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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prinzipien der zellularen Signaltransduktion

Zur Koordination ihrer zelluldren Aktivitdéten benttigen vielzellige Organismen
SignalUbertragungssysteme. Die Signallbertragung erfolgt Uberwiegend Uber chemische
Botenstoffe [Knippers, 2001; Michal, 1999]. Die einzelne Zelle steht nun vor der Aufgabe,
die aus dem extrazelluldren Bereich kommenden chemischen Botenstoffe zu erkennen und
ihre Information ins Zellinnere zu den entsprechenden Effektorproteinen weiterzuleiten. In
den alermeisten Féllen wird der chemische Botenstoff (z.B. Neurotransmitter, Hormone,
Wachstumsfaktoren) durch Bindung an spezifische Transmembran-Rezeptorproteine erkannt.
Eine Ausnahme stellen die intrazelluldren Rezeptoren fir Steroide, Thyroide und Retinsaure
dar. Die extrazelluldre Bindung der Botenstoffe fuhrt vermittelt durch den Transmembran-
Bereich zu einer sterischen Umorientierung des intrazelluléaren Anteils des Rezeptors. Der
Rezeptor aktiviert nun direkt oder Uber einen Transducer (z.B. heterotrimere G-Proteine)
einen priméaren Effektor (z.B. Adenylat-Cyclase, Phospholipase C), welcher die Freisetzung
eines sekundaren Botenstoffs (Ca?*, cCAMP, Ins(1,4,5)Ps) im Inneren der Zelle bewirkt. Durch
diesen Mechanismus wird die aus dem extrazelluléaren Bereich kommende Information Uber
die Plasmamembran in das Innere der Zelle tbertragen, wobel die verschiedenen Schritte eine
Modifikation oder Integration von Signalen ermoglichen. Der sekundére Botenstoff aktiviert
im Inneren der Zelle einen sekundaren Effektor, der das durch den chemischen Botenstoff aus

dem extrazelluléren Bereich vermittelte Signal in eine zellulére Antwort umsetzt.

1.1.1 Phosphatidylinositole und Inositolphosphate in der zellularen
Signaltransduktion

Die Stimulierung von Zelloberfl&chenrezeptoren durch eine Vielzahl von Neurotransmittern,
Hormonen und Wachstumsfaktoren fihrt zur Bildung des sekundéren Botenstoffs Ins(1,4,5)P;
und zur damit verbundenen Ca®*-Freisetzung ins Zytoplasma. Eine bedeutende Rolle des
freien Ca?* in der Zelle wurde furr die unterschiedlichsten zellul&ren Prozesse beschrieben, wie
z.B. Zdlproliferation, Zelldifferenzierung, Muskelkontraktion, Sekretion und sensorischer
Perzeption [Berridge, 1993; Abel et a., 2001; Berridge & Irvine 1989; Shears 1998; Michal,
1999].

Verschiedene chemische Botenstoffe konnen auf den intrazelluldren Stoffwechsel der
Phosphatidylinositole und Inositolphosphate einwirken (siehe Abbildung 1). Neurotransmitter
(Adrenain, Glutamat) und Hormone (Oxytocin, Vasopressin, Melatonin) binden hierbel an



Einleitung

Transmembran-Rezeptorproteine  und bewirken Uber heterotrimere G-Proteine die
Aktivierung von b-Isoformen der Phospholipase C. Diese Rezeptorproteine besitzen sieben
Membran-durchspannende Helices und sind an ihrer zytosolischen Seite an ein heterotrimeres
G-Protein gekoppelt. Die Bindung des Botenstoffs aktiviert eine Guanylnukleotid-Austausch-
Faktor (GEF) Aktivité des Rezeptors, wodurch das durch die a-Untereinheit des G-Proteins
gebundene Molekil GDP gegen ein Molekil GTP ausgetauscht wird. Dieser Austausch fihrt
zum Zerfal des G-Proteins in a- und b/g-Untereinheit. Diese binden an unterschiedliche
b-Isoformen der Phospholipase C und fihren zu deren Aktivierung. Die Phospholipase C
besitzt eine GTPase-aktivierende-Protein (GAP) Aktivitét und beschleunigt die Hydrolyse des
GTP zu GDP durch die a-Untereinheit des G-Proteins. Die GDP-tragende, inaktive
a-Untereinheit [6st sich von der Phospholipase C und bildet mit den anderen Untereinheiten
ein erneut aktivierbares, heterotrimeres G-Protein.

Im Gegensatz zur eben beschriebenen Form der Signatransduktion  binden
Wachstumsfaktoren (EGF, PDGF) an Rezeptortyrosinkinasen. Die Bindung des Botenstoffes
fuhrt zu einer Homodimerisierung der Rezeptoren, die eine Erhdhung der Kinaseaktivitét
durch Transphosphorylierung verursacht. Diese aktivierte Rezeptortyrosinkinase kann nun

glsoformen der Phospholipase C Uber deren SH2-Doménen (src-Homologie Region 2)

extrazellulire Signale extrazellulire Signale

G-Protein-
gekoppelter-
Rezeptor

PtdIns(4,5)P, ' I | ' ! ] !
b PLCy l PLCB J

Ins(1,4,5)P,

Tyrosinkinase-
Rezeptor

Abbildung 1: Intrazellulare Bildung des Ca*-fr eisetzenden Botenstoffs Ins(1,4,5)P;

Extrazelluldre Signale bewirken entweder Uber an heterotrimere G-Proteine gekoppelte Rezeptoren oder Uber
Transmembranrezeptoren mit intrinsischer oder assoziierter Tyrosinkinaseaktivitét die Aktivierung von PLC-
Isoformen. Die hydrolytische Spaltung des Membranphospholipids Ptdins(4,5)P, fuhrt zur Bildung der
Botenstoffe Diacylglycerol und Ins(1,4,5)Ps.

2
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binden und deren Aktivitdét durch Phosphorylierung stimulieren. Die aktivierte
Phospholipase C spaltet das sich im inneren Blatt der Plasmamembran befindende
Phosphatidylinositol  Ptdins(4,5P, zu membransténdigem Diacylglycerol und zu
wasserlosichem Ins(1,4,5)P;. Die intrazellulére Calciumkonzentration kann durch die
Bindung des sekundéren Botenstoffs Ins(1,4,5)P; an intrazelluldre, 1ns(1,4,5)Ps-spezifische

Ca’*-K anale beeinfluRt werden.

1.1.2 Die Rolle von Inositolphosphaten im zellularen Calcium-Haushalt

Calciumionen spielen in Saugetieren bel der Regulation von vielen zelluléren Prozessen eine
wichtige Rolle [Clapham 1995; Michal, 1999]. Die Ca®*-Konzentration ist im Zytoplasma
aler eukaryotischen Zellen sehr gering (ca. 107 M), wahrend sie extrazellular und im glatten
endoplasmatischen bzw. sarkoplasmatischen Retikulum (ER bzw. SR) tber 10° M betragt.
Dieser Gradient wird durch einen Ca®*/Na’-Antiportmechanismus in der Zellmembran, wie
auch durch Ca?*-transportierende ATPasen in der Zellmembran und in der ER/SR-Membran
von Nerven- und Muskelzellen aufrechterhalten. Es wurden zwei 1sotypen von Ca?*-Kanglen
in der ER/SR-Membran von verschiedenen tierischen Organen beschrieben, die sich nach der
Bindung der entsprechenden Signalmolekiile &ffnen und Ca* in das Zytoplasma einstrémen
lassen. Dies sind neben den Ins(1,4,5)Ps-Rezeptor-Ca?*-Kandlen (IPsR-Ca’*-Kande) die
Ryanodinrezeptor-Ca?*-Kandle (RyR-Ca?*-Kande). Die IP;R-Ca?*-Kandle befinden sich in
der Membran des ER/SR und 6ffnen sich nach Bindung von Ins(1,4,5)P; [Yoshida & Imai,
1997]. In Saugetieren sind drei 1sotypen von |PsR-Ca?*-Kanadlen bekannt, die als Typ 1, Typ 2
und Typ3 bezeichnet werden. Vom Typl sind auf’erdem zwei unterschiedliche
SpleiRvarianten beschrieben worden. Die Untereinheiten der Kandle sind glykosilierte
Proteine mit Molekulargewichten zwischen 220-260 kDa und konnen in drel funktionelle
Doméanen gegliedert werden. Die N-terminale Doméne dient der Ligandenbindung, die
mittlere Doméane hat modulatorische Funktionen und die C-terminale Domane bildet den
Ca’*-Kanal aus. Die N-terminale und die mittlere Doméne liegen beide im Zytoplasma. Die
C-terminale Doméane bildet acht Membran-durchspannende Subdoménen aus. Die mittlere
Domane dient der Ubermittlung des Ins(1,4,5)Ps-Bindungssignals von der N-terminalen
Bindungsdomane zur C-terminalen Ca?*-Kanal-Doméne. AuRerdem besitzt sie putative
Bindungsstellen fiir verschiedene Modulatoren (z.B. fir ATP, Ca?*, Calmodulin) und putative
Phosphorylierungsstellen fir verschiedene Proteinkinasen. Die Bindung von Ins(1,4,5)P;
bewirkt eine Offnung des Kanals. Calciumionen stromen nun ihrem intrazelluléren

Gradienten folgend ins Zytoplasmaein.
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1.2 Inositolphosphat-Kinasen als zentrale Enzyme des

| nositolphosphat-Stoffwechsels

Der Stoffwechsel der Inositolphosphate ist unmittelbar mit dem Stoffwechsel der
Phosphatidylinositole verbunden [Abel et al., 2001] (siehe Abbildung 2). Die Hydrolyse von
Ptdins(4,5)P, durch die Aktivitét einer Phospholipase C fuhrt zur Bildung der sekundéren
Botenstoffe Diacylglycerol und Ins(1,4,5)Ps. Aulderdem ist das durch Dephosphorylierung des
Ins(1,4,5)P; [Drayer et a., 1996] gebildete myo-Inositol Ausgangssubstrat fur die erneute
Bildung von Phosphatidylinositol, aus dem durch Phosphorylierungsreaktionen u.a
Ptdins(4,5)P, gebildet werden kann. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwel
zentrale Enzyme des Inositolphosphat-Stoffwechsels untersucht, namlich ene Inositol

(1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase und eine Inositol phosphat Multikinase.

[PP],-InsP,
15

ITTl
[PPl,-InsP,  PP-InsP, DAG
e 7
16 16 /

11 30

PP-InsP, InsP, T——= Ins(1,2,4,5,6)P,
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Ptdlns(4,5)F‘z4__)'28 PtdIns(3,4,5)R

N
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Abbildung 2: Stoffwechsel der Inositolphosphate und Phosphatidylinositole
Das sich im inneren Blatt der Plasmamembran befindende Phosphatidylinositol (Ptdins) und seine an
unterschiedlichen Positionen phosphorylierten Derivate werden durch spezifische Kinasen und Phosphatasen
ineinander umgewandelt. Das Ptdins(4,5)P, kann dartiber hinaus durch die Aktivitét einer Phospholipase C in
Diacylglycerol und Ins(1,4,5)P; gespalten werden. Diacylglycerol verbleibt in der Plasmamembran, wahrend der
Ca’*-freisetzende, sekundére Botenstoff 1ns(1,4,5)P; wasserléslich und folglich im Zytoplasma frei diffusibel ist.
Das Ins(1,4,5)P; ist Ausgangssubstrat fur ein Vielzahl von Inositolphosphaten, die durch spezifische Kinasen
und Phosphatasen erzeugt werden. Durch eine vollstdndige Dephosphorylierung kénnen die Inositol phosphate
zum myo-Inositol abgebaut werden. Die Phosphorylierung fihrt bis hin zum vollstdndig phosphorylierten InsPg
und darlber hinaus zu Pyrophosphatgruppen-tragenden Inositol phosphaten. (modifiziert nach [Abel et al., 2001])
1 Inositol Monophosphatase; 2 Ins(1,4)P,/1ns(1,3,4) Ps-1-Phosphatase; 3 1ns(1,3,4)Py/Ins(3,4) P,/PtdI ns(3,4) P,-4-Phosphatase;
4 Ins(1,3)P,/PtdIns3P-3-Phosphatase  Typl ; 5 Ins(1,3)P,/PtdIns3P-3-Phosphatase  Typll ; 6 Ins(1,4,5)Ps/Ins(1,3,4,5) Ps-5-Phosphatase;
7 Ing(1,4,5)P;-3-Kinase; 81ns(1,3,4)Py/Ins(1,3,4,5)P,-1-Kinase; 9 Inositol Polyphosphat Multikinase (IPMK);
10 Ins(1,4,5,6)P4/1ns(1,2,4,5,6)Ps-3-Kinase; 11 Multiple Inositol Polyphosphatphosphatase; 12 Ins(1,3,4,6)P4-5-Kinase; 13 Ins(1,3,4,5,6)Ps-
1-Phosphatase; 14 Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase; 15 Diphosphoinositol Polyphosphat Phosphohydrolase; 16 Diphosphoinositol Polyphosphat
Synthase (InsPe-Kinase); 17 Bis-Diphosphoinositol Polyphosphat Synthase; 18 Phosphoinositid-3-Kinase Typ|; 19 Phosphoinositid-3-
Kinase Typ Il; 20 Phosphoinositid-3-Kinase Typ I1l; 21 Ptdins-4-Kinase; 22 PtdinsP-Kinase Typ |; 23 PtdinsP-Kinase Typ |l; 24 PtdinsP-
Kinase Typ Ill; 25 Ptdins(4,5)P,/Ptdins(3,4,5)Ps-5-Phosphatase; 26 Ptdinspolyphosphat-3-Phosphatase; 27 SHIP, 28 PTEN;
29 Synaptojanin; 30 Phospholipase C;

4
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1.2.1 Familieder Inosital (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasen

Die Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasen (IP3K) katalysieren die Ubertragung einer
Phosphatgruppe vom ATP auf die 3'-Hydroxylgruppe des Ins(1,4,5)P;. Durch diese
Umsetzung wird der Ca?*-freisetzende, sekundére Botenstoff entfernt. Gleichzeitig wird der
putative, sekundére Botenstoff Ins(1,3,4,5)P, gebildet [Cullen et al., 1990; Niinobe et a.,
1994] und ein wichtiger Stoffwechselweg zu den hoéherphosphorylierten Inositol phosphaten
eroffnet [Irvine & Schell, 2001; Fukuda & Mikoshiba, 1997]. Die Familie der IP3Ks hat drei
bekannte Mitglieder, die nach der zeitlichen Reihenfolge ihrer Charakterisierung als
Isoform A, B und C bezeichnet werden. Alle drei Isoformen katalysieren die Ubertragung
einer Phosphatgruppe vom ATP auf die 3'-Hydroxylgruppe des sekundéaren Botenstoffes
Inositol (1,4,5)-trisphosphat. Die Isoformen A und B sind schon seit langerem bekannt
[Dewaste et a., 2000; Bertsch et a., 1999; Choi et al., 1990; D'Santos et al., 1994]. Vor
kurzem wurden Volldngen-cDNAs aus Mensch und Ratte kloniert, die fur die vorher
unbekannte Isoform C kodieren. Die Vollangen-Form der 1P3K-C aus Ratte wurde erstmalig
von den Arbeitsgruppen von Prof. Schmale und Prof. Mayr identifiziert [Nalaskowski et al.,
2003]. Eine Analyse der Nukleotidsequenz der neuartigen Isoform zeigte eine 62%-ige
Ahnlichkeit zur Isoform A und eine 65%-ige Ahnlichkeit zur Isoform B der Ratte. Die cDNA
kodiert fur ein hypothetisches Protein von 678 Aminosduren mit einem berechneten
Molekulargewicht von 74,5 kDa. Die vermutete Rolle des ersten Methionin-Restes als Start-
Methionin wurde durch zwei , Im-Raster-Stoppkodons® bestétigt. Die Vollangen-cDNA hat
eine 5'-untranslatierte Region von 353bp und eine 3 -untranslatierte Region von 1146bp mit
dem Polyadenylierungssignal AATAAA 18 Nukleotide upstream vom Poly-A-Schwanz. Die
humane IP3K-C wurde von Prof. Erneux erstmalig beschrieben [Dewaste et al., 2000]. Es
handelt sich um ein 683-Aminosduren-Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von
75,2 kDa. Aufgrund von Berichten tber eine IP3K mit einem enzymatischem Verhalten, das
von dem der zu diesem Zeitpunkt bereits bekannten Isoformen abwich [Takazawa et
al.,1995], war das Vorhandensein einer dritten Isoform schon seit [angerem vermutet worden.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die C-lIsoform aus Mensch und Ratte eingehend
untersucht.

