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1. Einleitung
Die Zellen des menschlichen Korpers leiten d@uflere Signale aus dem Extrazelluldrraum in

intrazelluldren Kaskaden weiter, um eine physiologische Antwort zu erzeugen. Dabei wird auf
einen dufleren Reiz, z. B. ein Hormon, ein intrazelluldrer Signalweg aktiviert, der hdufig mit
Hilfe von sekundédren Botenstoffen (,,second messengers®) zur Verarbeitung des Signales
fiihrt. Eine besonders wichtige Gruppe von sekundidren Botenstoffen wird von den
Inositolphosphaten gebildet. Das myo-Inositol-(1,4,5)-trisphosphat spielt zum Beispiel eine
entscheidende Rolle als sekunddrer Botenstoff bei der Kalziumhomoostase und der Kalzium
abhingigen Signaltransduktion. Aber auch weitere Inositolphosphate haben einen wichtigen
Stellenwert in vielféltigen, biologischen Prozessen (Suh et al., 2008, Berridge et al., 2000,
Irvine et al., 2001).

Inositolphosphate sind zyklische Hexanhexole, die an ihren OH-Gruppen in zahlreichen
Kombinationen phosphoryliert werden konnen. Hierdurch wird der Energiezustand des
Molekiils verdndert. Es existiert eine gro3e Klasse von Inositol umsetzenden Kinasen, die die
verschiedenen Phosphorylierungszustinde erzeugen. Jedes entstehende Inositolphosphat hat,
je nach Anzahl und Orientierung seiner Phosphatgruppen, eine andere Aufgabe und kann
damit unterschiedliche Signalwege innerhalb der Zelle vermitteln.

Es wird seit einiger Zeit diskutiert, dass es einen eigenstindigen Inositolstoffwechsel im
Zellkern gibt (Monserrate und York 2010). Deshalb wird in der Arbeitsgruppe von Prof. Mayr
daran gearbeitet, ein moglichst vollstindiges Bild iiber die Zielsteuerung der am
Inositolstoffwechsel beteiligten Kinasen zu gewinnen.

Das Augenmerk der vorliegenden Studie liegt auf der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-
Kinase (IP5K). Sie ist das Enzym, welches im Menschen das Inositol-1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphat (InsPe) herstellt.

InsPs werden essentielle Rollen in wichtigen nukledren Prozessen wie dem
Chromatinremodeling und dem  ,non-homologous  end-joining“ von  DNA-
Doppelstrangbriichen zugeschrieben (Byrum et al., 2004). AuBlerdem fungiert InsPs als
strukturgebender Faktor von RNA editierenden Proteinen in der Hefe (Macbeth et al., 2005).
Da InsPg als nicht frei-diffusibel gilt, und es vermutlich rasch Magnesiumkomplexe bildet
(Torres et al., 2005), wird vermutet, dass InsPs dort synthetisiert werden muss, wo es als
Ligand/Modulator gebraucht wird. Daher ist es fiir die Arbeitsgruppe von Prof. Mayr von
groBBtem Interesse, die nukledre und nukleoldre Zielsteuerung der IPSK aufzukldren. Damit
konnten Hinweise auf den Mechanismus erhalten werden, durch den InsPg und die IPSK die

angesprochenen nukleiren Prozesse beeinflussen.



In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe konnte das Kernexportsignal der IP5K auf den
Aminosdurebereich 200-300, und das Kernimportsignal auf den Aminosdurebereich 1-180
eingegrenzt werden (Brehm et al., 2007). Welche einzelnen Aminosiduren innerhalb dieser
Sequenzen aber essentiell fiir die Transportfunktionen sind, konnte bisher nicht eindeutig
geklirt werden, da beide Signale keine bekannte Konsensussequenz besitzen. Ebenso ist noch
nicht bekannt, ob weitere Signale den nukleozytoplasmatischen Transport vermitteln kdnnen.
Des Weiteren wurde in verschiedenen Experimenten beobachtet, dass die Kinase eine starke
Affinitdt zu Nukleoli und zu neu synthetisierter mRNA besitzt. Auch hierfiir ist bisher keine
Erkldarung gefunden worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb die subzelluldren Zielsteuerungssignale der IPSK

fiir den Kernimport und —export, sowie fiir Nukleoli ndher zu charakterisieren.

1.1 Der Zellkern und seine Substrukturen
Der Kern einer Eukaryotenzelle ist die Speicherstitte der Erbinformation des

Gesamtorganismus. Diese Information ist in der DNA der Chromosomen gespeichert. Die
Chromosomen, die mikroskopisch nur wihrend der Teilungsphase sichtbar sind, sind aber
nicht die einzigen Strukturen des Kerns (O‘Keefe et al., 1992). Tatsdchlich kann man von
nukledren Organellen sprechen. Im Gegensatz zu zytosolischen Organellen besitzen sie keine
eigene Membran (Dawson et al., 2009). Wie die Abgrenzung gegeniiber dem restlichen Kern
funktioniert, ist bisher noch unklar (Handwerger et al., 2005, Muro et al., 2010). Das
prominenteste Organell des Kerns ist zweifellos der Nukleolus, der schon vor tiber 200 Jahren
im Lichtmikroskop entdeckt wurde. Weitere Beispiele sind die Cajal- und die PML-Korper
(Garrison 1929, Deryusheva und Gall 2009).

Nucleoli

\:\A.

/

Cajal Body

PML NBs

Abbildung 1-1: Darstellung ausgewahlter subnukledrer Strukturen im Zellkern eukaryotischer
Zellen (Dellaire und Bazett-Jones 2004).
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1.1.1 Der Nukleolus
Der Nukleolus wurde schon sehr friith mit Hilfe des Lichtmikroskops als prominenter

lichtdichter Fleck im Karyoplasma von eukaryotischen Zellen entdeckt. Heute weil3 man, dass
die Dichte eines Nukleolus doppelt so grof3 ist wie die Dichte des Zytoplasmas einer Zelle
(Handwerger et al., 2005). Er besteht aus hochkondensiertem Chromatin, das auch wihrend
der Interphase nicht dekondensiert wird. Im Nukleolus werden rRNAs, sowie kleine RNAs
hergestellt und prozessiert und es erfolgt die Assemblierung den ribosomalen Untereinheiten
aus r-Proteinen und ribosomalen RNAs (Mélese et al., 1995, Lam et al., 2005, Paushkin et al.,
2004). AuBerdem ist der Nukleolus an der DNA-Reparatur und der Zellzyklussteuerung
beteiligt (van den Boom et al., 2004, Shou et al., 1999, 2001). Seit neuestem wird versucht,
die Proteine des Nukleolus miteinander in Beziehung zu setzen, um sie den verschiedenen
Aufgaben des Nukleolus zuzuordnen (Scott et al., 2011, Muro et al., 2010). Etwa 90% der
Proteine des nukleoldren Proteoms des Menschen, sind zu denen aus Hefe-Nukleoli homolog
(Andersen et al., 2002, 2005, Leung et al., 2003).

Ein Nukleolus kann elektronenmikroskopisch in verschiedene Areale unterteilt werden. Diese
heilen Fibrillires Zentrum (FC), Dichtes Fibrillires Zentrum (DFC) und Granulére
Komponenten (GC). Um einen Nukleolus herum befindet sich eine Hiille aus kondensiertem
und offensichtlich fiir die Nukleoli essentiellem Chromatin. Dieses Chromatin durchbricht
den Strukturkorper und reicht bis an das FC heran. Wihrend der Mitose 10st sich die Struktur
des Nukleolus auf. Zum Ende der Telophase setzen sich die Nukleoli wieder zusammen. Die
Gene fiir die nur im Nukleolus produzierten ribosomalen RNAs (rRNAs) befinden sich in als
Repeats angeordneten Regionen, die als ,Nukleoldre Organisationsregionen® (NOR)
bezeichnet werden. Sie befinden sich auf den akrozentrischen Chromosomen (Boisvert et al.,

2007, Scheer et al., 1993).

1.1.2 Cajal Bodies
Cajal Bodies sind Substrukturen des Zellkerns von Eukaryoten, die vor mehr als 100 Jahren

durch Ramon y Cayal entdeckt wurden (Garrison, 1929). Sie enthalten scaRNA, welche zu
den small nuclear RNAs (snRNAs) gehort. Thre Funktion liegt vermutlich im Recycling und
der Herstellung spliceosomaler snRNPs. Sie katalysieren die Modifikation von snRNAs

(Deryusha und Gall, 2009).

1.1.3 PML Bodies
PML Bodies sind subnukledre Formationen, die nach dem ,,promyelocytic leukemia protein*

(PML) benannt wurden, welches urspriinglich bei Patienten mit akuter myeloischer Leukéimie

gefunden wurde. Dieses und viele andere Proteine, die mit Apoptose, DNA-Reparatur,
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Ubiquitinierung, posttranslationaler Modifikation und diversen zellregulatorischen Aufgaben
assoziiert sind, unterliegen offensichtlich einer Zielsteuerung zu diesen Strukturen. Die
Struktur eines PML Korperchens wird durch SUMOylierung des PML Proteins
aufrechterhalten (Sarkari et al., 2011, Ishov et al., 1999).

1.1.4 Der Nukleire Porenkomplex (NPC)
Alle nukledren Organellen bestehen aus Proteinen, die ausnahmslos im Zytoplasma

synthetisiert werden. Um in den Kern zu gelangen miissen sie den nukledren
Kernporenkomplex passieren. Proteine, die die GroB3e von 50 kDa iiberschreiten, konnen nicht
durch passive Diffusion durch die Kernporen gelangen, sondern miissen unter ATP-
Verbrauch transportiert werden (Gorlich und Kutay 1999). Fiir den Aufbau des NPC sind
Reticulons und der Proteinkomplex Yopl/DP1 essentiell. Es handelt sich dabei um hoch
konservierte Proteine. Es konnte gezeigt werden, dass Aminosidureaustausche bzw. —
deletionen in einem Yop1/DP1-GFP-Fusionsprotein, das in S. cerevisiae exprimiert wird, zum
Funktionsverlust des NPC fiihren. Grund dafiir ist eine Akkumulation des hergestellten
Proteinkomplexes. Import- und Exportvorgénge sind dann nicht linger moglich (Dawson et
al., 2009). Das Protein Rtn4a scheint ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der NPC
Formation zu spielen, da bei einer gezielten Deaktivierung des Proteins die de novo
Formation empfindlich gestort wird (Dawson et al., 2009).

Damit der Porenkomplex als Ganzes funktionieren kann, miissen die innere und &dufBere
Membran der Kerndoppelmembran verschmolzen werden. Diese stabile Fusion wird in Hefen
u. a. durch die ,,Pore Outer Membrane*“ Proteine Pom152, Pom34 und Ndcl vermittelt
(Wozniak et al., 1994). In Vertebraten werden unter anderem gp210, Pom121 (Abbildung 1-
2) und Ndcl (Greber et al., 1990) bendotigt. Der nukledre NLS-gesteuerte Import wird durch
die Karyopherin Transporter Rezeptor (Kap Transporter Rezeptor) Familie vermittelt. Kap95
ist dabei eines der wichtigsten Regulatorproteine wihrend des Aufbaus von NPC (Ryan et al.,
2007). Dies gilt ebenso fiir das Protein Pom34 (Miao et al., 2006). Es kommt in Interphase-
Zellen zum verstirkten GTPase-abhiingigen Inserieren von Kap95 in die intakte Kernhiille,
wodurch der Aufbaumechanismus offenbar ausgelost wird (Ryan et al., 2007). Ran-GAP
moduliert beim Aufbau auf bisher nicht vollstindig geklidrte Weise Karyopherine. Beim
Fehlen dieses Vorgangs bleibt der NPC funktionslos.

Nucleoporine (Nups) sind hoch-konservierte Proteine, die die Struktur eines funktionellen
NPC aufrechterhalten. Zusétzlich werden mit ihnen ringférmige Formationen gebildet, die die
NPC in der Kernmembran verankern (Rout et al., 2000, Cronshaw et al., 2002, Vasu und
Forbes 2001, Suntharalingam und Wente 2003, Dasso 2002, Quimby und Dasso 2003,
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Bischoff et al., 1995). Nups enthalten folgende Konsensusmotive (Aminosduren im
Einbuchstabencode notiert): GLFG oder FxFG. Diese sogenannten FG repeats vermitteln den
Transport groBer Molekiile durch die Kernporen (Terry et al., 2007).

Fir den Export von mRNA durch die Kernporen werden zwei Substrukturen im NPC
benotigt, der zytoplasmatische Ring mit seinen Filamenten (cytoplasmic ring and filaments)
und die nukledre Korbstruktur (nuclear basket) (Abbildung 1-2). Es konnte gezeigt werden,
dass die Deletion einer dieser Strukturen zur Inhibition des mRNA Transportes fiihrt (Terry

und Wente 2007).
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Nup153

nuclear basket

Tpr

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Kernporenkomplexes einer eukaryotischen Zelle
(Nakielny und Dreyfuss 1999).

1.2 Zielsteuerungsdominen von Proteinen im Zellkern

Die Kernhiille trennt die DNA vom Rest einer eukaryotischen Zelle. Bei der Expression eines
Gens wird zundchst DNA zu RNA transkribiert und diese durch 5° und - 3‘-Modifikation zur
mRNA gespliced. Als néichstes wird die reife mRNA durch die Kernporen in das Zytoplasma
zu den Ribosomen transportiert und dort translatiert. Fertige Proteine konnen auf drei
verschiedene Arten zwischen Zytoplasma und Kern transportiert werden. Der Durchmesser
eines Porenkanals betrdgt etwa 10nm. Proteine, kleiner als SkD, sind in der Lage durch die
Poren frei und rasch zu diffundieren. Bis zu einer Grofe von 50kD konnen die meisten
Proteine nach wie vor diffundieren, benotigen aber erheblich mehr Zeit. Groere Proteine

miissen aktiv transportiert werden. Es existieren in vielen Proteinen sogenannte
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Kernlokalisationssequenzen (NLS) und/oder Kernexportsignale (NES), die von
Transportproteinen gebunden werden konnen (Gorlich und Kutay 1999). Beim Transport
eines grolen Molekiils durch die Kernporen stellen die FG-Doménen in den Nucleoporinen
des NPC einen unverzichtbaren Teil des zu passierenden Porenkanals dar (Breeuwer und
Goldfarb 1990, Zasloff 1983). Der Transport durch diesen Kanal benétigt Enthalpie.
Lediglich das Dissoziieren der Fracht vom Transportprotein verbraucht offensichtlich Energie
(Gorlich und Kutay 1999).

Beispiele fiir Transportproteine (Carrier) sind die sogenannten Karyopherine, die je nach ihrer
Transportrichtung als Exportine bzw. Importine bezeichnet werden. Sie interagieren stark mit
dem NPC, wodurch der Translokationsvorgang ausgelost wird. Karyopherin f ist in der Lage,
ein zu transportierendes Protein mit passendem NLS direkt zu binden. Es kann auerdem an
das Adapterprotein Karyopherin o und an RanGAP binden (Abbildung 1-3) (Gorlich und
Kutay 1999). Eine iibergeordnete Kontrolle aller Importprozesse erfolgt hiufig iiber eine
posttranslationale Modifikation der teilnehmenden Proteine, z. B. durch Methylierung oder
Phosphorylierung. Die Helicase A beispielsweise erfihrt durch eine derartige Modifikation
einen Import-Block (Burks et al., 2007, Hodge et al., 1999).

1.2.1 Kernlokalisationssignale
Es existieren verschiedene kanonische Kernlokalisationssignale (NLS), die den Kernimport

von Proteinen vermitteln konnen. Das klassische am hiufigsten verwendete monopartite NLS
enthdlt dret bis vier basische Aminosduren mit der Konsensussequenz
(R/K)(R/K)(R/K)((R/K)/H/P) oder P-X(3)-(R/K)(R/K)(R/K)(X/R/K) (Gorlich und Kutay
1999) (Standard-Einbuchstaben Prosite Motiv Notation). Bipartite NLS haben folgende
Konsensussequenz: KRR-X(10-12)-KR (Fontes et al., 2000, 2003). Das NLS wird von einem
Komplex aus Importin o und 1 gebunden (Abbildung 1-3; Importin a = gelb, Importin B1 =
griin). AnschlieBend interagiert der terndre Komplex mit den Kernporenkomplexen und wird
in den Kern transportiert. Zwischen Kern und Zytoplasma herrscht ein RanGTP-Gradient der
in Richtung Zytoplasma abfillt. Durch Bindung von RanGTP und CAS wird Importin zuriick
in das Zytoplasma transportiert, wihrend das transportierte Protein im Kern verbleibt. Im
Zytoplasma wird RanGTP durch das Enzym RanGAP1 zu RanGDP hydrolysiert, wodurch der
Gradient an RanGTP aufrechterhalten bleibt. Die Importine werden wieder frei. RanGDP
bildet im Zytoplasma einen Komplex mit dem Importin NTF2, der durch den Porenkomplex
in den Kern relokalisiert. Dort wird RanGDP durch RanGEF re-phosphoryliert, welches am
Chromatin lokalisiert ist (Terry et al., 2007). Hierdurch wird ebenfalls der Gradient an
RanGTP aufrechterhalten (Abbildung 1-3; RanGTP = ockergelb).



Abbildung 1-3: Uberblick iiber die wichtigsten nukleidren Import- und Exportmechanismen fiir
Proteine in tierischen Zellen.

A: NTF2 (nuclear transport factor 2) vermittelter nukledrer Import von RanGDP. B: Nukledrer Import
von NLS tragenden Frachtproteinen, mediiert durch das Karyopherin-a/Importin-31-Heterodimer
(abgekirzt imp-a und imp-f3). C: Nukledrer Export von Importin-31 und Karyopherin-a. Letzterer
bendtigt CAS als Exportrezeptor. D: Nukledrer Export von NES tragenden Frachtproteinen, vermittelt
durch Crml. RanGAP liegt gebunden an der zytosolischen Seite des NPC vor, RanGEF ist am
Chromatin lokalisiert (Pemberton und Paschal 2005).

1.2.2 Kernexportsignale
Grofle Komplexe wie mRNA/Proteinkomplexe, Ribosomen und verschiedene Einzel-Proteine

miissen aktiv aus dem Kern heraus transportiert werden. Kernexportsignale (NES), die der
Rev-Konsensussequenz aus HIV entsprechen, weisen viele Leucine auf und haben folgendes
Motiv: L-X(2-3)-[LIVFM]-X(2-3)-L-X-[LI] (la Cour et al., 2003). Das NES wird im Kern
von Exportinen erkannt und gebunden. Der Komplex bindet und RanGTP und wird nun von
CAN/NUP214 (Crml) erkannt, die gemeinsam an den Kernporenkomplex binden und
schlieBlich aus dem Kern transportiert werden (Pemberton und Paschal 2005, Abbildung 1-
3). Dieser Vorgang kann durch Inkubation mit Leptomycin B (LMB) blockiert werden (Kudo
et al., 1998).
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Der Export von mRNA erfolgt mittels des Exportproteins mNxfl1/TAP, welches mit Ntf2,
RanGTP und p15/NXT1 einen Transportkomplex bildet (Gruter et al., 1998, Irvine et al.,
2004). Ein dhnlicher Vorgang findet in der Hefe zwischen dem Heterodimer yMtr2/yMex67
bzw. mNxtl/p15/yMex67 statt. yMex67, das wiederum ein Komplex aus den Proteinen Nxf1
und TAP ist, interagiert gemeinsam mit Mtr2 mit dem Kernporenkomplex (Rodriguez et al.,
2004).

Das Tumorsuppressor Protein p53 pendelt zwischen Kern und Zytoplasma hin und her. Bei
zelluldarem Stress wird sein NES posttranslational modifiziert und dadurch maskiert. Das p53
verbleibt im Kern und bildet Tetramere. Hierdurch und eine poly-ADP-ribosylierung kann

pS53 nicht mehr mit Crm1 interagieren, wodurch zu einer Retention im Kern kommt (Fornerod

et al., 1997, Kudo 1998).

1.2.3 Nukleolus-Lokalisationssignale (NoLS)
Viele Proteine, insbesondere die die an der Synthese von ribosomaler RNA beteiligt sind,

unterliegen einer Zielsteuerung in den Nukleolus. Es konnten Signale identifiziert werden, die
fiir die Lokalisation dieser Proteine im Nukleolus sorgen, ohne dabei direkten Einfluss auf
thren nukledren Import zu haben. Es wird dabei zwischen NoLS (Nucleolar Localization
Signal) und NoRS (Nucleolar Retention Signal) unterschieden (Weber et al., 2000, Catez et
al., 2002, Hiscox et al., 2002, Tsai und McCay 2005, Reed et al., 2006).

Eines der éltesten Beispiele ist das NoLS des Humanen Immundefizienz Virus 1 (HIV-1)
(Vives et al., 1997, Rizos et al., 2000). Eine Splicevariante des antiapoptotischen Survivins,
das Survivin-deltaEx3 (Song et al., 2005) besitzt ebenfalls ein eigenstindiges NoLS.

Des Weiteren wurden in der Literatur NoDS™ (nucleolar detention signal regulated by
protons) beschrieben, die ihre Riickhaltefunktion im Nukleolus nur nach Bindung von
Protonen ausiiben kénnen. NoDS™* konnten in den folgenenden Proteinen gefunden werden:
im Apoptoseregulator cIAP2, im von-Hippel-Lindau Ubiquitinierungsfaktor VHL (Mekhail
2004, 2005, 2006), im Hitzeschockprotein HSC70 und im Transkriptionsregulator RNFS8
(Mekhail et al., 2007).

Das Protein MDM?2 ist ein Regulator des p53. Es besitzt ein kryptisches Lokalisationssignal
fiir die Nukleoli, das nur in gestressten Zellen aktiv wird. Es hat die Aminosduresequenz 466-
KKLKKRNK-473 (Lohrum et al., 2000).

Passend zu der Aussage von Andersen et al. in 2005, dass Nukleoli aktiv Proteine ein- und
ausschleusen konnen, schlugen Mekhail und Mitarbeiter, drei Bedingungen fiir die Erfiillung
eines Konsensussignals fiir die Nukleoluslokalisation anhand des von-Hippel-Lindau

Suppressor Proteins (VHL) vor (Mekhail, et al., 2007). Essentiell fiir ein funktionierendes
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Signal ist erstens eine Region in der Proteinstruktur, die die Autoren als STAD (Subnuclear
targeting arginine domain) bezeichnen. In VHL gibt es zwei solcher Doménen, ndmlich 107-
RRIHSYR-113 und 176-RRLDIVR-182. Daraus wurde das Konsensus-Motiv RR(L/I)X3R
abgeleitet. Auffillig an diesem Konsensus-Motiv sind die jeweils endstindigen, positiv
geladenen Arginine (R), die ein hydrophobes Leucin (L) bzw. Isoleucin (I) einschliefen.
Zweitens muss das nukledre Protein sogenannte STHD Doménen (subnuclear targeting
hydrophobic domain) besitzen. Diese bestehen aus kurzen Sequenzen wie: LWL, LLV, LFV,
LQV. Dirittens miissen sich die Doménen in Regionen befinden, die eine besonders hohe
Wabhrscheinlichkeit fiir strukturelle Unordnung aufweisen. Fiir die Pridiktion solcher
Regionen kann beispielsweise das Programm DisEMBL verwendet werden

(http://dis.embl.de/).

1.3 Der Inositolphosphat-Metabolismus
Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der nukledren Zielsteuerung der Inositol-

1,3,4,5,6-pentakisphosphat  2-Kinase (IPSK oder Ipkl), die im Menschen die
Phosphorylierung ~ von  Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat  zu  Inositol-1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphat (InsPs oder ,Phytat”) katalysiert. Deshalb wird nachfolgend der
Inositolphosphat-Metabolismus erléutert.

Inositole sind Cyclohexanhexole mit der Formel C¢H1,06. Am hdufigsten kommt in der Natur
das myo-Inositol vor. Der Mensch kann Inositole aus Glukose iiber Inosose synthetisieren
oder iiber die Nahrung aufnehmen. myo-Inositol kann auch iiber die Dephosphorylierung von
myo-Inositolmonophosphaten hergestellt werden (Wong et al., 1987). In Nierenzellen und
Neuronen wurde gefunden, dass die Inositolphosphate u. a. fiir die Aufrechterhaltung des
intrazelluldren osmotischen Drucks mit verantwortlich sind (Yamashita et al.,, 1999).
AuBerdem spielen myo-Inositolphosphate eine entscheidende Rolle bei der intrazelluldren
Signaltransduktion als Vorldufer des Phosphatidyl-4,5-bisphosphates (PIP,), welches
essentiell fiir die Freisetzung von Ca®*-Tonen aus intrazellulidren Speichern ist. Aus myo-
Inositolphosphat stellt die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) G-Protein-vermittelt PIP,
her. Die Phospholipase C spaltet PIP, in InsP; und DAG (Diacylglycerol). Bindet InsP; an
den InsPs;-Rezeptor im ER, so werden Ca**-Tonen freigesetzt. Dieses Signal wird von
Phosphatasen gestoppt, die das InsP3 dephosphorylieren (Communi et al., 1997). Es gibt aber
auch Kinasen, die InsP3 zu hoher phosphorylierten und pyrophosphorylierten InsPs umsetzen

konnen (Shears 2004, Xia und Wang 2005) (Abbildung 1-4).
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Abbildung 1-4: Ubersicht liber den Metabolismus der Phosphatidylinositole und Inositolphosphate.

