rtitenopad.S
entspricht. Obwohl die katalytische Domé&ne durch die hier vorgenommdegoDem N-
Terminus nicht verandert wurde, fand kein Transport der Deletionsmutaghé® Kern mehr
statt. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass dieses putativen NLS
Volllangenprotein der IP3K-B nicht aktiv ist. Es wurde aus diesenn@ nicht weiter

untersucht.
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A B C

Abbildung 22: Intrazellulare Lokalisation uberexpri mierter humaner Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinag
B und der ABD-Deletionsmutante in NRK-Zellen.

(A) zeigt eine beispielhafte NRK-Zelle, die mit EGFBsibniertes HsIP3K-B-Volllangenprotein (grun)
Uberexprimiert (n=100). F-Aktin wurde mit TRITC rkértem Phalloidin (rot), der Kern mit DAPI (blau)
gefarbt. (B) stellt die Uberlagerung dieser beiden Fluoreszerdar. (C) zeigt die griine Fluoreszenz eines
Fusionsproteins aus EGFP und IP3K-B/ABD-Deletionsmie, in einer NRK-Zelle, nach 24-stiindiger
Uberexpression (n=100). Die GréRenskala entsptiéhtm.

76



Ergebnisse

3.2 Charakterisierung neuer Funktionen humaner Inos  itol-1,3,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase durch  Untersuchung ihrer
intrazellularen Lokalisation

Die Phosphorylierung von Ins(1,3,4,5,6)® InsR war, zu Beginn dieser Arbeit, die einzige
bekannte Funktion der humanen Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-King@&)(IF-ur
das Hefehomolog Ipk1l wurde aber bereits eine indirekte Rolle im i@ézgliierten mMRNA-
Export beschrieben. Die ihm zugewiesene Funktion wurde dabei allerdingie &roduktion
von InsRk beschrankt, welches als der aktive Effektor im mRNA-Export dée Hezeichnet
wurde. Im Rahmen dieser Arbeit sollten neue Funktionen d&tkRIurch die Untersuchung

der intrazellularen Lokalisation dieses Enzyms identifiziert werden.

3.2.1 Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat  2-Kinase unterliegt  einer
Zielsteuerung aus dem Zytoplasma in den Kern zu akti ven

Genregionen

Um Hinweise auf die physiologische Relevanz vogdR im Menschen zu erhalten, wurde
zunéchst die intrazellulare Lokalisation Giberexprimierter EGi#$telRsproteine der §2K in
verschiedenen eukaryotischen Zelllinien untersucht. Die Wahl derinigill wurde in
Kapitel 2.1.8. erlautert. Fur die meisten der bereits beschriebenen InsP-Kimasde eine
Translokation vom Zytosol in den Zellkern gefunden, und ein unabhangiger InsP-
Metabolismus im Kern wird in letzter Zeit immer eingehendeskutiert (Martelli et al.
2004). Insbesondere die Beteiligung von nukledarem 4nsfsR und InskR an der
Chromatinremodellierung (Rando et al. 2003, Shen et al. 2003, Stege@d3)|.sowie die
Wichtigkeit von InsR im NHEJ (Byrum et al. 2004) und in RNA editierenden Enzymen
(Macbeth et al. 2009)ef3en vermuten, dass diesiPK auch im Kern lokalisiert sein kénnte.
Diese Annahme konnte vor Beginn der vorliegenden Arbeit bereits durchsucttang der
intrazellularen Lokalisation Uberexprimierter EGFP-Fusionsprotéiere IR-2K in NRK-
Zellen bestéatigt werden (persénliche Mitteilung von Dr. Marcus Nalaskowski).

Die IPs-2K wurde sowohl als N- als auch als C-terminales EGFP-Fusmtesprin NRK-
Zellen Abbildung 23A-C) und COS7-Zellen Abbildung 23D-F) Uberexprimiert. Beide
Fusionsproteine verhielten sich bezlglich ihrer Lokalisation gleichdiglieh die
Transfektionsrate war fur die N-terminal fusionierte- 2K etwas hoher als fur die C-terminal
fusionierte, deshalb wurden alle weiteren Untersuchungen mit dep2KIEGFP-

Fusionsprotein durchgefthrt.
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In den transient transfizierten Zellen wurde sowohl zytosolisclse aalich nukleére
Lokalisation der IR-2K beobachtet. In einer gro3en Anzahl von Zellen trat das Enzym nach
mehr als 20 h Expressionszeit auch in die Nukleoli ein. Interessamerwar das Enzym
nicht gleichmaflig im Kern verteilt, wie nahezu alle anderen bibkschriebenen InsP-
Kinasen (Brehm et al. 2004, Nalaskowski et al. 2003, Saiardi et al. 200&d}ir die IPMK

aus Drosophila melanogastewurde eine spezifische Zielsteuerung an Euchromatin in
Polytdnchromosomen beschrieben (Seeds et al. 2004). WiAblmidung 23 (A,D)
veranschaulicht, zeigte diest2K eine stark strukturierte Anlagerung an spezifische nukleare
Strukturen, die nur schwach von DAPI angefarbt wurddbi(dung 23B,E). Genregionen,
mit denen DAPI stark wechselwirkte, zeigten hingegen kaum griuweskzenz, beruhend
auf der Anlagerung von §2K. DAPI ist eine mit DNA interkallierende Substanz, die
Heterochromatin signifikant starker anfarbt als Euchromatin (Coetaml. 2002). Die
UberlagerungsbildeAbbildung 23C,F) visualisieren diese Art der spezifischen Lokalisation
von IR-2K, die auf eine bevorzugte Zielsteuerung des Enzyms an die Eucimioakébn

von nukledren Substrukturen hinweist.

Im Rahmen der von der Autorin praktisch betreuten Diplomarbeit von Dipl.-Bbbias
Schenk sollte ein putatives DNA-Bindungsmotiv deg-2R untersucht werden (Schenk
2004), welches von einem phylogenetisch konservierten putativen Zinkfingemetiidet
wird. Es wurden hierzu mittels Quik-Change-Mutagenese Punktmutationedtemn N-
Terminus der IR2K im Bereich dieses putativen Zinkfingermotives (AS 150-170) erzeugt
Die Mutanten enthielten Alanine anstelle basischer Aminoséuren e@serdi Segment.
Tatsachlich konnte die Colokalisation deg-BK mit Euchromatin durch die Mutagenese von
Lysin 168 zu Alanin im IR2K-Volllangenprotein vollstandig aufgehoben werden. Diese
Punktmutante zeigte eine gleichmalRige Verteilung in ZytoplasmaZetikdern und wies
keinerlei Anlagerung mehr an Euchromatin aibljildung 23G-I). Wurden Serine anstelle
der putativ Zink bindenden Cysteine oder Histidine eingefugt, so wtedidokalisation der

Mutanten stark beeinflusst (sieKapitel 3.2.2).
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Abbildung 23: Intrazelluléare Lokalisation Uberexpri mierter Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinas.

IPs-2K/EGFP-Fusionsprotein wurde transient in NRK- b&0S7-Zellen tiberexprimiert und die Kerne wurden
mit DAPI gefarbt (siehe Material und Methoden, n@LGA-C) bzw. (D-F) zeigen Fluoreszenzbilder von NRK-
und COS7-Zellen 24 h nach Transfektion. Die EGFRibfeszenZA,D) die blaue DAPI-Fluoreszer(B,E) und

die Uberlagerungen beider Signdl@,F) veranschaulichen die Colokalisation von nukleaE@&FP/IR-2K-
Fusionsprotein mit Regionen, die nur schwach vonPDAngefarbt werden, wahrend stark DAPI bindende
Regionen nur leichte EGFP-Fluoreszenz aufweisen.

Eine reprasentative NRK-Zelle, in der die Mutante68- A Uberexprimiert wurde, wird i{G) dargestellt
(n=100). Die EGFP-Fluoreszenz ist hier gleichm&Rigschen Kern und Zytoplasma verteilt. Die Farbuaieg
Kerns erfolgte mit DAPI(H). (I) stellt das Uberlagerungsbild voiG) und (H) dar. Die GroRenskalen
entsprechen 10 pm.

Um diese Daten, die mit dem Uberexprimierten Enzym gewonnen wudé&estatigen und
Uberexpressionsartefakte ausschlieBen zu kénnen, wurde die intragellokadisation der
endogenen 2K untersucht. Es wurde hierflr ein Kaninchen angidR-Peptidantikdrper
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verwendet, der gegen das PeptiHEFAEERKTLQ

(AS 346-360) der humanen Form ders-BK gerichtet ist. In Kontroll Western Blots
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detektierte dieser Antikdrper spezifisch Uberexprimiertes2 KYEGFP-Fusionsprotein, wie
durch einen anti-GFP-Antikérper bestéatigt wurde. Rbbildung 24 (A-L) zeigt die
intrazellulare Verteilung der endogenen-BX. Im Zytoplasma war die Kinase nur in sehr
geringem Mal3e nachweisbar, der Zellkern hingegen wies eine Budrgenz endogenersiP
2K auf (Abbildung 24A,D). In Ubereinstimmung mit den Daten, die mit derg2R/EGFP-
Fusionsprotein gewonnen wurden, ist eine gegensatzliche Farbung zu(B®EPdeutlich
erkennbar. In vielen der untersuchten Zellen waren punktférmige AnsammliuogdR-2K

vor allem im Zentrum der Nukleoli sichtbéD). Sich teilende Zellen in der Anaphase oder
der Telophase, in denen Kernmembranen abwesend sind, zeigten eine &jleggehm
Verteilung von IB-2K im Zytoplasma. Eine Colokalisation mit den hochkondensierten
Chromatinstrukturen war in diesen Zellen erwartungsgemalf nicht nabaw@bbildung
24G-L).
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Abbildung 24: Intrazellulare Lokalisation endogenerInositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase.

Endogene IR2K wurde durch Immunfluoreszenz in H1299-Zellertettdert (siehe Material und Methoden,
n=100). Zwei reprasentative Zellen sind {A-F) abgebildet. Rote H2K-Immunfluoreszenz(A,D) ist
hauptsachlich im Kern in vielen kleinen Punktenal@diert, die sich in schwach DAPI gefarbten Kegioaen
befinden(B,E). Die Uberlagerunge(C,F) bestatigen diese Lokalisation. In einigen Zellemde auch IR2K in
den Nukleoli detektiert (weil3e Pfeile D). In sich teilenden H1299-Zellen (zwei Beispielerlin (G-L)) war
die rote Immunfluoreszenz der endogenes2R (G,J) gleichmaRig Uber die Zellen verteilt und zeigtéinke
Colokalisation mit Heterochromatin, gefarbt mit DAfH,K), wie die Uberlagerunge(,L) bestatigen. Die
GroRenskala entspricht 10 pm.
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3.2.2 Die Zielsteuerung der Inositol-1,3,4,5,6-pent akisphosphat 2-Kinase

reguliert ein zeitabhangiges zytoplasmatisches Pendel n der Kinase

Nachdem eine nukledare Lokalisation der 5-BK identifiziert wurde, sollten
Zeitreihenexperimente kléaren, ob die Kinase im Kern verbleibt odermoReexport der ¥
2K vom Zellkern ins Zytoplasma erfolgt. Ein solches nukleozytoplasoies Pendeln
konnte ein erster Hinweis auf eine mogliche Beteiligung de2Pam mRNA-Export sein.
Zur Klarung dieser Frage wurdensiPK/EGFP-Fusionsprotein exprimierende NRK-Zellen 6,
10, 14, bzw. 20 Stunden nach Transfektion fixiert und die intrazellulare kakah des
Proteins fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Anhand ihrer Fluoreszentittensden fir
jeden Zeitpunkt jeweils 40 Zellen ausgewdahlt und fotografiert, did¢telstark das
Fusionsprotein exprimierten und die Prozentanteile der Zellen berechdehen die IR2K
unterschiedlich lokalisiert war. Drei verschiedene intrazelluMegteilungen der 1R2K
wurden definiert: Erstens eine ausschliel3lich zytosolische Lotkahs@bbildung 25, rote
Saulen. Zweitens eine schwéachere Fluoreszenzintensitdt im KerninalZytoplasma
(schwarze Saulepund drittens, gleich starke oder starkere Fluoreszenzintemsitéenn als
im Zytoplasmagrtine Sauler).
Sechs Stunden nach Expression war noch in keiner der Zellen Fluorsghdbar. Erst nach
frihestens zehn Stunden konnte griine Fluoreszenz des exprimierten Fusorsprot
beobachtet werden. Nach dieser Zeit war die2lR in 35% der untersuchten Zellen exklusiv
im Zytoplasma lokalisiert. In 37,5% der Zellen konntg-2R im Kern detektiert werden.
Diese Zellen wiesen weniger Fluoreszenz im Kern als impatma auf, aber es lag bereits
z.T. eine strukturierte Anlagerung des{EK an Euchromatin vor. 27,5% der untersuchten
Zellen zeigten eine gleichmafiig starke Fluoreszenz in Kern utaplZgma. In der Halfte
dieser Zellen (13,75%) lag diesl2K sowohl strukturiert als auch diffus im Kern vor. In den
restlichen Zellen (13,75%) zeigte die nukledres-aR eine nahezu ausschliel3liche
Lokalisation an Euchromatinstrukturen. Eine Lokalisation de2Kin den Nukleoli wurde
nach 10-stindiger Expression in keiner Zelle beobachtet. 14 Stunden nadbKli@angeigte
ein weit grof3erer Prozentsatz an Zellen strukturierte Anlagetenéinase im Kern (77,5%
mindestens gleich starke Fluoreszenzintensitat in Kern und Zytaplastyb% schwachere
Fluoreszenz im Kern als im Zytoplasma). Die Nukleoli waren e@mmoch von der
Fluoreszenz ausgespart. Nur in 10% der Zellen war noch immer kgniigkante Menge an
fluoreszierendem Protein im Zellkern sichtbar. 20 Stunden nach Traosfekesen 100%
der Zellen starke nukleére Fluoreszenz auf, in 80% konnte keine diffedtedP;-2K mehr,
sondern nur noch spezifisch am Euchromatin lokalisierte Fluoreszenz bextlveerden. Zu
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diesem Zeitpunkt nach Transfektion war dig-2K auch in die Nukleoli aufgenommen
worden. Die zeitliche Abfolge der Lokalisationsstufen der2R wird in dem graphischen
Schema inAbbildung 25 (1A-C) illustriert. Darunter ist jeweils eine Beispielzelle fdie
jeweilige Expressionszeit dargest€RA-C). Insbesondere nach der langsten Expressionszeit
wird eine Besonderheit der dRK-Lokalisation sichtbar. Es konnten grol3e
Fusionsproteinakkumulationen im Zytoplasma einiger transfiziertdiernZebeobachtet
werden. Teilweise standen diese konzentrisch um den Kern angeordnateraGroch in
Kontakt mit Kernporen. Derartige Proteinakkumulationen wurden niemals deei

Uberexpression anderer EGFP-fusionierter InsP-Kinasen beobachtet.
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Abbildung 25: Expressionszeit abhéngige Translokatin der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase

IPs-2K/EGFP Uberexprimierende NRK-Zellen wurden 10,b¥&v. 20 h nach Transfektion fixiert. Fur jede Zeit
wurde die intrazellulare Lokalisation von EGFP UDAPI in 40 Zellen untersucht. Die Fluoreszenzvéutej
nach jeder Expressionszeit wird IA-C schematisch dargestellt (schwache DAPI-Farbundblae, starke
DAPI-Farbung: dunkelblau, F2K/EGFP: grin). Reprasentative Einzelzellbilderden in2A-C gezeigt. Die
GroRenskala entspricht 10 pm.

Das Saulendiagramig8) gibt an, in wieviel Prozent der untersuchten Zeliie Fluoreszenzintensitat im Kern
schwéacher war als im Zytoplasnfachwarze Saulen) die Fluoreszenzintensitat im Kern gleich starlerod
starker war als im Zytoplasm@riine Saulen)und in wieviel Prozent der untersuchten Zellensehkeflich
zytoplasmatische Fluoreszenz sichtbar (mare Saulen) 100% entsprechen jeweils 40 Zellen.

84



Ergebnisse

3.2.2.1 ldentifizierung der Zielsteuerungsdomanen et Inositol-1,3,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase

Das nukleozytoplasmatische Pendeln der2lR und ihre Colokalisation mit Euchromatin
bedingen die Aktivitdt verschiedener Zielsteuerungsdoménen. Um nachSymdrese im
Zytoplasma in den Kern gelangen zu konnen, ist ein Kernlokalisationks$iging) notig.
Enzyme, deren Molekulargewicht 40 kD Uberschreitet, konnen namlich nigiv paden
Kern diffundieren. Stattdessen missen sie, wieKapitel 1.3.3.1.1 beschrieben, uber
mindestens ein Kernlokalisationssignal verfiigen, das von Impoenkannt wird. Nach der
Bindung des NLS fungiert das Importin dann als Transporter, der dagratihde Protein
in den Kern geleitet.

Nach der Aufnahme der 4K wird eine Zielsteuerungsdoméne fur die Lokalisation am
Euchromatin bendtigt. Die notwenige Aminoséure wurde, wikapitel 3.2.1 beschrieben,
bereits im Bereich einer putativ Zink bindenden Domaéne als Lysin 168 identifiziert.

Um den Kern wieder verlassen zu kénnen, muss aul3erdem ein KernexpbitSigsa

vorhanden sein.

3.2.2.1.1 Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase besitzt ein nicht-

kanonisches Kernlokalisationssignal in ihrer N-terminalen Domane

Um den Kernimport der 2K zu charakterisieren, erfolgte in Datenbankrecherchen die
Suche nach klassischen NLS-Sequenzen. Tatsachlich wurde ein solches riitesdgaS
der Sequenz PPNRKKzwischen den Aminoséauren 38-44 pradiziert.

Die Notwendigkeit dieses Fragmentes fur den Kernimport de2KPwurde anschlie3end in
der von der Autorin mitbetreuten Diplomarbeit von Dipl.-Biol. Tobias Schenkrsuntht
(Schenk 2004). Die Inaktivierung putativer NLS, durch den Austausch der fixXLde
Aktivitat essentiellen basischen Aminoséauren, ist ein adaquated kit Identifizierung von
Kernlokalisationssignalen. Die Eliminierung der fir den Kernimport antigen und
hinreichenden Aminosauren wuirde dabei zu einer rein zytosolisch lokalsiMutante
fuhren. Es erfolgte deshalb die Mutation aller drei basischen Amiresé diesem Segment
zu Alaninen (Mutante TS1: R41/K42/K43A). Bei der hierfir verwendeten Methode, der
Quik-Change-Mutagenese, werden die gewtnschten Mutationen in die cDNRrokeins
eingefligt, die sich, fusioniert mit der cDNA von EGFP, in einem eguokiachen
Expressionsvektor befindet. Nach Transfektion eukaryotischer Zelletiesgm Vektor wird

die Mutante als EGFP-Fusionsprotein in den Zellen Uberexprimiert umd &aschlie3end

85



Ergebnisse

fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden. Die Mutante TS1 zeigtdiad)s in maximal
13% der transfizierten Zellen eine rein zytosolische Lokalisg#dabildung 26, TS1). Die
nicht modifizierte Form der §?2K zeigt dagegen in 100% transfizierter NRK-Zellen und ca.
82% transfizierter H1299-Zellen eine starke nukleédre Lokalisafibbildung 26, erste bzw.
letzte Saule). Das pradizierte NLS ist somit nicht entschdid® der Translokation derstP

2K in den Kern beteiligt. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde davon anggeg dass fur
den Kernimport der 22K weitere basische Aminosauren notwendig sind, die ein nicht-
kanonisches NLS bilden. Deshalb erfolgte die Herstellung weitdiganten, in denen
zusatzliche Lysine und Arginine im N-Terminus des-BK zu Alaninen konvertiert wurden.
Die Mutante TS2, in der neben dem Motiv R41/K42/K43 auch R28, K33 und K36 gegen
Alanine ausgetauscht wurden, war bereits in 32% der untersuchten pahezytosolisch
lokalisiert (Abbildung 26, TS2). Der grof3te Effekt wurde interessanterweise aber terziel
wenn ein putatives Zinkfingermotiv (AS 150-170) mutagenisiert wurde KDreversion der
putativ Zink bindenden Histidine (H152, H156) und Cysteine (C159, C162) zu Seringn fuhr
dazu, dass das mutierte Protein (Mutante TS3: H152/H156/C159/(3%6Mh 45% der
untersuchten Zellen nicht mehr in den Kern transportiert wuktdeildung 26, TS3). Die
Beteiligung eines Zink bindenden ,i;-Motives an einem NLS wurde bisher nicht
beschrieben, trotzdem scheint es am Kernimport de2iPbeteiligt zu ein. Untersuchungen
von Prof. Dr. Mayr ergaben, dass dieser Typ von Zink bindendgip-I@otiv in der IR-2K

von vielen Tierspezies hochkonserviert ist. Es kdnnte somit eine selfigsi Rolle in der
Zielsteuerung der B2K spielen. In der ebenfalls von der Autorin praktisch betreuten
Diplomarbeit von Dipl.-Ing. Xuefei Zhou wurden die basischen Reste inUdggebung
dieses putativen Zinkfingermotives auf ihre Beteiligung am Kernitnmar IR-2K
untersucht, um die Charakterisierung des NLS vop2k fortzufihren (Zhou 2005). Es
wurden hierzu Mutanten generiert, in denen in verschiedenen Kombinatiorigysidie 155,
157, 173, 175 und 179 zu Alaninen mutiert wurden. Zwei dieser Mutanten zeigeer8Pe

der transfizierten H1299-Zellen eine rein zytosolische Lokalisaisrhandelt sich dabei um
die Mutante XZ1, die die Mutationen K155/15A tragt, und die Mutante XZ2, in der die
Lysine 173, 175 und 179 zu Alaninen mutiert wurden. Die Mutante XZ3, welche die
Mutationen aller drei Mutanten XZ1, XZ2 und TS2 enthielt (XZ3:
R28/R33/K36/R41/K42/K43/K155/K157/K173/K175/K17A), war ebenfalls in 80% der
transfizierten Zellen ausschliel3lich zytosolisch lokalisiert. Késinte somit durch die

Kombination der Mutationen kein additiver Effekt erzeugt werden, dereinr rals 80% der
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transfizierten Zellen eine vollstandige Inhibierung des Kernimportes IR-2K-Mutanten
erzeugte Abbildung 26, XZ1-3).
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Abbildung 26: Die intrazellulare Lokalisation von IPs-2K/NLS-Mutanten

(A): Schematische Darstellung dersf® und der Mutanten TS1-3 und XZ1-3 als EGFP- rjgdl Oval)
Fusionsproteine. Das pradizierte putative monaojgalLS ist grau unterlegt, das putative Zinkfingetimwird
durch einen gelben Kasten hervorgehoben. Basisahéosduren sind in blauen, putativ Zink bindende
Aminosauren in violetten und durch Mutagenese diligte Alanine (A) sind in roten Lettern dargedtell

(B): Die IPs-2K/NLS-Mutanten TS1-3 wurden in NRK-Zellen Ubergrgert, die Mutanten XZ1-3 in H1299-
Zellen. Nach 24 h wurde die intrazelluldare Lokaima der Mutanten ire 200 Zellen fluoreszenzmikroskopisch
ausgewertet. Das Diagramm gibt den Prozentsatgfizarter Zellen an, in denen die Mutanten reitogglisch
lokalisiert vorlagen (schwarze Saulen), bzw. Kekalsation aufwiesen (graue Saulen). In den Mutamiaren
die folgenden Aminosduren mutiert worden: TS1: R4RIKA3- A; TS2: R28/R33/K36/R41/K42/KA3 A,
TS3: H152/H156/C159/C162S; XZ1. K155/K157- A; XZ2: K173/K175/K179- A; XZ3:
R28/R33/K36/R41/K42/K43/K155/K157/K173/K175/K17A.