Die Enzyme gliedern sich in drei funktionelle Bereiche (siehe Abbildung 3). Der C-terminale
Bereich besitzt enzymatische Aktivitét und wird deshalb auch as kataytische Doméne
bezeichnet [Bertsch et al., 2000]. Die Ca?*/Calmodulin Bindungsdomane schlieft N-terminal
an die katalytische Doméane an. Beide Bereiche sind in ihrer Funktion und Sequenz zwischen
dem Isoformen stark konserviert [Dewaste et al., 2000]. Die N-terminale Doméne hingegen
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ist bel jeder Isoform unterschiedlich und hat héchstwahrscheinlich Funktionen in der
Regulation und Zielsteuerung. Bei der A-Isoform konnte eine Aktin-bindende Doméne im
aulersten N-Terminus identifiziert werden [Schell et al., 2001]. Die unterschiedliche Lange
des N-terminalen Bereichs ist ursachlich fur die sehr divergenten Molekulargewichte der drei
Isoformen. Beim Menschen ist die A-Isoform 51 kD, die B-Isoform 102kD und die
C-lIsoform 75 kD grol3. Die drei Isoformen unterscheiden sich auch in ihrer Senditivitat fir
Ca**/Camodulin, in ihrem Expressionsmuster und ihrer intrazelluléren Lokalisation. Durch
Ca**/Calmodulin wird die maximale Substratumsatzgeschwindigkeit der A-Isoform um das 2-
bis 3-fache und die der B-Isoform um das 20-fache erhéht. Die humane C-lsoform wird in
ihrer Aktivitat durch Ca?*/Calmodulin nicht beeinflut, aber durch Ca®* alein gehemmt
[Dewaste et al., 2000]. Die Expression der drei 1soformen wurde auf Ebene der mRNA mittels
Northernblot-Studien untersucht. Die A-lIsoform wird spezifisch in Hoden und Gehirn
exprimiert [VanWeyenberg et al., 1995]. Die beiden anderen Isoformen wurden beinahe
ubiquitédr nachgewiesen. Die B-Isoform wurde in Geweben von Lunge, Thymus, Hoden,
Gehirn und Herz, jedoch nicht von Milz, Leber, Niere und Darm gefunden [VanWeyenberg et
al., 1995, Dewaste et al., 2002]. Die Expression der C-lsoform wurde in Pankreas, Niere,
Skelettmuskel, Leber, Lunge, Placenta, Gehirn und Herz gezeigt [Dewaste et al., 2000]. Die
A-lsoform wird durch eine N-terminale Aktin-Bindungsdoméane an F-Aktin in dendritischen
Dornen von Nervenzellen zielgesteuert [Schell et al., 2001], wéahrend die B-lsoform
zytosolisch und an die erweiterte ER-Membran gebunden vorliegt [Soriano et al., 1997]. Das
Lokalisationsverhalten der C-Isoform wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

T T

N-terminale Domane katalytische Doméne

Abbildung 3: Modularer Aufbau der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase | sofor men

Die drei bekannten Isoformen der IP3K (genannt A,B,C) bestehen aus jewells drei funktionalen Einheiten.
Die C-termina gelegene katalytische Doméne (grin) und die N-termina an sie anschlieffende
Ca®*/Calmodulin-Bindungsdomane (grau) sind zwischen den Isoformen hoch konserviert. Die N-terminalen
Domaénen (gelb/blau) der drei 1soformen unterscheiden sich deutlich in Lénge und Aminoséuresequenz und
haben wahrscheinlich Aufgaben in der Regulation und Zielsteuerung. Im &uRerst N-terminal gelegenen
Bereich der A-lsoform wurde eine F-Aktin-Bindungsdoméane (gelb) charakterisiert.
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1.2.2 Inositolphosphat-Multikinasen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine humane Inositolphosphat
Multikinase beschrieben und charakterisiert. Das homologe Hefeprotein ArgRIII ist schon seit
langerem bekannt und seine drei unterschiedlichen Funktionen sind gut untersucht. Esist eine
Inositolphosphat Multikinase, deren Bedeutung fir den Inositolphosphat-Stoffwechsel der
Hefezelle in vitro und in vivo demonstriert wurde. Aulerdem ist es en
Transkriptionsregulator im Arginin-Metabolismus und steuert die metabolische Antwort auf
das Vorhandensein der freien Aminosaure Arginin im N&hrmedium. Dartiber hinausgehend ist
ArgRIII ein wichtiger Faktor beim mRNA-Export aus dem Kern der Hefezelle [ Shears, 2000].
Die ldentifizierung und Charakterisierung eines ArgRIlI-homologen Proteins aus Mensch

wird in dieser Arbeit beschrieben.
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Abbildung 4: Inositolphosphat M ultikinase Aktivitaten von ArgRIII in vitro

Das Hefeprotein ArgRIIl wurde bakteriell exprimiert und seine enzymatischen Aktivitdten wurden in vitro
untersucht. Die Hauptaktivitdten sind eine Ins(1,4,5)P; 6-Kinase- und eine Ins(1,4,5,6)P, 3-Kinase-Aktivitét, die
Ins(1,4,5)P; Uber 1ns(1,4,5,6)P, zum Ins(1,3,4,5,6)Ps umsetzen (Substrate und Produkte sind im Schema durch
Fettdruck hervorgehoben). Daneben konnte auch eine Ins(1,4,5)P; 3-Kinase- und ene Ins(1,3,4,5)P, 6-Kinase-
Aktivitét beobachtet werden. Dieser Reaktionsweg unterscheidet sich von dem eben beschriebenen nur durch das
InsP,-Isomer 1ns(1,3,4,5)P, als Zwischenprodukt. Die Ins(1,3,4,5)P, 6-Kinase-Aktivitét ist wie die Umsetzung von
Ins(1,3,4,5,6)Ps durch ArgRIIl zur einem Inositolphosphat mit einer Pyrophosphat-Gruppe (PP-InsP,) nicht

gesichert. [Saiardi et al., 1999; Odom et al., 2000; Zhang et al., 2001]
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Die Inositolphosphat-Multikinase-Aktivitét von ArgRIIl wurde ursprunglich in vitro an
bakteriell exprimiertem Enzym charakterisiert (siehe Abbildung 4) [Saiardi et al., 1999;
Odom et al., 2000; Zhang et a., 2001]. Offensichtlich katalysiert ArgRIII die Ubertragung
von einem Phosphatrest des ATP auf unterschiedliche Hydroxylgruppen von verschiedenen
Inositolphosphat-lsomeren. ArgRIIl ist zudem in der Lage den sekundéren Botenstoff
Ins(1,4,5)P; an Position 3 oder Position 6 zu phosphorylieren, wobei das Produkt der
Phosphorylierung an Position 6 in hdheren Konzentrationen vorliegt. Die beiden entstehenden
InsP;-1somere (Ins(1,3,4,5)P, und 1ns(1,4,5,6)P,) sind ebenfalls Substrate fur ArgRIIl und
werden weiter zum Ins(1,3,4,5,6)Ps umgesetzt. Aul3erdem wurde auch eine Umsetzung des
InsPs-1somers zu dem pyrophosphorylierten Inositol phosphat PP-1nsP, beschrieben.

Diese Daten wurden erganzt durch in vivo Untersuchungen der Inositol phosphat-Profile von
Wildtyp- und ArgRIII-Deletions-Stammen der Béackerhefe (siehe Abbildung 5) [Saiardi et al.,
2000]. Der Deletionsstamm zeigt eine stark erhohte Konzentration von Ins(1,4,5)Ps und von
einem InsP,-Isomer. Offensichtlich spielt ArgRIIl in vivo eine wichtige Rolle bei der
Umsetzung von Ins(1,4,5)P; und sein Fehlen fihrt zu einer starken Anreicherung des
Metaboliten. Der Konzentrationserhthung wirkt die Hefezelle anscheinend durch eine
verstérkte Dephosphorylierung entgegen, die zur Bildung des beobachteten InsP,-Isomers
fuhrt. Die Konzentrationen der in vitro durch ArgRIIl gebildeten InsPs-Isomere zeigen bel
den in vivo Untersuchungen ein uneinheitliches Bild. Das Isomer 1ns(1,4,5,6)P, konnte nur im
Wildtyp-, jedoch nicht im Deletionsstamm nachgewiesen werden. Offensichtlich kann dieses
Isomer in der Hefezelle nur ArgRIIl-abhangig gebildet werden. Im Gegensatz dazu wird das
Isomer 1ns(1,3,4,5)P, nur im Deletionsstamm gefunden, aber nicht in der Wildtyp-Hefe. Ganz
eindeutig wird dieses InsPs;-Isomer in der Hefezelle durch einen ArgRIlI-unabhangigen
Stoffwechselweg gebildet. Ein dhnlich Uberraschender Effekt ist die deutliche Erh6hung der
Konzentration von 1ns(1,3,4,5,6)Ps im Deletionsstamm. Dieses Isomer wird in der Hefezelle
offensichtlich ArgRIIl-unabhangig gebildet, obwohl in vitro die Umsetzung von
Ins(1,4,5,6)P, und Ins(1,3,4,5)P, durch ArgRIIl zu diesem Isomer beobachtet wurde. Im
Deletionsstamm ist aulerdem die Konzentration von InsPs stark und von zwel
pyrophosphorylierten Inositolphosphat-someren deutlich erniedrigt. Offensichtlich erdffnet
die enzymatische Aktivitdét von ArgRIIl wichtige Stoffwechselwege zum vollsténdig
phosphorylierten InsPs und zu verschiedenen Inositol phosphat-1someren, die Pyrophosphat-
Gruppen tragen. Die beschriebenen in vitro Untersuchungen demonstrieren mindestens vier
Inositol phosphat-Kinaseaktivitdten von ArgRIIl. Aufgrund von Ins(1,4,5)P; 3-Kinase-,
Ins(1,4,5)P; 6-Kinase-, Ins(1,3,4,5)P; 6-Kinase- und Ins(1,4,5,6)P, 3-Kinase-Aktivitédt tragt
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ArgRIIl die Bezeichnung Multikinase zurecht. Die Studien zum Inositolphosphat-Profil des
Deletionsstamms zeigen die in vivo Bedeutung von ArgRIIl fur die Aufrechterhatung des
Gleichgewichts der verschiedenen Inositol phosphate Isomere in der Hefezelle.

Vier im Zellkern lokalisierte Proteine (ArgRI, ArgRIl, ArgRIIl, Mcml) sind an der Steuerung
des Arginin-Stoffwechsels in der Hefezelle beteiligt (siehe Abbildung 6) [El Bakkoury et al.,
2000]. Die Transkriptionsfaktoren ArgRI, ArgRIl und Mcml wechselwirken miteinander und
bilden zusammen den ArgR/Mcml-Transkriptionskomplex. ArgRIIl ist kein unmittelbarer
Bestandteil des Komplexes, sondern wechselwirkt als Transkriptionsregulator mit ArgRI und
Mcml und verhindert dadurch deren proteolytischen Abbau. So wird der Komplex stabilisiert
und kann seine regulative Rolle in der Transkriptionskontrolle austiben [El Bakkoury et al.,
2000]. Be ausreichender Versorgung der Hefezelle mit freilem Arginin durch das
N&hrmedium gelangt dieses nach der Aufnahme in das Zellinnere aufgrund seiner
niedermolekularen Grofe durch passive Diffusion Uber den Kernporenkomplex in den
Zellkern. ArgRII ist ein Bestandteil des nukledren ArgR/Mcml-Komplexes und hat u.a. die
Funktion eines Arginin-Sensors [Amar et a., 2000]. In Anwesenheit von Arginin bindet
dieses an ArgRIl und verursacht eine sterische Umorientierung des Transkriptionskomplexes.
Dieser wird in die Lage versetzt, bestimmte DNA-Motive (Arg-Boxen) in den Promotoren

von Genen zu binden, die eine wichtige Funktion im Arginin-Metabolismus der Hefezelle
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Abbildung 5: Inositolphosphat M ultikinase Aktivitaten von ArgRIII in vivo

Das Inositolphosphat Profil eines ArgRIII-Deletionsstamms der Backerhefe wurde mit dem eines Wildtyp-
Stamms verglichen. Deutliche bzw. starke Verénderung (Anstieg: griin; Abfall: rot) der Konzentration von
verschiedenen Inositol phosphaten im Deletionsstamm sind mit entsprechenden Pfeilen dargestellt. Die bel den
in vitro Studien gefundenen Substrate und Produkte von ArgRIII sind durch Fettdruck hervorgehoben. [Saiardi
et al., 2000]
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haben. Durch diese Interaktion wird die Expression von katabolen Genen induziert und die
von anabolen Genen reprimiert [El Bakkoury et al., 2000]. Der Transkriptionsregulator
ArgRIIl stabilisiert somit einen Komplex von Transkriptionsfaktoren, der mal3geblich die
metabolische Antwort auf das Vorhandensein von freiem Arginin im Nahrmedium steuert.

Eine weitere wichtige Funktion von ArgRIII ist die Regulation des nukledren mRNA Exports
[Saiardi et al., 2000; York et al., 1999]. Dieim Zellkern gebildete mRNA wird aktiv Uber den
Kernporenkomplex ins Zytoplasma transportiert, um dort an den Ribosomen trandatiert zu
werden. Bei Untersuchungen der intrazellularen mRNA-Verteilung zeigte sich ein deutlicher
Unterschied zwischen Wildtyp- und ArgRIlI-Deletionshefen [Saiardi et al., 2000]. Bei dem
Wildtyp-Stamm ist die mRNA gleichmaldig zwischen Zellkern und Zytoplasma verteilt. Die
MRNA wurde offensichtlich nach ihrer Bildung im Zellkern wie vorgesehen ins Zytoplasma
transportiert. Im Deletionsstamm ist die MRNA hingegen fast ausschliefdlich im Zellkern zu
finden. Der nukledre mRNA Export wird offensichtlich gestort durch das Fehlen von ArgRIII.
York et a. konnten zeigen, dass ArgRIlIl zu enem nukledren Inositolphosphat-
Stoffwechselweg der Hefe gehdrt [York et al., 1999]. Nukleéres Ptdins(4,5)P, wird durch eine

ArgR/Mcml
Transkriptions-
komplex

- Arg katabole Gene EIN
Arg anabole Gene AUS

Abbildung 6: ArgRIII als Transkriptionsregulator im Arginin-M etabolismus

Die schematische Zusammenfassung zeigt die Verénderungen der Transkriptionsprozesse im Kern der Hefe,
die zu einer metabolischen Antwort auf die Anwesenheit der freien Aminosdure Arginin fuhren. Die drei
Transkriptionsfaktoren ArgRI, ArgRIl und Mcml bilden den Transkriptionskomplex ArgR/Mcml. ArgRII ist
der Argininsensor des Komplexes und fuhrt nach Bindung von Arginin zu einer sterischen Umorientierung
und ermoglicht so die Bindung an bestimmte DNA-Sequenzen (Arg-Boxen) in den Promotoren von Genen,
die fur Enzyme des Arginin-Stoffwechsels codieren. Nur in Anwesenheit des Transkriptionsregulators ArgRIII
ist dieser Transkriptionskomplex stabil, weil seine Bestandteile ArgRI und Mcm1l durch direkte Interaktion
mit ArgRIIl vor Abbauprozessen geschiitzt werden. [El Bakkoury et al., 2000; Amar et a ., 2000]
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kernsténdige Phospholipase C gespalten. Das hierbel entstehende 1ns(1,4,5)P; wird im Kern
durch ArgRIIl zum Ins(1,3,4,5,6)Ps und dann durch eine am Kernporenkomplex lokalisierte
Ins(1,3,4,5,6)Ps 2-Kinase zu InsPs umgesetzt. Eine Stérung an einer beliebigen Stelle von
diesem Stoffwechselweg fuhrt zu einem verminderten mRNA-Export. Offensichtlich ist die
Bildung von InsPs oder eines davon abgel eiteten Metaboliten notwendig fur einen effizienten
Export der mRNA aus dem Kern. In diesem fur den nukledren mRNA Export notwendigen

Stoffwechselweg ist ArgRIII offensichtlich ein wichtiger Faktor.

11
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1.3 Nukleozytoplasmatischer Transport

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die C-lsoform der Inositol
(1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase einem nukleozytoplasmatischen Shuttling unterliegt. Dieser
aktive Transport wird durch eine nicht-klassische Kern-Lokalisation-Aktivitédt und ein Leucin-
reiches Kernexport-Signal in der N-terminalen Doméne des Proteins vermittelt. Die
Mechanismen des nukledren Imports von Proteinen sind seit Jahrzehnten Gegenstand
intensiver Forschung, wohingegen der nukledre Export vor alem in den letzten Jahren sehr
intensiv untersucht wurde [Gorlich & Matta), 1996; Nigg, 1997].

In eukaryotischen Zellen bilden Kern und Zytoplasma separate Kompartimente, die durch die
Kernhiille voneinander getrennt werden [Gorlich & Kutay, 1999; Gama-Carvalho &
Carmo-Fonseca, 2001]. Die Doppelmembran der Kernhille bildet ein Kontinuum mit dem
Endoplasmatischen Retikulum und wird von Kernporenkomplexen durchdrungen, die einen
Austausch von Makromolekilen ermdglichen. Nukleozytoplasmatischer Transport ist eine
Notwendigkeit fur die Zelle, da z.B. ale nuklegren Proteine, wie Histone und
Transkriptionsfaktoren nach ihrer Bildung an im Zytoplasma lokalisierten Ribosomen zu
ihrem Wirkort im Zellkern transportiert werden mussen [Gorlich & Kutay, 1999]. Ein anderes
Beispiel sind die verschiedenen, im Kern gebildeten RNA-Typen (Transport-RNA,
ribosomale RNA, Boten-RNA), die durch die Kernhtlle zu ihrem Wirkort im Zytoplasma
transportiert werden mussen. Sehr aufschlul3reich ist auch die Biogenese der Ribosomen, die
zuerst den nukledren Import der ribosomalen Proteine und dann nach der Assemblierung im
Nukleolus mit den ribosomalen RNAs den nukledren Export der Ribosomen-Untereinheiten
erfordert.

Der nukleozytoplasmatische Austausch erfordert eine energetische Aktivitét der
eukaryotischen Zelle. Dies zeigt sich u.a an der Betelligung von mehreren hundert
verschiedenen Proteinen [Gorlich & Kutay, 1999]. Die Bildung enes nukledren
Kompartiments bietet aber auch klare Vorteile, die den Eukaryoten wahrscheinlich die
Bildung von komplexen multizellul&ren Organismen erst ermdglicht hat. Ein spezialisiertes
Organell erhoht die genetische Stabilitdt und ermoglicht die Handhabung von groferen
Mengen genetischer Information. Auf3erdem kann die Regulation der Genexpression
zusdtzlich durch die Kontrolle des Zugangs von regulatorischen Elementen (z.B.
Transkriptionsfaktoren) zum Kern gesteuert werden. Die rdumliche Trennung von
Transkription und Trandlation ermoglicht erst den modularen Aufbau von Genen aus Exons
und Introns. Ausschliefdlich die reife mRNA gelangt ins Zytoplasma und wird an den

Ribosomen trandatiert, wahrend die Introns enthaltende pr&mRNA sich im Kern befindet.

12
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Hierdurch wird die auf jeden Fall unniitze, wahrscheinlich sogar schadliche Translation von

unreifer mMRNA verhindert.