Rot umrandet sind das Substrat (InsP5) und das Produkt (InsP6) der IP5K. 1. Inositol
Monophosphatase;

2. ns(1,4)P2/Ins(1,3,4)P3-1-Phosphatase; 3. Ins(1,3,4)P3/Ins(3,4)P2/PtdIns(3,4)P2-4-Phosphatase;

4. Ins(1,3)P2/PtdIns3P-3-Phosphatase Typl; 5. Ins(1,3)P2/Ptdins3P-3-Phosphatase Typll;

6. Ins(1,4,5)P3/Ins(1,3,4,5)P4-5-Phosphatase; 7. Ins(1,4,5)P3-3-Kinase; 8. Ins(1,3,4)P3/Ins(1,3,4,5)P4-
1-Kinase; 9. Inositol Polyphosphat Multikinase (IPMK); 10. Ins(1,4,5,6)P4/Ins(1,2,4,5,6)P5-3-Kinase;
11. Multiple Inositol Polyphosphatphosphatase; 12. Ins(1,3,4,6)P4-5-Kinase; 13. Ins(1,3,4,5,6)P5-1-
Phosphatase; 14. Ins(1,3,4,5,6)P5-2-Kinase oder InsP5-2K; 15. Diphosphoinositol Polyphosphat
Phosphohydrolase; 16. Diphosphoinositol Polyphosphat Synthase (InsP6-Kinase); 17. Bis-
Diphosphoinositol Polyphosphat Synthase; 18. Phosphoinositid-3-Kinase Typ I; 19. Phosphoinositid-3-
Kinase Typ II; 20. Phosphoinositid-3-Kinase Typ Ill; 21. PtdIins-4-Kinase; 22. PtdInsP-Kinase Typ I; 23.
PtdinsP-Kinase Typ II; 24. PtdInsP-Kinase Typ lIl; 25. Ptdins(4,5)P2/PtdIns(3,4,5)P3-5-Phosphatase; 26.
Ptdinspolyphosphat-3-Phosphatase; 27. SHIP; 28. PTEN (Phosphatase und Tensin homolog); 29.
Synaptojanin; 30. Phospholipase C; Ptdins= Phosphatidylinositol (z. B. Ptdins(4,5)P2 -
Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat); Ins= Inositol (z. B. Ins(1,3,4,5)P4—
Inositol(1,3,4,5)tetrakisphosphat); PP-IP5= Diphosphoinositolpentakisphosphat(InsP7), [PP]2-I1P4=
Bisdiphosphoinositoltetrakisphosphat (InsP8).

1.4.1 Nomenklatur der Inositolphosphate
Inositol wurde erstmals von Joseph Scherer aus Muskelgewebe isoliert (Kompanje et al.,

2007, Scherer 1850,1851). Es existieren neun verschiedene Isomere, wobei das myo-Inositol
dasjenige zu sein scheint, welches am ehesten fiir die Verwendung als Signalmolekiil geeignet
ist (Kersting et al., 2003). Bisher konnten 37 Inositolisomere in verschiedenen biologischen
Systemen identifiziert werden (Irvine et al., 2005, York et al., 2006). Interessant ist, dass das
myo-Inositol bereits bei Archeaebakterien vor 2 Milliarden Jahren synthetisiert und
metabolisiert werden konnte (Michell, 2007).

Zur Nomenklatur: Am Inositolring befinden sich insgesamt sechs Hydroxylgruppen. Jede

davon kann phosphoryliert werden. Es ergeben sich mathematisch 63 Isomer-
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Kombinationsméglichkeiten (2" - 1, n = 6). Eine bildhafte Darstellung liefert Agranoffs
Schildkrote (1978) (Abbildung 1-5). Die Schildkréte stellt myo-Inositol in der sogenannten
Sesselkonformation dar. Das rechte Bein markiert die D1-Position. Die Nummerierung der C-

Atome des Rings erfolgt gegen den Uhrzeigersinn.

Abbildung 1-5: Drei Darstellungsmoglichkeiten fiir myo-Inositol.

A: Agranoffs Schildkrote stellt eine graphische Gedachtnishilfe bei der Nummerierung der InsPs dar.
Das rechte Vorderbein markiert die D-1’-Position, von dort aus wird gegen den Uhrzeigersinn
nummeriert (Agranoff, 1978). B: Strukturformel von myo-Inositol. C Strukturformel von myo-Inositol
in der Sesselkonformation.

1.4.2 Inositolhexakisphosphat
Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich ausschlieBlich mit der Kinase, die aus InsPs InsPg

herstellt, daher wird hier nur auf diese beiden Inositolphosphate ndher eingegangen. In
eukaryotischen Zellen liegt das Inositolpentakisphosphat (InsPs) zu 95% als Ins(1,3,4,5,6)Ps—
Isomer vor. Es ist die direkte Vorstufe zum InsP¢. Aus InsPs konnen viele weitere hoher
phosphorylierte Inositolphosphate hergestellt werden. Der Hauptsyntheseweg verlduft
folgendermaBlen (Fuji und York, 2005, Seeds et al., 2004):

In der Hefe:

Inositol-Polyphosphat-Multikinase Inositol-Polyphosphat-Multikinase

(IPMK) (IPMK)
Ins(1,4,5)P; » Ins(1,4,5,6)P, » Ins(1,3,4,5,6)Ps

In Vertebraten:

IPMK / InsP;K Ins(1,4,5,6)P4-5-Phosphatase

Tns(1,4,5)P; > Ins(1,3,4,5)P, > Tns(1,3,4)P;
Ins(1,3,4)Ps-5/6-Kinase Inositol-Polyphosphat-Multikinase

Ins(1,3,4)P; LETKD » Ins(1,3,4,6)p, MK » Ins(1,3,4,5,6)Ps
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Gemeinsame Endstrecke:

Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase (IP5K)
Ins(1,3,4,5,6)Ps » Ins(1,2,3,4,5,6)P¢

4

Im Menschen wird Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat (InsPs oder ,,Phytat) somit aus
Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat hergestellt. Hierfiir verantwortlich ist die Inositol-
1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase (IPSK oder Ipkl). Urspriinglich wurde InsPg als
Phosphatspeicher in Pflanzen nachgewiesen (Ives et al., 2000, Raboy 1990, Drgbak 1992,
Cosgrove 1963, Posternak und Posternak 1929).

In der Hefe konnte gezeigt werden, dass InsPs,, InsPs und InsPs¢ an der
Chromatinremodellierung beteiligt sind (Shen et al., 2003). InsP¢ inhibiert hierbei das
Mobilisieren des Nukleosoms, in welchem es mit den Proteinen NURF, ISW2 und INOSO
Komplexe bildet (Shen et al., 2003). In Vogeln senkt es die Sauerstoffaffinitit des
Héamoglobins, indem es an bestimmten Bindungsstellen als Ligand gebunden wird und
hierdurch eine Konformationsidnderung hervorruft (Knapp et al., 1999). Damit wird die
Sauerstoffaffinitit im Sinne des Bohr Effektes beeinflusst (Coates, 1975). Ahnliches wurde in
dem arktischen Fisch Anarhichas minor entdeckt (Verde und Prisco, 2002). Eine Wirkung als
Neurotransmitter wurde in Amphibien vermutet (Menniti et al., 1993).

InsPs und InsPs hemmen die InsPs-3-phosphatase (Genname MINPP1) und die InsPs/InsP4-5-
Phosphatase (Genname INPP5B) (Veiga et al., 2006, 2009, Hoer und Oberdisse, 1991), was
eine Produktion von InsPs und InsPs im Rahmen einer negativen Riickkopplung hemmt und
damit ein Uberangebot von hoher phosphorylierten Inositolphosphaten vermeidet.

In den [-Pankreaszellen von Siugern wurde gezeigt, dass InsPs Serin/Threonin-
Proteinphosphatasen inhibiert, wodurch es zu einer Aktivititssteigerung von Kalziumkanélen
kommt (Campbell et al, 1997, Speed et al., 1996). Durch die Fihigkeit, Kanile zu
beeinflussen, erhilt InsPgs auch eine Rolle in der neuronalen Informationsweiterleitung (Lu et
al., 2002). AuBerdem ist in Tiermodellen nachgewiesen worden, dass extrazelluldres InsPg
eine hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum hat (Ferry et al., 2002).

InsPg spielt auBerdem eine Rolle bei der Regulierung verschiedener biologischer Vorginge als
Co-Stimulator, indem es an Adaptorproteine bindet und diese in ihrer Funktion modifiziert.
Auf diese Weise kann InsPg die Funktion von Clathrin in der Zelle stimulieren und die
Vesikelbildung damit hemmen (Ye et al., 1995, Norris et al., 1995).

Es wurde gezeigt, dass InsPs spezifisch an die Ku Komponenten der DNA-abhingigen
Proteinkinase (DNA-PK) bindet und so ihre Aktivitit im NHEJ (non-homologous end-
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joining) von DNA-Doppelstrangbriichen steigert (Byrum et al., 2004). Das humane RNA
editierende Enzym ADAR?2 und das tRNA editierende ADATI in S. cerevisiae bendtigen
beide InsP¢ als strukturbildenden Cofaktor (Macbeth et al., 2005). In Pflanzen stellt InsPg
einen wichtigen strukturbildenden Bestandteil des Auxinrezeptors dar. Auxine sind
pflanzliche Wachstumshormone (Tan und Zheng 2008, Tan et. al 2007).

In Sdugern und in Hefen ist InsP¢ essentiell fiir den mRNA Transport. Dabei wirkt InsPg als
Co-Aktivator des Kernporenproteins Glel, welches die ATP-abhingige DExD/H-Box-
Helikase Dbp5 aktiviert (Miller et al., 2004). Seit neuestem wird postuliert, dass ein Mangel
an InsPg eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Demenz vom Alzheimer-Typ
spielen konnte (Anekonda et al., 2011). Hier konnten sich neue therapeutische Ansitze
ergeben. Es wurde nachgewiesen, dass erhohte InsPe-Spiegel in Maéusehirnzellen einen
verbesserten Oxidationsschutz gegen z. B. Sauerstoffradikale erzeugen. Durch zusitzliche
Hochregulierung der Proteine SIRT1 und PAMPK/AMPK wird der Stoffwechsel der
Mitochondrien stimuliert und der Abbau von Abfallstoffen beschleunigt. Hierdurch wird die
Produktion von AP180 und AP Oligomeren reduziert, welche bei Vorliegen einer Alzheimer
Demenz vermehrt in der Zelle zu finden sind. Insofern konnte InsPg die demenzielle

Entwicklung verlangsamen (Abbildung 1-5).
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Abbildung 1-5: Wirkung von InsPg auf die Entwicklung der Alzheimer Demenz, modifiziert nach
Anekonda et al., 2011

1.4.3 Inositolpyrophosphate
Die letzte Stufe im Metabolismus der Inositolphosphate stellen die Inositol-Pyrophosphate

dar. Aus dem InsPg¢ kann durch die InsP¢-Kinase InsP; hergestellt werden. Es liegt als PP-
InsPs vor. Ebenso konnte InsPg ([PP],-InsPs) nachgewiesen werden. Beide enthalten
energiereiche Verbindungen &hnlich dem ADP. Dadurch konnte ihnen die Aufgabe der
Energielieferung oder eines Phosphattransfers zukommen. In héheren Organismen ist die
Konzentration jedoch sehr gering (Luo et al., 2003, Lin et al., 2008, Menniti et al., 1993,
Saiardi et al., 1999).

In der Hefe konnte nachgewiesen werden, dass InsP; und InsPg moglicherweise an der
Endozytose, der DNA-Reparatur und der Apoptose von Ovar-Karzinom-Zellen beteiligt sind
(Mulugu et al., 2007, Chakraborty et al., 2011).
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1.5 Die Enzyme des Inositolphosphatmetabolismus

1.5.1 Inositolphosphatphosphatasen (IPP)

Allgemein unterscheidet man drei Klassen der Inositolphosphatphosphatasen. Die p-
Ins(1,4,5)Ps/p-Ins(1,3,4,5)P4 5-Phosphatasen (Genname: MINPP) stellen einen frei diffusiblen
Typ dar. Sie hydrolisieren wasserlosliches InsP; und InsP4. Eine weitere Klasse von IPPs liegt
membranstindig vor. Die Enzyme dieser Klasse dephosphorylieren p-Ins(1,4,5)Ps, p-
Ins(1,3,4,5)P,4, PtdIns(4,5)P, und Ptd(3,4,5)P; (Genname: INPP5B). Die dritte Klasse der IPPs
stellen die SHIP und die SHIP2 dar (SHIP: SH2-domain-containing inositol phophatase,
Genname: INPP5D), welche Inositolpolyphosphate an der 5°-Position dephosphorylieren
konnen (Majerus et al., 1999, Irvine et al., 2001, Shears 2004).

1.5.2 Die Inositolphosphatkinasen (IPK)
Inositolphosphate sind in nahezu allen Geweben vorhanden. IThre Verteilung und das

Auftreten der umsetzenden Enzyme variiert jedoch nach dem Bedarf des jeweiligen Gewebes.
Drei Arten von IPKs konnen anhand von Sequenzihnlichkeiten voneinander unterschieden
werden, die im Folgenden beschrieben werden. Es handelt sich um die Inositol-1,3,4,5,6-
pentakisphosphat 2-Kinase (IPSK, Genname: IPPK), die Inositol-1,3,4-trisphosphat 5/6-
Kinase/Inositol-3,4,5,6-tetrakisphosphat 1-Kinase (ITPK1, InsP3-5/6-K/InsP4-1-K) und drei
Subfamilien der PDKG-Kinasen: die Inositol-1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen (IP3K in drei
Isoformen), die Inositolpolyphosphatmultikinase =~ (IPMK) und die  Inositol-
hexakisphosphatkinase (IP6K, drei Isoformen) (Saiardi 1999, Saiardi et al., 2000, 2001).

1.5.2.1 Die PDKG-Kinasen
Die IP3Ks, die IPMK und die IP6Ks gehoren zu der Familie der PDKG-Kinasen. Sie werden

deswegen so bezeichnet, weil sie im C-Terminus ein bestimmtes Aminosdurenmotiv (P-C-
[VI]-[ML]-D-X-K-[MI]-G) enthalten. Dieses ist essentiell fiir die Positionierung des InsP-
Substrates und des ATPs bei dem Phosphattransfer (Bertsch et al., 2000). Ein GFR-Motiv
konnte 2004 in der Arbeitsgruppe von Prof. Mayr identifiziert werden (Deschermeier, 2004).
Weitere Motive sind das SSLL-Motiv (Saiardi et al., 2000) (Katalyse) und das DFG/A-Motiv
(ATP-Bindung). Die Zielsteuerungsdominen liegen N-terminal (Abbildung 1-6,
Nalaskowski und Mayr, 2004).
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Abbildung 1-6: Schematische Darstellung funktionaler Bereiche humaner Inositolphosphatkinasen
(Brehm, 2006); ABD (rot): Aktinbindungsdomane; CaM (grau): Calmodulinbindungsdomane; PDKG-
Motiv (schwarz): Substratausrichtung und Phosphattransfer; G[FV]R-Motiv (blau) und GFR-Motiv
(tarkis): InsP-Bindung; SSLL-Motiv (gelb): Katalyse; DF[GA]-Motiv (orange): ATP-Bindung; NLS
(weinrot-weiR schraffiert): nukledres Lokalisationssignal; NES (rosa): nukledres Exportsignal, IPMK-
Domdne (grin-weiR gestreift); Grasp-Domane (dunkelgrau): ATP-Bindung. Die katalytischen
Domaénen sind durch eine schwarz-weille Schraffierung markiert.

1.5.2.2 Die Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase
Das erste Enzym, das InsPs zu InsPg phosphoryliert, wurde in der Hefe entdeckt. Es trigt die

Bezeichnung Ipkl (Ongusaha et al., 1997 und 1998). In Saccharomyces cerevisiae und S.
pombe wurde eine essentielle Rolle der Ipkl fiir den mRNA-Export nachgewiesen (Alcdzar-
Romén et al., 2006). So zeigen Mutanten von S. pombe, in denen das Enzym deaktiviert wird,
natiirlich eine stark verringerte Produktion von InsPg, aulerdem ist aber auch ihr mRNA
Export eingeschrinkt. Die Uberexpression der N-terminalen Domine von Ipkl, die keine
katalytische Aktivitit besitzt, filhrte in Wildtypzellen ebenfalls zu einem gestorten mRNA-
Export. Deshalb gehen die Autoren davon aus, dass die Rolle von Ipkl im mRNA-Export
auch eine nicht-katalytische Komponente besitzt. Das Gen SpDbp5 scheint dabei eine
entscheidende Rolle zu spielen. Es kodiert fiir DEAD-box Helikase Dbp3, die durch Glel und
InsPs aktiviert wird. Ahnliche Studien wurden in S. pombe mit der InsPs-Kinase Asp
durchgefithrt, um eine Rolle der hoherphosphorylierten InsPs (InsP; und InsPg)
auszuschlieBen. Die Deletion nur von Asp hatte keinen Einfluss auf den mRNA-Export
(Sarmah und Wente 2006).

Der Knock-down der Ipkl in Zebrafisch-Embryonen sorgt fiir eine signifikante Veridnderung
der Inositolphosphatspiegel. Zeitgleich konnten ein reduzierter Ca2+—Spiegel und schwere
Organfehlpositionierungen in den verdnderten Tieren festgestellt werden. Die natiirliche
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Links-Rechts-Symmetrie war schwer gestort (Sarmah et al., 2005, Webb und Miller 2003,
McGrath et al., 2003). Die Reduktion der Ipkl ruft auerdem eine niedrigere Mobilitét der
Zilien im Kupffer’schen Vesikel von Zebrafisch-Embryonen hervor (Sarmabh et al., 2007). Die
Ipk1 aus dem Zebrafisch ist zu 57% identisch zum Isoenzym des Menschen.

In der Maispflanze fanden Sun et al., 2007 zwei Enzyme, die als IPKIA und IPKI1B
bezeichnet wurden. Wihrend die IPK1B ausschlief3lich in den Wurzeln vorkommt, findet man
die IPK1A in der Volllinge und als Splicevariante in nahezu allen Geweben der Pflanze. Die
Substratspezifitit der Mais-IPK1 ist vielféltig. Ihre Hauptfunktion liegt in der Metabolisierung
des InsPs zu InsP¢. Abgesehen davon ist sie dazu in der Lage, andere Inositolphosphate an der

Stelle 2 zu phosphorylieren. Daraus ergeben sich folgende Wege:

myo-Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat —  myo-Inositol-1,2,3,4,5,6-hexakisphosphat
myo-Inositol-1,4,6-trisphosphat —»  myo-Inositol-1,2,4,6-tetrakisphosphat
myo-Inositol-3,4,5,6-tetrakisphosphat —»  myo-Inositol-2,3,4,5,6-pentakisphosphat

Uber die Sequenzihnlichkeiten zwischen Pilz-Ipkl konnte die Arbeitsgruppe von York in
2002 das menschliche Homolog identifizieren; die IP5K. Sie hat eine Groe von 56kD und
zeigt keine Ahnlichkeiten zu den anderen IPKs (York et al., 2002). Das Enzym wird
tiberwiegend in Herz, Gehirn, Hoden und Plazenta exprimiert, ist aber ubiquitir in allen
Geweben vorhanden. Mit einer Uberexpression des Enzyms in Ratten konnte der InsPg-
Spiegel erhoht werden, wogegen der InsPs-Spiegel rapide abgesenkt wurde (Verbsky und Fuji
2005). Im selben Jahr wurde der entgegengesetzte Effekt durch die Applikation von siRNA
erzielt (Verbsky et al., 2005). Auch eine anti-apoptotische Wirkung wird der IPSK
zugesprochen (Hawkins und Poyner 1993, Luther, 1995).

In Rattenzellen wurde fiir iiberexprimierte IPSK eine gleichméBige Verteilung zwischen
Zytoplasma und Kern beschrieben (Fuji und York et al., 2005). In menschlichen Zellen ist die
IP5K vornehmlich im Kern lokalisiert. Besonders grole Mengen der IPSK findet man in den
Kernregionen, die nur schwach von DAPI angefirbt werden. Dadurch lie} sich nachweisen,
dass sich das Enzym in den Nukleoli und im Euchromatin ansammelt (Brehm et al., 2007).
Durch Uberexpression von EGFP/HsIP5K in menschlichen Zelllinien konnte eine Steigerung
der InsPg-Produktion zu Lasten des Ins(1,3,4,5,6)Ps-Vorrates hervorgerufen werden. Des
Weiteren konnte festgestellt werden, dass das Enzym mit mRNA colokalisiert (Brehm et al.,
2007). Aus diesem Grund wurde die Vermutung aufgestellt, dass die IPSK moglicherweise
einen mRNA Exporter darstellt. Zellen, in denen Stress z. B. durch Inkubation mit Arsenit
(Brehm et al., 2007) aufgebaut wurde, zeigten zytoplasmatische Granula, die das Protein in
groBen Mengen zusammen mit poly(A)RNA enthielten. Dies wurde durch eine Colokalisation

mit den Proteinen PABP und TIAR bestitigt, die sich ebenfalls in solchen Stressgranula
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befinden. Die Tatsache, dass die katalytisch inaktive Totmutante der IPSK nicht in diesen
sogenannten ,,Stressgranula® (SG) lokalisiert war, zeigt, dass ihre Lokalisation in SGs von der

InsPg-Produktion abhédngt (Brehm et al., 2007).

1.5.2.3 Weitere Inositolphosphatkinasen
Die Inositolhexakisphosphat 5-Kinase Kcs1 und eine weitere Inositolhexakisphosphat-Kinase

stellen zusammen den groBten Teil der Inositolpyrophosphate her (Padmanabhan et al., 2009,
Luo et al., 2003, Saiardi et al., 2000). Viele Enzyme der Inositolphosphatkinasenkaskade
besitzen die Fihigkeit nicht nur die Katalyse durchzufiihren, die ihnen ihren Namen gibt,
sondern im geringeren Mafe auch andere Funktionen durchzufithren. Die Hefe-Ipkl,
beispielsweise, kann auBler der Phosphorylierung von InsPs zu InsPg auch die
Phosphorylierung von InsPs in der 3-Position katalysieren (Seeds et al., 2005). Die Enzyme
ITPK-A, ITPK-B und ITPK-C sowie die IPMK der Sduger verfiigen ebenfalls iiber
verschiedene Substratspezifititen (Frederick et al., 2005, Seeds et al., 2005, Leymann et al.,
2007). Die IPMK ist in Sidugerzellen dazu fihig, verschiedene Inositolphosphate zu
phosphorylieren (Leymann et al., 2007, Nalaskowski et al., 2004). Bisher schien sich die
Funktion darauf zu beschrinken. In neueren Studien scheint die IPMK im Siduger eine sehr
groBBe Rolle bei der Translation und damit fiir die Proliferation der Zelle zu spielen (Kim et
al., 2011). Es konnte nachgewiesen werden, dass die IPMK in Sdugerzellen eine Bindung mit
dem Komplex mTORC1 (mammalian Target of Rapamycin Complex 1) eingeht, welcher eine
Vielzahl intrazelluldrer Signalwege reguliert. Der Komplex phosphoryliert zwei
Schliisselenzyme des Zellzyklus, die die Translation von Proteinen vermitteln. Diese sind 4E-
BP1 (eukaryotic initiation factor 4E (eIF-4E) binding protein-1) und S6K1 (protein S6 kinase
1). Sobald die Bindung kiinstlich inhibiert wird, sind die Signalwege der Zelle durch den
fehlenden Aufbau der Enzymkaskaden gestort. Somit scheint die [IPMK als Co-Faktor fiir den
Zellzyklus essentiell zu sein. Interessant ist hierbei, dass die Funktion der IPMK innerhalb
dieses Komplexes unabhingig von ihrer katalytischen Aktivitit ist. Es wird daher postuliert,
dass die IPMK als scaffolding Protein wirkt, das die Proteine des Komplexes an ihrem
Wirkort zusammenbringt (Dennis et al., 2011).

Neueste Studien haben gezeigt, dass die IP6K?2 in Sédugerzellen den p53 induzierten Zelltod
vermittelt (Chakraborty et al., 2011). Die erste menschliche IP6K wurde 2007 beschrieben
(Fridy et al., 2007). Diese phosphoryliert Inositolphosphate an der Stelle 1 oder 3 (Lin et al.,
2008). In der gesunden Zelle stellt das Enzym Pyrophosphate her, die Insulinresistenz und die
Apoptose induzieren konnen. Die Casein Kinase 2 (CK2) phosphoryliert im Normalfall die

IP6K2 und induziert sekundir ihre Ubiquitinierung und den nachfolgenden proteasomalen
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Abbau. Durch diesen Vorgang wird die Apoptose reguliert. In Tumorzellen wird héufig eine
Uberexpression von CK2 beobachtet, wodurch die Funktion von IP6K2 extrem gehemmt wird

(Chakraborty et al., 2011).