87



Ergebnisse

3.2.2.1.2 Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase besitzt ein Exportin

unabhangiges Kernexportsignal

Der nukledre Export eines Enzyms kann uUber unterschiedliche Mechaniggeliert
werden. Eine Madglichkeit ist, wie iKapitel 1.3.3.1.1 beschrieben, die Aktivitat einer
Pendeldomane, die sowohl den nuklearen Import als auch den Export ve(ikédtelirgi et

al. 2003). Eine zweite NES-Variante stellen die Leucin reichendsgortsignale dar, welche
die Interaktion mit Exportinen erfordern, um den Transport ins Zytoplasediieren zu
konnen (Gorlich and Kutay 1999). NTF2 homologe Domanen hingegen funktionieren
Exportin unabhangig. Stattdessen bindet dieses Kernexportsignal arwidlEKes seinerseits
direkt mit dem Kernporenkomplex interagiert und so den Kernexport desodeners aus
Frachtprotein und NTX ermdglicht (Coburn et al. 2001).

Um zu bestimmen, ob der Mechanismus des Kernexportes eines Pidternsin Exportin
abhangiges NES verlauft, gibt es zwei moégliche Ansatze:risrstie Identifizierung der NES
bildenden Aminoséauren und die Inaktivierung ihrer NES-Aktivitat durch Muotggstudien
oder zweitens die Inhibierung des Exportin abhangigen Kernexportes deptbinycin B
(LMB, (Gorlich and Kutay 1999)).

Um den Einfluss einer Inhibierung des Kernexportes durch LMB auf rdrazellulare
Lokalisation der IR2K zu erforschen, wurden zunéachsts-BK/EGFP-Fusionsprotein
Uberexprimierende NRK-Zellen mit LMB inkubiert (Schenk 2004). DieSef-reaktive
Exportinhibitor bindet an Exportin und verhindert auf diese Weise den nuklEsport von
Proteinen mit Exportin abhangigen Leucin reichen NES, wodurch sieslikezh verbleiben
(Wolff et al. 1997). WieAbbildung 27A-C zeigt, konnte aber nach einer sechsstindigen
Behandlung, von Zellen, welche diesdBK 24 h lang Uberexprimierten, keine Veranderung
der intrazellularen Lokalisation dersH2K, im Vergleich zu unbehandelten ZelléD-F),
beobachtet werden.

Zur Absicherung dieses Befundes wurde in der Primarstruktur @e2KiPFhach Leucin
reichen NES gesucht. Dabei konnten von Prof. Dr. Mayr vier solchervamafequenzen
identifiert werden.

NES1 mit der SequenzEFVKQLCL, in einer amphipatischen vorhergesagten Helix, wird
von den AS 82-90 gebildet und besitzt drei Leucine, die ein spezifisclegsmidl von
klassischen NES-Sequenzen darstellen. Im Rahmen ihrer von der Autitbietreuten
Diplomarbeit hat Dipl.-Ing. Xuefei Zhou drei NES1-Mutanten hergdstell denen eine
putative NES-Aktivitat inaktiviert worden ware (Zhou 2005). Aus einele@smutante
wurde das gesamte Peptidsegment 80-93 entfernt. Die beiden Punktmtrtegearfolgende
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Aminosaureaustausche: L82V/V85A/L88V/LI0V bzw. L82A/V85A/L88V/LI90A. Es konnte
bei diesen Mutanten aber keine verstarkte Kernlokalisation beobadardtnv(Daten nicht
gezeigt). Der Einfluss der drei putativen NES (NES2: 327-335; NB&3:376 und NES4:
433-442) auf den Kernexport der siBK, wird nun im Rahmen der medizinischen
Doktorarbeit von Stud. med. Mario Kobras untersucht.

Weitere Sequenzanalysen sollten Hinweise auf mogliche Exportin umagadNES der IR

2K liefern. Hierzu erfolgte der Vergleich von zehn Vertebrate2le und 18 Pilz-Ipk1-
Aminosauresequenzen (siehe Alignierung im Anhang, Seite I, ergbellProf. Dr. Mayr),
wobei zwei inserierte Peptidsegmente identifiziert wurden, die imuden IB-2Ks aus
Vertebraten vorkommen. Sie bestehen aus den Aminosauren 202-297 bzw. 335-389. Um
Anhaltspunkte Uber ihre Funktion zu erhalten, wurden die codierenden Basediesare
Insertionen durch Quik-Change-Mutagenese aus der cDNA der2KIP deletiert.
AnschlieRend erfolgte die Untersuchung der intrazellularen Lokalmsatdieser
Deletionsmutanten, Uberexprimiert als EGFP-Fusionsproteine in H12B%ZeDie
Deletionsmutante ohne Insertion(G-1) war in 95% der transfizierten Zellen ausschlie3lich
im Kern lokalisiert. Die Insertion 1 scheint damit ein sehrks®&rExportin unabhangiges
Kernexportsignal der 2K zu sein. Im Zusammenhang mit einer DAPI-Farbung des Kerns
war bei der Deletion von Insertion 2 keine Veranderung deHKPLokalisation sichtbar
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 27: Intrazellulare Lokalisation von IP 5-2K/EGFP nach LMB-Behandlung transfizierter NRK-
Zellen, bzw. einer Deletionsmutante der Inositol-B,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase.

IPs-2K/EGFP Uberexprimierende NRK-Zellen wurden filn it dem Exportinhibitor LMB inkubiert(A) zeigt
die intrazellulare Lokalisation demtlPs-2K als EGFP-Fusionsprotein nach LMB-Behandlung.nekEi
exemplarische unbehandelte Kontrollzelle, die edenfP;-2K/EGFP Uberexprimierte, ist {{iD) abgebildet(G)
zeigt eine exemplarische H1299-Zelle, welche dig2IR-Deletionsmutante ohne Vertebrateninsertioniéhgs
Text) als EGFP-Fusionsprotein fur 24 h tUberexpniteieDie Kerne dieser Zellen wurden mit DAPI geférb
(B,E,H). Die UberlagerungsbildefC,F,I) verdeutlichen die Verteilung der EGFP-Fusionspnetezwischen
Kern und Zytoplasma. Die GroZenskalen entsprecBgmi

3.2.3 Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kin ase colokalisiert mit
nukleérer poly(A)-RNA

Das nukleozytoplasmatische Pendeln der2R deutete auf eine mdgliche Aufgabe der
Kinase in Kernimport oder -exportprozessen hin. Eine solche Funktion widlideki fir das
Hefehomolog der 182K, die Ipkl, beschrieben, die als ein kritischer Faktor im Glel-
mediierten mRNA-Export der Hefe identifiziert wurde (Milleet al. 2004). Der
Entstehungsort von mRNA ist Euchromatin, welches aus aktiven Genredgiesteht, in
denen eine hohe Transkriptionsaktivitat vorliegt. Die gefundene Colokatisaer IR-2K

mit Euchromatin und ihr nukleozytoplasmatisches Pendeln bestarkten didimdendass
auch die humane 2K am mRNA-Export beteiligt sein kdonnte. Eine Colokalisation der
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Kinase mit mRNA ware ein weiterer Hinweis auf einen Zusammng zwischen 2K,
MRNA und mRNA-Export. In IR2K/EGFP Uberexprimierenden Zellen wurde deshalb
poly(A)-RNA durch Fluoreszenin situ Hybridisierung (FISH) mit einer Alexa Fluor 555
markierten poly(dTer-Sonde detektiert. Wid\bbildung 28 zeigt, konnte tatséchlich eine
deutliche Colokalisation des 4RK/EGFP-FusionsproteinAbbildung 28A) mit nukleé&rer
MRNA (Abbildung 28B) nachgewiesen werden.

A =] C

Abbildung 28: Untersuchung der Colokalisation von hositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase mit
nuklearer poly(A)-RNA.

IPs-2K/EGFP-Fusionsprotein wurde in NRK-Zellen Ubeméxyert. Die Detektion von poly(A)-RNA erfolgte
mittels FISH unter Verwendung eines rot fluoresaiglen poly(dTg-Oligonukleotids (siehe Material und
Methoden, n=100). Colokalisation vonsiBK/EGFP (A) mit nuklearer poly(A)-RNA(B) erscheint gelb in der
UberlagerundC). Die GréRenskala entspricht 10 pm.

3.2.4 Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase ist Bestandteil von
zytosolischen ~ mRNA-Akkumulationen, die durch  Protein -

Uberexpression hervorgerufen werden

Bei der Farbung von poly(A)-RNA wurden in einer Vielzahl der traresfien Zellen auch
zytosolische Akkumulationen detektiert, die einen hohen Anteil an mRNAviesén.
Interessanterweise colokalisierten diese mRNA-Ansammlungerdenitzytosolischen P
2K-Akkumulationen, die bereits in den Zeitreihenexperimenten auffidbbildung 25C).

Aus Abbildung 29 wird ersichtlich, dass die Colokalisation von-EK (A) und mRNA(B)

in diesen Akkumulationen einer Dynamik unterworfen zu sein scheint. In den
Uberlagerungsbilden(C-F) fallt auf, dass die Akkumulationen umso wenigek-2R
enthalten, je weiter sie sich vom Kern entfernen. Bei ihrer Bildamg<ern und beim
Verlassen dieses Zellkompartiments durch einige bestimmte Kempaind die
Akkumulationen im Uberlagerungsbild noch gleichmaRig gelb, das heignsialten am

selben Ort gleichbleibende Mengen an-2K und mRNA. Bei groRerer Entfernung zum
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Kern werden die Akkumulationen auf der vom Zellkern abgewandten Seiteraend roter,

was auf einen Verlust an grun fluoreszierendef2lR schliel3en l&asst.

Wie Abbildung 29 (H,K) zeigt, treten die zytosolischen mRNA enthaltenden Granula auch
bei der Uberexpression anderer EGFP-Fusionsproteine wie z.B. IP&-BBD von IP3K-

B (Abbildung 29G-I) oder EGFP alleinAbbildung 29J-L) auf, jedoch zeigt keines dieser
Proteine eine Colokalisation mit den mRNA-Granula. Die Uberexpres®nnte somit zur
Bildung dieser Granula fihren, und dig-BK scheint eine Komponente dieser Strukturen zu

sein.
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Abbildung 29: Untersuchung der Colokalisation von hositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase mit
zytosolischen mRNA-Akkumulationen.

IPs-2K/EGFP-Fusionsprotein wurde in NRK-Zellen tUbeméxyert. Die Detektion von poly(A)-RNA erfolgte
mittels FISH unter Verwendung eines rot fluoresaigien poly(dTg-Oligonukleotids (siehe Material und
Methoden, n=100). BP2K/EGFP-FusionsproteitfA) colokalisiert mit zytosolischen mRNA-Akkumulatione
(B). In der UberlagerundC) erscheint diese Colokalisation gelfD-F) stellen die Uberlagerungsbilder
derselben Farbungen in drei weiteren Zellen darKémtrollversuchen wurde in IP3K-B-ABD bzw. EGFP
Uberexprimierenden NRK-Zellen ebenfalls eine FlSifctgefihrt. Weder die IP3K-B-ABIG) noch EGFRJ)
akkumulieren im Zytosol. Expressionsbedingte mRNédmulationen konnten durch FISH nachgewiesen
werden (H,K). Die Uberlagerungen der beiden Fluoreszengeh) zeigen keine Colokalisation der
Uberexprimierten Proteine mit mMRNA-Akkumulation®ie GrolRenskala entspricht 10 pm.
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3.2.5 Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat  2-Kinase colokalisiert  mit

MRNA-Bindeproteinen in Stressgranula

Die Colokalisation eines Uuberexprimierten Proteins mit zytoswisc MRNA-
Akkumulationen wurde bereits fir das RNA-Bindeprotein TIA-1 beschrieGdiks( et al.
2004). Die Transfektion und anschlieRende Uberexpression von TIA-1 fiihrte Zieltism zu
Stress, der dann die Bildung von sogenannten Stressgranula (SG) iedu3i@rtsind
Ribonukleoproteinkomplexe, die vor allem mRNA und RNA-Bindeproteine enth&ieige
solcher Proteine, fur die die Colokalisation mit SG beschrieben waid@,das poly(A)
bindende Protein (PABP), das TIA-1 verwandte Protein (TIAR) und dasrauftein R
(HuR) (Gilks et al. 2004). Die Ausbildung von SG geschieht als AntswgrStress, der durch
elektrophile Oxidationsreagenzien, UV-Strahlung, Hitzeschock, chem&ghstanzen oder
eben Proteinlberexpression verursacht werden kann. Der Wirkmechanisnses die
Komplexe, die der Zelle helfen sich von oxidativem Stress zu ragesre wurde bereits in
der Einleitung ausfihrlich beschriebdfapitel 1.3.4.5. Der Nachweis einer Colokalisation
eines zu untersuchenden Proteins mit den mRNA-Bindeproteinen PABPIA&eisT eine in
der Literatur etablierte Methode, um die Assoziation diesesifsaa Komponenten von SG
zu beweisen (Thomas et al. 2005). Dieses Vorgehen wurde deshalb auctt, genutu
untersuchen, ob es sich bei den zytosolischep2KPMRNA-Akkumulationen um SG
handelte. Hierzu wurden PABP und TIAR insiBK Uberexprimierenden Zellen mittels
Immunfluoreszenz detektiert. Es konnte dadurch eine eindeutige Colokalisan IR-
2K/EGFP-FusionsproteirApbildung 30A,D) sowohl mit PABP(B) als auch mit TIARE)
gezeigt werden, die in den Uberlagerungsbildern gelb ersclzir).
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Abbildung 30: Untersuchung der Colokalisation von hositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase und
PABP bzw. TIAR.

In  1Ps-2K/EGFP-Fusionsprotein Uberexprimierenden NRK-etell wurden PABP  bzw. TIAR mittels
Immunfluoreszenz detektiert (Methoden, jeweils MH1@A) und (D) zeigen die intrazelluldare Verteilung der
IPs-2K/EGFP-Fluoreszenz. Die Verteilung von PABP wird (B), die von TIAR in(E) abgebildet. Die
Colokalisation von IR2K mit den mRNA-Bindeproteinen in zytosolischenkkulationen erscheint gelb in
den Uberlagerungsbildefe, F). Die GréRenskala entspricht 10 pum.

3.2.6 Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase ist eine Komponente

von Puromycin induzierten Stressgranula

Um zu beweisen, dassst2K nicht nur zufallig mit SG colokalisiert, die durch Transfektion
und Proteintberexpression induziert wurden, erfolgte die Untersuchung nedgichen
Colokalisation von IR2K mit Puromycin induzierten SG. Puromycin ist ein Antibiotikum,
das zum Zerfall von Ribosomen in deren Untereinheiten und damit zumtigazeAbbruch

der Translation fuhrt. Diese Stérung der Proteinbiosynthese induzeeBildiung von SG
(Crawford et al. 1997).

IPs-2K  Uberexprimierende NRK-ZellenAbbildung 31A,D) wurden einer einstindigen
Inkubation mit Puromycin unterzogen. Die dadurch hervorgerufenen SG wurdétied$esad
mittels FISH(B) oder durch den immunhistochemischen Nachweis von TEBRletektiert.

Die UberlagerungeriC,F) zeigen auch hier eine deutliche Colokalisation von SG mit der

Uberexprimierten I1R2K.
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Um diesen Befund fir die endogene Kinase zu bestatigen, wurden unieatestmimane
H1299-Zellen ebenfalls einer Inkubation mit Puromycin unterzogen. Denvwégs der auf
diese Weise induzierten SG erfolgte durch die Detektion der endogeotme TIAR und
IPs-2K mittels Immunfluoreszenz. Wigbbildung 31 (G-l) zeigt, konnten so erfolgreichgP
2K enthaltende SG nachgewiesen werden

Aufgrund der relativ schwachen Detektion der Kinase in SG durch deAPgfi-
Antikorper, wurden in reprasentativen Fluoreszenzzellbildern des selbensucs
Fluoreszenzintensitatsmessungen jeweils entlang einer geradervamn ca. 3 um Lange mit
dem Programm ImageJ durchgefuhrt. Die Messung der relativen $teomntensitat
erfolgte jeweils in der Fotografie der grines-BK-Fluoreszenz, dort, wo in der roten TIAR-
Farbung der selben Zelle SG nachgewiesen wurden. Weitere entspledidessungen
wurden im Zytosol (ohne SG) und im Kern durchgefihrt. Sidildung 32 gibt jeweils 40
Messungen von SGA), Zytoplasma(B) und Kern (C) wieder. Die Colokalisation von
endogener IR2K mit Puromycin induzierten SG kann auf diese Weise besser isistal
werden: Im Bereich der S@) ist, verglichen mit dem Zytoplasm@), ein deutlicher
Anstieg der Fluoreszenzintensitat sichtbar. In den Ke(@gniegt die relative Intensitat der
Fluoreszenz weit Uber der in SG und Zytoplasma. Die drei gemmittédurven dieser
Einzelmessunge(D) zeigen, dass in SG (rote Kurve) 56% mehrdR durch den anti-1§2
2K-Antikorper detektiert wird als im Zytoplasma (schwarze Kuimégnsitat gleich 100%
gesetzt). Im Kern, in dem sich der grofl3te Anteil der2IR befindet, wird 169% mehr Enzym
detektiert als im Zytoplasma.

Um zu untersuchen, ob der antsHEK-Antikorper sein Epitop schlechter erkennen kann,
wenn sich die IR2K in SG befindet, wurde in NRK-Zellen tGberexprimiertes 2R/EGFP-
Fusionsprotein durch anti4R2K-Antikérper detektiert. AnschlieRend wurden 20 SG sowohl
in der grinen IR2K/EGFP-Fluoreszenz als auch in der roten ant2IR-Fluoreszenz einer
Fluoreszenzmessung unterzogen. Die Mittelwerte dieser mit elinagrstellten
Fluoreszenzkurven werden iAbbildung 32E angegeben. Der antigRK-Antikorper
detektiert 47% mehr EGFPARK-Fusionsprotein in SG (rot-gestrichelte Linie) als im
Zytoplasma (grin-gestrichelte Linie). Im Kern (schwarz-gestite Linie) wird 67% mehr
Kinase nachgewiesen als im Zytoplasma. Bei direkter MessungGleP-Fluoreszenz, wird
ersichtlich, dass im Kern (schwarze durchgezogene Linie) 107% undGin(r&e
durchgezogene Linie) 80% mehr EGFP-Fusionsprotein vorliegt als topldgma (griine
durchgezogene Linie). Offensichtlich kann der Antikorper nur 63% der nuRIE&BEP/IR-
2K nachweisen. In SG dagegen liegt die Detektionsrate nur noch beils8%iedrigste
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Nachweisrate scheint der Antikbrper aber in Nukleoli aufzuweigdnbildung 32F

veranschaulicht, dass die groRen Mengen an EGFPHHFusionsprotein in den Nukleoli

(Pfeile im linken Bild) durch den anti4R2K-Antikorper praktisch nicht erkannt werden
(Pfeile im rechten Bild).

Abbildung 31: Untersuchung der Colokalisation von hositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase und
Stressgranula nach Puromycininkubation.

In 1Ps-2K/EGFP-Fusionsprotein Uberexprimierenden NRK-&ehlvurden SG durch Inkubation mit Puromycin
induziert und anschlieend durch FISB) bzw. durch immunhistochemischen Nachweis von TIfR
detektiert (jeweils n=100)A) und (D) zeigen zwei reprasentative Zellen, visualisierttdUlEGFP-Fluoreszenz,
in denen mMRNA durch FISHB) bzw. TIAR mittels ImmunfluoreszentE) nachgewiesen wurden. Die
Colokalisation von IR2K mit SG erscheint gelb in den Uberlagerun¢@nund(F).

In untransfizierten H1299-Zellen wurden SG durckulmation mit Puromycin induziert. AnschlieRend &gfe
der Antikdrpernachweis endogeneg-#X und Detektion der SG durch Immunfarbung von Rlf&=100).(G)
zeigt die grine IR2K-Fluoreszenz einer exemplarischen Zelle, immstolchemisch nachgewiesenes TIAR
erscheint rot irf{H). (1) stellt die Uberlagerung vai®) und (H) dar. Die GroRenskalen entsprechen 10 um.
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Abbildung 32: Fluoreszenzintensitatsmessungen vommunhistochemisch nachgewiesener endogener und
Uberexprimierter Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosph&2-Kinase in H1299-Zellen.

H1299-Zellen wurden fur 1 h mit Puromycin inkubiefinschlieBend wurde endogene-BK mit anti-IR-2K-
Antikdrper nachgewiesen. Der Kinase/Antikbrper-Kéexp wurde mittels eines grin fluoreszierenden
sekundéren anti-Kaninchen-Antikdrpers aus der Ziegehtbar gemacht (n=100). Die relative
Fluoreszenzintensitat wurde mit Hilfe des ProgranmmesgeJ 40 mal in SG\), im Zytosol(B) und im Kern(C)
gemessen. Die Mittelwerte dieser Messungen werdgiD) abgebildet (Details siehe Tex(E): In H1299-
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Zellen wurde Uberexprimiertes EGFRAEK-Fusionsprotein mit anti-BP2K-Antikdrper nachgewiesen. Der
Kinase/Antikdrper-Komplex wurde mittels eines grluoreszierenden sekundaren anti-Kaninchen-Antigisp
aus der Ziege sichtbar gemacht (n=60). Die relathaoreszenzintensitdt des EGFP-Fusionsproteins
(durchgezogene Linien)und des anti-IR2K-Antikdrpers(gestrichelte Linien) wurde mit Hilfe des Programms
ImageJ 20 mal in S@ot), im Zytosol(griin) und im Kern(schwarz) gemessen. Eine Beispielzelle wird(F)
gezeigt (Details siehe Text). Nukleoli weisen grd8engen an EGFP/I2K-Fusionsprotein aufPfeile im
linken Bild), das kaum durch anti-4R2K-Antikdrper detektiert wirdPfeile im rechten Bild).

