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I. Einleitung 1

I. Einleitung 

 

1.1 Funktionelle Architektur des Zellkerns 

 

 

Bereits im 19. Jahrhundert postulierten die beiden Forscher Rabl und Boveri, dass der 

Zellkern nicht eine zufällige, chaotische Ansammlung von Proteinen und DNA ist und 

die Organisation der Interphasen Chromosome nicht zufällig sei (Rabl, 1885; Boveri, 

1888).  

Doch erst durch den Fortschritt in der Antikörpertechnik, der Biochemie und der 

Fluoreszenzmikroskopie gelang es, den Aufbau des Zellkerns genauer zu definieren. 

Der Zellkern von Säugetieren ist ein komplexes, multi-funktionelles Organell (Spector, 

1993; Lamond und Earnshaw, 1998, Misteli und Spector, 1998; Matera, 1999). So ist er 

der Platz, an dem die Antwort auf die meisten extra- und intrazellulären Signale 

entsteht, außerdem der Ort der Genexpression, der DNA Replikation, Reparatur und der 

DNA und RNA Modifikation. Dieser hohe Grad der funktionellen Komplexität sollte 

eine hohe morphologische Komplexität voraussetzen. Bis vor einigen Jahren aber 

konnten mit den biochemischen Methoden, die sich im Zytoplasma sehr gut zur 

Aufklärung der verschiedenen Organellen eigneten, im Zellkern keine morphologisch 

definierten Strukturen isoliert werden. Daher wurde der Zellkern allgemein als 

„chaotische Organelle“ bezeichnet, in dem große Mengen disorganisierter DNA in einer 

homogenen Proteinmasse verpackt sind. 

Diese These wurde 1982 durch eine Reihe sehr eleganter Experimente von Cremer et al. 

widerlegt. Sie konnten zeigen, das bestimmte Chromosome im Interphasen Zellkern 

distinkte, klar abgegrenzte sogenannte Territorien belegen. Diese Daten wurden einige 

Jahre später mit Methoden zur direkten Visualisierung von Chromosomen im 

Fluoreszenzmikroskop verifiziert (Pinkel et al., 1988).  

Doch nicht nur die Chromosomen sind im Zellkern an bestimmten Aufenthaltsorte 

gebunden. Der Zellkern enthält des weiteren eine Vielzahl verschiedener 

Subkompartimente, welche funktionell durchaus mit den Organellen des Zytolasma 
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vergleichbar sind. Die nukleären Subkompartimenten sind selektiv zusammengesetzte 

Räume, in denen spezifische biochemische und signalverarbeitende Prozesse 

beschleunigt ablaufen können. Dies wird durch die lokale Konzentration bestimmter 

Enzyme erreicht. Einige dieser Subkompartimente konnten bereits biochemisch 

aufgereinigt und ihre Zusammensetzung analysiert werden (Busch et al., 1967; Mintz et 

al., 1999; Andersen, 2002). Während die Proteinzusammensetzung der einzelnen 

nukleären Subkompartimente untereinander stark variiert, so ist Allen das Fehlen einer 

begrenzenden Membran gemeinsam.  

Viele nukleäre Proteine liegen sowohl in einem löslichen, nukleoplasmatischen Anteil 

als auch in distinkten intranukleären Kompartimenten vor. Die spezifische 

Akkumulation der Proteine erlaubt eine spezialisierte Funktion eines Kompartiments 

zur richtigen Zeit am richtigen Ort, wobei die Spezifität über die Auswahl der Proteine 

gesteuert werden kann (Misteli et al., 2001; Spector, 2001). 

Das am besten untersuchte nukleäre Kompartiment ist der Nukleolus. Es ist auch derzeit 

das einzige, welchem eine klare Funktion, die der rRNA Synthese, zugewiesen werden 

konnte (Scheer und Hock, 1999; Olson et al., 2000). Der Nukleolus entsteht durch die 

Aggregation bestimmter DNA Sequenzen, die rRNA Gene enthalten. Doch auch der 

Nukleolus an sich ist nochmals in drei funktionelle Kompartimente unterteilt. Das 

innere, fibrilläre Zentrum, welches als Depot für rRNA Gene dient, das dichte fibrilläre 

Kompartiment (DFC), in der die Maturation der pre-rRNA Transkripte abläuft und das 

granuläre Kompartiment (GC), in welchem präribosomale Partikel zusammengefügt 

werden (Tollervey und Kiss, 1997; Carmo-Fonesca et al., 2000). Zusätzlich scheint der 

Nukleolus ebenfalls in der Sesquestration von nukleären Proteinen eine Rolle zu spielen 

(Pederson, 1998; Olson et al., 2000). 

Neben dem Nukleolus Kompartiment existieren noch weitere nukleäre Kompartimente. 

Ort der Transkription und des Splicing sind Splice Faktor Kompartimente, auch „Splice 

Bodies“ genannt (Lewis und Tollervey, 2000; Misteli, 2000). Außerdem gibt es eine 

Reihe kleiner nukleärer Foci, zu denen unter anderem auch die Cajal Körper (Gall, 

2000) und die Promyeolitsche Leukämie (PML) „nuclear bodies“ (PML-NBs) zählen 

(Zhong, et al., 2000). Die Funktionen der meisten Kompartimente und die Interaktion 

zwischen den Kompartimenten und dem nukleären Umfeld sind aber meist noch 

weitestgehend unbekannt. 
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Die Zellkernarchitektur hat einen essentiellen Einfluss auf die Genexpression. So 

konnte Croft et al., 1999 zeigen, dass das Chromosom 18, welches sehr wenig aktive 

Gene enthält, häufig am Rande des Zellkerns zu finden ist, während sich Chromosom 

19 mit vielen aktiv transkribierten Genen sich im Zellkernzentrum aufhält. Ebenso 

konnte beobachtet werden, dass Differenzierungsvorgänge in PC12 Zellen mit der 

Translokation von Chromatinregionen vom Zellkernzentrum zur Peripherie einhergehen 

(Par und DeBoni, 1996). Dass dies ein genereller Effekt ist, wurde durch Experimente 

mit einem artifiziellen VP16 Gen bestätigt. Während sich dieses stabil in ein 

Chromosom eingebautes Konstrukt nur zu Beginn der G1 und der S-Phase im 

Zellkerninneren befand, bewirkte die ständige Aktivierung des Konstrukts einen 

permanenten Aufenthalt im Inneren des Zellkerns (Tumbar, und Belmont, 2001).  

 

 

1.2 Das PML-Nuclear Body Kompartiment 

 

Die PML-NBs, auch Nuclear Domain 10 (ND10), PML Oncogenic Domains (POD) 

oder Kremer Bodies genannt, sind nukleäre, Matrix assoziierte Strukturen von etwa 

250-500 nm Durchmesser. Sie kommen in fast allen untersuchten Zellen als etwa 10-30 

über den Zellkern verteilte, kugelartige Kompartimente vor (Ascoli und Maul, 1991; 

Stuurman, et al., 1992). Die Zahl und Größe der PML-NBs variiert im Laufe des 

Zellzyklus (Koken, et al., 1995). Das PML Protein ist für die Ausbildung von PML-NBs 

essentiell (Ishov, et al., 1999). Das PML Gen besteht aus neun Exons und es gibt 

mindestens 7 verschiedene Spliceformen von PML, PML I bis PML VII (Jensen, et al.,  

2001). Dabei variieren die Spliceformen hauptsächlich in ihren carboxyterminalen 

Bereichen. PML VII ist ein zytoplasmatisches Protein, während alle anderen in PML-

NBs und im Nukleoplasma lokalisieren. Das PML Protein besteht aus einer 

charakteristischen RBCC Domäne (RING B-Box coiled-coil). Wie der Name schon 

sagt, setzt sich die RBCC Domäne aus einer RING Finger Domäne (siehe dazu Kapitel 

1.3), einer oder zwei Cysteinreichen Zink-bindenden B-Boxen und einem α-helikalen 

coiled-coil Motiv zusammen. Das PML Protein kann dabei an drei Stellen, jeweils 

einmal in der RING Finger Domäne, in der ersten B-Box und im coiled-coil Motiv 
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durch das SUMO-1 Protein modifiziert werden (siehe Kapitel 1.4; Boddy, 1996; Müller, 

et al., 1998; Kamitani, et al., 1998). Unmodifiziertes PML Protein ist nukleoplasmatisch 

lokalisiert, während SUMOliertes PML Protein fest mit PML-NBs assoziiert vorliegt 

(Müller, 1998). 

Neben dem PML Protein und SUMO-1 lokalisiert eine ständig steigende Zahl anderer 

zellulärer Proteine in den PML-NBs. Das erste beschriebene PML-NB Protein ist Sp100 

(Szostecki, et al., 1987; Szostecki, et al., 1990), welches eine komplette Kolokalisation 

mit PML zeigt und auch durch SUMO-1 modifiziert wird (Sternsdorf, et al., 1997; 

Sternsdorf, et al., 1999). Zusätzlich wurden einige Proteine beschrieben, die ganz oder 

teilweise mit PML-NBs kolokalisieren und unter bestimmten Umständen in die PML-

NBs rekrutiert werden können (Schema 1). Dazu gehören die Tumorsuppressoren p53 

(Lain, et al., 1999; Ferbeyre, et al., 2000; Pearson, et al., 2000; Fogal, et al., 2000) und 

Retinoblastomaprotein (Rb, Alcalay et al., 1998), die Histonacetylase CBP (Doucas, et 

al., 1999), Daxx (Everett, et al., 1999; Torii, et al., 1999) als auch Sp140 (Dent, et al., 

1996), Sp110 (Bloch, et al., 2000), das Heterochromatin Protein 1 (HP1, Everett, et al., 

1999; Seeler, et al., 1998; Lehming, et al., 1998), die Bloom Syndrom Helikase BLM 

(Ishov, et al., 1999), als auch DNA Reparaturproteine RAD51 und RP-A (Bischof, et 

al., 2001). 

In PML-/- knock-out Zellen unterbleibt ebenfalls die Ausbildung von PML-NBs, und 

konstitutive PML-NB Proteine wie Sp100 lokalisieren ohne Akkumulation in 

Kompartimenten (Ishov, et al., 1999; Zhong, et al., 2000). Hingegen ist die Lokalisation 

anderer, rekrutierbarer PML-NB Proteine weitestgehend unverändert. 

Desweiteren bildet eine PML Mutante, welche nicht mehr SUMOliert werden kann, in 

PML-/- Zellen eine aberante Struktur und kann andere PML-NB Proteine nicht mehr in 

diese rekrutieren (Zhong, et al., 2000). Diese Experimente zeigen, dass die 

SUMOlierung eine Veränderung der subnukleären Lokalisation eines Substratproteins 

bewirken kann. Die Überexpression von PML führt zu einem Wachstumsstopp oder zur 

Apoptose, abhängig von der Proteinmenge und vom Zelltyp (Pearson und Pelicci, 

2001). Im Gegensatz dazu führt eine Geninaktivierung des PML Gens zu einer 

erhöhten, tumorähnlichen Zellproliferation (Wang, et al., 1998). Dies ist auch der Fall in 

einigen Fällen der akuten promyelocytische Leukämie (APL), in der das PML Protein 

durch eine chromosomale Translokation an das Retinsäurerezeptor Protein (RAR) 



I. Einleitung 5

fusioniert vorliegt (de Thé, et al., 1991; Koken, et al., 1994; Weis, et al., 1994). Dieses 

PML/RAR t(15;17) Fusionsprotein ist diffus im Nukleus in sogenannten Mikrotüpfeln 

lokalisiert und es unterbleibt eine Ausbildung von PML-NBs (de Thé, et al., 1991; 

Goddard, et al., 1991; Kakizuka, et al., 1991). Andere PML-NB Proteine, wie das 

Sp100 Protein, sind bei dieser Krankheit ebenfalls in diesen Mikrotüpfeln zu finden 

(Koken, et al., 1994). 

 

 
Schema 1. Die PML-NBs. PML-NBs werden bei verschiedenen pathogenen Erkrankungen 

verändert. Es ist eine Auswahl an Proteinen aufgeführt, die in PML-NBs lokalisieren. Die 

Funktionen, die den PML-NBs zugeschrieben werden, reichen von der Aufbewahrung nicht 

benötigter Proteine über Transkriptionsregulation bis zur Zellzykluskontrolle. 

Aufbewahrung nicht
benötigter Proteine

Apoptose

Zellzyklus-
kontrolle

Transkriptions-
regulation

Protein-
degradation

HIPK2
CBP

p53 pRb

PMLSp100

Daxx

p300

RNA Pol II SUMO-1

Autoimmunerkrankungen

Cancerogenese

Virale Infektionen

Aufbewahrung nicht
benötigter Proteine

Apoptose

Zellzyklus-
kontrolle

Transkriptions-
regulation

Protein-
degradation

Aufbewahrung nicht
benötigter Proteine
Aufbewahrung nicht
benötigter Proteine

ApoptoseApoptose

Zellzyklus-
kontrolle
Zellzyklus-
kontrolle

Transkriptions-
regulation

Transkriptions-
regulation

Protein-
degradation

Protein-
degradation

HIPK2
CBP

p53 pRb

PMLSp100
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p300

RNA Pol II SUMO-1

Autoimmunerkrankungen

Cancerogenese

Virale Infektionen

AutoimmunerkrankungenAutoimmunerkrankungen

CancerogeneseCancerogenese

Virale InfektionenVirale Infektionen

 

 

Die Expression des PML/RAR Fusionsprotein ist für die onkogene Transformation von 

Zellen hinreichend (Grisolano, et al., 1997; Altabef, et al., 1996). Als Therapie wird bei 

diesen Patienten All-Trans Retinsäure eingesetzt, welches in bis zu 95% aller Fälle zu 

einer Remission der Krankheit und einer Wiederausbildung der PML-NBs führt (Degos 

1994; Grignani, et al., 1994). Ein weiterer Therapieansatz besteht in der Applikation 

von As2O3. Die Behandlung von normalen Zellen mit Arsentrioxid (As2O3) führt zu 
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einer vermehrten Rekrutierung von PML aus dem nukleoplasmatischen Anteil in PML-

NBs (Müller, et al., 1998).  

PML-NBs werden außerdem durch die Infektion von Zellen mit bestimmten Viren wie 

des Herpes Simplex Virus aufgelöst (Maul, et al., 1993). Verantwortlich dafür ist das 

virale ICP0/Vmx110 Protein, welches sich in PML-NBs anreichert und dort die 

proteosomale Degradation von PML induziert, was eine Auflösung der PML-NBs 

induziert (Everett, et al., 1998). In einer ähnlichen Weise assoziiert auch das 

Zytomegalusvirusprotein IE1 mit PML-NBs und löst diese Struktur durch einen bisher 

unaufgeklärten Mechanismus gänzlich auf (Ahn, et al., 1998; Everett, 2001).  

Für das CREB Bindende Protein (CBP) wurde neben einer überwiegend 

nukleoplasmatischen Lokalisation auch eine partielle Kolokalisation in PML-NBs 

beschrieben (Pearson, et al., 2000; Doucas, et al., 1999; von Mikecz, et al., 2000; 

Boisvert, et al., 2001). Zusätzlich konnte eine biochemische Assoziation  von CBP mit 

PML gezeigt werden (Doucas, et al., 1999). CBP und das verwandte p300 Protein sind 

Histone Acetyl Transferasen (HAT) mit einer für nukleären HATs typischen 

Bromodomäne. CBP kann durch diese intrinsische HAT Aktivität 

Chromatindekondensation durch Acetylierung der Histone auslösen (Ogryzko, et al., 

1998). Daneben kann aber CBP auch verschiedene Transkriptionsfaktoren (Goodman 

und Smolik, 2000) und nukleäre Hormonrezeptoren (Chakravarti, et al., 1996) durch 

Acetylierung aktivieren. 

 

Sp100 wurde zuerst als ein Antigen charakterisiert, welches mit Antikörpern aus Seren 

von Autoimmunpatienten reagiert (Szostecki, et al., 1987; Szostecki, et al., 1990). 

Sp100 gehört zu einer kleinen Proteinfamilie, zu denen unter anderem noch Sp110 und 

Sp140 zählen. Ihnen allen ist eine N-Terminale HSR Domäne (Homogenously Staining 

Region) gemeinsam, die im Falle von Sp100 die Oligomerisierung mit PML vermittelt 

(Sternsdorf, et al., 1999). Im Gegensatz zu PML ist aber die SUMOlierung von Sp100 

nicht für die konstitutive Lokalisation in PML-NBs notwendig (Sternsdorf, et al., 1999). 

Über die Funktion von Sp100 ist wenig bekannt. Es konnte gezeigt werden, das Sp100 

die Transkription inhibiert, wenn es über heterologe DNA-bindende Domänen oder 

durch Rekrutierung mittels des Heterochromatinkomponente HP1 in die Nähe von DNA 

gebracht wird (Seeler, et al., 1998; Lehming, et al., 1998). Vor kurzem konnte Wasylyk, 
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et al., (2002) zeigen, dass Sp100 mit dem Transkriptionsfaktor ETS-1 interagiert. Durch 

diese Interaktion verstärkt Sp100 unter anderem die Transkription des Collagenase 

Promotors und von synthetischen ETS spezifischen Promotoren. Mit diesen Daten 

wurde zum ersten Mal gezeigt, dass Sp100 auch als transkriptioneller Koaktivator 

wirken kann. 

Die Expression von PML und Sp100 ist durch Interferone von Typ I (Interferone α und 

β) als auch Typ II (Interferon γ) aktivierbar (Chelbi-Alix, et al., 1995; Lavau, et al., 

1995; Stadler, et al., 1995). Interferone gehören zu den Zytokinen und sind für anti-

virale und anti-parasitäre Effekte verantwortlich. 

Es gibt inzwischen mehr als 50 Proteine, die als PML-NB Proteine beschrieben wurden 

(Borden, 2002). Da eine PML-NB Lokalisierung auch ein Überexpressionsartefakt sein 

kann und artifiziell exprimierte DNA ebenfalls in PML-NBs lokalisieren kann, ist die 

Zuordnung zu PML-NBs teilweise zweifelhaft (Tsukamoto, et al., 2000). Auch die 

Kreuzreaktivität mancher Antikörper mit Bestandteilen von PML-NBs hat zu 

Falschidentifikation von Proteinen in PML-NBs geführt (Quignon, et al., 1998). 

Bezüglich der Funktion der PML-NBs gibt es verschiedene Hypothesen.  

Einige Gruppen konnten für PML-NBs eine Rolle in der Transkription nachweisen. 

Direkt sind die PML-NBs in der Transkription viraler Gene beteiligt (Maul, 1998). 

Einen direkten Zusammenhang zwischen PML-NBs und Transkription konnte durch 

naszente RNA Polymerase II Transkripte innerhalb der PML-NBs demonstriert werden 

(LaMorte, et al., 1998). Auch andere Studien zeigten dies, jedoch wiesen sie die 

Transkripte in der Peripherie der PML-NBs nach (Grande, et al., 1996; Boisvert, et al.,  

2000).Zusätzlich konnte auch die Histoneacetylase CBP und RNA Polymerase II direkt 

in Fluoreszenzstudien in PML-NBs detektiert werden (von Mikecz, et al., 2000). 

Andere Gruppen vertreten die Meinung, dass die PML-NBs vorrangig der 

Aufbewahrung nicht benötigter Proteine und zu deren Degradation dienen. Sie leiten 

dies unter anderem aus der Beobachtung der offensichtlichen Proteinheterogenität der 

PML-NBs her (Maul, et al., 2000). Dies deckt sich mit der Beobachtung, das fremde 

oder überexprimierte Proteine mit diesen Strukturen assoziieren (Melnick und Licht, 

1999; Tsukamoto, et al., 2000). Durch die Funktion als Aufbewahrungsort für 

endogene, zur Zeit nicht gebrauchter Proteine, beteiligt sich das PML-NB 
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Kompartiment über eine Titration der Proteine ins Nukleoplasma direkt an der 

Modulation von biochemischen Vorgängen.     

 

 

1.3 HIPK2 

 

Die Homeodomänen Interagierende Portein Kinase 2 (HIPK2) gehört neben HIPK1 und 

HIPK3 zu der kleinen Familie der Homeodomänen-Interagierenden Protein Kinasen 

(Kim, et al., 1998). Die einzelnen Familienmitglieder sind untereinander und zwischen 

den Spezies stark konserviert. So sind die humane und murine HIPK2 auf Proteinebene 

zu 98% identisch (Hofmann, et al., 2000). Allen HIPKinasen gemeinsam ist die Abfolge 

der verschiedenen funktionellen Motive. Sie besitzen eine aminoterminale Kinase 

Domäne, welche Serine und Threonine phosphorylieren kann. Die Kinasedomäne von 

HIPK2 hat eine hohe Ähnlichkeit zur Kinasedomäne von YAK1 aus der Bäckerhefe 

Saccharomyces cerevisiae (43 % Identität) und YAKA aus Dictyostelium discoideum 

(42 % Identität). Die Arretierung des Zellzyklus der Hefe in der S-Phase wiederum 

führt zu einer Erhöhung des YAK1 Levels (Garret, et al., 1991). Eine für YakA 

negative Zellinie zeigt eine Beschleunigung des Zellzyklus, wohingegen die 

Überexpression von YakA auch zu einer Arretierung im Zellzyklus von D. discoideum 

Zellen führt (Souza, et al., 1998).  

Gefolgt wird die Kinasedomäne von der Interaktionsdomäne für die Homeodomänen 

Transkriptionsfaktoren, einer Korepressordomäne und einem PEST Motiv. Dieses 

PEST Motiv wird häufig in kurzlebigen Proteinen identifiziert und gilt als Signal für 

den schnellen proteolytischen Abbau von Proteinen (Rogers, et al., 1986). Jedoch 

konnte diese Eigenschaft für die HIPKinasen wie auch für viele andere Proteine nicht 

nachgewiesen werden. Am äußersten Carboxyterminus haben die HIPKinasen ein 

Tyrosin/Histidin reiches Motiv (YH Motiv) mit bislang unbekannter Funktion für diese 

Proteine. Zusätzlich besitzen die HIPKinasen drei nukleäre Lokalisationssignale (NLS, 

Kim, et al., 1999), woraus computergestützte Vorhersagen die HIPKinasen mit einer 

>98% Wahrscheinlichkeit als nukleäre Proteine ausgeben. 
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Sowohl die murine (Kim, et al., 1999) als auch die humane HIPK2 (Daten nicht gezeigt) 

werden durch das SUMO-1 Protein posttranslational modifiziert. Die murine HIPK2 

wird am äußersten Carboxyterminus SUMOliert und interagiert mit dem E2 Enzym 

mUBC9. 

Die chromosomale Lokalisation der HIPK2 Gene wurde mit einer FISH Analyse 

(Fluoreszenz in situ Hybridisierung) bestimmt und für das murine Gen eine Position auf 

Chromosom 6b und für die humane HIPK2 auf 7q32-q34 bestimmt (Hofmann, et al., 

2000). Northern Blot Experimente zeigen für humane HIPK2 vier verschiedene mRNA 

Transkripte von 1.4, 4.5, 7.8 und 11 kb, was für verschiedene HIPK2 Splicevarianten 

spricht (Wang, et al., 2001). 

Die murine HIPK2 wurde erstmals 1998 von Kim et al beschrieben und aufgrund der 

Interaktion mit dem Homeodomänen Transkriptionsfaktor Nkx-1.2 kloniert (Kim, et al., 

1998). In dieser namensgebenden Studie wurde auch gezeigt, das HIPK2 mit den 

Homeodomänen Transkriptionsfaktoren NK-1, NKx-2.5, HoxC4 und HoxD4 interagiert 

und die DNA-Bindung des Homeodomänen Transkriptionsfaktor NK-3 erhöht. 

Gleichzeitig verstärkt HIPK2 die Korepressorfunktion von NK-3. Jedoch konnte für 

keinen der Transkriptionsfaktoren HIPK2-vermittelte Phosphorylierung gezeigt werden, 

weshalb die physiologische Rolle dieser Interaktionen noch nicht klar ist. 

HIPK2 wurde ausserdem als Teil eines Korepressorkomplexes mit Groucho und Histon 

Deacytelasen (HDACs) beschrieben (Choi, et al., 1999). HIPK2 interagiert auch mit 

dem Homeodomänen Transkriptionsfaktor TTF-1 (Missero, et al., 2001) sowie mit dem 

Transkriptionsfaktor STAT3 (Matsuo, et al., 2001). 

Die Hamster HIPK2 (auch PKM genannt) wurde in einem Hefe-2-Hybrid Experiment 

mit MxA gefunden (Trost, et al., 2000). MxA ist eine Interferon induzierbare GTPase 

mit antiviraler Aktivität. MxA bindet an den C-Terminus von HIPK2, jedoch bleibt die 

Auswirkung von HIPK2 auf die Eigenschaften von MxA bisher unbekannt. 

Humane und murine HIPK2 konnten als Interaktionspartner von p53 und CBP 

identifiziert werden. Dabei bindet der Carboxyterminus von HIPK2 an p53. HIPK2 

aktiviert kinaseabhängig p53 abhängige Promotoren wie den p21Waf-1 Promotor und 

induziert ebenfalls kinaseabhängig eine Inhibition der Zellproliferation. HIPK2 

vermittelt die UV induzierte p53 Phosphorylierung an Serin 46, welche die 

nachfolgende Acetylierung durch CBP an Lysin 382 von p53 ermöglicht. Durch eine 
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Verminderung der endogenen HIPK2 Proteinmenge durch Antisense Morpholinos 

konnte die UV induzierte p53 Phosphorylierung an Serin 46 stark reduziert werden 

(Hofmann, et al., 2002; D´Orazi, et al., 2002). Desweiteren konnte HIPK2 ebenfalls als 

Interaktor des zur p53 Familie gehörenden  p73 identifiziert werden (Kim, et al., 2002). 

 

 

1.4 Der Tumorsuppressor p53 

 

p53 ist ein weitreichend untersuchter Tumorsuppressor, der für die Erhaltung der 

Genomintegrität wichtig ist (Ko und Prives, 1996; Levine, 1997). So kommen in vielen 

Tumoren Fehlfunktionen der p53 abhängigen Signalwege oder Mutationen im p53 

Protein selber vor. Einige Studien besagen sogar, das in mehr als 50% aller Tumore das 

p53 Gen mutiert oder deletiert ist (Hollstein, et al., 1996). p53 ist ein zentrales Protein 

bei vielen Stress-induzierten Signalvorgängen und wird nach DNA Schäden, 

Mikrotubulinzerstörung, Veränderung des Redoxstatus oder Sauerstoffmangel 

(Hypoxia) aktiviert. Diese Stimuli führen zu post-translationalen Modifikationen bei 

p53, vorrangig der Phosphorylierung, was zur Aufhebung der Interaktion mit MDM2 

und damit zur Stabilisierung und verstärkten DNA Bindung von p53 zur Folge hat. In 

normal proliferierenden Zellen wird p53 durch die Interaktion mit MDM2 reguliert. 

MDM2 stellt eine E3 Ubiquitin Protein Ligase für p53 dar und sorgt für den Kernexport 

des Proteinkomplexes und dessen Ubiquitinylierung und proteosomale Degradation 

(siehe auch Kapitel 1.4, Prives und Hall, 1999). Gleichzeitig wird das mdm2 Gen durch 

p53 aktiviert, was einen autoregulatorischen Kreislauf ermöglicht. 
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Schema 2. HIPK2 lokalisiert induzierbar in PML-NB und phosphoryliert p53 an Serin 46, welches 

eine Vorraussetzung für die nachfolgende Acetylierung durch CBP darstellt. Dieser Mechanismus 

spielt eine wesentliche Rolle bei der UV vermittelten Apoptose und bei der Zellzyklus Regulation. 
 

p53 Aktivierung führt zu einer Aktivierung und Repression verschiedener Gene, durch 

die dann, abhängig vom zellulären Kontext die Proliferation inhibiert wird oder beim 

Vorliegen irreparabler Schäden die zelluläre Seneszenz oder Apoptose einsetzt (Giaccia 

und Kastan, 1998). Es gibt eine große Anzahl an p53 regulierten Genen, zu denen auch 

p21Waf-1 gehört. p21Waf-1 reguliert den G1 / S Übergang des Zellzyklus und kann 

zelluläre Seneszenz auslösen (Deng, et al., 1995). Weitere p53 Zielgene sind die pro-

apoptotischen Gene Noxa und Bax (Vousden, 2000). 
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p53p53

CBPCBP
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Es konnte auch ein funktioneller Zusammenhang zwischen p53 und den PML-NBs 

etabliert werden. Fogal, et al., (2000) konnte zeigen, das p53 spezifisch durch die 

Expression von PML-IV in PML-NBs rekrutiert werden kann. Dort interagiert p53 mit 

PML-IV, wodurch die transkriptionelle Aktivität verstärkt wird. 