1.6 Zielsetzung der Arbeit
In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mayr (durchgefiihrt von Dr.

Maria Brehm, Tobias Schenk und Xuefei Zhou) wurde begonnen, den
Zielsteuerungsmechanismus der Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphatkinase 2-Kinase (IP5SK)
zu untersuchen. Es wurde eingehend die Wirkung basischer Aminosiduren im N-terminalen
Bereich (AS1-180) auf den Kernimport der IP5K charakterisiert. Hierbei wurden
verschiedene Aminosiuren identifiziert, deren Mutation eine Verringerung des Kernimportes
erzeugt. Eine eindeutige Zuordnung bestimmter Aminosiuren zu einer NLS-Funktion konnte
jedoch nicht abgeschlossen werden, denn keine der untersuchten Mutationen fiihrte zu einer
kompletten Inhibition des Kernimportes. Auch ein putatives monopartites NLS im Bereich
der Aminosduren 41-43 erwies sich nicht als hinreichend fiir den Kernimport der IP5K. Es
sollte daher in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob eine Kombination von
Mutationen basischer Aminosiduren zur Aufklidrung des NLS im Protein beitragen konnte.
Dass die IP5K aktiv und exportinabhéngig aus dem Kern exportiert wird, konnte bereits
gezeigt werden (Brehm et al., 2007). Die NES-Aktivitit der IPSK wurde dabei dem
Aminosdurebereich 200-300 zugeschrieben, die Identifizierung der verantwortlichen
Aminosduren im Einzelnen stand aber noch aus. Da NES meist aus einer Anhdufung von
Leucinen und leucindhnlichen Aminosduren gebildet werden, sollte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob die IPSK solche Sequenzen enthilt und, wenn ja, ob diese fiir
den Kernexport der IP5K hinreichend und notwendig sind. Dabei sollte zusétzlich gepriift
werden, ob die Lokalisation von IPSK-Mutanten iiber lingere Zeitrdume stabil bleibt.

Sowohl die endogene IP5K als auch das iiberexprimierte GFP/IPSK Fusionsprotein wurden in
Nukleoli nachgewiesen (Brehm et al., 2007). Auch hier ist nicht bekannt, ob die IPSK mittels
eines oder mehrerer Nukleoluslokalisationssignale (NoLS) in den Nukleolus gelangt, oder ob
sie iber Interaktion mit nukleoldren Proteinen iiber ein Retentionssignal im Nukleolus
gehalten wird. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb in silico nach putativen NoLS
gesucht, und in eukaryotischen Zellen untersucht werden, ob die Mutation solcher putativer
Signale eine Verringerung der nukleoldren Lokalisation der IP5K hervorrufen kann.
Zusammengefasst bestand das Ziel dieser Arbeit also darin, die Identitdt und den funktionalen

Kontext der Lokalisationssignale der IPSK aufzudecken.



2. Materialien und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien werden von folgenden Firmen bezogen:

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland), GIBCO BRL (Eggenstein, Deutschland), VWR
International (Darmstadt, Deutschland), Roche (Mannheim, Deutschland) und Biomol

(Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Enzyme
Die verwendeten Enzyme wurden kommerziell von MBI Fermentas (Heidelberg) erworben.

T4-DNA-Ligase GIBCO BRL

Tag-DNA-Polymerase GIBCO BRL

Pfu-DNA-Polymerase Promega, USA

2.1.3 Kits

Big Dye Terminator Kit Applied Biosystems (Weiterstadet,
Deutschland)

Nucleospin Plasmid DNA Purification Kit Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)

QIAEX II Gel Extraction Kit Machery-Nagel (Diiren, Deutschland)

2.1.4 Bakterienstamm XL1 blue
Spezifikationen: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’proAB lagl’

ZDM15 Tnl0 (Tetl)]; Bullock 1987; Stratagene (Amsterdam, Niederlande)

2.1.5 Zelllinien

2.1.5.1 NCI-H1299-Zellen (Homo sapiens)
Es handelt sich bei dieser Zelllinie um menschliche epitheliale Lungenkarzinomzellen, die zur

Expression des Enzyms IPSK verwendet werden. In ihnen ist das p53 Gen homozygot
deletiert. Die Kultur wichst adhédrent auf dem Objekttriager. Der Durchmesser einer Zelle liegt

bei ca. 25 um.



2.1.5.2 HeLa-Zellen (Homo sapiens)
HeLa Zellen (DSMZ No. ACC 57) sind menschliche epitheliale Cervixkarzinomzellen. Sie

werden ebenfalls zur Expression verwendet.

2.1.6 Puffer und L6sungen

2.1.6.1 Puffer

Pfu-Puffer 20mM Tris/HCI pH 8,8
10mM KCl1
10mM (NH4),SOq4
2mM MgSO4
0,1% Triton X-100 (w/v)
100pg/ml BSA (w/v)), Stratagene

1xPBS-Puffer 140mM NaCl
3mM KCl1
100mM NazHPO4

1xTAE-Puffer 2M Tris-Acetat
1mM EDTA

pH 8,0 mit NaOH einstellen

2.1.6.2 Medien und Lésungen fiir die Bakterienkultur

LB Medium: (Luria Broth, GIBCO BRL, Eggenstein, Deutschland)
4¢g Bacto-Trypton
2g Hefeextrakt
4g NaCl
add 400ml ddH,O
pH 7,2 mit NaOH einstellen
Autoklavieren, Lagerung bei 4°

Agarplatten: (Luria Broth Base/Select Agar, GIBCO BRL. Eggenstein, Deutschland)
4¢g Bacto-Trypton
2g Hefeextrakt
6g Bacto-Agar
0,5ml 4M NaCl
add 400ml ddH,O
zufiigen von 0,4ml Selektionsantibiotikum
Lagerung bei 4°

2.1.6.3 Medium fiir die Kultivierung von H1299-Zellen bzw. HeLa-Zellen
Dulbecco’s MOD Eagle Medium (DMEM)

10% FCS
1% Penicillin-Streptomycin



2.1.7 Oligonukleotide
Die verwendeten Nukleotide werden von der Firma MWG (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

Sie werden zur Herstellung von Plasmiden mit gezielt mutagenisierter DNA verwendet (vgl.

QuikChangeMutagenese).

2.1.7.1 Mutagenese-Primer fiir die Deletion Leucin reicher Regionen in der IP5K

QuikChange-Mutagenese Region LI - A82-90

MKO001 5’ - ggg agg tcg ttc age tac cta aga tac aat ctg aaa gac c - 3’
MKO002 5’ - ggt ctt tca gat tgt atc tta ggt age tga acg acc tcc ¢ - 3’
QuikChange-Mutagenese Region L2 - A233-242

MKO033 5’ - ccc gtg get gac tgg age gag cct tee aac gge ctg gee agt ggg - 3°
MKO034 5’ - ccc act gge cag gee gtt gga agg cte get cca gte age cac ggg - 3’
QuikChange-Mutagenese Region L3 - A261-270

MKO035 5’ - aca agg gct gtg atc agg gag agt ggc tcg gac aag ggec cgg - 3’
MKO036 5’ - ccg gee ctt gte cga gec act cte cct gat cac age cct tgt - 3°

QuikChange-Mutagenese Region L4 - A327-335

MKO003 5’ - ttc tgt aca aaa ccc tcc agg aag gec tct ace cte tgta - 3’
MKO004 5’ -tac aga ggg tag agg cct tcc tgg agg gtt ttg tac agaa - 3’
QuikChange-Mutagenese Region L5 - A369-376

MKO005 5’ - atg ggc ctt atg atg aag cat cca ctg agg atg acg ggac - 3’
MKO006 5’ - gtc ccg tea tee tea gtg gat get tea tca taa gge ccat- 3’

QuikChange-Mutagenese Region L6 - A433-442
MKO007 5’ - cat cga ggt cca ggt ttg cca agc cct acg aga geca ttc ¢ - 3’
MKO008 5’ - gga atg ctc tcg tag ggce ttg gca aac ctg gac ctc gatc - 3’

2.1.7.2 Mutagenese-Primer zur Erzeugung von Einzelmutationen in Leucin reichen

Sequenzen der IP5K

QuikChange-Mutagenese Region L2 - L233A/L237A/F240A/F242A

MKO039 5’ - gag ctt gca cac cac gecc aag ccg gee gee gec cct tee aac gge ctg - 3°
MKO040 5’ - cag gcc gtt gga agg ggc ggc ggc cgg ctt gge gtg gtg tge aag cte - 3°
QuikChange-Mutagenese Region L3 - 1L233A/L.237A/F240A/F242A

MKO058 5’ - ggg age tgg tge acg cgg cca cac ggg cag cag caa gtg gct cgg aca ag - 3°¢
MKO059 5’ - ctt gtc cga gee act tge tge tge ccg tgt gge cge gtg cac cag cte cc - 3¢
QuikChange-Mutagenese Region L6 - V437A/L438A/L440A/L442A

MKO037 5’ - gtt tge ctt ttc cgt gte tge gge gga cge tga cge caa gec ctacga g -3’
MKO038 5’ - ctc gta ggg ctt ggc gtc age gtc cge cge aga cac gga aaa ggc aaa ¢ - 3°



2.1.7.3 Mutagenese-Primer zum Einfiigen der Sequenz L6 (433-FSVSVLDLDL-442) in die
Multiple Cloning Site von pEGFP-C1

MKO049 5¢ - agt ccg gac tca gat ctc gat ttt ccg tgt ctg tgc tgg acc ttg acc tct aag gta ccg
cgg gee gatc - 3°
MKO050 5¢ - gat ccc ggg cce geg gta cct tag agg tca agg tcc age aca gac acg gaa aat cga

gat ctg agt ccg gac t - 3°

2.1.7.4 Sequenzier-Primer fiir die IP5K

Bezeichnung | Sequenz (5°-3’) Bindungsstelle

MN117 agc tag cat gga aga ggg gaa gat gga 1-27

MNI118 gag atc tga gac ctt gtg gag aac taa tg 1446-1474 (3’Oligonukleotid)
MNI121 tct gtc gat act geca tgc ac 473-492

MN124 tgc aga tgt tgg acc tgc tg 980-999

MN125 ttg ttc tgt gcc tee tge ag 582-601 (3’ Oligonukleotid)

2.1.7.5 Sequenzier-Primer fiir die Multiple Cloning Site von pEGFP-C1
MNOO08 5¢ - cat ggt cct gct gga gtt cgt g - 3°

2.1.7.6 Mutagenese-Primer zur Deletion der Vertebraten-Inserts in der IP5K
Deletionl: 5’ - cac ttt gcc ttg aag agt ttg ctg / ttc agt agg agc ctt cge tge caa gg - 3’
Deletion2: 5’ - gca gat gtt gga cct gct gga caa / ggt gca gea gta ccg cg - 3°

2.1.7.7 Mutagenese-Primer zur Pseudo-Phosphorylierung bzw. -dephosphorylierung C-
terminaler SP-Motive im Vertebrateninsert 1 (AS 202-297)
Mutagenese S271E/S273E

MKO023 5¢ - tga tca cac ggg tgc tge tgg agg gcg agg aca agg gec ggg cag geac - 3°
MKO024 5¢ - gtg cct gee cgg ccc ttg tee tcg cec tee age age ace cgt gtg atc a - 3°¢
Mutagenese S271A/S273A

MKO31 5’ - tga tca cac ggg tge tgce tgg cag geg cag aca agg gec ggg cag gecac - 3’
MKO032 5’ - gtg cct gee cgg ccc ttg tet geg cct gee age age ace cgt gtg atc a - 3°
Mutagenese S282FE

MKO13 5‘- ggc cgg geca gge ace ctg gag ccg ggg cte ggg cct cag gg - 3°

MKO14 5°- ccc tga gge ccg age cce ggc tee agg gtg cct gee cgg cc - 3°
Mutagenese S282A

MKO027 5°- ggc cgg geca gge acc ctg gea ccg ggg cte ggg cct cag gg - 3¢

MKO028 5¢ - ccce tga gge ccg age cce ggt gee agg gtg cet gee cgg cc - 3¢
Mutagenese S296E

MKO19 5¢ - gee cge gag tet geg aag ccg age ctt tca gta gga gec tte get g - 3¢

MKO020 5¢ - cag cga agg ctc cta ctg aaa ggc tcg get tcg cag act cgc ggg ¢ - 3¢




Mutagenese S296A

MKO029 5¢ - gee cge gag tet geg aag ccg cac ctt tca gta gga gece tte get g - 3°
MKO030 5¢ - cag cga agg ctc cta ctg aaa ggt gcg get tcg cag act cge ggg ¢ - 3°
Mutagenese F298E

MKO041 5¢ - cga gtc tge gaa gece age cct gag agt agg agc ctt cgc tge - 3¢
MKO042 5¢ - gca gcg aag get cct act ctc agg get gge tte gea gac teg - 3¢

2.1.7.8 Mutagenese-Primer zur Untersuchung putativer nukledrer Lokalisationssignale in
der IP5K

Mutagenese K173A/K175A

TS35 5¢ - ctc aag gta gca act ggg gcg tgg geg cag atc age aaa tac tgt - 3°
TS36 5¢ - aca gta ttt gct gat ctg cge cca cge ccc agt tgc tac ctt gag - 3°¢
Mutagenese K179A

TS37 5¢ - cag atc agc gcg tac tgt ccc - 3°

TS38 5¢ - ggg aca gta cgc get gat ctg - 3°

Mutagenenese K155A/K157A

MKO09 5¢ - gat gtc acg tct gag atg gcg tct gcg gtc agt cga tac age - 3’
MK10 5¢ - gct gta tcg act gac cge aga cgce cat ctc aga cgt gac atc - 3’

Diese Primer wurden erstellt, um die genannten Mutationen einzufiigen, ohne die bereits

eingefiigten Mutationen K173A/K175A/K179A zu zerstoren (vgl. Ergebnisse Kapitel 3.5).

2.1.7.9 Mutagenese-Primer zur Untersuchung eines putativen Nukleoli-Lokalisationssignals

Mutagenese R120A/L121A/R124A
MKO043 5¢ - tgc ctt cct aat tta acc gca gcc caa acc tac gec ttt gca gag cac ¢ - 3°
MKO044 5¢ - ggt gct ctg caa agg cgt agg ttt ggg ctg cgg tta aat tag gaa ggc a - 3°

2.1.8 Vektoren
Als Vektor werden doppelstringige DNA-Ringe bezeichnet. Auf einem solchen Ring kénnen

Erbinformationen wie in genomischer DNA hinterlegt werden. Die DNA-Sequenz der IPSK
wurde von Dr. Marcus Nalaskowski in den Vektor pEGFP-C1 der Firma Clontech
(Heidelberg, Deutschland) einkloniert (Brehm et al., 2007). Bei der transienten Expression
des Enzyms in H1299- bzw. HelLa-Zellen entsteht ein Fusionsprotein mit EGFP (enhanced
green fluorescense protein) aus der Qualle Aequora Victoria. Dadurch ist die Visualisierung
der intrazelluldren Lokalisation des Enzyms mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie moglich.

Der Vektor enthilt eine Kanamycin-Resistenz.
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Abbildung 2-1: Der Vektor pEGFP-C1; aus dem BD Biosciences Clonetech Datenblatt entnommen

2.1.9 Software
Kappa ImageBase Kappa

CoralPhotoPaint
BioEdit

Office 2007
ImageJ

PyMol

2.1.10 Geriteliste
Analysenwaage BP 221S

Autoklav 5075 ELV

Brutschrank fiir Bakterienkultur

Duran Glasgerite

Feinwaage PM 480 Delta range
Fluorezenzmikroskop Axiovert 25 CFL
Gelkammer fiir horizontale Elektrophorese
Heizblock Thermomixer 5436

Inkubator mit CO,-Begasung fiir Zellkultur
Kamera DX30

Laborschiittler

Magnetrithrer MR 3001 K
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Kappa

Corel

Tom Hall

Microsoft

Wayne Rasband, NIH, USA
DeLano Scientific LLC

Sartorius
Systec
Memmert
Schott, Brand
Mettler

Zeiss
MWG-Biotech
Eppendorf
Heraeus
Kappa
Gerhardt
Heidolph



Mischer Vortex Genie 2 Scientific Industries

Monitor Panasonic
PCR-Maschinen: Mastercycler Gradient | personal Eppendorf
Netzanschlussgerit Gene Power Supply GPS 200/400 Pharmacia
Netzanschlussgerit Power Supply E835 Consort
Netzanschlussgerit Power Supply 2197 LKB Bromma
pH-Meter pH526 WTW
pH-Elektroden SenTix mic und Sentix 41 WTW
Photometer BioPhotometer Eppendorf
Pipette, Model Reference, 1 - 10 pul Eppendorf
Pipette, Model Reference, 10 - 100 ul Eppendorf
Pipette, Model Reference, 100 - 1000 pl Eppendorf
Pipettierhilfe accu-jet Brand
Schiittelinkubator Serie 25 New Brunswick,
Scientific Co. Ins.
Sterile Werkbank Microflow Biological Safety Cabinet MDH
Sterile Werkbank Herasafe Heraeus
Tischzentrifuge Biofuge pico und Biofuge fresco Heraeus
UV-Tisch (312nm) Bachhofer
Videodokumentationssystem, Kamera VarioCam Phase
Zentrifuge Sorvall RC 5C plus mit GSA- und SS-34-Rotor Sorvall

2.1.11 Verbrauchsmaterial
Kammerdeckgliser (2, 4 oder 8§ Kammern) Nalgen Nunc International

Gewebekulturflaschen aus Polystyrol (steril), 25 cm”und 75 cm?  Greiner

Injektionskaniile 0,55/25 mm Braun

Kiivetten Uvette 220 (50-2.000 ul) Eppendorf

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

Reaktionsgefile aus Polypropylen (0,2; 0,5; 1,5 und 2,0 ml) Eppendorf
Probenrohrchen mit Schraubverschluss aus Polypropylen,

Spitzboden (steril, S0 ml, BlueMax) Greiner
Probenrohrchen mit Schraubverschluss aus Polypropylen,

Spitzboden (steril, 15 ml, BlueMax) Greiner
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 QuikChange-Mutagenese zur Verdnderung von DNA-Sequenzen
Die QuikChange-Mutagenese ist eine abgewandelte Anwendung der Polymerase

Kettenreaktion (PCR). Sie wird angewendet, um die DNA-Sequenz auf Plasmiden gezielt zu
verdandern. In der Konsequenz édndert sich die Primérstruktur des exprimierten Proteins. Mit
dieser Technik ist es moglich, einzelne oder mehrere Aminosduren auszutauschen, zu
deletieren oder einzufiigen. Die eingesetzten Primer enthalten in ihrer Mitte die gewiinschte
Veridnderung gegeniiber dem Wildtyp. Die beiden Primer sind zueinander komplementir. Die
eingefiigte Veridnderung bindet nicht vollstindig an den Ursprungsstrang, so dass bei der

Elongation die Mutation in den neuen Strang eingebaut wird. Der Ansatz wurde wie folgt

angesetzt:

Menge Komponente

50ng Plasmid-DNA

10ng Primer (5 oder 3°)

125uM dNTPs (40mM)

1U PfuUltra DNA Polymerase
2,5ul 10x Pfu-Puffer

Add 25pl ddH,O

Um die Effizienz der Methode zu steigern, wird pro Primer je ein einzelner Ansatz hergestellt.
Zunichst werden im Thermocycler 10 praPCR-Amplifikationszyklen durchgefiihrt. Dafiir

wird folgendes Protokoll verwendet:

Schritt Zeit [sec] Temperatur ['C] | Bezeichnung

1 30 95 Initiale Denaturierung
2 30 95 Denaturierung

3 60 55 Hybridisierung

4 X 68 Elongation (1min/kb)

AnschlieBend werden die Ansétze vereinigt und nach Zugabe von 1U Polymerase weitere 18
Zyklen durchlaufen. Zur Verlaufskontrolle wird eine Probe genommen, um sie anschlieend
mittels Agarosegel-Elektrophorese zu untersuchen. Es wird 1U des Enzyms Dpnl zu dem
Ansatz gegeben und fiir 3h bei 37°C inkubiert. Dpnl schneidet methylierte DNA. Das
verwendete Plasmid, auf dem der Wildtyp der IPSK codiert ist, enthélt im Gegensatz zu den
neu synthetisierten Stringen Methylgruppen. Dadurch werden nur die Matrizenstringe
geschnitten, und die erzeugte Enzymmutante bleibt in der Losung erhalten. Von der
verdauten Losung wird ebenfalls eine Probe entnommen und fiir eine Agarosegel-Analyse

aufbewahrt.




2.2.1.2 Agarosegel-Elektrophorese
In Agarosegelen ist es moglich, DNA-Fragmente nach ihrer Gré8e aufzutrennen. Zur

Herstellung eines 1%-igen Gels werden 0,5g Agarose (SeaKem LE Agarose, BMA Rockland,
ME USA) in 50ml 1xTAE aufgekocht bis die Losung durchsichtig wird. Die Losung wird mit
Iul Ethidiumbromid (2 mg/ml) versetzt und in eine Analysekammer zur Aushértung
gegossen. Durch einen eingesetzten Kamm werden Taschen erzeugt. Das fertige Gel wird mit
IXxTAE {iberschichtet, die DNA-Proben aus Schritt 2.2.1.1 mit 6xDNA-Probenpuffer versetzt
und anschlieBend in die Taschen des Gels pipettiert. Als Referenz wird eine 1kb DNA Leiter
(GeneRulerTM Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) aufgetragen. Es wird eine
Spannung von ca. 120V fiir 30min angelegt. Der Richtwert liegt bei 5V pro cm
Elektrodenabstand). Zum Abschluss wird das Gel auf einem UV-Transilluminator (312nm,
Bachofer, Reutlingen, Deutschland) fotografiert (Dokumentationssystem: VarioCam, Phase,

Liibeck).

2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Ubernachtkulturen (MiniPrep)
Plasmid-DNA wird gemifl dem Protokoll des NucleoSpin Kits aus XL1 blue Bakterien

extrahiert (Plasmid DNA Purification, Machery-Nagel, Diiren, Deutschland). Die Plasmide
wurden iiber eine Sdulenmatrix gereinigt. Die verschiedenen Puffer, die in dem Protokoll
verwendet werden, enthalten verschiedene Detergenzien, die die E.colis systematisch lysieren
und die Plasmid-DNA aufreinigen. Ein wichtiger Aspekt ist dabei der Einsatz von NaOH und
SDS. Im letzten Schritt wird die mehrfach gewaschene DNA von der Matrix-Sédule mit 100ul
ddH,O eluiert.

2.2.1.4 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung von DNA
Die gereinigte Plasmid-DNA wird fiir die Quantifizierung im Verhiltnis 1:20 verdiinnt. 100pl

der Losung werden in eine Kiivette tiberfithrt und bei 260nm im Photometer (BioPhotometer,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) vermessen. Eine optische Dichte von 1 spiegelt dabei
einen Wert von 50pg DNA/mI wider. Bei einem Verhéltnis ODyg0/280 = 1,8 bis 2,0 kann man

von einer gut gereinigten DNA ausgehen.

2.2.1.5 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung basiert auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 2007).

Die Didesoxyribonukleotide tragen verschiedene Farbmarker, so dass ein gemeinsamer
Ansatz verwendet werden kann. Die verwendeten Reagenzien werden gemif3 einem internen
Protokoll eingesetzt. Dazu gehdren 3ul des Big Dye Terminator Ready Reaction Mix
(Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland), Sul Half-Term-Puffer (Genpak/Genetix,
New Milton, UK), 500ng Plasmid-DNA und 15pmol des entsprechenden
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Sequenzieroligonukleotides in einem Endvolumen von 20ul. Die fertigen Ansitze

durchlaufen dann 25 Zyklen des folgenden PCR-Programmes im Wirmecycler.

Schritt Zeit [sec] Temperatur ['C] | Bezeichnung
1 10 96 Denaturierung
2 5 50 Hybridisierung
4 240 60 Elongation

Nach Beendigung der Reaktion wird die DNA mit 100%igen Ethanol gefillt und getrocknet.
AnschlieBend werden die trockenen Ansidtze einem hausinternen Labor zur Analyse

ibergeben.

2.2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.2.1 Transformation von E.coli Bakterien mittels Hitzeschock
Die durch die QuikChange-Mutagenese hergestellten Plasmide werden mit dieser Methode in

chemisch-kompetente XL.1 blue E.coli Bakterien eingebracht. Dazu wird ein Aliquot von
100ul, das bei -80°C gelagert wurde, fiir 20min auf Eis aufgetaut. Im Anschluss daran werden
10-100ng Plasmid-DNA zu der Suspension gegeben. Der Ansatz wird fiir weitere 30min auf
Eis inkubiert. Danach wird der Ansatz schnell fiir 60sec in einen Inkubator bei 42° tiberfiihrt.
AnschlieBend wird die Suspension fiir 2min zuriick auf Eis gestellt. Es wird 1ml LB-Medium
hinzugegeben und das Gefil fiir eine Stunde unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wird der Ansatz auf einer geeigneten Agarplatte ausplattiert. Der pEGFP-

Vektor trigt eine Kanamycin-Resistenz.