1.3.1 Nukleérer Import

Der am besten charakterisierte Mechanismus fur den nukledren Import von Proteinen ist der
klassische Kernlokalisationssignal (NLS) abhangige Weg (siehe Abbildung 7) [Gorlich &
Kutay, 1999]. Hervorzuheben an diesem Transportmechanismus ist die Einbeziehung von
Adaptorproteinen. Das zu transportierende Protein ist gekennzeichnet durch ein bestimmtes
Motiv in der Aminosauresequenz, das NLS genannt wird (siehe Abbildung 8). Die meisten
dieser Signale stellen kurze Bereiche in der Primérstruktur dar, die reich an basischen
Aminosauren (Lysine, Arginine) sind. Am besten bekannt sind das monopartite und das
bipartite NLS [Fontes et al., 2000], fur die auch Konsensus-Sequenzen erstellt wurden. Das
monopartite NLS besteht aus einem einzelnen basischen Cluster, wohingegen im bipartiten
NLS zwe solcher Cluster durch eine Linkersequenz aus beliebigen Aminosduren getrennt
sind. Nach der Biogenese eines NL S-tragenden Proteins an den Ribosomen im Zytoplasma ist

Zytoplasma Zellkern
(niedrige [RanGTP]) (hohe [RanGTP])

Abbildung 7: Nukledrer Import von Proteinen mit Kernlokalisationssignal (NL S)

Das im Zytoplasma gebildete Protein (grin) trdgt ein Kernlokalisationssignal (NLS). Dieses wird vom
Adaptorprotein Importin-a (hellblau, a) erkannt und gebunden. Ein terndrer Komplex aus NLS-Protein,
Importin-a und Importin-b (blau, b) wird Gber den Kernporenkomplex durch die Kernhlle transportiert. Im
Zéellkern wird durch RanGTP (schwarz) der Zerfall des terndren Komplexes und die Freisetzung des NLS-
Proteins bewirkt. (modifiziert nach [Gorlich & Kutay, 1999])

13
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dieses durch die Kernhille vom Kern ausgeschlossen und kann (bel einer Grof3e von >30kD)
nicht passiv durch den Kernporenkomplex diffundieren [Cole et a., 1998]. Das NLS wird nun
durch das Adaptorprotein Importin-a erkannt und gebunden [Gorlich & Kutay, 1999]. Das
mit dem zu transportierenden Protein beladene Importin-a ist dazu in der Lage, das fur den
Kernimport-verantwortliche Importin-b zu binden. Importin-b vermittelt nun die Interaktion
mit dem Kernporenkomplex und den aktiven Transport des ternéren Komplexes (Importin-a,
Importin-b, NLS-Protein) durch die Poren in den Kern. Im Zellkern liegt eine hohe
Konzentration der mit GTP-beladenen Form des Ran-Proteins (RanGTP) vor. RanGTP bindet
direkt an Importin-b und bewirkt eine sterische Umorientierung, die es Importin-b unmadglich
macht, weiterhin an Importin-a zu binden. Der zuriickbleibende Komplex aus Importin-a und
NLS-Protein ist auf Dauer nicht stabil und zerféllt. Das NLS-tragende Protein wird im
Zellkern freigesetzt und kann diesen bel entsprechender Grofde (>30kD) auch nicht mehr
durch passive Diffusion verlassen. Die beiden am Transport beteiligten Importine missen
jedoch wieder zuriick in das Zytoplasma gebracht werden, um fir weitere Transportzyklen zur
Verfligung zu stehen. Der Importin-b/RanGTP Komplex wird durch den Kernporenkomplex
aktiv ins Zytoplasma transportiert, wobei das RanGTP-gebundene Importin-b in diesem
Mechanismus die Exportin-Funktion fir seinen eigenen Transport ausiibt. Im Zytoplasma
befinden sich zwei Ran-spezifische Proteine mit GAP-Aktivitét. Das Ran-bindende-Protein 1
(RanBP1) und das Ran-GTPase-aktivierende-Protein (RanGAP) erhthen die GTPase-

nonopartites NLS
K-[ KR] - X-[ KR]

bi partites NLS
[ KR -[ KR] - X(10-12)-3[KR] in 5 Resten

Leuci n-rei ches NES
L- X(2-3)-[LIVFM - X(2-3)-L-X-[LI]

Abbildung 8: Kernlokalisationssignale (NL S) und Kernexportsignale (NES)

Die gut charakterisierten Consensus-Sequenzen von monopartitem NLS, bipartitem NLS und Leucin-
reichem NES sind widergegeben. Die Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Kode dargestellt. Eckige
Klammern bezeichnen mehrere mogliche Aminoséuren an einer Position ([LI] bedeutet Leucin oder
Isoleucin). Beliebige Reste werden mit X bezeichnet und ihre Anzahl wird in runden Klammern
angegeben [X(1-5) bedeutet eine bis finf beliebige Aminosduren]. [Gorlich & Kutay, 1999]
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Aktivitdt von Ran um mehrere Grélenordnungen. Das durch Hydrolyse von GTP gebildete
RanGDP ist nicht lénger in der Lage Importin-b zu binden, welches nun im Zytoplasma
freigesetzt wird und fur weitere Transportzyklen zur Verfligung steht. Der nukleére Export
vom Adaptorprotein Importin-a erfolgt durch das spezifische Exportin CAS. Ein ternérer
Komplex aus Importin-a/CASRanGTP bildet sich im Kern und wird vermittelt durch das
Exportin CAS Uber den Kernporenkomplex ins Zytoplasma transportiert. Dort bewirken die
schon beschriebenen Ran-spezifischen Proteine mit GAP-Aktivitét die Hydrolyse von GTP zu
GDP und den Zefdl des Komplexes in seine drel Bestandteile. Auch das freigesetzte

Adaptorprotein Importin-a steht nun fir neue Transportvorgange zur Verfligung.

1.3.2 Nukleédrer Export

Die Mechanismen des nukledren Exports dhneln denen des NLS-vermittelten nukledren
Imports (siehe Abbildung 9) [Wen et al., 1995; Michael et al., 1995; Gorlich & Kutay, 1999],
weisen aber auch bedeutende Unterschiede auf. Nukledre Proteine kénnen ab einer Grof3e von
ca 30kD den Kern nicht mehr durch passive Diffusion Uber den Kernporenkomplex

verlassen [Cole et al., 1998]. Fur den aktiven Transport ist ihre Markierung durch ein

Zytoplasma Zellkern
(niedrige [RanGTP]) (hohe [RanGTP]))

NES === RanGTP NES

[RanBP1+

RanGAP] \@

@ » —_— .
RanGTP

+
RanGDP

Abbildung 9: Nukleérer Export von Proteinen mit Kernexportsignal (NES)

Das nukleére Protein (grtin) tragt ein Kernexportsignal (NES). Dieses Signal wird vom Exportin 1 (hellblau,
Exp) erkannt und gebunden. Ein terndrer Komplex aus NES-Protein, Exportin 1 und RanGTP (schwarz)
bildet sich und wird aktiv Uber den Kernporenkomplex durch die Kernhiille ins Zytoplasma transportiert.
Zwei zytoplasmatische Proteine mit GAP-Aktivitét (RanBP1, RanGAP) bewirken die Hydrolyse von GTP

zu GDP, den Zerfal des terndren Komplexes und die Freisetzung des NES-Proteins im Zytoplasma.
(modifiziert nach [Gorlich und Kutay, 1999]) 15
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Kernexportsignal (NES) notwendig [Gorlich & Kutay, 1999; Fischer et al., 1995], welches
wie das NLS durch eine bestimmte Abfolge von Aminosauren in der Primérstruktur des
Proteins gekennzeichnet ist. Es wurde eine Konsensus-Sequenz fUr das gut untersuchte
Leucin-reiche NES erstellt, das durch vier hydrophobe Reste in definierten Abstanden
charakterisiert ist. Dieses Signal wird ohne die Vermittlung eines Adaptorproteins direkt vom
Exportin 1 erkannt und gebunden. Im Kern bildet sich ein terndrer Komplex aus NES-
tragendem Protein, Exportin 1 und RanGTP, das im Kern in hoherer Konzentration als im
Zytoplasma vorliegt. Das Exportin 1 bindet hierbei sowohl NES-Protein als auch RanGTP.
Dieser Komplex wird vermittelt durch das Exportin 1 aktiv Uber den Kernporenkomplex ins
Zytoplasma transportiert. Durch zwel zytoplasmatische Proteine mit GAP-Aktivitét wird die
schnelle Hydrolyse von GTP zu GDP und die damit verbundene Destabilisierung des ternéren
Komplexes bewirkt. Das Frachtprotein wird im Zytoplasma freigesetzt und kann bei
entsprechender Gréf3e nicht durch passive Diffusion, sondern nur durch aktiven Import erneut
in den Kern gelangen. Das freigesetzte Exportin 1 wird ohne Bindung an Adaptorproteine
aktiv Uber den Kernporenkomplex in den Zellkern transportiert. Bei diesem Mechanismus
wird die Import-Aktivitdét vom frelen Exportin 1 selber bereitgestellt, das nun fir neue
Transportzyklen bereitsteht. Das RanGDP mul3 ebenfalls in den Kern transportiert und in die
mit einem Molekil GTP beladene Form Uberfuhrt werden, um den fur den
nukleozytoplasmatischen Transport notwendigen RanGTP/RanGDP-Gradienten zwischen
Zellkern und Zytoplasma aufrecht zu erhalten. Das RanGDP wird aus dem Zytoplasma durch
den Nukledren Transport Faktor 2 (NTF2) Uber den Kernporenkomplex in den Zellkern
transportiert. Im Kern selber bewirkt RCC1, ein nukledres Protein mit GEF-Aktivitét, den
Austausch von GDP gegen GTP, so dass der RanGTP/RanGDP-Gradient erhalten bleibt.

Ein sehr niltzliches Werkzeug zur Charakterisierung von Exportin 1-vermittelten
Exportmechanismen ist Leptomycin B (LMB) [Kudo et al., 1998; Wolff et al., 1997; Y oshida

Abbildung 10: Leptomycin B (LM B)
LMB wird von verschiedenen Streptomyces-Stdmmen gebildet und ist ein spezifischer Inhibitor des
Exportin 1-vermittelten Kernexports. Es bindet kovalent an einen Cystein-Rest von Exportin1l und
verhindert dadurch die fur den Export notwendige Bildung eines terndren Komplexes aus Exportin 1,
RanGTP und NES-tragendem Protein.
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et al., 1990]. LMB ist eine ungeséttigte, verzweigt-kettige Fettsaure (siehe Abbildung 10), die
von verschiedenen Streptomyces-Stdmmen gebildet wird und bereits in nanomolaren
Konzentrationen die Funktion von Exportin 1 in htheren Eukaryoten inhibiert. Dieser Effekt
wird durch die kovalente Bindung von LMB an einen Cystein-Rest von Exportin 1 bewirkt.
Diese Modifikation stabilisiert die Ran-freie Konformation vom Exportin 1 und verhindert so

die Bindung von RanGTP und von dem fir den Export markierten Protein.

1.3.3 Nukleozytoplasmatisches Shuttling

Die réaumliche Trennung von mMRNA-Synthese im Kern und Proteinbiosynthese im
Zytoplasma erdffnet den Eukaryoten die Moglichkeit hdherer Komplexitét bis hin zur Bildung
von multizelluldren Lebensformen, erzeugt aber auch die Notwendigkeit von aktiven
Transportmechanismen Uber die Kernhllle hinweg. In einer vereinfachten Darstellung werden
nukledre Proteine in den Kern importiert und die verschiedenen RNA-Typen aus dem Kern
exportiert. Die aktuelle Forschung [Gorlich & Kutay, 1999; GamaCarvaho &
Carmo-Fonseca, 2001] hat zu dieser Sichtweise den bidirektionalen Transport Uber die
Kernhille hinzugefigt, u.a. durch die Charakterisierung der Mechanismen des dem
Kernimport gegenuberstehenden Kernexports. Mittlerweile sind viele Proteine bekannt, die
kontinuierlich zwischen Zellkern und Zytoplasma hin- und herpendeln [Gama-Carvalho &
Carmo-Fonseca, 2001]. Diese Shuttleproteine (Pendelproteine) sind SchlUsselfaktoren in der
Informationsiibermittiung  zwischen  zytoplasmatischen und nukledren  Aktivitéten.
Kennzeichnend fir sie ist das Vorhandensein von einem Kernlokalisationssignal (NLS) und
einem Kernexportsigna (NES). Eine grof3e Anzahl solcher nukleozytoplasmatischer
Shuttleproteine . wurde  inzwischen  beschrieben, u.a Transkriptionsfaktoren,
Zellzyklusregulatoren, Transportrezeptoren und —adaptoren, Steroidhormonrezeptoren und
RNA-Bindeproteine. Insbesondere bei der Regulation der Genexpression spielt das
nukleozytoplasmatische Shuttling von Proteinen eine wichtige Rolle. Als zu einfach hat sich
auch die urspringliche Vorstellung erwiesen, dass die regulatorischen Faktoren solange im
Kern oder Zytoplasma festgehalten werden, bis ein angemessenes Signal ihren Transport auf
die andere Seite der Kernhille auslost (Modell von Retention und Transport). Es konnte
vielmehr ein steter Transport in den Kern hinein und aus ihm heraus gezeigt werden, wobel
jedoch ein vorherrschender Aufenthalt im Kern oder im Zytoplasma beobachtet wird in
Abhangigkeit von der Balance zwischen Import- und Exportaktivitét. Dieser Mechanismus

des steten Transports erlaubt eine deutlich dichtere Regulation der Proteinaktivitéten. Durch
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die standige Bindung der Shuttle-Proteine an Exportine und Importine entstehen
hochstwahrscheinlich inaktive Komplexe, die auch beim (kurzfristigen) Aufenthalt an ihrem
Wirkort keine Funktion austiben kénnen. Ein angemessenes Signal fuhrt dann zur Maskierung
vom Import- oder Exportsignal, so dass die Proteine ungebunden und somit in einer aktiven
Form vorliegen. Aufgrund des steten Shuttlings befindet sich ein Teil der Proteine zu diesem
Zeitpunkt bereits an seinem Wirkort und kann rasch mit den entsprechenden Zielen zur

Signalinduktion assoziieren.

18



Einleitung

1.4 Zielsetzung

Die Forschungen der letzten Jahre zeigen immer deutlicher, dass es zum zytoplasmatischen
Stoffwechsel der Phosphatidylinositole und Inositolphosphate ein nukledres Gegenstick gibt.
Entsprechende Enzymaktivitéten und Inositolderviate wurden in den Kernen von Sdugerzellen
gefunden. In der Hefe ist schon seit léangerem die Rolle von Inositolphosphaten in der
Transkriptionsregulation und im mRNA-Export bekannt. Doch erst seit kurzem wird die
Bedeutung der Inositolphosphat-abhéngigen  Chromatin-Remodellierung  far  die
Transkriptionsregulation in Hefen und Saugern untersucht [Rando et al., 2003].
Ziel dieser Arbeit war ein besseres Versténdnis des nukledren Inositol phosphat-M etabolismus
durch Aufklarung der intrazelluléren Zielsteuerung von bekannten und neuartigen Enzymen,
die zellul&re Inositol phosphate umsetzen. Nach der Klonierung von Vollangen cDNAS sollten
Fusionsgene mit dem Grin Fluoreszierenden Protein hergestellt und in Sdugetierzellen
exprimiert werden. Die intrazellulére Lokalisation der Fusionsproteine sollte durch
Fluoreszenzmikroskopie und Gegenfarbung mit Organell-spezifischen Farbstoffen bestimmt
werden. Durch gezielte Mutagenese wurden die Fusionsgene verdndert, um fur die
Zielsteuerung verantwortliche Bereiche zu identifizieren. Die besondere Aufmerksamkeit war
hierbei auf nukledre Import- und Exportmechanismen gerichtet. Ausgewdhlte
Trans okationsmechanismen kénnen durch spezifische Hemmestoffe inhibiert werden, um ihre
Bedeutung fir die intrazellulére Lokalisation der untersuchten Fusionsproteine zu bestimmen.
Im Rahmen dieser Studien sollte das Verstandnis des nukledren Inositol phosphat-
Metabolismus durch Charakterisierung von Zielsteuerungsmechanismen der beteiligten
Enzyme erweitert werden. AulRerdem wurde die Natur der seit langerem beobachteten
Verbindung zwischen Transkriptionsregulation und Inositolphosphat-Metabolismus in

Saugerzellen untersucht.
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2 Material und M ethoden
2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme
XL1-Blue (E. coli): recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac

[FproAB lacl“ZDM15 Tn10 (Tet")] [Bullock et al., 1987]
Der Stamm wurde kommerziell erworben von Stratagene (Cedar Creek, TX, USA).

2.1.2 Zdllinien
Die Zédlllinien wurden erworben von ,,Cell Lines Service and Cellbank® (Heidelberg).

2.1.2.1 NRK 52E-Zéllen

NRK 52E-Zellen (normal rat kidney) leiten sich von Epithelzellen des proximalen Tubulus
(PTE, proximal tubule epithelium) der Rattenniere ab. Diese Zelllinie ist nicht tumorogen und
hat sich viele morphologische und physiologische Eigenschaften von PTE erhalten [Chang et
al., 2000 ; Best et ., 1999].

2.1.2.2 PC12-Zé€llen

Die PC12-Zellen leiten sich von einem Phaochromocytom des Nebennierenmarks der Ratte
ab. Zwar haben sie viele Eigenschaften der chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks
bewahrt, zeigen aber auch deutliche Unterschiede. Eine reversible neuronale Differenzierung
von PC12-Zellen zu PC12*-Zellen ist durch den Nerve Growth Factor (NGF) induzierbar
[Greene und Tischler, 1976]. Da die PC12-Zellen das Enzym Phenylethanolamin-
N-Methyltransferase nicht besitzen, produzieren sie kein Adrenalin [Tischler und Greene,
1978].

2.1.3 Enzyme
Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden kommerziell von MBI Fermentas

(Heidelberg) erworben.

T4-DNA-Ligase GIBCO BRL
Tag-DNA-Polymerase GIBCO BRL
Pfu-DNA-Polymerase Promega, USA

20



Material und Methoden

2.1.4 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden kommerziellen Herstellern erworben:

Aldrich (Steinheim)
Biomol (Hamburg)
Fluka (Buchs, Schweiz)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

2.1.5 DNA-Molekular gewichtsstandard

1 kb DNA Leiter GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas, Heidelberg)
100 bp DNA Leiter GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (MBI Fermentas, Heidel berg)
2.1.6 Kits

Big Dye Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems (Weiterstadt)
Silica Spin Kit for Plasmid DNA Minipreparation Biometra (Gottingen)

QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

Metafectene Biontex (MUnchen)

2.1.7 Plasmide

pPEGFP-N1 Clontech (Palo Alto, CA, USA) [Living Colors User Manual]
pPEGFP-C1 Clontech (Palo Alto, CA, USA) [Living Colors User Manual]
pGEM-T Easy Promega (USA)

2.1.8 Medien fur eukaryotische Zelkultur

Dulbecco’s Modified Eagle Medium GIBCO BRL (Eggenstein)
RPMI GIBCO BRL (Eggenstein)
OptiMEM GIBCO BRL (Eggenstein)
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2.1.9 Oligonukleotide
Oligonukleotide wurden bei MWG (Ebersberg) bestellt.