3.2.7 Katalytisch inaktive Inositol-1,3,4,5,6-penta kisphosphat 2-Kinase

colokalisiert nicht mit Stressgranula

Um zu untersuchen, ob die Colokalisation derdR mit SG von der katalytischen Aktivitéat
des Enzyms abh&ngt, wurde eine katalytisch inaktive Variante g@KlPergestellt. Die
Arbeitsgruppe von Majerus hatte eine solche ,Totmutante” fir die Ipkdhdien Austausch
von Cystein 139 zu Tyrosin erhalten (Zhu et al. 2000). Um die humane Fmen Matante
herzustellen, wurde das korrespondierende Cystein 162 zu Tyrosin muggenisi
Uberexprimiert in COS7-Zellen und durch Immunadsorption an GFP-AntikBrnoéein-G-
Agarosekigelchen angereichert, zeigte diese Mutante gegenubers IksiPe
Phosphorylierungsaktivitat mehr (Daten nicht gezeigt).

Die Uberexpression der Totmutante als EGFP-Fusionsprotein fihiéRKrZellen zur
Bildung von SG, die mit einem anti-PABP-Antikérpébpildung 33C) oder mittels FISH
(A) fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden konnten. In diesenn8Gica
jedoch keine Colokalisation der tUberexprimierten mutierter2P mit mMRNA bzw. PABP
mehr (B, D). Wie die wei3en Pfeile in den Bilde(B) und (D) andeuten, wurde ganz im
Gegenteil die mutierte 2K nun weitgehend von den SG ausgeschlossen.
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Abbildung 33: Intrazellulare Lokalisation der IP s-2K-Totmutante.

In NRK-Zellen, die die IR2K-Totmutante Uberexprimierten, wurden SG mittélkSH bzw. durch den
immunhistochemischen Nachweis von PABP detektignveils n=100).(A) zeigt SG nach Detektion von
MRNA durch FISH. INC) werden SG durch Immunfluoreszenz von PABP visigatisDie SG (weil3e Pfeile in
(A) und (C)) werden durch die Totmutante (grine EGFP-Fluoreszea (B) und (D)) ausgespart. Die
GroRenskalen entsprechen 10 pm.

3.2.8 Eliminierung von Inositol-1,3,4,5,6-pentakisp  hosphat 2-Kinase
durch siRNA verandert die Kernmorphologie und beein flusst den

Kernimport von TIAR

Um zuséatzliche Hinweise auf die Funktionen humaner2K zu erhalten, sollte die
Proteinexpression der endogenen Kinase durch RNAI herunterregulisterweEs wird
hierbei die mRNA des interessierenden Proteins mehr oder watégkereliminiert, wodurch
es zu einer bis zu 98%igen Verringerung der Proteinkonzentration komikbngen Effekte
beobachtet werden, die durch das Nichtvorhandensein des Proteins veruesalemt, wm
Hinweise auf seine physiologische Relevanz zu erhalten.

Die IPs-2K-siRNA wurde mit Hilfe des pSilencer Vektors in H1299-Zellemgebracht. Nach
zweitagiger Expression der siRNA wurden die Zellen fixiert omdanti-IR-2K-Antikorper
inkubiert. In einigen Zellen war kaum mehgsdEK nachweisbar (markiert durch weil3e Pfeile
in Abbildung 34A). Die Konzentration der Kinase war hier so stark reduziert, kieiss
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Unterschied mehr zu einem Kontrollansatz sichtbar war, in den nufluieeszierende
Sekundarantikdrper zu transfizierten Zellen gegeben wurde. In der-Es&BUng dieser
Zellen fiel eine veréanderte Kernmorphologie auf. Die ZellkerneKmd durch weil3e Pfeile

in Abbildung 34B) lagen nicht mehr in einer Ebene mit den Kernen der umliegenden
untransfizierten Zellen, waren pyknotisch und die DNA wirkte unstruktariels in den
nicht transfizierten Zellen.

Eine weitere Auffalligkeit in den Zellen mit stark vermindeni@s-2K-Konzentration wurde
durch den Nachweis von TIAR mittels Immunfluoreszenz sichtbar. ik seduzierte
Expression der 22K (Abbildung 34C) schien dazu zu fiihren, dass TIAR nicht mehr vom
Zytosol in den Zellkern transportiert werden konnte. Widlnobildung 34D deutlich wird,

lag TIAR nun rein zytosolisch vor; im Kern war das Protein praktisch nicht mehridebekt

In unbehandelten Zellen bzw. Kontrollzellen, die mit ,scrambled” siRidAsfiziert wurden,
konnten keine Zellen ohne JRK detektiert werden. Diese Zellen zeigten Kkeine
Auffalligkeiten in der Kernmorphologie und TIAR war in allen Zellauch nuklear

lokalisiert.
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Abbildung 34: Herunterregulierung der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase durch siRNA in
H1299-Zellen.

In H1299-Zellen wurde die Expression vons-BK durch Transfektion mit einem JRK/SiRNA-Vektor
transient herunterreguliert. Nach 48-stindiger Egpion der siRNA erfolgte der immunhistochemische
Nachweis von endogenerst2K (n=50). Expression der siRNA fiihrte zu einarlsén Verminderung der 4P
2K-Proteinkonzentration, d.h. es war kaum-2R-Immunfluoreszenz in den durch weil3e Pfeile reatkn
transfizierten Zellen ifA) und(C) nachweisbar. Die Farbung der DNA erfolgte mitie/sP1 (B). (D) zeigt die
Lokalisation von endogenem TIAR. In der durch eimgi3en Pfeil markierten Zelle, die eine stark \iedarte
IPs-2K-Konzentration aufwies, befand sich kaum TIARKmrn. Die GréRenskalen entsprechen 10 um.
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3.2.8.1 TIAR ist ein Bindungspartner der Inositol-13,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase

Nachdem die siRNA-Experimente Hinweise auf eine Interaktion v@RTinit 1Ps-2K
lieferten, sollte untersucht werden, ob die beiden Proteine zusamnmeuanprézipitiert
werden konnen. Hierzu wurde das EGFR2R-Fusionsprotein 24 Stunden in H1299-Zellen
Uberexprimiert und aus dem Zelllysat mit Hilfe eines anti-@REBkorpers, der an Protein-G-
Agarosekigelchen gebunden vorlag, immunadsorbiert (siehe Methoden). Desichege
Protein wurde gewaschen und durch Denaturierung von den Kigelchen getraimtdexa
Trennung der préazipitierten Proteine durch SDS-PAGE und ihrer Upentyaauf eine
Nitrozellulosemembran wurde diese mit einem anti-TIAR-AntikOlip&ubiert. Tatséchlich
konnte in diesem Western Blot eine Bande bei 42 kD nachgewiesen weieleler Grolie
einer von zwei TIAR-Isoformen in Vertebraten entspricht. EineeseiBande bei ca. 80 kD
konnte TIAR-Dimere darstellenAbbildung 35, Bahn C). Beide Banden wurden nicht im
Kontrollimmunpréazipitat detektiert, das aus EGFP Uberexprimierend&@934Zellen
stammte. Hier war nur eine anscheinend unspezifische Bande bei kB. ddchweisbar
(Abbildung 35, Bahn B), die auch uber der 42-kD-Bande in Bahn C detektiert wurde. Die
Spezifitdt des Antikorpers wurde mit Hilfe eines Zelllysages untransfizierten H1299-
Zellen bestatigt. Wie in Bahn A erkennbar, weist der Antikdrpebdiden TIAR-Isoformen

der Grof3en 40 und 42 kD nach. Auch die Bande bei 80 kD wird vom Antikorper erkasnt, wa
dafur spricht, dass es sich bei der 80-kD-Bande in Bahn C tatsacmichlAR-Dimere
handelt.
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Abbildung 35: Western Blot zum Nachweis von TIAR inEGFP/IPs-2K-Immunprazipitaten.

EGFP bzw. EGFP/E2K Uberexprimierende H1299-Zellen wurden lysientludie EGFP-Fusionsproteine mit
Hilfe eines anti-GFP-Antikdrpers immunprazipiti¢Methoden). Die geféllten, gewaschenen Proteinedemr
Uber eine SDS-PAGE getrennt und durch Western iBgptauf eine Nitrozellulosemembran (bertragen, die
anschlieBend mit einem anti-TIAR-Antikdrper inkutbigvurde. Kontrolllysat aus untranfizierten Zellddahn

A; Immunprazipitat aus EGFP Uberexprimierenden t9126llen: Bahn B; Immunprézipitat aus EGFR/EK
Uberexprimierenden H1299-Zellen: Bahn C.
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3.2.9 In COS7-Zellen Uberexprimierte Inositol-1,3,4 ,5,6-pentakisphosphat

2-Kinase ist ein hochaktives oligomeres Enzym

AbschlieRend sollte die 2K umfassenden Untersuchungen zu ihrer InsP-Kinaseaktivitat
und Substratspezifitdt unterzogen werden. Dazu musste sie in hesddc Menge, das heil3t
mindestens im Mikrogrammmalfistab gereinigt vorliegen. Die Gruppe VénNPajerus hatte
bereits beschrieben, dass eine prokaryotische Expression diesez Bxtigsn schwierig ist
(Verbsky et al. 2002), trotzdem wurde, im Rahmen der Diplomarbeit vorrBlgdl Tobias
Schenk, die cDNA der 2K in die bakteriellen Expressionsvektoren pSKA und IBA5
kloniert und der Versuch einer Uberexpression in verschiedEneroli BL21-Stammen
unternommen. In den meisten Fallen konnte im Comassiegel kein rekom$ikartgm
nachgewiesen werden. Lediglich durch die Expression g&KRls GST-Fusionsprotein aus
dem Vektor IBA5 im Expressionsstamm BL21 (DE3, pLys, pRep) konnte genage
Menge l6slichen Proteins mit einem Molekulargewicht von ca. 51 kDltenhaverden,
welches sich aber nicht Gber den GST-Anhang reinigen lie3 (Schenk 20@giumd dieser
Befunde wurde von der rekombinanten Expression in Bakterien abgesehedesSéatt
erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Etablierung eines eukacymis Expressionssystems
zur Anreicherung der B2K. Hierzu wurde die Kinase in COS7-Zellen als EGFP-
Fusionsprotein Uberexprimiert und ein Antikdrper basiertes Reinigungssgenutzt, wie es
ahnlich bereits in (Horn et al. 2004) beschrieben wurde.

Nach 24-stiindiger Uberexpression des EGRERIKRFusionsproteins in COS7-Zellen wurde
ein Zelllysat hergestellt, welches mit einem anti-GFP&nper inkubiert wurde, der an
Protein-G-Agarose gekoppelt vorlag. Nach mehreren Waschschritten leurirdeese Weise
das N-terminal mit EGFP fusionierte Enzym in angereich&tem gewonnen werden. Das
Fusionsprotein aus §2K mit C-terminalem EGFP-Anhang konnte mit Hilfe dieser Methode
nicht angereichert werden. Vermutlich fuhrte die Expression von E&BFE-Terminus der
IPs-2K zu einer Tertiarstruktur, die das Antikérperepitop verdeckte, sodasantikdrper
aufgrund sterischer Hinderung nicht mehr an EGFP binden konnte. Das IB&HR/
Fusionsprotein konnte so aber im Mikrogrammmalfstab gewonnen werden. IhiuAasan
die Reinigung wurde die spezifische Aktivitat des-BK fur die Umsetzung von Inositol-
1,3,4,5,6-pentakisphosphat zu les®n Werner Fanick und Dr. Hongying Lin bestimmt.
Abbildung 36A zeigt die MDD-HPLC-Analyse des Umsatzes von Ins(1,3,4,58)AnsRk
durch die IB-2K innerhalb von zwei Stunden. Wie am IggRusschlag bei einer
Retentionszeit von 17,48 min zu sehen ist, ist eine grol3e Menge grpitadBziert worden.

Das zusatzlich detektierte Ins(1,2,4,545flIt eine Verunreinigung des Substrates dar.
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Ein sehr wichtiges Ergebnis dieser Analyse war, dass diefispbei Aktivitdt des Enzyms
signifikant hoher war als die des von Verbsky et al. in Schneid&rZexprimierten Enzyms
(500 nmol/min/mg im Vergleich zu 31 nmol/min/mg) (Verbsky et al. 20@@Rerdem zeigte
die Aktivitdt der IR-2K eine sigmoidale Substratabhéngigkeit, wie Ahbildung 36B

gezeigt. Es konnte eingl§ appfur halbmaximale Aktivitat von 8 uM und ein Hill Koeffizient
von 1,8 ermittelt werden (Abbildung und Daten von Prof. Dr. Mayr). Diesetiymsi
Kooperativitdt konnte auf eine Dimerisierung oder eine hohere Olidplohang

zurtckzufiihren sein (Segel 1975).
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Abbildung 36: Substratspezifitdt von Inositol-1,3,45,6-pentakisphosphat 2-Kinase fur Ins(1,3,4,5,63P

EGFP/IR-2K wurde in COS7-Zellen 24 h Uberexprimiert und¢méyse der Zellen durch Immunadsorption an
anti-GFP-Antikorper/Protein-G-Agarosekiigelchen aeiphert. Das erhaltene Protein wurde direkt in
Kinetikmessungen eingesetzt, um Enzymparameteddsr Substrat Ins(1,3,4,5,8)Ru erhalten. Substrate und
Produkte wurden durch MDD-HPLC quantifiziert (Mettem). Das Fusionsprotein wurde in SDS-Gelen durch
Vergleich mit Standardproteinbanden nach Coomaisie-Farbung quantifiziert.

(A): HPLC-Chromatogramm von Ins(1,3,4,5,6)Yfch Umsetzung durch #2K. Das Substrat Ins(1,3,4,5,8)P
und das entstandene Produkt kaRrden durch schwarze Pfeile markiert.

Die aus den Messungen bestimmten Enzymparameter diir kooperatives Enzym und die
Standardabweichungen werden (B) angegeben. Der J¢ ., fUr halbmaximale Aktivitat liegt bei 8 uM
(Berechnung der Enzymparameter und Erstellung dapl@k, Prof. G. W. Mayr).
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Die IPs-2K wurde auflerdem auf ihre Fahigkeit hin untersucht andere Substsate a
Ins(1,3,4,5,6)Pzu phosphorylieren. Wiabbildung 37A zeigt, konnte Ins(1,4,5)Rnnerhalb
von zwei Stunden nicht umgesetzt werden. Ins(1,3,4 lejigegen wurde an Position 2’ mit

geringer Aktivitat von 0,02 pmol/min/mg zu Ins(1,2,3,4¢gpRosphorylier(B).
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Abbildung 37: Substrattests fur Inositol-1,3,4,5,6pentakisphosphat 2-Kinase.

EGFP/IR-2K wurde in COS7-Zellen 24 h Uberexprimiert und¢méyse der Zellen durch Immunadsorption an
anti-GFP-Antikorper/Protein-G-Agarosekiigelchen aemhert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation des
Proteins mit verschiedenen InsP-Isomeren (sieheféund Methoden).

(A): HPLC-Chromatogramm von Ins(1,4,3)Rach Inkubation mit immunadsorbiertersiK. Es ist kein
Produkt nachweisba(B): HPLC-Chromatogramm von Ins(1,3,4,6)Rach Inkubation mit immunadsorbierter
IPs-2K. Hier war das Produkt Ins(1,2,3,4,6)fetektierbar.
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Nach der Bestimmung den vitro Umsetzung von Inositolphosphaten durch dig-2R
wurde der Einfluss einer $2K-Uberexpression auf die Konzentrationen verschiedener InsP-
Isomere in vivo untersucht. Hierzu erfolgte eine 24-stindige Uberexpression des
Volllangenproteins in COS7-Zellen. Kontrollzellen wurden entwederemigm Leervektor
transfiziert oder sie Uberexprimierten Fragment 189 (= EGEFRHR159 bzw. nur EGFP.
Nach der InsRExtraktion (siehe Methoden) konnten die Konzentrationen der InsP-Isomere
von Dr. Hongying Lin mittels MDD-HPLC bestimmt werden. Erwartigegeald stieg die
InsR-Konzentration in den B2K Uberexprimierenden ZellerAlpbildung 38, schwarze
Saulen) im Vergleich zu den KontrolleAlbildung 38, Fragment 189: weil3e Saulen; EGFP:
schraffierte blau-wei3e Saulen; Kontrollvektor: quergestreiftm-greilie Saulen) stark an,
wahrend die des Substrates Ins(1,3,4,5,6)&k abnahm. Interessanterweise sank aber auch
die Menge an detektierbarem Ins(1,4,5,6)Rd die Konzentration von Ins(1,2,3,4,5)rRar
gegenuber den Kontrollen signifikant erhoht. Fir Ins(1,3,4,58R&s als Substrat zur
Herstellung von Ins(1,3,4,5,6Rlient, wurde erwartungsgemaid ebenfalls eine Abnahme

detektiert, allerdings war diese nicht signifikant.
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Abbildung 38: Beeinflussung der InsR-Konzentrationen durch Inositol-1,3,4,5,6-pentakishosphat 2-
Kinase -Uberexpression.

In COS7-Zellen wurden 24 h 4RK, IPs-2K;139 0der EGFP Uberexprimiert. AuRerdem fand eine
Kontrollvektortransfektion statt. AnschlieBend égfe die Reinigung der InsPs und ihre Trennung und
Quantifizierung  mittels MDD-HPLC. Signifikant verderte InsP-Konzentrationen in K
Uberexprimierenden Zellen (schwarze Saulen) gegandbn Kontrollen (Fragment 42K 155 Weille Saulen,
EGFP: quergestreifte blau-weilRe Saulen, Kontrotlvekschraffierte grin-weiRe Sé&ulen) werden(4) fur
Ins(1,3,4,5,6)P und Insk und in (B) fur Ins(1,4,5,6)R und Ins(1,2,3,4,5)angegeben &6, p<0,1). Eine
Abnahme der Ins(1,3,4,54Konzentration war ebenfalls messbar, aber nigmtifkant.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung der Zielsteuerungen von Inosi  tol-1,4,5-

trisphosphat 3-Kinase Isoform B

4.1.1 Die Aktinbindungsdoménen von Inositoltrisphos phatkinasen

gehoren einer neuen ABD-Familie an

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die umfassende Charakterisierutey
Aktinbindungsdomane von IP3K-B. Es konnte dadurch bestétigt werden, dass die.von Dr
Isabell Schreiber als Fragment untersuchte Aktinbindungsdoméne dern-HR8K-B
(Schreiber 2002), bestehend aus den Aminosauren 108-170 (Aminosduren 103-165 in der
humanen Form), die einzige funktionale ABD im Volllangenpolypeptid d&KiB
reprasentiert.

Ihre Primarstruktur weist keinerlei Homologien zu den bekannten ADswie z.B. der
CH-, der WH2- oder der ADF-H-Doméane (Dominguez 2004, Lappalainen €1988B,
Paunola et al. 2002). Lediglich eine geringe Sequenzahnlichkeit zu disn Block von vier
Sequenzblécken eines I/LWEQ-Moduls (McCann and Craig 1999) konnte gefundeanwer
Jedoch befinden sich alle bisher bekannten I/LWEQ-Module im C-Termuhes
entsprechenden Aktin bindenden Proteins, und eine F-Aktinbindung erfolgt nur, Meenn al
vier Blocke eines solchen Moduls vorhanden sind und diese in einem bestimmte
ununterbrochenen Aminosaurekontext vorliegen. Im N-Terminus der IP3K-Begilatvar
Bereiche, die geringe Ahnlichkeit mit den Blocken Il und IV eindSMEQ-Moduls
aufweisen, allerdings ist der Aminosaureabschnitt zwischen diesgenbBlocken zu lang

und der Block Il fehlt vollstandig. In der IP3K-B ist aber das diséinktagment 108-170
allein hinreichend, um die F-Aktinbindumg vivo zu vermitteln. Aufgrund dieser Tatsachen
kann davon ausgegangen werden, dass die Ahnlichkeit der ABD von IP3K-BdulRines
I/LWEQ-Moduls eher zuféllig ist (Schreiber 2002).

Prof. Dr. Mayr modellierte ein putatives Tertiarstrukturmodelld@n N-terminalen Bereich
der HsIP3K-B. Das verwendete Alignment (PdP file 1EES8: KeftAminosduren 53-266,
»-MutM DNA binding protein“ Thermus thermophiljgst im Anhang (Seite IV) aufgefiuhrt.

Ein gemitteltes Modell aus vier der so erstellten Modelle wdrdeh "Sculpting” im Bereich

der Lucken in der Alignierung optimiert und nach erneuter "Relaxieromtiéls Modeller
verwendet. Dieses Modell unterscheidet sich in seinem Aufbau vonsbbesthriebenen

ABD-Strukturen (vergleiche mibbildung 5, Einleitung). Bekannte Aktinbindungsdomanen
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bestehen meist aus einer Ebene mehr@&trange, die zwischem-Helices liegen
(Lappalainen et al. 1998). In der modellierten IP3K-B-Aktinbindungsdomanevernaitlich

zwei a-Helices von grol3er Wichtigkeit fur die F-Aktinbindung, die sich abentrober- und
unterhalb eineg-Faltblattes befinden, sondern senkrecht zu einem putativen Faltidatt a
zwei 3-Strangen stehe\bbildung 39A, rote und blaue-Helices). Das saure Aktinmolekdl
wird vermutlich durch die basische-Helix | (Aminosduren 125-141, blau markiert in
Abbildung 39A-D) gebunden. Der basische Charakter dieses Sekundarstrukturelemdnts wir
durch eine Haufung von Seitenketten mit Aminofunktionen (blaue Stdbchenmadg)lauf

der Oberflache dieser-Helix bedingt. Unterstitzt wird die Bindung wahrscheinlich durch die
amphipatischex-Helix Il (Aminoséauren 149-161, rot markiert lbbildung 39A,B). Die
hydrophilen Aminoséaurereste (blaue Stabchenmodekdimldung 39C,D) liegen bei dieser
a-Helix eher von der durch die orthogonalerHelices gebildeten Oberflache abgewandt,
wahrend die hydrophoben Aminosauren (weil3e Stabchenmodedbbildung 39C,D) in

der gebildeten Ebene liegen. Diese vermutlich an der Aktinbindung itetejl gekreuzt
zueinander stehenden Ballungen von basischen und neutralen Ladungen werden bhasonders
der Oberflachendarstellung der ABD sichtl(&). Wie Abbildung 39F zeigt, sind die
Ladungen auf der Ruckseite dieser Domane eher zufallig verteift, dafir spricht, dass
dieser Bereich im 3D-Modell wahrscheinlich nicht direkt an derndiidung beteiligt ist. Es

ist zu betonen, dass das Modell nur versucht, eine von vielen moglicheru@ginuéter hier
charakterisierten ABD zu visualisieren, und dass es dabei vor atfentas Verstandnis der

Rolle der beteiligtem-Helices sowie der Prolin reichen Regionen geht.
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Abbildung 39: Putatives 3D-Modell der Aktinbindungsdoméane von Inositol-1,4,5-trisphosphatkinase 3-
Kinase Isoform B.