2.2.2.2 Wachstum und Lagerung der Bakterienstdmme
Der XL1 blue Stamm kann in Fliissig-LB-Medium unter Schiitteln (220rpm) oder auf Agar-

LB-Platten zum Wachstum iiber Nacht bei 37°C gebracht werden. Die Platten konnen, mit
Parafilm verschlossen, bei 4°C fiir vier Wochen aufbewahrt werden. Eine langerfristige
Lagerung ist ebenfalls moglich, wurde aber innerhalb dieser Arbeit nicht notwendig. Das

Verfahren wird hier nicht beschrieben.

2.2.3 Zellbiologische Methoden
Fiir die zellbiologischen Arbeiten werden ausschlieBlich sterile oder autoklavierte Materialien

verwendet. Als Arbeitsplattform dient eine S1-Werkbank.

2.2.3.1 Kontinuierliche Kultivierung von H1299- und HeLa-Zellen
H1299-oder HeLa-Zellen werden in Gewebekulturflaschen (75cm2) im Inkubationsschrank

bei 37°C und 5% CO, aufbewahrt. Nach jeweils 48h erreichen die Zellen vollstindige
Konfluenz und kénnen passagiert werden. Dafiir werden alle verwendeten Losungen auf eine
Temperatur von 37°C gebracht. Bevor die Zellen behandelt werden, wird unter dem

Mikroskop ihr Wachstumszustand tiberpriift. Danach wird das alte Medium von der Kultur
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gesaugt und der Zellrasen mit 10ml 1xPBS gewaschen. Anschlieend werden 1-2ml Trypsin-
EDTA (GIBCO ERL, Eggenstein, Deutschland) eingesetzt, um die Zellen vom
Flaschenboden zu l6sen. Dazu wird die Flasche fiir maximal 90sec in den Inkubationsschrank
zuriick gestellt. Mit frischem Medium wird das Fliissigkeitsvolumen auf 10ml aufgefiillt. 2ml
der Suspension werden in eine neue Flasche gegeben und mit 15ml frischem Medium
aufgefiillt. Die Suspension kann nach dieser Prozedur auch zur Aussaat in

Kammerdeckgldschen verwendet werden.

2.2.3.2 Aussaat eukaryotischer Zellen in Kammerdeckgldschen
Aus der restlichen Zellsuspension aus 2.2.3.1 konnen weitere Verdiinnungen fiir die Aussaat

in Kammerdeckglidschen (2, 4, oder 8 Kammern, Nunc, Wiesbaden) hergestellt werden. Zu 1-
2ml H1299-Zell-Suspension werden ca. 15ml frisches Vollmedium gegeben. AnschlieBend
wird die neue Verdiinnung gleichmiBig auf die Kammern verteilt. Es werden jeweils 2ml auf
die Kammern eines Deckgldschens verteilt. Eine Transfektion mit FuGene 6 (Roche,

Mannheim, Deutschland) kann sofort oder nach 24h Inkubation (37°C, 5% CO,) erfolgen.

2.2.3.3 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen
Fiir Expressionsversuche in eukaryotischen Zellen (H1299) wird die entsprechende Plasmid-

DNA in die Zellen eingebracht. Dafiir wird ein Ansatz hergestellt, der die DNA und ein
Transfektionsreagenz enthilt. Es werden 100ul OptiMEM (GIBCO BRL, Eggenstein,
Deutschland) auf 37°C vorgewarmt und in einem frischen 1,5ml-Eppendorf-Gefif3 vorgelegt.
Zunichst werden 2,5ul FuGene 6 (Roche, Mannheim, Deutschland) in das Medium gegeben.
Fiir eine optimale Verteilung des FuGene im Medium wird der Ansatz mit der Pipettenspitze
verriihrt. Bei einer Mischung auf dem Vortex wiirde das Reagenz an der Wand des Gefiles
hingen bleiben. Als néchstes wird 1pug der gewiinschten DNA zu dem Ansatz gegeben. Auch
diese wird mit der Pipettenspitze eingeriihrt. AnschlieBend wird der fertige Ansatz 20min bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Abschluss wird der Ansatz gleichmifig auf die Kammern
verteilt. Die Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz erfolgt fiir 24h, 48h oder 72h
bei 37°C und 5% CO..

2.2.3.4 Fixierung und Kernfdrbung eukaryotischer Zellen
Die Fixierung der Zellen in einem Kammerdeckgldschen erfolgt durch die Zugabe von

Paraformaldehyd (3% (w/v) in PBS). Dieses kniipft kovalente Bindungen zwischen freien
Aminogruppen benachbarter Proteine.

Nach der transienten Expression des gewiinschten Proteins fiir 24h bzw. 48h oder 72h in den
H1299-bzw. Hel.a-Zellen wird das Medium abgesaugt. Die Zellen werden anschlieBend

zweimal mit 1xPBS gewaschen. AnschlieBend wird das Paraformaldehyd auf die Zellen
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gegeben. Das Kammerdeckgldschen wird fiir 10min in den Brutschrank bei 37°C gestellt.
Danach wird erneut 2 mal mit 1xXPBS gewaschen. Mit einer frisch angesetzten DAPI-Losung
(10pg/ml in PBS) kann der Kern angefirbt werden. DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol-
dihydrochlorid) ist ein AT-spezifischer Fluoreszenzfarbstoff. Nach dem Interkalieren mit
DNA fluoresziert es unter der Anregung mit UV-Licht (340nm) mit einer Wellenléinge von
490nm. Die Zellen werden erneut fiir 10min in den Brutschrank gestellt. Ein letztes Mal
werden die Zellen mit PBS gewaschen und zum Schluss noch einmal fiir die Mikroskopie

tiberschichtet. Eine Lagerung ohne Fluoreszenzverlust ist bei 4°C fiir mehrere Tage moglich.

2.2.4 Computergestiitzte Methoden
Zur Quantifizierung der Kernlokalisation des tiberexprimierten EGFP-Fusionsproteins werden

mit dem Programm Photo-Paint (Corel Photo, Version 11) die Aufnahmen der EGFP-
Fluoreszenz und die der DAPI-Firbung iibereinander gelegt. Dadurch konnen die
verschiedenen Zellkompartimente eindeutig voneinander unterschieden werden. Durch die
Anwendung verschiedener Filter konnen mehrere iiberexprimierte Proteine in einer Zelle
getrennt betrachtet werden und anschlieend in Mischbildern ausgewertet werden.

Nachdem die Uberexpression von Fluoreszenzproteinen in menschlichen Zelllinien vollzogen
ist, konnen sie unter dem Mikroskop sichtbar gemacht werden. Das Programm ImagelJ ist eine
Java-basierte Freeware-Software, mit der Fluoreszenzintensititen in ausgewihlten Bereichen
(ROI, ,, Region of interest) gemessen werden konnen (Rasband 2006, Abramoff et al.,
2004). Pro Zellkompartiment werden je drei Fluoreszenzwerte gemessen und jeweils der
Mittelwert gebildet (Abbildung 2-2). AnschlieBend werden Quotienten gebildet, die das
Fluoreszenzverhiltnis zwischen den Kompartimenten beschreiben. Diese wurden in der
vorliegenden Arbeit als ,,Ratio* bezeichnet. Der Mittelwert aus den Messwerten im Kern wird
mit dem Buchstaben ,, N, der aus den Messwerten in den Nukleoli mit ,,Nu“ und der aus den
Messwerten aus dem Zytoplasma mit ,,C*“ bezeichnet. Diese Mittelwerte werden zueinander
ins Verhiltnis gesetzt:

Die Nu/N-Ratio bezeichnet das Verhiltnis der Fluoreszenzwerte von Nukleoli und Kern
zueinander. Analog dazu bezeichnet die N/C-Ratio das Verhiltnis der Fluoreszenzwerte
zwischen Kern und Zytoplasma. Eine N/C-Ratio > 1 bedeutet eine groere Fluoreszenz im
Kern als im Zytoplasma; eine N/C-Ratio < 1 bedeutet eine groBere Fluoreszenz im

Zytoplasma als im Kern.
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Nu/N-Ratio: Ry, n =—— N/C-Ratio: Ry e=—7-
s ix Ic
n n
Rnie = Kern-Zytoplasma-Ratio Rynun = Nukleolus-Kern-Ratio
In = Fluoreszenzintensitdt im Nukleus Ic = Fluoreszenzintensitit im Zytoplasma
n = Anzahl der Messungen
A B

Abbildung 2-2: Darstellung einer H1299 Zelle im Fluoreszenzmikroskop, in der das Fusionsprotein
EGFP/IP5K liberexprimiert wurde; A: Aufnahme der Beispielzelle durch einen griinen Farbfilter,
Darstellung von EGFP; B: Aufnahme der selben Zelle durch einen blauen Farbfilter, Darstellung von
DNA (Kern); gelbe Quadrate = Fluoreszenzwertmessung in den Nukleoli (Nu); rote Quadrate =
Fluoreszenzwertmessung im Kern (N); weile Quadrate = Fluoreszenzwertmessung im Zytoplasma
(C).

Bei jedem Uberexpressionsversuch werden 100 Zellen fotografiert und die Fluoreszenzwerte
wie beschrieben gemessen. Die ermittelten Ratiowerte werden anschlieBend in einer
Exceltabelle nach GroBe sortiert und logarithmisch in einer Graphik aufgetragen. Hierdurch
sind Verteilungsmaxima am ehesten zu beurteilen. Zur Signifikanzermittlung wird das
Programm SigmaStat (Version 3.10, Systat Software, Inc.) verwendet. Hierzu werden die
Ratiowerte der einzelnen Mutanten, die gemessen wurden, in einer separaten Datei
zusammengestellt und statistisch nach einem parameterfreien Signifikanztest nach Kruskal-

Wallis ausgewertet. Ein Wert von p<0,05 wurde als signifikant angesehen.



3. Ergebnisse
Die intrazelluldre Zielsteuerung vieler Proteine wird durch bestimmte Peptidsequenzen

vermittelt. Fiir einige dieser Zielsteuerungsdominen konnten bereits Konsensussequenzen
ermittelt werden. So existieren sogenannte nukledre Lokalisationssignale (NLS), deren
Konsensussequenz aus basischen Aminosiuren in bestimmter Abfolge bestehen (PKKKRKV
in SV40, KRPAATKKAGQAKKKK in Nucleoplasmin) (Kalderon et al., 1984, Fontes et al.,
2000, Fontes et al., 2003). Nukledre Exportsignale (NES), enthalten hédufig Leucine oder
Leucin &dhnliche Aminosduren (la Cour et al., 2003). Ebenso wurde {iiber nukleolidre
Lokalisations- bzw. Retentionssignale berichtet, die iiber folgenden Konsensus verfiigen:
[RR(/L)X5r]nnz1) + [L(P/N)(V/L)] (nn=1) (Mekhail et al., 2007).

In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Georg W. Mayr wurde bereits begonnen, die
intrazelluldre Lokalisation der IPSK zu untersuchen. Sowohl die endogene IPSK als auch die
als EGFP-Fusionsprotein iiberexprimierte Kinase befindet sich zum grofiten Teil im Kern, wo
eine Anreicherung im Euchromatin und in Nukleoli zu beobachten ist (Brehm et al., 2007).
Die IPSK muss somit aufgrund ihrer GroBe iiber ein NLS verfiigen. Dieses konnte auf den N-
terminalen Bereich (AS 1-180) eingegrenzt werden. Da die Kinase sich nach LMB-
Behandlung im Kern anreichert, muss sie auBerdem iiber ein Exportin bindendes NES
verfiigen, das sich vermutlich im Aminosdurebereich 200-300 befindet, dessen Identitiit aber
noch nicht eindeutig aufgeklirt werden konnte (Brehm et al., 2007). Welche Aminosiuren fiir
die nukleoldre Lokalisation verantwortlich sind, ist noch vollstindig unbekannt. Ziel dieser
Arbeit war es, genauer zu charakterisieren, welche Aminosiduren an der Zielsteuerung der
IP5K beteiligt sind, und zu untersuchen, ob die NES-Aktivitidt einer Feinregulierung durch
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung unterliegt.

Hierzu wurde durch QuikChange-Mutagenese eine Plasmid-Bibliothek von mutierten IPSK-
Varianten hergestellt. Die nach Vektortransfektion exprimierten IPSK/GFP-Fusionsproteine

wurden auf ihre intrazelluldre Zielsteuerung hin in H1299 und HeLa-Zellen untersucht.

3.1 Untersuchung putativer nukledrer Exportsignale der IP5K
Die IP5K besitzt vier putative Leucin reiche NES, die von Prof. Mayr mithilfe des

Programmes NesBase (la Cour et al., 2003) pridiziert wurden. Durch intensive Suche konnten
zweil weitere Peptidsequenzen gefunden werden, die ebenfalls dem Konsensus entsprechen,
aber nicht von NesBase entdeckt wurden. Die zwei letztgenannten Sequenzen befinden sich
innerhalb der Vertebratenpeptidinsertion (Aminosduren 200-300), die von Dr. Maria Brehm

im Rahmen ihrer naturwissenschaftlichen Doktorarbeit auf ihre NES-Aktivitdt hin untersucht
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wurde (Brehm, 2006). In einer Versuchsreihe wurde dieses Peptid hier weitergehend
untersucht, um die fiir die Exportaktivitit verantwortlichen Aminosiuren zu identifizieren.

Es existierte ein prialiminires Strukturmodell fiir die IP5K, das von Prof. Mayr erstellt wurde.
Hierfiir wurden zunichst Primérstrukturen verschiedener Proteine mit dhnlicher Aufgabe
miteinander verglichen. Ausgehend von diesen Daten konnten Strukturvoraussagen erstellt
und erste 3D-Modelle entwickelt werden. Als Vorlage wurde das Protein TAP gewihlt,
welches groBBe Anteile an stark konservierten Aminoséduren enthélt. Aufgrund dieser Tatsache
konnten putative Doménen in einem dreidimensionalen Zusammenhang modelliert werden.
Anhand des nachfolgend abgebildeten 3D-Strukturmodells wurde die mogliche Lage der
Leucin reichen Sequenzen in 3D-Substrukturen des Enzyms prédiziert. TAP, als schwach
homologes Protein, wurde gewihlt, da es auch an dem Export von mRNA aus dem Zellkern
beteiligt ist, und IP5K als essentiell fiir den mRNA-Export in Hefen beschrieben wurde
(Rodriguez et al., 2004).

Abbildung 3-1: Putatives 3D-Modell der IP5K. Das Modell wurde von Prof. Mayr anhand der
Peptidsequenz des Proteins TAP mit dem Programm PyMol modelliert. Blau = N-Terminus, rot = C-
Terminus, magenta = Leucin reiche Regionen

3.1.1 Putative nukleire Exportsignale der IP5K
Die putativen Leucin reichen NES, die mittels des Pradiktionsalgorithmus‘ NesBase ermittelt

wurden, entsprechen dem Konsensussignal L-X(2-3)-L-X(2)-L-X-L (la Cour et al., 2003).
Das L steht jeweils fiir ein Leucin bzw. eine Leucin dhnliche Aminosiure. Die betreffenden
Sequenzen werden wie folgt in dieser Arbeit bezeichnet (Leucine und Leucin &dhnliche

Aminosiuren sind blau markiert):

L1: 81- LEFVKQLCL -90

L.2: 233- LAHHLKPFFF -242
L3:261- LVHVITRVLL -270
L4: 327- VQMLDLLDI -335
L5: 369- FYQKLLDL -376
L6: 433- FSVSVLDLDL -442
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der Primarstruktur von EGFP/IP5K. Vertinsl (gelb): N-
terminale Vertebrateninsertion = nicht-kanonisches NES, Vertins2 (gelb:) C-terminale
Vertebrateninsertion, L1-6 (rot): Leucin reiche Regionen.

Die Deletionsmutanten, in denen die Sequenzen L1 bis L6 jeweils einzeln deletiert wurden,
wurden mit AL[X] bezeichnet (X steht fiir die Nummer der Leucin reichen Region). Da bei
den Substitutionsmutanten die Leucine bzw. Leucin dhnlichen Aminosduren gegen Alanin
ausgetauscht wurden, erhielten sie die Bezeichnung: L[X]LA. ,LA* soll hierbei anzeigen,
dass die Leucine gegen Alanin ausgetauscht wurden.

L2LA: 233- LAHHAKPAAA -242 = L237A/F240A/F241A/F242A
L3LA: 261- LVHAATRAAA -270 = V264A/1265A/V268A/L269A/L270A
L6LA: 433- FSVSAADADA -442 = VA437A/LA38A/LA40A/LA42A

3.1.2 Die Deletion von Leucin reichen putativen NES in der IP5K fiihrt zu einer
Veranderung der intrazellularen Lokalisation der Kinase
Die Basensequenz in dem fiir das Fusionsprotein EGFP/IPSK codierenden Plasmid wurde

mittels QuikChange Mutagenese verdndert. Die mutagenisierten Plasmide wurden in
menschliche Zelllinien (H1299, HeLa) transfiziert und zur Uberexpression gebracht. Unter
dem Mikroskop wurde anschlieBend die Fluoreszenz des Fusionsproteins nach 48h
Expressionszeit untersucht und quantifiziert. Die Auswertung der Fluoreszenzintensitit
erfolgte mit dem Programm ImageJ (vgl. Material und Methoden). Die Stéirke der Fluoreszenz
ist proportional zur Proteinmenge. Es wurden je drei Werte im Kern, im Zytoplasma und in
den Nukleoli gemessen und jeweils die Durchschnittswerte (Nukleoli = Nu, Kern = N,
Zytoplasma = C) gebildet. Diese Durchschnitte wurden zueinander ins Verhiltnis gesetzt.
Diese Verhiltnisse werden als Nu/N-Ratio und N/C-Ratio bezeichnet.

Das Wildtyp-Enzym zeigt dabei die grofte Fluoreszenz in den Nukleoli und im Kern der
transfizierten Zellen (rote Pfeile, Abbildung 3-3). Proteine, die ein nukledres Exportsignal
(NES) besitzen, werden aktiv aus dem Kern in das Zytoplasma transportiert. Sobald ein NES
deaktiviert wird, verbleibt das Protein vollstindig im Kern. Hierdurch steigt der Quotient N/C
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Abbildung 3-3: Intrazelluldre Lokalisation von {iberexprimierter Wildtyp-IP5K. EGFP/IP5K
Fusionsprotein wurde fur 48h in H1299 Zellen (iberexprimiert. Dargestellt sind drei Beispielzellen
(N=100). Die Pfeile deuten auf die Anreicherung der IP5K in Nukleoli.

Durch QuikChange Mutagenese (QCM) wurden die putativen Leucin reichen NES der IPSK
einzeln deletiert. Bei dieser Methode handelt es sich um eine Abwandlung einer PCR (vgl.
Material und Methoden). Es werden dabei jedoch Primer verwendet, die gegeniiber der
verwendeten Substrat-DNA Veridnderungen in der Sequenz enthalten. Diese Verdnderungen
verbleiben in der Tochter-DNA. Durch Tausch, Deletion oder Insertion von Basen ist es
moglich, die bei der Translation entstehende Aminosduresequenz entsprechend zu verdndern.
Zur Trennung der Tochter-DNA von der Substrat-DNA wird der QCM-Ansatz mit dem
Restriktionsenzym Dpnl inkubiert, welches lediglich die methylierte Substrat-DNA schneidet.
Zur Kontrolle dieses Arbeitsschrittes werden Proben aus dem Ansatz vor und nach Inkubation
mit Dpnl entnommen und mittels Agarosegelelektrophorese untersucht (Abbildung 3-4) (vgl.
Material und Methoden).

10000kb
8000kb
6000kb
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4000kb
3500kb
3000kb
2500kb
2000kb
1500kb
1200kb
1000kb

Abbildung 3-4: Reprasentative Agarosegelelektrophorese eines QCM-Ansatzes vor und nach Dpnl-
Verdau. Bahn 1: GeneRulerTM 1kb DNA Ladder der Firma Fermentas, die DNA-Fragmente mit fest
definierten GroRen (links) enthalt. QuickChange Mutagenese Ansatz vor (Bahn 2) und nach Dpnl-
Verdau (Bahn 3). Das verwendete DNA-Plasmid enthalt die Sequenzen fiir EGFP und HsIP5K und hat
eine Gesamtlange von etwa 6,5 kb (roter Pfeil).
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Die Plasmide wurden anschlieend in menschlichen Zellen zur Expression gebracht. Es zeigte
sich bei der Expression der Deletionsmutanten nach 48h keine signifikante Zunahme der
nukledren Lokalisation (Abbildung 3-5), was gegen die Existenz einer NES-Funktion der
Leucin reichen Sequenzen der IP5SK spricht. Uberraschenderweise fiihrten viele der

Mutationen aber zu einer reduzierten nukleoldren Lokalisation der Mutanten, was an der

Abnahme der Fluoreszenz in den Nukleoli zu erkennen ist (vgl. Abbildung 3-3 und

Abbildung 3-5).

Abbildung 3-5: Intrazelluldre Lokalisation der IP5K Mutante AL2 in H1299 Zellen. Die IP5K Mutante
AL2 (A233-242) wurde fiir 48h als EGFP-Fusionsprotein in H1299 Zellen Uberexprimiert. Dargestellt
sind drei Beispielzellen (N=100). Die Pfeile deuten auf die Aussparung der Nukleoli durch IP5K AL2.

Aufgrund dieses Befundes wurde die Nu/N Ratio der Deletionsmutanten bestimmt, um
Hinweise fiir die Existenz von Zielsteuerungsdominen innerhalb der IPSK zu finden, die das
Protein in Nukleoli lokalisieren. In Tabelle 3-1 werden die Durchschnittswerte sowohl der
Nu/N-Ratio als auch der N/C-Ratio der Deletionsmutanten denen des Wildtyps EGFP/IP5K
gegeniibergestellt. Es wurden jeweils 100 Zellen aus drei unabhingigen Versuchen
fotografiert und ausgewertet. Die Deletion jeder einzelnen Leucin reichen Region verursacht
eine signifikante Abnahme der Nu/N-Ratio sowie der N/C-Ratio. Das heif3t, dass die jeweilige

Mutante, im Vergleich zur Wildtyp-IP5K, weniger im Kern und in Nukleoli lokalisiert ist.

H1299 Nu/N N/C
Wildtyp 1,21 £0,17 1,28 + 0,31
AL1 0,85+0,11 * 0,90 + 0,28 *
AL2 0,82 +£0,09 * 1,05 £ 0,36 *
AL3 0,81 +0,09 * 1,09 + 0,37 *
AL4 0,81 +£0,15 * 1,06 + 0,42 *
ALS 0,79+ 0,31 * 0,92 +0,31 *
AL6 0,82 +0,10 * 1,06 +£ 0,33 *

Tabelle 3-1: Durchschnittswerte der Nu/N-Ratio und der N/C-Ratio von wildtyp IP5K und
Deletionsmutanten. Wildtyp IP5K und die Deletionsmutanten: AL1 = A82-90, AL2 = A233-242, AL3 =
A261-270, AL4 = A327-335, AL5 = A369-376, AL6 = A433-442 wurden 48h in H1299 Zellen
Uberexprimiert und dann fotografiert. Die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels ImagelJ in Kern,
Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N- und N/C Ratio berechnet (siehe Material und
Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100; * = signifikant (P<0,05); n.s. = nicht signifikant.

44



3.1.3 Untersuchung ausgewahlter Leucin reicher Sequenzen der IP5K mittels
Substitutionsmutagenese
Die Deletion einzelner Leucin reicher Peptidsequenzen aus der IPSK fiihrte zu einer

verdnderten intrazelluldren Lokalisation der IPSK Mutanten. Die Fluoreszenz in den Nukleoli
wurde durch die Mutation deutlich herabgesetzt, wodurch angenommen werden kann, dass
die Proteinmenge von EGFP/IP5K in den Nukleoli abgenommen haben muss.

Die vollstindige Deaktivierung eines funktionellen NES wiirde zu einer verstirkten
Lokalisation des Proteins im Kern fithren. Dies wurde bei der Deletion der einzelnen Leucin
reichen Peptidsequenzen der IPSK nicht beobachtet. Eine solche Deletion ganzer
Peptidsequenzen kann aber auch eine Veridnderung der 3D-Struktur des Proteins hervorrufen,
so dass iiberlegt wurde, dass der Eingriff in die Sequenz moglicherweise die Deaktivierung
eines NES maskiert. Deswegen wurden drei Peptidsequenzen (L2, L3, L6) ausgewihlt, die
mittels A-Substitutionsmutagenese genauer untersucht werden sollten. Die Sequenzen L2 und
L3 befinden sich beide in préadizierten a-Helices und stellen daher potentielle Bindungsstellen
fiir Partnerproteine dar. Die Sequenz L6 wurde aufgrund des putativen 3-D-Modelles der
IPSK (Abbildung 3-1) an der Oberfliche des Enzyms vermutet, weswegen auch diese als
potentielle Bindungsdomine infrage kam. Des Weiteren wurde nach Erhalt der N/C-Ratio und
der Nu/N-Ratio (vgl. Abschnitt 3.1.2) rechnerisch eine Nu/C-Ratio in allen Deletionsmutanten
errechnet. Diese beschreibt das Verhiltnis Nukleolus zu Zytoplasma. Es stellte sich heraus,
dass nach Deletion der Sequenzen L2, L3 bzw. L6 die Nu/C-Ratio deutlich weiter absank als
bei allen anderen Deletionsmutanten (personliche Mitteilung Prof. Mayr, vgl. Kapitel 8).
Daher wurden mittels QuikChange Mutagenese gezielt ausgewdhlte Leucine oder Leucin
dhnliche Aminosduren in diesen Sequenzen gegen Alanin ausgetauscht. AnschlieBend wurden
die hergestellten Plasmide in zwei verschiedenen menschlichen Zelllinien zur Expression
gebracht. Abbildung 3-6 zeigt exemplarisch jeweils zwei H1299-Zellen (links) und zwei
HeLa-Zellen (rechts), die die angegebenen Mutanten oder Wildtyp IPSK als EGFP-

Fusionsproteine fiir 48 Stunden iiberexprimierten.