Humane I nositolphosphat Multikinase (HsIPMK)

Klonierung der Vollange in pEGFP-N1

MNO20 57 -GCT AGC ATG GCA ACA GAG CCA CCA TG 3

MNO21 5 -GIA CTT CGA AGI ATT TTA GAC AAT TCA GAT CT-3

Klonierung der Vollange in pEGFP-C1
MNO22 57 -GGT ACC ATG GCA ACA GAG CCA CCA TG 3

MNO23 5 -CTT CGA AGT ATT TTA GAC AAT TGA GGA TCC

Quikchange Mutagenese AAdenosin 451

MNO25 5 -GGA TGT AAA GAT AGG GCA AAA AAG CTA TGA TCC TTT
TGC CTC 3

MNO26 5 - GAG GCA AAA GGA TCA TAG CTT TTT TGC CCT ATC TTT
ACA TCC 3’

Klonierung von Fragment AS 263-370
MNO81 5 - GGT ACC CCA ACC ACT ACA AAA TTG AAT-3’
MNO82 5 -GGA TCC GGG AAG ATG GTA GAA AAC TTT-37

Klonierung von Fragment AS 308-341
MNO83 5 -GGT ACC TCT TCA GIG GGC AAA ACC TTG 37
MNO84 5 -GGA TCC CTC CAG ATT TTC AAC TTT CAA-3’

Oligoligation von Fragment AS 320-330

MNO85 5 - CCG TCA CAG GAA AAT ATA TAC AAA AAA GCA TCA CTG
AG 37
MNO86 5 -GAT CCT CAG TGA TGC TTT TTT GITA TAT ATT TTC CIG

TGA CGG GTA G 3

22



Material und Methoden

Quikchange Mutagenese AAS 308-341

MNO65 5 - ACA GCT AAT GGA AAA ATA GAG CAA GAC AAT GGG TGG
AAA AGC- 37

MNO6G6 5 -GCT TTT CCA CCC ATT GIC TTG CTC TAT TTT TCC ATT
AGC TGT- 37

Quikchange Mutagenese AAS 320-330

M\O51 5 -TTG TCC AAG ATG TAT GCG AGT CAG ACT TCA TTG AAA-3°
MNO52 5 -TTT CAA TGA AGI CTG ACT CGC ATA CAT CTT GGA CAA-3°

Quikchange Mutagenese RK322QQ

MNO45 5 -CCA AGA TGT ATG CCC GIC ACC AGC AAA TAT ATA CAA
AAA AGC ATC ACA G -3
MNO46 5 -CIG TGA TGC TTT TTT GIA TAT ATT TGC TGG TGA CGCC

GCA TAC ATC TTG G-3

Quikchange Mutagenese KK327QQ

MNO47 5 -GIC ACA GGA AAA TAT ATA CAC AAC AGC ATC ACA GIC
AGA CTT CAT TG-3°
MNO48 5 -CAA TGA AGT CTG ACT GIG ATG CTG TTG TGT ATA TAT

TTT CCT GIG AC -3°

Quikchange Mutagenese AAS 1-91

MNOG67 5 - AAT TCT GCA GIC GAC GGTI ACC ATG GIT TAT GCT GCT
GAC TGT- 3

MNO6G8 5 - ACA GIC AGC AGC ATA AAC CAT GGTI ACC GIC GAC TGC
AGA ATT-37

Quikchange Mutagenese AAS 1-198

MNO69 5 - AAT TCT GCA GIC GAC GGI ACC GGA AGA AGC TTA ACA
AAA GAA- 3°

MNO70 5 -TTC TTT TGT TAA GCT TCT TCC GGI' ACC GIC GAC TGC
AGA ATT-37
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Quikchange Mutagenese AAS 1-302

M\O71 5 - AAT TCT GCA GIC GAC
TCT TCA-3°

MNO72 5 -TGA AGA CTC TAT TTT
AGA ATT-37

Quikchange Mutagenese AAS 1-30

MNO73 5 - AAT TCT GCA GIC GAC
GCG CGCC- 3

MNO74 5 -GCC CCC CGG CTG CGG
AGA ATT-37

Quikchange Mutagenese AAS 1-56

MNO75 5 - AAT TCT GCA GIC GAC
AAA GTG 37

MNO76 5 -CAC TTT GIC CTT CCC
AGA ATT-37

Sequenzierprimer

MN024 5 -CCC ATA AAT TTA ATA
MNO20 5 -GCT AGC ATG GCA ACA
MNO21 5 -AGA TCT GAA TTG TCT
MN022 5 -GGT ACC ATG GCA ACA
MN023 5 -GGA TCC TCA ATT GIC
MN024 5 -CCC ATA AAT TTA ATA

Material und Methoden

GGT ACC AAT GGA AAA ATA GAG

TCC ATT GGI' ACC GIC GAC TGC

GGT ACC GEC ACC CCG CAG CCG

GGT GCC GGI' ACC GIC GAC TGC

GGT ACC ATG TAC GGG AAG GAC

GTA CAT GGI' ACC GIC GAC TGC

AGC CCT G 3

GAG CCA CCA TC 3

AAA ATA CTT CGA AGT AC 3
GAG CCA CCA TC 3

TAA AAT ACT TCG AAG 3
AGC CCT G 3

Ratten Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase C (RnlP3K-C)

Klonierung der Vollange in pEGFP-N1
MNOO1 5 -AGC GCT ATG AGG CcC
MNOO3 5 -CTC GAG CGCT CTG G&&C

TGC CCG TCGC CG 37
CAG GCC CTG AA- 3

Klonierung der N-terminalen Doméane in pEGFP-N1

MNOO1
MNOO2

5 - AGC CCT ATG AGG CGC
5 -CTC GAG TCC AGA TCT

TGC CCG TCGC CG 37
GIC CTC AGG ATC GCT- 3’
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Klonierung der Vollange in pEGFP-C1
MNOO4 57 -GIC GAC ATG AGG CGC TGC CCG TGC CG 37
MNOO6 5 -GGA TCC TAG CTC TGG GCC AGG CCC TGA A- 37

Klonierung der N-terminalen Domane in pEGFP-C1
MNOO4 57 -GIC GAC ATG AGG CGC TGC CCG TGC CG 3
MNOO5 5 -GGA TCC TAT CCA GAT CTG TCC TCA GGA TCG CT- 3’

Quikchange Mutagenese DAS 318-326

MNO87 5 -TCC CAC CTG GAG TGC AGC TCC ACC TCA GAG TCT CCT
GAG CCT- 3

MNO88 5 -AGG CTC AGG AGA CTC TGA GGT GGA GCT GCA CTC CAG
GIG GGA- 3

Quikchange Mutagenese L318CPV>ACPA

MN151 5 -TCC CAC CTG GAG TGC AGC TCC GCG TGI CCT GCG CCC
CGC CIT ATC ATC ACC TCA-3°
IMN152 5 -TGA GGTI GAT GAT AAG GCG GGG CGC AGG ACA CGC GAA

GCT GCA CTC CAG GIG GGA- 3

Oligoligation vom isolierten NES in pEGFP-N1

IMN107 5 -GCT ATG CTG TGC CCT GIG CCC CGC CTC ATC ATT C 3
IMN108 5 -TCG AGA ATG ATG AGG CGG GGEC ACA GGG CAC AGC ATA
GC 37

Oligoligation vom isolierten NES in pEGFP-C1
IVN109 5 -TCG ACC TGTI GCC CTG TGC CCC &CC TCA TCA TTG 3
IMN110 5 - GAT CCA ATG ATG AGG CGG GEC ACA GGG CAC AGG 37

Humane I nositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase C (Hsl P3K-C)
Klonierung der Vollange in pEGFP-N1

MNOO1 5 - AGC GCT ATG AGG CGC TGC CCG TGC CG 37
MNO93 5 -CTC GAG CGCT CTG TGC CAG CCC CTG CA- 37
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Klonierung der Vollange in pEGFP-C1
MNOO4 57 -GIC GAC ATG AGG CGC TGC CCG TGC CG 37
MN094 5 -GGA TCC TAG CTC TGI GCC AGC CCC TCC A-37

Quikchange Mutagenese K*¥'>STOP

MN126 5 - CCC GAG GAC AGG TCT GGG AGC TAA CCC TGG AAG AAG
CTG AAG A- 3

IMN127 5 -TCT TCA GCT TCT TCC AGG GIT AGC TCC CAG ACC TGT
CCT CCG G 3

Quikchange Mutagenese DAS 324-332

MNO99 5 -TCT CAC CTG AAG TGI AGC CCC ACC CCT GAG ACC ccTt
GAG CCT- 37

MN100 5 -AGG CTC AGG GGT CTC AGG GGT GGG GCT ACA CTT CAG
GTG AGA- 37

Quikchange Mutagenese L324A/V327A

MN101 5 -TCT CAC CTG AAG TGI AGC CCC GCC TGC CCT GCT CcC
CGC CTC ATC ATT ACC CCT- 3
MN102 5 - AGG GGT AAT GAT GAG GCG GGG AGC AGG GCA GEC GGG

GCT ACA CTT CAG GIG AGA- 37

Quikchange Mutagenese L330A/1332A

IMN103 57-CCC CTG TGC CCT GIG CCC CEC GCC ATC GCT ACC CCT
GAG ACC CCT GAG CCT- 3
MN104 5 -AGG CTC AGG GGI' CTC AGG GGT AGC GAT GGC GCG GGG

CAC AGG CCA CAG GG 3

Sequenzierprimer

MNO95 5 -TCC AGG GCC CAT GAA CCC CTG 3
MNO96 5 -CTC TTG GGA GAG CCT GAG GAT- 3
MNO97 5 -CCC CGG CCA CCA CGI CAT CCT-3

MNO98 5 - GAA GAG GAG CTA GIG AAG CCA- 3
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische M ethoden

2.2.1.1 Mikrobiologische Arbeitstechniken

Reaktionsgefalle, Glaswaren, Pipettenspitzen, LB-Losungen und -Medien werden vor
Verwendung bel einer Temperatur von 121°C und einem Druck von 1,2 bar fir 35 min
autoklaviert. Losungen mit hitzelabilen Zusdtzen wie Antibiotika werden sterilfiltriert.

Arbeitsflachen und Geréte werden durch Bespriihen mit 80%-igem Ethanol desinfiziert.

2.2.1.2 Anzucht und Lagerung von E. coli Kulturen

Bakterienkulturen werden aus einem einzigen Klon gezlchtet, um einheitliche Plasmid-
Préparationen gewinnen zu konnen. Dazu werden Zellen einer Flussigkultur durch
Ausstreichen mit einer Platindse auf einer Agar-Platte vereinzelt. Nach Inkubation tGber Nacht
bei 37°C sind aus den einzelnen Bakterien dann Kolonien herangewachsen.

Die Agar-Platten koénnen zur kurzfristigen Aufbewahrung der Bakterien mit Parafilm
versiegelt und bei 4°C gelagert werden.

LB-Medium: 4 g Bacto-Trypton
2 g Hefeextrakt
4 g NaCl
ad 400 ml H,O
pH 7,2 (mit NaOH einstellen),
autoklavieren

Agarplatten: 4 g Bacto-Trypton
2 g Hefeextrakt
6 g Bacto-Agar
0,5ml 4M NaCl
ad 400 ml H,0,

autoklavieren

LB-Medium und Agarplatten werden entsprechend ihrer Verwendung mit Antibiotika und

anderen Zusétzen versetzt.
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2.2.1.3 Herstellung transfor mationskompetenter Zellen

Es werden 3 ml LB-Medium mit einer Kolonie des Bakterienstamms der Wahl angeimpft und
Uber Nacht bei 37°C im Schittelinkubator kultiviert. Dem Medium wird ein angemessenes
Antibiotikum zugesetzt, um ein Uberwachsen durch freilebende Bakterien zu verhindern. Mit
1 ml der Kultur werden 100 ml LB-Medium angeimpft und im Schiittelinkubator bei 37°C so
lange kultiviert, bis eine ODgyonm VONn ca. 0,6 erreicht ist. Die Kultur wird 15 min auf Eis
abgekuhlt und 15 min mit 2000 Upm bel 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 33,5 ml
eiskaltem RF I-Medium resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden erneut
15min mit 2000 Upm bel 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 8 ml eiskaltem
RF 1I-Medium resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden zu 100l in
1,5 ml Eppendorf-Tubes aliquotiert. Die kompetenten Zellen kdnnen unmittelbar verwendet

oder in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert werden.

RFI-Puffer: 100 mM RbCl

50 mM MnCl; * 4 H,O

30 mM K-Acetat

10 mM CaCl, * 2 H,O

15% Glycerol

pH 5,8 mit Essigsaure einstellen,
sterilfiltrieren und bei 4°C lagern

RFII-Puffer: 10 mM MOPS (pH 6,8)

10 mM RbCI

75 mM CaCl, * 2 H,0

15% Glycerol

pH 6,8 mit Essigsaure einstellen,
sterilfiltrieren und bel 4°C lagern
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2.2.1.4 Transformation von E. coli nach [Hanahan D 1983]

Es wird ein Aliquot kompetenter Zellen (100 W) fdar 15 min auf Eis aufgetaut. Ein
vollstandiger Ligationsansatz (20 pl), ein Funftel (10ul) von einem QuikChange-Ansatz oder
100ng von einem Plasmid zur Retransformation werden zu den Zellen gegeben und fir
weitere 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem 1-minttigen Hitzeschock bel 42°C wird zu dem
Ansatz 1 ml LB-Medium gegeben und er wird 60 min bei 37°C im Tisch-Schittelinkubator
kultiviert. Anschlief3end werden 10ul, 100l und 800ul des Ansatzes auf LB -Agar-Platten mit
angemessenem Antibiotika-Zusatz ausgestrichen und tGber Nacht bei 37°C bebrtet.
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2.2.2 Molekularbiologische M ethoden

2.2.2.1 Praparation von Plasmid-DNA (,, Mini-Pr&par ation*)

Zur Prdparation von Plasmid-DNA wird das “Silica Spin Kit for Plasmid DNA
Minipreparation* (Katalog-Nummer 100-451) von Biometra GmbH (Rudolf-Wissell-Str. 30,
D-37079 Gottingen) verwendet. Mit diesem System konnen bis zu 30 ug DNA aus 1,5 bis
5ml E. coli Ubernacht-Kulturen gewonnen werden. Firr die Praparation wird tiber Nacht eine
3 ml E. coli Kultur in LB-Medium kultiviert.

Alle Zentrifugationsschritte werden mit Maximalgeschwindigkeit in einer konventionellen
Tischzentrifuge durchgefthrt. In ein 2 ml-Eppendorf-Gefald werden 1,8 ml der Bakterien-
Kultur Gberfihrt. Die Bakterien werden durch 5-minitige Zentrifugation bei 5000 Upm
geerntet. Nun wird der Uberstand abbgenommen und die Bakterien werden in 200 pl Puffer P1
resuspendiert. Es werden 200 Wl Puffer P2 zugegeben und das Geféa? wird mehrmals
invertiert. Die Lésung wird durch die Lyse der Bakterien schwach durchsichtig. Es werden
200 I Puffer P3 zugegeben und das Geféald wird mehrmals invertiert. Es bildet sich ein
flockiger weil3er Niederschlag aus SDS/Protein-Prézipitat. Die Lésung wird 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, so dass die Zelltrimmer ein kompaktes Pellet bilden. Ein Silica
Spin Filter wird in ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefal? platziert und der Uberstand der letzten
Zentrifugation wird in den Filter eingefullt. Die Losung wird eine Minute Dbei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen, wéahrend sich die
Plasmid-DNA an den Filter gebunden hat. Zum Waschen werden 500 yl Puffer W1 auf den
Filter gegeben. Die Losung wird eine Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Durchflufd wird verworfen. Zum weiteren Waschen werden 500 pl Puffer W2 auf den Filter
gegeben. Die Losung wird eine Minute bel Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchflufd wird
erneut verworfen. Es wird eine weitere Minute zentrifugiert, um restlichen Puffer W2 zu
entfernen. Der Filter wird in ein sauberes 1,5 ml-Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt. Zur Elution der
Plasmid-DNA werden 100 pl Wasser auf den Filter gegeben. Nach 1-minttigem Warten wird
die Losung eine Minute zentrifugiert. Der aufgefangene Durchflul? enthdlt die Plasmid-DNA.

Puffer Zusammensetzung

P1 0,05 M Trig/HCI; 0,01M EDTA pH 7,5; 0,05 mg/ml RNase

P2 0,2 M NaOH, 1% SDS

P3 4,0 M Guanidin-HCI; 0,75 M KOAc; pH 4,6

w1 4,0 M Guanidin-HCI; 0,75 M KOAc; pH 4,6

W2 0,05 M TrigHCI; 0,01 M EDTA; pH 7,5; 200 mM NaCl, 50% Ethanol
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2.2.2.2 DNA-Fallung mit Ethanol

Die zu féalende DNA-L6sung wird mit einem Zehntel Volumen 3M Natriumacetat (pH5,2)
versetzt und gut gemischt. Nach Zugabe von 2,5 Volumen 96% Ethanol und erneutem
Mischen wird die Losung fur 30min bis 2h bei —20°C gelagert. Nach einer anschlief3enden
30-mindtigen  Zentrifugation mit Hochstgeschwindigkeit in  ener  konventionellen
Tischzentrifuge wird der Uberstand abgenommen und 1 Volumen 70% Ethanol zugegeben.
Es wird erneut fiir 5Smin zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen, das Pellet fir ca. 10min

luftgetrocknet und dann in einem geeigneten Volumen Wasser aufgenommen.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration und Reinheit von z.B. durch Minipr&paration gewonnenen DNA-Ldsungen
wird durch photometrische Messung der Absorption bel 260 nm und 280 nm bestimmt. Bei
Doppelstrang-DNA entspricht eine OD2s0nm Von 1 ungeféhr einer DNA-Konzentration von
50 pg/ml. Das Verhdtnis der Absorption bel 260 nm zu der Absorption bei 280 nm gibt die
Reinheit der DNA wieder und liegt fur reine DNA Uber 1,8.
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2.2.2.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von doppelstrangigen DNA-Proben erfolgt nach der Didesoxy-Methode
[Sanger et al., 1977, modifiziert]. Es wird das Big Dye Terminator Sequencing Kit (Applied
Biosystems) und der Tag-Polymerase-Puffer Half-Term (GENPAK) verwendet.