Auch die Acetylierung von p53 wird zum Teil durch CBP reguliert (Pearson, et al., 

2000), wobei die Phosphorylierung von p53 an Serin 46 eine Vorraussetzung für die 

vollständige Acetylierung darstellt (Hofmann, et al., 2002). Die p53 Acetylierung ist in 

PML-/- Zellen verringert, was darauf hinweist, dass die PML-NBs einen wesentlichen 

Einfluss auf die CBP vermittelte Acetylierung hat (Pearson, et al., 2000).  
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1.5 SIAH-1 und das Ubiquitin System : Proteosomale 

Proteindegradation durch Ubiquitinylierung 

 

Eukaryontenzellen verfügen über ein stark konservierten, weit verbreiteten 

Mechanismus, vorhandene Protein über eine Veränderung der Stabilität zu regulieren 

(Varshavsky, 1997; Hershko und Ciechanover, 1998). Hierbei wird ein Ubiquitinkette 

bestehend aus vielen einzelnen Ubiquitinproteinen an das zu degradierende Protein 

angehängt. Dieses so markierte Protein wird dann durch das Proteasom erkannt und 

proteolytisch abgebaut. 

Ubiquitin ist ein 76 Aminosäuren langes, evolutionär stark konserviertes Protein. Es 

variiert zwischen Mensch und Hefe nur in drei Aminosäuren. Durch die konstitutive 

oder signalinduzierte Ubiquitin Modifikation von Proteinen (Ubiquitinylierung) ist 

Ubiquitin in fast allen zellulären Vorgängen involviert.  

Auch der Mechanismus, der zu der Polyubiquitinylierung von Substratproteinen führt, 

ist stark konserviert. Ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (auch E1 Enzym genannt) 

bildet in einem ATP-abhängigen Prozess eine Thiol-Ester Bindung mit dem 

carboxyterminalen Glycin von Ubiquitin aus (Schema 2). Dieses aktivierte Ubiquitin 

wird auf ein Ubiquitin-Konjugierendes Enzym (E2 Enzym) durch eine Transthiol 

Reaktion übertragen. Die Substratspezifität wird durch ein E3 Enzym (Ubiquitin Protein 

Ligase) erreicht. Diese interagiert spezifisch mit dem Substrat und dem E2 Enzym und 

katalysiert den Transfer des Ubiquitin an eine ε-Aminogruppe eines Lysins im Substrat 

(Pickart, 2001). 
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Schema 3. Die Ubiquitinylierung. Freies Ubiquitin (Ub) wird in einer ATP verbrauchenden Thiol-

Ester Reaktion an ein E1 aktivierendes Enzym (E1) angehängt. Daraufhin wird Ubiquitin auf E2 

konjugierende Enzyme (E2) übertragen. Die E3 Ligasen (E3) interagieren mit dem Substratprotein 

und dem E2 konjugierenden Enzym, woraufhin Ubiquitin an das Substratprotein angefügt wird. 
 

Während es nur ein Gen und durch alternative Startpunkte zwei Isoformen für die E1 

Enzyme gibt, ist die Zahl der E2 Enzyme viel höher. Bisher sind etwa 25 

Familienmitglieder in Menschen bekannt. Allen gemeinsam ist eine 14-16 kDa 

Zentraldomäne, wobei die Unterscheidung in Variationen der amino- oder 

carboxyterminalen Bereiche liegt. Diese Bereiche könnten für die spezifische 

Interaktion mit E3 Enzymen verantwortlich sein (Finley, et al., 1984; Xie und 

Varshavsky, 1999).  

Die Gruppe der E3 Enzyme teilt sich in zwei Familien, die sich durch die E2 

Interaktionsdomänen unterscheiden. 

Die HECT Domäne (hergeleitet von: Homologie zu E6-AP Carboxyterminus) wurde 

zuerst bei dem E6-AP Protein beschrieben (Huibregtse, et al., 1995). Es wurde 

gefunden, als die Interaktion zwischen dem humanen Papillomavirus Protein E6 und 

p53 untersucht wurde. Diese Studie führte zu der Identifikation des E6-AP (E6-

Assoziertes Protein). E6 dient dabei als Adaptor zwischen p53 und E6-AP, wodurch E6-

AP zur Ubiquitylierung von p53 führt (Scheffner, et al., 1993). In der ~350 
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Aminosäuren großen carboxyterminalen HECT Domäne, die allen Proteinen der 

Familie gemeinsam ist, existiert ein konserviertes Cystein, welches die kovalente 

Thiolester Bindung mit Ubiquitin ausbildet (Huibregtse, et al., 1995). Typisch für alle 

HECT E3 Enzyme ist die Ausbildung eines Thiol-Ester Intermediates mit Ubiquitin. 

Diese Eigenschaft weist die zweite Gruppe der E3 Enzyme, die charakterisiert ist durch 

eine bestimmte Abfolge von Histidinen und Cysteinen, nicht auf. Die Histidin/Cystein 

Domäne ist durch andere Aminosäuren so voneinander getrennt, dass die Koordination 

von Zink Ionen in dieser Struktur ermöglicht wird. Diese Domäne wird RING Finger 

(Really Interesting New Gene) genannt (Deshaies, 1999; Borden, 2000). Bisher konnten 

bei allen nicht HECT E3 Enzymen eine RING Finger Domäne identifiziert werden. Wie 

auch bei den HECT E3 Enzymen katalysiert die RING Finger Domäne die 

Substratmodifikation mit Ubiquitin durch Interaktion der RING Finger Domäne mit 

dem E2 Enzym, während die Substratspezifität durch den Rest des Proteins erzielt wird.  

Um eine Spezialform der Ubiquitinylierung handelt es sich bei der Modifikation von 

Proteinen mit dem 101 Aminosäuren großen SUMO-1 Protein (Small Ubiquitin like 

Modoifier 1). Im Gegensatz zu der Ubiquitinylierung, die zur Degradation des 

modifizierten Proteins führt, verändert die SUMOlierung die intrazelluläre Lokalisation 

des Proteins (wie PML) oder ändert die Stabilität des Proteins. Der Mechanismus, der 

zu einer SUMOlierung führt, ist analog zu dem der Ubiquitinylierung. SUMO-1 wird 

über eine E1, E2 und E3 Ligation an ein Lysin eines Proteins angehangen. Auch ist 

wenigstens auf der Stufe der E2 Enzyme eine Redundanz vorhanden, denn für das E2 

Enzym hUbc9 wurde gezeigt, das es sowohl in der Ubiquitinylierung als auch in der 

SUMOlierung verwendet wird. Neben dem PML und Sp100 Protein wird auch die 

HIPK2 SUMOliert (Kim, et al., 1999; 1.5).  

Der R7 Photorezeptor ist der letzte von acht Photorezeptoren, die sich in jedem 

Ommatidium des Komplexauges von Drosophila melanogaster entwickelt. In sina 

(seven in absentia) Mutanten wird die Ommatidienentwicklung durch das Fehlen des R7 

ab diesem Entwicklungspunkt abnormal (Carthew und ‚Rubin, 1990). Dies hängt unter 

anderem an dem Fehlen von SINA als Transkriptionsrepressor für Tramtrack (TTK88) 

und PHYL (Li, et al., 1997; Chang, et al., 1995). SINA bindet das E2 Konjugierende 

Enzym UBCD1 durch seine aminoterminale RING Finger Domäne und interagiert mit 

PHYL. Dieser Komplex führt dann zu einer Degradation von TTK88 durch den 
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Ubiquitin vermittelten proteosomalen Weg (Tang, et al., 1997). In Drosophila wurden 

zwei Gene für SINA Proteine identifiziert, die starke Homologie zu den humanen 

SIAH-1 und SIAH-2 (seven in absentia Homolog) Proteinen aufweisen. SIAH-1 kodiert 

für ein 282 Aminosäuren großes Protein, welches eine 76 %ige Identität zu den SINA 

Proteinen hat (Hu, et al., 1997). SIAH-1 und SIAH-2 untereinander haben auch eine 

sehr hohe Identität und unterscheiden sich nur im Carboxyterminus in einigen 

Aminosäuren. Das SIAH-1 Gen liegt auf dem Chromosom 16q12 und SIAH-2 auf 

3q25. In der Maus existieren drei SIAH Proteine, wobei die 282 Aminosäuren großen 

mSIAH-1A und mSIAH-1B sich nur in 6 Aminosäuren voneinander unterscheiden. Das 

325 Aminosäuren große mSIAH-2 unterscheidet sich von den mSIAH-1 Proteinen nur 

durch eine aminoterminalen Extension. Die hSIAH Proteine sind nahezu identisch mit 

den mSIAH Proteinen (Holloway, et al., 1997; Hu, et al., 1997). 

Die aminoterminale Region von SIAH inklusive des RING Finger Motivs vermitteln die 

Bindung mit E2 Enzymen, während der carboxyterminale Bereich für die Substrat- und 

Kofaktorbindung zuständig ist (Hu, et al., 1997b; Hu und Fearon, 1999; Polekhina, et 

al., 2002).  

Die meisten beschriebenen Substrate für SIAH vermittelte Proteindestabilisation 

wurden durch Hefe-2-Hybrid Ansätze identifiziert. Eine Reihe von verschiedenen 

Proteinen wurde als Substrate für SIAH beschrieben. So werden DCC (Deleted in 

colorectal cancer; Hu, et al., 1997b), β-catenin (Liu, et al., 2001; Matsuzawa, et al., 

2001), OBF-1 (Böhm, et al., 2001; Tiedt, et al., 2001), Vav 1 (Germani, et al., 1999), 

Numb (Susini, et al., 2001), Bag-1 (Sourisseau, et al., 2001), N-CoR (Zhang, et al., 

1998) und Synaptophysin (Wheeler, et al., 2002) durch SIAH-vermittelte Proteolyse 

reguliert. SIAH-1 und SIAH-2 funktionieren äquivalent in der Induktion der 

Degradation mancher Proteine (wie DCC), wohingegen andere Proteine (wie Bag-1) 

spezifische Ziele von entweder SIAH-1 oder SIAH-2 sind.  

Einige Studien haben für SIAH-1 eine Rolle als p53 abhängiges Effektorprotein 

beschrieben. Die Überexpression von p53 induziert die transkriptionelle Aktivierung 

von der SIAH-1 Genfamilie in verschiedenen Säugetierzellen (Amson, et al., 1996; Hu, 

et al., 1997; Liu, et al., 2001) und die Überexpression von SIAH-1 kommt den Effekten 

einer p53 Aktivierung gleich und induziert Zellzyklusstopp oder Apoptose (Matsuzawa, 

et al., 1998; Relaix, et al., 2000). Dabei soll SIAH-1 als E3 Ubiquitin Ligase in einem 
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Komplex mit den SIAH-Interagierenden Protein (SIP), der SCF Komponente Skp1 und 

dem F-BOx Protein Ebi gezielt das β -catenin Protein nach p53 Aktivierung für die 

Ubiquitin medeirte Degradation markieren (Liu, et al., 2001; Matsuzawa und Reed, 

2001; Polakis, 2001). Dabei ist wichtig, das sowohl die Expression von p53 oder SIAH-

1 die β-catenin Degradation initiieren kann, welche durch Koexpression durch eine 

SIAH-1 Mutante, die eine Mutation oder Deletion der RING Finger Domäne enthält, 

verhindert werden kann. Nach diesem Modell könnte also nach DNA Schaden die p53 

induzierte Degradation von β-catenin unabhängig von dem normalen GSK3β medeirten 

Degradationsweg ablaufen. Doch bei all diesen Studien, in denen SIAH-1 als negativer 

Regulator von p53 beschrieben wurde, handelt es sich um „gain-of-function“ 

Experimente, in denen p53 oder SIAH-1 in transformierten Zellen überexprimiert 

wurden. 

In einer anderen Studie untersuchte die Gruppe von D. Bowtell die p53 Aktivierung in 

SIAH-1A/SIAH-2 Doppel Knock-out Zellen. Im Gegensatz zu den vorherigen 

Berichten konnte diese Gruppe zeigen, dass die p53 Aktivierung und p53 induzierte 

Seneszenz, Zellzyklusstopp oder Apoptose durch γ-Strahlung, UV-Behandlung, 

Etoposid, Doxorubicin oder Cisplatin ohne SIAH-1A und SIAH-2 nicht verändert ist 

(Frew, et al., im Druck). Somit scheint es sich bei der p53 vermittelten Expression von 

SIAH nicht um einen allgemeinen Mechanismus zu handeln. 

Die Überexpression von SIAH-1 führt in MCF7 Zellen (Brustkrebs Zellinie) zu 

Veränderung in der Mitose, nicht ablaufender Zytokinese und verstärkter Apoptose 

(Bruzzoni-Giovanelli, et al., 1999). Diese gestörte Mitose könnte auf die Interaktion von 

SIAH-1 mit dem Chromokinesin Kid und α-Tubulin zurückzuführen sein, welche als 

Substrate für SIAH- vermittelte Degradation identifiziert wurde (Germani, et al., 2000). 

Den Einfluss von SIAH-1A auf die Meiose konnte in einer knock out Maus untersucht 

werden. Dabei wurde festegestellt, dass die männlichen Mäuse steril sind, was auf eine 

nicht ablaufende Meiose zurück geführt werden konnte. Der Verlust von SIAH-1A führt 

zu einem Stopp der Meiose in der Meta- und Telophase der Meiose I und 

anschließender Apoptose (Dickins, et al., 2002). 
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

Die Arbeit sollte sich in zwei Teile gliedern. 

Im zellbiologischen Teil der Arbeit sollte mit Hilfe von Immunfluoreszenzstudien die 

intrazelluläre Lokalisierung der HIPK2 genau untersucht werden. Die für den 

Aufenthalt in HIPK2 nukleären Domänen und die Rekrutierung in PML-NBs wichtigen 

Bereiche sollten kartiert werden und eine vergleichende Analyse mit anderen 

subnukleären Kompartimenten sollte klären, inwieweit HIPK2 Domänen als 

eigenständige subnukleäre Strukturen angesehen werden können. 

Es war vorgesehen, die Interaktion von HIPK2 mit dem PML-NB Protein Sp100 zu 

untersuchen und die funktionellen Auswirkungen auf die p53-abhängige Genexpression 

darzustellen. 

 

In einem weiteren Teil der Arbeit sollte die Regulation von HIPK2 im Zellzyklus 

analysiert werden. Eine Identifikation und Charakterisierung von dafür verantwortlichen 

Proteinen sollte sich anschließen und der Einfluss dieser Proteine auf HIPK2 untersucht 

werden.  
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II. Material und Methoden 

 
2.1 Material 

2.1.1 Antikörper 
 

2.1.1.1 Primärantikörper 
 

Bezeichnung Spezies Antigen Herkunft/Referenz 

anti-FLAG (M2) Maus DYKDDDDK Sigma, Taufkirchen 

anti-HA (12CA5) Maus YPYDVPDYA Roche Diagnostic 

anti-HIPK2 Kanninchen SSPQRSKRVKENTP

PRC 

Eurogentec, Belgien 

anti-PML (PG-M3) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-MYC (9E10) Maus MEQKLISE Santa Cruz Biotechnology 

anti-GFP Maus GFP Zymed Laboratories 

anti-p53 (DO-1) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-p53 (FL-393) Kanninchen  Santa Cruz Biotechnology 

anti-βActin (C2) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-CBP (C1) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-CBP (A22) Kanninchen  Santa Cruz Biotechnology 

anti-p21 (F5) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-p19ARF(G-19) Ziege  Santa Cruz Biotechnology 

anti-Cdk2 ((D-12) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-GMP-1 Maus  Zymed Laboratories 

anti-SIAH-1 Maus  Dr.D.Bowtell,Melbourne 

anti-Ubiquitin Maus  Zymed Laboratories 

anti-BRCA-1 (Ab1) Maus  Oncogene Research 

anti-NOH61 Maus  Dr.M.Schmitt-Zachmann, 

Heidelberg 

anti-Coilin Meerschwein  Dr.M.Reichenzeller, 
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Heidelberg 

anti-SP100 (DF2/2) Kanninchen  Dr.H.Will,Hamburg 

anti-cyclin B1 (D11) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-cyclinA(BF683) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-cyclinD1(R124) Maus  Santa Cruz Biotechnology 

anti-Cyclin E (M20) Kanninchen  Santa Cruz Biotechnology 

anti-Rb (C15) Kanninchen  Santa Cruz Biotechnology 

anti-EEA1 Maus  BD Biosciences 

    

 

 

2.1.1.2 Sekundärantikörper für Westernblot Analysen 
 

Bezeichnung Spezies Konjugat Herkunft/Referenz 

GAM-Pox Ziege Peroxidase Jackson Laboratories 

GAR-Pox Ziege Peroxidase Jackson Laboratories 

RAG-Pox Kanninchen Peroxidase Jackson Laboratories 

 

 

2.1.1.3 Sekundärantikörper für die Immunfluoreszens 
 

Bezeichnung Spezies Spezifität Herkunft/Referenz 

Alexa Fluor 488 Ziege Maus Molecular Probes 

Alexa Fluor 488 Ziege Kanninchen Molecular Probes 

Alexa Fluor 488 Ziege Ratte Molecular Probes 

Alexa Fluor 546 Ziege Maus Molecular Probes 

Alexa Fluor 546 Ziege Kanninchen Molecular Probes 

Alexa Fluor 594 Ziege Ratte Molecular Probes 

Alexa Fluor 633 Ziege Maus Molecular Probes 

Alexa Fluor 633 Ziege Kanninchen Molecular Probes 

Alexa Fluor 660 Ziege Ratte Molecular Probes 
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Cy5 Ziege Maus Jackson Laboratories 

Cy5 Ziege Kanninchen Jackson Laboratories 

Cy3 Ziege Maus Jackson Laboratories 

Cy3 Ziege Kanninchen Jackson Laboratories 

AMCA Ziege Ratte Jackson Laboratories 

 

 

2.1.2 Bakterienstämme 
 

E. coli Stamm Verwendung Herkunft/Referenz 

BL21 (DE3) Herstellung von 

rekombinanten Proteinen 

Novagen 

SCS110 Vermehrung von Plasmiden Stratagene 

Sure Vermehrung von Plasmiden Stratagene 

TOP10 Vermehrung von Plasmiden Invitrogen 

XL1 blue Mutagenese Stratagene 

 

2.1.3 Chemikalien 
 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma  

(Taufkirchen), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Biozol (München) 

oder Merck (Darmstadt) bezogen.  

 

2.1.4 Enzyme 
 

Enzym Herkunft 

Calf Intestinal Phosphatase (CIP) Roche Diagnostics 

Deep VentTM DNA Polymerase New England Biolabs 
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Trypsin EDTA Lösung Life Technologies 

T4 Polynukleotidkinase MBI Fermentas 

T4 DNA Ligase MBI Fermentas 

PfuTurboTMDNA Polymerase Stratagene 

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs 

MBI Fermentas 

Roche Diagnostics 

 

2.1.5 Eukaryontische Zellen 
 

Zellinie Herkunft 

293 Humane embryonale Nierenzellinie 

293T Humane embryonale Nierenzellinie, 

transformiert mit dem langen Arm des SV-

40 Virus 

H1299 Humane Non-Small Lungencarcinom 

Zellinie 

HeLa Humane Cervixcarcinomzellinie 

Jurkat Humane T-Zell-Leukämie-Linie 

Jurkat TAg Humane T-Zell-Leukämie-Linie, stabil 

transfiziert mit dem großen SV-40 Antigen 

MCF7 Humane Brustkarzinom Zellinie 

MEF allgemein Maus embryonale Fibroblastenzellinie 

SIAH 1A-/-2-/- MEF Maus embryonale Fibroblastenzellinie aus  

SIAH 1A-/-2-/-  Mäusen 

p53-/- MEF Maus embryonale Fibroblastenzellinie aus  

p53-/- Mäusen 

NIH 3T3 Maus Fibroblasten Zellinie 

p53 tsm C135V Ratten Embryonale CL-6 Zellinie 

U2OS Humane Osteosacoma Zellinie 

SaoS2 Humane Osteosacoma Zellinie 
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2.1.6 Expressionsplasmide 
 

Für diese Arbeit wurden freundlicherweise folgende eukaryontischen oder 

prokaryontische Expressionsplasmide zur Verfügung gestellt: 

  

CDNA Vektor Eptitop-Tag Herkunft 

AP-1 luc unbekannt Ohne Dr. R. Davis, Worcester 

PML-L, bzw. 3 pSG5/pLink Ohne/FLAG Dr. H.Will, Hamburg 

    

SP100 und Mutanten pSG5/pLink Ohne/FLAG Dr. H.Will, Hamburg 

SUMO/Ubc 9 /pGFP-C1 HA/GFP Dr. Del Sal, Triest 

BRCA1 pCDNA3 Ohne Dr. L. Bordy, Bethesda 

SIAH1 und Mutanten pCDNA3 HA Dr. T. Wirth, Ulm 

SIAH1A+B,2 pKH3 HA Dr. D. Bowtell, Melbourne 

p21Waf-1 Luc Unbekannt Ohne Dr. El-Deiry, Philadelphia 

SIAH1 und Mutanten pGex GST Dr. T. Wirth, Ulm 

p53 pGFP GFP Dr. H. Zentgraf, Heidelberg 

pG13 Luc Unbekannt Ohne Dr. T. Hofmann, Hamburg 

pMG15 Luc Unbekannt Ohne Dr. T. Hofmann, Hamburg 

Ubiquitin pMT123 HA Dr. D. Bohmann, New York 

MMTV-Luc Unbekannt Ohne Dr. T. Schmidt, Iowa City 

 

2.1.7 Kits 
 
Kit Herkunft 

DNA-Mini-Spin-Kit Qiagen, Hilden 

DNA-Maxi-Spin-Kit Qiagen, Hilden 

Gel-Extraction-Kit Qiagen, Hilden 

PCR-Purification-Kit Qiagen, Hilden 

Quickchange-Site-Directed-Mutagenesis-Kit Stratagene 

TNT gekoppelltes Reticulozyten Lysat Stratragene 
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In vitro SUMOlation Kit Dr. F. Melchior, Martinsried 

2.1.8 Nährmedien 
 

2.1.8.1 Medien zur Kultivierung von prokaryontischen Zellen 
 

Luria-Bertani-Medium (LB)  10 g/l  Baktotrypton (1%) 

     5 g/l  Hefe-Extrakt (0.5%) 

     5g/l  NaCl (0.5%) 

 

Für Platten    16 g/l   Agar (1.6%) 

 

Folgende Antibiotika wurden zur Selektion resistenter Bakterien eingesetzt: 

 

Antibiotikum Konzentration 

Ampicillin 50 µg/ml 

Kanamycin 50 µg/ml 

Tetracyclin 10 µg/ml 

 

 

2.1.8.2 Medien zur Kultivierung von eukaryontischen Zellen 
 

Die fertig angesetzten Nährmedien DMEM, OptiMEM und RPMI 1640 wurden von der 

Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) bezogen. Vor der Verwendung wurden 

diese Medien wie folgt supplementiert: 

 

 

DMEM    10% (v/v) Hitzeinaktiviertes FCS 

     100 U/ml Penicillin 

     100 U/ml Streptomycin 

 

OptiMEM    10% (v/v) Hitzeinaktiviertes FCS 
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     100 U/ml Penicillin 

     100 U/ml Streptomycin 

 

RPMI 1640    10% (v/v) Hitzeinaktiviertes FCS 

     10 mM  HEPES 

     2 mM  Glutamin 

     100 U/ml Penicillin 

     100 U/ml Streptomycin 

 

Das in den Medien verwendete FCS wurde vorher für 30 Minuten bei 56°C 

hitzeinaktiviert. 

 

Zu Selektion von eukaryontischen Zellen wurde G418, (Sigma, Taufkirchen) 

verwendet. 

 

2.1.9 Molekulargewichtsstandards 
 

Name Herkunft 

Proteinmolekulargewichtsmarker Bio-Rad, München 

Proteinmolekulargewichtsmarker Sigma, Taufkirchen 

100 bp DNA-Leiter MBI Fermentas, St.Leon-Rot 

1 kb DNA-Leiter MBI Fermentas, St.Leon-Rot 

 

2.1.10 Oligodesoxynukleotide 
 

Sämtliche unter 2.1.10 aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Firma Life 

Technologies (Karlsruhe) oder Operon/Qiagen (Hilden) bezogen und auf eine 

Standardkonzentration von 100 pmol/µl eingestellt. 
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2.1.10.1 Synthetische Oligonukleotide zur Klonierung 
 

Bezeichnung Sequenz (5´→3´) 

HIPK2 –EcoRV hinten  GAT ATC TAT GTA AGG GTA CTG GTT GAC 

HIPK2 1A EcoRI GAA TTC ATG GCC TCA CAT GTG CAA G 

HIPK2 HIS2A AGG ATC CCA GAA TAA TGC AAG CGG GG 

HIPK2 HIS2B AAA GCT TGC TAA ACT TGT TTT GCT TCA G 

HIPK2 HIS5A AGG ATC CCC AAC CAG CAC CAC CTC C 

HIPK2 HIS6A AGG ATC CCA GCA GGC CTA CAT CAC TC 

HIPK2 HIS6B AAA GCT TTA TGT AAG GGT ACT GGT TGA C 

551 FOR TAA TAC GAC TCA ACT ATA GGG AAG TAC CCT GAA 

CCA TCC CTT TGT CAC CAT G 

691 FOR TAA TAC GAC TCA ACT ATA GGG AAG TCA GCA AGC 

TCT CAT CGT GTG TCC CCC CGG 

691 REV GCC GGG GGG ACA CAC GAT GAG AGC TTG CTG 

850 FOR TAA TAC GAC TCA ACT ATA GGG AAG TAA TGT CTC 

CAC CTG TGA GGT GTC CTC C 

850 REV GGA GGA CAC CTC ACA GGT GGA GAC ATT 

1000 FOR TAA TAC GAC TCA ACT ATA GGG AAG TAA CCC CCG 

AAC CAT CAT CGT GCC ACC CCT G 

1000 REV CAG GGG TGG CAC GAT GAT GGT CGG GGG TT 

1190 REV-ENDE GGG TAT CCA GTG TAG ACG GTG GAG GC 

 

2.1.10.2 Oligodesoxynukleotide zur Mutagenese 
 

Zu jedem der folgenden Oligosdesoxynukletide wurde das entsprechende reverse 

Gegenstück synthetisiert. 

Bezeichnung Sequenz (5´→3´) 

HIPK2 K25R  GTA GTG TGA AGA AAA CTA AGA GTA AGA GCC AAG 

TTC CAA C 

HIPK2 K319R GTT GGA ACT TGG CTC TAA GAG TAG TTT CTT CAC 
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ACT AC 

 

2.1.11 Puffer und Lösungen 
 

PBS     137 mM NaCl 

     8,1 mM Na2HPO4 

     2,7 mM KCl 

     1,5 mM KH2PO4  pH = 7,4 

 

TBS (10 x für Western Blot)  250 mM Tris 

     1,37 M  NaCl 

     50 mM  KCl 

     7 mM  CaCl2 

     1 mM  MgCl2   pH = 7,4 

 

TBE (5 x)    445 mM Tris 

     445 mM Borsäure 

     5 mM  EDTA 

 

TE     10 mM  Tris 

     1 mM  EDTA 

 

SDS-Probenpuffer (5 x, reduz.) 312,5 mM Tris-HCl, pH = 6,8 

     25% (v/v) β-Mercaptoethanol 

     50% (v/v) Glycerol 

     10% (w/v) SDS 

     0,01% (w/v) Bromphenolblau 

 

SDS-Sammelgel (3%)  125 mM Tris-HCl, pH = 6,8 

     3% (v/v) Acrylamid 

     0,1% (w/v) SDS 
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     0,04% (v/v) APS 

     0,3% (v/v) TEMED 

 

SDS-Trenngel    350 mM Tris-HCl, pH = 8,8 

     8,5-15% Acrylamid 

     0,1% (w/v) SDS 

     0,04% (v/v) APS 

     0,075% (v/v) TEMED 

 

SDS-Laufpuffer (5 x)   125 mM Tris-Base 

     960 mM Glycin 

     0,5% (w/v) SDS 

 

Transferpuffer Westernblot  25 mM  Tris 

     190 mM Glycin 

     20% (v/v) Methanol 

     0,038% (w/v) SDS 

 

NP-40 Lysepuffer   20 mM  Tris-HCl, pH = 7,5 

     1% (v/v) NP-40 

     150 mM NaCl 

     1 mM  MgCl2 

     10% (v/v) Glycerol 

     25 mM  NaF 

     1 mM  Orthovanadat 

     1 mM  PMSF 

     10 µg/ml Aprotinin 

     10 µg/ml Leupeptin 

 

High-Salt Lysepuffer   50 mM  Tris-HCl, pH = 7,5 

     1% (v/v) NP-40 

     300 mM NaCl 
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     1 mM  DTT 

     10% (v/v) Glycerol 

     5 mM  EDTA 

25 mM  NaF 

     1 mM  Orthovanadat 

     1 mM  PMSF 

     10 µg/ml Aprotinin 

     10 µg/ml Leupeptin 

 

No-Salt Lsyepuffer   50 mM  Tris-HCl, pH = 7,5 

     1% (v/v) NP-40 

     1 mM  DTT 

     10% (v/v) Glycerol 

     5 mM  EDTA 

     25 mM  NaF 

     1 mM  Orthovanadat 

     1 mM  PMSF 

     10 µg/ml Aprotinin 

     10 µg/ml Leupeptin 

 

GST-Puffer    20 mM  Tris-HCl, pH = 8,0 

     0,2% (v/v) NP-40 

     20% (v/v) Glycerol 

     0,5 mM EDTA 

     200mM KCl 

     10 µg/ml Aprotinin 

     10 µg/ml Leupeptin 

 

 

RIPA Lysepuffer   1 % (w/v) Desoxycholat 

     1 % (v/v) NP-40 

     0,1 % (w/v) SDS 
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     25 mM Tris, pH 8,2 

     50 mM NaCl 

 

DNA-Probenpuffer (6 x)  30 % (v/v) Glycerol 

     60 mM EDTA 

     6 mM Tris, pH 7 

 

Fixierlösung    20 % (v/v) Methanol 

     10 % (v/v) Essigsäure 

 

 

Spezielle Puffer, Substanzen oder Lösungen werden in den jeweiligen Abschnitten 

erwähnt und erklärt. 