Abbildung 3-6: Intrazelluldare Lokalisation der liberexprimierten Wildtyp-IP5K und verschiedener
Enzymmutanten; Die IP5K/EGFP Fusionsproteine wurden fiir 48h in H1299 Zellen und in Hela Zellen
Uberexprimiert. Dargestellt sind jeweils zwei repradsentative Zellen (N=100). Wildtyp IP5K und die
Mutanten: A = wt = Wildtyp, B = AL2 = IP5KA233-242, C = L2LA = IP5K L237A/F240A/F241A/F242A,

D = AL3 = IP5KA261-270, E = L3LA = IP5K V264A/1265A/V268A/L269A/L270A, F = AL6 = A433-442,

G = L6LA = IP5K V437A/L438A/L4A40A/L442A wurden 48h in den Zellen berexprimiert und dann
fotografiert. Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels Imagel) in Kern, Zytoplasma und Nukleoli
bestimmt und die N/C- und Nu/N Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).
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Die Fluoreszenzintensitidten der Mutanten in Kern, Nukleoli und Zytoplasma wurden mit dem

Programm Image] ausgewertet und zueinander ins Verhiltnis gesetzt (Nu/N-Ratio =

Verhiltnis der EGFP-Fluoreszenzintensititen zwischen Nukleoli und Kern; N/C-Ratio =

Verhiltnis der EGFP-Fluoreszenzintensititen zwischen Kern und Zytoplasma). Abbildung 3-

7 stellt diese Ratiowerte des Wildtyps denen der Deletions- Substitutionsmutanten gegeniiber.
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Abbildung 3-6: Durchschnittswerte der Nu/N-Ratio (A) und der N/C-Ratio (B) von wildtyp IP5K,
Deletionsmutanten und Substitutionsmutanten.

Wildtyp IP5K und die Mutanten: AL2 = A233-242, L2LA = L237A/F240A/F241A/F242A, AL3 = A261-
270, L3LA = V264A/1265A/V268A/1L269A/L270A, AL6 = A433-442, L6LA = VA37A/L438A/L440A/L442A
wurden 48h in H1299 Zellen und in Hela Zellen (iberexprimiert und dann fotografiert. Die EGFP-
Fluoreszenzintensitdt wurde mittels ImageJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die N/C-
und Nu/N Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5). N=100; */+ = signifikant
(P<0,05); n.s. = nicht signifikant

Die Einfithrung der Mutationen in die IP5K fiihrte ausschlieBlich im Falle der Leucin reichen

Region L6 zu einer Zunahme der Fluoreszenz im Kern und damit zu einem Anstieg der N/C-
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Ratio nach 48 Stunden Expressionszeit in HeLa-Zellen. Eine signifikant niedrigere
Fluoreszenzintensitidt in Nukleoli im Vergleich zur Wildtyp IPSK konnte fiir alle Mutanten

nachgewiesen werden.

3.1.4 Logarithmische Auswertung der N/C- und Nu/N-Ratio der NES-Mutanten
In den vorangegangenen Kapiteln wurden die Nu/N-Ratio (EGFP-Fluoreszenzverhiltnis

zwischen Nukleoli und Kern) und die N/C-Ratio (EGFP-Fluoreszenzverhiltnis zwischen Kern
und Zytoplasma) jeweils nur als Durchschnittswerte von Messungen an jeweils 100 Zellen
betrachtet. Um die Fluoreszenzverhiltnisse aller Zellen eines Versuchs im Uberblick
betrachten zu konnen, wurden die Nu/N-Ratio und die N/C-Ratio nach ihrer Hiufigkeit in
einer Graphik aufgetragen. Zur Verdeutlichung von Héiufigkeitsmaxima wurde eine
logarithmische Ratio-Darstellung (= x-Achse in den Graphen) gewihlt. In diesem Kapitel
werden speziell die Daten zu den Versuchen an den Leucin reichen Sequenzen L2, L3 und L6
betrachtet. Die Graphiken zu den Sequenzen L1, L4 und L5 sind im Anhang zu ersehen (siehe
Kapitel 8). Nach 48-stiindiger Uberexpression von EGFP/IP5K in H1299 Zellen betrug die
Nu/N-Ratio im Durchschnitt 1,21 + 0,17. Dies wurde dadurch erkliart, dass die Akkumulation
des Fusionsproteins in den Nukleoli am stirksten war (Nu/N > 1). Das Verteilungsmaximum
in der logarithmischen Darstellung in Abbildung 3-8 entspricht diesem Ergebnis. In 33% der
beobachteten Zellen, in denen Wildtyp IP5K exprimiert wurde, wurde eine Nu/N-Ratio von
1,2 gemessen. Dieses stellt auch das Verteilungsmaximum dar. Nach der Deletion und auch
bei der gezielten Punktmutation der Sequenzen L2, L3 und L6 wurde eine starke Abnahme
der Nu/N-Ratio gemessen. Auch in den hier nicht gezeigten Versuchen, bei denen die
Sequenzen L1, L4 und LS5 deletiert wurden, konnte dies gezeigt werden (vgl. Anhang;
Kapitel 8). Grund hierfiir war eine starke Abnahme der Fluoreszenz in den Nukleoli. Nach
48-stiindiger Expression des Wildtyp-Fusionsproteins EGFP/IPSK in H1299-Zellen zeigte
sich eine starke Lokalisation der Fluoreszenz im Kern und besonders in den Nukleoli. Bei der
logarithmischen Darstellung zeigten sich zwei Verteilungsmaxima der N/C-Ratio bei 1,1 zu
18% und 1,5 zu 15%. Eine N/C-Ratio zwischen 1,1 und 1,5 wurde in 31% der beobachteten
Zellen gemessen.

Die Deletion der Sequenzen L2, L3 und L6 erzeugten in Bezug auf die N/C-Ratio eine
insgesamt inhomogene Verteilung. Man kann keine Regel erkennen, nach der sich die
Lokalisation der IPSK in H1299 Zellen durch die Mutagenese veridndert. Punktmutation der
Sequenzen L2 und L3 fiihrte zu einer verringerten N/C-Ratio in einem Grofteil der Zellen,
was moglicherweise auf einen reduzierten Kernimport dieser Mutanten zuriickzufiihren ist.

Bei keiner der Mutanten wurde eine Zunahme der N/C-Ratio beobachtet, was darauf
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schlieBen ldsst, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit keine der Sequenzen allein fiir den

nukledren Export der IPSK verantwortlich ist.
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Abbildung  3-8: Haiufigkeitsverteilung der Nu/N-Ratio und der N/C-Ratio der
Fluoreszenzintensitaten von wildtyp IP5K im Vergleich zu denen ausgewahlter Mutanten.

Wildtyp IP5K (blau), die Deletionsmutanten AL2 = A233-242 (grin, A,D), AL3 = A261-270 (griin, B,E),
AL6 = A433-442 (griin, C,F) und Substitutionsmutanten L2LA = L237A/F240A/F241A/F242A (gelb,
A,D), L3LA =V264A/1265A/V268A/L269A/ L270A (gelb, B,E), L6LA = VA37A/L438A/LA40A/L442A (gelb,
C,F) wurden 48h in H1299 Zellen iberexprimiert und dann fotografiert (N = jeweils 100).

Die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels ImagelJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und
die Nu/N-Ratio (A-C) und N/C-Ratio (D-F) fur jede Zelle berechnet (siehe Material und Methoden
Abschnitt 2.2.5). AnschlieBend wurden die Werte nach ihrer GréRe sortiert und die Haufigkeit ihres
Auftretens logarithmisch dargestellt.
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3.1.5 Lokalisation iiberexprimierter EGFP/IP5K in menschlichen Zellen nach
verschiedenen Expressionszeiten
Die gezielte Mutagenese eines Proteins kann zur Verdnderung seiner 3D-Struktur fiihren.

Hierdurch konnen Veridnderungen der Lokalisation in der Zelle oder auch eine veridnderte
Kinetik der Enzymkatalyse stattfinden. Ebenso kann die Expressionsstirke beeinflusst sein,
da das verdnderte Protein moglicherweise verstirkt von der Zelle abgebaut oder von
vornherein schlechter exprimiert wird.

Aus diesem Grund wurden in einer Versuchsreihe die Deletionsmutanten und
Substitutionsmutanten aus den vorangegangenen Versuchen nach verschiedenen
Expressionszeiten, und zusétzlich in HeLLa Zellen, fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Wie zuvor schon erldutert nahm im Vergleich zum iiberexprimierten Wildtyp durch die
Deletion jeweils einer Leucin reichen Sequenz die Fluoreszenz in den Nukleoli von H1299-
Zellen signifikant ab. Hierdurch nahm entsprechend auch die Nu/N-Ratio ab. Die gemessene
Nu/N-Ratio zu den gewihlten Zeitpunkten (24, 48 und 72 Stunden Expressionszeit) blieb
sowohl nach Deletion, als auch nach Substitution einzelner Leucine oder Leucin dhnlicher
Aminosduren durch Alanin innerhalb der Sequenzen L2, L3 oder L6 (siche Abbildung 3-9A
bis 3-14A fiir Details) im Durchschnitt anndhernd konstant.

Die N/C-Ratio des iiberexprimierten Wildtyps hingegen zeigte einen Maximalwert nach 48
Stunden Expressionszeit. Danach fiel das Verhiltnis bei 72 Stunden Expression wieder auf
den 24-Stunden-Wert zuriick. Die N/C-Ratio der Deletionsmutante AL2 zeigte einen analogen
Verlauf zur Wildtyp IP5SK, lediglich auf einem niedrigeren Niveau (Abbildung 3-9B). Die
Substitutionsmutante L2LLA hatte nach 24 Stunden Expressionszeit in etwa die gleiche N/C-
Ratio wie die Deletionsmutante (AL2, Abbildung 3-9B). Es zeigte sich hier allerdings, dass

die Ratio kontinuierlich zunahm und in Richtung der Wildtyp-Werte strebte.
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Abbildung 3-9: Darstellung der N/C-Ratio von wildtyp IP5K, sowie der Deletionsmutante AL2 und

der Substitutionsmutante L2LA nach verschiedenen Expressionszeiten in der menschlichen Zelllinie
H1299. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten AL2 = A233-242 (griin) und L2LA =
L237A/F240A/F241A/F242A (gelb) wurden in H1299 Zellen fir 24, 48 und 72h Uberexprimiert und
dann fotografiert. N = 100. Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels ImageJ in Kern, Zytoplasma
und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B) berechnet (siehe Material und
Methoden Abschnitt 2.2.5).

In HeLa Zellen stieg die Nu/N-Ratio der iiberexprimierten Wildtyp IPSK von 24 Stunden
nach 72 Stunden Expressionszeit kontinuierlich an (Abbildung 3-10A). Zu jedem Zeitpunkt
blieb die Nu/N-Ratio des Wildtyps groBer 1. Daraus ldsst sich folgern, dass die Akkumulation
des Fusionsproteins in den Nukleoli groer war als in den anderen Bereichen des Kerns.
Sowohl die Deletionsmutante AL2 als auch die Substitutionsmutante L2LA zeigten
durchgingig iiber alle Expressionszeiten hinweg einen Wert von etwa Nu/N = 0,9
(Abbildung 3-10A). Das bedeutet, dass die Fluoreszenzwerte des jeweiligen Fusionsproteins
sich zwischen Nukleoli und Karyoplasma nahezu anglichen. Die N/C-Ratio der Mutante AL2
in HeLa-Zellen zeigte einen leicht ansteigenden Trend im zeitlichen Verlauf. Von einem Wert
von ca. 0,63 nach 24 Stunden stieg sie kontinuierlich auf etwa 0,69 nach 72 Stunden an. Die
Mutante L2LA verhielt sich dazu gegensitzlich. Sie begann mit einem Wert von 0,76 nach 24
Stunden und endete bei einem Wert von 0,68 bei 72 Stunden (Abbildung 3-10B).

Insgesamt kann man sagen, dass sich die erzeugten Mutationen in der Sequenz L2 in beiden
Zelllinien dhnlich auf die Lokalisation der Mutanten auswirken. In allen Fillen fiihren die
Mutationen zu einer Abnahme der N/C und Nu/N-Ratio. Die N/C-Ratio der Wildtyp-IP5K
nimmt in H1299 und HeLa-Zellen den gleichen Verlauf. Die Nu/N-Ratio allerdings nimmt in



HeLa-Zellen stéirker zu als in H1299-Zellen, was auf eine stirkere Anreicherung der IP5K in

Nukleoli von HeLa-Zellen schliefen lasst.
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Abbildung 3-10: Darstellung der Nu/N-Ratio von wildtyp IP5K, sowie der Deletionsmutante AL2
und der Substitutionsmutante L2LA und ausgewdhlten Enzymmutanten nach verschiedenen
Expressionszeiten in der menschlichen Zelllinie HelLa. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten:
AL2 = A233-242 (grun), L2LA = L237A/F240A/F241A/F242A (gelb) wurden in Hela Zellen fur 24, 48
und 72h Gberexprimiert und dann fotografiert. N = 100. Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels
ImageJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B)
berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).

Die Nu/N-Ratio der Deletionsmutante AL3 und der Substitutionsmutante L3LA nach
Expression in H1299 Zellen zeigt zu allen Messzeitpunkten einen Wert von ca. 0,8
(Abbildung 3-11A). Dieser Wert liegt, wie auch bei den L2-Mutanten, signifikant niedriger
als der des Wildtyps. Demnach sind auch die L3-Mutanten weniger in Nukleoli angereichert
als das Wildtypenzym. Die N/C-Ratio der Mutante AL3 zeigte einen dhnlichen Verlauf der
Fluoreszenzwerte iiber die Zeit wie der Wildtyp, allerdings auf einem niedrigeren Niveau
(Abbildung 3-11B). Die Substitutionsmutante L3LA zeigte im Vergleich zum Wildtyp einen
spiegelbildlichen Verlauf (Abbildung 3-11B). Wihrend der Wildtyp und die
Deletionsmutante ein Maximum der N/C-Ratio bei einer Expressionszeit von 48 Stunden

zeigten, entstand bei der Substitutionsmutante ein Minimum (Abbildung 3-11B).
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Abbildung 3-11: Darstellung der Nu/N-Ratio von wildtyp IP5K, sowie der Deletionsmutante AL3
und der Substitutionsmutante L3LA nach verschiedenen Expressionszeiten in der menschlichen
Zelllinie H1299. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten AL3 = A261-270 (griin) und L3LA =
V264A/1265A/V268A/L269A/L270A (gelb) wurden in H1299 Zellen fiir 24, 48 und 72h Uberexprimiert
und dann fotografiert. N = 100. Die GFP-Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Imagel) in Kern,
Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B) berechnet (siehe
Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).

In HeLa Zellen zeigte die N/C-Ratio der beiden Mutanten einen spiegelbildlichen Verlauf im
Vergleich zum Wildtyp bei insgesamt deutlich niedrigeren Werten (Abbildung 3-12B). Die
Nu/N-Ratio beider Mutanten blieb durchgehend bei einem Wert von ca. 0,85. Hier zeigt sich
kein Unterschied in der Lokalisation der Mutanten zwischen den beiden untersuchten

Zelllinien (Abbildung 3-12A).
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Abbildung 3-12: Darstellung der Nu/N-Ratio von Wildtyp IP5K, sowie der Deletionsmutante AL3
und der Substitutionsmutante L3LA nach verschiedenen Expressionszeiten in der menschlichen
Zelllinie Hela. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten AL3 = A261-270 (griin) und L3LA =
V264A/1265A/V268A/L269A/1L270A (gelb) wurden in Hela Zellen fir 24, 48 und 72h Uberexprimiert
und dann fotografiert. N = 100. Die GFP-Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Imagel) in Kern,
Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B) berechnet (siehe
Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).

Die Leucin reiche Sequenz L6 liegt am weitesten C-terminal in der Aminosdurestruktur der
IP5K. Die Nu/N-Ratio der Fluoreszenzwerte von EGFP/IPSKAL6 (Deletionsmutante) und
EGFP/IPSK  V437A/LA38A/LA40A/L442A  (Substitutionsmutante LO6LA) lag zu allen
Messzeitpunkten unter 1 (Abbildung 3-13A). Die Nukleoli wiesen eine signifikant
erniedrigte Fluoreszenz gegeniiber dem Wildtyp auf. Zu allen Messzeitpunkten verdnderte
sich die Nu/N-Ratio kaum und blieb bei einem Wert von ca. 0,8. Ebenso verhielt sich dies in
HeLa Zellen (Abbildung 3-14A).

Die N/C-Ratio der Deletionsmutante AL6 zeigte in H1299 Zellen einen niedrigeren Wert als
der Wildtyp nach 24 Stunden Expressionszeit. Nach 72 Stunden glichen sich die Ratiowerte
annghernd an (Abbildung 3-13B). Das ldsst darauf schliefen, dass sich nahezu eine
Gleichverteilung des iiberexprimierten Fusionsproteins EGFP/IP5K zwischen Kern und
Zytoplasma einstellt.

Die N/C-Ratio der Substitutionsmutante L6LA blieb im zeitlichen Verlauf annidhernd auf
dhnlichen Werten zwischen 0,8 und 0,9 (Abbildung 3-13B). Das bedeutet, dass diese

Mutante weniger im Kern lokalisiert war als die Deletionsmutante und der Wildtyp der IP5K.

54



2,0 2,0
D16 1,6
m ’ g ’
Lo | (]
T Lo |
1 1;2 J_ I 1,2
i) o
et T
08 — % ——25— 1 o8 f I
Z o 1
""5 ——
Z 04 20,4
0,0 0,0
24h 48h 72h 24h 48h 72h
— Wildtyp — Wildtyp
— AL6 — AL6
L6LA L6LA

Abbildung 3-13: Darstellung der Nu/N-Ratio und der N/C-Ratio von wildtyp IP5K, sowie der
Deletionsmutante AL6 und der Substitutionsmutante L6LA nach verschiedenen Expressionszeiten
in den menschlichen Zelllinie H1299. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten AL6 = A433-442
(grin) und L6LA = V437A/L438A/LA40A/L442A (gelb) wurden in H1299 Zellen fiir 24, 48 und 72h
Uberexprimiert und dann fotografiert. N = 100; Die GFP-Fluoreszenzintensitdat wurde mittels Imagel
in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B) berechnet
(siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).

Die Deletionsmutante EGFP/IPSKALG6 zeigte in HelLa Zellen ein anderes Verhalten als alle
anderen Mutanten. Nach 24 Stunden Expressionszeit wies diese Mutante eine N/C-Ratio auf,
die signifikant hoher war als der Wert des Wildtyp-Enzyms (Abbildung 3-14B). Diese
Fluoreszenzzunahme im Kern gegeniiber dem Zytoplasma wire konform zu einer
Deaktivierung eines NES. Nach 48 Stunden stieg die N/C-Ratio des Wildtyps an, wihrend
der Wert der Deletionsmutante absank. Nach 72 Stunden sank die N/C-Ratio des Wildtyps
wieder ab, wihrend der Wert der Deletionsmutante wieder anstieg und erneut signifikant iiber
dem Wert des Wildtyps lag (Abbildung 3-14B). Der zeitliche Verlauf der N/C-Ratio der
Substitutionsmutante verlief parallel zur Verlaufskurve der Deletionsmutante. Der
Ausgangswert bei 24 Stunden ist dem des Wildtyps anndhernd gleich. Der Verlauf der N/C-
Ratio der Substitutionsmutante war parallel zu dem der Deletionsmutante auf niedrigerem
Niveau (Abbildung 3-14B). Insgesamt konnte dieses Ergebnis darauf hinweisen, dass sich in
der Sequenz L6 ein NES befindet, das in HeLa-Zellen funktional, in H1299 jedoch
funktionslos ist. Oder es konnte sich um eine NLS-Funktion handeln, die erst durch die

Deletion aktiv wird.
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Abbildung 3-14: Darstellung der Nu/N-Ratio und der N/C-Ratio von wildtyp IP5K, sowie der
Deletionsmutante AL6 und der Substitutionsmutante L6LA nach verschiedenen Expressionszeiten
in den menschlichen Zelllinie HeLa. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten AL6 = A433-442
(grin) und L6LA = V437A/LA38A/L440A/L442A (gelb) wurden in Hela Zellen 24, 48 und 72h
Uberexprimiert und dann fotografiert. N = 100; Die GFP-Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Image)
in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B) berechnet
(siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).

Es lieBen sich aus den vorliegenden Daten z. B. aufgrund stark abnehmender Fluoreszenz im

Laufe der Expressionszeit keine Hinweise fiir Fehlfaltungen von Mutanten ableiten.

3.1.6 Das Peptid L6 ist nicht hinreichend fiir den nukleiren Export von EGFP
Nach dem putativen 3D-Modell der IP5K von Prof. Dr. Mayr, stellt die Sequenz des putativen

Leucin reichen NES L6 eine putative a-Helix dar, die sich in nichster Ndhe zu zwei weiteren
a-Helices befindet. Bisher wurden mogliche Funktionen dieser Sequenz durch Deletion bzw.
Punktmutation innerhalb des Vollidngenproteins von EGFP/IP5K gepriift. Darin zeigte sich
eine mogliche NES-Funktion nach Expression in HeLa-Zellen. Ebenso interessant war die
Tatsache, dass nach Expression in H1299-Zellen die Enzymmutante in den meisten Zellen
nicht mehr in den Nukleoli vorhanden war. Aus diesem Grund wurde die DNA-Sequenz von
L6 mittels QuikChangeMutagenese in die Multiple Cloning Site des Vektors pEGFP-C1
eingefiigt. Nach Uberexpression in H1299 Zellen entstand das Fusionsprotein EGFP-L6.
EGFP selbst besitzt weder ein NLS noch ein NES, es reichert sich aber vermutlich aufgrund

passiver Diffusion im Kern an. Dieser Versuch sollte zeigen, ob die Peptidsequenz L6 allein
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dazu in der Lage ist, den Export eines Proteins aus dem Kern zu vermitteln. Als
Positivkontrolle wurde das NES (168-YPLMEEIGFLVLGMR-182) der HsIPMK und dessen
flankierenden Bereiche als EGFP-Fusionsprotein fiir 48h iiberexprimiert. Das Konstrukt
wurde von Riidiger Meyer im Rahmen seiner medizinischen Doktorarbeit hergestellt. Die
Fusion des NES aus der HsIPMK (Positivkontrolle) mit EGFP fiihrt zu einer deutlichen
Abnahme der N/C-Ratio (gelb, Abbildung 3-15) gegeniiber EGFP allein (blau, Abbildung 3-
15). Durch das Peptid L6 konnte dieser Effekt nach Expression in H1299 Zellen nicht gezeigt
werden (griin, Abbildung 3-15). Demnach ist die Sequenz L6 allein nicht in der Lage als
NES zu fungieren.
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Abbildung 3-15: Logarithmische Haufigkeitsverteilung der gemessenen N/C-Ratio des Proteins
EGFP allein oder als Fusionsprotein mit putativem NES L6 nach 48h Expression in H1299 Zellen.
EGFP (blau) und die Konstrukte EGFP-L6 (griin) = EGFP-IP5K-FSVSVLDLDL und EGFP-NES (gelb) =
EGFP-IPMK-AS165-190 (Positivkontrolle) wurden fir 48h in H1299-Zellen (berexprimiert. Die
Aminosduresequenz 165-190 enthalt das HsIPMK-NES sowie die flankierenden Aminosduren. Die
GFP-Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Imagel in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die
N/C-Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100.
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Abbildung 3-16: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen N/C-Ratio des Proteins EGFP allein
oder als Fusionsprotein mit putativen NES nach 48h Expression in H1299 Zellen. EGFP und die
Konstrukte EGFP-L6 = EGFP-IP5K-FSVSVLDLDL und EGFP-NES = EGFP-IPMK-AS165-190
(Positivkontrolle) wurden fir 48h in H1299-Zellen lUberexprimiert. Die Aminosduresequenz 165-190
enthalt das HsIPMK-NES sowie die flankierenden Aminosauren. Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde
mittels ImageJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die N/C-Ratio berechnet und die
Mittelwerte als Sdulendiagramm dargestellt (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); n.s. =
signifikant; *** = signifikant (P<=0,001); N = 100.

3.2 Deletion mehrerer Leucin reicher Sequenzen in der IP5K
Die Deletion einzelner Leucin reicher Sequenzen ergab keinen Hinweis auf die Existenz eines

Exportin abhingigen NES. Um auszuschlieBen, dass eine putative NES Funktion
moglicherweise von mehreren Leucin reichen Sequenzen gemeinsam abhéngt, wurden
mehrere Deletionen bzw. Substitutionen in einem Enzymkonstrukt durchgefiihrt. Zum
Vergleich wurden zwei Dreifachmutanten (Mutanten B, C) und eine Vierfachmutante
(Mutante A = AL1, AL4, ALS, AL6 = A81-90,A327-335,A369-376,A433-442) hergestellt und
anschlieend in H1299 Zellen zur Expression gebracht.