Modellierung eines putativen 3D-Modells der ABD viet8K-B mit dem Programm Modeller (Marti-Renom et
al. 2000) unterschiedlich visualisiert mit dem Resgm Pymol, erstellt von Prof. Dr. May{A): Modellierte
3D-Struktur des N-Terminus der IP3K-B. Bunt markist die Aktinbindungsdomane (103-193). Prolinedsi
Magenta farben explizit dargestellt. Zwischen dssfdrmen A und B identische Aminoséuren sind gsfark
konservierte Aminosauren sind turkis markigiB): Putatives 3D-Modell der ABD in der die basischen
Aminosauren vona-Helix | (blau) als Stabchenmodell dargestellt werdé@) und (D) verdeutlichen den
amphipatischen Charakter derHelix 1l, hydrophobe Aminosauren sind als weilRgdrophile Aminoséuren
sind als blaue Stdbchenmodelle dargestellt. Dierdpftbben Aminoséauren liegen von der (i) gezeigten
Oberflache orthogonal abgewan(®), wéhrend die hydrophoben Aminosauren zur Oberdabimgewandt
liegen (D). (E) zeigt die vermutete VorderseitefF) die wahrscheinliche Rickseite der IP3K-B-
Aktinbindungsdoméane unter Darstellung der Ober##tddung. Basische Reste sind blau, saure Resteatin
eingefarbt. Die entsprechende Aminosauresequentzim#bbildung 40 abgebildet.
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Wie die Alignierung inAbbildung 40 zeigt, besitzen die Aktinbindungsdomé&nen von IP3K-
Bs verschiedener Spezies interessanterweise groe Ahnlichkeitemen von IP3K-As. Die
Anhaufung ahnlicher Aminosauren an einer bestimmten Position innerhadp ABSs wird
durch den ,ldentitatsscore” in der untersten Reihe der Alignierurdevticht (je héher die
Saule, desto haufiger kommt eine bestimmte Aminosaure an diesgiorPa®r). Die
Aktinbindungsdomane der humanen IP3K-B weist sogar ca. 20% Identitat BADr dé&r
HsIP3K-A auf, welche von Schell und Mitarbeitern beschrieben wurdee(|Set al. 2001).
Das charakteristische Segment der Aktinbindungsdoméne von IP3K-iesPmlin reiche
Region, die sechs Proline (gelb unterlegAbibildung 40) beinhaltet und von ein@r-Helix
gefolgt wird. Die ABD von IP3K-B enthalt drei Proline (Prol21, 122, 124)iarsich die
zwei pradiziertena-Helices | und Il anschliel3en. Ein Motiv ior-helikalen C-terminalen
Bereich, welches von den Aminosauren LFEAR in IP3K-A und MFEAH in iB3#ebildet
wird, ist hochkonserviertAbbildung 40, ab Position 194). Gefolgt wird dieses Motiv wieder
von einer Prolin reichen Region mit sechs dieser Reste (Prol64, 167, 175, 17¥87)86,
innerhalb von 23 Aminoséuren. Aus der Alignierung wird deutlich, dass lesbsicdem
Prolin reichen Segment um einen in Vertebraten hochkonservierten Anmnebsgéeich
handelt, der im Kontext des Volllangenproteins hdchstwahrscheinlicintietiséir die F-
Aktinbindung ist. Durch ihre strukturbrechenden Eigenschaften gewahlelgse Proline
moglicherweise Flexibilitat zwischen den beidenHelices und den angrenzenden
Sekundarstrukturbereichen, wodurch eine Konformationsanderung der ABD zwiskiinen
ungebundenem und gebundenem Zustand stattfinden konnte.

Die Tatsache, dass die ABDs der Isoformen A und B der IP3K grdfigicAkeiten
aufweisen, aber keine Homologie zu anderen bekannten ABDs zeigerddasSthluss zu,

dass es sich hierbei um eine neue Familie von Aktinbindungsdomanen handelt.
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Abbildung 40: Aminosauresequenzalignierung der Akthbindungsdoméanen der A- und B-Isoformen von
Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen verschiedeneBpezies, entsprechend den Aminosauren 106 bis 193
der humanen Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Bnit Hilfe von ClustalX.

Proline sind gelb unterlegt. Identische bzw. alviAminosauren sind farblich markiert und in deersben
Reihe durch ein ,** bzw. ,;* sowie im ,ldentitdtsece” (unterste Reihe) durch hohe Saulen angegedbas.
NLS der humanen IP3K-B ist Magenta farben umranBatken unterstreichen den Aminoséurebereichoder
Helices | (blau) und Il (rot) der ABD in der humanEBorm. Die Spezies sind: GGallus guallus(Huhn); Xt:
Xenopus tropicaligKrallenfrosch); Mm:Mus musculugMaus); Rr:Rattusrattus (Ratte); Cf:Canisfamiliarius
(Haushund);Homo sapiens(Mensch); Bt:Bos taurus(Rind); Mdo: Monodelphis domestic€Opossum); Br:
Danio rerio (Brachydanium rerium Fisch); Tn: Tetraodon nigroviridis (Fisch); Pt: Pan troglodytes
(Schimpanse).
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4.1.2 F-Aktinbindungseigenschaften und Charakterist ika der

Aktinbindungsdomaé&ne von Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B

Um die F-Aktinbindungseigenschaften der IP3K-B-ABD naher charaidesrs zu konnen,
wurde die Doméane auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die endogene IP3K-BAktin zu
verdrangen. Nach der Uberexpression der isolierten ABD als E@§iBrSprotein zeigte
diese eine deutliche Colokalisation mit F-Aktin. Wurde in den selbdienZenach 24-
stindiger Produktion der ABD, die endogene Kinase durch Immunfluoreszeraineih
Antikorper gegen IP3K-B nachgewiesen, so konnte das endogene IP3K-B-Eithfrmehr
am F-Aktin detektiert werden. Dass heif3t, der durch die Uberexpmdssdingte Uberschuss
an isolierter ABD fuhrte zu einer nahezu vollstandigen Verdrangungrdgsyenen Enzyms
vom F-Aktin. Dieser Befund belegt, dass die isolierte ABD und d&iB um die selben
Bindungsstellen am F-Aktin konkurrieren, d.h. die isolierte ABD lieghrscheinlich in der
selben Sekundarstruktur vor wie im Kontext des Volllangenenzyms.

Im Vergleich mit anderen F-Aktin bindenden Proteinen ist die inidestro Bindungstests
bestimmte Affinitat der Aktinbindungsdoméne von IP3K-B zu F-Aktin, nmem Ky von 10
UM, far die isolierte Doméane relativ niedrig. Im Vergleich ddémden Plectrin mit einem
apparenten Kvon 0,3 uM, Abplp mit einem &< 0,1 UM (Goode et al. 2001), der Arp2/3
Komplex mit einem I§ von 2 uM (Fontao et al. 2001), und WASp mit eineg=K uM
(Higgs et al. 1999) an F-Aktin. Moglicherweise verursacht der @&fffang der ABD durch
sterische Behinderung diese recht schwache Bindung an F-Aktin. Esbe&rauch denkbar,
dass flankierende Aminosaurebereiche des Volllangenproteins zuisstalnlg der Bindung
und damit zur Affinitatserhbhung nétig sind. Eine niedrige Affinitat IBR3K-B zu F-Aktin
konnte aber auch den Vorteil bieten, dass das Enzym flexibel zwiBehktin, Kern und ER
pendeln konnte, um so im schnellen Wechsel dort zu wirken, wo es bendtigt wird.

Dass die F-Aktinbindung der isolierten Aktinbindungsdoméane von IP3K-B auimeine
charakteristischen Merkmal von ABDs, namlich dem Vorhandenseiroddalices beruht,
konnte durch die Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von sogenannten
Helixbrechermutanten der isolierten ABD nachgewiesen werden. DigcBinfihrung von
Prolinen in die putativem-Helices der ABD (L139. P, L143-P und 1159, P, T163-P)
wurden solche Mutanten mit einer gestdrten Sekundarstruktur hetgé&eelPosition dieser
mutierten Aminosauren in dem putativen 3D-Strukturmodell der IP3K-B wiAbbildung

41 verdeutlicht. Da nur eine putative 3D-Struktur fir die humane Kinase leodeurde,

die Mutationen aber in der Ratten-IP3K-B-ABD vorgenommen wurden, sindzulie
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Rattensequenz &aquivalenten Aminosauren markiert (Leul34, Leul38, llel54 und Serl58).
Uberexprimiert als EGFP-Fusionsproteine zeigten diese Mutantes gleichmaRige
Verteilung in der Zelle. Das heil3t, wie bei vielen anderen ABDshbalie Bindung von F-
Aktin auch bei der Aktinbindungsdoméne der IP3K-B auf dem Vorhandensein von korrekt
gefalteter-Helices, welche die Bindung an F-Aktin vermitteln.

Dieser Befund konntein vitro bestéatigt werden, denn die als GST-Fusionsproteine
rekombinant hergestellten Helixbrechermutanten zeigten auch in ik-Bikidungsstudien
mit polymerisiertem F-Aktin in der Klvette keinerlei Affinitatl F-Aktin. Es kann deshalb
davon ausgegangen werden, dass eine intakte Sekundarstruktur unabdingbaBifiauhg

der IP3K-B an F-Aktin ist. DievtABD zeigte unter den selben Bedingungen eine direkte
Bindung an F-Aktin, wodurch die Notwendigkeit weiterer Proteine fuBdieung der IP3K-

B an F-Aktin ausgeschlossen werden konnte.

Erneux und seine Kollegen schlugen das Fragment IP3Ksg&als putative ABD vor, da es
helikale Strukturen aufweist und reich an Prolinen ist (Dewasté 8003). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte ausgeschlossen werden, dass dieser algoAiiberte Bereich

in die F-Aktinbindung der IP3K-B involviert ist, denn die Helixbrechermomen, eingeftihrt

in den verlangerten N-Terminus des Enzyms (Aminosauren 108-583), hatteseltden
Effekt wie in der isolierten ABD. Das heil3t, die Aminoséuren 171-588 sicht essentiell
fur die Funktion der ABD und es befinden sich keine weiteren funktionalddsAB diesem
Aminosaureabschnitt.

Um untersuchen zu kdénnen, ob weitere ABDs in anderen Bereichen des Eexagtiesen
(Aminosauren 1-107 oder im C-Terminus), wurde im Rahmen der vorliegendst, A
erstmals in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mayr, eine VolllangeNADer humanen IP3K-

B erfolgreich kloniert, die der verdffentlichten Sequenz entspricehBank accession no.
NM002221 und AJ242780; GenBdhgene info identifier (gi): 38569399 und 14329671).
Durch die Deletion der ABD-codierenden Basenpaare und Untersuchungrdeellataren
Lokalisation der tberexprimierten Deletionsmutante durch Fluoreszierakopie konnte
die Existenz weiterer ABDs eindeutig verneint werden. Denn dietiDesmutante wies
keine F-Aktinbindung mehr auf, wahrend die ER-Lokalisation erhalten bliegb. HR-
Zielsteuerungdoméane der IP3K-B befindet sich demnach auf3erhalb der ddBllie
Aminosauren 103-165 nicht fur die ER-Lokalisation essentiell sind. Dieskrmd wurde
kirzlich von Yu et al. (2005) bestatigt, die die ER-Bindungsdoméne auf derclBeler

Aminosauren 262-399 eingrenzen konnten.
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Abbildung 41: Position mutierter Aminosauren innerhalb des putativen 3D-Strukturmodells der
Aktinbindungsdoméane von Inositol-1,4,5-trisphosphaB3-Kinase B

Die als Stabchenmodell gezeigten Aminosauren Lewki¥lLeul38n a-Helix | (blau) und die Aminosauren
Ile154 und Serl58 im-Helix 1l (rot) wurden durch Proline ersetzt, umednelikalen Strukturen der ABD
aufzubrechen.

4.1.3 Die Aktinbindungsdomane der Inositol-1,4,5-tr  isphosphat 3-Kinase
B enthélt ein kanonisches monopartites Kernlokalisa tionssignal,

welches einen Kernimport des Enzyms vermitteln kann

Bei der Untersuchung der intrazellularen Lokalisation der ABD4iggiemutante fiel neben
der fehlenden F-Aktinbindungsaktivitdt auf, dass diese Mutante im Gegermir
Wildtypform rein zytosolisch lokalisiert war. Ein Transport in destikern konnte nicht mehr
beobachtet werden. Das Uberexprimierte Volllangenprotein dagegete zsige starke
Kernlokalisation und auch das endogene Enzym war durch ImmunfluoreszeKerim
nachweisbar. Tatséachlich konnte ein kanonisches monopartites NLS demnS&KER,
beginnend an Aminosaureposition 128, innerhalb der ABD identifiziert wetdagepta
farbene Markierung imAbbildung 40). Vermutlich wurde durch die Deletion ein aktiver,
Importin abhangiger Kernimport unmoglich, da die Mutation zur Eliminierinegder
Zielsteuerungsdoménen flhrte.

In dem putativen 3D-Modell der ABD ist dieses NLS Teil der lwhsisa-Helix I. Bis auf

das Lysin (roter Pfeil ilAbbildung 42) liegen seine Seitenketten erwartungsgemal auf der

Oberflache dieser bifunktionalen Zielsteuerungsdomatbildung 42A: NLS, gezeigt als
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Aminosaurereste in der basischen HeliXB): rosa Punkte markieren die Atome der NLS
bildenden Aminoséauren an der Oberflache der ABD). Dass das Ly#odell nicht auf der
Aul3enseite deo-Helix | positioniert ist, hat moglicherweise eine der folgentesachen:
Erstens konnte eine Seitenkettenrotation noétig sein, um das Lysin adbdiache zu
bringen, zweitens ist es eventuell gar nicht direkt an der Bindundngestins beteiligt,
welches den Kernimport der IP3K-B vermittelt, und drittens bestehtvidiglichkeit einer
Ungenauigkeit des putativen 3D-Modells an dieser Stelle. LAgendierazende weil3a-

Helix (weil3er Pfeil inAbbildung 42) nicht ganz so nah an der basischen, so ware auch das

Lysin fUr eine Bindung verfugbar.

Abbildung 42: Lage des Kernlokalisationssignals in der modellierten 3D-Struktur der
Aktinbindungsdomane von Inositol-1,4,5-trisphosphaB-Kinase B.

(A) zeigt im putativen 3D-Modell der IP3K-B-ABD die amLS beteiligten Aminosduren (RKLR) als
Stabchenmodelle. Ein nicht oberflachenprasentidregin ist durch einen roten Pfeil markiert. Dighe an
diesem Leucin liegende weil3e Helix wird durch eimami3en Pfeil angegeben. (B) markieren Rosa farbene
Punkte die Position der NLS bildenden Atome anQleerflache der ABD.

Die vollstandige Inhibierung des Kernimportes durch die ABD-Deletisstlaul3erdem den
Schluss zu, dass zwei weitere putative NLS-Sequenzen (RKIKn@sauren 649-652) und
KKK (Aminosauren 665-667)), die sich in der N-terminalen bzw. C-tedemn&alfte der
CaM-BD befinden, im Kontext der gefalteten Form der HsIP3K-Bitradtiv sind. Wie aus
der Alignierung inAbbildung 43 deutlich wird, sind diese NLS (Magenta farbene Kéasten) in
IP3K-Bs verschiedener Spezies hochkonserviert. Es besteht deshalbghiehkkit, dass es
sich hierbei tatsachlich um funktionale NLS-Sequenzen handelt, diedatmr gebundenes

CaM verdeckt und damit inhibiert werden. Eine Aktivierung kénnte durch Motldiken am
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Enzym erfolgen, die eine CaM-Bindung verhindern und so die NLS freilégsde z.B. eine
Spaltung der IP3K-B durch Calpaine in der PEST-Sequenz (Patthi2€08) statt, die den
N-Terminus von CaM-BD und katalytischer Domane trennt, so konnten die Uste&
Umstanden zu einem Kernimport dieses isolierten C-terminalen Bereictragémei

Weitere posttranslationale Modifikationen wie Sumoylierung oder Gfjlersng konnten
ebenfalls eine Aktivierung dieser NLS bewirken. Da sich in der telimdren Umgebung der
putativen C-terminalen NLS vier mdgliche Phosphorylierungsstellatingg Pfeile in
Abbildung 43) befinden, ware auch eine Regulation der NLS-Aktivitat Uber
Phosphorylierung denkbar. Dass an den beiden mit einem Stern gekennzeichnete
Phosphorylierungsstellen tatsachlich eine Phosphorylierung durch Pitfinded, konnte
bereits durch Arbeiten im Arbeitskreis Mayr gezeigt werden.

Die Isoform A der IP3K enthalt keine hoch konservierten NLS-Sequenzem.dém C-
terminalen NLS im Bereich der CaM-BD sind lediglich die Am#woen KIR vorhanden
(Abbildung 43), und ein zum N-terminalen NLS der IP3K-B &quivalentes basisches
Aminosauremotiv ist in der Isoform A nicht konserviert. Dies kdnnteJdgache dafiur sein,
dass die IP3K-A nicht in den Kern transportiert, sondern ausschlieBhcH=-Aktin

zielgesteuert wird.
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Abbildung 43: Aminoséuresequenzalignierung der Calradulinbindungsdoméanen und der angrenzenden
katalytischen Doménen von A- und B-Isoformen der lositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen verschiedener

Spezies entsprechend der Aminosauren 638 bis 732 #eimanen Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B.

“

Identische bzw. &hnliche Aminosauren werden in dbersten Reihe durch ein ,* bzw. .:“, und im
Jdentitatsscore” (unterste Reihe) durch hohe Saubearkiert. Zwei putative NLS sind Magenta farben
umrandet. Die CaM-BD wird durch einen Wein farbetaiken markiert. Grine Pfeile geben die Positionen
von putativen Phosphorylierungsstellen an. Furndieeinem ,** versehenen Phosphorylierungsstellenrke
von Werner Fanick im Arbeitskreis Mayr eine Phosphierung durch PKC gezeigt werden. Die Speziesl:sin
Gg, Gallus guallus(Huhn); Xt: Xenopus tropicaligKrallenfrosch); Mm:Mus musculugMaus); Rr:Rattus
rattus (Ratte); Cf: Canis familiarius (Haushund);Homo sapiens(Mensch); Bt:Bos taurus(Rind); Mdo:
Monodelphis domestic@Opossum); BrDanio rerio (Brachydanium reriumFisch); Tn:Tetraodon nigroviridis
(Fisch); Pt:Pan troglodytegSchimpanse).
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4.1.4 Mogliche funktionale Bedeutung alternativer Z  ielsteuerungs-

domanen in der Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase B

Die Zielsteuerung endogener IP3K-B an das ER und an F-Aktin, in FornStvessfasern
und kortikalem Aktin, deuten auf die Beeinflussung der di&bhzentrationen an diesen
zellularen Substrukturen hin. Kdirzlich erschien eine Arbeit der Gruppenrrwine und
Schell, die sich mit der physiologischen Relevanz dieser verschiedekalisationen der
IP3K-B beschéftigt (Yu et al. 2005). Die Autoren untersuchten zunachstakalisation
verschiedener IP3K-B-Fragmente in Rattenastrozyten und COSTh.ZElleartungsgemal
war die IP3K-B.g34 sowohl an F-Aktin als auch am ER, und das Fragment IP3J§:B
ausschlieBlich an F-Aktin lokalisiert, wahrend IP3KsBy34 hauptsachlich an das ER
zielgesteuert wurde. Die Segmente IP3koB34 und IP3K-Bs33.934 lagen gleichmafdig im
Zytosol verteilt vor. Aus diesen Ergebnissen konnte geschlussfolgetem; dass sich die
ER-Lokalisationsdoméane im zentralen Bereich des Enzyms befindetJimersuchung der
enzymatischen Aktivitdten der einzelnen Fragmente ergab einen ammdmmUmsatz von
Ins(1,4,5)R zu Ins(1,3,4,5)Pin der Reihenfolge IP3K-By34= IP3K-Bg33-935> IP3K-Bggg.934>
IP3K-Bye2-934 Erwartungsgemald waren nur die Fragmente, die die katalytisoheri2
enthielten, in der Lage IngRu phosphorylieren.

AuRerdem wurde der Einfluss einer Uberexpression der verschiedenesBiR8#Kstrukte
auf die C&™-Mobilisierung untersucht. Der Agonist Histidin erzeugt in HelL#epe die
Produktion von Ins(1,4,5)P welches die Ca-Freisetzung aus dem ER bewirkt (Bootman
1996, Bootman and Berridge 1996). Um messen zu konnen, wie effektiv die IP3K-B-
Aktivitat diese CA&"-Antwort reduziert, wurden Hela-Zellen mit dem “Gindikator Fura
Red™ inkubiert und anschlieBend mit 100 pM Histidin stimuliert. In Zellen, leiglich
einen Kontrollvektor Uberexprimierten, rief diese Behandlung eine ca.gg0&tinahme der
normalisierten Fura R&Y-Fluoreszenz hervor, was einen Anstieg der intrazellularéf Ca
Konzentration nachweist. Diese Zellantwort wurde durch die Uberesipnegon IP3K-B.g34
vollstandig aufgehoben. Entsprechend friiherer Berichte ist die Kinaseidaler Lage die
Histamin induzierte Ca-Antwort abzuschwéchen (Millard et al. 2000). Die Uberexpression
von IP3K-B, 26, hatte erwartungsgemal keinen Effekt, da dem Fragment die lsatiadyti
Domane fehlt. Das C-terminale Fragment IP3j:B34 welches primar am ER lokalisiert,
zeigte gegenuber dem Volllangenprotein einen stark vermindertekt.Hifees impliziert,
dass die Lokalisation des Enzyms am F-Aktin, d.h. in der Nahe deslitmtgsorts von
Ins(1,4,5)R in der Plasmamembran, die Effektivitat der IP3K-B signifikant erhoht.
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Fiur die IP3K-B.gzswurde auRerdem der Effekt auf die?GMobilisierung verringert, wenn
sie durch Aufldsen des Zytoskeletts mit Cytocalasin D nicht raphf-Aktin vorlag. Diese
Befunde belegen die Vermutung, dass die Lokalisation und nicht die ersgmeaf\ktivitat
fur die Effektivitat des InsfPAbbaus durch die IP3K-B verantwortlich ist (Yu et al. 2005).
Zusatzlich konnte fur die 2003 beschriebene Abspaltung des N-Terminu33#eBlin der
PEST-Sequenz vor der katalytischen Domane duréf-abdangige Calpaine (Pattni et al.
2003) eine physiologische Relevanz aufgeklart werden. Ein doppelt meskieBK-B 934
Konstrukt, das N-terminal einen Flag-Anhang und C-terminal einen itHRRRang besitzt,
wird nach Zugabe von extrazellularem?Cgespalten, so dass durch immunhistochemischen
Nachweis der N-Terminus hauptsachlich an F-Aktin und der C-Terminusegand am ER
detektiert werden (Yu et al. 2005).