 

2.1.12 Radioaktive Nucleotide 
 

Bezeichnung Herkunft 

γ-[32P]ATP  NEB 

α-[35S]ProMix Amersham, Freiburg 

α-[35S]Methionin Amersham, Freiburg 

 

2.1.13 Vektoren 
 
Name Verwendungszweck Herkunft/Referenz 

pcDNA3 eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen 

pEF-Flag eukaryontischer Expressionsvektor  

mit N-terminalem Flag-Epitop-Tag 

Musci et al., 1997 

peGFP-C2 eukaryontischer Expressionsvektor zur 

Herstellung von eGFP-Fusionsproteinen 

Clontech 

pGEX 4T-1, -2, -3; prokaryontischer Expressionsvektor zur 

Herstellung von GST Fusionsproteinen

Pharmacia 
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Herstellung von GST-Fusionsproteinen 

 

2.1.14 Zellzyklus-beeinflußende Chemikalien 
 

Folgende Chemikalien wurden zur Synchronisation von eukaryontischen Zellen 

eingesetzt 

Name Verwendungszweck Herkunft 

Thymidine Synchronisation G1/S Phasenübergang Sigma, Taufkirchen 

Nocodazol Synchronisation in Prometaphase/Mitose Calbiochem, Schwalbach
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2.2 Methoden 
 

2.2.1 Molekularbiologische Arbeitsmethoden 
 

2.2.1.1 Arbeiten mit Bakterienkulturen 
 
Die verwendeten Bakterienkulturen wurden in LB-Medium als Suspensionskultur oder 

auf LB- Agarplatten kultiviert. Das Wachstum der Suspensionskulturen erfolgte bei 

37°C. Die LB-Agarplatten wurden bei 37°C für mindestens 12 Stunden kultiviert. Die 

Selektion transformierter Bakterien erfolgte durch Wachstum in Gegenwart von 

Antibiotika, gegen die die transformierten Bakterien eine Resistenz aufwiesen. 

 

2.2.1.2 Lagerung von Bakterienkulturen 
 
Um Bakterienkulturen über einen längeren Zeitpunkt aufbewahren zu können, wurden 

diese mit 20% Glyzerin versetzt und zur Durchmischung vorsichtig über Kopf gedreht. 

Die so hergestellten Stocklösungen wurden anschließend bei -70°C eingefroren. 

 

2.2.1.3 Präparation chemokompetenter E.coli 
 
Die Präparation von chemisch kompetenten E.coli Stämme erfolgte nach einer CaCl2-

Methode. Eine Einzelkolonie wurde gepickt und 50 ml LB Medium damit angeimpft 

und über Nacht bei 37°C geschüttelt. Am nächsten Morgen wurde die Kultur mit 100 ml 

frischen Medium verdünnt und diese bis zu einer OD600nm = 0,5 – 0,7 wachsen gelassen.  

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgeführt. Die Bakterien wurden zuerst 

für 15 min auf Eis gekühlt und anschließend bei 4°C bei 4000 x g abzentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und die Bakterien in 50 ml steriler 0,1 M CaCl2-Lösung 

resuspendiert und dann für 30 weitere Minuten auf Eis gekühlt. Nach einer erneuten 

Zentrifugation wurden die Zellen in steriler 10 % Glycerol/ 0,1 M CaCl2 Lösung  

aufgenommen und zu je 100 µl aliquotiert. Die Zellen wurden sofort in flüssigen 

Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. 
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2.2.1.4 Transformation kompetenter E. coli  
 

Die Transformation kompetenter E.coli erfolgte nach einem verkürzten Hitzeschock- 

Protokoll. Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und die zu 

transformierende DNA (100-500 ng) hinzugefügt. Nach einer Inkubation von 30 

Minuten auf Eis wurden die Zellwände durch ein 45 sekündiges Erhitzen auf 42°C 

permeabilisiert und die Bakterien nach kurzer Kühlung unter Zugabe von 900 µl 

antibiotikafreiem LB Medium für 90 Minuten bei 37°C hochgeschüttelt.  

Danach erfolgte die Selektion auf transformierte Bakterien durch Ausplattierung des 

Transformationsansatzes auf antibiotikahaltige Platten und eine mindestens 12 stündige 

Inkubation bei 37°C. 
  

2.2.1.5 Qiagen Plasmid DNA Präparation 
 

Um Plasmid DNA für Klonierungen und Sequenzierungen einsetzen zu können, muß 

diese möglichst frei von chromosomaler DNA, RNA, Proteinen und anderen zellulären 

Verunreinigungen sein.  

Um dieses zu erreichen, wurde die DNA Präparation nach Verfahren der Firma Qiagen, 

Hilden durchgeführt. 

Für eine DNA Präparation im kleinen Maßstab wurde das Qiaquick Miniprep-Kit laut 

mitgelieferten Protokollen eingesetzt. Die daraus resultierende DNA Ausbeute aus einer 

exponentiell wachsenden 2ml Übernachtkultur lagen, abhängig vom verwendeten E.coli 

Stamm zwischen etwa 25 bis 50µg.  

 

Für Plasmid DNA Isolationen im größeren Maßstab wurde das Qiagen Plasmid Maxi 

Kit nach den mitgelieferten Protokoll eingesetzt. 

Hierzu wurden 250 ml einer Übernachtkultur abzentrifugiert und das Bakteriensediment 

in Puffer P1 (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNAse A) 

resuspendiert. Durch die Zugabe von 10 ml Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) 

wurden die Bakterien durch vorsichtiges Durchmischen lysiert. Daraufhin wurde die 

Suspension mit 10 ml eiskalten Puffer P3 (3 M KAc, pH 5,5) versetzt, vorsichtig 
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gemischt, 20 Minuten auf Eis inkubiert und 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert, wobei 

chromosomale DNA, Zelltrümmer und Protein sedimentierten. Der Plasmid DNA 

enthaltende Überstand wurde durch einen Faltenfilter direkt auf eine Qiagen Tip500-

Säule gegeben, die zuvor mit 15 ml Puffer QBT (750 mM NaCl, pH 7,0, 50 mM MOPS, 

15 % Ethanol, 0,15 % Triton X-100) equilibriert worden war. Bei den verwendeten 

Bedingungen wurde die Plasmid DNA an die Anionentauschersäulenmatrix gebunden. 

Hierauf folgten 2 Waschschritte mit je 25 ml Puffer QC (1 M NaCl, pH 7,0, 50 mM 

MOPS, 15 % Ethanol ) und eine Elution der Plasmid DNA durch den Auftrag von 15 ml 

Puffer QF (12,5 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5, 15 % Ethanol) auf die Säule. Die 

eluierte Plasmid DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Volumeneinheiten Isopropanol bei 

Raumtemperatur gefällt und in einem Corex Zentrifugengefäß sedimentiert. Das 

Sediment wurde einmal mit 70%igen Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur 

getrocknet. Schließlich wurde die Plasmid DNA in 400 µl TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 

pH 7,9, 1 mM EDTA) aufgenommen und die Konzentration bestimmt (2.1.6). 

  

2.2.1.6 DNA-Konzentrationsbestimmung 
 

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgt durch Messung der Absorption 

doppelsträngiger DNA bei 260 nm unter Verwendung eines Genequantpro- 

Spektralphotometers. Dabei entsprach eine OD260nm ca. 50 µg/ml doppelsträngiger 

DNA. 

Ein Verhältnis von einer OD
OD

bis260

280
1 8 2 0= , ,  entsprach einer reinen DNA. 

 

2.2.1.7 Restriktionsverdau von DNA 
 
 

Die Restriktionsanalyse von DNA durch Restrikitions-Endonukleasen wurde zur 

Klonierung, Überprüfung von Klonierungsansätzen oder fremden DNAs eingesetzt. 

Dabei wurde je 1 µg der zu analysierenden DNA mit mindestens 1 Unit der 

ausgesuchten Restrikitions-Endonuklease in dem jeweilig optimierten Puffersystem 

verwendet. Der Verdau wurde bei der optimalen Reaktionstemperatur der Endonuklease 
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(in der Regel bei 37°C ) für mindestens 1 Stunde durchgeführt. Die Analyse wurde 

mittels einer Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1.12) vorgenommen. 

 

2.2.1.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA Abschnitten 
 

Die Polymerasekettenreaktion erlaubt die Amplifikation eines definierten 

Nukleinsäureabschnittes. Um fehlerhafte Vervielfältigungen zu vermeiden, wurde das 

Enzym Pfu Turbo (Stratagene) eingesetzt. Dieses verfügt im Gegensatz zu normalen 

Taq-Polymerase eine intrinsische 3´-5´-Exonukleaseaktivität (“Proof-Reading“), 

wodurch Punktmutationen im amplifizierten Produkt aufgrund fehlerhafter 

Basenpaarung vermieden werden. Ein PCR Reaktionsansatz wie der folgende wurden 

standardmäßig verwendet:  

1x PCR Puffer 

10 mM je Desoxynukleotid 

100 pmol Sense-Primer 

100 pmol Antisense-Primer 

25-100 ng Template DNA 

1 Unit Pfu Turbo DNA-Polymerase 

ad 50 µl ddH2O 

 

Bei Verwendung eines PCR Cycler ohne beheizbaren Deckel, wurde der PCR Ansatz 

mit 50 µl Mineralöl überschichtet. 

Die PCR wurde bei folgendendem Temperaturprofil durchgeführt: 

 

1. Denaturierung: 5 Minuten - 95°C 

2. Denaturierung: 30 Sekunden - 95°C 

3. Annealing: 30 Sekunden - 48-58°C (abhängig von eingesetzten Primern) 

4. Elongation: 1 Minute/kB Amplifikatlänge - 72°C  

Wiederholung der Schritte 2.-4.: 20-30 Zyklen 

5. Kühlen des Reaktionsansatzes auf 6°C 

 

Die Analyse fand durch eine Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1.12) statt. 
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2.2.1.9 Auffüllen von 5´ überhängenden kohäsiven DNA-Fragment Enden 
 

Die Ligation von verschiedenen DNA-Fragmenten, die nach ihrer endonukleolytischen 

Spaltung keine zueinander komplementären Basensequenzen aufwiesen, wurde möglich 

nach einer Auffüllreaktion. Hierbei wurden die überhängenden Enden durch 10 Units 

Klenow Polymerase in Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 7mM MgCl2, 1mM 

DTT) und 0,5 mM Desoxynukleotiden bei 30°C für 30 Minuten aufgefüllt. Nach 

Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 75°C wurde die DNA aufgereinigt. 

 

2.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten 
 

Die durch Restriktions-Endonukleasen geöffneten Plasmid DNAs lassen sich durch die 

Verwendung von rekombinanter T4 DNA-Ligase aus E.coli mit anderen, kompatiblen 

DNA Enden anderer DNA Fragmente verbinden. Dabei wurden die Ligationsansätze in 

einem Gesamtvolumen von 20 µl mit bis zu 50 ng linearisierter, gereinigter Plasmid-

DNA, der fünffachen Menge Insert DNA, geeigneten Salzbedingungen (50 mM Tris-

HCl, pH 7,4, 10 mM MgCl2, 20 mM DTT, 1 mM ATP, 5 µg/ml BSA) und 5 Units T4 

DNA-Ligase durch langsames Abkühlen von Raumtemperatur auf 4°C durchgeführt. 

10% des Ligationsansatzes wurden danach in kompetente E.coli Bakterien transformiert 

(2.1.4). 

 

2.2.1.11 Gerichtete Generierung von DNA-Punktmutationen 
 

Um einzelne oder wenige Nukleotide einer Gensequenz zu verändern oder zu deletieren, 

wurde das „Quick Change Kit Gold“ der Firma Stratagene nach mitgelieferten Protokoll 

verwendet. Bei dieser Technik werden bewußt falsche Basen in eine Primersequenz 

eingefügt, so dass die resultierende Basenabfolge zu einer Veränderung der 

Aminosäuresequenz des Proteins führt. Durch eine modifizierte 

Polymerasekettenreaktion wird das synthetische Oligonukleotid an die doppelsträngige 

Plasmid-DNA angelagert. Dabei trägt das Oligonukleotid die gewünschte Substitution 

oder Deletion in der Mitte der Sequenz, flankiert von zur Original DNA 

komplementärer Sequenz. Die neue gebildeten Kopien tragen die gewünschten 
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Modifikationen und dienen in weiteren Zyklen ebenfalls als Template. Die mutierte, 

PCR-generierte DNA wird von der ursprünglichen DNA durch einen Verdau mit der 

Restriktionsendonuklease Dpn I (2,5 U, 1 Stunde bei 37°C) getrennt. Da dieses Enzym 

ausschließlich methylierte DNA schneidet, wird nur das Ausgangstemplate zerschnitten, 

da dieses im Gegensatz zu den neuen, PCR-generierten Amplifikaten methyliert 

vorliegt. 

Die mutierte, linearisierte DNA wurde nun in superkompetente Bakterien (E.coli XL1 

Blue) transformiert. Diese konnten die aufgenommene DNA Sequenz ligieren und 

konnten nun auf antibiotikahaltigen Agaroseplatten ausgesät und isoliert werden. Die 

Analyse von DNA aus Einzelkolonien durch Sequenzierung zeigte den Erfolg der 

Mutagenese. 

 

2.2.1.12 Agarose-Gelelektrophorese von Nukleinsäuren 
 

Die verwendeten TBE oder TAE Agarosegele hatten eine Agarosekonzentration von 

0,8% bis 1,5% und wurden mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid 

interkaliert sequenzunabhängig mit DNA und kann unter UV-Licht (306 und 254 nm) 

sichtbar gemacht werden. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 

80-130 V. 

 

2.2.1.13 DNA-Isolierung aus Agarosegelen 
 

Zur Isolierung von DNA aus präparativen Agarosegelen wurde das Quiaquick Gel 

Extraction-Kit der Firma Qiagen, Hilden laut mitgelieferten Protokoll verwendet. Die 

Menge und Reinheit der aufgereinigten DNA wurde anschließend mit einem 

Agarosegel untersucht. 

  

2.2.1.14 Präparation von mRNA 
 

Die Präparation von mRNA aus Zellkulturzellen erfolgte nach dem mRNA Extractoin 

Kit (Qiagen, Hilden) laut den mitgelieferten Protokollen. Zellen wurden je nach 

Versuchsbedingungen in 6 cm Zellkulturschalen oder in 6/12-well Zellkulturplatten 
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ausgesät und gegebenenfalls transfiziert. Bei der mRNA Präparation wurde besonders 

auf eine möglichst RNAse freie Umgebung geachtet. Eine durchschnittliche Ausbeute 

einer 6 cm Schale lag bei 20 µg. 

 

2.2.1.15 cDNA-Synthese aus mRNA (Reverse Transkription) 
 

Für die cDNA-Synthese wurde 6 µg Gesamt-RNA eingesetzt. In einem 

Reaktionsvolumen von 20 µl wurde die RNA mit 1 mM dNTPs, 750 ng Randomprimer, 

2 µg Oligo (dT)20-Primer, 16 Units RNAsin und 300 Units M-MLV Reverse 

Transkriptase für zwei Stunden bei 37°C in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben. Durch 

den Einsatz von Oligo (dT)20-Primern wurde sichergestellt, dass für die cDNA-

Synthese mRNA als Matrize diente. Anschließend wurde der Ansatz für fünf Minuten 

bei 95°C und zehn Minuten auf Eis inkubiert. 1,5 Units RNAse H wurden hinzugefügt, 

um die RNA des RNA-DNA Hybrids bei 37°C für 20 Minuten abzudauen. Um 

Doppelstrang-DNA zu synthetisieren, wurden nach Einzelstrangsynthese und RNAse-

Verdau 20 Units DNA-Polymerase I hinzugegeben. Die cDNA wurde dann zwei 

Stunden bei 37°C in doppelsträngige DNA umgeschrieben. 

 

2.2.1.16 RT-PCR Analysen 
 

Die umgeschriebene DNA wurde in Kombination mit einem mRNA Ansatz ohne 

reverse Transkriptase in eine quantitative PCR eingesetzt. Hierbei befindet sich die 

gebildete Menge an PCR Fragmenten innerhalb des Zyklus in der exponentiellen Phase. 

Dadurch wurde ein Mengenausgleich zwischen den einzelnen Proben erzielt. 

Die umgeschriebene DNA wurde dann in PCR Analysen mit HIPK2 spezifischen 

Primern (His-Tag 5A+5B) in Kombination (in einem Tube oder in verschiedenen 

Tubes) mit Actin oder GAPDH2 Primern (als Mengenabgleich, Act1/2; 5312/5315; von 

Jörn Gotter / Jens Debrinsky zur Verfügung gestellt).  

Die Analyse erfolgte mittels Agarose Gelelektrophorese. 
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2.2.1.17 Aktivitätsbestimmung von Promotorelementen durch Bestimmung der 
Luziferaseaktivität 

 

Das Enyzym Luziferase, gewonnen aus dem Glühwürmchens Photinus pyralis,  

katalysiert die ATP-abhängigen Oxidation seines Substrates Luziferin. Dabei wird eine 

bioluminiszente Lichtemission erzeugt. 

Dabei ist bei einem Überschuss von Luziferin die emitierte Lichtmenge direkt 

proportional zu der vorhandenen Luziferasemenge. Wird das Luziferasegen an eine 

Promotorsequenz gekoppelt, kann damit in Zellen die Induktion des Promotors indirekt 

durch die Menge an gebildeter Luziferase gemessen werden. 

Zellen wurden mit einem Luziferase Reporter Konstrukt und gegebenenfalls anderen 

DNAs transfiziert und nach 24-48 Stunden einmal in PBS gewaschen und in 50 bis 100 

µl 1x Reporter-Lysepuffer (Promega) bei Raumtemperatur lysiert. Die Aktivität der 

Luziferase von 10 µl des durch Zentrifugation geklärten Überstandes wurde dann mit 

Hilfe eines Luminometers (Berthold DuoLumat LB 9501) bestimmt. Dabei wurde die 

Lichtmenge (Lumineszenz) für 20 Sekunden nach Injektion von 50 µl der Luziferin 

Substratlösung (40 mM Tricin, 2,14 mM (MgCO3)4Mg(OH)2x5H2O, 5,34 mM MgSO4, 

0,2 mM EDTA, 66,6 mM DTT 540 µM Acetyl-Coenzym A, 940 µM Luziferin, 1,06 

mM ATP) bei einer Wellenlänge λ = 562 nm aufgezeichnet.  

 

2.2.2 Zellbiologische Arbeitsmethoden 
 

2.2.2.1 Kultivierung von Suspensionszellen 
 

Suspensionszellen (Jurkat und Jurkat TAg) wurden bis zu einer Dichte von ca. 5x105/ml 

in RPMI (modifiziert, 1.7.2) in einer Atmosphäre mit 95% Luftfeuchtigkeit und 

5 % CO2 bei 37°C kultiviert. Das Umsetzen der Zellen erfolgte durch Verteilung der 

Zellen in gewünschten Dichten auf neue Kulturgefäße. Die verwendeten 

Zellkulturgefäße waren durch Gammabestrahlung sterilisierte Kulturflaschen, 

Kulturschalen oder Zellkulturplatten verschiedener Firmen (Falcon, Renner, Greiner, 

Becton&Dickinson u.a.). 
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2.2.2.2 Kultur von adhärent wachsenden Zellinien 
 

Adhärent wachsende Zellinien (alle außer Jurkat/Jurkat TAg) wurden in dem der 

jeweiligen Zellinie optimal angepaßten Medium  (meist DMEM, 1.7.2) kultiviert. Die 

Zellinien wurden bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 kultiviert.  

Das Umsetzen der Zellen erfolgte durch zweifaches Waschen der Zellen in sterilem 

PBS mit folgender Inkubation  der Zellen mit Trypsin in PBS für fünf Minuten bei 

37°C. Zu den abgelösten Zellen wurde anschließend FCS-haltiges Medium gegeben und 

die Zellen ggf. durch Zentrifugation pelletiert. Danach wurden die Zellen in der 

gewünschten Dichte in Medium aufgenommen und ausgesät. 

Die verwendeten Zellkulturgefäße waren durch Gammabestrahlung sterilisierte 

Kulturflaschen, Kulturschalen oder Zellkulturplatten verschiedener Firmen (Falcon, 

Renner, Greiner, Becton&Dickinson u.a.). 

 

2.2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 

Das Einfrieren erfolgte in verschiedenen Kühlstufen. Jeweils 5 x 106 bis 1 x 107 Zellen 

wurden in 1 ml vorgekühltem Einfriermedium (90% FCS, 10% DMSO, 4°C) 

aufgenommen und in Cryo Röhrchen (Nalgene) überführt. Die Zellen wurden für 10 

Minuten auf 4°C gekühlt und nach einer Lagerung bei –80°C von 24 Stunden bis 

maximal 1 Woche wurden die Zellen zur Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff 

überführt. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte dagegen zügig bei 37°C im Wasserbad. Die 

aufgetauten Zellen wurden einmal in vorgewärmtem Medium gewaschen, in 

Kulturmedium aufgenommen und ausgesät. 

 

2.2.2.4 Transfektion von Zellen 
 

Die Transfektion eukaryontischer Zellen wurde nach unterschiedlichen Verfahren 

durchgeführt. Dabei war es von der zu transfizierenden Zellinie abhängig, welches 

Verfahren zur Anwendung kam.  
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2.2.2.4.1 Transfektion von Suspensionszellen mittels Elektroporation 
 

Bei der Elektroporation setzt man die Suspensionszellen in Gegenwart der zu 

transfizierenden Plasmid-DNA  kurzzeitig einer hohen Spannung aus, wodurch die 

Zellmembran für DNA durchlässig wird. 

2 x 107 Jurkat T-Zellen wurden pro Transfektionsansatz einmal mit serumfreien RPMI 

Medium gewaschen und dann in je 375 µl serumfreien RPMI Medium resuspendiert. 

Vorgelegt wurde die gewünschte DNA, je nach Ansatz zwischen 5 und 30 µg. Dieser 

Ansatz wurde dann in eine Gene Pulser Küvette (Bio-Rad, 0,4 cm) überführt. 

Anschließend erfolgte ein Stromstoß in einem Gene Pulser II (Bio-Rad) bei 250 Volt, 

950 µF für 20 bis 35 ms. Die Zellen wurden danach direkt in vorgewärmten RPMI 

Medium aufgenommen und in Zellkulturflaschen überführt. Die Analyse erfolgte nach 

einer 20 bis 48 stündigen Inkubation. 

 

2.2.2.4.2 Transfektion adhärenter Zellen mittels SuperFect® oder Polyfect 

Reagenz 
 

Adhärente Zellen wurden vorzugsweise mit dem SuperFect Reagenz Firma Qiagen 

bzw. Polyfect, ebenfalls Qiagen, transfiziert. Beide Verfahren beruhen darauf, dass 

durch die sphärische Struktur eines aktivierten Dendrimer die terminalen, geladenen 

Aminosäuren mit der DNA einen Komplex bilden. Dieser Komplex kann dann an 

negativ geladene Oberflächenstrukturen der Zellen (z.B. Rezeptoren) binden und die 

DNA kann endosomal von der Zelle aufgenommen werden. Dabei inhibiert SuperFect 

beziehungsweise PolyFect die lysosomalen Nukleasen. 

Die Transfektion wurde analog zu den mitgelieferten Protokollen durchgeführt. Bei der 

SuperFect Transfektion wurde, in Abweichung zu den Protokollen, pro µg DNA 45 µl 

Serumfreies Medium und 5 µl SuperFect verwendet. Wichtig bei beiden 

Transfektionreagenzien ist der 10 sekündige Vortexschritt nach Zusammenbringen von 

DNA, Medium und SuperFect/PolyFect. 

Sollte die Transfektion zur Etablierung stabiler Linien dienen, wurden die Zellen direkt 

nach dem Mediumwechsel (3 Stunden nach Transfektion) unter Selektionsdruck, z.B. 

durch G418, gesetzt.  
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2.2.2.4.3 Transfektion adhärenter Zellen mittels Lipofectamine® Reagenz 
 
Lipofectamine (Gibco Life Technologies) ist ein 3:1 Formulierung aus DOSPA und 

DOPE. Die Kombination beider Stoffe mit DNA führt zu einer Komplexierung und 

ermöglicht die Aufnahme der DNA durch die Zellen.  

Die Transfektion wurde wie in den mitgelieferten Protokollen beschrieben 

durchgeführt. Ein Mediumwechsel wurde, abhängig von der Zellinie, nach 4 bis 6 

Stunden vorgenommen. 

 

2.2.2.4.4 Transfektion adhärenter Zellen mittels FuGENE6 Reagenz 
 
Sollten Zellinien mit den anderen Transfektionsreagenzien nicht oder nur in einem 

geringen Maße transfizierbar sein, wurde die Transfektion mit FuGENE6 (Roche) 

durchgeführt. FuGENE6 ist ein Multi-Komponenten, lipid-basierendes 

Transfektionsreagenz, welches DNA komplexiert und somit Zellen transfizieren kann. 

Die Transfektionen wurden analog zu den mitgelieferten Protokollen durchgeführt.  

 

2.2.2.5 Etablierung stabiler Zellinien 
 
Für die stabile Transfektion wurden die Zellen direkt nach der Transfektion unter 

Selektiondruck durch G418 gesetzt (Hela: 750 µg/ml, U2OS: 800 µg/ml, H1299: 500 

µg/ml). Dadurch konnten nur positiv transfizierte Zellen, die das entsprechende Plasmid 

mit Resistenzgen aufgenommen haben, überleben. Nach 10 Tagen wurden die stabilen 

Zellen klonal gesetzt (96well Platte, in verschiedenen Verdünnungen), gefärbt (Kolonie-

Formierungs Assay) oder durch Western Blot analysiert. 

Positiv getestete stabile Zellinien wurden auch weiterhin unter Selektionsdruck gehalten 

und expandiert. 

 

2.2.2.6 Lyse von Zellen 
 

Zur Vorbereitung der Analyse von Proteinen in einem Western Blot wurden die Zellen 

zweifach mit PBS gewaschen und dann in einem eiskalten Lysepuffer (NP40,Totex 

oder RIPA, siehe 2.1.11) aufgenommen. Die Lyse verlief bei 4°C für 30 Minuten. 
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Alternativ wurden Zellen nach zweifacher PBS Inkubation direkt mit 1xSDS 

Probenpuffer oder 8M Harnstoff, 100mM Tris-HCL,pH 7,5 in PBS lysiert. Darauf 

erfolgte eine Sonifikation mit Ultraschall, um chromosomale DNA zu zerkleinern. 

 

2.2.2.7 Messung von Zellzyklus Parametern mittels Durchflußzytometrie 
 

Zellen haben zu einer gegebenen Zellzyklusphase einen definierten DNA Gehalt. Damit 

lässt sich über die DNA ein Rückschluss auf die Verteilung von Zellen innerhalb des 

Zellzyklus treffen.  

Zellen wurden zweifach mit PBS gewaschen und dann mit 0,25% Trypsin von den 

Zellkulturgefäß abgelöst. Nach einer vorsichtigen Zentrifugation wurden die Zellen in 

100 µl PBS resuspendiert und unter Schütteln tropfenweise zu 1,2 ml eiskalten 70% 

Ethanol gegeben. Nach dieser Fixierung wurden die Zellen bei –20°C gelagert.  

Die fixierten Zellen wurden schonend abzentrifugiert und das Ethanol entfernt. Die 

Zellen wurden mit PBS gewaschen und in 100 µl PBS klumpenfrei aufgenommen. 15 

bis 30 Minuten vor der Analyse wurde Propidiumiodid (f.c. 0,05 mg/ml) zugefügt. 