Die Nu/N-Ratio der Mutante A wies bei einer Expressionszeit von 24 Stunden einen
niedrigeren Wert auf als der Vergleichswert des Wildtyps. Die Nukleoli zeigten eine
vergleichbar niedrige Fluoreszenz wie bei der Expression von Konstrukten mit jeweils einer
einzelnen Deletion. Nach 48 Stunden konnte ein Anstieg der Nu/N-Ratio auf ein
vergleichbares Niveau zum Wildtyp beobachtet werden. Nach 72 Stunden fiel die Nu/N-Ratio
wieder ab und erreichte insgesamt das niedrigste Niveau (Abbildung 3-17A). Insgesamt war
die Expressionsstirke der Vierfachmutante gegeniiber dem Wildtyp deutlich geringer und
nahm iiber die Zeit immer mehr ab. Es konnten auBBerdem viele Zellen beobachtet werden, in
denen die N/C-Ratio deutlich groer bzw. deutlich kleiner waren als im Wildtyp (Abbildung

3-17B). In vielen Zellen, in denen die Mutante A iiberexprimiert wurde, war die Fluoreszenz
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insgesamt deutlich niedriger ausgeprégt. Im Kern waren die Nukleoli zwar per Auge noch gut
abgrenzbar, bei der Berechnung jedoch ergab sich aufgrund nahezu gleicher Fluoreszenz in
Nukleoli und restlichem Kern eine Nu/N-Ratio von 1. Diese Ratio entstand, obwohl in Kern
und Nukleoli kaum Fusionsprotein akkumulierte. Diese Daten legen die Vermutung nahe,

dass bei dieser Mutante eine starke Storung der Tertidrstruktur vorlag.
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Abbildung 3-17: Darstellung der Nu/N-Ratio und der N/C-Ratio von wildtyp IP5K und der
Mehrfachdeletionsmutante A nach verschiedenen Expressionszeiten in der menschlichen Zelllinie
H1299. Wildtyp IP5K (blau) und die Mutante A (rot) = AL1, AL4, AL5, AL6 (A81-90,A327-335,A369-376,
A433-442) wurden in H1299 Zellen fiir 24, 48 und 72h (Giberexprimiert und dann fotografiert. N = 100.
Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels Imagel in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und
die Nu/N Ratio (A) und N/C-Ratio (B) berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).

In der vierfachen Deletionsmutante (Mutante A) wurden vier Leucin reiche Sequenzen
deletiert (L1, L4, L5, L6). Nach einer Expressionszeit von 48 Stunden zeigte sich eine
vergleichbare durchschnittliche Nu/N-Ratio der beobachteten Zellen (Abbildung 3-18A) mit
der des Wildtyps. Bei der logarithmischen Darstellung der Héufigkeitsverteilung der Nu/N-
Ratio in allen Zellen zeigte sich allerdings ein interessantes Phinomen. Die durchschnittliche
Nu/N-Ratio des Wildtyps lag bei 1,21 + 0,15 mit einem Hiufigkeitsmaximum von ca. 30%
um den Wert 1,2 (Abbildung 3-18A) (vgl. Statistik in Kapitel 8). Die Nu/N-Ratio der
Mutante A hatte einen Durchschnittswert von 1,25 + 0,43. Hier zeigte sich allerdings kein
klares Verteilungsmaximum. Vielmehr zeigte sich eine Verbreiterung des Spektrums der
Zellen, in denen die Fluoreszenz entweder in den Nukleoli oder im restlichen Kern iiberwog.
Dadurch kamen Nu/N-Ratios zustande, die deutlich <1 bzw. >1 waren (Abbildung 3-18A).
Daraus resultierte ein vergleichbarer Mittelwert der Nu/N-Ratio zustande, obwohl die

Verteilung insgesamt ein ganz anderes Bild zeigte.
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Abbildung 3-18: Logarithmische Haufigkeitsverteilung der gemessenen Nu/N-Ratio bzw. N/C von
wildtyp IP5K und der Mutante A nach 48h Expression in der menschlichen Zelllinie H1299.

Wildtyp (blau) und die Mutante A (rot): AL1, AL4, AL5, AL6 (A81-90/ A 327-335/A369-376/A433-442)
wurden fiir 48h in der menschlichen Zelllinie H1299 liberexprimiert. Die GFP-Fluoreszenzintensitat
wurde mittels Imagel in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und Nu/N Ratio (A) und die N/C-
Ratio (B) berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100.

Die Deaktivierung eines nukledren Exportsignals durch Deletion bzw. Punktmutation wiirde
den Effekt hervorrufen, dass das beobachtete Protein mehr im Kern als im Zytoplasma
lokalisiert ist. Die Deletion der einzelnen putativen Leucin reichen Sequenzen L1 bis L6
konnte bisher nicht den Beweis erbringen, dass dort eine Exportfunktion liegt. Durch
Kombination mehrerer Deletionen bzw. Punktmutationen in einem Konstrukt mit
anschlieender Expression in humanen Zelllinien konnte ebenfalls kein NES nachgewiesen
werden.

Die Mutante A (AL1, AL4, ALS, AL6) zeigte nach Expression keinen Hinweis fiir die
Existenz einer NES Funktion. Stattdessen konnte aber auch hier eine signifikant erniedrigte
Fluoreszenz in den Nukleoli festgestellt werden, so dass die Untersuchung der Leucin reichen

Regionen hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir die nukleolédre Lokalisation fortgesetzt wurde.

3.2.1 Suche nach Zielsteuerungsdomanen fiir Nukleoli in den Leucin reichen Sequenzen
der IP5K
Einzelne Deletionen der Leucin reichen Peptidsequenzen bzw. Punktmutationen innerhalb

dieser Sequenzen fiihrten in den oben beschriebenen Versuchen nicht zum Beweis der

Existenz eines Karyopherin abhidngigen NES. Es konnte in vielen Versuchen jedoch
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festgestellt werden, dass eine Modifikation innerhalb dieser Leucin reichen Sequenzen mit
anschlieBender Expression in menschlichen Zelllinien eine starke Verringerung der
Fluoreszenz (vgl. Material und Methoden Abschnitt 2.2.5) in den Nukleoli hervorrief. Damit
kann angenommen werden, dass das mutierte Fusionsprotein dort in geringerem Ausmal}
vorhanden war. Hierbei kam die Hypothese auf, dass es sich bei den Leucin reichen
Sequenzen um Signaldominen handeln konnte, die die Lokalisation von IP5K in die Nukleoli
vermitteln.

Zunichst sollte getestet werden, ob die Kombination mehrerer Mutationen in der
Aminosduresequenz eine Verstirkung des gesehenen Effektes der Fluoreszenzaussparung in
den Nukleoli bewirken konnte.

Die Deletion von vier putativen NES (L1, L4, L5, L6 = Mutante A) sollte ein erster Schritt in
diese Richtung sein. Diese vier Leucin reichen Sequenzen liegen auflerhalb der
Vertebrateninsertion, die von Maria Brehm als nicht-kanonisches NES charakterisiert wurde
(Brehm et al., 2007). Da die Aminosduresequenz der IPSK durch die Deletionen allerdings
stark verkiirzt wurde und strukturelle Verdnderungen des resultierenden Gesamtproteins in
Erwidgung gezogen werden mussten, wurden weitere Konstrukte hergestellt, in denen die
Mutationen gezielter und weniger invasiv gestaltet wurden. Es wurden die Mutanten B = AL2,
AL3, L6LA bzw. C = L2LA, L3LA, L6LA jeweils als Dreifachkombination hergestellt.
Welche Mutationen sich hinter den Bezeichnungen verbergen, wurde bereits mehrfach in den
Kapiteln zuvor erldutert. Daher wird im Folgenden darauf verzichtet.

Es wurde bei der folgenden Versuchsreihe nach dem gleichen Schema verfahren wie in den
Experimenten zuvor und die Nu/N-Ratio und N/C-Ratio bestimmt (vgl. Material und
Methoden Abschnitt 2.2.5). Anhand der nachfolgenden Abbildung (Abbildung 3-19) kann
man erkennen, dass nach Kombination mehrerer Deletionen bzw. Punktmutationen in den
putativen NES keine signifikante Verdnderung des zuvor bei den Einzeldeletionen
beobachteten Fluoreszenzverlustes in den Nukleoli gezeigt werden konnte. Die Kombination
mehrerer Manipulationen in einem Konstrukt konnte also keine Verstirkung des bei Deletion
einzelner Sequenzen gesehenen Effektes hervorrufen. Die Nu/N-Ratio der Mutante A weicht
nicht signifikant vom Wert des Wildtyps ab, was darauf hinweist, dass essentielle Funktionen
fiir die nukleoldre Akkumulation vielleicht in den nicht deletierten Leucin reichen Segmenten

L2 und L3 in einem gewissen strukturellen Kontext lokalisiert sind.
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Abbildung 3-19: Durchschnittswerte der Nu/N-Ratio bzw. N/C-Ratio von wildtyp IP5K und
ausgewdhlten Enzymmutanten nach Expression in der menschlichen Zelllinie H1299.

Wildtyp IP5K und die Enzymmutanten: AL2 = A233-242, L2LA = L237A/F240A/F241A/F242A, AL3
A261-270, L3LA = V264A/1265A/V268A/L269A/L270A, AL6 = A433-442, L6LA =
VA37A/L438A/L440A/LA42A, A = AL1/ALA/ALS/ALG, B = AL2/AL3/L6LA, C = L2LA, L3LA, L6LA wurden
48h in H1299 Zellen Uberexprimiert und dann fotografiert. Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde
mittels Imagel in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und die N/C-Ratio
(B) berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5). N=100; * = signifikant, n.s. = nicht
signifikant
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Die Enzymmutanten B und C zeigen nach einer Expressionszeit von 24 Stunden gegeniiber
dem Wildtyp eine signifikante Abnahme der Nu/N-Ratio. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit
den Einzelmutanten. Die N/C-Ratio der Mutanten B und C zeigen ein inhomogenes Bild der
Verteilung in den verschiedenen Zellkompartimenten. Wihrend die Mutante B gegeniiber
dem Wildtyp kaum eine Veridnderung der Lokalisation zeigt, findet sich bei der Mutante C
eine starke Abnahme der N/C-Ratio in iiber 80% der Zellen. Dies ist in Abbildung 3-20 an

der Linksverschiebung der griinen Kurve zu sehen.
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Abbildung 3-20: Logarithmische Haufigkeitsverteilung der gemessenen Nu/N-Ratio bzw. N/C-Ratio
von wildtyp IP5K und der Mutanten B und C nach 24h Expression in H1299 Zellen.

Wildtyp (blau) und die Mutanten B (gelb) = AL2 AL3 L6LA (A233-242, A261-270,
V437A/L438A/L440A/L442A) und C (grin) = L2LA L3LA L6LA (L237A/F240A/F241A/F242A,
V264A/1265A/V268A/L269A/L270A, VA37A/LA38A/LA40A/L442A) wurden fur 24h  in  der
menschlichen Zelllinie H1299 (iberexprimiert; N = 100. Die GFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels
ImagelJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und die N/C-Ratio (B)
berechnet und logarithmisch aufgetragen (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).
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3.3 Suche nach Zielsteuerungsdomanen fiir Nukleoli in der IP5K anhand

eines Konsensus-Signals
Mekhail et al. beschreiben in ihrer Arbeit von 2007 ein Konsensussignal fiir ein

Lokalisations- bzw. Retentionssignal fiir Nukleoli in eukaryotischen Zellen. Es ist
folgendermaBen aufgebaut: [RR(I/L)X3R](n, n>99)[L(/N)(V/L)](n, n>1). Vereinfacht
bedeutet dies ein Motiv nach dem Schema RRLX3R und ein zweites nach dem Schema LXL
oder LXV. Die Autoren verlangen den Leucin reichen Teil LXL in mindestens n = 100
Aminosduren Abstand. Die IPSK besitzt eine R reiche Sequenz, die diesem Konsensus zu
80% entspricht. Lediglich ein N-terminales R fehlt. Aufgrund der Tatsache, dass das Enzym
sechs Leucin reiche Sequenzen enthilt, die das von Mekhail geforderte zweite Motiv LXL
enthalten, wurde die Mutation R120A/L121A/R125A hergestellt, die sich im Peptid zwischen
der Leucin reichen Sequenz L1 (81-LEFVKQLCL-90) und L2 (233-LAHHLKPFFF-242)
befindet (Ergebnisse in Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen Nu/N-Ratio bzw. N/C-Ratio von
wildtyp IP5K und einer Enzymmutante mit deaktiviertem putativen NoLS-Konsensus-Signal nach
24h Expression in der menschlichen Zelllinie H1299. Wildtyp IP5K und die Mutante
R120A/L121A/R125A wurden in H1299 Zellen zur Expression gebracht. Nach 24h wurde die EGFP-
Fluoreszenzintensitat wurde mittels ImageJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt, die Nu/N-
Ratio (A) und die N/C-Ratio (B) berechnet und die Mittelwerte als Balkendiagramm dargestellt (siehe
Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); n.s. = nicht signifikant; N = 100.
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Weder die gemessene Nu/N-Ratio noch die N/C-Ratio zeigten eine signifikante Verdnderung
gegeniiber dem Wildtyp, so dass die Existenz einer Zielsteuerungdoméne nach dem Schema

des vorgeschlagenen Konsensus in der IPSK nicht nachgewiesen werden konnte.

3.4 Erweiterte Untersuchung des nicht-kanonischen Exportsignals der IP5K
Das menschliche Isoenzym der IP5K enthdlt wie andere Vertebratenvarianten zwei

Peptidsequenzen innerhalb der Primirstruktur, die bei Nicht-Vertebraten nicht existieren.
Maria Brehm hat im Rahmen ihrer Dissertation diese Vertebrateninsertionen der IPSK bereits
untersucht und dabei ein nicht-kanonisches NES (Brehm et al., 2007) entdeckt. Ihre Versuche

wurden in der vorliegenden Arbeit bestitigt und erweitert.

3.4.1 Deletion der N-terminalen Vertebrateninsertion der IP5K
Die Deletion der N-terminalen Vertebrateninsertion (A202-297) rief eine verstirkte

Lokalisation des Fusionsproteins im Kern hervor. In 35% der Zellen konnte eine N/C-Ratio >
4,0 gemessen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung von Brehm und
bestdtigt das Vorhandensein eines nicht-kanonischen NES. In allen beobachteten Zellen zeigte
sich, wie in vielen Versuchen vorher, dass die Nukleoli nach Einfiigen einer Mutation keine

Fluoreszenz mehr zeigen, abgesehen von kleinen Bereichen, die in Abbildung 3-22 mit roten

Pfeilen markiert sind.

A

Abbildung 3-22: Intrazellulidre Lokalisation von EGFP/IP5K und der Mutante EGFP/IP5KA202-297 in
H1299 Zellen. Wildtyp IP5K (A) und die Mutante EGFP/IP5KA202-297 wurden 24h in H1299-Zellen
Uberexprimiert. Gezeigt ist je eine reprasentative Zelle. Die Mutante zeigte im Vergleich zum Wildtyp
eine verringerte nukleoldre Lokalisation. Nur einige punktférmige Anlagerungen waren noch zu
beobachten (rote Pfeile).

3.4.2 Untersuchung putativer Phosphorylierungsstellen innerhalb der N-terminalen
Vertebrateninsertion der IP5K
Innerhalb des nicht-kanonischen nukledren Exportsignals der IPSK existieren mehrere SP-

Motive, die putative Phosphorylierungsstellen darstellen. Es sollte untersucht werden, ob das
nicht-kanonische NES einer Steuerung durch Phosphorylierung an diesen Motiven in

Aminosdureposition 271-SGS-273, 282-SP-283 und 296-SP-297 unterliegt. Hierzu wurden

65



Pseudophosphorylierungen bzw. —dephosphorylierungen durch Mutation des Serins (S) zu
Glutamat (E) bzw. Alanin (A) erzeugt. Hier ergaben sich die nachfolgenden Beobachtungen.
Nach Mutation und Expression der [IPSK-Mutante S271A, S273A in H1299 Zellen zeigte sich
eine signifikante Abnahme der N/C-Ratio (Abbildung 3-23), wihrend die Mutation S271E,
S273E keine signifikante Anderung zeigte (Abbildung 3-23). Eine Verkleinerung der N/C-
Ratio bedeutet eine Verlagerung des Proteins in das Zytoplasma. Daraus ergibt sich ein
Hinweis, dass die Pseudodephosphorylierung dieses SP-Motivs den Kernexport begiinstigen

konnte.
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Abbildung 3-23: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen N/C-Ratio von wildtyp IP5K und der
angegebenen Mutanten nach 24h Expression in der menschlichen Zelllinie H1299. Wildtyp und die
Enzymmutanten IP5K S271A/S273A und S271E/272E wurden in H1299 Zellen zur Expression
gebracht; die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels Imagel in Kern und Zytoplasma bestimmt
und die N/C-Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100; * = signifikant
(P<0,05); n.s. = nicht signifikant

Die Mutante S282A unterschied sich in Bezug auf die Lokalisation nicht signifikant vom
Wildtyp (Abbildung 3-24). Rechnerisch ergab sich eine Signifikanz bei der Mutante S282E
in der Einzelgegeniiberstellung mit dem Wildtyp im Auswertungsprogramm SigmaStat (vgl.
Material und Methoden). Die Zahlendifferenz zwischen den Durchschnittswerten ist
allerdings so gering, dass eine Signifikanz nicht sicher gegeben ist. Daher kann bisher nicht
die Aussage getroffen werden, ob das SP-Motiv an dieser Stelle eine Regulierungstelle fiir das

nicht-kanonische NES darstellt.

66



=
[@)]

N/C-H1299
= =
0 N

o
~
|

0,0 -

Wt S282A S282E

Abbildung 3-24: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen N/C-Ratio von wildtyp IP5K und der
angegebenen Mutanten nach 24 stiindiger Expression in der menschlichen Zelllinie H12999.
Wildtyp IP5K und die Enzymmutanten IP5K-S282A und -S282E wurden in H1299 Zellen zur Expression
gebracht. Nach 24h wurde die EGFP-Fluoreszenzintensitdt mittels Imagel in Kern und Zytoplasma
bestimmt und die N/C-Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100; * =
signifikant (P<0,05); n.s. = nicht signifikant.

Sowohl die Mutante S296A als auch die Mutante S296E zeigten eine signifikante Abnahme
der N/C-Ratio im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3-25). Da vermutet wurde, dass hier
eine andere Form der Regulierung durch Phosphorylierung vorliegen konnte, wurde die
Mutante F298E ebenfalls untersucht. Saure Reste hinter einem SP-Motiv konnen
Phosphorylierung am S eines SP-Clusters manchmal ,,genetisch® nachahmen. (personliche
Mitteilung von Prof. Mayr). In diesem Fall zeigte der Austausch des Phenylalanins gegen
Glutamat keine signifikante Anderung der N/C-Ratio (Abbildung 3-25).

Da in diesem Bereich des Enzyms verschiedene Mutationen zu einer Begiinstigung des
Kernexports fithren, bedarf es nachfolgender Untersuchungen des Motivs und seiner

umliegenden Strukturen.
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Abbildung 3-25: Darstellung der Mittelwerte der gemessenen N/C-Ratio von wildtyp IP5K und der
24 Stunden in der menschlichen Zelllinie H12999 exprimierten Mutanten. Wildtyp und die
Enzymmutanten IP5K S296A, S296E und F298E wurden in H1299 Zellen zur Expression gebracht.
Nach 24h wurde die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels Imagel in Kern und Zytoplasma
bestimmt und die N/C-Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100; * =
signifikant (P<0,05); n. s. = nicht signifikant.

3.4.3 Deletion der C-terminalen Vertebrateninsertion der IP5K
Analog zur Deletion der N-terminalen Vertebrateninsertion wurde die C-terminale (AS335-

389, siehe Kapitel 3.4.1) ebenfalls deletiert und die Mutante zur Expression gebracht. Es
sollte gepriift werden, ob sich das Verhalten des Enzyms indert. Die Deletion der C-
terminalen Vertebrateninsertion ruft ebenfalls eine verdnderte Lokalisation des Enzyms
hervor. Die Nu/N-Ratio nimmt signifikant ab (Abbildung 3-26), so dass die Nukleoli nur
schwach bis gar nicht durch das Fusionsprotein angefarbt werden. Die N/C-Ratio nimmt im
Vergleich zum Wildtyp ab (Abbildung 3-26). Das heif3t, dass sich das Enzym vermehrt im
Zytoplasma befindet (vgl. Abbildung 3-26; IPSKA335-389 = gelb).

3.4.4 Deletion beider Vertebrateninsertionen in der IP5K
Die N-terminale Insertion (AS202-297) wurde wie oben beschrieben von Maria Brehm als

nicht-kanonisches NES identifiziert. Im folgenden Versuch wurden beide Insertionssequenzen
(AS202-297/335-389) aus der IP5K vollstindig durch zweimalige QuikChangeMutagenese
deletiert. Dadurch entstand eine Mutante von der Linge einer Nicht-Vertebraten-Variante des
Enzyms. Es sollten in dieser Arbeit Daten zum Verhalten des menschlichen Enzyms
gesammelt werden, sobald die Insertionen nicht mehr vorhanden sind. Dies sollte eine erste
Datengrundlage fiir vergleichende Uberexpressions- und Lokalisationsstudien zwischen
Vertebraten-IPSK und Nicht-Vertebraten-IPSK werden. Die kombinierte Deletion beider
Sequenzen hob die deaktivierte NES-Funktion auf, die nach alleiniger Deletion der N-
terminalen Insertion beobachtet werden konnte (vgl. Kapitel 3.4.1). Es konnte in keiner Zelle

nach einer Expressionszeit von 48 Stunden eine vollstindige Lokalisation des Proteins im
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Kern dokumentiert werden. Die N/C-Ratio der Doppeldeletionsmutante lag hoher als nach
Deletion jeweils nur einer Insertion aber niedriger als die N/C-Ratio des Wildtyps. Die Nu/N-

Ratio nahm in allen drei Deletionsmutanten signifikant ab (Abbildung 3-26).
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Abbildung 3-26: Logarithmische Haufigkeitsverteilung der gemessenen Nu/N-Ratio bzw. N/C-Ratio
von wildtyp IP5K und Mutanten, bei denen die Vertebrateninsertionen entfernt wurden. Wildtyp
IP5K (blau) und die Enzymmutanten IP5KA202-297 (= IP5K nach Deletion der N-terminalen
Vertebrateninsertion (grin)), IP5KA335-389 (= IP5K nach Deletion der C-terminalen
Vertebrateninsertion (gelb)) und IP5KA202-297/A335-389 (= IP5K nach Deletion der N-terminalen
und C-terminalen Vertebrateninsertion (rot gestrichelt)) wurden fir 48h in der menschlichen Zelllinie
H1299 (berexprimiert; N = 100. Die EGFP-Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Imagel in Kern,
Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N Ratio (A) und die N/C-Ratio (B) berechnet und
logarithmisch aufgetragen (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).
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3.5 Weiterfiithrende Untersuchungen des N-Terminus der IP5K auf NLS-
Aktivitait

In den Diplomarbeiten von Tobias Schenk und Xuefei Zhou sind putative nukleédre
Lokalisationssignale (NLS) der IPSK bereits eingehend untersucht worden. Es wurden
verschiedene Mutationen erzeugt, mit denen eindeutig gezeigt werden konnte, dass das
Enzym einer Zielsteuerung in den Kern unterliegt. Aufgrund der Tatsache, dass die
Auswertungsmethode, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, zum Zeitpunkt der
Fertigstellung der vorhergehenden Arbeiten nicht verwendet wurde, wurden ausgewdhlte
Mutanten erneut in H1299-Zellen exprimiert und mit Image] ausgewertet. In diesem Zuge
wurden auflerdem Mutationen in einer Enzymmutante kombiniert, die jede fiir sich eine
verstiarkte Lokalisation des Enzyms auflerhalb des Kerns verursachten, im Sinne eines
deaktivierten NLS.

Die Deaktivierung eines funktionalen NLS in einem Protein hat zur Folge, dass es nach
Uberexpression nicht mehr in den Kern einer Zelle transportiert werden kann. Bei der
Untersuchung der Lokalisation von Fusionsproteinen, die EGFP enthalten, kommt durch
dieses Phinomen eine starke Abnahme der Fluoreszenz im Kern (N) und eine Zunahme im
Zytoplasma (C) zustande. Hierdurch sinkt entsprechend die N/C-Ratio.