Die Sequenzieransétze haben folgende Zusammensetzung:

DNA 500 ng
Primer 15 pmol
Big Dye 3ul
Half Term 5u
H,0 ad 20 i

Das folgende Temperaturwechsel programm wird in einem Eppendorf Mastercycler Gradient
durchgeftihrt. Eswird ein Heil3-Start durchgeftihrt.

25x | Denaturierung bei 96°C fur 10 s
Annealing bei 50°C fir 5 s

Verlangerung bei 60°C fir 4 min

Nach Beendigung des Temperaturwechselprogramms wird der Reaktionsansatz durch eine
Ethanol-Fallung gereinigt. Hierzu wird der Ansatz mit 404 100% Ethanol gemischt und
10 min bel Raumtemperatur inkubiert. Es wird 25 min bei Maximalgeschwindigkeit mit einer
konventionellen Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand wird abgenommen und das
Pellet luftgetrocknet.

Der Probenauftrag, die Gelelektrophorese und die Seguenzbestimmung werden im
Service-Labor des Ingtituts fir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie, UKE
durchgefihrt. Der ABI-Sequenator 377 (Applied Biosystems) wird gemd3 den
Herstell erangaben benutzt.
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2.2.2.5 Analytische und praparative Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Fir die sequenzspezifische Hydrolyse von Doppelstrang-DNA werden verschiedene
Restriktionsendonukleasen von MBI Fermentas verwendet. Restriktionsendonukleasen
erkennen spezifische DNA-Sequenzen und hydrolysieren die DNA innerhalb bzw. auf3erhalb
dieser Erkennungssequenz. Sowohl analytische als auch préparative Hydrolysereaktionen
werden in einem Gesamtvolumen von 20ul unter Verwendung der vom jeweiligen Hersteller
empfohlenen Pufferbedingungen und Temperaturen durchgefiihrt. Die Inkubationszeiten
betragen 1 bis 3 Stunden. Fir analytische Hydrolysen wurden DNA-Mengen von ca. 500ng
eingesetzt, praparative Hydrolysen wurden mit 1-2ug DNA durchgefihrt. Pro 1ug DNA
wurden 10U Enzym eingesetzt.

2.2.2.6 Analytische und préaparative Auftrennung von DNA in Agar osegelen

Die Auftrennung von Doppelstrang-DNA-Fragmenten von unterschiedlicher Lange erfolgt
durch Gelelektrophorese in Agarosegelen. Dazu werden 0,7-2,0% (0,35-1,0g) Agarose in
50ml TAE-Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle gelOst. Niederprozentige Gele mit
0,7% Agarose eignen sich insbesondere zur Auftrennung hochmolekularer DNA-Fragmente
zwischen 0,8 und 12 kb. Hochprozentige Gele mit 2,0% Agarose eignen sich hingegen zur
Auftrennung niedermolekularer DNA-Fragmente zwischen 0,5 und 2,0 kb. Das noch flissige
Gel wird nach einer Abkihlung auf ca. 50°C mit 1l Ethidiumbromid-L6sung (10 mg/ml)
versetzt und in ein Gelbett mit Kamm gegossen. Nach der vollsténdigen Aushértung wird das
Gel in einer Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer Uberschichtet. Der Kamm wird entfernt.
Die Proben werden mit 1/5 Volumen 6XxDNA-Auftragspuffer versetzt und in die Taschen
gefullt. FUr die Analyse werden Proben mit einem Volumen von 20ul und fir die Prgparation
mit einem Volumen von 50 verwendet. Die Fragmente werden bei 5-10 Volt/cm Gelbreite
1-1,5h aufgetrennt. Die DNA wird im UV-Durchlicht sichtbar gemacht, fotografiert und fir

préparative Zwecke mit einem Skalpell ausgeschnitten.

6XxDNA-Auftragspuffer: 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF
15% Ficoll 400

in wassriger Losung
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2.2.2.7 Elution von DNA aus Agar osegelen

Die Elution von Doppelstrang-DNA aus Agarosegelen wird mit dem ,QIAEX Il Gel
Extraction Kit* (Catalog # 20021) von QIAGEN durchgefiihrt. Bel diesem System wird zuerst
die Agarose mit chaotrophen Salzen solubilisiert. Die Nukleinsauren werden dann selektiv
und fast quantitativ durch Kieselgel-Partikel unter Hochsalzbedingungen adsorbiert. Nach
mehreren Waschschritten zur Entfernung von Agarose- und Salzresten wird die
Doppelstrang-DNA unter Niedrigsalzbedingungen von den Kieselgel-Partikeln eluiert. Die
Durchfuihrung erfolgt geméald dem QIAEX Il Agarose Gel Extraction Protokoll. Zur Elution
der DNA von den Kieselgel-Partikeln werden 20 10mM TrisCl mit pH8,5 verwendet.

2.2.2.8 A-Tailing von PCR-Produkten

In den in Rahmen dieser Arbeit hdufig verwendeten pGEM-T Easy-Vektor kénnen nur
Doppelstrang-DNA-Fragmente mit jeweils einer Uberhéngenden Desoxyadenosinbase an
jedem Strangende ligiert werden. Verschiedene thermostabile Polymerasen fligen selbsttétig
und Template-unabhangig ein einzelnes Desoxyadenosin an die 3'-Enden der Amplikons an.
Einige thermostabile Polymerasen mit Proofreading-Aktivitét (z.B. Pfu, Pwo, Tli) erzeugen
jedoch DNA-Fragmente mit glatten Strangenden. Mit diesen Fragmenten mufd vor der
Ligation in pGEM-T Easy-Vektoren ein A-Tailing durchgefthrt werden.

Folgender Ansatz wird verwendet:

13yl gereinigtes PCR-Produkt

W 50 mM MgCl,

20 2mM dATP

2ul  10x Tag-Puffer

2u  Tag-Pol (10V)

20 gesamt

Dieser Ansatz wird 30 min bei 72°C inkubiert. Fur eine anschlief3ende Ligation werden 2
des Ansatzes direkt eingesetzt.
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2.2.2.9 Ligation von Doppelstrang-DNA-Fragmenten

Zur  Ligation von Doppelstrang-DNA-Fragmenten  wird die T4 DNA Ligase
(Catalog # 15224-025) von GIBCOBRL verwendet. Die T4DNA Ligase kann
DNA-Fragmente mit glatten oder kompatiblen Uberhéngenden Enden verbinden, indem sie
unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer freien

5"-Phosphatgruppe und einer 3"-Hydroxylgruppe katalysiert.

Der Ligationsansatz besteht aus 50 ng Vektor-DNA. Dazu wird Insert-DNA in dreifachem

molarem Uberschuld gegeben.

50 ng Vektor-DNA

X ng Insert-DNA

4,0 5x Ligase Reaktions Puffer
1,0l T4 DNA Ligase (1U)

ad 20 H,0

Bel Ligationen mit kohasiven Enden wird Uber Nacht bei 15°C inkubiert. Diese Temperatur
fihrt zu einem optimalen Verhdtnis von Ligase-Aktivitat und —Stabilitét. Bei Uberhéngen,
die aus nur einer Base bestehen, wird Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Diese niedrige
Temperatur vermindert zwar die Aktivitat der Ligase, ermoglicht aber das Annealing von
Ein-Basen-Uberhéngen. Bei Ligationen mit glatten Enden wird Uber Nacht bei 25°C
inkubiert. Bel diesen Ligationen spielt das Annealing keine Rolle. Die h6here Temperatur
steigert die Aktivitét der Ligase, vermindert aber auch ihre Stabilitat.
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2.2.2.10 Polymer ase-K ettenr eaktion mit Plasmid-DNA als Template

Zur Amplifikation von Doppelstrang-DNA-Fragmenten unter Einsatz von Plasmid-DNA als
Template wird Pfu DNA Polymerase (Catalog # M7745) von Promega verwendet. Die
Pfu DNA Polymerase besitzt neben der 5 ->3-Polymerase-Aktivitdt auch eine
3 >5-Exonuclease-Aktivitdt. Aufgrund dieser Proofreading-Féhigkeit arbeitet diese

Polymerase mit besonders hoher Genauigkeit.

Der PCR-Ansatz wird in einem 0,2 ml Eppendorf-Tube angesetzt. Diese fur die PCR
optimierten Reaktionsgefdl3e sind besonders dinnwandig und erlauben so einen schnellen

Temperaturwechsel.

38yl |ddH,0

5u | 10X Pfu-Puffer

W (10 mM dNTPs

1y | Pfu-Pol (2,8 U/ul)

2ul |10 uM downstream Primer

2ul |10 uM upstream Primer

1 [pDNA (cona =10 ng/pl)

50 | gesamt

Das Temperaturwechselprogramm wird in einem Eppendorf Mastercycler Gradient
durchgeftihrt. Eswird ein Heil3-Start durchgeftihrt.

1x | Template bei 95°C fur 2 min denaturieren

20x | Denaturierung bei 95°C fr 30 s
Annealing (Temperatur je nach T, der Primer) fir 30 s
Verlangerung bei 72°C (2 min fur jedes 1kb des Amplikons)

1x |Verléangerung bei 72°C fur 5 min
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2.2.2.11 QuikChange-M utagenese

Bei der QuikChange-Mutagenese-Methode konnen Mutationen an beliebigen Stellen der
Nukleotidsequenz eingefiigt werden, wobel als Template ein dam-methyliertes, zirkulares
Doppelstrang-DNA-Plasmid dient. Viele kommerziell erhdltliche E. coli Stémme tragen das
fur die entsprechende dam-Methylase [Lewin, 1997, S. 522] codierende Gen. Durch zwel
zueinander revers-komplementére Primer wird die Mutation in das Zielplasmid eingefligt. Die
Mutagenese-Primer binden an die zu mutierenden Bereiche des Plasmids und werden
anschlief3end durch die Polymerase zu einem vollsténdigen, mutierten DNA-Strang aufgefullt.
Das Template wird durch Behandlung mit der Restriktionsendonuklease Dpnl entfernt. Diese
Nuklease hydrolysiert spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA an der haufig
vorkommenden Zielsequenz 5'-Gm°ATC-3 [Nelson & McClelland, 1992]. Bei der
methylierten DNA handelt es sich um die eingesetzte Template-DNA, wéhrend die
hemimethylierte DNA durch Zusammenlagerung von einem Strang der Template-DNA und
einem komplementaren PCR-Produkt entsteht. Das Produkt der QuikChange-Mutagenese
kann durch Transformation in kompetente E. coli Zellen eingebracht werden. Durch die
zelleigenen Reparatursysteme werden die Nicks geschlossen und das Plasmid methyliert und
repliziert. Aufgrund der erneuten Methylierung kann das durch eine Mini-Préparation
gewonnene Mutagenese-Produkt als Template fir weitere Mutagenese-Runden eingesetzt

werden.

Folgender Ansatz wird fur die QuikChange-M utagenese benutzt:

10ng Plasmid-DNA als Template

125ng Sense-M utageneseprimer

125ng Antisense-M utageneseprimer

250puM dNTPs

2,5U Turbo-Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus)
5ul 10x Turbo-Pfu-Puffer

ad 50 pl ddH O
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Im Eppendorf Mastercycler Gradient wird folgendes Temperaturwechsel programm
durchgefthrt:

1x Initiale Denaturierung bei 95°C fr 30s

18x Denaturierung bei 95°C fir30s
Annealing bei 55°C fr 60s
Polymerasereaktion bei 68°C fur 1min pro kb Plasmid

Zum Reaktionsansatz werden 10U Dpnl gegeben und es erfolgt eine Inkubation bei 37°C fir
1h. Von dem Ansatz werden 10ul durch Transformation in kompetente E. coli Bakterien
eingebracht.

Abbildung 11: Prinzip der Quikchange M utagenese (QCM) von DNA-Plasmiden

Als DNA-Matrize fur die QCM dient ein zirkuldres, methyliertes, doppelstrangiges Plasmid, das durch
Minipraparation einer E.coli Kultur gewonnen wurde. Im ersten Schritt (A) lagern sich zwel komplementére
Oligonuklectide, die die gewtinschte Mutation tragen, an die entsprechenden Sequenzbereiche des Plasmids
an. Durch die Aktivitét der Pfu-Polymerase (B) werden die Oligonukleotide verlangert zu einem nicht-
methylierten Plasmid, das die gewilnschte Mutation trégt und genickt ist. Durch Zugabe der
Restriktionsendonuklease Dpnl  (C) werden methylierte Ausgangsplasmide und hemi-methylierte
Hybridplasmide abgebaut. Nur die vollstéandig nicht-methylierten Plasmide, die in beiden Stréngen die
gewiinschte Mutation tragen, bleiben erhalten. Diese Plasmide werden durch Transformation in E.coli Zellen
eingebracht (D). Durch die E.coli-eigenen Reparatursysteme werden die Nicks geschlossen. Durch
Minipraparation kann das mutierte Plasmid gewonnen werden, um durch Sequenzierung die gewinschte
M utation zu bestétigen und unerwiinschte Second-Site-M utationen auszuschlief3en.
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2.2.2.12 Erweiterte QuikChange-M utagenese [Wang et al., 1999]

Die erweiterte QuikChange-Mutagenese wird benutzt, um ,schwierige® Mutationen
(umfangreiche Deletionen und Insertionen, Multimutationen) in die Template-DNA
einzufigen [Wang et al., 1999]. Bei diesen Mutationen unterscheidet sich die Sequenz der
Primer deutlich von der Vektorsequenz, so dass die Bildung von ,, Primer-Dimern® gegentiber
der Bindung des Mutagenese-Primers an sein Template stark bevorzugt ist. Deshalb wird
zuerst mit zwei getrennten Ansétzen mit jewells nur eéinem Mutagenese-Primer gearbeitet. Die

konkurrierende Bildung von Primer-Dimern ist nicht mehr méglich.

Folgender Ansatz wird fur den Pr&PCR-Schritt benutzt:

50 ng Plasmid-DNA als Template

125 ng Sense-M utageneseprimer oder Antisense-M utageneseprimer
250 uM dNTPs

25U Turbo-Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus furiosus)

5ul 10x Turbo-Pfu-Puffer

ad 50 pl ddH O

Im Eppendorf Mastercycler Gradient wird folgendes Temperaturwechsel programm
durchgefthrt:

1x Initiale Denaturierung bei 95°C fur 30s

10x Denaturierung bei 95°C fir30s
Annealing bei 55°C fur 60s
Polymerasereaktion bei 68°C fur 1min pro kb Plasmid

Jeweils 25yl von jedem Ansatz werden miteinander vereint und mit 1yl Turbo-Pfu-
Polymerase versetzt. Anschliefend wird folgendes Temperaturwechsel programm

durchlaufen:
1x Initiale Denaturierung bei 95°C fur 30s
18x Denaturierung bei 95°C fir30s

Annealing bei 55°C fur 60s
Polymerasereaktion bei 68°C fur 1min pro kb Plasmid

Zum Reaktionsansatz werden 10U Dpnl gegeben und es erfolgt eine Inkubation bei 37°C fir
1h. Von dem Ansatz werden 10pl durch Transformation in kompetente E. coli Bakterien
eingebracht.
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2.2.3 Z€llbiologische M ethoden

2.2.3.1 Zellbiologische Arbeitstechniken

Reaktionsgefal3e, Glaswaren, Pipettenspitzen und Lésungen werden bei 121°C und 1,2 bar fir
35min autoklaviert. Hitzelabile Lésungen (z.B. Kulturmedien mit Antibiotika) werden
sterilfiltriert. Arbeitsflachen und Gerdte werden durch Bespriihen mit 80%-igem Ethanol

desinfiziert.

2.2.3.2 Kontinuierliche Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien

Eswerden PC12- und NRK 52E-Zellen in Routinekultur gehalten. Dazu werden T75 Flaschen
(250 ml, Greiner Labortechnik, Frickenhausen) verwendet. Die PC-12 Zellen werden in
RPMI-Medium mit 5% FCS (Foetales Rinder Serum - fetal cattle serum) und 10% HS (Pferde
Serum — horse serum) mit Penicillin und Streptomycin kultiviert; NRK-Zellen in Dulbecco’s
Modified Eagle Serum (DMEM) mit 10% FCS und ebenfalls Penicillin und Streptomycin.
Wenn die adhérent wachsenden Zellen eine ungefdhr 80%-ige Konfluenz erreichen, werden
sie passagiert. Dazu werden die verwendeten Losungen auf 37°C erwarmt. Der Zellrasen wird
mit 1xPBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung (GIBCO BRL, #25300-054) bel
Raumtemperatur inkubiert, bis die Zellen sich ablosen. Es werden 4ml Kultur-Medium
zugegeben.  Von  dieser  Zelsuspenson werden  15ml  in  ene neue
250ml-Gewebekulturflasche Uberfhrt und mit Kultur-Medium auf 15ml aufgefillt. Die
Zellen werden im Inkubator bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die néchste Passage erfolgt
nach zwei Verdopplungen der Zellzahl. Aufgrund der Generationszeit von 24h entspricht dies
in ungefahr 48h.

PBS 8g  NaCl
0,2g KCI
1,779 NaHPO4*2H,0
0,24g KH,PO,
ad 800ml ddH,O
pH7,4 mit HCI einstellen
ad 1000ml  ddHO

autoklavieren und bei 4°C lagern
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2.2.3.3 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen und Fluor eszenzmikroskopie
Die bei der Passage der Zellinien erhaltene Zellsuspension wird fur die Aussaat von Zellen fir
die Transfektion eingesetzt. Dazu werden 1ml Suspension auf 9ml Vollmedium bzw. 0,5ml
Suspension auf 9,5ml Vollmedium gegeben. Jeweils 1ml von beiden Verdinnungen wird in
zwei Kammern von einem Vierkammer-Deckglas (Nunc, Wiesbaden) ausgesét und 24h im
Brutschrank inkubiert. Anschlief3end wird Plasmid-DNA durch transiente Transfektion mit
dem Transfektionsreagenz Metafectene™ (Biontex, Miinchen) in die Zellen eingebracht. Das
polykationische Transfektionsreagenz liegt in Kombination mit einem neutralen Colipid in
liposomaler Form vor. Vor Beginn der Transfektion werden zwei Lésungen (A,B) hergestellt.