 

2.2.2.8 Sortierung von Zellen im FACSvantage 
 

Die Anreicherung transfizierter Zellen erfolgte durch Zellsortierung im FACSvantage. 

Hierzu wurden Hela oder U2OS Zellen mit den entsprechenden Konstrukten und einem 

GFP Leervektor (Verhältnis 10:1) transfiziert. 30 Stunden nach Transfektion wurden die 

Zellen gewaschen, gefiltert und auf Eis gelagert. Die Zellen wurden dann in dem 

FACSvantage auf positive GFP Signale sortiert und in einer definierten Dichte für die 
3H-Thymidine Inkorporationsanalysen oder MTT Assays in 96well Zellkulturplatten 

ausgesät.  

 

2.2.2.9 Immunfluoreszenz Analysen 
 

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz wurde die intrazelluläre Lokalisation verschiedener 

Proteine bestimmt. Hierzu wurden Zellen auf Deckgläser (18mm, rund, Langenbrick) 

ausgesät. Die Deckgläser wurden vorher mit 70% Ethanol sterilisiert und in 12well 
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Zellkulturplatten überführt. Nach einem Waschschritt mit sterilen PBS wurde Medium 

mit den Deckgläsern inkubiert. Vor dem Aussäen der Zellen wurde dieses Medium 

durch frisches ersetzt. Die Zellen wurden in einer Dichte von 40-60% ausgesät. Am 

folgenden Tag wurden die Zellen ggf. transfiziert oder behandelt. Nach entsprechenden 

Inkubationszeiten wurden die Zellen mit einem 1:1 Gemisch aus Aceton/Methanol (-

20°C) für 45 Sekunden fixiert. Alternativ erfolgte die Fixierung in frisch angesetzten 

4% Paraformaldehyd, 0,1% Triton X100 in PBS. Nach der Aceton/Methanol Fixierung 

wurden die Zellen getrocknet und mit PBS rehydriert. Alle weiteren Schritten wurden 

bei Raumtemperatur durchgeführt und alle Lösungen/Antikörper in PBS angesetzt. Bei 

beiden Fixierungsprotokollen folgte nun ein Block Schritt mit 10%igen  Ziegenserum 

für 20 Minuten. Dies führt zur Unterdrückung unspezifischer Signale. Danach erfolgte 

die Inkubation mit entsprechenden Primärantikörpern (0,1 µg/ml bis 2 µg/ml) für 45 

Minuten. Nach zwei PBS Waschschritten erfolgte die Inkubation mit dem Fluoreszenz 

Farbstoff gekoppelten Sekundärantikörper (5 µg/ml bis 30 µg/ml) für 30 Minuten. Nach 

einem erneuten PBS Waschschritt wurde die chromosomale DNA mittels DAPI oder 

Hoechst 33342 (bisBenzimide, 1 µg/ml) für 15 Minuten markiert. Danach erfolgten drei 

je 10 minütige PBS Waschschritte. Die Deckgläser wurden dann aus den 

Zellkulturplatten geholt und mit der Zellseite nach unten auf 40 µl gewärmter 

KAISERS Glyceringelantine (Merck) auf Objektträger gelegt und leicht angedrückt. 

Die Präparate wurden dann für mindestens 1 Stunde zum Aushärten bei 4°C gelagert. 

Überschüssige Gelantine wurde dann mit 70% Ethanol entfernt und die Präparate in 

Boxen bei -20°C bis zur Analyse gelagert.  

Sollte die DNA mit Propidiumiodid gefärbt werden, wurde alternativ nach der 

Inkubation des 2. Antikörpers und waschen mit PBS die Zellen in einem 1:5 Gemisch 

von Vectashield mit PI (Linaris) und KAISER Glyceringelantine eingedeckelt und 

dann wie oben beschrieben weiter behandelt. 

Wurden Konstrukte mit intrinsischer Aktivität (eGFP,eYFP,eCFP,eBFP,dsRED o.ä.) 

verwendet, so wurden die Zellen nach entsprechenden Zeiten fixiert und ggf. wie oben 

beschrieben mit DAPI gefärbt. Die Zellpräparate wurden dann ebenfalls mit KAISERS 

Glyceringelantine auf Objektträgern fixiert und entsprechend gelagert. 
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Die Analyse der Präparate erfolgte mit einem AxioPlan2 Fluoreszenz Mikroskop und 

die Aufnahme mit einer digitalen AxioCam (beides Zeiss) und entsprechender Software. 

Die Weiterverarbeitung erfolgte mit Adobe Photoshop Version 5.0. 

 

2.2.2.10 Konfokale Mikroskopie 
 

2.2.2.11 Lebendzellbeobachtung am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop 
 

Zur Lebendzellbeobachtung wurden die Zellen auf 5 cm Runddeckgläsern ausgesät und 

in eine Lebendbeobachtungskammer eingebracht. Daraufhin wurden sie mit 3 ml 

DMEM/FCS/PenStrep ohne Phenolrot am Mikroskop bei 37º C und unter 5 % CO2-

Zufuhr inkubiert. Der Verzicht auf die Zugabe von Phenolrot ist wichtig, da dieser 

Farbindikator eine Eigenfluoreszenzanregung besitzt, die bei der Detektion der 

Fluoreszenzemission von EGFP und EGFP-Fusionsproteinen in lebenden Zellen störend 

wirkt. 

 

2.2.2.12 Detektion der eGFP-Fluoreszenz in lebenden Zellen am Leica TCS SP2 
 

Als Anregungswellenlänge für eGFP wurde die Wellenlänge 488 nm des Argon-Ionen-

Lasers gewählt. Nach Auswählen einer geeigneten Farbtabelle wurden Laserintensität 

und Empfindlichkeit des PMT so eingestellt, dass das aufzunehmende Signal gerade gut 

sichtbar war. Dabei wurde der volle Dynamik des PMT (8 oder 12 bit) ausgenutzt und 

die Laserintensität so gering wie möglich gehalten. Die Fluoreszenzanregung erfolgte 

unter Verwendung des RSP500, der Wellenlängen unter 500 nm zur Anregung 

durchläßt und Wellenlängen über 500 nm reflektiert. Die Detektion der Emission wurde 

zwischen 505 und 540 nm festgelegt. 

 

2.2.2.13 Aufnahme von schnellen Bewegungsvorgängen innerhalb der Zelle 
 

Sollten unter Einbezug des Zeit-Parameters (t) 3D-Aufnahmen gemacht werden, um 

schnelle Bewegungsabläufe innerhalb einer Zelle bzw. eines Zellkerns zu untersuchen 

und zu analysieren, so wurden die Aufnahmeparameter entsprechend darauf 

abgestimmt. Das Aufnahmeformat wurde auf 256x256 Pixel beschränkt, da die Zeit, die 
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der Scannkopf des Mikroskops für den Scan einer einzelnen konfokalen Ebene benötigt 

von der Anzahl der zu scannenden Bildzeilen abhängt. Entsprechend wurde die Scan-

Geschwindigkeit auf 1000 Hz erhöht. So wird für den Scan eines Bildes im Format 

256x256 Pixel nur die Hälfte der Zeit benötigt, die für ein Bild im Format 512x512 

Pixel mit der gleichen Scan-Geschwindigkeit benötigt würde. Der verwendete Zoom-

Faktor wurde in Abhängigkeit vom jeweilig benutzten Objektiv gewählt. Mit dieser 

Einstellung konnte zum Beispiel ein 256x256 Pixel großer Bildausschnitt bei 21 

aufzunehmenden optischen Ebenen und einer Scan-Geschwindigkeit von 1000 Hz in 8 s 

711 ms aufgenommen werden. Die übrigen Hardware-Parameter wurden wie bereits 

beschrieben eingestellt. Der Abstand zwischen den zu scannenden optischen Ebenen 

wurde stets auf 300 nm eingestellt. Bei Aufnahmen mitotischer Zellen, die bei einem z-

Abstand von 300 nm sehr viele konfokale Schnittebenen erfordern würden, wurde der 

Abstand auf 500 nm vergrößert. 

 

2.2.2.14 Aufnahme von langsameren Prozessen innerhalb der Zelle 
 

Für Beobachtungen, die eine gößere Zeitspanne zwischen den einzelnen Aufnahmen 

erlaubten (2-30 min), wurden die Aufnahmeparameter so gewählt, daß eine bessere 

optische Auflösung möglich war. Es wurde das Bildformat 512x512 Pixel, eine Scan-

Geschwindigkeit von 400 oder 800 Hz und ein vom verwendeten Objektiv abhängiger 

Zoom-Faktor eingestellt. Der z-Abstand zwischen den optischen Ebenen betrug meist 

300 nm, für die Aufnahme von mitotischen Zellen wurde der Abstand auf 500 nm 

erhöht. Die Laserintensität und PMT-Einstellungen wurden wie in 2.2.2.12 beschrieben 

eingestellt. 

 

2.2.2.15 Synchronisation von Zellinien 
 

Eine Synchronisation von Zellen (Hela, NIH3T3, U2OS, MEFs, H1299 u.a.) wurde 

durch verschiedene chemische Substanzen erreicht. 

Zellen wurden in geeigneten Zellkulturgefäßen ausgesät und mit 2 mM Thymidine 

(Sigma) für 12 Stunden vorsynchronisiert. Nach Lösen des Thymidine Blocks durch 

mehrfaches Waschen mit PBS und Zugabe frischen Mediums wurden die Zellen 4-8 
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Stunden später für 4 Stunden mit 0,04 mg/ml Nocodazol in der Prometaphase geblockt. 

Durch einen mitotischen Shake-off mit anschließendem Waschen und Ausplattieren 

konnten die Zellen synchronisiert in der G1 Phase analysiert werden. Die prozentuale 

Menge der synchronen Zellen wurde mittels FACS und Western Blot überprüft und 

betrug bei dieser Methode durchschnittlich 90-95%. 

Um synchrone Zellen in der S Phase zu untersuchen, wurde nach einem 17 stündigen 

Thymidine Block und einem 9 stündigen Release die Zellen erneut mit 2 mM 

Thymidine für 15 Stunden an dem Übergang von G1 zur S Phase arretiert. Nach 

Aufhebung des Blockes konnten die Zellen dann in der S Phase analysiert werden. 

Auch hierbei wurde das Maß der Synchronität mit FACS und Western Blot geprüft. Die 

Zahl der in der S Phase synchronen Zellen lag bei etwa 90%. 

NIH 3T3 Zellen wurden in der G0 Phase durch eine 36 stündige Inkubation in einem 

Medium synchronisiert, welches nur 0,5% FCS enthielt. Durch Ersetzen des Mediums 

mit 10% FCS traten die Zellen synchron in die G1 Phase ein. 

 

2.2.3 Proteinchemische Arbeitsmethoden 
 

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen 
 

Bei der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE, 

Laemmli, 1970) werden Proteinproben durch ein 3%iges Acrylamid-Sammelgel und ein 

7,5%-15%iges Acrylamid-Trenngel der Größe nach aufgetrennt. 

Durch die Verwendung von SDS (Natriumdodecylsulfat) sowohl in Auftragspuffer als 

auch im Acrylamidgel und während des Aufkochens der Proben werden die Proteine 

denaturiert. Bei der Auftrennung migrieren kleinere Proteine daher schneller als 

größere, unabhängig von ihrer Nettoladung.   

Die Formulierung der Acrylamidgele ist in 2.1.11 angegeben. Nach dem Gießen des 

Trenngels wurde dieses mit Isopropanol (2-Propanol) überschichtet, welches nach 

Polymerisation des Gels mit Wasser weggespült wurde. Nach Gießen des Sammelgels 

wurde ein Probenkamm in die Flüssigkeit geschoben. Dies ermöglichte nach 

Polymerisation das Auftragen der Proteinproben in 1xSDS-Probenpuffer. Die Proben 

wurden dann 5 Minuten bei 95°C, ggf. unter Schütteln, aufgekocht. Bei jedem Lauf 
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wurde parallel ein vorgefärbter Molekulargewichtsstandard aufgetragen, der eine 

spätere Größenabschätzung eines Signals ermöglichte. Das Einlaufen in das Sammelgel 

erfolgte bei 90 V, die Auftrennung im Trenngel bei 120-150 V. 

 

2.2.3.2 Westernblot und Immundetektion 
 

Nach elektrophoretischer Auftrennung eines Proteingemisches in einem 

denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine in einem „Semidry“-

Transferblot auf eine Polyvinyldifluoriden (PVDF) Membran (Immobilon, Millipore) 

transferiert und hier immobilisiert. Hierzu wurde die PVDF Membran mit Methanol 

aktiviert und die Platinelektroden der Blotapparatur mit Transferpuffer benetzt. Auf die 

Kathode wurden nun 2 in Transferpuffer getränkte Gelblotpapiere (GB004, 

Schleicher&Schüll) gelegt und die Luftblasen entfernt. Hierauf wurde die aktivierte und 

in Transferpuffer gewaschene Membran gelegt. Nun kam das SDS-Page, gefolgt von 

einem weiteren Gelblotpapier. Die Apparatur wurde zusammengebaut und der Blot 

erfolgte bei 10 Volt für 15 Minuten und 15 Volt für 60 Minuten. Die Blot Effizienz 

konnte anhand des Transfers des Größenstandards überprüft werden.  

Die Membran wurde kurz mit TBS-Tween gewaschen und die unspezifischen 

Bindestellen mit einer 1 stündigen Inkubation in 5% (w/) Magermilchpulver/TBS-

Tween bei 4°C abgesättigt. Danach wurde die Membran mindestens 2 Stunden mit dem 

Primärantikörper (1:1000 bis 1:3000 in 2%Magermilch/TBS-Tween) bei 4°C unter 

leichtem Schwenken inkubiert. Nach fünf 5 minütigen Waschschritten mit TBS-Tween 

erfolgte die Zugabe eines Peroxidase gekoppelten Sekundärantikörpers (1:2000 bis 

1:5000 in 0,5% Magermilch/TBS-Tween). Nach erneutem Waschen  konnten die 

Proteine durch eine Chemolumineszenz Reaktion (ECL-Kit, Perkin Elmer oder 

SuperSignal West Femto, Pierce) sichtbar gemacht werden und Röntgenfilme diesem 

Signal exponiert werden. 

 

2.2.3.3 Coomassie Färbung, Radioaktive Gelefds 
 

Sollten Proteine direkt im Acrylamidgel sichtbar gemacht werden, wurden die Gele 

nach erfolgter Auftrennung 30 Minuten in einer Fixierlösung (10% Essigsäure, 20% 
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Methanol) geschwenkt, und dann mit einer Färbelösung (10%Essigsäure, 20% 

Methanol, 0,1%Coomassie-Brilliantblau (Serva)) behandelt. Nach einer 20 minütigen 

Inkubation wurde das Gel bis zum gewünschten Entfärbegrad mit Entfärbelösung (20% 

Essigsäure, 30% Methanol) gewaschen. Häufig fand diese Methode Anwendung bei der 

Mengenabschätzung, z.B. nach einer GST-Aufreinigung. 

Wurden mit einem SDS-PAGE radioaktive Proben aufgetrennt, wie 32P-markierte 

Proben nach einem Kinase Assay oder 35S markierte Proteine nach einer in vitro 

Translation, so wurden diese Gele ebenfalls durch Inkubation mit der Fixierlösung 

behandelt. Danach erfolgte bei 35S markierten Proteinen noch eine 20 minütige 

Verstärkung (Amplify, Amersham).  

Anschließend wurden alle Coomassie oder Radioaktivgele bei 70°C vakuumgetrocknet.  

 

2.2.3.4 Immunpräzipitation aus Zellkulturzellen 
 

Die Immunpräzipitation erlaubte es, spezielle zelluläre Proteine durch den Einsatz von 

spezifischer Antikörper zu präzipitieren. Dabei diente diese Technik zur 

Aufkonzentration der präzipitierten Proteine oder zur Analyse von kopräzipitierenden 

Proteinen. Die Zellen wurden in kalten PBS gewaschen und dann in einem geeigneten 

Volumen eines entsprechenden Lysepuffer (2.1.11) aufgenommen. Die Lyse erfolgte 

für 30 Minuten auf Eis. 

Nach einer Zentrifugation (13.000 rpm, 10 Minuten, 4°C) wurde der geklärte Überstand 

mit 1-2 µg unspezifischen, isotypspezifischen Kontrollantikörper (IgG) für eine Stunde 

im Kühlraum auf einem Rolltaumler inkubiert. Die Kontrollantikörper wurden mit 25 µl 

Protein A/G-Agarose für eine Stunde im Kühlraum unter sanften Schütteln präzipitiert. 

Hierauf wurde der Ansatz zentrifugiert (13.000 rpm, 1 Minuten, 4°C), der Überstand in 

neue Reaktionsgefäße überführt und mit 1-2 µg spezifischen Antikörper wieder im 

Kühlraum inkubiert. 

Die Agarose Kugeln wurden fünf mal mit 800 µl des verwendeten Lysepuffers 

gewaschen, trocken gelegt und in 25 µl 1x SDS für 4 Minuten bei 95°C unter Schütteln 

aufgekocht und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. 

Dem Überstand wurden zwei Stunden später 25 µl Protein A/G- Agarose hinzugefügt 

und für mindestens weitere 4 Stunden präzipitiert. 
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Die Agarose wurde dann ebenfalls fünf mal mit 800 µl des verwendeten Lysepuffers 

gewaschen und die Proben trocken gelegt. Die Proben wurden dann mit 25 µl 1x SDS 

für 4 Minuten bei 95°C unter Schütteln aufgekocht. Die Analyse erfolgte auf einem 8,5-

15% SDS-PAGE, wobei 10%-20% der Lyse, die IgG Kontrolle und der 

Präzipitationsansatzes aufgetragen wurden. 

Wenn für die Präzipitation / Detektion des endogenen Proteins keine geeigneten 

Antikörper zur Verfügung standen, konnten transfizierte, also exogen expremierte  

Proteine mittels Epitop-Markierungen (Flag, Myc, HA, GFP) präzipitiert und analysiert 

werden. 

 

2.2.3.5 In vivo 35S-Markierung von Proteinen zur Bestimmung ihrer 
Halbwertszeit 

 

Um die Halbwertszeit von endogenen oder exogenen Protein zu bestimmen, wurden 

Zellen einmal mit PBS gewaschen und für 30 Minuten in einem Medium inkubiert, 

welches sich von dem Standardmedium durch das Fehlen von Methionin und Cystein 

unterschied. Daraufhin wurden die beiden fehlenden Aminosäuren als 35S-Methionin 

und 35S-Cystein markierte Aminosäuren supplementiert. Dies führte zu einem Einbau 

der Aminosäuren in neu gebildete Proteine, wodurch diese Proteine radioaktiv markiert 

wurden. Nach einer einstündigen Inkubation wurde das Medium mit den radioaktiven 

Aminosäuren nach mehrfachen Waschen mit sterilen PBS durch normales Medium 

ersetzt. Nach den in den Versuchen angegebenen Zeiten wurden die Zellen lysiert und 

das untersuchte Protein mit spezifischen Antikörpern präzipitiert. Die Präzipitate 

wurden dann auf einem SDS-Page aufgetrennt, das Gel fixiert, verstärkt und getrocknet 

(2.2.3.3) und dann Röntgenfilme exponiert. 

 

2.2.3.6 Kinaseaktivitätsbestimmung mittels 32P Substratmarkierung 
 

Bei dieser Methode ist es möglich, die Kinaseaktivität in einem in vitro Test zu 

bestimmen. Dabei wird ein radioaktiv markiertes Phosphor durch die Kinase an ein 

Substratprotein gekoppelt. Nach dieser Kinasierung kann der Phosphorylierungszustand 

des Substrates durch eine Autoradiographie analysiert werden. 
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Für diesen Test wurden Zellen zur Analyse endogener Kinaseaktivität lysiert, oder mit 

entsprechenden Expressionsvektoren transfiziert und entsprechend später lysiert. 

Alternativ wurden in manchen Kinasetests die Kinase durch in vitro Translation 

hergestellt. Bei zellulärer Expression wurde die zu untersuchende Kinase mit Hilfe 

spezifischer Antikörper aus dem Lysat und bei in vitro Translation aus dem 

Translationsansatz immunopräzipitiert. Nach drei Waschschritten mit Lysepuffer wurde 

die Präzipitate durch zweimaliges Waschen mit Kinasepuffer (20 mM HEPES pH 7,45, 

20 mM MgCl2, 25 mM β-Glycerophosphat, 2 mM Dithiothreitol, 0,1 mM 

Orthovanadat) für die anschließende Kinasereaktion vorbereitet. Dazu wurden die an 

die  Sepharose-Kügelchen gekoppelten Antikörper-Protein Komplexe schließlich 

vorsichtig trockengesaugt.  

Die zu untersuchenden Substrate, wie das rekombinant hergestellte Substratprotein 

MBP (myelin basic protein, Upstate Biotechnology) oder bakteriell expremierte und 

aufgereinigte Proteine (GST-SIAH-1, GST-p53, je etwa 2 µg) wurden nun in der 

eigentlichen  Kinasereaktion in der Gegenwart von 5 µCi γ-32P-Adenosintriphosphat 

(NEN) und 20 µM nicht radioaktiven ATP durchgeführt. Die Kinasereaktion wurde 

typischerweise in einem Gesamtreaktionsvolumen von 20 µl bei 30°C für 20 Minuten 

durchgeführt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von SDS Probenpuffer unter 

Aufkochen beendet. Der Phosphorylierungsstatus der Substrate wurde anschließend 

durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie analysiert. 

 

2.2.3.7 Expression und Aufreinigung GST-markierter, rekombinanter Proteine 
 

Die Fusion eines Proteins an Glutathion-S-Transferase (GST) ermöglicht die Expression 

in geeigneten Bakterienstämmen. Nach Expression der GST-Fusionsproteinen können 

diese mittels Präzipitation durch reduzierten Glutathion aus Bakterienlysaten präzipitiert 

werden.  

Verwendet wurden pGEX-SIAH1 (komplett), GST-SIAH1 ∆N(Aminosäure 125-333) 

und GST-SIAH1 ∆C (Aminosäure 1-125) 

Diese Plasmide wurden in E.coli BL21 (DE3) transformiert und die Übernachtkultur 

1:10 mit Antibiotika haltigen LB-Medium verdünnt. 
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Nach 3 Stunden wurde die Expression der GST-Proteine durch die Zugabe von IPTG 

(finalen Konzentration 400 µM) induziert. Während der nächsten 4 Stunden wurden die 

Bakterien bei 30°C weiter hochgeschüttelt. Während dieser Zeit expremierten die 

Bakterien die Fusionsproteine und die verringerte Temperatur begünstigt die dabei 

Produktion der rekombinanten Proteinen.  

Nach den vier Stunden wurden die Bakterien pelletiert und in PBS aufgenommen. Nach 

Hinzufügen von Lysozym erfolgte eine 15 minütige Inkubation auf Eis. Diesem Lysat 

wurde Triton X-100 (finale Konzentration 1% v/v) zugefügt und dann ultrabeschallt. 

Nach einer Pelletierung der unlöslichen Bestandteile wurde der Überstand für 1 Stunde 

bei 4°C mit equilibrierten Glutathion-Sepharose inkubiert und die GST-Fusionsproteine 

präzipitiert.  

Die präzipitierten GST-Fusionsproteine wurden in vier Elutionsschritten in je 300 µl 

Elutionspuffer (8 mM reduziertes Glutathion 20 mM Tris pH 7,5) abgetrennt. Die 

eluirten GST-Fusionsproteine wurden durch Dialyse gegen 20 mM HEPES pH 7,5 von 

Glutathion abgetrennt, aliquotiert, in flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei –80°C 

gelagert.  

Die Konzentration und Reinheit einzelner Aliquots wurden dann mit Hilfe 

verschiedener Albumim Mengenstandards auf einem Coomassie gefärbten SDS-Page 

analysiert. 

 

2.2.3.8 GST-Pull Down Experimente 
 

Die gereinigten GST Proteine wurden entweder für in vitro Kinasetests als Substrat 

eingesetzt, oder die Bindungfähigkeit mit anderen Proteinen oder Peptiden in einem 

GST-Pull Down Experiment bestimmt. 

Bei diesem Experiment wurden unter geeigneten Pufferbedingungen (2.1.11) 5 µg GST-

markiertes Protein und z.B. in vitro translatierte 35S-markiertes Protein 

zusammengebracht. Nach einer Inkubation von 2 Stunden bei sanften Rollern im 

Kühlraum wurden in GST-Puffer equillibirierte Glutathion Sepharose (30 µl je Ansatz, 

Amersham Biotech) dazugegeben. Diese binden über das Glutathion an GST und 

ermöglichen die Präzipitation der GST markierten Proteinen und eventuell 

kopräzipitierenden 35S-markierten Proteinen. Nach einer 3 stündigen Präzipitation unter 
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Rollern im Kühlraum wurde die Sepharose fünf mal mit 800 µl GST-Puffer gewaschen, 

in SDS Probenpuffer aufgekocht und mit einem SDS-PAGE getrennt. Die Detektion 

kopräzipitierender Proteine erfolgte je Protein durch Western Blot oder 

Autoradiographie.   
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III. Ergebnisse 

 

3.1 Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation von HIPK2 

 

Die Verteilung der endogenen Homeodomänen-Interagierenden Protein Kinase 2 

(HIPK2), einer Serin / Threonin Kinase, in verschiedenen Zelltypen ist bislang 

unbekannt. Daher wurden verschiedenen Zelltypen auf das Vorkommen endogener 

HIPK2 getestet (Tabelle 1). Hierzu wurden Gesamtproteinextrakte der aufgeführten 

Zellinien hergestellt und anhand eines β-Actin Proteinabgleichs standarisiert. Diese 

Extrakte wurden dann in einer Westernblotanalyse auf das endogene 140 kDa große 

HIPK2 Protein hin untersucht. U2OS und H1299 Zellen besitzen eine hohe endogene 

HIPK2 Menge, wohingegen Hela oder Jurkat Zellen eine mittlere Proteinmenge 

besitzen. C2C12 Zellen besitzen keine endogene HIPK2. In diesen transformierten 

Zellen ist kein Zusammenhang zwischen der Herkunft der Zellen und der HIPK2 

Proteinmenge zu erkennen. 

 

Zellinie HIPK2 Proteinmenge 

293 bzw. 293T - 

C2C12 - 

HS27 + 

Jurkat Wildtyp bzw Jurkat TAg ++ 

Hela ++ 

H1299 +++ 

U2OS +++ 

 
Tabelle 1. Die Proteinmengen von Zellysate verschiedener Zellinien wurden mit β-Actin abgeglichen. 

Daraufhin wurden die HIPK2 Proteinmengen bestimmt. - kein HIPK2 Signal detektierbar; + geringe 

HIPK2 Mengen; ++ mittlere HIPK2 Proteinmengen; +++ sehr hohe endogene HIPK2 Proteinmengen 
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HIPK2 besitzt drei nukleäre Lokalisationssequenzen (Kim, et al., 1999). Daher sollte 

die subzelluläre Lokalisation einer exogen exprimierten und der endogenen HIPK2 

untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde eine FLAG-markierte Version von HIPK2 

in Hela Zellen exprimiert und anschließend durch FLAG-spezifische Primärantikörper 

und Farbstoff-gekoppelte Sekundärantikörper durch Immunfluoreszenz analysiert. Um 

eine Zuordnung der Färbung zum Nukleus vornehmen zu können, wurde die 

chromosomale DNA durch DAPI angefärbt. In Übereinstimmung mit Ergebnissen 

anderer Wissenschaftler wurde eine hauptsächlich nukleäre Lokalisation für HIPK2 

gefunden. 

Flag-HIPK2 DAPI

HIPK2 DAPI

DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 WT

DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 K221A

a

b

c

d

Flag-HIPK2 DAPI

HIPK2 DAPI

DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 WT DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 WT

DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 K221A DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 K221A

a

b

c

d

 
Abbildung 1. HIPK2 lokalisiert in nukleären Domänen.  

(a) Hela Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit FLAG-HIPK2 WT transfiziert. 30 Stunden 

später wurden die Zellen fixiert und die Lokalisation von FLAG-HIPK2 sichtbar gemacht. (b) U2OS 

Zellen wurden mit GFP-HIPK2 transfiziert und die Lokalisation durch die intrinsische Fluoreszenz des 

GFP bestimmt. (c) U2OS Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und die Lokalisation endogener 
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HIPK2 mittels HIPK2 Antikörpern sichtbar gemacht. (d) U2OS Zellen wurden mit einem GFP-HIPK2 

K221A Konstrukt transfiziert und der Nachweis erfolgte wie unter (b). Die chromosomale DNA wurde 

durch DAPI angefärbt. 