Anscheinend erfolgt bei hoher €a&onzentrationin vivo tatsachlich eine Abspaltung der
katalytischen Domane der IP3K-B vom N-Terminus und ihr Transport akRa®amit es
nicht zusatzlich zu einer Freisetzung von®@anen aus dem ER kommt, kénnte die
Metabolisierung von InsFbeeinflusst werden, indem freies lgsfér seiner Bindung an den
ER-Rezeptor abgefangen und der Phosphorylierung zu hoéherphosphoryliertebisnbi?s
zum InsR zugefiihrt wird. Da die Aktivitat der IP3K-B sehr stark durct‘@almodulin
reguliert wird, ist es sinnvoll, dass die Kinase an den Orten dehsteic C&'"-
Konzentrationen lokalisiert. Namlich an der Plasmamembran, durch&fdoBen in die
Zelle einstromen, und am ER, wo sie aus intrazellullaren Speiemtiassen werden. Auf
diese Weise kdme es zu einer Translokation des C-terminalemeBisgder IP3K-B an das
ER und zu dessen CaM-Aktivierung, wenn vielé'@anen in der Zelle vorhanden sind, und
zu einer Kanalisierung der IngsPmsetzung hin zur Phosphorylierung anstelle der
Dephosphorylierung. Die dadurch vermehrt produzierten hoherphosphoryliertetkdnsiea
dann ihrerseits in die Regulation von’G8ignalen eingreifen.

Fur pankreatischep-Zellen wurde beschrieben, dass die **@éonzentration von
entscheidender Wichtigkeit flir die Exozytose bzw. die Insulinsekregon Auf eine
Stimulation dieser Zellen mit Glucose erfolgt ein Anstieg darazellularen Insg
Konzentration, der mit einem erhéhten Einstrom voR™@aen iber spannungsabhangige
Kalziumkanale korreliert ist. Es findet dabei eine indirekte Regul des Kalziumeinstroms
durch InsR statt, indem einerseits eine Serin/Threonin-Phosphatase inhikiekt dve
spannungsabhangige Kalziumkanéle dephosphoryliert und so die Kanéle desientsixler
inhibiert. Gleichzeitig stimuliert IngRdie PKC, was zu einer Phosphorylierung und damit zu

einer Aktivitatssteigerung des Kanals fiihrt (Barker and Berggren 1999, Hoy et al. 2003)
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Der wesentlich niedrigere K von IP3K-B fur Insk verglichen mit dem der IngP5-
Phosphatase (Irvine and Schell 2001, Shears 1998), garantiert ebenfalisvdreugte
Produktion héherphosphorylierter InsPs.

Eine gesteigerte Produktion von Igsi der Nahe der Plasmamembran durch F-Aktin
lokalisierte IP3K-B kdnnte zu einer sehr effizienten Regulation vAR-8ensitiven Proteinen
in dieser Region genutzt werden. GAP1l wurde als ein Ins(1,3;4%&Feptorprotein
beschrieben, das vermutlich durch eine Interaktion mit R-Ras/GTIRs{i4,5)R induzierte
Cd*-Freisetzung reguliert (Loomis-Husselbee et al. 1998). Nach weldiechanismus
dieser Vorgang ablauft, ist bisher noch unbekannt. Anscheinend bewirkt efigktidn von
Ins(1,3,4,5)R mit dem Insk-Rezeptorprotein GAPY eine Senkung der Ins(2,4,3)P
Konzentration, welche dann die Céreisetzung induziert. Nach einer Vorinkubation von
permeabilisierten L1210-Zellen mit GTP beladenem R-Ras verursgiehtGabe von
Ins(1,3,4,5)k, im Vergleich zu Zellen, die nicht mit R-Ras/GTP beladen wurderg em
106% gesteigerte EaFreisetzung bei submaximaler Konzentration von Ins(2,4 &Bllen
1998, Fukuda and Mikoshiba 1996, Loomis-Husselbee et al. 1998). Eine Beeinflussung von
PtdinsRB-Rezeptorproteinen, fur dia vitro InsR-Bindung beschrieben wurde, ware ebenfalls
moglich. Das humane Homolog des Ratten-Centauripd2™, ist ein solches Protein. Seine
Assoziation an PtdIns(3,4,%Pwird durch die Bindung von Ins(1,3,4,%)Rnhibiert,
woraufhin eine Translokation des Proteins aus der Plasmamembrandytass stattfindet.
Die Funktion dieses Vorganges wurde noch nicht aufgeklart. Eine Vermistuigss durch
Bindung von InsP an Centaurin und seine Mobilisierung das Ptdins(3,4,5é&
Plasmamembran fiir eine Dephosphorylierung zu Ptdins3idyeh SHIP freigegeben wird.
Dieses Produkt kann Akt aktivieren, welches in differenzierenden neunodaleen die
Apoptose verhindert. Andererseits wurde Insals ein Mediator des neuronalen Zelltods in
Zellen des Hippocampus beschrieben (Bottomley et al. 1998, Hanck et al. 1999).

Fur Dephosphorylierungsprodukte von Ip$t bisher keine Funktion in der Regulation von
Kalziumsignalen bekannt.

Die sehr geringen nuklearen Konzentrationen der IP3K-B deuten aulebenfunktion der
Kinase im Kern hin, die vermutlich nur unter bestimmten zellularedirgjungen oder in
gewissen Gewebetypen von Bedeutung ist. So kénnte die IP3K-B in eingyegb€én, die
keine kernlokalisierte IP3K-C exprimieren, eine nukledre UmsetxamgIns(1,4,5)R zu
Ins(1,3,4,5)k gewahrleisten.

Die Colokalisation der ABD und des NLS im N-Terminus der IP3K-B kémnil3erdem die

folgenden Aufgaben erflllen: Da die Existenz von nukledrem Aktin in eteh Jahren
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immer intensiver diskutiert wird (Pederson and Aebi 2005), ware gliaingdass durch die
sich Uberlagernden NLS- und ABD-Sequenzen eventuell ein Transport 8léfBIPzu
Aktinstrukturen im Kern stattfinden kann. Eine weitere Moglichkeitew@lass das NLS in
der ABD der IP3K-B zu einer Aufnahme der Kinase in den Zellkern,fidlenn es zu einer
erhohten Depolymerisierung von F-Aktin kommt. Durch posttranslationale Matitiinen
konnte die Verwendung dieser beiden sich tberlappenden Zielsteuerungsdongétiert re
werden. Zur Zeit erfolgen Untersuchungen in der AG von Prof. Dr. Mayi\dlischluss tber
eine mogliche Zielsteuerungsregulation durch Phosphorylierungen in der & ABD

bringen sollen.
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4.2 Die umfangreiche Charakterisierung von Lokalisa  tion und

Funktion der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-  Kinase

4.2.1 Die Kernlokalisation der Inositol-1,3,4,5,6-p entakisphosphat
2-Kinase erganzt das Bild eines unabhangigen InsP-Me  tabolismus’

im Zellkern

Die Wichtigkeit der Kernlokalisation von InsPs wund den InsP formenden
Inositolphosphatkinasen wird in letzter Zeit immer eingehender disk(Martelli et al.
2004). Fur eine Reihe von Inositolphosphatkinasen wurde bereits eine nukledisatioka
gezeigt. Hierzu gehoren die Isoformen B und C der Inositol-1,4,5-trispho8pKetase
(Brehm et al. 2004, Nalaskowski et al. 2003) und die Inositolphosphatmultikinase
(Nalaskowski et al. 2002). Die drei Isoformen der Inositolhexakisphosphsdkiaad
ebenfalls in unterschiedlichem Grade nukleér lokalisiert. Isoforraidt eine ebenso starke
zytosolische wie nukledre Lokalisation, wahrend sich Isoform 2 prbkéigseschlief3lich im
Kern befindet. Die Isoform 3 hingegen verbleibt grof3tenteils im Bytoad kann nur zu
einem geringen Prozentsatz im Kern detektiert werden (Saiatdial. 2001b).
Unvero6ffentlichte Untersuchungen von Dr. Marcus Nalaskowski in der Advappe Mayr
zeigen, dass auch die Inositolpolyphosphat 5/6/1-Kinase nukleér lokalisiert ist.

In dieser Arbeit konnte nun durch die Detektion sowohl tUberexprimiegeruah endogener
Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphatkinase 2-Kinase im Zellkern bewiesen werdergirtas
autarke Produktion von IngPund InsP in diesem Zellkompartiment mdglich ist. In
Abbildung 44, die diese Daten zusammenfasst, wird deutlich, dass alle IP&Kdiirddie
Phosphorylierungsschritte ausgehend von JraP InsR und PPInsP bendtigt werden, im
Zellkern vorliegen kdnnen. Fir entsprechende Phosphatasen (grau daygestddn bisher
noch keine Lokalisationsstudien durchgefthrt. Eine Mutation, die zum Auwsfadl der
Kinasen fuhrt, wirde wahrscheinlich nicht den vollstandigen Verlust vory loséeuten,
denn alle diese Enzyme besitzen Nebenaktivitaten, welche die Aigrealtung der InsP
Produktion tber alternative Synthesewege garantieren kénnten.

Neben dem Hauptsyntheseweg fur WsBer von Ins(1,4,54 tber Ins(1,3,4,5 und
Ins(1,3,4,5,6)P (Abbildung 44) fuhrt, gibt es flr eukaryotische Zellen noch viele weitere
Moglichkeiten, tber Nebenwege zu Igsf gelangen. So kann allein die IPMK aus den drei
InsPs-Isomeren Ins(1,3,4,5)P Ins(1,4,5,6)kR und Ins(1,3,4,6)PIns(1,3,4,5,6)F herstellen,
welches von der 2K bzw. der IPMK zu Insfphosphoryliert werden kann (Chang and
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Majerus 2006, Nalaskowski et al. 2002, Nalaskowski and Mayr 2004). Das durbiedie
identifiziertein vitro Nebenaktivitat der 22K aus Ins(1,3,4,6)Fproduzierte Ins(1,2,3,4,6P
kann ebenfalls von der IPMK zu InsRmgesetzt werden. Ins(1,2,3,4,5)Rvelches bei
Uberexpression von EGFPYRK in COS7-Zellen vermutlich aus Ins(1,3,4,5Wermehrt
gebildet wird, ist ebenfalls ein Substrat zur KBHdung fir die IPMK. Dass diese neue
Nebenaktivitat der 122K in vitro nicht nachweisbar war, konnte auf ein bisher unbekanntes
Hilfsprotein hinweisen, das fir diese Spezifitdt der Katalysevemdig ist. Die starke
Abnahme der Ins(1,3,4,5,6/Ronzentration durch die hohe Phosphorylierungsaktivitat der
Uberexprimierten IR2K fihrte auf3erdem folgerichtig zur Abnahme der Ins(1,4,%.6)P
Konzentration, einem Abbauprodukt von IgsP(Die Daten uber unverotffentlichte
Nebenaktivitaten der IPMK stammen aus Untersuchungen von Prof. Gedigy/.Werner

Fanick und Dr. Hongying Lin).

PLC
PtdIins(4,5)P,——» Ins(1,4,5)P; — Ins(1,4)P,
“_IPMK
4
Ins(1,3,4)P; «—— 1Ins(1,3,4,5)P, '"s(1:456)P
“~ [IPMK

~

~
~
~

Ins(1,3,4,6)P,
IPMKl b IP5-2K s
/ 1 2};4 6)P iy
Ins(3,4,5,6)P, ——> Ins(1,3,4,5,6)Ps ns(1,2,3,4,6)Ps Ins(1,2,3,4,5)Ps

¢|P5M“"K

5PP-InsP5 * | InsPg

6K
llP?K?
X,5PP,-InsP, 7

Abbildung 44: Der nukleére Inositolphosphatmetabolsmus in Tieren.

Uberblick tiber Substrate und Produkte von IPKsmaklearer Lokalisation. Nebensubstrate und -prcalskid
gegeniber den Hauptsubstraten und —produkten dileatere Schriftgrof3en abgehoben. Enzyme, fir die e
mdgliche Lokalisation im Kern noch nicht untersushirde, sind grau dargestellt.

PLC: Phospholipase C; IP3-3K: Ins(1,4,8)8-Kinase (Isoformen B, C); IPMK: Inositolphosphattikinase;
IP6K: InsRs-Kinase (Isoformen 1, 2); IPPK: IngR 5/6/1-Kinase = Inositolpolyphosphat 5/6/1-Kinade5{2K:
Ins(1,3,4,5,6)P2-Kinase; IP7K: 5PP-IngPKinase; IP3-5P: Ins(1,4,5%5-phosphatase; IP4-5P: Ins(1,3,44)P
5-phosphatase; IP5-P: Ins(1,3,4,5% PPhosphatase. Abbildung modifiziert nach Prof. \Bayr.
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4.2.2 Ist die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2 -Kinase ein TAP-

Homologes?

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten nicht nur die bereits bekanntéolpiasphat
umsetzenden Eigenschaften der-2R bestétigt sowie Nebenaktivitdten charakterisiert
werden, sondern es konnten auch neue bisher unbekannte Lokalisationen des Enzyms
nachgewiesen und Hinweise auf neue Funktionen der Kinase gewonnen wedd¢algsad
sollen die Ergebnisse dieser Arbeit ausgehend von der 3D-Struktur des-Evpidrtproteins
TAP in einen kausalen Zusammenhang gebracht werden. Warum TAP23A&im einen
eine leichte priméarstrukturelle Homologie zurs-BXK mit 11% identischen Aminosauren
zeigt. Zum anderen besitzen dig-BX und TAP 21% stark konservierte und 16% schwach
konservierte Aminosaure\bbildung 45). Bemerkenswert ist dabei, dass bei der homologen
Alignierung der beiden Aminosaureprimarstrukturen keine Lucken in die BGafue
eingefligt werden mussten. Dies spricht flr eine schwache aber Haittologie zwischen
IPs-2K und TAP. In der vorliegenden Arbeit wurden fur dig-2K typische Eigenschaften
von mMRNA-Exportproteinen nachgewiesen, auf die nachfolgend im Detgégangen wird.
Hierzu zahlen 1) nukleozytoplasmatisches Pendeln, 2) Coexport zusaminmeRNA unter
offensichtlicher Interaktion mit dem Kernporenkomplex und 3) Colokalisatiwmukleérer
MRNA. Prof. Dr. Mayr hat deshalb putative 3D-Strukturmodelle fur Bie2K mittels des
Programms Modeller (Marti-Renom et al. 2000) erstellt, indem be&e&8Strukturen von
schwach Sequenz homologen mRNA-Transportern zugrundegelegt wurdeAbl¥igung
46 zeigt, konnte auf diese Weise eine den kristallographisch bzw. divéh auifgeklarten
Domaéanen des TAPApbildung 46 oben) sehr ahnliche 3D-Struktur fir diest2K als bestes
Homologiemodell erstellt werdef®bbildung 46 unten, Sequenz von TAP NP_006353 und
TAP-Strukturen aus (Grant et al. 2002, Ho et al. 2002)). TAP bindet miti¢A die RNA-
Bindedoméne. Diese besteht aus der N-terminalen SR-reichen DoAmim®gauren 36-55,
Magenta farben), einer RNP-Doméane (griin) und Leucin reichen Wiederbol{leycine
rich repeats = LRR-Domane, grin, Aminoséuren 96-372), zwischen denen eigellli
markierten Verbindungssequenzen (Aminosauren 105-118 und 198-203, keine 3D-Struktur
vorliegend) befinden (Ho et al. 2002). Nach der Bindung an TAP wird mRNghdien
Kernporenkomplex in das Zytoplasma exportiert. Fir diesen Transpotztb€8iP eine
NTF2 (nuclear transport factor 2) homologe Domane (Aminosauren 371-551, )onawitye
deren Hilfe es ein Heterodimer mit dem Pendelprotein p15/NXT1 desbivelches mit
Nukleoporinen interagiert (Coburn et al. 2001) und so den Export mediiertzlials&ann
TAP direkt mit FG-Motiven von Nukleoporinen tber eine FG-BindedomAbéildung 46

128



Diskussion

oben, rote Domane) interagieren, die das nukleozytoplasmatische Pendeln vBn TA
unterstitzt (Grant et al. 2002). Aus dem Zytosol wird TAP mite-kihes N-terminalen NLS
(blau markierte Doman@bbildung 46) wieder in den Kern reimportiert (Truant et al. 1999).
Obwohl die IB-2K und TAP auf Primarstrukturebene nur relativ wenige Identitaten
aufweisen (siehe Alignierung\bbildung 45), scheinen sie sehr ahnliche Tertiarstrukturen zu
besitzen, denn alle fur TAP charakteristischen Domanen konnten auels médt Sequenz
der IR-2K sehr gut 3D-modelliert werden (RNP und LRR: grin; NTF2: oraf@g; rot,
Abbildung 46) was nur gelingt, wenn kompatible Primarstrukturen vorhanden sind. Pie IP
2K konnte damit tatsachlich die Funktionen eines TAP ahnlichen mRNAspoaters
erfullen, denn alle dafiir notwendigen Domé&nen, bis auf ein N-termi8Rlesiches putatives
RNA-Bindungsmotiv, konnten fir die putative Tertirstruktur deg-2R vorhergesagt
werden. Vor allem aber liefert diese Arbeit praktische Befunde,adf einen nukleéren
MRNA-Export zu Stressgranula unter Beteiligung de2IR schlie3en lassen.
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NP_OO6353|HS TAP MADEGKSYSEHDDERVNFPQRKKKGRGPFRWKYGEGNRRSGRGGSGIRSSRLEEDDGDVA

NP 073592 |Hs IP52K

NP 006353 MSDAQDGPRVRYNPYTTRPNRRGDTWHDRDRIHVTVRRDRAPPERGGAGTSQDGTSKNWF
NP 073592 = o ssss s aatn RS s S S aS SRS RS S He S NS S SRR S SRS R AR R AEE A
NP 006353 KITIPYGRKYDKAWLLSMIQSKCSVPFTPIEFHYENTRAQFFVEDASTASALKAVNYKIL
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* k. e *ro ook 2 ¢ * : S TEE sk
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* s He Bmoms 3 sk % Kokk ko5, % E, X L Y
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EE. 8« * 4 s 5 sy ® *y EOE*L R " 3 Rk s
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. .. * % * % . * .. .. .. . & .
NP_ 006353 AFDVEAPTTLPPCKGSYFGTENLKSLVLHFLQQYYAIYDSGDRQGLLDAYHDGACCSLSI
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s * .k * S & 5@ kk .k 8 *
NP 006353 PFIPQNPARSSLAEYFKDSRNVKKLKDPTLRFRLLKHTRLNVVAFLNELPKTQHDVNSFEFV
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K ** L A R S * gy wy kg gy @ . * $
NP 006353 VDISAQTSTLLCFSVNGVFKEVDGKSRDSLRAFTRTFIAVPASNSGLCIVNDELFVRNAS
NP_ 073592 EFPEERKTLQIDGPYDEAFYQKLLDLSTEDDGTVAFALTKVQQYRVAMTAKDCSIMIALS
. . . . * . .. . % .. *
NP 006353 SEEIQRAFAMPAPTPSSSPVPTLSPEQQEMLQAFSTQSGMNLEWSQKCLQDNNWDYTRSA
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Abbildung 45: Alignierung der Aminosauresequenzen @n humanem TAP und humaner Inositol-1,3,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase.

Mit Hilfe des Programms Clustal W auf dem ServeDBSP wurden die Aminosduresequenzen von HaKP
(NP_073592) und HSTAP (NP_006353) aligniert. Idsgite Aminosauren werden durch (*), stark konsetevier
Aminoséauren durch (:) und schwach konservierte Asé@uren durch (.) markiert. Alignierung von Prof. D
Mayr. Fur TAP charakteristische Doméanen werden lddecbige Balken markiert: SR reiches N-terminales
putatives RNA-Bindungsmotiv (magenta), NLS (blaBNA-Bindedoméne (grin), NTF2 homologe Doméne
(orange) und FG-Bindedomane (rot). Diese Alignigrwurde auch zur Modellierung der putativen 3D-&urt
der IR-2K verwendet.
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RNA-Bindedoméane aus
RNP-Domane und
Leucin reicher Domane

NTF2 homologe

Doméane

Abbildung 46: 3D-Strukturmodelle von humanem TAP wnd humaner Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat
2-Kinase.