Es wurden hier Transfektionsreihen aus den Vorgingerarbeiten der Arbeitsgruppe wiederholt
und erweitert. So z. B. wurde die Mutante mit zerstortem putativen Zinkfingermotiv (Schenk,
2004) erneut exprimiert und einer Auswertung mit ImageJ unterzogen. Die hergestellten
Mutationen wurden in den  Arbeiten (Schenk 2004, Zhou 2005) als
HC=TS3=H152/H156/C159/C162—A, XZ1=K155/157—A und XZ2=K173/175/179—A
bezeichnet und durch QuikChange Mutagenese hergestellt. Die in dieser Arbeit betrachteten
Konstrukte sind die folgenden:

WT 140-KCGFIPFSSDVTHEMKHKVCRYCMHQHLKVATGKWKQISKY  -180
HC 140-KCGFIPFSSDVTAEMKAKVARYAMHQHLKVATGKWKQISKY  -180
X7Z1 140-KCGFIPFSSDVTHEMAHAVCRYCMHQHLKVATGKWKQISKY  -180
XZ2 140-KCGFIPFSSDVTHEMKHKVCRYCMHQHLKVATGAWAQISAY  -180
MKINLS 140-KCGFIPFSSDVTAEMKAKVARYAMHQHLKVATGAWAQISAY  -180
MK2NLS 140-KCGFIPFSSDVTAEMAAAVARYAMHQHLKVAT GAWAQISAY -180

Das putative Zinkfinger-Motiv wurde hier gelb unterlegt.
Die durchschnittlichen N/C-Ratios der in H1299-Zellen fiir 24 Stunden exprimierten

Enzymmutanten sind in der Abbildung 3-27 gezeigt.
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Abbildung 3-27: Durchschnittswerte der N/C-Ratio von wildtyp IP5K und ausgewihliten
Enzymmutanten, an denen verschiedene NLS-Domanen iiberpriift wurden.

Wildtyp IP5K (wt) und die Enzymmutanten TS3 = H152/H156/C159/C162 - A;

MK1 = H152/H156/C159/C162/K155/157 - A;

MK2 = H152/H156/C159/C162/K155/157/K173/175/179 > A; sowie die Konstrukte

HsIPMK-NLS (= EGFP, an das das isolierte NLS der HsIPMK angehdngt wurde), und HsIP3K B AABD,
welches ein Fusionsprotein aus EGFP und HsIP3K mit deletierter Aktinbindungsdomane darstellt. Die
Aufnahmen von HsIPMK-NLS wurden von Yuan-Na Lin aufgenommen und im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erneut unabhdngig auswertet. Der ermittelte N/C-Wert von HsIP3K AABD
entstammt der naturwissenschaftlichen Diplomarbeit von Olga Ernst. Alle diese Proteine wurden 24h
in H1299 Zellen Gberexprimiert und dann fotografiert. Die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels
Image) in Kern, und Zytoplasma bestimmt und die N/C-Ratio berechnet (siehe Material und
Methoden Abschnitt 2.2.5); N = 100, * = signifikant (p<0,05).

Die N/C-Ratio der Mutante TS3, in der ein putativer Zinkfinger der IP5K durch gezielte
Punktmutation zerstort wurde (Schenk, 2004), zeigte eine signifikante Abnahme gegeniiber
dem Wildtyp. Dies ist durch die verminderte Fluoreszenz im Kern der untersuchten Zellen
bedingt. In vielen Zellen konnte beobachtet werden, dass eine Fluoreszenz im Kern trotz
Mutation immer noch vorhanden war. Dadurch ergab sich, dass die Lokalisationsfunktion
nicht allein durch den Zinkfinger vermittelt werden kann. Die Mutationen XZ1 und XZ2, die
Xuefei Zhou in ihrer Diplomarbeit untersucht hat (Zhou, 2005), wurden zusitzlich in das
Konstrukt eingefiigt. Zhou konnte zeigen, dass diese Mutationen ebenfalls eine
Fluoreszenzminderung im Kern der transfizierten Zellen hervorriefen und konstatierte, dass in
80% der Zellen ein Fluoreszenzverlust im Kern und damit eine deaktivierte NLS-Funktion
vorliegt (Zhou, 2005). In den restlichen Zellen war jedoch Fluoreszenz im Kern vorhanden, so

dass davon ausgegangen wurde, dass auch diese beiden Mutanten die Lokalisation von IP5K

in den Kern nicht allein vermitteln konnen. Aus diesem Grund wurden die Mutationen aus
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den Konstrukten TS3 und XZ1 in der Mutante MK1 zusammengefasst. Die Mutante MK2
wurde durch Ergénzung der Mutationen des Konstrukts XZ?2 hergestellt.

Als Positivkontrolle EGFP verwendet, an dessen Aminosduresequenz die Sequenz des NLS
aus der HsIPMK angehingt wurde (AS320-330 = RHRKIYTKKHH). Dieses Konstrukt
wurde von Marcus Nalaskowski freundlicherweise zur Verfiigung gestellt, nachdem es sich in
Vorversuchen der Arbeitsgruppe als funktionell bewihrte.

Als  Negativkontrolle mit vollstindig deaktivierter ~NLS-Aktivitdit wurde eine
Deletionsmutante der HsIP3K-B verwendet, in der die Aktinbindungsdoméne deaktiviert
wurde (HsIP3K AABD). Auch diese Mutante lag in der Arbeitsgruppe bereits vor. Innerhalb
dieser Aktinbindungsdoméne ist eine NLS-Domine vorhanden, welche durch die Deletion
deaktiviert wurde. AuBer diesem NLS konnte in der HsIP3K-B keine weiteren
Steuerungdomiinen identifiziert werden, die den Transport des Enzyms in den Kern der Zelle
vermitteln. Die verwendeten Zellen wurden fiir die vorliegende Arbeit erneut mittels ImageJ
quantifiziert. Es ergab sich nach der hier angewandten Methode, die von Olga Ernst als valide
fir den Nachweis eines NLS dargestellt wurde, dass die Mutanten MK1 und MK2 den
gleichen Wert wie die Negativprobe Mutante HsIP3K AABD erzeugen (Ernst, 2007). Somit
ist von der vollstandigen Deaktivierung des Kernimports in MK1 und MK2 auszugehen. Es
muss hier erwidhnt werden, dass die Aufnahmen nicht mit einem Konfokalmikroskop
durchgefiihrt wurden. Deshalb wird Streufluoreszenz ober- und unterhalb des Kernes mit
gemessen, wodurch die N/C-Ratio nicht unter 0,62 sinkt, auch wenn kein Protein im Kern

vorhanden ist. Die vollstindige Statistik ist dem Kapitel 8 zu entnehmen.



4. Diskussion

4.1 Identifizierung des NLS und nukleoldrer Retentionssignale der IP5K
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine genauere Charakterisierung der

Zielsteuerungsdomanen der IP5K durchzufithren und dabei die Aminosduren oder
Peptidsegmente zu bestimmen, die den Kernim- und export, sowie die nukleolédre Lokalisation
vermitteln.

Seit etlichen Jahren wurde in der Arbeitsgruppe von G. Mayr an einem umfassenden Bild der
Kernlokalisation der IPSK gearbeitet. Die Bestimmung der Zielsteuerungsdoménen der IPSK
gestaltet sich aber schwierig, da dieses Enzym keinerlei Sequenzhomologien zu anderen IP-
Kinasen aufweist, geschweige denn signifikante Homologien zu anderen Proteinen. Ebenso
gibt es entweder keine Aminosduresequenzen innerhalb der IPSK, die bekannten
Konsensussequenzen fiir Lokalisationssignale entsprechen, oder untersuchte putative
Konsensussequenzen stellten sich als nicht hinreichend fiir eine Zielsteuerung heraus. So
wurde beispielsweise ein putatives monopartites NLS (*'RKK*) im N-Terminus der IP5K, im
Rahmen der Diplomarbeit von Tobias Schenk auf seine NLS-Aktivitit untersucht (Schenk,
2004). Die Daten zeigten aber, dass dieses Motiv nur geringe NLS-Aktivitit besitzt.

Mekhail et al. beschrieben in ihrer Arbeit von 2007 ein Konsensus-Motiv fiir ein nukleolédres
Lokalisationssignal (NoLS). Voraussetzung fiir die Funktionalitét sollte ein Motiv RRLxxxL
und ein Motiv LxL sein. Da die IP5K das letztere Motiv mehrfach aufweist, wurde das dem
Konsensus dhnlichste Motiv (120-RLQTYR-125) im Detail untersucht. Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit innerhalb dieser Sequenz durchgefiihrten Mutagenesestudien zeigten
aber, dass hier keine Zielsteuerungsaktivitit fiir Nukleoli vorliegt. Es mussten daher zur
Aufkldrung der nukledren und intranukledren Zielsteuerung der IPSK umfangreiche
Mutagenesestudien durchgefithrt werden. In der Veroffentlichung ,,Intracellular localization
of human Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-Kinase* (Brehm et al., 2007), an der der
Autor der vorliegenden Arbeit, sowie die Diplomanden Zhou und Schenk beteiligt waren,
wurde durch Kombination mehrerer Mutationen im N-terminalen Bereich der IPSK bewiesen,
dass deren NLS-Aktivitdt von basischen Aminosiduren im Sequenzabschnitt 1-180 vermittelt
wird. Der Austausch der Aminosduren K155, K157, K173, K175 und K179 zu Alanin fiihrte
in 80% der untersuchten Zellen zu einem Kernausschluss, und die N/C-Ratio dieser Mutanten
wurde im Nachhinein, in der hier vorgelegten Arbeit, auf 0,75 bestimmt. Durch zusitzliche
Mutationen konnte nun eine Mutante erzeugt werden, die eine N/C Ratio von 0,62 aufwies.
Dieser Wert wurde in vorangegangenen Arbeiten als zu erreichender Wert fiir ein vollstindig

deaktiviertes NLS bzw. ein nicht-nukleares Protein - in nicht-konfokaler 2D-Mikroskopie
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analysiert — bestimmt (Ernst, 2007), so dass die Lokalisierung der nukledren Importfunktion
als aufgekldrt gelten kann. Die fiir den Kernimport essentiellen Aminosduren liegen im
Abschnitt 152-179 und sind im Folgenden rot markiert:

152-HEMKHKVCRYC-162 und 172-KWKQISK-179.
Es wurde noch nicht gezeigt, ob der Aminosdurebereich 152-179 ausreicht, um ein
zytoplasmatisches Protein in den Kern zu importieren. Es ist aber moglich, dass ein derartiger
Versuchsansatz nicht geeignet ist, um diese Beweisfiihrung abzuschlielen, denn im regulidren
Fall bestehen NLS aus kleinen Clustern basischer Aminoséduren (Gorlich und Kutay 1999). Es
gibt auBerdem einige Proteine die ein saures NLS enthalten (Mo, Wang und Beck 2000). Die
Aminosduren, die bei Mutation zu einer zytoplasmatischen Form der IP5K fiihren, sind aber
basische Aminosduren in Kombination mit Cysteinen und Histidinen. Ein solches NLS ist
bisher nicht beschrieben worden. Die Cysteine und Histidine konnten eine sogenannte
Zinkfinger-Struktur darstellen, aber auch hier wird keine bekannte Konsensussequenz fiir
Zinkfinger befolgt. Maria Brehm aus der Arbeitsgruppe Mayr erstellte mithilfe der
Kristallstruktur der IP5K aus Arabidobsis thaliani (Gonzalez et al., 2010) iiber den WURST-
Server (Torda et al.,, 2004) ein neues 3D-Modell des menschlichen Enzyms. Das putative
Zinkfinger-Motiv befindet sich in diesem Modell an der AuBenseite des Proteins.
Zinkfingerdoménen stellen hidufig DNA-, RNA- oder Proteinbindungsdoménen dar. Es wire
also moglich, dass die IPSK nicht iiber ein eigenstindiges importinabhingiges NLS verfiigt,
sondern {iiber ein ,,Huckepack“-System in den Kern gelangt. In diesem Falle wiirde die IPSK
gebunden an ein NLS-tragendes Protein in den Kern gebracht werden. Denkbar wire auch,
dass eine schwache NLS-Aktivitdt der basischen Aminosduren einen Eintritt in den Kern
ermoglicht, dann aber eine Retention der IPSK an DNA oder RNA iiber den Zinkfinger
stattfindet.
Sehr @hnlich verhilt es sich mit der nukledren Exportaktivitit der IPSK. Es gibt vier
Aminosdureabschnitte, die der beschriebenen Konsensussequenz fiir Leucin reiche NES
folgen (la Cour et al., 2003) und zwei weitere, die eine dhnliche Struktur aufweisen. In der
Veroffentlichung Brehm et al,, 2007 wurde eine starke NES-Aktivitdat innerhalb einer
Vertebrateninsertion (Aminosdureabschnitt 200-300) beschrieben, es konnten aber bisher
nicht die verantwortlichen Aminosiuren oder —segmente im Einzelnen identifiziert werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Leucin reichen Motive der IPSK, von denen zwei
innerhalb dieser Vertebrateninsertion liegen, eingehend untersucht. Die Motive wurden
entweder vollstindig deletiert, oder es wurden die Leucine und Leucin &hnlichen

Aminosduren gegen Alanine ausgetauscht. Bei einer Inaktivierung eines NES wiirde man
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erwarten, dass sich die Mutante vollstindig im Kern anreichert, da der Kernimport noch
funktionieren sollte, der Kernexport aber inhibiert wird. Fiir keine der Leucin reichen
Sequenzen der IPSK wurde ein derartiger Effekt in H1299-Zellen beobachtet. Auch
Kombinationsmutanten, in denen mehrere der Sequenzen deletiert wurden, zeigten keine
signifikant erhohte N/C-Ratio. Die Leucin reichen Sequenzen der IPSK fungieren damit nicht
als eigenstiindige NES. Wie schon in Brehm et al., 2007 gezeigt, wird aber der nukledre
Export der IPSK durch Leptomycin, einem Exportin hemmendem Antibiotikum, inhibiert.
Das heifit, die IPSK wird Exportin abhidngig aus dem Kern transportiert. Normalerweise
vermitteln Leucin reiche NES die Bindung an Exportin und fiithren so zur Ausschleusung des
NES tragenden Proteins. Da aber keines der putativen NES innerhalb der IP5K tatsichlich
NES-Aktivitdt zeigt, wird die IPSK vermutlich an ein NES-tragendes Protein gebunden,
welches seinerseits einem Exportin abhingigem Export unterliegt.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten sprechen dafiir, dass die Leucin reichen
Motive der IPSK nicht NES, sondern nukledre bzw. nukleoldre Retentionssignale darstellen.
Retentionssignale sind Aminosduremotive, mit deren Hilfe ein Protein an ein anderes Protein
gebunden wird. Durch diese Interaktion wird Ersteres an einem bestimmten Ort in der Zelle
festgehalten. Die Inaktivierung eines solchen Retentionssignales wiirde somit zu einer
verringerten Lokalisation an diesem Ort fiihren. Fiir alle hier untersuchten Mutanten wurde
eine stark verringerte Nu/N-Ratio und eine verminderte N/C-Ratio gemessen (vgl.
Ergebnisse). Das heiflt, die Mutanten reichern sich nicht wie der Wildtyp in Nukleoli an,
sondern sparen die Nukleoli sogar aus und zeigen zudem eine geringere Kernlokalisation.
Damit ist davon auszugehen, dass die untersuchten Leucin reichen Sequenzen der IP5SK
Retentionssignale fiir Nukleoli darstellen. In dem von Maria Brehm erstellten 3D-Modell
liegen die Leucin reichen Sequenzen L1 bis LS5 an der AuBlenseite der [IPSK (vgl. Modell in
Kapitel 8) und konnten durch ihre Lage durchaus Bindungsstellen darstellen (personliche
Mitteilung Dr. Maria Brehm).

Die Deletion der Leucin reichen Sequenz L6 (AS 433-FSVSVLDLDI-442) fiihrte nur in
HeLa-Zellen dazu, dass sich die Mutante im Zellkern anreicherte, was ein Hinweis darauf
war, dass dieses Motiv in diesem Zelltyp am Kernexport der IP5SK beteiligt ist. Es konnte
sich dabei um eine rudimentidre NES-Funktion handeln, die sich nicht in allen Zellenarten
durchsetzt. Eine andere Theorie ist, dass umliegende Aminosiduren durch die Deletion der
gesamten Sequenz L6 ein neues nukledres Lokalisationssignal simulieren (personliche
Mitteilung von Prof. Dr. Mayr). Dieses konnte in einer Versuchsreihe des Autors der

Dissertation bisher nicht bewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Denkbar ist auch ein
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Vorhandensein unterschiedlicher Karyopherine in verschiedenen Zelllinien (Cook et al.,
2007), die entsprechend unterschiedliche Affinititen zu den exprimierten Proteinen zeigen.

Erstmals wurde im Rahmen dieser Arbeit in der Arbeitsgruppe eine Lokalisationsstudie
durchgefiihrt, bei der Expressionszeiten von 24, 48 bzw. 72 Stunden eingesetzt wurden. Ziel
war es hierbei, herauszufinden, ob die gezeigten Resultate, die durch Deletion und
Substitution von Aminoséduren in der IPSK erzeugt wurden, zeitlich begrenzt sind. Fiir eine
Expressionszeit von 24 Stunden wurde gezeigt, dass die IPSK das Maximum an Expression
erreicht hat (Brehm, 2006). Die Zeitpunkte 48 bzw. 72 Stunden wurden zunéchst gewihlt, um
festzustellen wie lang eine Proteinexpression durchgefiihrt werden kann. Da in ersten
Versuchen Wildtyp IP5K zu allen drei Messzeitpunkten eine stabile Expression in H1299 und
Hela Zellen zeigte, wurde eine entsprechende Messreihe mit ausgewihlten Mutanten
durchgefiihrt. Kleinere Veridnderungen in der Aminosduresequenz fiithrten nicht zu einer
Einschrinkung der Expression, wodurch mehrere Ergebnisse der vorliegenden
Lokalisationsstudien untermauert werden konnten. Die Mutanten wurden offensichtlich nicht
abgebaut. Bei groBeren Deletionen hingegen (Mutante A, vgl. Ergebnisteil), bestand der
Verdacht, dass das Enzym mit der Zeit von der Zelle modifiziert bzw. abgebaut wurde, da
sich die Lokalisation in Kern und Zytoplasma diffus veridnderte. Grund hierfiir konnte sein,
dass die Zellen, die denen die IPSK als EGFP-Fusionsprotein exprimiert wurde, das ,,defekte*
Protein abbauen und die Fluoreszenz des EGFP zuriickbleibt. Dieses bediirfte weiterer

Uberpriifung in nachfolgenden Studien.

4.2 Lage der untersuchten Leucin reichen Sequenzen innerhalb der 3D-
Struktur der IP5K
In die vor kurzem aufgekldrte 3D-Struktur der IPSK aus Arabidopsis thaliani (AfIPSK;

Gonzalez et al., 2010) wurden in silico mit der Software PyMol die in dieser Arbeit
untersuchten homologen Sequenzen der Leucin reichen Motive der humanen IPSK farbig
markiert (Abbildung 4-1). Das Motiv L6 wurde magentafarben markiert und wie deutlich zu
erkennen ist, liegt dieses Motiv im Inneren des Proteins. Deshalb ist es unwahrscheinlich,
dass das Motiv L6 die Bindung von IPSK an Proteinbindungspartner vermittelt, denn dazu
miisste es an der Oberfliche der 3D-Struktur liegen. L6 ist in der AfIPSK (Bezeichnung:
Motiv 1V, Abbildung 4-1, 4-2) dagegen offensichtlich mit verantwortlich fiir die Bindung
von ATP als Co-Substrat fiir die Herstellung von InsPs. Ob die Substratbindung fiir die
nukleoldre Lokalisation der IPSK in Hela-Zellen essentiell ist, bleibt eine vorerst offene
Frage. Aus welchem Grund sich nach Expression der Mutante HsIPSK AL6 in HeLa Zellen

das Bild eines deaktivierten putativen NES zeigt, bleibt daher auch weiterhin unklar. Es

76



werden aber derzeit Studien in der Arbeitsgruppe von Mayr durchgefiihrt, in denen die
Aminosduren der humanen IP5K identifiziert werden, die fiir die katalytische Aktivitit
verantwortlich sind. Bisher lassen diese neuen Daten vermuten, dass in der humanen IP5K die
Aminosduren an homologer Position fiir die Katalyse wichtig sind wie in der AfIP5K
(personliche Mitteilung Dr. Maria A. Brehm). Nach Abschluss dieser Studien kann dann
untersucht werden, ob die katalytische Aktivitdt der IPSK auch Einfluss auf ihre Lokalisation

hat.

Abbildung 4-1: Kristall-Strukturmodell der AtIP5K, modifiziert nach Gonzalez et al., 2010

Mit dem Programm PyMol wurde das Strukturmodell aus verschiedenen Blickwinkeln dargestellt. Die
homologen Aminosauren der in der HsIP5K untersuchten Leucin reichen Sequenzen, die in der
vorliegenden Arbeit untersucht wurden, sind rot in der Struktur der AtIP5K dargestellt. Die Sequenz
L6 der HsIP5K findet sich in einem Motiv der funktionellen Doméane der AtIP5K wieder, die hier in
magenta dargestellt wird (Motiv V). ADP ist gelb und InsPs ist in blau dargestellt.

Dazu wire die Messung von InsPg in Zytoplasma, Kern und Nukleoli sinnvoll. Hierzu
miissten die InsPs-Mengen in den drei Zellkompartimenten voneinander getrennt betrachtet
werden. Methoden zur getrennten Isolierung sind bereits beschrieben worden und konnten
hier zur Anwendung kommen (Andersen et al., 2002, Andersen et al 2005, Boisvert 2007).
Diese Untersuchung war nicht Bestandteil dieser Arbeit. Moglicherweise ergeben sich hieraus
in Zukunft weitere Hinweise fiir die Aufgaben von InsP¢ in der menschlichen Zelle.

Zeitgleich zur vorliegenden Arbeit wurde fiir die IPSK eine scaffolding Funktion identifiziert
(personliche Mitteilung Dr. Maria A. Brehm). Scaffolding Proteine binden mehrere
Proteinkomponenten eines makromolekularen Komplexes und bringen sie so an ihren Wirkort
und vermitteln die notige Nihe fiir die Interaktion der beteiligten Proteine (Vondriska et al.,
2004). Die hier identifizierten Retentionssignale sind hervorragende Kandidaten fiir
Interaktionsdomédnen mit diesen Komplexproteinen. Derzeit wird in der AG Mayr mittels
GST-pull-down Experimenten untersucht, ob die Mutation der Motive L1-6 zu einer
verminderten Interaktion der IPSK mit den Komplexproteinen fiihrt. Wie in Abbildung 4-1
zu sehen, liegen die Sequenzen L1-L5 alle an der Oberfliche der IPSK und konnten daher
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ideal die Bindung an Komplexpartner vermitteln. Das anhand des Kristalls der AfIP5K
erstellte Modell der HsIP5K zeigt ein dhnliches Bild (personliche Mitteilung von Dr. Maria
Brehm, vgl. Kapitel 8). Die Identifikation der Leucin reichen Regionen der IPSK als
mogliche Retentionssignale in der vorliegenden Arbeit, ist somit die Grundlage zur
Identifikation von Bindungsdominen der IP5K. Als weiterer Anhaltspunkt fiir die
Identifikation speziell fiir nukleoldre Lokalisationssignale kann in diesem Zusammenhang die
Nu/C-Ratio errechnet werden, die bereits in der Einleitung erwédhnt wurde. Die initiale
Berechnung dieses Wertes als Produkt aus Nu/N-Ratio und N/C-Ratio zeigte eine starke
Abnahme, nachdem gezielt putative nukleoldre Retentionssignale mittels QuikChange
Mutagenese veridndert und anschlieBend in Zelllinien exprimiert wurden (personliche
Mitteilung Prof. Mayr). Dieses Ergebnis spriche fiir die Deaktivierung eines solchen Signals.
Im Anhang (vgl. Kapitel 8) wurde die N/C-Ratio fiir alle Mutanten berechnet, die im

Zusammenhang mit der Lokalisation der IP5K in die Nukleoli stehen.
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Abbildung 4-2: Alllgnlerung verschiedener IP5 Kinasen; In dleser Graphik (modifiziert nach Gonzalez
et al.,, 2010) wurden unter anderem die AtIP5K und die HsIP5K alligniert. Es fallt eine grole
Sequenzahnlichkeit auf. In gelb wurden die Sequenzen L1: 81-LEFVKQLCL-90, L2: 233-LAHHLKPFFF-
242, 13: 261-LVHVITRVLL-270, L4: 327- VQMLDLLDI-335, L5: 369-FYQKLLDL-376, L6: 433-
FSVSVLDLDL-442 markiert, die in der vorliegenden Arbeit in der HsIPSK untersucht worden sind. L5
ist in dieser Graphik nicht mit abgebildet. Auffillig ist die Uberemstlmmung der Sequenz L6
(vorliegende Arbeit) mit dem Motiv IV (Gonzalez et al., 2010). Auch sie Sequenz L4 stimmt mit einem
von Gonzalez beschriebenen funktionellen Motiven Gberein.

cip-in
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4.3 Mogliche Griinde fiir eine Kompartimentierung von IP5K im Kern
Es wurde in Zellen, die unter Stress stehen, beobachtet, dass sie nukleolire ,,Caps* bilden. In

diesen Caps konnte die IPSK vermehrt nachgewiesen werden (personliche Mitteilung von Dr.
Maria Brehm). Ein dhnliches Phidnomen findet auflerhalb des Kerns statt. Hier bilden sich
Stressgranula, in denen ebenfalls IPSK vermehrt vorhanden ist. In diesen nukleoldren Caps
findet man auch Isoformen von PML Protein (Condemine et al., 2007). Sobald eine Form von
Stress auf die Zelle ausgeiibt wird, lokalisieren bestimmte PML Isoformen an nukleolire
Komponenten (,,Caps®). Es scheint so zu sein, dass verschiedenste Proteine bei zelluldrem
Stress sowohl im Kern als auch auflerhalb des Zellkerns aktiv gegen die Noxe geschiitzt
werden, indem neue abgeschlossene Kompartimente gebildet werden. Dort werden die
Proteine solange in Komplexen gelagert bis der Stress auslosende Faktor nicht mehr existent
ist. Die IPSK konnte hierbei eine grofe Rolle spielen, da sie den Hauptfaktor der InsPs-
Herstellung darstellt. Autoren verschiedener Arbeiten, in denen die IP5S Kinasen anderer
Organismen untersucht wurden, beschreiben Aufgaben von InsPs in DNA Reparatur oder
Chromatin Remodeling (Luther, 1995, Shen et al.,, 2003). Deshalb konnte -eine
Kompartimentalisierung der IPSK essentiell dafiir sein, InsPg genau dort herzustellen, wo es
benotigt wird. Das Enzym konnte also aus Griinden der Effektivitit direkt in den Caps
festgehalten werden.