 

Innerhalb des Nukleus lokalisierte der überwiegende Teil von HIPK2 in diskreten 

Kompartimenten, die im Folgenden HIPK2 Domänen genannt wurden. Ein kleiner Teil 

von HIPK2 wies zudem eine nukleoplasmatische Lokalisation auf (Abbildung 1a). Die 

Expression einer GFP-markierten HIPK2 wies ebenfalls eine vorwiegende Lokalisation 

in HIPK2 Domänen mit einem schwächeren nukleoplasmatischen Anteil auf 

(Abbildung 1b). Damit ist die Lokalisation nicht von dem verwendeten Konstrukt 

abhängig. Nun wurde die Lokalisation der endogenen HIPK2 in U2OS Zellen 

untersucht, da diese Zellen relativ viel endogene HIPK2 aufwiesen (Tabelle 1). Die 

endogene HIPK2 lokalisiert ebenfalls im Zellkern, wo sie neben einem geringen 

nukleoplasmatischen Anteil überwiegend in HIPK2 Domänen konzentriert ist 

(Abbildung 1c). 

Im Gegensatz zur endogenen und exogenen HIPK2 wies die Expression einer GFP-

markierten kinasedefizienten HIPK2 K221A Mutante eine gänzlich andere Lokalisation 

auf. Sie zeigt keine Konzentration in HIPK2 Domänen und ist diffus im Nukleoplasma 

verteilt (Abbildung 1d). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Organisation der HIPK2 in 

HIPK2 Domänen unter anderem von einer intakten Kinasefunktion abhängig ist.  

DurchlichtÜberlagerungDAPIGFP-HIPK2 DurchlichtÜberlagerungDAPIGFP-HIPK2
 
Abbildung 2. HIPK2 ist in einigen Zellen zusätzlich zytoplasmatisch lokalisiert.   

Hela Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit GFP-HIPK2 transfiziert. 30 Stunden später wurden 

die Zellen fixiert und die Lokalisation mittels der intrinsischen Fluoreszenz des GFP bestimmt.  
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Auffällig bei der Analyse der subzellulären Verteilung von exogener HIPK2 war aber, 

das einige Zellen ein anderes Färbemuster aufwiesen. Bei diesen wies HIPK2 neben der 

nukleären auch eine starke zytoplasmatische Verteilung auf (Abbildung 2). 

Um eine Zuordnung zu anderen nukleären Kompartimenten vornehmen zu können, 

wurde die Lokalisation der GFP-HIPK2 mit der von endogener, nukleolären Helicase 

61 (NOH61, ZITAT), einem ständigen Bestandteil der Nukleoli, verglichen (Abbildung 

3a). In U2OS Zellen konnte für beide Proteine eine Lokalisation in verschiedenen 

nukleären Subkompartimenten gefunden werden. Da die kinasedefiziente HIPK2 

K221A eine vom Wildtyp abweichende Lokalisation aufweist, wurde die Lokalisation 

dieser HIPK2 Mutante ebenfalls mit der von NOH61 verglichen. Dabei zeigte HIPK2 

K221A ebenfalls eine deutliche Aussparung der Nukleoli sowohl in U2OS Zellen, als 

auch Hela Zellen (Abbildung 3b, Daten nicht gezeigt).  
 

Nucleoli Überlagerung DAPIGFP-HIPK2

Nucleoli Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 K221A

Cajal bodies Überlagerung DAPIGFP-HIPK2

a

b

c

 

Abbildung 3. HIPK2 kolokalisiert nicht mit Nukleoli und Cajal-Körpern.  

(a) U2OS Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit GFP-HIPK2 transfiziert. 36 Stunden später 

wurden die Lokalisation von HIPK2 und NOH61 bestimmt. (b) U2OS Zellen wurden mit GFP-HIPK2 

K221A transfiziert und wie unter (a) analysiert. (c) U2OS Zellen wurden mit GFP-HIPK2 transfiziert und 

die Lokalisation von Coilin und HIPK2 wie unter (a) bestimmt. In allen Fällen wurde die chromosomale 

DNA mit DAPI sichtbar gemacht. 
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Der Vergleich der Lokalisation von HIPK2 mit der von Coilin, einem Markerprotein der 

Cajal-Körper, ergab keine Überlappung der beiden Kompartimente (Abbildung 3c).  

Ein Vergleich der HIPK2 Domänen mit PML-NBs zeigte für FLAG-markierte HIPK2 

eine partielle Kolokalisation mit endogenen PML-Protein (Abbildung 4a). In der 

Überlagerung kann die Kolokalisation zwischen den beiden Proteinen als gelbe 

Fluoreszenz erkannt werden. Die kolokalisierenden Bereiche sind zusätzlich mit Pfeilen 

markiert. Für die PML Splicevariante PML IV wurde eine Rekrutierungsfähigkeit von 

Proteinen in PML-NBs beschrieben. Eine Koexpression von HIPK2 und PML IV führte 

zu einer nahezu kompletten Lokalisation von HIPK2 in PML-NBs (Abbildung 4b). 

Daher sollte nun überprüft werden, ob sich das endogene HIPK2 Protein ähnlich wie 

das exogene verhält. Hierzu wurde die Lokalisation der endogenen HIPK2 mit der des 

endogenen PML verglichen. In der Überlagerung der Einzelfluoreszenzen kann eine 

partielle Kolokalisation zwischen dem endogenen HIPK2 Protein mit PML-NBs erkannt 

werden (Abbildung 4c). Die Expression von PML IV führte zu einer nahezu kompletten 

Rekrutierung der endogenen HIPK2 in PML-NBs (Abbildung 4d). Die Verwendung 

einer anderen PML Splicevariante, PML III, zeigte, dass diese nicht in der Lage war, 

die endogene HIPK2 signifikant in PML-NBs zu rekrutieren (Abbildung 4e). 
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ÜberlagerungHIPK2 DAPIPMLendogen

PML IV ÜberlagerungHIPK2 DAPI

PML IV

PMLendogen

Überlagerung

ÜberlagerungHIPK2endogen

DAPIHIPK2endogen

a

b

c

d

PML III Überlagerung DAPIHIPK2endogen

e

ÜberlagerungHIPK2 DAPIPMLendogen

PML IV ÜberlagerungHIPK2 DAPI

PML IV

PMLendogen

Überlagerung

ÜberlagerungHIPK2endogen

DAPIHIPK2endogen

a

b

c

d

PML III Überlagerung DAPIHIPK2endogen

e

  
Abbildung 4. HIPK2 kolokalisiert partiell mit PML-NB und kann durch PML IV quantitativ in 

PML-NB rekrutiert werden.  

(a) H1299 Zellen wurden auf die Lokalisation von FLAG-HIPK2 und endogenen PML hin untersucht. 

Dabei ist HIPK2 grün und PML rot gefärbt. Kolokalisation ist in der Überlagerung in gelb zu erkennen 

und mit Pfeilen markiert. (b) Die Lokalisation von FLAG-HIPK2 und PML IV wurde in H1299 Zellen 

miteinander verglichen. Die Analyse wurde wie unter (a) beschrieben durchgeführt. (c) In U2OS Zellen 

wurde die Lokalisation von endogenen HIPK2 und PML in einer Doppelfärbung bestimmt. Wie unter (a) 

ist dabei HIPK2 (grün) und PML(rot) zu erkennen. In der Überlagerung wurden kolokalisierende 

Bereiche (gelb) mit Pfeilen hervorgehoben (d) U2OS Zellen wurden mit PML IV transfiziert und 

endogene HIPK2 und PML IV in einer Doppelfärbung analysiert. (e) U2OS Zellen wurden wie mit PML 

III transfiziert und wie unter (a) beschrieben detektiert. Die chromosomale DNA wurde in allen Fällen 

durch DAPI oder Hoechst 33342 sichtbar gemacht. 
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3.2 Die Expression der kinaseninaktiven HIPK2 K221A führt zur 
Ausbildung von deformierten Zellkernen 

 

Während HIPK2 zum großen Teil in distinkten nukleären HIPK2 Domänen und zu 

einem geringeren Teil im Nukleoplasma lokalisiert, ist die kinaseinaktive HIPK2 

K221A nur nukleoplasmatisch lokalisiert, ohne eine Konzentration in Domänen zu 

zeigen (Abbildung 1). Bei der Analyse der HIPK2 K221A transfizierten Zellen konnten 

einige Zellen mit abgeschnürten oder ausgestülpten Zellkernen gefunden werden 

(Abbildung 5b). Andere HIPK2 K221A exprimierende Zellen wiesen mehrlappige 

Strukturen auf. In Abbildung 5c sieht man den Zellkern einer Zelle, der in drei Bereiche 

unterteilt ist, die untereinander mit dünnen Schläuchen in Verbindung stehen. Wieder 

andere Zellen zeigten einen stark deformierten, abgeschnürten Zellkern, der in 6 oder 

mehr Lappen unterteilt ist (Abbildung 5d).  

a b

c d

 
Abbildung 5. Studien zur Lokalisation von Flag-HIPK2 K221A in Hela Zellen.  

Hela Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit einem Flag-HIPK2 K221A Konstrukt transfiziert. 

Nach 30 Stunden wurden die Zellen fixiert und HIPK2 (grün) durch indirekte Immunfluoreszenz mittels 

konfokaler Mikroskopie detektiert. Dabei zeigte es sich, dass die Expression von HIPK2 K221A zu 

Abnormalitäten des Zellkerns führte. (a) Normal geformter Zellkern, (b) Leichte Deformationen durch 

Abschnürung einzelner Zellkernbereiche, (c) Dreilappiger Zellkern (d) Viellappiger Zellkern.  
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Hela Zellen haben, verglichen mit anderen Zellen, einen mittleren endogen HIPK2 

Proteinanteil (Tabelle 1, Daten nicht gezeigt). Nun war es wichtig auszuschließen, dass 

die beobachteten Effekte nicht auf einer Interaktion mit den in Hela Zellen vorhandenen 

viralen Papillomvirusproteinen E6 und E7 oder auf ein Artefakt des Flag-HIPK2 

K221A Konstruktes beruhten. Daher wurde die Ausbildung der aberanten 

Kernstrukturen in anderen Zellinien mit anderen HIPK2 K221A Konstrukten überprüft. 

U2OS Zellen wurden mit einem GFP-markierten HIPK2 Wildtyp bzw. K221A 

Konstrukt transfiziert und nach 24 Stunden die Lokalisation der Proteine und die 

Kernform bestimmt. Diese Experimente zeigten auch für U2OS Zellen die Ausbildung 

deformierter Zellkerne (Abbildung 6b). Analog zu den Beobachtungen in Hela Zellen 

zeigten einige U2OS Zellen kleine Abschnürungen des Zellkerns, während bei anderen 

der Zellkern in zwei fast gleich große Teile, die mit einem Schlauch in Verbindung 

standen, geteilt war. In etwa 10 % der Zellen konnte die in Abbildung 6b erkennbare 

Abtrennung eines Zellkernteils beobachtet werden.  

GFP-HIPK2/DAPI GFP-HIPK2 K221A GFP-HIPK2 K221A/DAPI

a b

 
Abbildung 6. Deformation von U2OS Zellkernen durch HIPK2 K221A Expression.  

U2OS Zellen wurden mit einem GFP-HIPK2 WT (a-c) oder GFP-HIPK2 K221A (d-e) Konstrukt 

transfiziert und 24 Stunden später die intrinsische Fluoreszens des GFP (grün) detektiert. Chromosomale 

DNA (blau) wurde durch DAPI Färbung markiert.  

 

HIPK2 kolokalisiert und interagiert funktionell mit dem Tumorsuppressorprotein p53 

(Abbildung 9). Ebenfalls in den p53-negativen H1299 Zellen konnten deformierte 

Zellkern beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Da die PML-NBs neben dem p53 

Protein auch den Zellzyklusregulator Retinoblastoma Protein (Rb) beinhalten, wurde 

überprüft, ob die Deformation der Nuklei in der Abwesenheit dieser beiden Proteine 
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vorkommt. Zur Klärung dieser Frage eignen sich SaoS2 Zellen. Diese besitzen weder 

funktionelles p53 noch pRb (Abbildung 7) und bieten daher die Möglichkeit, in 

Abwesenheit dieser beiden Proteine die Zellkernform zu untersuchen. 
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Abbildung 7. Detektion von p53 und pRb in verschiedenen Zellinien.  

Aus den angegebenen Zellinien wurden Proteinextrakte gewonnen und auf die Anwesenheit von p53, pRb 

und β-Actin hin untersucht. 
 

Eine Transfektion von SaoS2 Zellen mit GFP-HIPK2 Wildtyp zeigte auch in SaoS2 

Zellen das in anderen Zellen beobachtete Verteilungsmuster für HIPK2 (Abbildung  

DAPI ÜberlagerungGFP-HIPK2 WT

DAPIGFP-HIPK2 K221A Überlagerung

a

b

c

DAPIGFP-HIPK2 K221A Überlagerung

 
Abbildung 8. HIPK2 K221A abhängige Kerndeformation treten auch in p53/pRb negativen SaoS2 

Zellen auf.  
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SaoS2 Zellen wurden mit einem GFP-HIPK2 WT (a) oder GFP-HIPK2 K221A (b+c) Konstrukt 

transfiziert. 28 Stunden später wurde die intrinsische Fluoreszens von GFP (grün) detektiert und die 

chromosomale DNA (blau) des Zellkerns durch DAPI Färbung markiert.  

 

8a). Untersucht man die Lokalisation von GFP-HIPK2 K221A, so konnte auch in diesen 

Zelltyp einige Zellen mit abgeschnürten Zellkernen sehen (Abbildung 8 b+c). Auch 

konnte hier bei einigen Zellen ein deutliche Vergrößerung des Zellkerns entdeckt 

werden (Abbildung 8 b).  

Durch diese Untersuchung wurde demonstriert, dass die Expression der 

kinasedefizienten HIPK2 K221A zu einer Deformation des Zellkerns führt. Die 

Ausbildung der aberante Kernmorphologie ist unabhängig von funktionellen p53 und 

Rb Proteinen. 
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3.3 HIPK2 kann durch PML IV Expression oder Behandlung mit 
As2O3 / UV in PML-NBs rekrutiert werden und interagiert dort 
mit CBP und p53 

 

Neben PML wurden auch die Proteine für p53 und CBP in PML-NBs nachgewiesen. 

Eine mögliche Kolokalisation zwischen HIPK2, p53 und CBP wurde in H1299 Zellen 

untersucht. H1299 Zellen enthalten kein endogenes p53 und sind somit für 

Untersuchungen von exogen eingeführtem p53 geeignet. Die Expression von PML IV 

rekrutierte sowohl ein GFP-p53 Protein als auch CBP in PML-NBs (Abbildung 9a). 

Nach PML IV Expression wurde nun die Lokalisation von Flag-HIPK2, GFP-p53 und 

exogenen CBP untersucht. Es konnte eine Kolokalisation aller drei Proteine in PML-

NBs innerhalb des Nukleus gefunden werden (Abbildung 9b). Dies konnte durch eine 

Kolokalisation von HIPK2, PML IV und CBP gezeigt werden (Abbildung 9c). Damit 

kolokalisiert HIPK2 in PML-NB mit PML, p53 und CBP. 

PML IV GFP-p53 CBP

HIPK2 GFP-p53 CBP

HIPK2 PML IV CBP

a

b

c

PML IV GFP-p53 CBP

HIPK2 GFP-p53 CBP

HIPK2 PML IV CBP

a

b

c

 

Abbildung 9. Kolokalisation von HIPK2, p53, CBP und PML in PML-NB.  

(a) H1299 Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit PML IV, GFP-p53 und CBP transfiziert. In 

einer Doppelfärbung wurde PML (blau), CBP (rot) und die intrinsische Fluoreszenz (grün) des GFP 

detektiert. (b) H1299 Zellen wurden mit PML IV, GFP-p53, Flag-HIPK2 und CBP transfiziert und  wie 
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oben detektiert. (c) H1299 wurden mit Flag-HIPK2, PML IV und CBP transfiziert und wie unter (a) 

gefärbt und untersucht.  

 

Arsen-Trioxid (As2O3) führt zu einer verstärkten Formierung von PML-NBs und 

Rekrutierung von transienten PML-NB Proteinen. Eine Bestrahlung von Zellen und 

Geweben mit UV-Licht in niedrigen Dosierungen hingegen aktiviert und stabilisiert den 

Tumorsuppressor p53 und führt zu einer erhöhten Menge an p53 in PML-NBs. Nun 

sollte die Lokalisation von HIPK2 in U2OS Zellen bestimmt werden, die mit 1 µM 

As2O3 und 30 J/m2 UV-Licht behandelt wurden. Dieser Stimulus führte zu einer 

geringen, aber signifikanten Rekrutierung von HIPK2 in PML-NBs (Abbildungen 10). 

Dieser Stimulus führte auch zu einer Kolokalisation von HIPK2 mit p53 in PML-NBs 

(Abbildung 11a). Die Bereiche der Kolokalisation sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die 

Lokalisation von CBP im Vergleich zu PML-NBs wurde ebenfalls unter diesen 

Bedingungen untersucht (Abbildung 11b). Auch CBP lokalisiert nach diesem Stimulus 

in PML-NBs. Da für Immunfluoreszenzanalysen sowohl für CBP als auch für HIPK2 

nur Antiseren der gleichen Spezies zur Verfügung standen, konnte die Kolokalisation 

der beiden endogenen Proteine nicht untersucht werden.  

PMLendogen Überlagerung DAPIHIPK2endogen

+ 30J/m2 UV + 1 µM As2O3

PMLendogen Überlagerung DAPIHIPK2endogen

a

b

 

Abbildung 10. HIPK2 kann durch As2O3 / UV verstärkt in PML-NBs rekrutiert werden.  

U2OS Zellen wurden unbehandelt (a) oder 8 Stunden nach Stimulation mit 30 J/m2 UV / 1µM As2O3 (b) 

fixiert und die Lokalisation von endogener HIPK2 und endogenen PML bestimmt. Kolokalisation 

zwischen HIPK2 und PML ist mit Pfeilen markiert. Die chromosomale DNA wurde durch DAPI 

angefärbt.  
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Die bisherigen Befunde zeigen eine Kolokalisation von HIPK2 und CBP in PML-NBs. 

Daher wurde eine Assoziation zwischen HIPK2 und CBP mit Hilfe einer 

Koimmunopräzipitation untersucht. Hierzu wurden HEK 293 Zellen mit Flag-HIPK2 

Wildtyp (WT), dem N-terminalen Teil von HIPK2 (HIPK2 ∆C, Aminosäure 1-520) 

oder dem C-terminalen Teil von HIPK2 (HIPK2 ∆N, Aminosäure 551-1191) jeweils 

zusammen mit CBP transfiziert. Nach der Lyse der Zellen wurde diese auf die 

Anwesenheit der angegebenen Proteine untersucht (Abbildung 11A). Dabei wurde eine 

Interaktion zwischen HIPK2 mit CBP demonstriert. Die für diese Interaktion wichtigen 

HIPK2 Bereiche wurden in einem Kartierungsexperiment bestimmt. Während HIPK2 

∆N nicht mehr mit CBP interagiert, lässt HIPK2 ∆C die Bindung weiterhin zu. Diese 

Experimente zeigen, dass CBP an dem N-terminalen Bereich von HIPK2 bindet. 

PML p53HIPK2

HIPK2/PML HIPK2/p53 PML/p53

PML p53HIPK2

HIPK2/PML HIPK2/p53 PML/p53

CBPendogenous PMLendogenous Überlagerung DAPI

a

b

 
Abbildung 11. Kolokalisation von HIPK2, p53, CBP und PML in PML-NB nach Behandlung mit 

As2O3 und UV.  

(a) U2OS Zellen wurden mit 30 J/m2 UV / 1µM As2O3 stimuliert und 6 Stunden danach die Verteilung 

der endogener HIPK2, PML und  p53 analysiert. In einer Dreifachfärbung wurde PML (blau), HIPK2 

(grün) und p53 (rot) durch indirekte Immunfluoreszenz detektiert. Überlappende Lokalisationen sind mit 

Pfeilen markiert. (b) U2OS Zellen wurden wie in (a) behandelt und auf die Verteilung der endogener 

PML (rot) und  CBP (grün) Proteine analysiert. Die chromosomale DNA wurde durch DAPI angefärbt. 
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Eine Interaktion zwischen den endogenen Proteinen wurde in U2OS Zellen untersucht. 

Dabei wurden U2OS Zellen lysiert, dieses mit IgG Antikörpern geklärt und mit HIPK2 

spezifischen Antikörpern präzipitiert. Bei der anschließenden Analyse mittels Western 

Blot konnte mit CBP-spezifischen Antikörpern kopräzipitierende CBP-Proteine 

nachgewiesen werden (Abbildung 12b). 
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Abbildung 12. Ko-Immunopräzipitation von HIPK2 und CBP.  

(a) HEK 293 Zellen wurden mit Flag-HIPK2 Wildtyp (WT) oder den angegebenen Mutanten zusammen 

mit CBP transfiziert. Nach 36 Stunden wurden die Zellen lysiert und 10% des Lysats als Kontrolle 

geladen. Das Lysat wurde mit isotypspezifischen Kontrollantikörpern und dann mit CBP spezifischen 

Antikörpern präzipitiert. Kopräzipiterende HIPK2 wurde durch Immunoblotting identifiziert. (b) 

Endogene HIPK2 wurde aus U2OS Zellen präzipitiert und mit Hilfe eines Western Blot auf 

kopräzipitierendes CBP hin untersucht. 

 

Die bisherigen Studien konnten zeigen, das HIPK2 kinaseabhängig in HIPK2 Domänen 

lokalisiert, welche partiell mit PML-NBs, nicht aber Nucleoli oder Cajal Körpern, 

kolokalsieren. Durch die Expression von PML IV oder Stimulation mit As2O3 / UV 

kann die Menge an HIPK2 in PML-NB erhöht werden. In den PML-NBs kolokalisiert 

und interagiert HIPK2 mit CBP und p53. Weiterhin konnten wir eine HIPK2-vermittelte 

Verstärkung der p53-abhängigen Genexpression und Erhöhung der p21Waf-1 
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Proteinmenge zeigen. HIPK2 inhibiert p53-abhängig die Zellproliferation vollständig 

und in p53-defizienten Zellen kommt es zu einer Verminderung der Inhibition. HIPK2 

induziert die p53 Phosphorylierung an Serin 46. Diese wird durch UV induziert und 

durch HIPK2 vermittelt. Diese Phosphorylierung verstärkt die CBP-induzierte 

Acetylierung. Der UV-induzierte Zelltod ist nach  Reduktion von HIPK2 

Proteinmengen reduziert (Hofmann, et al., 2002). 
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3.4 Der inhibitorische Einfluss von HIPK2 auf die Zellproliferation 

ist unabhängig von der Lokalisation der Kinase 

 

Im Folgenden sollte die Frage geklärt werden, welcher Teil von HIPK2 für die 

Rekrutierung in PML-NBs verantwortlich ist und ob die Lokalisation von HIPK2 in 

PML-NBs eine Veränderung der HIPK2-Funktionen zur Folge hat. Dazu wurde das 

Rekrutierungsverhalten von HIPK2 und verschiedenen HIPK2 Mutanten in U2OS 

Zellen untersucht. GFP-HIPK2 wurde durch PML IV in PML-NBs rekrutiert 

(Abbildungen 13b+c, Tabelle 2). Hingegen akkumulierte in der Kontrolle das GFP 

Protein alleine nach PML IV Expression nicht in PML-NBs (Abbildungen 13a). Die 

kinasedefiziente Mutante HIPK2 K221A konnte durch Expression von PML IV 

quantitativ in PML-NBs rekrutiert werden (Abbildungen 13d+e, Tabelle 2). Damit ist 

die Rekrutierung unabhängig von der HIPK2 Kinasefunktion. 

Die GFP-HIPK2 ∆C lokalisierte in U2OS Zellen nur im Nukleoplasma, ohne 

erkennbare Konzentration in HIPK2 Domänen oder PML-NBs (Abbildung 14a, Tabelle 

2). Eine Koexpression von PML IV konnte nur einen kleinen Teil von GFP-HIPK2 ∆C 

rekrutieren, jedoch verblieb ein großer Teil im Nukleoplasma und kolokalisierte nicht in 

PML-NBs (Abbildung 14b, Tabelle 2). Dagegen lokalisiert GFP-HIPK2 ∆N nahezu 

komplett in HIPK2 Domänen und der nukleoplasmatische Anteil war im Gegensatz zu 

HIPK2 WT Färbungen stark verringert. GFP-HIPK2 ∆N zeigte bei diesen Studien mit 

endogenem PML nur eine geringe Kolokalisation (Abbildung 14c). Die Expression  

 

HIPK2 Konstrukt In PML-NBs lokalisiert Durch PML IV rekrutierbar 

Wildtyp partiell nahezu komplett 

K221A sehr gering nahezu komplett 

∆C sehr gering sehr gering 

∆N partiell nahezu komplett 

 

Tabelle 2. Zusammenfassung der Rekrutierungsergebnisse von HIPK2 Konstrukten in PML-NBs. Die 

HIPK2 Lokalisation wurde mit der von endogenen PML verglichen. Die gleiche Analyse wurde mit 

koexprimierten PML IV durchgeführt. 
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PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2

PMLendogen Überlagerung DAPIGFP-HIPK2

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 K221A
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c

d

e

a

b
PML IV ÜberlagerungGFP-C1

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2

PMLendogen Überlagerung DAPIGFP-HIPK2

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 K221A

Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 K221A PMLendogen

c

d

e

a

b
PML IV ÜberlagerungGFP-C1

 
Abbildung 13. Kolokalisation von GFP-HIPK2 und PML in PML-NB.  

(a) Zur Kontrolle wurden U2OS Zellen mit dem GFP-C1 Leervektor und PML IV transfiziert und die 

Lokalisation der Proteine bestimmt. (b) U2OS wurden mit GFP-HIPK2 transfiziert und in einer 

Doppelfärbung die Lokalisationen von HIPK2 und  endogenen PML (rot) bestimmt. (c) Wie (b), aber die 

Zellen wurden zusätzlich mit PML IV transfiziert. (d) HIPK2 K221A wurde in U2OS Zellen transfiziert 

und die Lokalisation wie unter b) bestimmt. (e) wie (d), nur das zusätzlich PML IV koexprimiert wurde. 

In allen Fällen wurde die chromosomale DNA mit DAPI angefärbt.  
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von PML IV veränderte die Lokalisation von GFP-HIPK2 ∆N und führt zu einer fast 

kompletten Lokalisation von GFP-HIPK2 ∆N in PML-NBs (Abbildung 14d, Tabelle 2). 
 

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 ∆C

Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 ∆C PMLendogen

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2-∆ N

PMLendogen Überlagerung DAPIGFP-HIPK2-∆ N

a

b

c

d

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 ∆C

Überlagerung DAPIGFP-HIPK2 ∆C PMLendogen

PML IV Überlagerung DAPIGFP-HIPK2-∆ N

PMLendogen Überlagerung DAPIGFP-HIPK2-∆ N

a

b

c

d

 

 

Abbildung 14. Untersuchung zu der für die PML-NB Rekrutierung verantwortlichen HIPK2 

Domänen.  

(a) U2OS Zellen wurden mit GFP-HIPK2 ∆C transfiziert. In einer Doppelfärbung wurde endogenes PML 

(rot) gefärbt und die Lokalisation von GFP-HIPK2 (grün) durch intrinsische Fluoreszenz des GFP 

detektiert. (b) PML IV wurde in U2OS Zellen transfiziert und die Färbung wurde wie unter (a) 

durchgeführt. (c) GFP-HIPK2 ∆N wurde in U2OS Zellen expremiert und wie in (a) gefärbt. (d) U2OS 

Zellen wurden mit einem GFP-HIPK2 ∆N Konstrukt und PML IV transfiziert und wie in (a) gefärbt. In 

allen Fällen wurde die chromosomale DNA mit DAPI angefärbt. 
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HIPK2 Expression führt schon in geringer Menge zur Inhibition der Zellproliferation 

und zu einer damit verbundenen Verringerung der Zellzahl. Durch die Messung der 

Zellproliferation und der Anzahl der lebenden Zellen wurde untersucht, ob die 

antiproliferative Wirkungen von HIPK2 durch die Rekrutierung in PML-NBs 

beeinflusst werden kann. Dazu wurden Hela Zellen (Abbildung 15) und U2OS Zellen 

(Daten nicht gezeigt) mit Leervektor, HIPK2, PML IV oder einer Kombination aus 

HIPK2 und PML IV transfiziert. Durch eine Koexpression eines GFP-Vektors wurden 

transfizierte Zellen durch einen FACS Sorter isoliert und in einer definierten Zahl 

ausgesät. Die Zahl der lebenden Zellen wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten  in 

einem MTT Assay bestimmt (Abbildung 15a). Diese Ergebnisse zeigten, dass bei 

Expression von HIPK2 weniger lebende Zellen gezählt wurden als in den 

Kontrollansätzen. Nach 7 Tagen konnten keine lebenden Zellen in diesen Ansätzen 

mehr festgestellt werden. Die Koexpression von PML-IV konnte diese antiproliferative 

Eigenschaft von HIPK2 nicht verändern. 
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Abbildung 15. Zellviabilität und Zellproliferation werden durch Rekrutierung von HIPK2 in PML-

NB nicht beeinflusst.    