Mit Hilfe des Programms Modeller (Marti-Renom et 2000) wurden zunachst Modellierungen der 3D-S$tnuk
von humanem TAP aus dessen Aminosauresequenz veitshmublizierten Teilen der 3D-Struktur (Grantagt
2002, Ho et al. 2002) vorgenommen (oben). Untem: f@itatives 3D-Strukturmodell von humaneg-8K,
erstellt am vollstandigen Modell der Struktur vowF (Prof. Dr. Mayr). Die fur TAP charakteristischen
Domanen sind farblich markiert: Das SR reiche Nataale putative RNA-Bindungsmotiv Magenta farbeas d
NLS dunkelblau, die RNA-Bindedoméane aus der RNRdBitoméane und der LRR-Doméne (Leucin reiche
Domane, leucine rich repeats) grun, Verbindungssezgn gelb, die NTF2 homologe Doméne orange und die
FG-Bindedoméne rot.
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4.2.2.1 Das nukleozytoplasmatische Pendeln der Intd-1,3,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase

Die erste typische Eigenschaft eines mRNA-Transportproteinshevéier fir die 1B2K
identifiziert werden konnte, ist das nukleozytoplasmatische Pendeln:

Durch Zeitreihnenexperimente konnte eine spezifische Abfolge ifitrtiizer Translokationen
der IR-2K zwischen verschiedenen zelluldren Substrukturen beobachtet werdeginalie
logische und funktionsbedingte Reihenfolge zu haben schienen. Nach zehnstindiger
Expression war die 2K in fast allen Zellen rein zytosolisch lokalisiert. Diessfasich aus
dem Zeitablauf der Proteinbiosynthese nach transienter Transfekkl@mes. Durch die
Transfektion mit einem eukaryotischen Expressionsvektor wurde die afEMAR-2K mit
einem starken Promotor versehen in die Zellen eingebracht, wasneu massiven
Produktion von IR2K-mRNA fuhrte und die Synthese grof3er Mengen2R im Zytosol der
transfizierten Zellen bedingte. Offenbar bendtigen die Zellen emestimmten Zeitraum
zwischen Proteinbiosynthese und Kernimport des produzierten Enzyms, demackrsli4
Stunden waren grof3e Mengen des2R/EGFP-Fusionsproteins im Kern sichtbar, die zum
groften Teil unstrukturiert lokalisiert vorlagen. Eine kleine Frakties Proteins zeigte aber
schon eine sehr aufféllige strukturierte Anlagerung an spezifisefrestrukturen. 20 Stunden
nach Transfektion war dann ein deutlicher Richtungswechsel der Trarshekaaus dem
Zellkern heraus erkennbar. Im Kern verringerte sich die KonzentratidR,-2K wieder und
das dort verbleibende Enzym lag vollstandig spezifisch an nuklearegiinstn angelagert
oder in Nukleoli lokalisiert vor. Es war erkennbar, dass ein TeilRie2K den Kern durch
distinkte Kernporen verliel3 und sich im Zytoplasma zu granulésen Agglomeratenrfermie
Diese Akkumulationen sind offenbar ebenfalls einer Dynamik unterworfem, ithe Gehalt
an IR-2K sinkt mit steigender Entfernung zum Kern. Die Kinase wird fagisend in einem
bestimmten Abstand zum Kern, oder auf ein spezifisches Signal hideauwskkumulationen
entlassen, woraufhin sie fur einen Reimport in den Kern und damit rién eveiteren
Transportzyklus zur Verfiigung stehen kdnnte. Dieser Import/Exportzykiu®4H2K ist ein
deutlicher Hinweis auf eine Transportfunktion der Kinase, denn sie \srblégenbar nicht

im Kern, sondern verlasst ihn unter Kontakt mit wenigen Kernporen wieder.
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4.2.2.1.1 Putative Zielsteuerungsdomanen der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat
2-Kinase

422111 Das putative Kernlokalisationssignal der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisgsphat
2-Kinase
Fur das beschriebene nukleozytoplasmatische Pendelnse&K Ifendtigt die Kinase sowohl
Zielsteuerungsdoméanen, die den Kernexport ermoglichen, als auch solchglerdie
Kernimport vermitteln. Es sollten deshalb die fiur den nuklearen ImpartIRe2K
notwendigen und hinreichenden Aminosauren im Rahmen zweier Diplomarb®dleenk
2004, Zhou 2005) identifiziert werden, welche von der Autorin mitbetreut wurdenzuH
wurde die Bedeutung basischer Aminosauregruppierungen als NLS-Motive inesl e
putativen GH, Zink bindenden Aminosduremotives, dem zwei weitere Histidine
vorausgehen, untersucht. Das putative Zinkfingermotiv wird aus den AminosEn@el70
gebildet und befindet sich in einem in vielen Tierspezies phylogehekisnservierten
Sequenzbereich dergRK. Die Alignierung inAbbildung 47 zeigt, dass vier Histidine und
zwei Cysteine (in der humanen Form His152, His156, His 164, His 166, Cys15Yst@PL
sowie die umgebenden Aminoséuren nur in hoheren Vertebraten hoch konserdieh s
Pilzen sind jedoch immer auch die beiden Cysteine vorhanden. In Pflargesgedasind nur

ein bis zwei Histidine prasent, die beiden Cysteine sind nicht konserviert.

133



Diskussion

152 156 159 162 168
Homo sapiens (Mensch) 154 - HEMKHKVCR ' CMHQHLKYV . 173
Rattus norvegicus (Ratte) 154 -HEMKHKVCR CMHQHLKV }, Gt 173
Mus musculus (Maus) 154 -HEMKHKVCR CMHQHLKV K----- 173
Gallus gallus (Huhn) 154---IKHKVCR CMHQHLKV N K----- 173
Tetraodon nigroviridis (Kugelfisch) 157---IKSRVCRFCMYQLVKV K----- 176
Brachydanio rerio (Zebrabarbling) 159----KWKVCRFCMHQH K TN K----- 177
Ciona intestinalis (Schlauchascidie) LYY= mn ICHFCRTQLYRVAVEK----- 186
Anopheles gambiae (Miicke) 221----DLRKCR CLHQ LKLOQKK ----- 239
Drosophila melanogaster (Fruchtfliege) 180-- RDKCWCRFC-MQLLKMHN K----- 201
Caenorhabditis elegans (Fadenwurm) 1LRB==w== VPHCNNCILQIEKSC QS----- 205
Caenorhabditis briggsae (Fadenwurm) 18Q VAHCNNCILQIEKSCCHS----- 197
Ustilago maydis (Maisbrand) 255-VEIK"RYSRYRMHRV"KH DH" Q-280
Aspergillus nidulans (Schimmelpilz) 158----- RRCRTC LRDMKNHD RRV --178
Magnaporthe griseus (Hefe) 163------- RCRNC" RE" 'RNNKK ---180
Neurospora crassa (Hefe) 144------~ RCRNC ' RE" 'RLHKSLR -163
Yarrowia lipolytica (Hefe) 147---=--=== CRTCALQLKREKPRI----- 161
Saccharomyces pombe (Hefe) 225------- VCRTCALSRMR RPV ----- 240
Fusarium virguliforme (Hefe) LB = CRQC MELFNX--------- 199
Gibberella zeae (Hefe) 213=~r-=mn= CRQC MELFN LRDPSPSR-231
Debaromyces hansenii (Hefe) 183------- CRICLLNQLR FQRH----- 198
Kluyveromyces lactis (Hefe) 137------- CRNCTHNSLK RDIE'----153
Arabidopsis thaliana (Acker-Schmalwand) 221--MLK ' -V-RFKMHQLLKLE NE----- 240
Oryza sativa (Reis) 182---IKKQVTRYKMHQHLKFHL E----- 201

Abbildung 47. Ausschnitt eines Aminosauresequenzvgieiches von Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-
Kinasen verschiedener Spezies.

Es wurden bekannte JRK- und Ipkl-Sequenzen sowie putative-BK-Fragmente aligniert. Abgebildet ist der
Ausschnitt der Sequenzen, die sich im Bereich deatigen Zinkfingermotives bei den Vertebraten bedn.
Die Cysteine sind braun, Histidine rosa markiem. Rahmen von Mutagenesestudien veranderte Aminesaur
werden mit Position angegeben und durch einen Pikiert.

Durch Mutagenesestudien konnte gezeigt werden, dass das putative 2imkbitig sowohl
an der katalytischen Aktivitat als auch an der Zielsteuerung g@kKlRssentiell beteiligt ist.
Der Austausch von Cystein 162 (violett markierAiobildung 47) zu Tyrosin fuhrt zu einem
vollstandigen Verlust der katalytischen Aktivitat deg-#K. Wurde die Mutante als EGFP-
Fusionsprotein durch Immunadsorption an anti-GFP-Antikorper tragenden Reetein
Agarosekiigelchen gereinigt, so war im Aktivitatstest keine lthueg von InsP zu InsR
mehr messbar. Anscheinend kommt es durch die Inaktivierung des putativen
Zinkfingermotives zu einer so gravierenden Stérung der Struktur ve8KIPdass ihre
Kinaseaktivitat eliminiert wird. Moglicherweise erfolgt eidnformationsanderung des
Enzyms, wodurch entweder das Ipsitler das ATP nicht mehr gebunden werden kdnnen.

Denkbar ware auch, dass die Bindungsstellen der beiden Substrate durgtutdien
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rdumlich so weit voneinander entfernt liegen, dass eine Phosphoryliexakigsn nicht mehr

zu bewerkstelligen ist.

Die Lokalisation der IR2K wurde durch die folgenden Mutationen veradndert: Der Austausch
von L168- A (blau markiert in Abbildung 47) eliminierte die Euchromatinlokalisation,
jedoch unter Erhalt des Kernimportes. Die Translokation deHPvom Zytosol in den
Zellkern wurde hingegen erst durch den Austausch mehrerer putativ Aoknblier Cysteine
und Histidine signifikant beeinflusst. Die Deletion des gesamtekfidgermotives bzw. die
Mutation der Aminosauren His152 und 156 sowie Cys159 und 162 zu Serinen fihrierzu ei
stark verringerten Aufnahme der Mutanten in den Zellkern. Die Verdndeginer basischen
Aminosauregruppierung im Bereich Arg32-Lys42, die einem monopartiten 8dbfich ist,
hatte nur einen geringen Einfluss auf den Kernimport dekP(Schenk 2004). Dipl.-Ing.
Xuefei Zhou untersuchte deshalb den Einfluss der basischen Reste reichBeer
Aminosauren 140-180 auf den Kernimport deg-2R. Durch die Mutation der basischen
Aminosauren Lys155, 157, bzw. Lys173, 175 und 179 konnte in 80% transfizierter Zellen
eine rein zytosolische Lokalisation der Mutanten erzielt werdeantfille: In 20%
EGFP/IR-2K Uberexprimierender Zellen rein zytosolische-2K. Mutierte Aminosauren
werden inAbbildung 48 als Stdbchenmodelle dargestellt). Der Kernimport de2kKwird
somit anscheinend von einem neuartigen Kernlokalisationssignal vénugs vermutlich
aus basischen Aminosauren besteht, die durch die Komplexierung von Zink derch di
Histidine und Cysteine des Zinkfingermotives so in einen raumlicheneKbatieinander
gebracht werden, dass der nukleére Import aktiviert wird. Dasgltdith eine Zinkbindung
durch diese Aminosauren stattfindet, ist durchaus denkbar, denn sieitiegem putativen
3D-Modell so nahe beieinander, dass sie eine réaumliche und funktionaekeitEzur
Zinkbindung ausbilden kdnnten (rosa markierlbildung 48). Damit ware die IR2K das
erste Enzym, dessen Kernimport von einem nicht-kanonischen NLS medi@rtwelches
durch Zinkkomplexierung aktiviert wird. Méglicherweise ist diesesSNtie ein kanonisches
NLS in der Lage an Importin zu binden und so den Kernimport zu vermiitedtieicht
interagiert es aber auch direkt mit dem Kernporenkomplex oder méme bisher
unbekannten Importprotein, mit dem dies-BK cotransportiert wird. Eine Bindung an
Transportin, wie die des nicht kanonischen NLS von TAP ist eher unwaintgdheda das
NLS der IR-2K keinerlei Homologie zu dem TAP-NLS zeigt, das dem NLS MIRIEA.-
Bindeproteins Al sehr &hnlich ist (Truant et al. 1999). Der extredieriinus von TAP
(Aminosauren 1-122), in dem sich sein NLS (Aminoséauren 61-102) befindetdéehR-2K
sogar vollstandigAbbildung 45).
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Das putative Zinkfingermotiv der 32K scheint damit ein zentrales strukturgebendes und
funktionsbeeinflussendes Element in der Tertiarstruktur det2HP zu sein, das den
Kernimport, die Colokalisation mit Euchromatin und die katalytischevAiti der Kinase

beeinflusst.

Abbildung 48: Lage des putativen Zinkfingermotivesund des Kernlokalisationssignals in der modellierte
3D-Struktur der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphai2-Kinase.

Lage des NLS und der putativ Zink bindenen Aminoséuim 3D-Strukturmodell der IR2K, die unten
vergroRert dargestellt werden. Die basischen Andinen, deren Beteiligung am Kernimport deg-2K
nachgewiesen wurde, sind als blaue Aminoséuretesteorgehoben. Mutagenisierte putativ Zink bindende
Aminosauren sind Magenta farben markiert, zwei hightersuchte Histidine des,i€,-Motives werden Rosa
farben dargestellt.
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4.2.2.1.1.2 Das putative Kernexportsignal der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2rkse

Der nukleare Export der 42K konnte ebenfalls durch das 3D-Modell von TAP und
Primarstrukturvergleiche von 4R2K- und Ipk1-Sequenzen aufgeklart werden: TAP wird mit
Hilfe von NXT1/p15 aus dem Kern in das Zytoplasma transportiert. Dédet TAP unter
Verwendung seiner NTF2 homologen Doméane ein Heterodimer mit NXT1/plibhese
seinerseits mit dem Kernporenkomplex interagieren kann, wodurch esedeexfort von
TAP ermoglicht (Bachi et al. 2000, Katahira et al. 1999).

Im putativen 3D-Strukturmodell der 3K konnte ebenfalls eine der NTF2 homologen
Doméane aus TAP sehr ahnliche Domane modelliert werden (orangebifdung 46 und
Abbildung 49). Der N-terminale Bereich dieser Doméane befindet sich in einemzwan
Peptideinschiben, die durch den Vergleich von zehn Vertebraf@iiRund 18 Pilz-1pk1-
Aminosauresequenzen identifiziert wurden (siehe Alignierung im Anh@eige I, erstellt
von Prof. Dr. Mayr). Sie bestehen aus den Aminosauren 202-297 (Insertion 1gpki&rivin
Abbildung 49) bzw. 335-389 (Insertion 2 gelb markiertAbbildung 49). Die Deletion von
Insertion 1 aus dem 4R2K-Volllangenprotein fihrt zu einer Mutante, die, Uberexprimiert als
EGFP-Fusionsprotein, eine rein nukleare Lokalisation aufweist, d.h. dasrtemRrotein
besitzt offensichtlich keine Kernexportaktivitat mehr. Da die nmerl den N-terminalen
Bereich der putativen NTF2 homologen Doméane de2Kbildet, kbnnte sie an der Bindung
von NXT1 beteiligt sein, welches nach Bildung des Heterodimers IR2K unter
Interaktion mit dem NPC den Transport des Komplexes in das Zytopheesmitteln konnte.
Auf diese Weise werden vermutlich dig{BK-Akkumulationen in der Nahe von Kernporen
gebildet. Der Mechanismus des NXT vermittelten Kernexportes waude erklaren, warum
eine Inkubation mit LMB keine Veranderung detlPs-2K-Lokalisation hervorrief. LMB
blockiert ndmlich nur den Exportin abhangigen Kernexport, welcher tibembeziche NES
Segmente der Frachtproteine mediiert wird. Da NXT nicht zu dgroriren gehort, kann
der nukledre Export mit Hilfe dieses Transportfaktors auch in yegé von LMB
stattfinden. Hiermit konnte erstmals fir eine Inositolphosphatkinase Eeiportin

unabhangiges Kernexportsignal identifiziert werden.

Die spate evolutionare Entwicklung der Peptidinsertionen he?HB hoherer Eukaryoten
konnte darauf hinweisen, dass sie fur eine Interaktion verantworthdhdie eine gegentber
den Pilzen neu gewonnene Funktion derdR in Vertebraten vermittelt. Ein Beispiel ist die

oben geschilderte Kernexportaktivitat des-BK, die durch die Insertion 1 vermittelt wird.
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Die Insertion 2, die sich C-terminal von Insertion 1 in der putativefr2ZNfiomologen
Domaéane befindet, konnte theoretisch als eine Bindedomane dienen, Uber dielthe2K
mit Bestandteilen von SG interagiert. Dass der Grol3teil der-BMNAungsmotive auch in
Pilz-Ipk1s zu finden ist, kdnnte daflir sprechen, dass auch sie eine Ratlgem MRNA-
Export spielen und lediglich die Beteiligung an der SG-Bildung eigerischaft der 122K
ist, die im Laufe der Evolution hinzugewonnen wurde. Die Klarung dieseorien bedarf

aber weiterer Untersuchungen.

Insertion 2

Abbildung 49: Position von Vertebrateninsertionen n der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase
sowie ihres Kernexportsignals im putativen 3D-Strukurmodell.

In der putativen 3D-Struktur der humanens-BK wurden die beiden Aminosaureinsertionen, die imu
Vertebraten-IR2Ks und nicht in Pilz-lpk1ls vorhanden sind, fachlihervorgehoben. Insertion 1 (Aminosduren
202-297), die das NES bildet, ist pink und Insertto{/Aminosauren 335-389) ist gelb markiert.

4.2.2.1.1.3 Die putative FG-Bindedoméne der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat Z:&se

In der putativen 3D-Struktur der 42K konnte auf3erdem eine FG-Bindedomane pradiziert
werden (Abbildung 46, rote Doméane). FG-Motive sind Phenylalanin und Glycin reiche
Doménen von Nukleoporinen. Diese Proteine sind Bestandteile des Kernporenaangie

Uber ihre FG-Motive mit mRNA-Transportproteinen physikalisch interag und so deren
Passage durch den Kernporenkomplex vermitteln. Die Nukleoporine Nup116p und Nupl100p
beispielsweise interagieren lUber GLFG-Regionen mit der FG-Bisdongiane von Mex67p,

dem Hefehomolog von TAP (Strawn et al. 2001), wahrend humanes TAP anu@ah/N
bindet (Katahira et al. 1999).
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Die FG-Bindungsdoméne von TAP besteht aus ui¢felices, die gegeneinander gepackt
sind @Abbildung 50A). Der Vergleich zwischen der von Grant et al. durch NMR gel6sten
Struktur Abbildung 50A) mit der von Prof. Dr. Mayr modelliertefAbbildung 50B) zeigt

eine gute Ubereinstimmung der beiden 3D-Strukturen. Fir gi@KkFkonnte von Prof. Dr.

Mayr eine FG-Bindedomé&ne modelliert werden, die der von TAP sehchkhsti(vergleiche
Abbildung 50A und B (TAP) mit C (IPs-2K)). In TAP bilden die Aminosauren GIu566,
Phe574, Leu563 und GIn590 einen hydrophoben Kern, fir dessen Stabilitdt das Trp594 von
groRer Wichtigkeit ist Abbildung 50D). Obwohl diese Aminosauren in dersiBK nicht
konserviert sindAbbildung 45), gibt es in der putativen 3D-Struktur vorsdBK ebenfalls

eine ahnliche hydrophobe Gruppierung, die von den Aminosauren 1le458, Tyr460, Tyr461,
Ala471, Met474 und Phe478 geformt wifldlau markiert inAbbildung 50E). Ein Pendant

fur eine zweite hydrophobe Aminoséuregruppierung von TAP, die fur seimakiinb@ mit

dem Kernporenkomplex verantwortlich ist, konnte fir die-dR jedoch bisher nicht
identifiziert werden. Ob die putative FG-Domaéne tatséchlichaths aktiv und damit am
nukleozytoplasmatischen Pendeln der2R beteiligt ist, gilt es in Zukunft zu klaren.
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Abbildung 50: Verschiedene Ansichten der 3D-Struktamodelle der C-terminalen Domanen von TAP und
IPs-2K.

(A): 3D-Struktur der C-terminalen Domane von TAP (Grah al. 2002).(B): 3D-Strukturmodell der C-
terminalen Doméane von TAP, modelliert von Prof. Bayr. (C): Putative 3D-Struktur der C-terminalen
Doméne von IR2K, modelliert von Prof. Dr. Mayi(D): In der 3D-Struktur der C-terminalen Domane vorPTA
wurden die strukturgebenden hydrophoben Aminosaurau markiert (Grant et al. 2002JE): Blaue
Markierung einer &hnlichen hydrophoben Gruppierimg3D-Strukturmodell der C-terminalen Domé&ne von
IPs-2K.

4.2.2.2 Die strukturierte Anlagerung von Inositol-13,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase an Euchromatin und ihre Glokalisation
mit MRNA

Die zweite typische Eigenschaft eines mRNA-Transportproteires,hair fur die IB-2K
charakterisiert werden konnte, ist die Colokalisation mit mRNA:

Fur alle IPKs, die eine nukleare Lokalisation aufweisen, wurdeghmehmaniige Verteilung
im Kern beschrieben (Brehm et al. 2004, Nalaskowski et al. 2003, Naldsketwad. 2002,
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Saiardi et al. 2001b). Erst 2004 wurden Untersuchungen zur intrazelluldkahshation der
DmIPMK in Speichelzellen der Fruchtfliege veroffentlicht, welchaee spezifische
Anlagerung dieser Kinase an die Euchromatinfraktion von Polytdnchromosomen
wahrscheinlich machten (Seeds et al. 2004). In den oben beschriebenen
Zeitreihenexperimenten und bei der Untersuchung der intrazellularenidatiken sowohl
endogener als auch Uberexprimiertes-2R konnte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls eine
Zielsteuerung zu spezifischen nuklearen Strukturen charakteristedem Sie ist damit,
Uberexprimiert in NRK-Zellen aus der Ratte, sowie in COS7edetler Griinen Meerkatze
und humanen H1299-Zellen, nicht, wie in (Fujii and York 2005) beschrieben, gl&chma
Uber die Zelle verteilt lokalisiert.

Durch multiple Versuchsansatze konnten diese Substrukturen des Zelllesns
transkriptionell aktive Genbereiche identifiziert werden. 1) Die riukle Substrukturen, mit
denen die IR2K colokalisiert, werden nur schwach von DAPI angefarbt, welches dafur
bekannt ist, dass seine Interaktion mit Heterochromatin wesenttickess ist als die mit
Euchromatin, das die zur Transkription partiell entwundenen Chromatinsaml¢nthalt. 2)

Die Detektion endogener 4K im Zentrum von Nukleoli weist auf eine Colokalisation mit
Nukleolusorganisatorregionen von Chromosomen hin, d.h. auch der Ort der rRNves®ynt
(Stryer 1999) bindet ¥2K. 3) Bei der Detektion endogeners{EK in mitotischen Zellen
mittels Immunfluoreszenz wurden die hochkondensierten Chromatinstrukturen wifPs-de
2K hingegen vollig ausgespart. Dieses Ergebnis war zu erwartetellda in der Ana- oder
Telophase praktisch kein Euchromatin besitzen. Durch den Zusammenbruch der
Kernmembran wéhrend der Zellteilung entsteht ein Kontinuum zwischam Ked
Zytoplasma (Stryer 1999), weswegen dig-2R gleichmalig Uber die Zelle, um das
Chromatin herum verteilt, detektiert werden konnte. 4) Fir eine Euchniokatisation der
IPs-2K spricht weiterhin, dass im Rahmen der Dissertation von Dr. Gdugher (Luther
1995) auch fir das Produkt dersiBK, das Insk, eine Colokalisation mit aktiven
Genregionen bestimmt wurde. Ihre Arbeit beschaftigte sich mitMigchweis von radioaktiv
markiertem InsPan Polytdnchromosomen aus SpeichelzellenGlwnonomus thummbDiese
Praparate wurden nach der Inkubation mit Tritium markiertemglms®P Fotoemulsion
Uberschichtet. Nach Belichtung der Emulsion durch das Tritium und Entwickter
Silberkdrner wurde ein charakteristisches Bandenmuster aktiver di@mee in den
Polytdnchromosomen der Zellen erkennbar (Luther 1995).