LosungA: 504 OptiMEM | (37°C)
lyg Plasmid-DNA
mischen durch auf- und abpipettieren

L 6sung B: 504  OptiMEM 1 (37°C)
6ul  Metafectene
mischen durch auf- und abpipettieren

Die beiden Losungen werden vereint, durch auf- und abpipettieren gemischt und fir 20min
bei Raumtemperatur inkubiert. Zu jeder Kammer der Deckgléser werden jewells 25l
Transfektionsmix gegeben und die Zellen werden Uber Nacht inkubiert. Bei einem Tell der
Versuche werden die Zellen mit dem Export-Inhibitor Leptomycin B (LMB) behandelt. Dazu
wird der Uberstand iiber den Zellen abgesaugt und durch 250 Vollmedium mit LMB
(20nM; 11ng/ml) ersetzt. Die anschlieflende Inkubation dauert 2, 6 oder 24h. Die Zellen
werden mit Paraformaldehyd fixiert. Paraformaldehyd ist ein polymeres Formaldehyd, das
benachbarte Proteine durch kovaente Bindung freier Aminogruppen vernetzt [Alberts et al.,
1994, S. 142]. Der Uberstand iiber den transfizierten Zellen in den Vierkammer-Deckglasern
wird abgesaugt. Es wird zweimal mit 1ml PBS gewaschen und anschlief3end werden 250l
3% Paraformaldehyd (in PBS) pro Kammer zugegeben. Nach einer Inkubation von 10min bei
37°C sind die Zédllen fixiert. 4',6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) ist eéin AT-
spezifischer Fluoreszenzfarbstoff, der an DNA bindet und bei UV-Anregung (340 nm) mit
einer Wellenlange von 490 nm (blau) fluoresziert [Hennig, 1995, S. 116]. Die Zellen werden
zweima mit 1ml PBS gewaschen. Anschlief3end werden 2504l DAPI (10ug/ml in PBS) in
jede Kammer gegeben und es wird 10min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Schliefdlich
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wird erneut zweima mit PBS gewaschen und jede Kammer mit PBS Uberschichtet. Die
Préparate werden zur Auswertung am Fluoreszenzmikroskop mit 250ul PBS und zur l&ngeren
Aufbewahrung bei 4°C mit 1ml PBS Uberschichtet. Zur Auswertung werden die Prgparate an
einem inversen Fluoreszenzmikroskop Axiovert 25 CFL (Zeiss, Jena) betrachtet. Zur
Bilddokumentation dient eine digitale Kamera (Kappa DX30, Kappa, Gleichen) und es wird
die Software Kappa ImageBase (Kappa, Gleichen) verwendet. Es werden von jeder Zelle
jewells zwei Aufnahmen mit unterschiedlichen Filtereinsétzen gemacht. FUr die Detektion der
EGFP-Fuoreszenz wird ein FITC-Filter (Exzitationsfilter 450-490, Strahlteiler FT-510,
Emissionsfilter LP 520) und fiir die DAPI-Fluoreszenz wird ein DAPI-Filter (Exzitationsfilter
G365, Strahlteiler FT-395, Emissionsfilter LP 420) verwendet. Die Aufnahmen erfolgen bei
1000-facher VergroRerung (100x  Olimmersions-Objektiv, 10x  Okular). Durch
Doppelfluoreszenzbilder kann die Verteilung von zwei Fluorophoren in ener Zelle
unmittelbar verglichen werden. Eine Aufnahme der EGFP- und eine Aufnahme der
DAPI-Fluoreszenz, die den gleichen Bildausschnitt der gleichen Zellen zeigen, werden in
Corel PhotoPaint 9 (Corel, Unterschleissheim) geladen. Die Intensitdten der beiden
Einzelfluoreszenzbilder werden Uber die Registerkarte , Helligkeit-Kontrast-Intensitét"
aneinander angeglichen. Das Doppelfluoreszenz-Kompositbild wird Uber die Registerkarte
»Berechnungen* durch die Funktion ,Hinzufliigen® unter Verwendung aller Farbkandle
erstellt.
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3 Ergebnisse
3.1Zielsteuerung und in vivo Lokalisation der humanen
| nositolphosphat M ultikinase (HsIPMK)

3.1.1Klonierung einer fiur die humane Inositolphosphat Multikinase
kodierenden cDNA

Das multifunktionelle Hefeprotein ArgRIII ist nicht nur eine Inositolphosphat Multikinase
[Saiardi et al., 1999], sondern auch ein Transkriptionsregulator und ein wichtiger Faktor im
MRNA-Export [Shears, 2000]. Diese zusétzlichen Funktionen werden ermoglicht durch die
nukledre Lokalisation des Proteins, die bel der Hefe gezeigt werden konnte [El Bakkoury,
2000]. Ziel dieser Arbeit ist die Klonierung und Charakterisierung von homologen Genen aus
Saugetieren.

Es wurde zuné&chst eine computergestiitzte Suche in Datenbanken fir genomische Sequenzen
des Menschen mit der bekannten Volldngen-Sequenz des ArgRIII-Proteins durchgefihrt.
Dabel wurde auf die Datenbank HTGS (High Throughput Genomic Sequence) zugegriffen,
die humane genomische Sequenzen enthdlt. Der Zugriff erfolgte durch das Programm BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) Uber den Server des Nationa Center for Biological
Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) [Altschul et al., 1990]. Es wurde die
Suchfunktion tBLASTn gewdhlt. Be dieser Funktion wird die eingegebene
Aminosauresequenz mit Nukleinsauresequenzen verglichen, die in alen sechs moglichen
L eserastern trandlatiert wurden. Der Chromosom 10 Klon RP11-637J22 (GenBank2 accession
no. AL358155.10) weist deutliche Ahnlichkeiten zur Inositolphosphat Bindungsstelle von
ArgRIIl auf. Die chromosomale Lokalisation ist 10g21. Eine hypothetische cDNA-Sequenz
wurde durch Analyse von putativen Spleif3stellen im genomischen Klon assembliert. Sechs
Exons tragen zur kodierenden Sequenz bei (siehe Abbildung 12). Das offene Leseraster
kodiert fur ein Protein von 416 Aminosduren mit einem berechneten Molekulargewicht von
47,219 kD. Auf Ebene der Aminosiuresequenz besteht eine Ahnlichkeit von 82% zur Ratten
Inositolphosphat Multikinase (RnIPMK) (siehe Abbildung 13). Funktional wichtige Motive
sind zwischen der HsIPMK und ArgRIIl aus Hefe konserviert. Die hochste Ahnlichkeit wird
in der Inositolphosphat Bindungsstelle gefunden. Die ATP-Bindungsstelle und die katalytisch
wichtige SSLL-Domane sind ebenfalls eindeutig konserviert (siehe Abbildung 14).

Expressed sequence tags (ESTs) sind durch automatisierte Sequenzierung von cDNA-Banken

gewonnene, kurze Nukleotidsequenzen. Sie werden von verschiedenen am EST-Projekt

43



Ergebnisse

beteiligten Laboren gewonnen und in der Datenbank Genbank verdffentlicht [Adams et al.,
1991, Boguski, 1995]. Mit der hypothetischen cDNA-Sequenz des Homologs von ArgRIlI
wurde die humane EST-Datenbank durchsucht. Dazu wurde das Programm BLAST und die
Suchfunktion BLASTnN benutzt. Diese Funktion dient der Suche mit einer Nukleotidsequenz
gegen eine Datenbank mit Nukleotidsequenzen. Der cDNA Klon IMAGE:4510867
(GenBank?2 accession no. BG258567) wurde vom IMAGE Konsortium [Lennon et al., 1996]
bezogen. Die cDNA lag im Vektor pCMV-SPORT6 vor. Das Plasmid wurde durch

Start Stop

B Exon A
MATEPPSPLRVEAPGPPEMRTSPAIESTPEGTPQPAGGRLRFLNGCVPLS
HOVAGHMYGKDKV

Exon B
GILQHPDGTVLKOQLOPPPRGPRELEFYNM

Exon C
VYAADCFDGVLLELRKYLPKYYGIWSPPTAPN

Exon D
DLYLKLEDVTHKFNKPCIMDVKIGOKSYDPFASSEKIQQOVSKYPLMEET
GFLVLGMR

Exon E
VYHVHSDSYETENQHYGRSLTKETIKD

Exon F
GVSRFFHNGYCLRKDAVAASIQKIEKILOWEFENQKQLNEFYASSLLEVYEG
SSQPTTTKLNDRTLAEKFLSKGQLSDTEVLEYNNNFHVLSSTANGKIESS
VGKSLSKMYARHRKIYTKKHHSQTSLKVENLEQDNGWKSMSQEHLNGNVL
SQLEKVFYHLPTGCQEIAEVEVRMIDFAHVFPSNTIDEGYVYGLKHLISV
LRSILDN

Abbildung 12: Genstruktur der HsIPMK

Die Sequenz des fur die HSIPMK kodierenden Gens mit der chromosomalen Lokalisation 10921 und von der
entsprechenden cDNA wurden aufgeklart. Die cDNA kodiert fur ein Protein von 416 Aminosduren mit einem
berechneten Molekulargewicht von 47 kDa. (A) Die Genstruktur wurde durch Untersuchung von putativen
Spleil3stellen und Assemblierung einer hypothetischen cDNA-Sequenz bestimmt. Sechs Exons von deutlich
unterschiedlicher Grofe tragen zur kodierenden Sequenz bei. Die Késten stellen Exons und die Striche Introns
dar. (B) Die von den Exons A bis F kodierten Aminosdurebereiche sind im Ein-Buchstaben-K ode dargestelt.
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Minipr&paration gewonnen und mit den Restriktionsendonukleasen Notl und Sall verdaut. Die
entsprechenden Schnittstellen flankieren das cDNA-Insert und der Verdau fuhrt zu seiner
Freisetzung. Die entstehenden Fragmente wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt (vgl.
auch Abbildung 15). Das cDNA-Insert hat eine Grof3e von etwas mehr als 1500bp und kann
somit die gesamte kodierende Sequenz der HsIPMK von ca. 1200bp tragen. Das Insert wurde

vollstdndig sequenziert. Das offene Leseraster ist vollstandig und entspricht der

A

IP SSLL. NLS ATP
HsIPMK 1 TRATEFs PRvVEATEr PEMRT S PA T ERRPE G THQREA 6 6 R LAF NN TN YIS
RnIMPK 1 EAA—LRP ----------- GDSPEVE ----- GCVPLSHQVAGHMYGK

HsIPMK [FMDKVGILQHPDGTVLKQLQPPPRGPRELEFYNMVYAADC)PDEVLLELRKMLPKYYGEWSPP
RnIMPK LY MDKVGILQHPDGTVLKQLQPPPRGPRELEFYUWMVYAADCEDI\VLLELRKEILPKYYG)\WSPP
HsIPMK IR A PNDAYLKLEDVTHKFNKPCIMDVKIG[KSYDPFASEEKIQQQVSKYPLMEEIGFLVLG
RnIMPK IR A PND\{YYLKLEDVTHKFNKPCIMDVKIGIKSYDPFASIHEKIQQQVSKYPLMEEIGFLVLG
HsIPMK IR NEEMRVYH\WHSDSYET|IINQHYGREJLTKE TEiK[)GV S| MCLRKDAVAASIQKMEKILQWF
RnIMPK INY'MRVYHAHSDSYET[ONQHY GR[¢JL. TKE TAK|AG V S|:¢ IJCLRKDAVAASIQK\EKILQWF
HsIPMK PESMENQKQLNFYASSLLFVYEGSSQPITTKIMNDRTLAJHSF L SKG[O]L S Dpe3V L Epq VL
RnIMPK VX MENQKQLNFYASSLLFVYEGSSQPINTTKEINDRT LA[GIF L SKGEL S DLW VL E(e] LF
HsIPMK 301 T IR AISVGKSLSKIUYEARHRKEY iy LISQTSLKVENLEQDNGWKSMSQEHLNGNVLS
RnIMPK 284 P B SVGK S L SKEVYEIRHRK)JA YN OSQTSLKVEMWLEQDNGWKSMSQEHLNGNVLS
HsIPMK KN OLEKVFYHLPUIGEQEIAENMEVRMIDFAHVFPSNTMDEGYVYGLKHLIEVLRSILDW
RnIMPK K N0 LEKVFYHLPEGIRQETAENEVRMIDFAHVFPSNT\ DEGYVYGLKHLIE\WVLRSILDf

Abbildung 13: Humane I nositolphosphat Multikinase (HsI PMK)

Die cDNA der HsIPMK kodiert fir ein Protein von 416 Aminosduren mit einem berechneten Molekulargewicht
von 47 kDa. (A) Die HsIPMK kann in funktionale Doménen eingeteilt werden. Vom N- zum C-Terminus sind die
Inositolphosphat-Bindungsdoméne  (IP), die  katalytisch ~ wichtige =~ SSLL-Doméne  (SSLL), das
Kernlokalisationssignal (NLS) und die ATP-Bindungsstelle (ATP) dargestellt. (B) Auf Ebene der
Aminosiuresequenz besteht eine Ahnlichkeit von 82% zwischen der HsIPMK und dem homologen Protein aus
Ratte (RnIPMK). Die Divergenzen befinden sich vor alem im &uffersten N-terminalen Bereich, wahrend weiter
C-terminal die Ahnlichkeit bei (ber 90% liegt. Die Aminosiuren sind im Ein-Buchstaben-Kode dargestellt.
Konservierte Reste werden als weil3e Buchstaben auf schwarzem Hintergrund und dhnliche Reste as weilie
Buchstaben auf grauem Hintergrund gezeigt
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hypothetischen cDNA-Sequenz. Es ist jedoch eine Ein-Basen-Insertion an der Nukleotid-
Position 451 vorhanden, die zum Verlust des Leserasters und zu einem vorzeitigen Stopp-
Kodon fihrt. Diese Insertion eines Adenosin-Nukleotids in einen Polyadenosin-Bereich
wurde moglicherweise durch Slipping (,Ausrutschen®) der Reversen Transkriptase
verursacht. Die Insertion wurde durch Quikchange-Mutagenese der cDNA beseitigt. Das
Protein wurde al's humane Inositolphosphat Multikinase (HsIPMK) bezeichnet.

I nositolphosphat Bindungsstelle Abbildung 14: Funktional  wichtige
Doménen der HsIPMK
* x % Die lokalen Sequenzalignments zeigen

*
SCArgRIII 126 I LD TK LG Ay DEFSA I funktional  ~wichtige  Abschnitte  des
Hefeproteins ArgRIII und die
HsIPMK 139 T MD VK TG leRu{Y DA S korrespondierenden Abschnitte der HsSIPMK.

Die Inositolphosphat Bindungsstelle, die

katalytisch wichtige SSLL-Doméne und die

SSLL Domane ATP Bindungsstelle zeigen deutliche
Ahnlichkeiten zwischen Hefe und humanem

* ok k x Protein. Die Nummern bezeichnen die

ScArgRIII 255 I Position der ersten gezeigten Aminosaure in
HsIPMK 249 Y EERIRRIHeNe der Primérsequenz des untersuchten Proteins.

Die Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-
Kode dargestellt. Konservierte Reste werden
ads weile Buchstaben auf schwarzem

ATP Bindungsstelle Hintergrund und &hnliche Reste als weiRe
Buchstaben auf grauem Hintergrund gezeigt.
* * * Die in allen untersuchten Spezies invariablen
ScArgRIII 320 sTsPRIEN Reste in _ch&en Motiven sind mit Sternchen
gekennzeichnet.
HsIPMK 380 E MIDFAH

Abbildung 15: Klonierungsvektor
pCMV-SPORT®6 tréagt einefur die
HsIPMK kodierende cDNA

Nach der reversen Transkription der
fur die HSIPMK kodierenden mRNA
wurde die entstandene cDNA in dem
Klonierungsvektor ~ pCMV-SPORT6

Uber die Schnittstellen Notl und Sall 10kb
zwischenkloniert. Der Vektor wurde 6,0kb
vom IMAGE-Konsortium mit 3.0kb
IMAGE:4510867 bezeichnet. Sechs '

Minipraparationen  des  Plasmids 15kb
wurden mit Notl/Sall verdaut und die L okb

entstandenen Fragmente wurden auf
einem Agarosegel aufgetrennt. Der
leere Vektor ist als Fragment von ca.
45kb GroRe sichtbar, wéhrend die
cDNA als Fragment von >1,5kb Grofe
(schwarzer Pfeil) beobachtet wird. Der
kodierende Bereich der HsIPMK
umfasst lediglich  1200bp.  Zur
Uberprifung wurde die Kklonierte
cDNA sequenziert.
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3.1.2 Vektoren zur eukaryotischen Expression von GFP-Fusionsproteinen
der HsIPMK

Fur die Untersuchung der in vivo Lokalisation wurden Vektoren hergestellt, die eine
eukaryotische Expression von Fusionsproteinen der HsSIPMK mit dem Griin Fluoreszierenden
Protein (GFP) ermdglichen. Es bietet sich eine Fusion des GFP entweder an den N- oder an
den C-Terminus des zu untersuchenden Proteins an. Aul3erdem besteht die Moglichkeit, die
fur das GFP kodierende cDNA an beliebiger Stelle in die cDNA des zu untersuchenden
Proteins einzufiigen. Eine solche Insertion wirde aber in den allermeisten Féllen zu einer
schweren Storung der Proteinfaltung und damit zu einer Verénderung der raumlichen Struktur
fuhren. Eine solche Vorgehensweise ist deshalb nur moglich, wenn die 3D-Struktur des
Proteins vorliegt und man das GFP gezielt zwischen zwei exakt definierte Domanen einfligen
kann. Da die Struktur der HSIPMK nicht bekannt ist, bietet sich die Fusion des GFP an einen
Terminus an. Auch diese Vorgehensweise kann sich schédlich auswirken, da das GFP z.B.
durch sterische Wechselwirkung die Erkennung eines L okalisations-determinierenden Signals
behindern kann [lllies, 2002]. Aus diesem Grunde wurden Vektoren fur die Expression von
Fusionsproteinen mit beiden Anordnungen von GFP und HsIPMK hergestellt. Eine
Ubereinstimmung der in vivo Lokalisation macht einen Einflul des GFP unwahrscheinlich, da
eine (mdgliche) Stoérung der Lokalisation nicht bei beiden Anordnungen gleich sein sollte.

Die cDNA der HsIPMK wurde in die Vektoren pEGFP-N1 und pEYFP-C1 von Clontech
umkloniert. Beide Vektoren sind fur die eukaryotische Expression von Fusionsproteinen
ausgelegt. Der Vektor pEGFP-N1 kodiert fUr ein Fusionsprotein mit C-terminalem GFP-Tag,
der Vektor pEY FP-C1 fur ein Fusionsprotein mit N-terminalem GFP-Tag.