Hela Zellen wurden wie angegeben mit pcDNA3 Leervektor, HIPK2 und/oder PML IV transfiziert. 

Zusätzlich wurde bei jedem Ansatz ein GFP-Leervektor kotransfiziert. Nach 24 Stunden wurden die GFP-

positivien Zellen mittels FACS isoliert. Eine gleiche Anzahl ausgesäter Zellen wurde nach den 

angegebenen Tagen (a) in einem MTT Experiment oder (b) mittels eines 3H-Inkorporationsexperiments 

untersucht.  
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Um diese Befunde auch in einem unabhängigen experimentellen Ansatz zu bestätigen, 

wurde die Proliferation der Zellen durch Messung der Inkorporation von 3H-markierten 

rhöhung der p21Waf-1 Menge führt in Zellen zu einer 

 
Abbildung 16. In HIPK2 Rekrutierung in 

ML-NBs.   

IV transfiziert. Nach 36 Stunden wurden die Zellen lysiert und mittels Westernblot 

Thymidin gemessen (Abbildung 15a). Nach drei Tagen verminderte sich die Zahl der 

proliferierenden Zellen und nach 6 bis 7 Tagen wurden keine proliferierenden Zellen 

mehr festgestellt. Dieser antiproliferative Effekt von HIPK2 konnte nicht durch PML-

IV Expression verstärkt werden. 

Die Expression von HIPK2 führt zu vermehrten Expression des Zellzyklus 

Kontrollproteins p21Waf-1. Die E

Inhibition des Zellzyklus am G1/S Phasenübergang und verhindert nach induzierten 

DNA-Schäden die Zelle an der weiteren Proliferation bis entweder der Schaden 

repariert ist oder bei unreparablen Schäden die Apoptose der Zelle eingeleitet wird. Um 

zu untersuchen, ob die Rekrutierung von HIPK2 in PML-NBs die p21Waf-1 

induzierenden Eigenschaften von HIPK2 beeinflusst, wurde die p21Waf-1 Proteinmenge 

in U2OS Zellen untersucht. Diese ist unabhängig davon, ob HIPK2 alleine oder in 

Kombination mit PML IV in den Zellen exprimiert wurde (Abbildung 16). Die 

Expression von HIPK2 und PML IV zusammen führte zu keiner Veränderung der 

HIPK2 vermittelten p21Waf-1 Induktion. 

p21Waf-1p21Waf-1

duktion von p21Waf-1 Expression ist unabhängig von der 
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U2OS Zellen wurden mit pcDNA3 Leervektor und Expressionsvektoren für HIPK2, PML IV und 

HIPK2+PML 

bezüglich p21Waf-1, Flag-HIPK2, PML und β-Actin analysiert. 
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Zusammengenommen zeigen diese Daten die Relevanz des Carboxyterminalen 

Bereiches von HIPK2 für die PML IV induzierte Rekrutierung in PML-NBs. Außerdem 

konnte für die HIPK2 vermittelte Inhibition der Proliferation und die Erhöhung von 

p21Waf-1 keine Veränderung durch die Koexpression von PML IV festgestellt werden.  
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3.5 Sp100 wirkt als Koaktivator für die HIPK2 vermittelte 

Transaktivierung 

 

Sp100 ist ein konstitutives PML-NB Protein. Da HIPK2 partiell mit PML-NBs 

kolokalisiert, sollte nun die funktionelle Interaktion zwischen HIPK2 und Sp100 

untersucht werden. Ein Flag-markiertes HIPK2 Konstrukt wurde in U2OS Zellen 

transfiziert und die Lokalisation im Vergleich zu endogenem Sp100 Protein untersucht. 

Dabei konnte eine partielle Kolokalisation zwischen HIPK2 und Sp100 gefunden 

werden (Abbildung 17a). Nach der Stimulation von U2OS Zellen mit Interferon γ 

wurde in einem Kopräzipitationsexperiment die physikalisch Interaktion zwischen 

endogenen Sp100 und endogener HIPK2 demonstriert (Abbildung 17b).  
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Abbildung 17. HIPK2 kolokalisiert partiell und kopräzipitiert mit Sp100.  

(a) U2OS Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit Flag-HIPK2 transfiziert. In einer 

Doppelfärbung wurde HIPK2 (grün) und endogenes Sp100 (rot) durch indirekte Immunfluoreszenz 

detektiert. Die chromosomale DNA wurde mit DAPI angefärbt. 
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(b) U2OS Zellen wurden mit Interferon γ stimuliert. Nach einer Immunopräzipitation (IP) mit HIPK2 

Antiseren konnte in einem Westernblot (WB) kopräzipitierendes endogenes Sp100 detektiert werden. 

Nachfolgend wurde der Blot mit HIPK2 Antikörpern auf Anwesenheit von HIPK2 untersucht. 

 

Aus diesem Grund wurde nun die funktionelle Interaktion von HIPK2, p53 und Sp100 

getestet. Die Beeinflussung der p53-abhängigen Genexpression wurde mit Hilfe des 

pG13 Reporterplasmids getestet, bei welchem das Luciferase Reportergen unter der 

Kontrolle von multimerisierten p53 Bindestellen steht. Als Kontrolle wurde ein 

Konstrukt verwendet, bei dem die p53 Bindestellen mutiert wurden (pMG15). Diese 

beiden Reporterkonstrukte wurden nun auf HIPK2 Induktion getestet. HIPK2 aktivierte 

das pG13 Reportergen kinaseabhängig etwa 4fach (Abbildung 18a), wohingegen die 

Sp100 Expression alleine keine Promotoraktivität induziert. Eine Kombination von 

HIPK2 und Sp100 führte zu einer synergistischen Aktivierung auf etwa den 12-fachen 

Wert. Das Kontrollplasmid konnte nicht aktiviert werden, was für Sp100 und HIPK2 

eine p53-abhängige Genexpression zeigt (Abbildung 18b). 

Um den stimulatorischen Effekt von Sp100 auch auf HIPK2/p53 vermittelte 

Genexpression im Kontext eines natürlichen Promotors zu messen, wurden in p53-

defizienten H1299 Zellen die Aktivierung eines p21Waf-1 Luciferasereportergens 

untersucht. HIPK2 und Sp100 können in Abwesenheit von funktionellen p53 dieses 

Reporterkonstrukt nicht aktivieren (Abbildung 18c).  
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Abbildung 18. Sp100 verstärkt die HIPK2 induzierte Aktivierung von p53-abhängigen 

Reporterplasmiden.  

(a) U2OS Zellen wurden wie angegeben mit Leervektor, 1 µg HIPK2 WT, 1 µg HIPK2 K221A und/oder 

750 ng Sp100 und 200 ng eines pG13-Luciferase Reporterplasmids transfiziert. 36 Stunden später wurden 

die Zellen lysiert und die relative Luciferaseaktivität bestimmt. Die Mittelwerte und 

Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten sind gezeigt. (b) U2OS Zellen wurden wie 

in (a) mit den entsprechenden Expressionsvektoren und 200 ng eines pMG15-Luciferase 

Reporterplasmids transfiziert. Die Luciferaseaktivität wurde wie unter (a) bestimmt. (c) H1299 Zellen 

wurden wie angegeben mit Leervektor, 1 µg HIPK2 WT, 1 µg HIPK2 K221A und/oder 750 ng Sp100 

alleine oder in Kombination mit einem p53 Expressionsvektors und 500 ng eines p21Waf-1-Luciferase 

Reporterplasmids transfiziert. Die relative Luciferaseaktivität wurde wie unter (a) bestimmt. (d) U2OS 

Zellen wurden mit pcDNA3 Leervektor, HIPK2, Sp100 und HIPK2+Sp100 transfiziert. Nach 36 Stunden 

wurden die Zellen lysiert und in einer Westernblot Analyse die Proteinmengen von p21Waf-1, Flag-HIPK2, 

Flag-Sp100 und β-Actin als Ladungskontrolle bestimmt. 

 

Nach Kotransfektion von p53 aktivierte HIPK2 alleine etwa 8-fach, in Kombination mit 

Sp100 wurde p21Waf-1 Transkription etwa 18-fach aktiviert. Weder Sp100 alleine noch 

die kinasedefiziente HIPK2 Mutante K221A konnten das p21Waf-1 Reportergen auch in 
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Gegenwart von kotransfiziertem p53 aktivieren. Daraufhin wurde untersucht, ob Sp100 

auch die Expression von p21Waf-1 innerhalb des natürlichen Chromatinkontextes 

aktivieren kann. Hierzu wurden U2OS Zellen mit HIPK2, Sp100 oder einer 

Kombination aus beiden transfiziert. Bei der nachfolgenden Analyse konnte HIPK2 die 

p21 Waf-1 Proteinmenge leicht erhöhen, wogegen Sp100 alleine keinen Effekt hatte. Eine 

Transfektion von HIPK2 und Sp100 führte dagegen zu einer deutlichen Erhöhung der 

p21 Waf-1 Menge. 

Die für die transkriptionell aktivierende Wirkung entscheidenden Bereiche von Sp100 

wurden mit Hilfe verschiedener Sp100 Mutanten bestimmt (Abbildung 19a). Die 

SUMOlierungsstelle 297 von Sp100 zeigte keinen Einfluss auf die Aktivierung von 

p21Waf-1. Hingegen sind alle anderen Teile von Sp100 für die komplette Aktivierung 

notwendig. 
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Abbildung 19. Identifikation der für die synergistischen Aktivierung notwendigen Bereiche.  

(a) U2OS Zellen wurden wie angegeben mit Leervektor oder 1 µg HIPK2 in den gezeigten 

Kombinationen mit den verschiedenen Sp100 Konstrukten und 500 ng eines p21Waf-1-Luciferase 

Reporterplasmids transfiziert. 36 Stunden später wurden die Zellen lysiert und die relative 

Luciferaseaktivität bestimmt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Experimenten sind 

gezeigt. (b) U2OS Zellen wurden wie angegeben mit Leervektor oder 750 ng Sp100 in Kombination mit 

den aufgeführten HIPK2 Konstrukten und 500 ng eines p21Waf-1-Luciferase Reporterplasmids transfiziert. 
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36 Stunden später wurden die Zellen lysiert und die relative Luciferaseaktivität bestimmt. Die Mittelwerte 

und Standardabweichungen von drei Experimenten sind gezeigt. 
 

Eine entsprechende Untersuchung verschiedener Deletionsmutanten von HIPK2 ergab, 

dass HIPK2 kinaseabhängig p21 Waf-1 aktiviert, aber weder die Kinasedomäne  noch ein 

anderes untersuchtes Fragment alleine für diese Aktivierung verantwortlich ist 

(Abbildung 19b). Es sind also neben der intakten Kinasefunktion von HIPK2 sowohl 

Elemente des amino- als auch carboxyterminalen Bereiches von Sp100 für die 

aktivierende Funktion notwendig.  

Daher wurde der Einfluss von Sp100 auf die HIPK2 vermittelte, negative Regulation 

der Zellproliferation untersucht. Deshalb wurden U2OS Zellen mit Sp100 alleine oder 

in Kombination mit HIPK2 transfiziert. Ein kotransfizierter GFP-Vektor erlaubte die 

Isolierung der transfizierten Zellen durch FACS-Analyse. Im weiteren wurden die 

Zellen wie in Abbildung 15 beschrieben mittels MTT-Messung (Abbildung 20a) 

bezüglich ihrer Vitalität und mittels 3H Thymidin Inkorporation (Abbildung 20b) auf  
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Abbildung 20. Der Einfluss von HIPK2 auf Zellproliferation und Anzahl der lebender Zellen bleibt 

durch Sp100 Expression unbeeinflusst.  

U2OS Zellen wurden wie angegeben mit pcDNA3 Leervektor, HIPK2 und/oder Sp100 transfiziert. 

Zusätzlich wurde bei jedem Ansatz ein GFP-Leervektor kotransfiziert. Nach 24 Stunden wurden die GFP-

positivien Zellen mittels FACS sortiert und pro Ansatz eine definierte, gleiche Anzahl ausgesät. Nach den 

angegebenen Tagen wurden (a) in einem MTT Assay die lebenden Zellen bestimmt und (b) in einem 3H-
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Inkorporationsassay die Anzahl der proliferierenden Zellen jeweils im Verhältnis zur Vektorkontrolle 

bestimmt.  
 

ihre Proliferation hin untersucht. Die Zahl der lebenden Zellen war nur von der 

Anwesenheit von HIPK2 abhängig. Auch die Zahl der proliferierenden Zellen sank 

nach HIPK2 Transfektion kontinuierlich nach 3 Tagen nach dem Sorting, so dass nach 7 

Tagen bereits keine proliferierenden Zellen mehr detektierbar waren. Zellen, die 

zusätzlich Sp100 exprimierten, wiesen kein unterschiedliches Verhalten auf. Somit 

bleibt festzuhalten, dass der Effekt von HIPK2 auf Zellproliferation und Zahl der 

lebenden Zellen durch Sp100 nicht erkennbar moduliert werden kann. 
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Abbildung 21. Die Reduktion von Sp100 reduziert die HIPK2 induzierte p21Waf-1 Aktivierung.   

(a) U2OS Zellen wurden mit pSUPER Leervektor oder pSUPER-Sp100 transfiziert und die Sp100 

Proteinmenge analysiert. (b) U2OS wurden mit p21Waf-1-luc und HIPK2 in Kombination mit pSUPER 

oder pSUPER-Sp100 transfiziert und die relative Luciferaseaktivität bestimmt. Die Mittelwerte und 

Standardabweichungen von vier unabhängigen Experimenten sind gezeigt. 
 

Nun sollte die Sp100 Abhängigkeit der HIPK2 vermittelten Aktivierung von p21Waf-1 

gemessen werden. Dafür wurde die Menge des endogenen Sp100 durch Expression 

einer small interfering RNA (siRNA) reduziert. Diese Technik beruht auf der 

Expression von kurzen RNA Stücken, die sich an die komplementäre mRNA anlagern 

und dadurch zur RNA Degradation führen. Diese Inhibition der Neusynthese eines 

Proteins bewirkt das Absinken der Proteinmenge. Misst man nun die HIPK2-vermittlete 

Aktivierung von p21Waf-1, so ist diese in Gegenwart von endogenem Sp100 deutlich 
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höher als die in Zellen, in denen der endogene Sp100 Menge durch siRNA reduziert 

wurde (Abbildung 21a). Die Sp100 Proteinmenge wurde durch diese Technik um etwa 

60% reduziert werden (Abbildung 21b). Da aber hierbei nicht zwischen transfizierten 

und untransfizierten Zellen unterschieden werden konnte, wird die Reduktion von 

Sp100 in den transfizierten Zellen deutlich höher sein. 
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3.6  HIPK2 wird im Zellzyklus durch die physische und funktionelle 

Interaktion mit SIAH-1 reguliert 

 

HIPK2 lokalisiert im Zellkern hauptsächlich in HIPK2 Domänen als auch zu einem 

geringeren Teil im Nukleoplasma. Dies konnte für alle untersuchten Zelllinien bei der 

Untersuchung der endogenen HIPK2 als auch nach Expression verschiedener HIPK2 

Konstrukte gefunden werden (Abbildung 1). Gleichwohl konnten stets einige Zellen 

identifiziert werden, die unabhängig vom verwendeten Konstrukt oder Zelllinie, eine 

zytoplasmatische Färbung für HIPK2 zeigten (Abbildung 2). Ebenfalls auffällig war, 

das sowohl für exogene als auch endogene HIPK2 kein HIPK2 Signal in mitotischen 

Zellen zu identifizieren war (Daten nicht gezeigt).  

Um diese anscheinend gegensätzlichen Befunde der verschiedenen HIPK2 

Aufenthaltsorte genauer zu untersuchen, wurden Hela Zellen mit GFP-HIPK2 

transfiziert und das GFP-Signal bei lebenden Zellen innerhalb des Zellzyklus verfolgt. 

Das GFP-Signal wurde zu verschiedenen Zeitpunkten als Maximumprojektionen 

aufgenommen. Dies bedeutet, dass die Signale aller Schnittebenen, die von dem 

konfokalen Mikroskop zu einem Zeitpunkt aufgenommen worden sind, zu einer 

Projektion addiert werden. Damit verliert die Abbildung die Dreidimensionalität, 

ermöglicht aber eine Quantifizierung der Signale. 

Deutlich ist in Abbildung 22 zum Zeitpunkt „0 Minuten“ ein HIPK2 Signal in HIPK2 

Domänen zu erkennen. Während die Zelle innerhalb des Beobachtungsbereiches  

migriert, verändert sich das Signal nur wenig. Nach 240 Minuten verschwindet das 

HIPK2 Signal binnen 90 Minuten vollständig. 690 Minuten nach Beginn der 

Aufzeichnung kommt es zu einer deutlichen Längsstreckung und einer beginnenden 

Einschnürung der Zelle. 50 Minuten später ist deutlich zu erkennen, dass die Zelle sich 

in der Teilung befindet. 840 Minuten nach Beginn des Experiments befindet sich die 

Zelle am Ende der Mitose oder zu Beginn der G1 Phase des Zellzyklus. Hier kann ein 

erstes HIPK2 Signal in HIPK2 Domänen detektiert werden. Die Stärke des Signals 

nimmt in der Folgezeit stark zu. Ab 920 Minuten muss die Helligkeit reduziert werden, 

was an dem deutlich dunkleren Hintergrund in den Folgeaufnahmen erkennbar ist. Das  
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bbildung 22. Die Expression von HIPK2 ist von der Zellzyklus Phase abhängig. 
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A

Hela Zellen wurden mit einem GFP-HIPK2 Konstrukt transfiziert. Das GFP-Signal 

einem konfokalen Mikroskop innerhalb einer Zelle in einem Zeitintervall von 10 beziehungsweise 15 

Minuten aufgenommen. Dargestellt sind jeweils 20 oder 30 Minuten Intervalle. Die Schnitte eines 

jeweiligen Zeitpunktes wurden in einer Maximumprojektion addiert. 
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HIPK2 Signal verstärkt sich, sodass 1080 Minuten nach Beginn der Aufnahmeserie die 

Zellen sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus ein starkes HIPK2 Signal aufweisen, 

welches aber nicht gleichmäßig verteilt ist, sondern sich in umgrenzten Bereichen 

konzentrierten. 

Diese Beobachtungen lassen auf eine starke Zunahme der HIPK2 Proteinmenge zum 

Ende der Mitose oder zu Beginn der G1 Phase schließen. Dies wurde nun anhand von 

synchronisierten U2OS Zellen (Daten nicht gezeigt) und Hela Zellen (Abbildung 23) 

untersucht. Dabei wurden Zellen mit einem einfachen Thymidinblock 

vorsynchronisiert. Die Applikation von Thymidin führt zu einem Stopp der Proliferation 

in der S-Phase. Nach Auswaschen des Thymidins wurden die Zellen mit Nocodazol in 

der Prometaphase der Mitose angehalten. Dabei verstärkt Nocodazol die 

Depolymerisation von Tubulinen, so dass die Mitose nicht mehr ablaufen kann. 

Eine Analyse von HIPK2 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Lösen des Blocks wurde 

begleitet mit einer FACS gestützten Analyse des Zellzyklus. Dabei konnte zum 

Zeitpunkt 0 Minuten eine Synchronisation von über 90% der untersuchten Zellen in der 

Mitose erreicht werden. Das HIPK2 Signal war zu diesem Zeitpunkt kaum detektierbar. 

20 Minuten nach Lösen des Blockes befanden sich 13 % der Zellen in der G1 Phase, das 

HIPK2 Signal ist schon deutlich zu erkennen. Nach einer Stunde sind rund ein Drittel 

der Zellen in der G1 Phase, und das HIPK2 Signal ist sehr stark und deutlich zu 

erkennen. Während die Zellen dann im Zellzyklus fortschreiten, wird das HIPK2 Signal 

schwächer, um nach etwa 8 Stunden kaum noch erkennbar zu sein. Zu diesem Zeitpunkt 

sind 32 % der Zellen in der S-Phase und 58 % der Zellen in einer späten G1 Phase. 

Damit ist deutlich zu erkennen, dass die Intensität des HIPK2 Signals in Abhängigkeit 

von der Zellzyklusphase variiert.  
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Abbildung 23. Die HIPK2 Proteinmengen variieren in verschiedenen Zellzyklusphasen. 

Hela Zellen wurden mit einem Nocodazol Block in der Prometaphase der Mitose synchronisiert. Nach 

einem mitotischen Shake-off wurden die Zellen in frischem Medium aufgenommen und zu den 



III. Ergebnisse  85

angegebenen Zeitpunkten lysiert, beziehungsweise im FACS die Zellzyklusparameter durch eine 

Propidiumiodidfärbung bestimmt.  
 

Im Rahmen eines in unserem Labor durchgeführten Hefe-2-Hybrid Screen wurde 

SIAH-1 als möglicher Interaktor für HIPK2 identifiziert. SIAH-1 ist ein RING Finger 

Protein und fungiert bei der Ubiquitinilierung und Degradation von Bob/Orf, 

Synpatosin und einigen anderen Proteinen als E3 Ligase für Ubiquitin. 

Daher wurde zunächst untersucht, ob SIAH-1 mit HIPK2 in Hela Zellen kolokalisiert. 

Zur Lokalisation wurde ein SIAH-1 Konstrukt verwendet, was eine Mutation in der 

RING Domäne trägt, wodurch die Ubiquitinilierung und Degradation von 

Substratproteine verhindert wird. Bei diesen Studien wurde für HA-SIAH-1 C44S in  
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Abbildung 24. HIPK2 kolokalisiert und interagiert in vitro mit SIAH-1. 

(a) Hela Zellen wurden auf Deckgläsern ausgesät und mit 1 µg GFP-HIPK2 WT und 100 ng HA-SIAH-1 

C44S transfiziert. 36 Stunden später wurden die Zellen fixiert und die Lokalisation von HIPK2 (grün) 

durch intrinsische Flureszens des GFP und SIAH-1 (rot) sichtbar gemacht. Die chromosomale DNA 

wurde durch DAPI angefärbt. (b) In vitro translatierte, 35S-markierte HIPK2, bzw. die Mutanten wurden 
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mit GST oder GST-SIAH-1 inkubiert und mit Gluthathion-Sepharose präzipitiert. Die Präzipitate und 

25% des in vitro Einsatzes wurden durch SDS PAGE aufgetrennt und das getrocknete Gel wurde 

autoradiographiert. (c) wie in (b), nur das 35S-markierte HIPK2 mit GST-SIAH-1 und Mutanten hiervon 

inkubiert wurden. Die verwendeten Konstrukte sind schematisch dargestellt. 
 

Übereinstimmung mit Ergebnissen anderer Wissenschaftler (Boehm J. et al, 2001) eine 

punktierte Lokalisation innerhalb des mit DAPI markierten Zellkerns und eine 

schwächere zytoplasmatischen Färbung beobachtet (Abbildung 24a). In vielen der 

punktierten nukleären Aufenthaltsorten von SIAH-1 konnte eine Kolokalisation mit 

HIPK2 festegestellt werden.  

Im Folgenden wurde die in Hefe gefundene Interaktion durch Gluthathione-S-

Transferase (GST) „pull-down“ Experimente überprüft. Dazu wurde GST alleine oder 

GST-SIAH-1 in Gegenwart von in vitro translatierter, 35S markierter HIPK2 , HIPK2 

∆C oder HIPK2 ∆N unter geeigneten Pufferbedingungen gemischt. Nach Präzipitation 

mit Gluthathion Sepharose und Autoradiographie wurde die Hefe Interaktion für GST-

SIAH-1 und HIPK2 bestätigt werden (Abbildung 24b). Kartierungsexperimente 

identifizierten den Carboxyterminus von HIPK2 als Interaktionsbereich. In allen Fällen 

kopräzipitierte HIPK2 nicht mit GST, so dass die Interaktionen spezifisch für SIAH-1 

sind. Bei einem reziproken GST „pull-down“ Ansatz mit 35S- HIPK2 in Kombination 

mit GST-SIAH-1, GST-SIAH-1 ∆C oder GST-SIAH-1 ∆N ist der Carboxyterminus von 

SIAH-1 als für eine Interaktion hinreichend identifiziert  worden (Abbildung 24c). Die 

Interaktion zwischen HIPK2 und SIAH-1 konnte anhand dieser Ergebnisse auf einen 

Bereich zwischen den Aminosäuren 551 und 1191 für HIPK2 und 80-222 für SIAH-1 

eingegrenzt werden.  

Zur Klärung der in vivo Interaktion der beiden Proteine wurden Hela Zellen mit FLAG-

HIPK2 und HA-SIAH-1 C44S transfiziert. Dabei wurde nach Präzipitation von HIPK2 

mit FLAG Antikörpern kopräzipitierendes SIAH-1 detektiert werden (Abbildung 25a). 

Durch Inkubation derselben Membran mit FLAG Antikörpern konnte die Anwesenheit 

von HIPK2 nachgewiesen werden. Unter Verwendung verschiedener HIPK2 

Deletionsmutanten zeigten Kartierungsexperimente in Übereinstimmung mit den in 

vitro Ergebnissen den Carboxyterminus von HIPK2 als Interaktionsdomäne (Abbildung 

25b). 
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Um Aufschluss über die Interaktion der endogenen Proteinen zu erhalten, wurde U2OS 

Zellen lysiert und endogene HIPK2 präzipitiert. Bei dem anschließenden Westernblot 

konnte kopräzipitierendes, endogenes SIAH-1 Protein nachgewiesen werden 

(Abbildung 25c). Als Kontrolle wurde dieselbe Membran danach mit einem HIPK2 

Antikörper inkubiert. Hierbei konnte für HIPK2 ebenfalls in der Lysat als auch in der 

mit HIPK2 präzipitierten Spur das Vorhandensein von HIPK2 nachgewiesen werden. 

Auffällig ist, das es neben dem Signal für die monomere SIAH-1 Form von etwa 35 

kDa ein weiteres Signal in Höhe von etwa 75 kDa erkennbar ist. Dies ist konform mit 

Beobachtungen anderer Wissenschaftler (Frew, et al., 2002). Ob es sich um dieses in 

manchen Zelllinien beobachtete Phänomen um eine Dimerisierung von SIAH Proteinen 

handelt oder um eine kovalente Modifikation mit einem bisher unidentifizierten Protein, 

ist unklar.  
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Abbildung 25. HIPK2 interagiert in vivo mit SIAH-1. 

(a) Hela Zellen wurden mit FLAG-HIPK2 und HA-SIAH-1 C44S transfiziert. Die Lysate (1. Spur, 15 %) 

wurden mit einem isotyp spezifischen IgG Antikörper (2. Spur) präzipitiert und die geklärten Überstände 

mit FLAG Antikörpern präzipitiert (3. Spur). Der Westernblot wurde mit HA-Antikörpern auf 

kopräzipitierendes SIAH Protein untersucht und zur Kontrolle wurde HIPK2 mittels FLAG Antikörpern 

detektiert. (b) Hela Zellen wurden mit Flag-HIPK2 WT, Kinase Domäne (KD), ∆C oder ∆N in 
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Kombination mit HA-SIAH-1 C44S transfiziert. Die Lysate wurden mit FLAG-Antikörpern präzipitiert. 

(c) U2OS Zellen wurden lysiert. Das Lysat wurde mit 1,5 µg eines Kontrollantikörpers gleichen Isotyps 

präzipitiert (IgG Spur) und darauf folgende mit 1,5 µg eines Hasen HIPK2 Antiserums (IP:αHIPK2). 10 

% des Lysates wurde als Kontrolle aufgetragen. 
 

SIAH-1 besitzt eine N-Terminale RING Domäne. Proteine mit einer RING Domäne 

sind sehr häufig in der proteosomalen Degradation von Proteinen beteiligt. Dabei 

spielen die RING Proteine eine Rolle als E3 Ligasen für die kovalente Anheftung eines 

Ubiquitin Proteins an das Substrat. Daher sollte überprüft werden, ob die Interaktion 

zwischen HIPK2 und SIAH-1 zu einer Degradation von HIPK2 führt. 