5) Bei einer Lokalisation der 2K an Eurchomatin sollte zumindest eine partielle
Colokalisation der Kinase mit mRNA, die bei der Transkription emtstsichtbar sein.
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Tatsachlich konnte durch den Nachweis von poly(A)-RNA mittels FISH distmalig die
Colokalisation einer Inositolphosphatkinase mit mMRNA nachgewiesen nveddeh fur die
Interaktion mit mMRNA bietet die putative 3D-Struktur deg-BK einen Erklarungsansatz.
Denn eine einer RNP-Bindedomane von TAP (Ho et al. 2002) sehr &hnliche
Interaktionsdomane konnte auch fir dig-BK aus der Sequenz vorhergesagt und 3D-
modelliert werden (siehé@bbildung 46, grine Domanen). Diese RNP-Domane von TAP
wird bei der Bindung von mRNA durch einen Bereich von Leucin reichen Wieldeigen
funktionell unterstitzt (Ho et al. 2002), fur die ebenfalls ein PendateritR-2K pradiziert
werden konnte Abbildung 46).

Alle diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, das2KlPeine bisher unbekannte
Funktion inne hat, die sich anscheinend nicht auf die Produktion vogidasEhrankt, wie es
fur das Hefehomolog der 4R2K, die Ipkl, beschrieben wurde. Die Ipkl soll tber ihre
Phosphorylierungsaktivitat von Ins(1,3,4,54)&so Uber die Produktion von InsEen Glel
mediierten mMRNA-Export beeinflussen (Miller et al. 2004). Die Aenostellten eine Ipk1-
Mutante her, die an eine Zielsteuerungssequenz fir die Plasmameyekoppelt war. Auf
diese Weise wurde eine plasmamembranstandige Ipk1l-Mutante edieukginen Einfluss
auf den mRNA-Export der Hefe durch Protein/fmRNA-Wechselwirkung hkbente. Diese
Bedingungen riefen keine negative Beeinflussung des mRNA-Exportesrheveshalb
davon ausgegangen wurde, dass die Ipkl nicht aktiv am Export betgilggindern lediglich
als InsR-Produzent wirkt. Somit wurde InsRls der wichtige oder gar essentielle Faktor
postuliert (Miller et al. 2004). Die IngfHerstellung kdonnte auch durch Plasmamembran
verankerte IR2K erfullt werden, von wo aus das Ipsiurch Diffusion an seinen Wirkort im
Kern bzw. an den Kernporen gelangen kann. Es ist allerdings fragwdbddie Markierung
der Ipkl mit einer PM-Zielsteuerungssequenz tatsachlich zu einerid@®%okalisation an
der Plasmamembran fihrt. So kénnte eine starke Uberexpression von Memtziaen
dazu fuhren, dass ein Teil der Proteine statt in die Plasmamenmbdie Kernmembran
eingelagert wird. Es wére auch moglich, dass alle Bindungsstellder Plasmamembran
durch die hohe Konzentration des Proteins belegt werden und deshalb nochl eier Te
Mutante frei im Zytosol vorliegt. Auf diese Weise kdonnten noch actseed viele Molekile
des mutierten Proteins fir den mRNA-Export als direkte Interaktionspartnésiadren.

Das nukleozytoplasmatische Pendeln def2IR, ihre Colokalisation mit Euchromatin und
nukledrer mRNA sowie die Akkumulationen der Kinase an bestimmtenpien und im

Zytosol lassen eher darauf schlieRen, dass die2HP eine wesentlich direktere und
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vielfaltigere Rolle im mRNA-Export, wenigstens einer Fraktian mRNA von Vertebraten,
spielt, als nur durch Produktion von Igsfklarbar.

Warum unterschiedliche Funktionen vons-BK in Hefen (Odom et al. 2000, York et al.
1999) und Vertebraten? In Hefezellen, die einem rapiden Wachstum und leschnel
Proliferation unterliegen, ist es wahrscheinlich nétig, schnelklpstiuzieren zu kénnen. Da
Hefezellen aber recht klein sind, muss das dn&Pmutlich nicht unbedingt direkt an seinem
Wirkort produziert werden, da es durch Diffusion schnell genug zu seinelrigspartnern
gelangen kann.

Die meisten mRNAs in Hefen sind intronlos und ihr nukledrer Exportaatteidet sich in
vielerlei Hinsicht vom Export der meist gespleil3ten mRNAs imtafgaten (Goffeau et al.
1996, Stutz and lzaurralde 2003). Diese Tatsache, die Grofe und die Kadihplexit
Vertebratenzellen und —kernen konnten eine feinregulierte ZielsteusamgnsR und
seinem Produzenten erfordern. IgsPist ein polyanionisches Molekil, das
hdchstwahrscheinlich in l6slichen poly-Magnesiumhydratkomplexen (Totred. €2005)
vorliegt, die dazu neigen, tber KigBriicken mit negativ geladenen Membranen und
Polynukleotidstrukturen zu assoziieren (Stuart et al. 1994). Die dadumgesehrankte
Diffusion von InsR konnte ein raffiniertes System nukledrer und zytosolischer
Lokalisationsereignisse der 52K erfordern, um InsP an definierten zellularen
Substrukturen in gentgend hoher Konzentration bereitzuhalten. So wirde stEiiergass
das Insk direkt an seinem Wirkort produziert wird, der tatsachlich in deheNdes
Euchromatins liegen konnte, wie der schon erwahnte Nachweis vory brsPder
Euchromatinfraktion von Polytanchromosomen @hsronomus thumm{iLuther 1995) zeigt.
AulRerdem wurde IngFkirzlich als ein essentieller Faktor fur Proteinfaltung und Aktiviéit
RNA editierenden Adenosindesaminasen ADAR2 und ADAT1 beschrieben (Maebat.
2005). Diese Funktion von IngPkonnte ebenfalls eine nukledre Produktion des
.hiedermolekularen Faltungsmediators” lgsBrfordern. Dartber hinaus spielt Igsin
DNA/PK-Komplex offenbar ebenfalls eine wichtige Rolle zur Sisierung der
Proteinfaltung und -oligomerisierung (Byrum et al. 2004, Hanakahi and 2082 Ma and
Lieber 2002). Bei der Assoziation mit Chromatin und RNPs sowie bdiielebeschriebenen
Oligomerisierung der B22K konnte eine ahnliche Funktion flir Ingbbstuliert werden.
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4.2.3 Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphatkinase 2-K  inase, mRNA-Export

und Stressgranula

Nachdem in der vorliegenden Arbeit mehrere Eigenschaften de2KIRcharakterisiert
werden konnten, welche starke Hinweise darauf lieferten, dasshelsesidieser Kinase auch
um ein mRNA-Transportprotein handelt, stellte sich die Frage nacipldsiologischen
Relevanz der Ausbildung von zytosolischeg-2R-Akkumulationen. Deshalb wurden diese
IPs-2K-Granula, die in den Zeitreihenexperimenten aufgefallen waren,r nittersucht.
Interessanterweise werden sie ebenfalls bei poly(A)-RNAKDete durch FISH angefarbt,
d.h. sie enthalten mRNA. Auf diese Weise konnte bewiesen werden, aad&;-@K
tatsachlich mRNA aus dem Kern begleitet und somit aktiv am mEkgort beteiligt ist.
Unter normalen zellularen Bedingungen ist es aber untypisch, dasdiex@anRNA in
zytosolischen Granula akkumuliert. Proteinhaltige Ansammlungen von mRMNA
Zytoplasma konnen jedoch durch zellularen Stress induziert werden, lweskal
Stressgranula genannt werden (Kedersha et al. 1999). Eine Art ves, Steezur Ausbildung
von SG fuhren kann, ist die transiente Proteiniberexpression (Kedersala 2000).
Anscheinend hat also die Uberexpression des EG&PWHAFusionsproteins in den
untersuchten Zellen zur Bildung von SG gefluhrt. Es wurden deshalb im Raleser Arbeit
die in der Literatur anerkannten Verfahren genutzt, um eine Betegider IB-2K an dem
Phdnomen der Ausbildung von SG zu beweisen. Hierzu z&hlt der Nachweis ei
Colokalisation mit spezifischen Bestandteilen von SG, wie z.B. denAviBihdeproteinen
TIAR und PABP (Thomas et al. 2005). Fur das Uberexprimierte EGFEMHFuUsionsprotein
konnte durch den immunhistochemischen Nachweis sowohl fur TIAR als aueABR eine
Colokalisation mit der Kinase in SG identifiziert werden. Eindteve Methode ist die
Untersuchung der Colokalisation des interessierenden Proteins mit idtyngdurch
Inkubation mit Puromycin, induzierten SG (Kedersha and Anderson 2002). Prlgsemen
destabilisierende Reagenz filhrte zu SG, die eine deutliche Ccéicalis mit
Uberexprimierter IR2K zeigten, wenn sie mittels FISH oder durch Immunfarbung von TIAR
nachgewiesen wurden. Dabei fiel auf, dass die Puromycin induzierteraleicher und
kleiner waren als die durch Proteiniberexpression induzierten SG.kDiege auf die
unterschiedlichen Erholungszeiten zuriickzufiihren sein, die die Zellen,hattesich unter
Auflésung der SG zu regenerieren. Es wurde bereits beschriebemaghsStressinduktion
zunachst viele kleine SG entstehen, die sich mit der Zeit zu srergplRen SG vereinen
(Kedersha and Anderson 2002). Die EGFRAR Uberexprimierenden Zellen waren zum
Zeitpunkt der Fixierung bereits 24 Stunden dem Stress der Proteinifessegn ausgesetzt.
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Sie hatten somit mehrere Stunden Zeit sich den veré&nderten Bedingumggrassen und
enthielten vermutlich deshalb nur wenige grof3e SG. Die Puromycin beteandallen
wurden eine Stunde dem SG induzierenden Reagenz ausgesetzt und anscisiodGe
fixiert, ohne die Mdoglichkeit zu haben sich zu regenerieren. Aus rdigSeunde waren
vermutlich viele kleine SG nachweisbar.

Die endogene Kinase konnte in der Tat ebenfalls in den Puromycin indozs€ durch eine
immunhistochemische Doppelfarbung vons-BK und TIAR detektiert werden. Da die
Visualisierung der endogenen siPK in SG nicht so eindeutig war wie bei dem
Uberexprimierten EGFP-Fusionsprotein, wurden die Fluoreszenzintemsiggeanti-Ig2K-
Antikorpers, detektiert mit einem rot fluoreszierenden Sekundarantikdnp®G, Kern und
Zytosol verglichen. Wie irKapitel 3.2.6 gezeigt, war im Bereich der SG ein deutlicher
Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitdt von durchschnittlich +56¢endgiber dem
Fluoreszenzsignal im Zytosol (=100%) messbar. Im Kern dagegexnagim 169% hohere
Fluoreszenzintensitat vor als im Zytoplasma. Durch &quivalenteudgss der lokalisierten
EGFP/IR-2K-Fluoreszenz und der Fluoreszenz, bestimmt Uber gebundenen s&2ii-IP
Antikorper, mit dem das Fusionsprotein detektiert wurde, konnte gezeidemw; dass durch
den anti-IB-2K-Antikdrper nur ca. 47% des in SG vorhandenen EGFP-Fusionsproteins
detektiert wurden. Diese verminderte Detektion in SG ist verrhugiicf eine sterische
Behinderung der Antikorperbindung an das Epitop de2K zurtickzufiihren. Anscheinend
wird durch die Bindung der ¥2K an Komponenten von SG der Aminosaurebereich
verdeckt, in dem die Bindungsstelle fur den Antikorper liegt. DaslgePhdnomen kdnnte
erklaren, warum die endogeng1BK im Kern ebenfalls um ca. 37% schwacher erkannt wird
und die groRen Mengen an EGFR/EK-Fusionsprotein, die in den Nukleoli sichtbar sind,
praktisch gar nicht von dem Antikorper detektiert werden. Das Antikdjpepe das von den
Aminosauren 346-360 gebildet wirdlgbildung 51, Cyan farbene Aminoséauren), liegt in der
Vertebrateninsertion 2 der 4RK, und damit anscheinend in einem wichtigen
Protein/Proteininteraktionsbereich des Enzyms. Wie schon erwahnt, ké&nstehebei der
Insertion 2 um eine SG-Bindungsdomane handeln, da sie nur in VertebrafisIP
vorkommt und deshalb wahrscheinlich an einer Funktion beteiligt ist, diépkgrfehlt.
Fande die SG-Interaktion dersi2K Uber die Insertion 2 statt, so lie3e sich auch erklaren,

warum die IB-2K gerade in SG nur schlecht durch den Antikérper detektiert wird.
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Abbildung 51. Position des Antikdrperepitops innertalb der putativen 3D-Struktur der Inositol-1,3,4,56-
pentakisphosphat 2-Kinase.

In der putativen 3D-Struktur der humanens-BK wurden die beiden Aminosaureinsertionen, die imu
Vertebraten-IR2Ks und nicht in Pilz-lpkls vorhanden sind, faghlihervorgehoben. Insertion 1 (NES,
Aminoséauren 202-297) ist pink und Insertion 2 (Aoséuren 335-389) ist gelb markiert. Die Aminosautes
Antikorperepitops (346-360) fur den antistPK-Antikdrper sind als Cyan farbene StébchenmedéBualisiert.

4.2.4 Die intrazellularen Lokalisationen der Inosito [-1,3,4,5,6-

pentakisphosphat 2-Kinase im Uberblick

Die oben diskutierten Lokalisationen der-BX, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
identifiziert wurden, lassen sich folgendermal3en in einen kinetischenfumitionellen
Zusammenhang bringenAbbildung 52 stellt zusammenfassend die intrazellularen
Translokationen der ¥2K dar: Nach der Translation der siPK-mRNA wird das
synthetisierte Protein mit Hilfe seines NLS aus dem Zytomdas den Kern transportiert, wo
es zunachst an den transkriptionell aktiven Regionen des Chromatins, utdmoriatin,
lokalisiert (1). Zu einem spateren Zeitpunkt tritt die-ZK auch in Nukleoli ein, dem Ort der
rRNA-Synthese (2). Die im Euchromatin und im Nukleolus produziertenRM&rden dann
von der IR-2K aus dem Kern (4) in das Zytoplasma begleitet. Vermutlich bolmeNES der
IPs-2K an NXT, das den Export unter Interaktion mit dem Kernporenkomplexierie(h).
Steht die Zelle unter Stress, ist dig-BK offenbar an der Bildung von SG beteiligt, wo sie
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mit mRNA (6), TIAR (7) und PABP (8) colokalisiert. Durch diéH[InsPs in situ
Bindungsstudien von Dr. Claudia Luther (Luther 1995) konnte eine Bindung vog dnsP

aktive Genregionen, Kernmembranen und Nukleoli gezeigt werden (3).

Zytoplasma Polysom
Membran-

lokalisation

Translation
s mRNA TRNA?  TIAR
\ ABP
Aktives
Chromatint

@IP6

RNA
editierende
Enzyme

NHEJ-

Komplex
IP;

Abbildung 52: Uberblick tiber die Lokalisationen vonInositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase und
InsPe.

Siehe Text fiir Details. Die ¥2K wird durch@l®, InsR, durchiPs markiert.

4.2.5 Mdoglicherweise ist die Inositol-1,3,4,5,6-pen takisphosphat 2-Kinase
das bhisher unbekannte Glied zwischen Stressabbau und

gleichzeitigem Schutz vor Apoptose

Weitere Hinweise auf die Funktionen deg-BK hat die Herunterregulierung ihrer Expression
durch siRNA geliefert. Es wurde in den Zellen mit stark redtenidP-2K-Konzentration
sowohl eine abgewandelte Kernmorphologie als auch eine verdnderteelintéae
Lokalisation von TIAR beobachtet. Funktionen und Lokalisation vop2Ke und TIAR
scheinen somit eng miteinander verwoben zu sein. Erstens colokalisié®-2K mit TIAR

in SG. Zweitens ist die 2K anscheinend am Kernimport von TIAR beteiligt und drittens
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ist TIAR ein direkter Bindungspartner, da es bei Immunprézipitation EGkP/IR-2K-
Fusionsprotein mitgefallt wird.

Ob die Ursache fur die veranderte Kernmorphologie in Zellen mit legragulierter 1B-2K-
Expression tatsachlich im Fehlen der Kinase begrindet ist, kann lwesbhat eindeutig
geklart werden. Einerseits spricht die EuchromatinlokalisationRde&2 fiir eine Beteiligung
der Kinase an der Organisation des Chromatins, und ihr Produkg IesPn die
Chromatinremodellierung involviert (Rando et al. 2003, Shen et al. 2003, $tegje2003).
Andererseits kann in Abwesenheit deg-BX TIAR nicht mehr in den Kern transportiert
werden, weshalb die verdnderte Kernmorphologie auch mit dem Fehlerktdgtéfen von
TIAR im Kern zusammenh&ngen konnte.

Fur TIAR wurde kurzlich, neben den schon bekannten mRNA-Bindungseigenscludten,
Fahigkeit beschrieben an DNA-Strukturen zu binden. Zwei relevante Birdelegkonnten
fur TIAR und TIA-1 identifiziert werden: die 3'-UTRs bestimmt@RNAS, zu denen die von
Interleukin (IL)-8, der humanen Matrix Metalloproteinase (MMP)-13¢lG@yxygenase-2 und
die des Tumornekrosefaktor (TNE&)gehoren, sowie die U-reiche Sequenz in der Nahe der
5'-Spleil3stelle einiger pr&-mRNAs, wie Fibroblasten Wachsturepter 2 (FGFR2),
humanes Calcitonin/CGRP, Fas und TIAR selbst.

Einige dieser Proteine besitzen Funktionen, die direkt oder indirekt Apdptose
zusammenhéngen. IL-8 ist ein Chemokin der CXC Familie, welches antirem durch
Endothelzellen, Monozyten, Epithelzellen und Fibroblasten produziert wirdwigmtiger
Angriffspunkt des Chemokins sind neutrophile Granulozyten. Die wesentlmbkgischen
Wirkungen von IL-8 auf Granulozyten beinhalten die Forderung der Chemotdiris,
Stimulation der Expression von Adhasionsmolekilen und die Aktivierung mgeEreng
von Sauerstoffradikalen und Granula (WIKIPEDIA 2005).

Die Cyclooxygenase (COX) ist ein intrazellulares Enzym Heystaglandinsynthese und
spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Entziindungsreaktion.n@t &ich in
Leukozyten, Thrombozyten, Endothelzellen, Nierenzellen, Gehirn- und Rickeneileriksz
Das Isoenzym COX-2 ist induzierbar und nur bei Entziindungen aktiv (WIKIPEDIA 2005).
Metalloproteinasen sind Schlisselenzyme bei der Degradierung vonin@moteler
Extrazellularen Matrix. Sie werden nach ihren Substraten in flinfpggn unterteilt:
Stromelysine, Elastasen, ,Membrane-type Matrix Metalloprotesfasnd Collagenasen, zu
denen auch die MMP-13 gehort (Phillips et al. 2003). MMP-2, das zur fUGfigope, den

Gelatinasen, gehort, spaltet aul3erdem die extrazellulare Doméase Fibeoblasten-
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Wachstumsfaktorrezeptors (FGFR) und reguliert so die Aktivitdt vactha&tumsfaktoren
(Steinberg et al. 2005).

Fas, Tumornekrosefaktoren (TNF) und andere Zytokine, die beispielsweise T-
Lymphozyten sezerniert werden, leiten den extrinsischen Weg bdnitlationsphase der
Apoptose ein. Die Ligandenbindung erfolgt an einem Rezeptor der TNEpeFamilie
(z.B. CD95). Daraufhin rekrutiert der Rezeptor mit Hilfe von FAHag-associated death
domain protein) im Zytoplasma vorliegende Procaspase 8. Diese dksidke durch die
entstandene hohe lokale Konzentration autokatalytisch. Aktive Caspasersgitisrlost die
sogenannte Caspasekaskade aus (WIKIPEDIA 2005).

TIAR bindet DNA ebenfalls tber seine RNA-Erkennungsmotive (RNAobgeition motif,
RRM) 2 und 3. Deshalb wurde postuliert, dass mRNA und DNA um die selben
Bindungsstellen in TIAR konkurrieren. Aul3erdem soll TIAR ein weitel@hlA-
Bindungsmotiv besitzen, weil ein gewisser Anteil an gebundener DNt durch Zugabe
von RNA verdrangt werden kann. Aufgrund dieser dualen Bindungseigenschaften kdnnte
TIAR ein Brickenprotein zwischen DNA und mRNA darstellen, das ifPtheessierung und
den Transport von mRNA involviert ist (Suswam et al. 2005).

Dies ist interessant im Hinblick auf neue Erkenntnisse Uber diku§ von Insk, das in
HEK293-Zellen Schutz vor TNF und Fas induzierter Apoptose bieten soll (Verbsky and
Majerus 2005). Die Uberexpression des-#K filhrte in diesen Zellen zu einer Akkumulation
von InsR, wahrend InsPverschwand; gleichzeitig sank die Anfalligkeit gegenliber O NF
und Fas induzierter Apoptose. Pyrophosphorylierte Inositolphosphate, wig flins&ie eine
pro-apoptotische Wirkung postuliert wird (Morrison et al. 2001), lagen ramgsgemal
nicht in héheren Konzentrationen vor.

Die bekannten anti-apoptotischen Signaltransduktionswege wurden durch Uessexpder
IPs-2K nicht aktiviert, weshalb die Autoren folgerten, dass die Apoptoséi@mbnde
Wirkung der IR-2K auf einer neuen Funktion dieser Kinase beruhen muss. Denn der Effekt
konnte nicht auf die anti-apoptotische Wirkung von @N&urch Aktivierung von NkB
zurickgefuhrt werden. Aul3erdem beeinflussen veranderte-fresiel weder die Expression
von TNFa-Rezeptoren noch die Aktivitdt von Caspasen8vitro (Verbsky and Majerus
2005).