Bisher wurde vermutet, dass die IP5SK indirekt am mRNA-Export beteiligt ist (Bolger et al.,
2008). AuBerdem wurde die IPSK in Assoziation mit mRNA in induzierten Stressgranula
beobachtet (Brehm et al., 2007). Daraus erwuchs die Idee, dass die IPSK direkt mRNA bindet
und aus dem Kern heraus transportiert. In Anbetracht des vorher Gesagten ist es allerdings
auch durchaus moglich, dass es das Produkt der IPSK — InsPg — ist, auf den es beim Export
der mRNA ankommt. Diese Uberlegung deckt sich mit den Aussagen von York et al., 1999
und Miller et al., 2004, die besagten, dass InsP¢ in Hefe den mRNA-Exportkomplex
bestehend aus Glel und Dbp5 reguliert. Denkbar wiren in diesem Zusammenhang auch, dass
bestimme mRNAs oder RNP Komplexe weitere Reifungsschritte durchlaufen, die bisher
unbekannt sind und eine bestimmte Menge an InsP¢ erfordern.

Das InsPg ist scheinbar in sehr vielen Bereichen fiir das Uberleben eines Organismus und den
Stoffwechsel der einzelnen Zelle wichtig. Dies konnte eine Erklidrung sein, weswegen die
IPSK sowohl eine starke Affinitdt zum Zellkern und speziell zu den Nukleoli hat als auch

dafiir, dass die IP5K durch Caps und Granula in der gestressten Zelle geschiitzt wird.

79



4.4 Die Zielsteuerung der IP5K wird moglicherweise durch

Phosphorylierung reguliert
Es ist fiir viele Proteine bekannt, dass ihre Zielsteuerung durch posttranslationale

Modifikationen reguliert wird. Héufig wird diese Regulation durch Phosphorylierungen
bewerkstelligt. Deshalb wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausgewéhlte putative
Phosphorylierungsdoménen auf Funktionalitdt iiberpriift. Hierzu wurden Pseudo-
phosphorylierungs- bzw. dephosphorylierungsmutanten hergestellt. Es sollte gezeigt werden,
ob das Pendeln der IP5K zwischen Kern und Zytoplasma durch Phosphorylierung
feinreguliert wird. Daher lag das Hauptaugenmerk bei der Suche nach putativen Dominen
innerhalb der Sequenz der Peptidinsertion, die die NES-Aktivitit des Enzyms enthilt (Brehm
et al., 2007). Die Aminoséduresequenz der IPSK wurde mit der Online Software Scansite 2.0
auf Erkennungsmotive verschiedener Proteinkinasen iiberpriift (Obenauer et al., 2003), wobei
drei mogliche Phosphorylierungsstellen im Bereich AS 200-300 prédiziert wurden; ndmlich
T280, S282 und S271/S273 (Abbildung 4-3). Bei einer niedrigen Erkennungsschwelle
wurden auch auBlerhalb der Insertion diverse mogliche Phosphorylierungsstellen gefunden,
die in einem weiteren Projekt beschrieben werden miissen.

Es wurden in dieser Arbeit u. a. die Aminosduren 282/283 untersucht. Es ergaben sich bei der
Mutagenese von S282A und S282E leichte Verschiebungen der intrazelluldren Lokalisation
der IP5K, die nicht sicher signifikant waren. Die Tatsache, dass bei einem Suchlauf mit
mittlerer Sensitivitit jeder der S/T-Reste in dem Motiv 280-TLSP-283 eine putative
Phosphorylierungsstelle darstellte, sollte Grund fiir eine Erweiterung der Versuche an dieser
Stelle des Proteins sein. Die Pseudodephosphorylierungsmutante S271/271A zeigte eine
signifikant verringerte Kernlokalisation der IPSK. Dafiir kann es zwei mogliche Erkldrungen
geben: Entweder verringert eine Dephosphorylierung den Kernimport der IP5K, oder sie
steigert den Kernexport. Letzteres ist wahrscheinlicher, da diese Phosphorylierungsstelle im
Bereich der NES-Aktivitit der IPSK liegt. In zukiinftigen Arbeiten konnte untersucht werden,
ob die IPSK tatsdchlich an dieser Stelle einer Phosphorylierung unterliegt und welche
Proteinkinase dafiir verantwortlich ist. Dazu konnten Peptidabschnitte der IPSK bakteriell
exprimiert und in vitro Phosphorylierungsassays unterzogen werden. Wenn die Proteinkinase
dann bekannt ist, konnte sie inhibiert oder {iiberexprimiert werden, und man konnte
untersuchen, ob durch diese Expressionsinderung die Lokalisation der IPSK beeinflusst

wiirde.
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Abbildung 4-3: Putative Phosphorylierungsdomanen der IP5K mit niedrig eingestelltem
Erkennungsfilter: Mit dem Programm ScanSite 2.0 (Obenauer et al., 2003) wurde hier die
Aminosduresequenz der IP5K mit sehr spezifisch eingestelltem Erkennungsfilter auf putative
Phosphorylierungsstellen hin untersucht. Es ergeben sich hier nur drei putative Bindungsstellen.

5. Zusammenfassung
In der vorliegenden  Arbeit wurden die nukledren und  subnukledren

Zielsteuerungseigenschaften der menschlichen Inositolpentakisphosphat 2-Kinase (IP5K)
genauer beschrieben. Dieses Enzym ist nach derzeitigem Kenntnisstand das einzige Protein
der menschlichen Zelle, das Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat unter ATP-Verbrauch zu
Inositolhexakisphosphat (InsPg) umsetzt. Die Wichtigkeit, die IP5K fiir das Uberleben eines
Organismus’ darstellt, wird dadurch deutlich, dass IPSK knock-out Miuse schon embryonal
letal sind (Verbsky et al., 2005). In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof.
Mayr wurde in grofl3 angelegten Untersuchungsreihen die Lokalisation der IP5K in der
menschlichen Zelle charakterisiert (Brehm et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden
die vorliegenden Daten durch verschiedene neue Erkenntnisse ergédnzt. Es wurde umfassend
nach neuen Leucin reichen Karyopherin abhéngigen Signalen gesucht, die den Proteinexport
aus dem Kern vermitteln konnten. Von den sechs préddizierten putativen Signalen konnte nur
fiir eines (AS 433-442) eine mogliche Aktivitit als nukledres Exportsignal in HeLa-Zellen
nachgewiesen werden. In diesem Zuge wurde auch untersucht, ob eine Feinregulierung des
Kernexportes durch Phosphorylierung stattfindet. So wird IPSK anscheinend vermehrt aus
dem Kern exportiert, wenn die Phosphorylierungsstellen S271A wund S273A in
unphosphoryliertem Zustand vorliegen. Phosphorylierung konnte dies entsprechend hemmen.

Die fiinf weiteren Leucin reichen Regionen hatten hingegen Einfluss auf die nukleolére
Lokalisation der IPSK. Mutation aller dieser Doménen, sowohl Deletion als auch Substitution
der Leucine durch Alanine, fithrte zu einer stark verminderten Lokalisation in Nukleoli.
Kiirzlich wurde die 3D-Struktur der AtIPSK veroffentlicht (Gonzalez et al., 2010) und die
homologen humanen Aminosdureabschnitte der fiinf untersuchten Doménen liegen alle auf

der Oberfliche des Proteins. Aktuelle Studien, die auf der vorliegenden Arbeit beruhen,
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lieferten bereits Hinweise, dass es sich hierbei um Interaktionsdominen fiir nukleolére
Proteine handelt. Diese Motive sind damit fiir eine nukleoldre Retention der IP5K
mitverantwortlich sind. Die nukledren Lokalisationssignale der IPSK (NLS) waren schon vor
Beginn der vorliegenden Arbeit ein viel bearbeitetes Thema in der Arbeitsgruppe Mayr,
konnten aber damals noch nicht abschlieBend charakterisiert werden. In dieser Arbeit wurden
auch etliche Ergebnisse aus Projekten vorhergehender Arbeiten weiter experimentell
verifiziert, so dass die nukledre Importfunktion der IPSK nun eindeutig aufgeklidrt werden
konnte. Die fiir den Kernimport essentiellen AS sind 152-HEMKHKVCRYC-162 und 172-
KWKQISK-179.

6. Summary
In this work nuclear and subnuclear targeting features of human inositol pentakisphosphate-

kinase (IP5K) were described in more detail. Human IPSK is currently the only known
enzyme capable of converting inositol-1,3,4,5,6-pentakis-phosphate to
inositolhexakisphosphate (InsPg) in human cells. The importance of IPSK for the organism's
survival is illustrated by the fact that knock-out mice are embryonic lethal (Verbsky et al.,
2005). The intracellular localization of IP5SK was intensively investigated by Prof. Mayr's
group (Brehm et al., 2007). In this work new aspects were discovered. To characterize the
nuclear export signal of IPSK leucine rich regions were investigated for a potential NES
function. One of the six leucine rich sequences (aa. 433-442) shows a possible nuclear export
activity in HeLa cells. Also phosphorylation sites for fine regulation were part of the
investigation. Nuclear export of IPSK seems to be increased when amino acids S271 and S273
are not phosphorylated. Phosphorylation therefore could prevent nuclear export. All of the
other five leucine rich sequences seem to be very important for nucleolar localization of IP5SK,
since their deletion leads to exclusion of the mutants from nucleoli. In the recently described
3D-structure of IPSK from Arabidopsis thaliana all homologous human domains were located
on the external side of the protein (Gonzalez et al., 2010). New studies based on the work at
hand indicate that those sites actually interact with nucleolar proteins. Therefore those
sequences mediate nucleolar retention of IP5K.

Nuclear localization signals of IPSK (NLS) were in the focus of Prof. Mayr’s laboratory
before. In former studies NLS activity could not finally be characterized. Here different
formerly performed projects were experimentally verified. The nuclear import signal of IP5K
was completely characterized. The essential amino acids are indicated in blue: 152-

HEMKHKVCRYC-162 and 172-KWKQISK-179.
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8. Anhang

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden noch weitere Deletionsversuche an der IP5K
durchgefiihrt, die im Kapitel 3 nicht erwihnt werden, da sie zur Findung von funktionellen
Dominen als weniger zielfithrend eingestuft wurden. Dennoch sollen die gewonnenen Daten
hier kurz zusammengefasst werden. Die Versuchsanordnung entspricht der aus Kapitel 3.
Nach 48-stiindiger Uberexpression von IPSK/EGFP in H1299 Zellen betrug die Nu/N-Ratio
im Durchschnitt 1,21 + 0,17 (Abbildung 8-1, N=100). Dies wurde dadurch erklart, dass die
Fluoreszenz in den Nukleoli im Verhiltnis zu Kern und Zytoplasma am stédrksten war. In 33%
der beobachteten Zellen, in denen der Wildtyp exprimiert wurde, wurde eine Nu/N-Ratio von
1,2 gemessen (blau, Abbildung 8-1A-C). Dieses stellt das Verteilungsmaximum dar. Alle
weiteren Zellen wiesen eine Gauf3’sche Verteilung um das Maximum auf. Nach Expression
der Enzymmutante EGFP/IPSKAL1 (A81-90) wurde eine verringerte Fluoreszenz in den
Nukleoli gemessen. Dadurch nahm die Nu/N-Ratio signifikant auf 0,85 + 0,11 ab. Das
Verteilungsmaximum von L1 lag daher bei 0,8 (Abbildung 8-1A, N = 100, p<0,05).

Nach Expression des Wildtyp-Fusionsproteins EGFP/IP5K fiir 48 Stunden in H1299-Zellen
zeigte sich eine starke Lokalisation der Fluoreszenz im Kern und in den Nukleoli. Es ergab
sich eine N/C-Ratio von 1,28 + 0,31 (Abbildung 8-1D). Bei der Darstellung in der
logarithmischen Graphik zeigten sich zwei Verteilungsmaxima bei 1,1 zu 18% und 1,5 zu
15%. Eine N/C-Ratio zwischen 1,1 und 1,5 wurde in 31% der beobachteten Zellen gemessen
(vgl. Kapitel 3, Ergebnisse und Kapitel 4, Diskussion). Die Deletion der Peptidsequenz L1
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(A81-90) fiihrte zu einer, gegeniiber dem Wildtyp, verringerten Kernlokalisation der Mutante.
Dadurch kam es zu einer Abnahme der N/C-Ratio mit einem Verteilungsmaximum bei 0,8 in
15% der Zellen (Abbildung 8-1D).

Durch die Deaktivierung eines putativen nukledren Exportsignals (NES) eines Proteins wiirde
man nach Expression in eukaryotischen Zellen eine Zunahme der N/C-Ratio erwarten, da sich
eine vermehrte Fluoreszenz im Kern einstellen wiirde (vgl. Kapitel 3, Ergebnisse). Durch die
Deletion des putativen Leucin reichen NES L1 in der IP5K wurde dies nicht beobachtet. Es
handelt sich daher mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht um ein NES. Bei der Betrachtung der
weiteren Ergebnisse wird auf eine erneute Erlduterung der Verteilungskurve des Wildtyps
verzichtet.

Die Mutante EGFP/IPSKALA4 zeigte eine vergleichbare Veridnderung der Nu/N-Ratio wie alle
Deletionsmutanten, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden. Sie liegt bei
durchschnittlich 0,81 = 0,15 (Abbildung 8-1B, N=100, p<0,05). Die N/C-Ratio der
Deletionsmutante EGFP/IPSKAL4 ist durchschnittlich signifikant kleiner als die des
Wildtyps. 8% der beobachteten Zellen zeigten nach Expression der Mutante in H1299-Zellen
fiir 48 Stunden eine N/C-Ratio von 1,2. 12% lagen bei 0,6. 51% der beobachteten Zellen
wiesen eine N/C-Ratio zwischen 0,6 und 1,2 auf (Abbildung 8-1E). Die durchschnittliche
N/C-Ratio lag bei 1,06 + 0,42 (N=100, p<0,05). Nach Deletion der Leucin reichen Sequenz
L5 sank die Nu/N-Ratio nach Expression in HI1299-Zellen signifikant ab. Das
Verteilungsmaximum der Enzymmutante EGFP/IPSKALS lag bei der Nu/N-Ratio 0,8 mit
50% der beobachteten Zellen (Abbildung 8-1C). Die N/C-Ratio der Mutante EGFP/IPSKALS
zeigte eine groBe Streuung. 73% der beobachteten Zellen wiesen Werte von 0,6 bis 1,1 auf,
wobei der Durchschnitt bei 0,92 + 0,31 lag (Abbildung 8-1F, N=100, p<0,05). Insgesamt
scheint keine der Sequenzen L1, L4 oder LS5 allein den nukledren Export zu vermitteln.
Dennoch scheint auch in diesen Sequenzen eine nukleoldre Retentionsfunktion zu liegen (vgl.

Kapitel 3, Ergebnisse und Kapitel 5, Zusammenfassung).
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Abbildung 8-1: Haufigkeitsverteilung der Nu/N-Ratio bzw. der N/C-Ratio von wildtyp IP5K und
Deletionsmutanten in H1299 Zellen. Wildtyp IP5K (blau) und die Enzymmutanten, die hier rot
dargestellt werden, wurden 48h in H1299 Zellen exprimiert. Die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde
mittels ImagelJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die Nu/N-Ratio (A-C) bzw. N/C-Ratio
(D-F) fur jede Zelle berechnet. AnschlieBend wurden die Werte nach ihrer GroRRe sortiert und die
Haufigkeit ihres Auftretens logarithmisch dargestellt (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5).
AL1 = A82-90, L1 = 81-LEFVKQLCL-90. AL4 = A327-335, L4 = 327-VQMLDLLDI-335. AL5 = A369-376, L5

= 369-FYQKLLDL-376; N = jeweils 100.
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Abbildung 8-2: Neues putatives 3D-Modell der IP5K. Das Modell wurde von Dr. Maria Brehm anhand
der Kristallstruktur der IP5K aus Arabidobsis thaliani (Gonzalez et al., 2010) mit dem Programm
PyMol modelliert. Blau = N-Terminus, rot = C-Terminus, magenta = Leucin reiche Regionen mit L1:
81-LEFVKQLCL-90; L2: 233-LAHHLKPFFF-242; L3: 261-LVHVITRVLL-270; L4: 327-VQMLDLLDI-335;

L5: 369-FYQKLLDL-376; L6: 433-FSVSVLDLDL-442; L1-L5 liegen an der AuBenseite des Molekiils, L6
liegt im Inneren.

HeLa Nu/N N/C Nu/C
Wit 1,20 £ 0,10 1,09 £ 0,25 1,73
AL2 0,91 £0,07 * §0,64 +£0,13* ] 0,60
L2LA §0,88+0,07* §0,85+0,22* 0,66
AL3 0,91 +0,09* 10,56 +0,13* §0,50
L3LA ]0,90+0,08* §0,59+0,11* §0,53
AL6 0,85+0,09* §1,47+£0,69* 1,12
L6LA J0,87+0,08* §1,11+£0,34%* §0,89

Tabelle 8-1: Durchschnittswerte der N/C-Ratio und der Nu/N-Ratio von wildtyp

Deletionsmutanten und Substitutionsmutanten nach Expression in HelLa Zellen.

Wildtyp IP5K und die Deletionsmutanten: AL2 = A233-242, L2LA = L237A/F240A/F241A/F242A, AL3 =
A261-270, L3LA = V264A/1265A/V268A/L269A/1L270A, AL6 = A433-442 = VA37A/LA38A/L440A/LA42A
wurden 48h in Hela Zellen Gberexprimiert und dann fotografiert. Die EGFP-Fluoreszenzintensitat
wurde mittels Image) in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die N/C- und Nu/N Ratio
berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5), Die Nu/C-Ratio ist das Produkt aus N/C-
Ratio und Nu/N-Ratio; N = jeweils 100, * = signifikant (p<0,05).
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Nu/N N/C Nu/C
Wildtyp 1,21 £0,17 1,28 0,31 1,33
ALl 0,85+0,11* 0,90 £ 0,28 * 0,77
AL2 0,82 +0,09 * 1,05+0,36 * 0,87
L2LA 0,80 £ 0,10 * 0,83 +0,36 * 0,66
AL3 0,81 +0,09 * 1,09 +0,37 * 0,88
L3LA 0,85+0,10 * 0,52 +0,22 * 0,43
AL4 0,81 £0,15 * 1,06 +0,42 * 0,86
AL5 0,79+0,31 * 0,92 +0,31 * 0,72
ALG6 0,82 0,10 * 1,06 +0,33 * 0,87
L6LA 0,80 £ 0,09 * 0,90 +0,31 * 0,76
Mutante A 1,25 £ 0,43 (n.s.) 1,03 +0,35 * 1,29
Mutante B 0,801 £0,11 * 0,95 +0,39 * 0,76
Mutante C 0,80 £ 0,12 * 0,66 + 0,26 * 0,52

Tabelle 8-2: Durchschnittswerte der N/C-Ratio und der Nu/N-Ratio sowie der Nu/C-Ratio von
wildtyp IP5K und Deletions- und Substitutionsmutanten nach Expression in H1299 Zellen. Wildtyp
IP5K und die Enzymmutanten: AL1 = A81-90, AL2 = A233-242, L2LA = L237A/F240A/F241A/F242A,
AL3 = A261-270; L3LA = V264A/1265A/V268A/L269A/1L270A; AL4 = A327-335, AL5 = A369-376, AL6 =
NA33-442, L6LA = V437A/L438A/L440A/L442A, sowie die Kombinationsmutanten A = AL1, AL4, ALS5,
AL6 = A81-90,A233-242,A261-270,A327-335,A369-376; B = AL2 AL3 L6LA = A233-242, A261-270,
VA37A/L438A/L440A/L442A); C = L2LA  L3LA L6LA = L237A/F240A/F241A/F242A,
V264A/1265A/V268A/L269A/L270A, V437A/L438A/LA40A/L442A, wurden 48h in H1299 Zellen
lberexprimiert und dann fotografiert. Die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels Imagel in Kern,
Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und die N/C- und Nu/N Ratio berechnet (siehe Material und
Methoden Abschnitt 2.2.5). Die Nu/C-Ratio stellt das Produkt aus N/C-Ratio und Nu/N-Ratio dar
(N=jeweils 100), * = signifikant (p<0,05), n.s.= nicht signifikant
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Nu/N N/C

Wildtyp 1,21 £0,17 1,28 £0,31

S271/273A 1,08 0,15 * 0,81 0,30 *
S271/273E 1,05+0,12 * 1,14 +£0,31 *
S282A 1,19+0,12 * 1,17 +0,36 *
S282E 1,16 +0,12 * 0,99 +0,35 *
S296A 0,92+0,11 * 0,82 +0,30 *
S296E 0,88 +0,08 * 0,82 +0,31 *
F298E 0,83 +0,12 * 0,94 +0,31 *
delVertl 0,71 £0,10 * 348 £2,38 *
delVert2 0,77 £0,07 * 1,08 +£0,39 *
delVertl,2 0,78+0,11 * 1,26 +£0,59 *

Tabelle 8-3: Durchschnittswerte der N/C-Ratio und der Nu/N-Ratio von wildtyp IP5K und
ausgewadhlten Enzymmutanten. Wildtyp IP5K und die Enzymmutanten:
Pseudophosphorylierungsmutanten S271/273A, S271/273E, S282A, S282E, S296A, S296E, F298E
sowie die Deletionsmutanten ohne Vertebrateninsertion delVertl = A202-297, delVert2 = A335-389,
delVert1,2 = A202-297/ A335-389 wurden 24h in H1299 Zellen tberexprimiert und dann fotografiert.
Die EGFP-Fluoreszenzintensitat wurde mittels ImagelJ in Kern, Zytoplasma und Nukleoli bestimmt und
die N/C- und Nu/N Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt 2.2.5); N=jeweils 100, *
= signifikant (p<0,05), n.s.= nicht signifikant

N/C H1299

Wt 1,28 £ 0,31

TS3 0,75 +0,30 *

MK1 0,62 +£0,27 *

MK2 0,62 +0,28 *

HsIPMK-NLS (+-Probe) 1,87 £ 0,68 *(Fotos von Y. Lin)
HsIP3K B AABD (--Probe) § 0,62 +0,29 * (Wert von O. Ernst)

Tabelle 8-4: Durchschnittswerte der N/C-Ratio von wildtyp IP5K und ausgewahliten
Enzymmutanten, an denen verschiedene NLS-Domanen nach Expression in H1299 Zellen liberpriift
wurden. Wildtyp IP5K (wt) und die Enzymmutanten: TS3 = H152/H156/C159/C162 - A; MK1 =
H152/H156/C159/C162/K155/157 > A; MK2 = H152/H156/C159/C162/K155/157/K173/175/179 >
A; sowie die Konstrukte HsIPMK-NLS = EGFP, an das das isolierte NLS der HsIPMK angehangt wurde,
und HsIP3K B AABD, welches ein Fusionsprotein aus EGFP und HsIPMK mit deletierter
Aktinbindungsdomane darstellt. Alle diese Proteine wurden 24h in H1299 Zellen Giberexprimiert und
dann fotografiert. Die EGFP-Fluoreszenzintensitdt wurde mittels Imagel in Kern, Zytoplasma und
Nukleoli bestimmt und die N/C- und Nu/N-Ratio berechnet (siehe Material und Methoden Abschnitt
2.2.5); N =100, * = signifikant (p<0,05)
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Inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphat 2-Kinase
Inositolhexakisphosphatkinase
Inositolphosphatmultikinase
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molar
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RNA
rRNA
RT

SD
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SR

SRP
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tRNA
UTR

ZNS

Proteinkinase C

Phospholipase C

Ran spezifisches GTPase aktivierendes Protein
Ran spezifischer Guaninnukleotidaustauschfaktor
Rattus norvegicus

Ribonukleinsédure

ribosomale RNA

Raumtemperatur
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Stressgranula
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Signalerkennungspartikel

Thymidin

Zeit

Tris-Acetat/EDTA-Puffer

Trichloressigsdure

T-Zell internes Antigen 1

TIA-1 related protein

transfer RNA

untranslatierte Region

ultraviolett

Mikrogramm

Mikroliter

mikromolar

Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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