Hierzu wurden U2OS Zellen mit einem Leervektor oder steigenden Mengen von HA-

SIAH-1 transfiziert. Aus den Ansätzen wurden Proteinextrakte gewonnen und auf 

HIPK2, SIAH-1 und β-Actin untersucht (Abbildung 26a). Die Expression von 

steigenden Mengen SIAH-1 resultierte in einer starken Verringerung der HIPK2 

Proteinmenge. Diese Verminderung des HIPK2 Signals kann durch eine Degradation 

auf Proteinebene oder einer Regulation auf mRNA Ebene zurückzuführen sein. Zur 

Klärung dieser Frage wurden U2OS Zellen wie oben beschrieben transfiziert und aus 

den Zellen mRNA isoliert. In einer quantitative RT-PCR blieben die Mengen von 

HIPK2 mRNA gleich, unabhängig von der transfizierten SIAH-1 Menge (Abbildung 

26b). Die Abwesenheit genomischer DNA und der Einsatz gleicher cDNA Mengen 

wurden durch einen GAPDH Abgleich (Abbildung 26b) und verschiedene andere Test-

PCRs überprüft (Daten nicht gezeigt). 

Die Degradation von HIPK2 beruht auf der intakten RING Domäne von SIAH-1, was 

durch eine Analyse der SIAH-1 C44S Mutante demonstriert wurde. Die Expression 

steigender Mengen von SIAH-1 C44S führte zu keiner Verringerung der HIPK2 

Mengen (Abbildung 26c). Da SIAH-1 C44S auch nicht mehr in der Lage ist, sich selbst 

zu ubiquitinilieren und damit für den proteosomalen Abbau zu markieren, sind die 

Mengen an SIAH-1 C44S höher als in dem analogen Experiment mit SIAH-1 

(Vergleiche 26a und 26c). Ein Test der Spezifität zeigte, das nicht die bloße 

Koexpression einer RING Domäne ausreichend ist, die Proteinmengen von HIPK2 zu 

verringern. Die Verwendung von den RING Finger Proteinen HA-SIAH-1, PML oder 

BRCA1 zeigte, das nur SIAH-1 in der Lage war, die HIPK2 Proteinmengen zu 
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reduzieren (Abbildung 26d), wohingegen PML oder BRCA1 Expression keinen 

Einfluss hatten.  
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Abbildung 26. Das endogene HIPK2 Protein wird durch Interaktion mit SIAH-1 auf Proteinebene 

degradiert.   

(a) U2OS Zellen wurden mit Leervektor oder steigenden Mengen (2, 4, 8 µg) HA-SIAH-1 transfiziert. 24 

Stunden später wurde die Hälfte der Zellen lysiert und 20 % der Lysate auf HIPK2, HA-SIAH-1 und β-

Actin hin untersucht. (b)  Die zweite Hälfte des Ansatzes aus (a) wurde lysiert und aus den Proben 

mRNA isoliert. Diese wurde dann durch reverse Transcriptase in cDNA umgeschrieben und in einer 

quantitativen PCR mit Primern für HIPK2 und GAPDH2 analysiert. (c) U2OS Zellen wurden mit 

Leervektor, 2, 4 oder 8 µg HA-SIAH-1 C44S transfiziert. Die Analyse erfolgte wie unter (a) beschrieben. 

(d) U2OS Zellen wurden mit 6 µg Leervektor oder 6 µg HA-SIAH-1, FLAG-PML oder BRCA1 

transfiziert. 24 Stunden später wurden die Zellen lysiert und die Proben nach einem SDS Page und 

Western Blot mit Antikörpern auf HIPK2, SIAH-1, PML, BRCA1 und β-Actin detektiert. 
 

Weitere Experimente in U2OS Zellen zeigen, dass auch überexprimiertes HIPK2 von 

SIAH-1, aber nicht von SIAH-1 C44S degradiert werden kann (Abbildung 27a).  
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Die Auswirkungen auf HIPK2 vermittelte Genexpression wurde in U2OS Zellen mit 

einem p53-abhängigen Reporterkonstrukt gemessen (Abbildung 27b). Die durch HIPK2 

Expression induzierte Aktivierung wurde durch steigende Mengen von koexprimierten 

SIAH-1 fast vollständig aufgehoben. Dies zeigt, dass SIAH-1 die Effektorfunktionen 

von HIPK2 beeinflusst.   
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Abbildung 27. Die Regulation von HIPK2 durch SIAH-1 beeinflusst die Aktivität von HIPK2. 

(a) Hela Zellen wurden mit 3 µg FLAG-HIPK2 und 50 ng HA-SIAH-1 oder HA-SIAH-1 C44S wie 

gezeigt transfiziert. 36 Stunden später erfolgte die Lyse der Zellen und die Analyse mittels Western Blot 

Analyse mit FLAG-spezifischen (für HIPK2), HA-spezifischen (für SIAH) oder β-Actin-spezifischen 

Antikörpern. (b) U2OS Zellen wurden mit einem Reporterkonstrukt (pG13-Luc) alleine oder in 

Kombination mit 1 µg FLAG-HIPK2 alleine oder in Kombination mit steigenden Mengen (5 ng, 15 ng, 

30 ng) HA-SIAH-1 transfiziert. Nach 30 Stunden wurden die Zellen lysiert und die Luciferaseaktivität 

bestimmt. Die Mittelwerte und Standarabweichungen aus drei unabhängigen Experimenten sind 

dargestellt. 
 

Im Folgenden wurde untersucht, welcher Bereich von HIPK2 für die Degradation durch 

SIAH-1 notwendig ist. Dazu wurden verschiedene HIPK2 Mutanten bezüglich des 

SIAH-1 vermittelten Abbau hin untersucht. Die kinasedefiziente HIPK2 wurde durch 

SIAH-1 Koexpression abgebaut (Abbildung 28a). HIPK2 ∆C konnte nicht mehr durch 

SIAH-1 abgebaut werden, während die Menge an HIPK2 ∆N hingegen nach 

Koexpression von SIAH-1 reduziert wurde. Somit ist der HIPK2 C-Terminus für SIAH-

1 vermittelte Degradation wichtig. 
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Diese Untersuchungen wurden in 293T Zellen durchgeführt, da sie kein endogenes 

HIPK2 Protein enthalten (Tabelle 1). Wurde das gleiche Experiment in Hela oder U2OS 

Zellen durchgeführt, wurden alle Einzelbereiche von HIPK2 degradiert (Daten nicht 

gezeigt). Dies könnte darauf schließen lassen, dass überexprimierte HIPK2 mit 

endogener HIPK2 interagieren kann und somit auch abgebaut wird. 

Die kovalente Modifizierung eines Proteins mit dem Small-Ubiquitin-like-modifier-1 

(SUMO-1) führt zu einer veränderten Proteinlokalisation und einer erhöhten 

Proteinstabilität. Humane HIPK2 wird an Lysin 25 kovalent durch SUMO-1 modifiziert 

(Daten nicht gezeigt). Für Maus HIPK2 konnte gezeigt werden, dass Ubc9 das E2 

Enzym für die Modifikation durch SUMO-1 ist. Um zu untersuchen, ob die SUMO-1 

modifizierte HIPK2 auch durch SIAH-1 abgebaut wird, wurden Hela Zellen mit HIPK2 

alleine oder in Kombination mit SIAH-1 oder SUMO-1 transfiziert (Abbildung 28b). 

Hierbei konnte beobachtet werden, dass HIPK2 effektiv durch Expression von GFP-

SUMO-1/Ubc9 SUMOliert werden konnte. Dies ist an der langsamer migrierenden 

Bande oberhalb des eigentlichen HIPK2 Signals zu erkennen. Eine Expression von 

SIAH-1 führt zu Degradation von HIPK2. Wurde HIPK2 in Gegenwart von GFP-

SUMO/Ubc9 und SIAH-1 exprimiert, so wurde sowohl die SUMOlierte als auch die 

unmodifizierte HIPK2 degradiert. Dies zeigt, dass in diesem Ansatz die SUMOlierung 

von HIPK2 offensichtlich keinen Schutz gegen den SIAH-1 induzierten Abbau bietet. 
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Abbildung 28. Kartierung der HIPK2 Domäne, die für die Degradation notwendig ist. 

(a) 293T Zellen wurden mit FLAG-HIPK2 K221A, FLAG-HIPK2 ∆C oder FLAG-HIPK2 ∆N mit oder 

ohne HA-SIAH-1 transfiziert. Nach Lyse der Zellen wurden die gezeigten Proteine im Western Blot 

nachgewiesen. (b) Hela Zellen wurden mit HIPK2 WT und GFP-SUMO-1/HA-Ubc 9 transfiziert. Dieser 

Ansatz wurde mit oder ohne Kotransfektion von HA-SIAH-1 durchgeführt. Nach SDS-Page wurden die 

Proteine wie angegeben  analysiert.  
 

Da HIPK2 eine Kinase ist, wurde untersucht, ob in vitro translatierte 35S markierte 

HIPK2 WT und HIPK2 K221A verschiedene bakteriell exprimierte GST-SIAH 

Konstrukte in vitro phosphorylieren können. In der Autoradiographie ist deutlich eine 

Phosphorylierung von GST-SIAH-1 ∆N durch HIPK2 WT zu erkennen, wohingegen 

keine Phosphorylierung auftritt, wenn HIPK2 K221A oder das Retikolozytenlysat 

verwendet wird. GST-SIAH-1 ∆C wurde jedoch von HIPK2 nicht phosphoryliert 

(Abbildung 29a). 

Als Kontrolle für die Verwendung identischer GST-Proteinmengen wurde das SDS-

Page vor dem Trocken mit Coomassie angefärbt (Abbildung 29b). Deutlich ist zu 

erkennen, dass in den drei Spuren, in denen GST-SIAH-1 ∆C bzw. DN eingesetzt 

wurden, jeweils die gleiche Menge GST-Protein eingesetzt wurde. 
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Abbildung 29. HIPK2 phosphoryliert den Carboxyterminus von SIAH-1. 

in vitro translatierte 35S-HIPK2 WT oder K221A wurden mit GST-SIAH-1 ∆C oder GST-SIAH-1 ∆N als 

Substrat in einem Kinaseassay mit γ32P-ATP eingesetzt und die Phosphorylierung von GST-SIAH-1 in 

einer Autoradiographie bestimmt. Dabei wurde das 35S Signal abgeschirmt. Daneben die Coomassie 

Färbung des gleichen Geles.  
 

Für HIPK2 wurde eine Zellzyklus-abhängig Regulation festgestellt. Daher wurde als 

nächstes die Verteilung von SIAH-1 im Zellzyklus untersucht. Hierzu wurden Hela 

Zellen mit einem Doppel-Thymidinblock an dem Übergang der G1 zur S-Phase 

angehalten und synchron in die S-Phase entlassen. Man konnte für HIPK2 ein 

schwaches Signal erkennen, welches nach 4 Stunden, bei dem die Zellen sich alle in der 

S-Phase befanden, kaum noch erkennbar war. Nach etwa 6 Stunden wurde das Signal 

wieder stärker, sodass es nach 8 Stunden die höchste Intensität erreichte. Nach 10 

Stunden ging das Signal wieder stark zurück (Abbildung 30). Für SIAH-1 konnte 

während der S-Phase der Zellen ebenfalls nur ein schwache Expression detektiert 

werden. Wie die Expression der HIPK2, so gab es auch für SIAH-1 das stärkste Signal 

nach 8 Stunden nach Aufhebung des Blocks. Analog zum HIPK2 Signal, wurde auch 

das SIAH-1 Signal danach wieder schwächer.  

Die Zellzyklusphasen, in der sich die Zellen zu den untersuchten Zeitpunkten befunden 

haben, wurde durch eine Analyse einiger Zellzyklusmarker bestimmt. Cyclin A wird 

zum Ende der S-Phase exprimiert, und hat die höchste Expression in der G2-Phase. Zur 

M-Phase hin fällt die Expression sehr schnell ab. Cyclin B1 ist spezifisch für die M-

Phase des Zellzyklus. Untersuchungen der Proteinlysate zeigte für Cylin A eine starke 
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Expression bei 6 und 8 Stunden. Dies lässt darauf schließen, dass zu diesen Zeitpunkten 

die Zellen sich in der G2-Phase befinden. Entsprechend ließ sich Cyclin B1 8 Stunden 

nach Aufhebung des Blocks nachweisen. Dies bedeutet, das sich zu diesem Zeitpunkt 

viele Zellen in der Mitose befinden. 

Eine parallele Bestimmung der Zellzyklusparameter durch eine FACS-Analyse 

bestätigte, dass sich die Zellen bis 4 Stunden synchron in der S-Phase befinden. Nach 8 

Stunden sind die Zellen zum Teil in der G2/M-Phase, wobei sich aber 21 % schon in der 

frühen G1-Phase befinden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expressionsmenge von 

HIPK2 und SIAH-1 zu ähnlichen Zeitpunkten im Zyklus einer Zelle vergleichbar 

reguliert sind. Außerdem bestätigen diese Experimente den Befund, dass HIPK2 am 

Ende der S-Phase abgebaut wird. 
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Abbildung 30. Zellzyklusverteilung von endogener HIPK2 und SIAH-1 Proteinen. 

Hela Zellen wurden mit einem doppelten Thymidin Block an der Grenze von der G1 zur S-Phase 

synchronisiert. Nach Lösen des Blocks wurden zu den angegebenen Zeitpunkten ein Teil der Zellen 

lysiert und die Proteinmengen für HIPK2, SIAH-1 und die angegebenen Zellzyklus Phasen spezifischen 

Proteine analysiert. Ein anderer Teil der Zellen wurde zu den Zeitpunkten fixiert und eine Zellzyklus 

Analyse per FACS durchgeführt. Das Ergebnis ist schematisch dargestellt. AS: Asynchrone Zellen 
 

Nun wurden die HIPK2 Proteinmenge in SIAH-1A-/-2-/- Maus Embryonalen 

Fibroblasten (MEFs) mit denen in Wildtyp MEFs verglichen. Diese Doppel „knock out“ 

Zellen besitzen nur noch das SIAH-1B Protein. Die Menge an HIPK2 ist in den SIAH-

1A-/-2-/- MEFs gegenüber dem Wildtyp MEFs signifikant erhöht. Wurde die 

Proliferationsgeschwindigkeit der beiden MEFs miteinander verglichen, so konnte kein 

wesentlicher Unterschied ermittelt werden (Frew, et al., 2002), jedoch resultierte eine 
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exogene Expression von muriner HIPK2 zu einer kinaseabhängigen Inhibition der 

Kolonieformierung (Abbildung 31b).   
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Abbildung 31. Wildtyp und SIAH-1A-/-2-/-MEFs zeigen nur geringe Unterschiede in der HIPK2 

Menge. 

(a) Gleiche Proteinmengen von Wildtyp und SIAH-1A-/-2-/-MEFs wurden im Westernblot auf die 

Proteinmengen von HIPK2 hin untersucht. (b) Kolonieformierungstest von  Wildtyp und SIAH-1A-/-2-/-

MEFs nach Expression eines Leervektors, HIPK2 oder HIPK2 K221A. Die MEFs wurden mit je 1,5 µg 

des entsprechenden Konstruktes transfiziert, auf positiv transfizierte MEFs mit G418 selektioniert und 14 

Tage zu Kolonien wachsen gelassen. Die Kolonien wurden mit Crystalviolett gefärbt. 
 

Um nun eine Situation ohne endogenes SIAH Protein zu untersuchen, wurden Hela 

Zellen stabil mit pSUPER als Kontrolle oder pSUPER-SIAH-1/2 transfiziert. Die 

stabilen Hela pSUPER-SIAH-1/2 Zellen zeigen eine um 90 % reduzierte Menge an 

endogenem SIAH-1 Protein im Vergleich zu Hela pSUPER Zellen (Abbildung 33a). 

Der Proteinmenge von SIAH-2 konnte hingegen nicht bestimmt werden, da zur Zeit 

kein Antikörper für dieses endogene Protein existiert. Jedoch wurde das verwendete 

Konstrukt so ausgewählt, das es beide SIAH Formen vermindern sollte. Der 

Proteinmenge von endogener HIPK2 ist in den Hela pSUPER-SIAH-1/2 im Vergleich 

zu den Kontrollzellen erhöht (Abbildung 33a). 

Da die Hela-pSUPER-SIAH-1/2 Zellen augenfällig langsamer proliferierten als die 

Kontrollzellen, wurde ein CSFE-basierender Zellproliferationstest durchgeführt. CFSE 

(5(6)-CFDA,SE) ist ein Farbstoff, der frei in eine Zelle diffundiert, sich im Zytoplasma 

anlagert und dort über mehrere Wochen stabil bleibt. Bei jeder Zellteilung wird CFSE 
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zu gleichen Teilen an die beiden Tochterzellen weitergegeben, sodass die CFSE Menge 

mittels FACS Analyse quantifiziert werden kann.  

 

 

Abbildung 33. Charakterisierung von Hela-pSUPER-SIAH-1/2 Zellen. 

(a) Stabil transfizierte Hela pSUPER oder Hela pSUPER-SIAH-1/2 Zellen wurden mittels Westernblot 

bezüglich der SIAH-1, HIPK2 und β-Actin Mengen verglichen. (b) Hela pSUPER oder Hela pSUPER-

SIAH-1/2 Zellen wurden mit CSFE gefärbt und 5 Tage später die Fluoreszenz mittels FACS analysiert. 

(c) 1x105 Hela pSUPER oder Hela pSUPER-SIAH-1/2 Zellen wurden ausgesät und die Zellzahl nach den 

angegebenen Tagen ausgezählt 
 

Die Hela-pSUPER Kontrollzellen teilten sich nach 5 Tage etwa 1 bis 2 mal häufiger als 

die Hela-pSUPER-SIAH-1/2 Zellen (Abbildung 33b). Auch die Bestimmung der 
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Zellzahl zeigte eine deutliche Verlangsamung der Zellproliferation in Hela-pSUPER-

SIAH-1/2 Zellen (Abbildung 33c).. 

Die beiden Zellinien unterscheiden sich aber auch morphologisch. So sind die Hela 

pSUPER Zellen nicht von unbehandelten Hela Zellen zu unterscheiden. Sie zeigen eine 

gestreckte Morphologie mit relativ wenig Zytoplasma. Hingegen sind die Hela 

pSUPER-SIAH-1/2 Zellen nicht so gestreckt und das Zytoplasma ist runder und 

vergrößert (Abbildung 34). 
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Abbildung 34. Morphologische Unterschiede zwischen Hela pSUPER und Hela-pSUPER-SIAH-1/2 

Zellen. 

Lichtmikroskopische Analyse von Hela pSUPER Zellen (a+b) und Hela pSUPER-SIAH-1/2 Zellen 

(c+d). a+c sind jeweils Aufnahmen mit einem 20x, b+d mit einem 2.5x Objektiv. 

 

In Abbildung 28 konnte gezeigt werden, das HIPK2 und SIAH-1 während des 

Zellzyklus ähnlich reguliert sind. Daher wurde nun die Distribution von HIPK2 in Hela 

pSUPER-SIAH-1/2 Zellen mit der in Hela-pSUPER Zellen verglichen. Wie in 

Abbildung 35 zu erkennen ist, ist der HIPK2 Menge in den Kontrollzellen während der 

S-Phase gering und steigt zur Mitose/G1 Phase stark an. Im Gegensatz hierzu ist der 
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Proteinmenge von HIPK2 in der S-Phase erhöht. Deutlich sieht man auch in diesem 

Experiment, dass die SIAH negativen Zellen länger brauchen, um die Mitose zu  
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Abbildung 35. Zellzyklus Analyse von Hela pSUPER und Hela-pSUPER-SIAH-1/2 Zellen. 

Hela pSUPER Zellen (a) und Hela pSUPER-SIAH-1/2 Zellen (b) wurden mit einem doppelten Thymidin 

Block an der Grenze von der G1- zur S-Phase synchronisiert. Nach Lösen des Blocks wurden zu den 

angegebenen Zeitpunkten ein Teil der Zellen lysiert und die Proteinmengen für HIPK2, SIAH-1 und die 

angegebenen Zellzyklusphasen spezifischen Proteine analysiert. Ein anderer Teil der Zellen wurde zu den 

Zeitpunkten fixiert und eine Zellzyklus Analyse per FACS durchgeführt. AS: Asynchrone Zellen 
 

durchlaufen. Beide Linien zeigen ein hohes Maß an Synchronität zu Zeitpunkt des 

Lösen des Blocks. Nach 8 Stunden befinden sich 80 % der Kontrollzellen in der G2/M 

Phase. Hingegen befinden sich bei den Hela-pSUPER-SIAH-1/2 Zellen zu diesem 

Zeitpunkt nur 36 % in dieser Phase, die meisten Zellen befinden sich hier noch in der S 
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Phase. Es zeigte sich also kein Unterschied des HIPK2 Signals in den verschiedenen 

Zellzyklusphasen. 

Für HIPK2 konnte somit durch zellbiologische und biochemische Untersuchungen eine 

Regulation innerhalb des Zellzyklus demonstriert werden. Gleichzeitig wurde HIPK2 

als Substrat der Ubiquitinligase SIAH-1 identifiziert, wodurch auch die 

Effektorfunktionen von HIPK2 betroffen sind. Die ähnliche Regulation beider Proteine 

innerhalb des Zellzyklus und die Disregulation der HIPK2 Degradation ohne 

funktionelles SIAH-1 weisen auf einen funktionellen Zusammenhang in der Kontrolle 

von HIPK2 innerhalb des Zellzyklus hin. 
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IV. Diskussion 

 

4.1 HIPK2 Domänen – Ein neues nukleäres Subkompartiment 
 

Die wesentlichen Funktionen des Zellkerns reichen von Transkription und Replikation, 

der Prozessierung und Transport von mRNA, bis zur Biogenese von Ribosomen. Diese 

unterschiedlichen Funktionen muss die individuelle Zelle mit den umgebenen Zellen 

eines Gewebes koordinieren. Zur Ausführung dieser Aufgaben entwickelten sich 

hochkomplexe signalweitergebende und interpretierende Proteinnetzwerke, welche 

letztendlich die richtige Antwort innerhalb des Nukleus auf ein Signal gewährleisten. In 

nukleären Subkompartimenten kommt es durch eine hohe Konzentration spezifischer 

Enzyme und der Aggregation ihrer Substrate zu abgegrenzten biochemischen 

Reaktionsräumen. Klassische Beispiele für nukleäre Subkompartimente sind die 

Nukleoli. In den letzten Jahren wurden weitere Zellkernkompartimente entdeckt, zu 

denen die PML-NBs und die Cajal Körper gehören.  

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung der Lokalisation von HIPK2 in der 

Zelle. Sie zeigte eine pünktchenförmige Verteilung innerhalb des Zellkerns. 

Interessanterweise wurde keine Kolokalisation mit Nukleoli und Cajal Körpern 

gefunden, wohl aber eine partielle Überlappung mit PML-NBs. Das HIPK2 Protein 

konzentriert sich sowohl endogen als auch exogen überwiegend in etwa 10 bis 40 

kleine, runde Orte, wohingegen die PML-NBs viel größer, dafür aber nicht so zahlreich 

sind. Aufgrund dieser Daten stellen die Aufenthaltsorte von HIPK2 ein neues nukleäres 

Kompartiment, die HIPK2 Domänen, dar.   

Im Gegensatz zur endogenen HIPK2 lokalisiert die kinasdefiziente HIPK2 K221A im 

Nukleoplasma, wobei sie die Nukleoli ausspart. Es erfolgt aber keine Konzentration in 

HIPK2 Domänen. Dies bedeutet, dass die Lokalisation in HIPK2 von einer 

funktionierenden Kinasefunktion abhängt. Zwei Gründe dafür sind denkbar. Zum einen 

könnte die HIPK2 in diesen Domänen ein anderes Protein phosphorylieren. Dies könnte 

der Auslöser der hohen Konzentration von HIPK2 rund um dieses mögliche Substrat 

sein. Eine andere Möglichkeit ergibt sich aus dem Befund, dass HIPK2 eine 
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autophosphorylierende Kinase ist (Abbildung 29). Daher wäre ein Zusammenhang 

zwischen Autophosphorylierung und Lokalisation denkbar. Die autophosphorylierte 

HIPK2 lokalisiert in den Domänen und phosphoryliert dort mögliche Substrate, 

während die unphosphorylierte HIPK2, wie auch die HIPK2 K221A, in einer 

nukleoplasmatischen Fraktion vorliegt. Fraglich ist, ob es einen Austausch zwischen 

diesen beiden Aufenthaltsorten der HIPK2 gibt und ob dieser Austausch einen 

Regulationsmechanismus für HIPK2 darstellen könnte, wobei gleichsam über die 

Freisetzung aus oder Akkumulation in die Domänen die HIPK2 Aktivität bestimmt 

wird. 

Die Expression von HIPK2 K221A führt zu einer Deformation und Abschnürung des 

Zellkerns, welche unabhängig von p53 und Rb ist. Dieses Ergebnis deutet auf eine 

mögliche Funktion der HIPK2-Kinaseaktivität für die Erhaltung der Integrität des 

Zellkerns hin. Der Einfluss könnte durch eine unterbleibende Phosphorylierung von 

Kernmembranbestandteilen zu erklären sein. Ein mögliches Substratprotein wäre der 

Lamin B Rezeptor (LBR). Dieser wird unter anderem über die Phosphorylierung 

reguliert (Papoutsopoulou, et al., 1999). Eine Mutation des LBRs oder die falsche 

Phosphorylierung führen zu einer veränderten nukleären Morphologie von 

Granulozyten, ein Merkmal der vererbbaren Pelger-Huët Anomalie (Hoffmann, et al., 

2002). Eine andere Möglichkeit ist eine fehlerhafter Abbau und Zusammenbruch der 

Kernmembran in der Prometaphase der Mitose, eine unvollständig ablaufende 

Zytokinese oder eine unkorrekte  Reorganisation der Kernmembran nach 

abgeschlossener Mitose. Die Untersuchungen der Regulation von HIPK2 haben eine 

sehr geringe Proteinmenge in der Mitose ergeben, jedoch eine stark ansteigende Menge 

nach Beendigung der Mitose. Somit ist eine Interaktion von HIPK2 mit der 

Reorganisation der Kernmembran am wahrscheinlichsten. Leider sind bislang die 

biochemischen Vorgänge, die zur Erhaltung der Kernmorphologie oder den 

Wiederaufbau des Zellkern nach der Mitose verantwortlich sind, ebenso wenig 

aufgeklärt wie der Einfluss der HIPK2 auf diese Prozesse. 
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4.2 Funktionelle Interaktion von HIPK2 mit dem PML-Nuclear Body 
Kompartiment 

 

HIPK2 kolokalisiert partiell mit dem PML-NB Kompartiment. Durch Stimulation mit 

UV / As2O3 oder Expression von PML IV konnte HIPK2 quantitativ in die PML-NBs 

rekrutiert werden. Bei der Analyse der für die Rekrutierung wichtigen Bereiche von 

HIPK2 konnte festgestellt werden, dass die Rekrutierung unabhängig von der intakten 

HIPK2-Kinasefunktion ist. Für die Konzentration in PML-NBs ist also im Gegensatz zu 

der in HIPK2 Domänen diese enzymatische Funktion nicht entscheidend. Die PML III 

Splicevariante ist nicht in der Lage, HIPK2 in die PML-NBs zu rekrutieren. Dahingegen 

können p53 und CBP durch die Expression einer beliebigen PML-Variante in PML+/+ 

MEFs in PML-NBs rekrutiert werden. In PML-/- MEFs kann nur CBP, nicht aber p53, 

durch eine PML-Variante in neu ausgeformte PML-NBs rekrutiert werden (Bischof, et 

al., 2002). Die Ausbildung der HIPK2 Domänen in PML-/- MEFs ist hingegen 

unbeeinflusst (Dr. Sirma, persönliche Mitteilung). Somit scheint es sowohl 

überlappende als auch unterschiedliche Rekrutierungsmechanismen für HIPK2, CBP 

und p53 in PML-NBs zu geben. Möglicherweise wird über diese verschiedenen Signale 

die Zusammensetzung und die Funktion der PML-NBs je nach Situation variiert.  

Die Expression von PML IV, nicht aber der anderen Splicevarianten, kann zelluläre 

Seneszenz in primären Fibroblasten oder PML+/+ MEFs auslösen (Bischof, et al., 2002). 

In dieser Arbeit konnten aber für die HIPK2-vermittelten Inhibition der 

Zellproliferation keine Unterschiede gefunden werden, unabhängig davon, ob HIPK2 

durch PML IV in PML-NBs lokalisiert oder nur eine partielle Kolokalisation mit PML-

NBs zeigt. Auch die Induktion des p21Waf-1 Proteins ist in beiden Situationen identisch. 

Ob es einen funktionellen Zusammenhang zwischen der spezifisch durch PML IV 

induzierten zellulären Seneszenz und der Lokalisation von HIPK2 in PML-NBs durch 

die Expression dieser Splicevariante gibt, ist ungeklärt. 

HIPK2 kolokalisiert und interagiert in den PML-NBs auch mit dem 

Tumorsuppressorprotein p53, welches ein zentrales Schaltprotein der 

Proliferationskontrolle und der Apoptose ist. HIPK2 verstärkt zudem die p53-abhängige 

Genexpression und vermittelt die UV-induzierte p53-Phosphorylierung an Serin 46 

(Abbildungen 9 bis 11, Hofmann, et al., 2002). p53 interagiert zudem mit PML IV und 
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kann durch die ektopische Expression von PML IV in PML-NBs rekrutiert werden. 