3.1.2.1Vektor fur die eukaryotische Expression eines HsIPMK-Fusionsproteins mit
GFP-Tag am N-Terminus

Fir die Expression eines Fusionsproteins mit N-terminalem, spektral modifiziertem GFP-Tag
wurde der Vektor pEYFP-C1 benutzt (siehe Abbildung16). Es wurde ene
Klonierungsstrategie mit den Schnittstellen Kpnl und BamHI gewdhlt. Beide Schnittstellen
sind in der multiplen Klonierungsstelle des Vektors, aber nicht in der restlichen
Vektorsequenz und auch nicht in der kodierenden Sequenz der HsIPMK vorhanden. Durch
eine Pfu-PCR wurde unter Wahrung des Leserasters eine Kpnl Schnittstelle am 5°-Ende und
eine BamHI Schnittstelle am 3'-Ende der kodierenden Sequenz der HsIPMK eingefiigt. Bel
der PCR entstand ein Produkt von der erwarteten GrofRe von ca. 1200bp (siehe
Abbildung 17A). Das PCR-Produkt wurde durch Ligation mit dem Vektor pGEM-Teasy
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kloniert. Nach erfolgter Transformation konnte durch einen anaytischen Verdau mit
Kpnl/BamHI die erfolgreiche Klonierung gezeigt werden (siehe Abbildung 17B). Der fir die
HsIPMK kodierende Sequenzbereich mit den eingefiigten Schnittstellen wurde vollstandig
sequenziert, um durch die PCR ungewollt erzeugte Mutationen auszuschlief3en. Nun wurden
sowohl der Vektor pGEM-Teasy mit der klonierten cDNA als auch der Vektor pEYFP-C1im
préparativen Mal3stab mit Kpnl/BamHI verdaut, Uber ein Agarosegel aufgetrennt und aus dem
Gel extrahiert (siehe Abbildung 17C). Durch Ligation wurde die kodierende Sequenz der
HsIPMK mit dem linearisierten Vektor pEYFP-C1 verbunden. Nach erfolgter Klonierung
bestétigte ein analytischer Verdau mit Kpnl/BamHI den korrekten Aufbau des Vektors (siehe
Abbildung 17D), der pEY FP/HsIPMK genannt wurde.

Nhe | (592)
EcoAT Il (597)
Age ©01)

PCMV IE

Eco0109 |
(3854)
BsrG | (1323)

MCS
(1330-1417)

Aflll (1639)

EYFP

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 STOPs
TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCG AAT TCT GCA GTC GAC GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTGATCA

BspE | Bglll  Xnol Hind 1l EcoR1 Sall  Kpnl Apal N BamHl Xbal* Bell*
Sacl Accl AspTi8l Bsp1201 Xmal
Ecn36 i Sacll Smal

Abbildung 16: Vektor fur die eukaryotische Expression von Fusionproteinen mit N-terminalem
EYFP-Tag

Der Expressionsvektor pEYFP-C1 dient der eukaryotischen Expression von Fusionsproteinen, die
N-terminal mit einem fluoreszierenden Protein als Tag versehen sind. Der Vektor kodiert fir eine
verbesserte gelb-griine Variante (EYFP) des Griin Fluoreszierenden Proteins aus Aeguoria victoria. Das
Fluoreszenz-Exzitationsmaximum dieser Variante liegt bei 513nm und das Emissionsspektrum hat ein
Maximum bei 527nm im Gelbgrinen. Die multiple Klonierungsstelle (MCS) liegt zwischen der
kodierenden Sequenz des EYFP und dem Stopp-Kodon. In die MCS klonierte Gene werden bei der
Expression an den C-Terminus des EY FP fusioniert, wenn das L eseraster gewahrt bleibt und keine Stopp-
Kodons im selben Leseraster vorliegen. Das EYFP bewahrt im Fusionsprotein  seine
Fluoreszenzeigenschaften und kann fir in vivo Lokalisationsstudien benutzt werden. Der Vektor besitzt
einen SV40 Origin (SV40 ori) fur die Replikation und eine Neomycin Resistenz (Neo') fiir die Selektion
in eukaryotischen Zellen. AuRerdem bietet der Vektor einen pUC19 Origin (pUC19 ori) und eine
Kanamycin Resistenz fur die Vermehrung und Selektion in E.coli Zellen.
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IP SSLL NLS ATP

EYFP/HsSI PMK

=

A B

10k =

6,0kl =

3,0kb

1,5kb

1,0kb

D 1 2 3 4
C 1 2
10kb

10kb 6,0kb
6,0kb '
3,0kb 3.0k
1,5kb
1,0kb

1,5kb
1,0kb

Abbildung 17: Herstellung eines Vektorsfir die eukaryotische Expression der HsIPMK mit N-terminalem EY FP

Die fir die HSIPMK kodierende Sequenz wurde in den eukaryotischen Expressionsvektor pEY FP-C1 umkloniert, um die
HsIPMK an ihrem N-Terminus mit einem Griin Fluoreszierenden Protein zu fusionieren. (A) Die kodierende Sequenz wurde
mit einer Pfu-PCR amplifiziert. Hierbei wurde unter Beachtung des Leserasters am 5'-Ende eine Kpnl und am 3'-Ende eine
BamHI Schnittstelle eingefiigt. Das entstandene Fragment (Spur 1; schwarzer Pfeil) hat die erwartete Gréf3e von ca. 1200bp.
(B) Das PCR-Produkt wird im Klonierungsvektor pGEM-Teasy zwischenkloniert. Vier Minipréparationen (Spur 1 bis 4) des
Vektors werden mit Kpnl/BamH| verdaut. Nach der Auftrennung auf einem Agarosegel ist der leere Vektor als Fragment von
ca. 3kb GroRe und das erfolgreich klonierte PCR-Produkt als Fragment (schwarzer Pfeil) mit einer Grofe von ca. 1200bp
sichtbar. (C) Der Expressionsvektor pEY FP-C1 (Spur 1) und ein Minipréparationsprodukt aus Schritt B (Spur 2) wurden im
préparativen Malistab mit Kpnl/BamHI verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Der linearisierte Expressionvektor
(schwarzer Pfeil) und die HSIPMK-cDNA (weiler Pfeil) werden aus dem Gel extrahiert und ligiert. (D) Vier
Minipr8parationsprodukte (Spur 1-4) des durch die Ligation in Schritt C gebildeten Expressionsvektors wurden zur Kontrolle
mit Kpnl/BamHI verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Die durch erfolgreiche Ligation und Transformation
entstandenen Produkte 1 bis 3 zeigen wie erwartet den leeren Vektor mit einer Grof3e von knapp 5kb und das cDNA-Insert mit
einer Grolke von ca. 1,2kb. Der Vektor wird as pEY FP/HSIPMK bezeichnet.
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3.1.2.2 Vektor fur die eukaryotische Expression eines HsIPMK-Fusionsproteins mit
GFP-Tagam C-Terminus

Die angewandte Klonierungsstrategie fur die Herstellung eines Vektors fir die eukaryotische
Expression eines HsIPMK-Fusionsproteins mit C-terminalem GFP-Tag nutzt den Vektor
PEGFP-N1 (siehe Abbildung 18) und die Schnittstellen Nhel und Bglll. Beide Schnittstellen
sind in der multiplen Klonierungsstelle des V ektors vorhanden, kommen aber in der restlichen
Sequenz des Vektors und in der cDNA der HsIPMK nicht vor. Unter Anwendung einer
Pfu-PCR wurde am 5'-Ende der kodierenden Sequenz der HSIPMK eine Nhel und am
3'-Ende eine Bglll Schnittstelle unter Wahrung des Leserasters eingefigt (siehe
Abbildung 19A). In einem Klonierungsschritt wurde das PCR-Produkt in den Vektor
pGEM-Teasy durch Ligation eingefiigt. Nach erfolgter Transformation wurde der Erfolg der

(8)
ApaLI SnaB |

MCS
(591-671)

PCI\/IV IE

Eco0109 1 pUC
(3856)

HSV TK
' ly A EGFP
PWVA " pEGFP-N1
4.7kb BsrG 11339
Kan'/ &Yﬂ Not1 102,
Neo" i
* svaoor 1A Xba I* (1412
h P
SVi4o
: , Al 11 1610

Dra lll (1874)

Stu |
(2579)

591 601 611 621 631 641 651 661 671 EGEP

G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG

Nhel Ecot7lil Bg/ll  Xhol _\ HindWl  EcoRl Pstl  Sall Kpnl Apal _ BamH| Agel
Sac| Acc| Aspli8l Bsp120| Xma'l
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Abbildung 18: Vektor fir die eukaryotische Expression von Fusionproteinen mit C-terminalem
EGFP-Tag

Mit dem Vektor pEGFP-N1 kénnen in eukaryotischen Zellen Fusionproteine mit dem Griin Fluoreszierenden
Protein exprimiert werden, um deren in vivo Lokalisation zu untersuchen. Das fluoreszierende Protein behélt
auch nach der Fusion die Eigenschaften des nativen Proteins bei. Das Zielgen kann direkt in den
Expressionsvektor kloniert werden. Es muss ein Start-ATG und es darf keine Stopp-Kodons enthalten.
PEGFP-N1 kodiert fiir eine rot-verschobene Variante des Wildtyp GFP, die fur stérkere Fluoreszenz und héhere
Expression in eukaryotischen Zellen optimiert wurde. Die multiple Klonierungsstelle (MCS) befindet sich
zwischen dem Immediate Early Promotor (Pcyyie) und der fur das EGFP kodierenden Sequenz. SV40
Polyadenylierungssignale (SV40 Poly A) downstream vom EGFP Gen stellen eine korrekte Prozessierung des
3'-Endes der mRNA sicher. Der SV40 Replikationsorigin (SV40 ori) erlaubt die Replikation und eine Neomycin
Resistenz-K assette (Neo®) die Selektion in eukaryotischen Zellen. Durch einen bakteriellen Promotor upstream
von dieser Kassette wird eine Kanamycin-Resistenz bereit gestellt und ein pUC Ursprung der Replikation erlaubt
die Vermehrung in E.coli Zellen.
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Klonierung durch einen anaytischen Verdau der gewonnenen Plasmide bestétigt (siehe
Abbildung 19B). In einem anschlief3enden Nhel/Bglll Verdau im préparativen Malstab
wurden sowohl ein Vektor pGEM-Teasy mit kloniertem PCR-Produkt, als auch der
Expressionsvektor pEGFP-N1 umgesetzt (siehe Abbildung 19C). Die entstandenen Fragmente
wurden in einem Agarosegel aufgetrennt und anschlieffend aus dem Gel extrahiert. Die
Fragmente wurden ligiert und transformiert. Der Erfolg der Klonierung wurde durch einen
anaytischen Verdau des erhaltenen Vektors bestétigt (sehe Abbildung 19D). Der erzeugte
V ektor wurde pHsIPMK/EGFP genannt.
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1P SSLL NLS ATP

p
A

HsIPMK/EGFP

Abbildung 19: Her stellung eines Vektorsfiur die eukaryotische Expression der HsIPMK mit C-terminalem EGFP

Der eukaryotische Expressionsvektor pEGFP-N1 wird benutzt, um die HSIPMK an ihrem C-Terminus mit dem Grin
Fluoreszierenden Protein EGFP zu fusionieren. (A) Zunéchst wurde mit einer Pfu-PCR die kodierende Sequenz der HsSIPMK
amplifiziert. Dabei wurde am 5'-Ende eine Nhel und am 3'-Ende eine Bglll Schnittstelle eingefiigt. Das PCR-Produkt wurde
auf einem Agarosegel (Spur 1) analysiert und hatte die erwartete Gréle von 1200bp (schwarzer Pfeil). (B) Nach einer
Gelextraktion wurde das Fragment mit dem Klonierungsvektor pGEM-Teasy ligiert und in E.coli Zellen transformiert. Vier
Minipréparationsprodukte (Spur 1 bis 4) wurden mit Nhel und Bglll verdaut und auf ein Agarosegel aufgetragen. Die
Produkte 2 bis 4 zeigen wie erwartet den leeren Vektor als Fragment von ca. 3kb GrofRe und die HsIPMK-cDNA al's Fragment
(schwarzer Pfeil) von ca 1,2kb GrofRe. Durch Sequenzierung wurden unerwinschte Mutationen durch die PCR
ausgeschlossen. (C) Der Vektor pEGFP-C1 (Spur 1) und ein Klonierungsvektor aus Schritt B wurden im prdparativen
Mal3stab mit Nhel und Bglll verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Der linearisierte Vektor (weil3er Pfeil) mit der
erwarteten Groflee von ca. 5kb und die cDNA (schwarzer Pfeil) mit der erwarteten Grof3e von ca. 1,2kb wurden aus dem Gel
extrahiert, ligiert und in E.coli Zellen transformiert. (D) Vier Minipréparationen des in Schritt C hergestellten
Expressionsvektors wurden zur Kontrolle mit Nhel und Bglll verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Es lagen leerer
Vektor mit einer Grof3e von ca. 5kb und die cDNA mit einer Grof3e von ca. 1,2kb vor. Die Herstellung des Expressionsvektors
pHsIPMK/EGFP war erfolgreich.
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3.1.3 Vektoren zur eukaryotischen Expression von
GFP-Fusionsproteinderivaten der HsIPMK

Durch in vivo Lokalisationsstudien wurde gezeigt, dass sich in Sauger-Zellen exprimierte
Fusionsproteine aus HsSIPMK und GFP vorherrschend im Zellkern befinden (siehe
Ergebnisse 3.1.4). Die Fusionsproteine kdnnen aufgrund ihres Molekulargewichts von ca
75 kDa nicht passiv durch den Kernporenkomplex diffundieren [Cole et a., 1998]. Folglich
muss ein aktiver nukledrer Import stattfinden. Fir einen solchen Importmechanismus ist in
den dlermeisten Falen eine Markierung des zu transportierenden Proteins mit einem
Kernlokalisationssignal (NLS) notwendig [Fontes et al., 2000]. Am besten untersucht sind das
monopartite und das bipartite NL S, fur die Konsensus-Sequenzen definiert worden sind (siehe
Einleitung 1.3.1). Die Aminosduresequenz der HsIPMK enthélt jedoch keine Bereiche, die
dem einen oder anderen Konsensus exakt entsprechen. Es sind jedoch eine Vielzahl von
nicht-klassischen NLS beschrieben [Christophe et al., 2000]. Diese gehorchen zwar keiner
exakten Konsensus-Sequenz, sind aber durch kurze Abschnitte mit vielen basischen
Aminosauren (Lysine und Arginine) charakterisiert. Im C-terminalen Bereich der HsSIPMK
(Aminosdure 320-328) befindet sich ein solcher Abschnitt mit finf basischen Aminoséauren in
einem Segment von neun. Aullerdem ist die Position der basischen Reste konserviert
zwischen diesem Fragment und einem Fragment des humanen c-Myc Proteins, das
erwiesenermalden eine NLS-Aktivitét besitzt [Dang & Lee, 1988] (siehe Abbildung 20).

Der Effekt von diesem mutmaldichen NLS auf die zelluldre Topologie der HSIPMK sollte
weitergehend untersucht werden. Hierzu musste geklart werden, ob dieser Sequenzabschnitt
notwendig und hinreichend fir die beobachtete Lokalisation des Proteins ist. Die
Untersuchung von verkirzten Fragmenten ist eine Moglichkeit, um den hinreichenden
Charakter des Lokalisationssignals zu untersuchen. Das Fragment alein sollte nach Fusion
mit einem Tag wie z.B. GFP in der Lage sein, dass Fusionsprotein in den Kern zu steuern.
Unter Umstanden sind hierzu aber auch flankierende Bereiche der Signalsequenz notwendig,
um eine korrekte raumliche Struktur des Lokalisationssignals zu garantieren. Die Lokalisation
von Deletionsmutanten gibt Aufschluss darliber, ob das Signal notwendig fir die beobachtete
Zielsteuerung ist. Ein Volllangen-Protein mit deletiertem Lokalisationssignal sollte in diesem
Fall nicht mehr die fir die Volllange beschriebene L okalisation ausweisen. Bel diesem Ansatz
sollten unterschiedliche Grenzen fur die Deletionen gewdahlt werden, um die Gefahr von
Veranderungen der rédumlichen Struktur zu vermindern. Eine Ubereinstimmende Lokalisation
von verschiedenen Deletionsmutanten ist ein Hinwels, dass die beobachteten Effekte nicht

durch eine Beeintréchtigung der Struktur verursacht werden. Trotzdem besteht aber immer die
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Maoglichkeit, dass die Deletionen zu einer Verénderung in der rdumlichen Struktur und einer
damit verbundenen Behinderung des Zugangs von Importinen (siehe Einleitung 1.3.1) zum
NLS fuhren. Durch eine solche sterische Maskierung des NLS wiirden die gleichen Effekte
verursacht werden wie durch seine direkte Deletion. Eine bessere Strategie ist deshab die
Mutation von basischen Resten zu polaren nicht-basischen Resten, die den ausgetauschten
Resten in ihren sterischen Ansprichen und in ihrer Hydrophilie dneln. Es ist
unwahrscheinlich, dass eine solche funktionale Ausschaltung des NLS Auswirkungen auf die
Fatung des Proteins hat. Ein Ubereinstimmendes Lokalisationsverhaten von
unterschiedlichen Deletions- und Punktmutanten wirde Uberzeugend zeigen, inwieweit das
Lokalisationssignal hinreichend und/oder notwendig ist flr die beobachtete Zielsteuerung des

IYT HH
NEL SF

Abbildung 20: Funktionales Kernlokalisationssignal (NLS) der HsIPMK

Die HSIPMK besitzt in ihrem C-terminalen Bereich ein funktionales NLS. Das lokale Sequenzalignment
zeigt das NLS der HSIPMK zusammen mit einer Sequenz im humanen c-Myc Protein, die eine schwache
NLS Aktivitét besitzt. Die Nummern bezeichnen die Position der ersten gezeigten Aminosaure in der
Primérsequenz des untersuchten Proteins. Die Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Kode dargestellt.
Konservierte Reste werden a's weil3e Buchstaben auf schwarzem Hintergrund und dhnliche Reste als weil3e
Buchstaben auf grauem Hintergrund gezeigt.

Proteins.