Diese Befunde bericksichtigend, lasst sich die folgende Theorie iimsT mdoglichen
Zusammenhang von 4R2K-Uberexpression und Schutz vor Apoptose aufsteidabi{dung

53): In gestressten Zellen kdnnen mehrere Stressreaktionswegsdilagen werden, zu
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denen die Bildung von SG zur Bewaltigung des Stresses gehért undnieguBg der
Apoptose, falls sich der Stress nicht abbauen lasst. Werden @isthienspeicher fur beim
Stressabbau nicht bendétigte Transkripte gebildet, so sollte die IndulidiorApoptose
zunéchst unterdrickt werden. Hierzu konnte dig2IR folgendermalRen beitragen: TIAR
liegt gebunden an die 3'UTR von TNFund Fas vor und kontrolliert méglicherweise die
Transkription der entsprechenden mRNAs bzw. deren Prozessierung. Dieghjileit des
Kernimportes von TIAR von der $2K und ihre Euchromatinlokalisation lassen den Schuss
zu, dass die H2K TIAR aus dem Zytoplasma zu seiner DNA-Bindungsregion im
Euchromatin transportiert hat und sich nun dort mit ihm zusammen befuigeklart ist
noch, ob die IR2K dabei an TIAR, an DNA oder an mRNA gebunden vorliegt.

Unter Stress ist es sinnvoll, die Transkripte herzustellen, die Ap@pnduzierende Proteine
codieren, damit sie rasch translatiert werden konnen, falls dessSticht zu bewaltigen ist.
Zunéchst sollten sie aber unter Translationsarrest gelagel¢nvéir den Fall, dass der Stress
erfolgreich abgebaut werden kann. TIAR und dig¢-dR kdnnten dazu im Komplex mit
anderen Proteinen z.B. die TéFund Fas-mRNAs aus dem Kern zu SG begleiten, wo die
Translationsinhibierung stattfindet. Die Gruppe von Dr. Sabine Windhorst kadnnte
gestressten Zellen in der Tat sowohl eine verstark§&KPExpression als auch erhéhte
InsRs-Pegel nachweisen (unvertffentlichnte Daten). Der Mechanismus, nauoh IrokR
Apoptose inhibierend wirkt, konnte jedoch noch nicht aufgeklart werden.

Fur die IR-2K lasst sich aber postulieren, dass sie ein Enzym ist, das mhetulere seiner
Funktionen, namlich Produktion von Inséhd, zusammen mit anderen Proteinen, Transport
und Translationsinhibierung von mMRNAs Apoptose induzierender Proteine, g@ewiss
Apoptosewege inhibiert. Der Zelle wird damit die Moglichkeit desge spezifische Arten
oxidativen Stresses zu bewaltigen, wahrend die Option auf Apoptose erhalten bleibt.

Durch diese Theorie lasst sich auch erklaren, warum in der AbwdsenhelPs-2K die
Anfalligkeit gegeniiber Apoptose erhoht ist. Im Rahmen dieser Arhede die Expression
der IR-2K durch siRNA herunterreguliert. Nach zwei Tagen transientgrdssion der
siRNA waren noch einige Zellen mit stark vermindertgrdR-Konzentration zu detektieren,
die in der TIAR-Farbung aber niemals SG aufwiesen. Bereitsdracfiagen Expressionszeit
konnten keine Zellen ohnesK mehr nachgewiesen werden, d.h. dass der Verlust gler IP
2K zum Zelltod fuhrte. Wahrscheinlich kbnnen ohng2R keine SG gebildet werden. Dies
fuhrt dazu, dass der Stressabbau erheblich erschwert wird, wodurclelidie vermutlich
verstarkter und schnellerer Apoptoseinduktion erliegen. Dass gigKIFebensnotwendige
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Funktionen erfillt, wird zudem beim knock-out dieser Kinase deutlich, denBRsdd-K.O.-

Mause sind am Tag 8,5 embryonal letal (Verbsky et al. 2005a).

Die Lokalisation der IR2K an weiten Bereichen des Euchromatins spricht dafur, dass die
Kinase noch weitere Aufgaben an vielen Genen und Transkripten eigilidiea eben
beschriebenen, denn bei einer alleinigen Interaktion mit den Genen vand=ablFa misste
eine konzentriertere Anlagerung der Kinase an distinkte Genberaicheobachten sein,
anstelle einer nahezu vollstandigen granulésen Farbung von Euchromatin. bIndg&
ebenfalls nicht nur an wenige bestimmte Gene, wie die voroTiE Fas, sondern allgemein
an U-reiche Sequenzen. In nicht gestressten Zellen konntese?& Idkeshalb moglicherweise
die SG-unabhangigen Aktivitdten von TIAR begleiten und z.B. die mRNAsrg&ren, an
deren Prozessierung TIAR beteiligt ist.

Fur solche mit mRNA assoziierten Funktionen def2R sprechen alle hier dargelegten
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit: Das nukleozytoplasmatische ReatetelR-2K, ihre
Colokalisation mit mRNA im Kern, an Kernporen und im Zytoplasma, deeigte
Interaktion der IR2K mit dem mRNA-Bindeprotein TIAR, die Beteiligung an
Stressgranulabildung unter Colokalisation mit PABP, zytosolischédAnéhd TIAR sowie
die gute Modellierbarkeit ihrer Tertiarstruktur anhand der Struktsimt®NA-Exportproteins
TAP.

Die Klarung der molekularen Zusammenhange all dieser Befunde und w@idiefte
Charakterisierung ihrer physiologischen Relevanz wird Gegenstand 2Zgkiinft

Untersuchungen sein.
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Transkriptions-
komplex

STRESS

Zytoplasma

Ins(1,3,4,5,6)Ps l

Kernexport @ T

Kernpore

SG Apoptose l

Abbildung 53: Theorie zur Funktion der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase in
Stressbewaltigung und Apoptoseinhibierung.

In gestressten Zellen kdnnte die- K zusammen mit TIAR an der Transkription und Rsserung der TNk

und Fas-mRNA beteiligt sein. Unklar bleibt, ob ti#tg-2K dabei an TIAR, DNA oder mRNA gebunden vorliegt.
AnschlieBend kdnnten die mRNAs zusammen mit TIAReumBeteiligung der 1R2K, und wahrscheinlich
weiterer Proteine aus dem Kern exportiert werden. dytoplasma findet dann der Translationsarrest in
Stressgranula statt. Gleichzeitig wird die Expmssier IR-2K erhdht, wodurch es zu einer Verringerung der
InsR-Konzentration unter Anstieg des IgdPegels kommt. Dadurch wird die Apoptose inhibiert der Zelle
wird die Mdglichkeit gegeben sich vom Stress zwoks.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Charaktetsigrvon Zielsteuerungen und
damit zusammenhé&ngender Funktionen zweier wichtiger Enzyme im
Inositolphosphatmetabolismus. Die Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isofoist &n
Schliusselenzym in der Regulation von Kalziumsignalen, indem es den sekuBdéenstoff
Ins(1,4,5)R einer Metabolisierung zu hoéherphosphorylierten InsPs zufihrt. Die Inositol
1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase ist ebenfalls ein Inositolphosphat umsetzergles E
Uber dessen Funktionen, neben der Phosphorylierung von Ins(1,3 £#z0,6)BR, zu Beginn

dieser Arbeit noch nichts bekannt war.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die Aktinbindungsdomane detolnbgi,5-
trisphosphat 3-Kinase Isoform B vollstandig zu charakterisieren. Esekdmtegt werden,
dass die von Dr. Isabell Schreiber identifizierte Aktinbindungsdomanan@sauren 108-
170) der Ratten Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isoform B auch in dembonk@rm
(Aminosauren 103-193) hinreichend und notwendig fur die F-Aktinbindung des Enzyms is
Die Aktinbindungsdomane ist die einzige funktionale F-Aktinzielsteuedgrgéne in der
Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinase Isoform B, ihre Bindung an F-Aktin asersibel,
benétigt keine weiteren unterstiitzenden Proteine und ist abhangig von dektdor
Sekundarstruktur zweier pradizier@sHelices. Innerhalb der Aktinbindungsdoméane konnte
aulBerdem ein aktives kanonisches monopartites Kernlokalisationssigntilziget werden,
das an Aminoséaureposition 128 beginnt. Diese duale Zielsteuerungsdoméztedbesi die
interessante Eigenschatft einer alternativen Zielsteuerung zwischktinFaAd Kern.

Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase konnte erstmals als ein hochaktive
eukaryotisch exprimiertes Enzym angereichert und auf seine Sapegifitat hin untersucht
werden. Als Hauptaktivitdt bestatigte sich die bereits bekannte pRiigsierung von
Ins(1,3,4,5,6)P zu InsR mit einer spezifischen Aktivitat von 0,5 pmol/min/mg. Zusatzlich
wurde die Umsetzung von Ins(1,3,4,6)# Ins(1,2,3,4,6)Pmit niedrigerer Aktivitat von ca.
0,02 umol/min/mg nachgewiesen. Eine Uberexpression der Kinase in-Z&&7 rief neben
dem erwarteten Anstieg der InsRind einem Abfall der Ins(1,3,4,5,6}Ronzentration eine
Erniedrigung des Ins(1,4,5,6}%owie eine Erhdhung des Ins(1,2,3,4s57@gels hervor.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf3erdem die intrazellulare Lakalis der Inositol-
1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase umfassend charakterisiert. Die Kinaste soxsohl

zytosolische als auch nukleare Lokalisation unter Colokalisation mchr&matin und
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nukledrer neusynthetisierter mRNA auf. Fir einen dynamischen Wenhisghen diesen
Lokalisationen sind Zielsteuerungsdomanen notwendig, die das hier besuhriebe
nukleozytoplasmatische Pendeln der Kinase vermitteln. Sowohl das heasmscht-
kanonische Kernlokalisationssignal, dessen Aktivitat von der Funktioneirtés putativen
Zink bindenden Motivs abhangt, als auch ein Exportin unabhangiges Kernexpartsig
konnten beschrieben werden. Aul3erdem wurde durch die Colokalisation mit izgtosol
MRNA-Akkumulationen und den mRNA-Bindeproteinen PABP und TIAR erstmas di
Beteiligung der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase an Stressgrachdgwigsen.
Anscheinend ist die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase zusammen mifRiéAr
Bindeprotein TIAR an der Produktion, der Prozessierung, dem Kernexport und dem
Translationsarrest von bestimmten mRNAs in Stressgranula ifetélul3erdem konnte
TIAR als ein Bindungspartner der si2K identifiziert werden, dessen Kernimport nach
Herunterregulation der Kinase blockiert ist.

Die physiologische Relevanz dieser neu identifizierten Funktionen naeitdl-1,3,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase liegt mdglicherweise im Schutz vor Apoptosgestressten
Zellen konnte die Kinase an der Lagerung bestimmter mRNAs @ssgfranula beteiligt sein,
deren Translation zur Einleitung von Apoptose fuhren wirde. Gleichzewigtevermutlich

die Apoptoseinhibierung durch Erhdhung der kKBnzentration durch die Kinaseaktivitat
der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase. Auf diese Weise konnte den dellen

Gelegenheit gegeben werden den Stress unter Erhalt der Option auf Apoptose zgdrewalti
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6 Summary

In this work localization and the functions of two essential human eswyhthe inositol
phosphate metabolism were characterized. Inositol-1,4,5-trisphosphte 3iknfase B is a
key player in regulation of G&signalling starting phosphorylation of the second messenger
Ins(1,4,5R to higher phosphorylated inositol phosphates. Inositol-1,3,4,5,6-
pentakisphosphate 2-kinase is also an inositol phosphate metabolising .efbysnaork
describes novel functions of this enzyme in addition to its phosphorylatios(@f3,4,5,6)pP

to InsR.

Actin Binding Domain of Inositol-1,4,5-trisphosphte 3-kinase isoform B \masacterized. It

is shown that the ABD from rat (aa 108-170), first described bysahell Schreiber, is also
in the human enzyme (aa 103-165) and is essential for binding of the tonBsxctin. The
ABD investigated here is the only Actin Binding Domain in the lefigth enzyme. Its
binding to F-actin is reversible and no other proteins are needed. Bredimges the correct
folding of the two predicted-helices in the ABD. Interestingly, the ABD contains an active
classical monopartite Nuclear Localization Signal beginning at aa 128.

The Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase was for the first timessagrén an
mammalian expression system and then enriched as an highly@ctiggn and its substrate
specificity was investigated. The phosphorylation of Ins(1,3,4,56)MsR was confirmed
as the main activity of the kinase. The enzyme showed a high ispaciivity of 0.5
nmol/min/mg. Additionally the conversion of Ins(1,3,4,6¥8 Ins(1,2,3,4,6)Pwith lower
specific activity of 0.02 pmol/min/mg was identified. Furthermore, rexgression of
Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase in COS7 cells led to the expessedf!
Ins(1,3,4,5,6)P and an increase in IngRconcentration. Unexpectedly the amount of
Ins(1,2,3,4,5)Pwas also increased, whereas Ins(1,4,%,60Rcentration was decreased.

The intracellular localization of Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase fully
described for the first time in this work, and a novel function of IR#s identified. IR2K
was found to co-localize with mRNA. Furthermore, Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphesphat
kinase was identified as a component of stress granules byldasalization with cytosolic
MRNA accumulations and the mRNA binding proteins PAPB and TIAR.

The RNA associated functions of Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinassitateres
targeting domains mediating nuclear import as well as nuckparteof the protein. Here the
nuclear localization sequence as well as the nuclear exportl ©igriaositol-1,3,4,5,6-

pentakisphosphate 2-kinase were identified.
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Knock-down of Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase by siRNA led to a modified
nuclear morphology and nuclear import of TIAR was inhibited. TogetharWAR, Inositol-
1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase seems to be involved in production, processing, nuclear
export and translational arrest of mRNA.

To explain the physiological relevance of these novel functions thewialj thesis is
suggested: In cells exposed to stress Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphatse2-kigather

with other proteins, might regulate the delay of apoptosis by thagst@mf special mMRNAs

(e.g. TNFx and Fas) in stress granules where translation is inhibitecheAsame time, the

kinase activity of Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase increasgsldusi®, thus

inhibiting apoptosis. This provides the stressed cell time to eidwaver from stress or
induce cell-death by apoptosis.
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8 Anhang

8.1 Gefahrstoffe

Substanz Kennzeichnung Gefahrenﬁinweise Sicherheitsr__atschl‘cige
Gefahrensymbole R-Satze S-Satze
Acrylamid T 45-46-E24/25- 53-45
E48/23/24/25
Ammoniumpersulfat O, Xn 8-22-36/37/38- 22-24-26-37
42/43
Ampicillin Xn 36/37/38-42/43 22-26-36/37
Diethylether Xn, F+ 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Ethanol F 11 7-16
Ethidiumbromid T+ 22-26-36/37/38-40| 26-28.2-36/37-45
Formaldehyd T 23/24/25-34- 26-36/37/39-45-51
39/23/24/25-40-43
Kanamycin T 32/61 22/45/53
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
2-Propanol F, Xi 11-41-67 7-16-24-26-39
Tetracyclin Xn 22-40-63 36/37
Triton X-100 Xn 22-41 24-26-39

8.2 Ein- und Dreibuchstabencode der Aminosauren

Aminosaure | Dreibuchstabencod¢Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaurg Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GlIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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8.3 Aminosauresequenzalignierung von zehn Vertebrat  en-IPs-2K-Sequenzen und 18 Pilz-Ipklp-Sequenzen.
In der obererReihe stellt ein Farbpunkt ein Aminosaure in einer SequenzalignigomO Vertebraten-2K-Sequenzen (1-10) und 18 Pilz-Ipk1p-Sequenzen

(11-28) dar. Die Farbcodierung entspricht der im Programm BioEdihbelenen. Die Alignierung wurde mit dem Programm CLUSTAL-X duetiiyt. Die
Nummerierung bezieht sich auf die gesamte Alignierung mit gigten Lucken. Die untere Abbildung stellt eine Alignierung der Seqagnente dar, die oben
durch Cyan farbene und pinke Balken markiert werden. Das fir die kathg/tAktivitat wichtige C ist rot markiert. Kurze konservieBereiche, die in
Vertebraten und Pilzen ahnlich sind, wurden orange unterlegt. Diegraf&en Peptidinsertionen, die nur in Vertebraten vorkommen, sind Cyan favbepiriz
unterlegt.

Vertebraten-IPs-2K-Sequenzen: 1: ChrUn320fugu rubripes; 2: CR633999etraodon nigroviridis; 3: BX465868Brachydanio reriumy,  4:
XM_414295Gallus gallus 5: CX897701Kenopus tropicalis 6: XP_283126Ylus musculus7: XP_22520Rattus norvegicys8: Sc25508flacaca mulattd; 9:
Ct541.52Pan troglodytes 10: NP_073592omo sapiens

Pilz-Ipk1p-Sequenzen: 11: Ct_l107facharomyces paradoxys 12: Ct_376Baccharomyces mikatge 13: Ct_439Faccharomyces bayarfus 14:
0i|6320521%accharomyces cerevisjak5: XP_447113Tandida glabrata 16: gi|[45184787|Eremothecium gossydii: XM_454521Kluyveromycedactis; 18:
XM_359600Magnoporthe grisea 19: Scl-1.3@occidioides immitls 20: SCtl.2s|Chaetomium globosum21l: EAA65019Aspergillus nidulans 22:
Sc4.1.27Fusarium gramineariury 23: XM_503655Yarrowia lipolyticga 24: NP_58808®chizosaccharomycgmmbe (truncated),25: gi|4643147&andida
albicans26: CR38213%ebaromyces hanseni7: SCtl.1C€andida tropicalig; 28: SCt1.5Cdlandida guilliermondii.

Sequenzen, die durch ein * markiert werden, stammen aus einer Voeh@siady Aminosauresequenzhomologie- und Stammbaumuntersuchungen. L[
“neuronal network based” Vorhersagealgorithmen FGENESH und HMM-F&ENEuUrden von der Firma Softberry Inc., US#nw.softberry.com entwickelt.

Sie wurden hier fuab initio oder Proteinsequenz basierte Genpradiktionen verwendet.




8.4 Zur Modellierung der N-terminalen Doméane von Hs  IP3K-B
verwendete Sequenz:

>P1;1EE8 = Matrizensequenz und korrespondierende 3D-Struktur:

structureX: 1EE8: 53:A:266 :A: MutM DNA binding protein

Ther mus t her nophi | us

FLLFALEGGVELVAH---------- LGMTGGFRLEPTPHTRAALVLEGRTLYFHDPRRFG
RLFGVRRGDYREIPLLLRLGP-EPLSEA-FAFPGFFRGLKESARPLKALLLDQRLAAGVG
NIYADEALFRARLSPFRP----ARSLT---EEEARR----LYRALREV------- LAEA-
VELGGSTLSDQSYRQPDGLPGGFQTRHAVYGREGLPCPACGRPVERRVVAGRGTHFCPTC
QGEGP----*

>P1;ip3kb-n8 = modellierte Sequenz (Prof. Dr. Mayr):
sequence: ip3kb-n8: 1: :184 : : N-terminale Doméane von IP3K-B
MAVYCYALNSLVIMNSANEMKSGGGPGPSGS--ETPPPPRRAVL-SPGSV---FSPGRGA

] = — FPPAESLSPEEPRSPGGWRSGR--RRLNSSSGS---------- GSGSS
GSSVSSPSWAGRLRGDRQQVVAAGTLSPPGPEEAKRKLRILQRELQNVQVNQKVGMFEAH
IQAQSSAI--QAPRSP--------- RL---GRARSPSP-------rmmenmeee- CcP—

----FRSSS*



8.5 Zur Modellierung der putativen 3D-Struktur von HslIP5-2K

verwendete Sequenzen:

DEFINITION Nuclear RNA export factor 1 (Tip-associ
(Tip-associated protein) (MRNA export f

ACCESSION Q9UBU9

ating protein)

actor TAP).

1 MADEGKSYSE HDDERVNFPQ RKKKGRGPFR WKYGEGNRRS GRGGSGIRSS RLEEDDGDVA
61 MSDAQDGPRY RYNPYTTRPN RRGDTWHDRD RIHVTVRRDR APPERGGAGT SQDGTSKNWF

121 KITIPYGRKY DKAWLLSMIQ SKCSVPFTPI EFHYENTR
181 DRENRRISII INSSAPPHTI LNELKPEQVE QLKLIMSK
241 QNIDVVLNRR SCMAATLRII EENIPELLSL NLSNNRLY
301 NELKSERELD KIKGLKLEEL WLDGNSLCDT FRDQSTYI
361 AFDVEAPTTL PPCKGSYFGT ENLKSLVLHF LQQYYAIY
421 PFIPQNPARS SLAEYFKDSR NVKKLKDPTL RFRLLKHT
481 VDISAQTSTL LCFSVNGVFK EVDGKSRDSL RAFTRTFI
541 SEEIQRAFAM PAPTPSSSPV PTLSPEQQEM LQAFSTQS
601 QAFTHLKAKG EIPEVAFMK

DEFINITION nuclear RNA export factor 1 [Homo sapie

ACCESSION NP_006353

AQ FFVEDASTAS ALKAVNYKIL

RY DGSQQALDLK GLRSDPDLVA
RL DDMSSIVQKA PNLKILNLSG

SA IRERFPKLLR LDGHELPPPI

DS GDRQGLLDAY HDGACCSLSI
RL NVVAFLNELP KTQHDVNSFV
AV PASNSGLCIV NDELFVRNAS
GM NLEWSQKCLQ DNNWDYTRSA

nsj.

1 MADEGKSYSE HDDERVNFPQ RKKKGRGPFR WKYGEGNRRS GRIRSS RLEEDDGDVA
61 MSDAQDGPRY RYNPYTTRPN RRGDTWHDRD RIHVTVRRDR APPERGGAGT SQDGTSKNWF

121 KITIPYGRKY DKAWLLSMIQ SKCSVPFTPI EFHYENTR
181 DRENRRISII INSSAPPHTI LNELKPEQVE QLKLIMSK
241 QNIDVVLNRR SCMAATLRII EENIPELLSL NLSNNRLY
301 NELKSERELD KIKGLKLEEL WLDGNSLCDT FRDQSTY!I
361 AFDVEAPTTL PPCKGSYFGT ENLKSLVLHF LQQYYAIY
421 PFIPQNPARS SLAEYFKDSR NVKKLKDPTL RFRLLKHT
481 VDISAQTSTL LCFSVNGVFK EVDGKSRDSL RAFTRTFI
541 SEEIQRAFAM PAPTPSSSPV PTLSPEQQEM LQAFSTQS
601 QAFTHLKAKG EIPEVAFMK

8.6 Hinweis zur Rechtschreibung:

AQ FFVEDASTAS ALKAVNYKIL

RY DGSQQALDLK GLRSDPDLVA
RL DDMSSIVQKA PNLKILNLSG

SA IRERFPKLLR LDGHELPPPI

DS GDRQGLLDAY HDGACCSLSI
RL NVVAFLNELP KTQHDVNSFV
AV PASNSGLCIV NDELFVRNAS
GM NLEWSQKCLQ DNNWDYTRSA

Die vorliegende Arbeit wurde nach der derzeit gultigen Deutschecht§tdreibung

formatiert, Stand 17.02.2006.