Zusätzlich wird die transaktivierende Funktion von p53 durch die Rekrutierung erhöht 

(Fogal, et al., 2000). Berücksichtigt man diese Resultate, so könnte die 

Phosphorylierung von p53 durch HIPK2 in PML-NBs stattfinden. Durch die 

Rekrutierung dieser beiden Proteine würden die PML-NBs den Ort für diese 

enzymatischen Funktionen darstellen. Im Einklang mit diesen Daten kann die 

Expression von PML IV, eventuell durch die Rekrutierung von HIPK2 in PML-NBs, 

die p53 Phosphorylierung an Serin 46 induzieren. Jedoch kommt es in PML-/- MEFs zu 

keiner Modulation der p53 Funktion (Bischof, et al., 2002). Zusammengenommen 

weisen diese Daten auf ein Netzwerk hin, in welchem PML IV notwendig aber alleine 

nicht ausreichend ist, HIPK2 und p53 in PML-NBs zu rekrutieren und die p53 Serin 46 

Phosphorylierung zu ermöglichen. Anstatt der Expression von PML IV kann die 

Rekrutierung und Phosphorylierung auch durch den Stimulus UV / As2O3 ausgelöst 

werden. 

Zukünftige Experimente werden zeigen, welche HIPK2 Effektorfunktionen von PML-

NBs abhängen und welche davon unabhängig sind (siehe Modelle 1 und 3). 

Einige Wissenschaftler vertreten die Ansicht, dass PML-NBs einen Aufbewahrungsort 

für zur Zeit nicht gebrauchte Proteine darstellen (Maul, et al., 2000). Damit würden die 

HIPK2 Proteine, die mit PML-NBs kolokalisieren, dort transient gelagert werden. 

Demnach sollte eine Erhöhung der HIPK2 Proteinmenge die Menge in PML-NBs 

ebenfalls erhöhen. Jedoch führt die Erhöhung der HIPK2 Menge durch Transfektion 

nicht zu einer erkennbaren Zunahme von HIPK2 in PML-NBs (Abbildungen 4, 9, 10 

und 13). Dies bedeutet, dass entweder das exogene HIPK2 Material nicht wie endogene 

HIPK2 reguliert und in PML-NBs gelagert wird oder aber dass die PML-NBs nicht 

vorrangig den Aufbewahrungsort für nicht benutzte HIPK2, vielleicht aber für andere 

Proteine, darstellen.  
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4.3 HIPK2 als Modulator der Genexpression 
 

Eine wesentliche Funktion des Zellkerns ist die Genexpression. Die Zelle muss über 

komplexe Regulationsnetzwerke sicherstellen, dass die richtigen Gene zur richtigen Zeit 

exprimiert beziehungsweise reprimiert werden. Diese Aufgabe muss die Zelle mit den 

umgebenen Zellen eines Gewebes koordinieren. Die erste Kontrolle der Genexpression 

stellt die Variabilität der Zugänglichkeit der DNA dar. Diese ist abhängig von dem 

Aceytlierungsstatus der Histone, welcher durch Histonacetylasen (CBP/p300 Familie 

oder PCAF) und Histondeacytelasen (HDACs) reguliert wird. HIPK2 interagiert mit der 

Histonacetylase CBP (Abbildung 12) und mit Histon-Deacytelasekomplexen (HDACs, 

Choi, et al., 1999). Die HIPK2-induzierte Phosphorylierung von p53 ermöglicht die 

anschliessende CBP-vermittelte Acetylierung dieses Tramskriptionsfaktors (Hofmann et 

al., 2002). HIPK2 ist, abhängig von der Kinasefunktion, ein breiter Aktivator der 

Genexpression (Abbildungen 10, 12 und Daten nicht gezeigt). Wenn HIPK2 die 

Aktivitäten von CBP und HDACs auch im Kontext der Histonacetylierung beeinflusst, 

wäre HIPK2 in der Modulation der Transkription involviert. Dies würde auch die 

Aktivierung verschiedener, voneinander funktionell unabhängiger Promotoren erklären. 

Erste Ergebnisse zeigen eine Veränderung des Acetylierungsstatus von Histonen nach 

der Expression von HIPK2 (Daten nicht gezeigt). Interessant wird die Aufklärung des 

Mechanismus sein, da nach bisherigen Daten CBP nicht durch HIPK2 direkt 

phosphoryliert wird (Daten nicht gezeigt). Andererseits werden die Histone und die 

Chromatinzugänglichkeit ebenfalls über Phosphorylierung reguliert (Orlando und Jones, 

2002). Die Phosphorylierung von Histone 3 beispielsweise ist ein dynamischer Prozess 

und ist eine direkte Antwort auf Transkriptioninitiation (Thomson, et al., 2001). Von 

daher könnte die Interaktion von HIPK2 mit Histoneacetylasen wie CBP im 

Chromatinkontext zu einer Phophoacetylierung oder durch die Interaktion mit HDACs 

zu einer Phosphodeacetylierung von Histonen führen und damit die Genexpression 

regulieren.  

Eine weitere, davon unabhängige funktionelle Bedeutung kann die Kolokalisation von 

HIPK2 und CBP in den PML-NBs haben. Für CBP wurde PML als transkriptioneller 

Koaktivator beschrieben (Doucas et al., 1999). Möglicherweise interagieren CBP und 

HIPK2 auch in den PML-NBs und können dort direkten Einfluss aus die basale 
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Transkriptionsmachinerie nehmen oder als Proteinkomplex die PML-NBs verlassen und 

an anderer Stelle im Kern die Funktion ausüben. Für eine HIPK2 Funktion in den PML-

NBs spricht das Auffinden von RNA-Polymerase II und nativer RNA-Transkripte in der 

Peripherie oder in PML-NBs.  

 

4.4 SP100 wirkt als transkriptioneller Koaktivator für HIPK2 
vermittelte Genexpression 

 

SP100 ist ein konstitutives PML-NBs Protein, welches mit p53 und CBP kolokalisiert. 

SP100 alleine aktiviert weder die untersuchten Promotorkonstrukte, noch erhöht es die 

Proteinmenge von p21Waf-1. In Verbindung mit HIPK2 Expression konnte eine 

synergistische Stimulierung der HIPK2/p53-induzierten Genexpression gefunden 

werden. Diese stimulatorische Wirkung von SP100 als Koaktivator kann auf zwei 

mögliche Mechanismen zurückgeführt werden: Einerseits könnte sie darauf beruhen, 

dass SP100 die Aufhebung von Genrepression bewirkt und dadurch die HIPK2 

vermittelte Genaktivierung verstärkt. Andererseits könnte SP100 als transkriptioneller 

Kofaktor für HIPK2-vermittelte Genexpression dienen. Für diese zweite Möglichkeit 

spricht auch der Befund, dass die beiden Proteine miteinander interagieren. Dies wäre 

für einen unabhängigen Mechanismus nicht notwendig. 

Der Synergismus von HIPK2 und SP100 wurde auf die Aktivierung von p53-

abhängigen Genen, wie der von p21Waf-1, hin untersucht. Gleichzeitig ist die exogene 

Erhöhung der Proteinmenge von SP100 für diesen Synergismus notwendig. 

Physiologisch kann die SP100 Proteinmenge durch die Stimulation von Zellen durch 

Interferon γ erhöht werden, was auch zu einer Erhöhung der p21Waf-1 Proteinmenge 

führt (Sternsdorf, et al.,  1999). Das Zytokin Interferon γ wird bei viralen Infektionen 

ausgeschüttet. Denkbar ist damit die Koaktivierung der HIPK2/p53-vermittelten 

Genexpression durch steigende Mengen an SP100, was möglicherweise die anti-virale 

Genexpression erhöht und über HIPK2/p53 die Zellproliferation inhibiert. Damit im 

Einklang steht der Befund, dass die Verringerung der endogenen SP100 Menge zu einer 

Reduktion der HIPK2 vermittelten Genaktivierung führt. 
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Für HIPK2 konnten Interaktionen mit p53 und CBP gezeigt werden und auch SP100 

interagiert direkt mit p53 (Dr. Staege, pers. Mitteilung). Daher stellt sich die Frage, ob 

SP100 und HIPK2 in einem Multiproteinkomplex mit p53 und CBP vorliegen. Ein 

funktioneller Zusammenhang zwischen SP100 und p53 konnte durch die Analyse der 

HIPK2-vermittelten Genexpression dargestellt werden. Diese Koaktivierung 

funktionierte ohne die DNA Bindung von SP100, da einige der verwendeten SP100 

Konstrukte weder die DNA bindenden SAND oder HMG Domänen anderer SP100 

Splicevarianten besitzt (Sternsdorf, et al., 1999).  

 

 
Modell 1. HIPK2 und SP100 agieren möglicherweise in einem Multiproteinkomplex. Nach UV / 

As2O3 und anderen, bislang unbekannten Stimuli, lokalisieren HIPK2, p53, CBP und SP100 in 

PML-NBs. Dort konnten bislang für  alle Proteine mit Ausnahme von SP100/CBP eine Interaktion 

demonstriert werden. HIPK2 phosphoryliert p53 und steigert dessen transkriptionelle Aktivität. 

Beide Effekte können durch SP100 verstärkt werden und führen zur Kontrolle des Zellzyklus, 

speziell der UV induzierten, p21Waf-1 vermittelten Arretierung. Die Phosphorylierung ist 

Vorraussetzung für die CBP induzierte Acetylierung von p53. Der Einfluss von SP100 und CBP auf 

den p53 abhängigen Zelltod bleibt zu demonstrieren. 
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Die stimulatorische Rolle von SP100 für HIPK2 kann durch verschiedene Mechanismen 

erklärt werden. Eine Möglichkeit besteht darin, dass es durch HIPK2-vermittelte 

Signalprozesse zur Oligomerisierung von SP100, möglicherweise auch mit den SP110 / 

SP140 Proteinen oder anderen transkriptionellen Koaktivatoren kommen kann. Diese 
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Oligomerisierung könnte eine Revertierung der SP100 induzierten Genrepression 

bewirken. Weiterhin könnte eine durch HIPK2 induzierte Reorganisation der PML-NBs 

stattfinden, die eine Delokalisation von SP100 zum offenen Chromatin an 

transkriptionell aktive Stellen bewirkt. Überexpremiertes SP100 befindet sich 

hauptsächlich am äußeren Rand der PML-NB (Negrov 2001) und die Interaktion von 

HIPK2 und SP100 konnte erst nach einer Steigerung der SP100 Proteinmenge durch 

Interferon γ demonstriert werden. Daher könnte die Bindung und funktionelle 

Interaktion zwischen SP100 und HIPK2 also am Rand oder außerhalb der PML-NBs 

erfolgen. Dies stimmt auch mit dem Befund überein, dass die HIPK2 Domänen in der 

Ausbildung und einige Funktionen betreffend von PML-NBs unabhängig sind. Dass die 

koaktivierende Wirkung von SP100 durchaus außerhalb der PML-NB stattfinden kann, 

zeigen die Daten, dass die SP100 vermittelte Koaktivierung von Ets-1 auch funktioniert, 

wenn SP100 durch Ets-1 vermittelte Effekte aus den PML-NB entfernt wurde (Wasylyk 

et al, 2002). Vorläufige Ergebnisse weisen auch darauf hin, das SP100 die HIPK2 

vermittelte p53 Phosphorylierung an Serin 46 verstärken kann (Daten nicht gezeigt). Ob 

SP100 als Koaktivator, wie in dem Zusammenspiel mit HIPK2, oder als Repressor wie 

mit HP1, funktioniert, scheint dabei von dem SP100 aktivierenden Signal und / oder 

von dem Chromatinkontext abzuhängen.   

 

4.5 HIPK2 wird im Zellzyklus durch die Interaktion mit SIAH-1 
reguliert 

 

In den verschiedenen Phasen des Zellzyklus benötigt die Zelle jeweils verschiedene 

Proteinfunktionen. Dies wird durch eine Veränderung der Proteinzusammensetzungen 

erreicht.  

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung der Regulation von HIPK2 innerhalb 

des Zellzyklus. Durch biochemische und zellbiologische Methoden wurde eine 

Variation der HIPK2 Proteinmengen während des Zellzyklus festgestellt. Die hohe 

HIPK2 Menge in der G1 Phase geht einher mit der Phase der Transkription, was ein 

weiterer Hinweis auf die Rolle der HIPK2 in der Genexpression ist. Die in dieser Phase 

beobachteten zytoplasmatischen HIPK2 Domänen zeigt sich auch für die endogene 
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HIPK2 (Daten nicht gezeigt). Somit kann HIPK2 auch über die Lokalisation in das 

nukleäre oder zytoplasmatische Kompartiment reguliert werden. So ist bereits für eine 

Reihe wichtiger Transkriptionsregulatoren wie für HDAC4 und HDAC5 eine 

verschiedene Lokalisation bei einsetzender Differenzierung (McKinsey, T.A., et al., 

Nature 2000; Zhao X., et al., JBC 2001) und für Smad1 eine nukleäre Relokalisation bei 

Wachstumsfaktorstimulation (Xiao, Z., et al., JBC 2001) demonstriert worden. Bei 

anderen Proteinen kommt dabei dem Kernimportsignalen (NLS) eine wesentliche Rolle 

zu. So ist eine Regulation des Kernimports von HIPK2 über die Maskierung des NLS 

möglich. Erst wenn diese Maskierung aufgehoben wird, vielleicht auf Grund einer 

Reduktion der nukleären HIPK2 Menge, kann der Import der zytoplasmatischen HIPK2 

vonstatten gehen. Dies würde für eine Rolle dieser Fraktion als eine Vorrat sprechen. 

Ob diese Fraktion eine Funktion im Zytoplasma ausübt, zum Beispiel in der 

Signalweitergabe, ist gänzlich unbekannt. 

Die Proteinmenge von HIPK2 verringert sich am Ende der S-Phase, sodass während der 

Mitose kein Signal für die 140 kDa große HIPK2 mehr detektierbar ist. Dies schließt 

jedoch eine Implikation von anderen HIPK2 Splicevarianten in den Ablauf der Mitose 

nicht aus. Der zellzyklusabhängige Abbau von HIPK2 wird durch die Ubiquitinligase 

SIAH-1 vermittelt. In Zellen ohne SIAH Proteine ist das Zellwachstum verlangsamt 

(Abbildung 32). Da eine leichte Erhöhung der HIPK2 Proteinmenge zu einer Inhibition 

der Proliferation führt (Abbildungen 18, 34), kann diese Proliferationsinhibition auf 

höhere HIPK2 Menge zurückgeführt werden. Wieso die Zellen ohne SIAH Proteine 

eine veränderte Morphologie aufweisen, ist unklar. Da die Inhibition der HIPK2-

Kinasefunktion zur Ausbildung deformierter Kerne führt, könnte eine unterbleibende 

Degradation von HIPK2, also eine Erhöhung der HIPK2-Kinaseaktivität, andere 

morphologische Konsequenzen haben. Da aber neben HIPK2 auch andere Proteine 

durch SIAH-1 und SIAH-2 degradiert werden, kann diese morphologische Veränderung 

auf die Funktion eines anderen Proteins zurückzuführen sein.  

SIAH wurde in verschiedenen Veröffentlichungen als Zielgen für p53 induzierte 

Genaktivierung beschrieben und beschreiben ebenfalls, dass die Expression von SIAH 

die p53 induzierte Zellzyklusinhibition und Apoptose auszulösen vermag (Amson, R.B., 

et al., PNAS, 1996; Hu, G., et al., Genomics, 1997; Liu, J., et al., Molecular Cell, 2001; 

Maeda, A., et al., FEBS Letters, 2002; Relaix, F.,et al. PNAS, 2000; Roperch, J.P. et al, 
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PNAS, 1999; Susini, L., et al., PNAS, 2001 ; Matsuzawa S., et al; EMBO, 1998). 

HIPK2 konnten wir als p53 Kinase für Serin 46 identifizieren, die zusätzlich die 

transkriptionelle Aktivität erhöhen kann. Eine mögliche weitere funktionelle 

Verbindung zwischen HIPK2 und SIAH könnte auch aus diesem Signalweg erwachsen. 

Nach UV induzierter, HIPK2 vermittelter Serin 46 Phosphorylierung von p53 wird die 

Menge an SIAH Proteinen durch eine verstärkte Transkription des Gens erhöht. Eine 

Erhöhung der SIAH Menge könnte dann verstärkt HIPK2 degradieren und in einer Art 

der negative Rückkopplungsreaktion die Abschalung des Signals bewirken. Gegen diese 

Abschaltung des Signals kann HIPK2 möglicherweise durch eine anhaltenden 

Aktivierung, etwa durch Phosphorylierung, durch den noch nicht behobenen Schaden 

geschützt sein. Damit würde die SIAH Menge so lange erhöht, bis einerseits ein 

Schwellenwert überschritten wird, oder aber die Zelle nach zu langer Arretierung nach 

dem UV induzierten Schaden die Apoptose einleitet. Jedoch zeigen erste Experimente, 

die in diese Richtung unternommen wurden, zeigen aber keinen Effekt von SIAH 

Expression auf die HIPK2 vermittelte p53 Serin 46 Phosphorylierung oder eine 

Veränderung der UV Antwort in SIAH negativen Zellen (Daten nicht gezeigt). Neue 

Untersuchungen an SIAH Knockout Zellen und Mäusen belegen auch, dass p53 

aktivierende Stimuli, etwa UV, γ-Irridation, Doxyrubicin oder Endostatin, nicht die 

SIAH Proteinmengen erhöhen. Ebenfalls sind die p53 Phosphorylierung und 

Acetylierung und die transkriptionelle Antwort durch p53 in diesen Zellen im Vergleich 

zum Wildtyp komplett unverändert (Frew, et al., 2002). Somit bleibt der funktionelle 

Zusammenhang zwischen p53 und HIPK2 / SIAH-1 fraglich. 

Eine weitere bislang ungeklärte Frage, aufgrund welcher Signale die HIPK2 

Proteinmenge innerhalb des Zellzyklus reguliert wird. Bei Zellzyklus-regulierten 

Proteinen sind diese Signale häufig Phosphorylierungen durch Cyclin-abhängige 

Kinasen (CDKs). HIPK2 besitzt 6 CDK Erkennungssequenzen und 15 mögliche CDK-

Phosphorylierungsstellen (Daten nicht gezeigt). Im zellulären Kontext ist es somit 

denkbar, dass HIPK2 von einem bestimmten oder verschiedenen Cyclin/CDK 

Komplexen erkannt wird und abhängig von der Zellzyklusphase phosphoryliert wird. 
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Modell 2. HIPK2 wird durch die Interaktion mit SIAH-1 reguliert. Der C-Terminus von HIPK2 

interagiert mit dem C-Terminus von SIAH-1. Für die Degradation von HIPK2 ist eine funktionelle 

RING Domäne von SIAH-1 notwendig. Es bleibt zu untersuchen, inwieweit die SUMOlierung von 

HIPK2 an Lysin 25 Einfluss auf die Stabilität von HIPK2 beziehungsweise die Degradation von 

durch SIAH-1 ausübt. Auch die Zellzyklus vermittelten Degradationssignale, beispielsweise durch 

Phosphorylierung von HIPK2 durch CDKs, bleibt zu beantworten. 
 

Dieses Signal könnte dann die Bindungseigenschaften von HIPK2 an SIAH verstärken 

und den Transfer von Ubiquitin und die proteasomale Degradation initiieren. Dieser 

Mechanismus könnte die Selektivität der HIPK2 Degradation in speziellen 

Zellzyklusphasen erklären. Vorläufige Ergebnisse mit spezifischen CDK Inhibitoren 

zeigten, dass die Degradation von HIPK2 in dessen Gegenwart verringert ist.  
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4.6 HIPK2 ist ein neuer Zellzyklusregulator 
 

Die normale Zellteilung und Zellproliferation bei höheren Eukaryonten ist das Ergebnis 

der korrekten Abfolge und Steuerung einer Vielzahl von zellulären Vorgängen. 

Störungen dieser Prozesse führen zu einer Reihe von Krankheiten, die mit einer 

anormalen oder übermäßigen Zellwachstum einhergehen.  

HIPK2 inhibiert schon in geringern Mengen die Zellproliferation von verschiedenen 

Tumorzellinien, wie den U2OS Osteosarcoma- oder MCF7 Mammacarcinomszellen.  
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Modell 3. HIPK2 beeinflusst direkt oder auf bisher unaufgeklärten Wegen den Zellzyklus und 

interagiert mit p53 und CBP, um Zelltod und Zellzyklus zu regulieren. Weiterhin bewirkt die 

Interaktion mit SIAH-1 einen Einfluss auf die Proliferation, und SIAH-1 und HIPK2 werden von 

der Proliferation beeinflusst. Damit ist HIPK2 involviert in die Suppression von Krebs und die 

korrekte Geweberegeneration. 
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Diese Inhibition findet in abgeschwächten Maße auch in p53 defizienten Tumorzellen, 

wie den H1299 Non-small Lung Carcinomazellen, statt. Zu zeigen bleibt, ob eine 

selektive HIPK2 Expression sich auch in Organismen negativ auf die Tumorprogression 

auswirkt. Andererseits gibt es auch den Bedarf, die Zellproliferation lokal oder zeitlich 

begrenzt zu erhöhen. Dies kann zum Beispiel bei Wundverschluss bei großen 

Verletzungen oder Geweberegenration der Fall sein. Für diesen Ansatz bleibt in 

weiteren Experimenten zu zeigen, ob die negative Regulation von HIPK2 wiederum 

eine Beschleunigung der Proliferation zur Folge hat. So könnte die gezielte 

Verringerung der HIPK2 Proteinmenge, etwa durch Erhöhung von SIAH-1, die Zellen 

schneller proliferieren lassen.  

 

Die in der Arbeit gefundenen funktionellen Interaktionen von HIPK2 mit p53, SP100, 

CBP und SIAH-1, kombiniert mit den Erkenntnissen anderer Wissenschaftler legen die 

Vermutung nahe, dass HIPK2 in einem Netzwerk dieser Proteine an wichtigen zelluläre 

Regulationsprozesse beteiligt ist und gleichzeitig von diesen kontrolliert wird. Dabei 

scheint HIPK2 in einem Wechselspiel mit p53, SP100 und CBP vorrangig die 

Signalweitergabe nach UV Induktion und eventuell nach Interferon γ Stimulierung zu 

regulieren. Diese haben einen direkten Einfluss auf die Arretierung des Zellzyklus, 

vermittelt unter anderem durch p21Waf-1. Andererseits können sie auf p53-abhängigen 

und unabhängigen Wegen die Apoptose der Zelle herbeiführen. Diese beiden 

Mechanismen sind wesentlich für die Vermeidung von Tumorerkrankungen. Durch 

diese regulierende Funktion von HIPK2 für diese Signalwege kann HIPK2 als 

Tumorsuppressor eingestuft werden. Die Identifikation weiterer Mitglieder dieser 

Signalwege wird zu einer genaueren Definition der HIPK2 Tumorsuppressorfunktion 

führen, und mit diesen Daten können dann HIPK2 basierenden Therapeutika entworfen 

und in Mausmodellen getestet werden. 

Die funktionelle Interaktion mit SIAH Proteinen führt in der Balance zu einer Kontrolle 

der Proliferation. Die Störung dieser Wege kann wiederum zu Krebserkrankungen oder 

zu langsamer Geweberegeneration führen. Außerdem konnte für HIPK2 ein starker 

Einfluss für die Genexpression demonstriert werden. Die aktivierende Funktion von 

HIPK2 konnte durch SIAH Expression negiert werden. Damit steht also SIAH auch im 

direkten Zusammenhang mit dieser Effektorfunktion von HIPK2 und die genauere 
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Charakterisierung des Einflusses des Zellzyklus auf die funktionelle HIPK2 / SIAH 

Interaktion wird die möglichen Mechanismen der Beeinflussung in pathogenen 

Situationen darstellen. 
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V. Zusammenfassung 

 

Das Ziel meiner Arbeit war es, die Lokalisation und Regulation der Serin/Threonin 

Kinase HIPK2 zu untersuchen.  

 

Die räumliche Distribution des HIPK2 Proteins wurde durch 

Immunfluoreszenzanalysen bestimmt. HIPK2 lag überwiegend in einer gepunkteten 

Verteilung im Zellkern vor. Da es keine Kolokalisation mit bekannten nukleären 

Kompartimenten aufwies, wurden diese Akkumulationsorte als HIPK2 Domänen neu 

definiert. Diese Konzentration in HIPK2 Domänen war von der Kinasefunktion 

abhängig, da die kinasedefiziente HIPK2 K221A Mutante über das ganze Nukleoplasma 

diffus verteilt war. Die Expression dieser Mutante führte zusätzlich zur Ausbildung 

einer stark deformierten Kernmorphologie bis hin zu mehreren Nuklei in einer Zelle. 

  

Des weiteren konnte eine nur partielle Kolokalisation zwischen HIPK2 Domänen und 

PML Nuclear Bodies (PML-NBs) gefunden werden. Die Expression von PML-IV oder 

Stimulation von Zellen mit UV/As2O3 führte zu einer Erhöhung der HIPK2-Menge in 

PML-NBs, in denen HIPK2 dann mit dem Tumorsuppressor p53 und der 

Histonacetylase CBP kolokalisierte und interagierte. Diese Rekrutierung in PML-NBs 

beeinflusste hingegen nicht die durch Expression von HIPK2 induzierte Inhibition der 

Zellproliferation. 

 

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass HIPK2 mit dem konstitutiven PML-NB 

Protein SP100 kolokalisierte und interagierte. SP100 verstärkte die HIPK2-vermittelte 

p53-abhängige Genexpression, wodurch für SP100 eine neue Funktion als 

transkriptioneller Koaktivator für HIPK2 beschrieben werden konnte. Für diese 

Koaktivierung war die Kinasefunktion von HIPK2 notwendig. Dagegen hatte die 

Koexpression von Sp100 keinen Einfluss auf die HIPK2-abhängige Inhibition der 

Zellproliferation.  

 

  



V. Zusammenfassung 

 

115

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde mittels konfokaler Mikroskopie lebender Zellen und 

biochemischer Analysen beobachtet, dass HIPK2 zum Ende der S-Phase abgebaut und 

zu Beginn der G1 Phase wieder synthetisiert wird. Auf der Suche nach dem 

Abbaumechanismus wurde das RING-Finger Protein SIAH-1 als neuer 

Interaktionspartner von HIPK2 identifiziert. SIAH-1 ist eine E3 Ubiquitinligase, deren 

ektopische Expression zu einer Ubiquitinylierung und proteasomalen Abbau von 

endogener und exogener HIPK2 führte. Die SIAH-1 vermittelte Degradation von 

HIPK2 bewirkte die Aufhebung der genaktivierenden Funktion von HIPK2. 

Die zellzyklusabhängige Reduktion der HIPK2-Menge kam in Zellen ohne 

funktionelles SIAH Protein nicht mehr vor, so dass der S-Phasen spezifische Abbau von 

HIPK2 durch SIAH vermittelt wird. Damit konnte erstmals eine Regulation für HIPK2 

auf Proteinebene gezeigt werden. 
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Ak   Antikörper 

APS   Ammoniumperoxodisulfat 

AS   Aminosäure (Angabe im Ein-Buchstabencode) 

As2O3   Arsentrioxid 

ATP   Adenosintriphosphat 

bp   Basenpaar 

BSA   Rinderserumalbumin 

DAPI   4,6-Diamidino-2-phenylindol   

DMEM  Dulbecco´s modified Eagle Medium  

DMSO   Dimethysulfoxid 

DN   dominant negativ 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DNase   Desoxyribonuklease 

DTT   Dithiothreitol 

ECL   “enhanced chemoluminiscence“ 

FACS   Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorter) 

FCS   fötales Kälberserum 

GSH   reduziertes Glutathion 

GST   Glutathion-S-Transferase 

HIV   Humanes Immundefizienz Virus 

HIPK2   “Homeodomänen-Interagierende Protein Kinase2 1“ 

kDa   Kilodalton 

mRNA   Boten RNA (messenger RNA) 

PBS   phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

PI   Propidiumiodid 

PML   “Promyeolocytische Leukämie Protein” 

PML-NB  PML-Nuclear Body 

RNA   Ribonukleinsäure 

SDS   Natriumdodecylsulfat 
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SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

SIAH-1  “Seven In Absentia Human Homolog” 

SINA   “Seven In Absentia” 

siRNA   kleine inhibierende RNA (small interfering RNA) 

SUMO-1  “small ubiquitin-related modifier 1“ 

Ubc9   “ubiquitin-like protein conjugating enzyme 9“ 

UV   Ultraviolettes Licht 

WB   Western Blot 

WT   Wildtyp 
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