Hs I PMK 320
Hs c-myc 364

HI3
Q3

3.1.3.1 Vektoren fir die eukaryotische Expression von Fragmenten der HSIPMK mit
GFP-Tag

In einem ersten Schritt sollte untersucht werden, ob das putative NLS im C-terminaen
Bereich hinreichend fir eine nukledre Lokalisation ist. Verschiedene Fragmente mit
unterschiedlich groféen flankierenden Bereichen wurden N-terminal mit EY FP fusioniert. Die
flankierenden Bereiche wurden in die Fragmente miteinbezogen, da sie unter Umstanden eine
Rolle fur die raumliche Struktur des Lokalisationssignals spielen und ihr Fehlen zur
Proteinmissfaltung fuhren konnte. Fur die Proteinabschnitte von Aminosaure 263-370 bzw.
308-341 kodierende DNA-Fragmente wurden durch Pfu-PCR amplifiziert (siehe
Abbildung 21), in einem Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert. Am 5'-Ende
wurde durch die PCR eine Kpnl und am 3'-Ende eine BamHI Schnittstelle eingefligt. Diese
Fragmente wurden in pGEM-Teasy kloniert und sequenziert. Anschlief3end wurden sie durch
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Kpnl/BamHI-Verdau in pEYFP-C1 umkloniert. Die entstandenen Vektoren wurden mit
PEY FP/HSIPMK (263-370) und pEYFP/HSIPMK(308-341) bezeichnet. Ein Vektor fur die
Expression des Proteinsabschnitts von Aminosdure 320-330 wurde durch Oligonukletid-
Ligation hergestellt. Durch Zusammenlagerung von zwei synthetischen Oligonukleotiden
entstand ein DNA-Fragment, das fur die entsprechenden Aminosauren kodiert und am
5 -Ende eine Kpnl und am 3'-Ende eine BamHI Schnittstelle enthalt. Dieses Fragment wurde
mit einem Kpnl/BamHIl geschnittenen Vektor pEYFP-C1 ligiert und in E.coli Zellen
transformiert. Der gewonnene Vektor wurde sequenziert und als pEY FP/HsIPMK (320-330)

bezeichnet.
263-370
EYFP/HsIPMK (263-370) B [1 |

EYFP/HsI PMK (308-341) '31
EYFP/HsI PMK (320-330) 320-330

1000bp

500bp

200bp

Abbildung 21: Herstellung von Vektoren fir die eukaryotische Expression von Fragmenten der HsIPMK mit
N-terminalem EYFP

Es wurden Teilbereiche der fur die HSIPMK kodierenden cDNA durch eine Pfu-PCR amplifiziert. Diese Bereiche
kodieren fir Fragmente, die in zentraler Position das NLS tragen und von unterschiedlich langen, flankierenden
Bereichen umgeben sind. Die Fragmente sind durch Késten dargestellt; das NLS ist grau geférbt. Aullerdem wurden
durch die PCR am 5'-Ende eine Kpnl und am 3'-Ende eine BamHI-Schnittstelle eingefligt. Die PCR-Produkte
wurden auf ein Agarosegel aufgetragen. Das Fragment in Spur 1 (weil3er Pfeil) hatte eine GrofRe von ca. 300bp und
kodiert fur die Aminosauren 263-370, wahrend das Fragment in Spur 2 (weil3er Pfeil) mit einer Gréle von ca. 100bp
fur die Aminosduren 308-341 kodiert. Die PCR-Produkte wurden im Klonierungsvektor pGEM-Teasy
zwischenkloniert und mit einer Kpnl/BamHI Strategie in den eukaryotischen Expressionsvektor pEYFP-C1
umkloniert. Ein Fragment, das fur die Aminosduren 320-330 kodiert, wurde durch Zusammenlagerung von
Oligonukleotiden erzeugt und direkt mit dem linearisierten Vektor ligiert. Die erzeugten Expressionsvektoren werden
mit pEY FP/HsI PMK (263-370), pEY FP/Hs| PMK (308-341) und pEY FP/HsI PMK (320-330) bezeichnet.
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3.1.3.2 Vektoren fir die eukaryotische Expression von Deletionsmutanten der HsIPMK
mit GFP-Tag

In diesem Abschnitt der Studie sollte untersucht werden, ob das putative Lokalisationssignal
im C-terminalen Bereich der HSIPMK notwendig ist fir die fast ausschliefdich nukledre
Lokalisation des Proteins. Das putative NLS wurde zusammen mit unterschiedlich grof3en
flankierenden Bereichen (Aminosauren 308-341 bzw. 320-330) deletiert. Diese Deletionen
tragenden Volllangenproteine wurden N-terminal mit EYFP markiert. Durch eine Deletion

wird ein drastischer Eingriff vorgenommen, der die réumliche Struktur eines Proteins

A308-341
EYFP/HsIPMK (D308-341) C EVFP Y — ]

A320-330
EYFP/HsIPMK (D320-330) CEYFP Y H |

10kb
6,0kb

3,0kb

1,5kb

Abbildung 22: Herstellung von Vektoren fir die eukaryotische Expression von Deletionsmutanten der
HsIPMK mit N-terminalem EYFP

Unterschiedliche Abschnitte im C-terminalen Bereich der HSIPMK wurden durch erweiterte Quikchange
Mutagenese deletiert. Die deletierten Sequenzabschnitte tragen in zentraler Position das NLS und sind von
unterschiedlich langen flankierenden Sequenzen umgeben. Durch Quikchange Mutagenese wurden die fur die
Aminosauren 308-341 bzw. fir die Aminosduren 320-330 kodierenden Nukleotide entfernt. Ein Teil der Ansétze
wurde vor (Spur 1 und 3) bzw. nach dem Verdau mit Dpnl (Spur 2 und 4) auf einem Agarosegel aufgetrennt.
Durch den Dpnl Verdau wird die fir die Mutagenese verwendete (methylierte) DNA-Matrize abgebaut, wahrend
die (nicht-methylierten) Mutagenese Produkte erhalten bleiben. Die PCR-Produkte (schwarzer Pfeil) haben die
erwartete GrofRe von ca. 6kb und wurden durch Transformation in E.coli Zellen vermehrt. Die erzeugten
Vektoren wurden mit peY FP/HsIPMK (D308-341) und pEY FP/HsIPMK (D320-330) bezeichnet.
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mal3geblich verandern kann. Aus diesem Grunde wurden die Deletionen so gewahlt, das (laut
Sekundarstrukturvorhersage) keine a-Helices oder b-Faltbldtter unterbrochen werden. Aus
diesem Grunde wurden unterschiedliche Grenzen bei den verschiedenen Deletionsmutanten
gewdhlt, um enen Effekt durch die Unterbrechung einer Sekundérstruktur auszuschlief3en.
Die Deletionen wurden durch erweiterte Quikchange-Mutagenese in den Vektor
PEY FP/HSIPMK eingefugt. Ein Teil des Mutageneseansatzes wurde vor bzw. nach dem Dpnl
Verdau auf ein analytisches Agarosegel aufgetragen (siehe Abbildung 22). Anschlief3end
wurde der mutierte Vektor in E.coli Zellen transformiert, durch Minipréparation gewonnen
und sequenziert. Die hergestellten Vektoren wurden mit pEY FP-HsIPMK(D308-341) und
PEY FP-Hsl PM K (D320-330) bezeichnet.

3.1.3.3Vektoren fir die eukaryotische Expression von Substitutionsmutanten der
HsSIPMK mit GFP-Tag

Es wurden bereits Deletionsmutanten hergestellt, um die Bedeutung des putativen
Lokalisationssignals im C-terminalen Bereich der HSIPMK fir die Zielsteuerung des Proteins
zu bestimmen. Deletionen sind jedoch massive Eingriffe und konnen zu Veranderungen der
raumlichen Struktur eines Proteins fuhren. Durch eine solche Maskierung kann der Zugang
von Importinen (siehe Einleitung 1.3.1) zum Kernlokalisationssignal behindert werden. Die
Kernimport-Aktivitét erlischt in einem solchen Fall ohne eine direkte Deletion des
Lokalisationssignals. Eine bessere Alternative ist deshalb der Austausch von einzelnen
Aminosauren unter Wahrung des sterischen Anspruchs und der Hydrophilie. Nicht-klassische
Kernlokalisationssignale sind gekennzeichnet durch eine Anhdufung von basischen Resten
(Lysine und Arginine). Bel einem Austausch von diesen gegen polare, nicht-basische Reste
(z.B. Glutamine) bleibt der Charakter der Aminoséuren erhalten, so dass Auswirkungen auf
die Proteinstruktur unwahrscheinlich sind. Die Funktion des Kernlokalisationssignals geht
jedoch verloren, da es nicht mehr von den entsprechenden Importinen erkannt [Fontes et al.,
2000] und in den Zellkern transportiert wird. Es wurden zwei Mutanten hergestellt, in denen
jewells die basischen Reste in einem Dipeptid-Segment zu Glutamin-Resten mutiert sind
(RK>QQ; K*'K->QQ). Die Substitution erfolgte durch Quikchange-Mutagenese des
Vektors pEY FP-HsIPMK. Ein Teil des Mutagenese-Ansatzes wurde vor bzw. nach dem Dpnl
Verdau auf einem analytischen Agarosegel aufgetrennt (siehe Abbildung 23). Die mutierten
Vektoren wurden durch Transformation in E.coli Zellen eingebracht, durch Minipréparation
gewonnen und sequenziert. Die Vektoren wurden as pEYFP-HsIPMP(R**K->QQ) und
PEY FP-HsI PMP(K**'K >QQ) bezeichnet.
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Zusétzlich wurde ein weiteres basisches Cluster (Aminosauren 107-112) in der HSIPMK mit
drei basischen Aminosauren in einem Segment von sechs aufgefunden und durch Substitution
von basischen Resten in einem Dipeptid-Segment funktional ausgeschaltet. Durch
Quikchange-Mutagenese des Vektors pEYFP-HSIPMK wurde der Vektor pEYFP-
HsIPMK (K'°’K>QQ) erzeugt. Aus diesem Vektor wurde durch einen weiteren Quikchange-
M utagenese-Schritt der Vektor pEY FP-HsIPMP(K K> QQ / K**'K >QQ) abgeleitet.

R,,,K—>QQ
EYFP/HSIPMK(R*K>QQ) < EvFrr Y ! |
K; K—QQ
EYFP/HsIPMK (K*'K>QQ) ! |
1 2 3 4
10kb
3,0kb
1,5kb

Abbildung 23: Herstellung von Vektoren fiur die eukaryotische Expression von Substitutionsmutanten der
HsIPMK mit N-terminalem EYFP

Die Substitution von einzelnen basischen Aminosauren gegen polare nicht-basische Aminosduren ist insbesondere im
Vergleich zu Deletionen ein schonender Eingriff. Eine drastische Auswirkung auf die réumliche Struktur des Proteins ist
deshalb unwahrscheinlich. Es wurden die basischen Aminoséuren (Lysine und Arginine) in Dipeptid-Segmenten des NLS
gegen Glutamine ausgetauscht, da dieser Rest einen dhnlichen sterischen Anspruch und eine éhnliche Hydrophilie besitzt.
Die Doppelsubstitution von R*?K zu QQ bzw. K*'K zu QQ erfolgte durch Quikchange Mutagenese. Die Agarosegel-
Elektrophorese zeigt die Mutagenese-Produkte mit der erwarteten Gréfie von ca. 6kb (schwarzer Pfeil) vor (Spur 1 und 3)
bzw. nach Dpnl Verdau (Spur 2 und 4). Die mutierten Expressionsvektoren wurden in E.coli Zellen transformiert, durch
Minipréparation gewonnen und pEY FP/HsI PMK (R**K > QQ) bzw. pEY FP/HsIPMK (K **'K >QQ) genannt.
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3.14 in vivo Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen der
Volllangen HsIPMK

Die im vorhergehenden Abschnitt 3.1.2 beschriebenen eukaryotischen Expressionsvektoren
kodieren fir GFP-Fusionsproteine der Volllangen HsIPMK und werden eingesetzt, um diein
vivo Lokalisation des Proteins zu bestimmen. Durch die Expression einer mit N-terminalem
(EYFP-HSIPMK) und einer mit C-terminaem Tag (HSIPMK-EGFP) markierten HSIPMK
sollten mogliche Einflisse des Grin Fluoreszierenden Proteins auf die intrazelluldre
Verteilung bestimmt werden. Das GFP konnte z.B. durch sterische Hinderung einen fur die
Zielsteuerung notwendigen Sequenzbereich maskieren und dadurch die in vivo Lokalisation
verandern [lllies, 2002]. Esist unwahrscheinlich, dass der Tag unabhangig vom fir die Fusion
benutzten Terminus den gleichen Effekt auf die L okalisationsvorgange hat.

Die eukaryotischen Expressionsvektoren (pEY FP-HsIPMK, pHsIPMK-EGFP) wurden durch
liposomale Transfektion in zwei verschiedene Zelllinien eingebracht. In den transfizierten
Zellen kodieren die Vektoren fur die entsprechenden Fusionsproteine, die mittels
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht wurden. Zum Zwecke der Gegenfarbung wurde die
DNA des Zellkerns mit DAPI markiert. Die beiden Fluoreszenzaufnahmen wurden zu einem
Doppelfluoreszenzbild vereinigt. Es wurden NRK 52E und PC12 Zellen verwandt, um
Zéelllinien-abhangige Effekte bei den Lokalisationsmechanismen zu untersuchen. NRK 52E
Zellen (normal rat kidney) sind aus Epithelzellen des proximalen Tubulus der Rattenniere
hervorgegangen. PC12 Zellen stammen von einem Phaochromocytom des Nebennierenmarks
der Ratte ab und haben sich viele Charakteristika der chromaffinen Zellen erhaten (vgl.
Material& Methoden 2.1.2). Eine dhnliche in vivo Lokalisation in beiden Zelllinien ware ein
Hinweis auf einen nicht-gewebespezifischen Lokalisationsmechanismus bei der Zielsteuerung
der HsIPMK. Zur Kontrolle wurden die Zellen auch mit den leeren Vektoren pEY FP-C1 und
PEGFP-N1 transfiziert, um die in vivo Lokalisation der Griin Fluoreszierenden Proteine EY FP
und EGFP allein zu untersuchen. Durch diese Kontrollen sollte ausgeschlossen werden, dass
eine beobachtete Zielsteuerung der Fusionsproteine durch den Tag und nicht durch das
untersuchte Protein verursacht wird.

Das Fusionsprotein aus HsIPMK und einem N-terminalen EY FP-Tag (EY FP/HsIPMK) zeigte
nach der Transfektion von NRK 52E Zellen eine vorherrschend nukleére Lokalisation (siehe
Abbildung 24). Der Uberwiegende Teil der Fluoreszenz war in einem Organell lokalisiert, das
durch Gegenfarbung mit DAPI eindeutig als Zellkern identifiziert werden konnte. Auch ein
Fusionsprotein mit der umgekehrten Anordnung von HsIPMK und Tag wurde in NRK 52E

Zellen exprimiert. Die HSIPMK war hierzu an ihrem C-Terminus mit dem Grin
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Fluoreszierenden Protein EGFP fusioniert worden (HSIPMK/EGFP). Auch bel der
Transfektion mit diesem Konstrukt wurde eine vorherrschend nukledre Lokalisation
beobachtet (siehe Abbildung 24); aber die Transfektionseffizienz war deutlich verringert. Die
EYFP dlein exprimierenden Kontrollzellen zeigten wie zu erwarten eine gleichméidige
Verteilung der Fluoreszenz Uber Zellkern und Zytoplasma.

Mit den verschiedenen Konstrukten wurden ebenfals PC12 Zellen transfiziert, um eine
mogliche Abhangigkeit des Lokalisationsverhaltens von der Zellline zu untersuchen. Die
Fusionsproteine (EYFP/HSIPMK; HSIPMK/EGFP) zeigten unabhangig von der
Positionierung des Tags an N- oder C-Terminus eine vorherrschend nukledre Lokalisation
(siehe Abbildung 25). Durch Gegenfarbung mit DAPI wurde die Position des Zellkerns im
Vergleich zu der GFP-Fluoreszenz bestimmt. Die Transfektionseffizienz war beim Konstrukt
mit dem C-terminalen Tag deutlich verringert. Das zur Kontrolle exprimierte EY FP zeigte,
wie aufgrund des geringen Molekulargewichts erwartet, eine gleichmaliige Verteilung Uber
dieZdle.

Die Ergebnisse der Transfektionsversuche stimmen bei NRK 52E- und PC12-Zellen tberein.
Dies ist ein deutlicher Hinweis auf Zelllinien-unabhéngige Zielsteuerungsmechanismen fir
die Lokalisation der HSIPMK. Bei den weiteren Untersuchungen wurden ausschliefdich
NRK 52E-Zellen verwendet. Die Positionierung des Tags am N- bzw. C-Terminus der
HsIPMK hat anscheinend keinen Einfluss auf die Zielsteuerung des Proteins. Eine
C-terminale Lokalisation des EGFP im Fusionsprotein scheint aber die Effizienz der
Expression zu verringern. Aus diesem Grunde wurde bei den weiteren Versuchen

ausschliefdlich mit dem N-terminalen Tag gearbeitet.
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EYFP/HsI PMK |
EYFP DAPI Uberlagerung

HSIPMK/EGFP | n

EGFP allein

Abbildung 24: Expression der Volllangen-HsIPMK in NRK 52E Zellen

In transient transfizierten NRK 52E Zellen wurde mit Hilfe von eukaryotischen Expressionsvektoren das Volllangen-
Protein der HsSIPMK exprimiert. Die HSIPMK ist mit einem Griin Fluoreszierenden Protein am N-Terminus
(EYFP/HSIPMK) bzw. C-Terminus (HSIPMK/EGFP) markiert worden, um die intrazelluldre Lokalisation des
Fusionsproteins (griin) durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmen zu kénnen. Der Zellkern (blau) wurde mit dem in die
DNA interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI markiert. Durch Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahmen konnen

Bereiche der Ko-Lokalisation (hellblau) sichtbar gemacht werden. Zur Kontrolle wurde das Griin Fluoreszierende Protein
alein (EGFP) exprimiert.
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EYFP/HsIPMK CEYEP > |

EYFP DAPI Uberlagerung

HSIPMK/EGFP | I

EGFP DAPI Uberlagerung

EGFP allein

EGFP DAPI Uberlagerung

Abbildung 25: Expression der Volllangen-HsIPMK in PC12 Zellen

PC12 Zellen wurden transient transfiziert mit Vektoren, die fir Fusionsproteine aus HsIPMK und GFP kodieren. Der Tag
wurde am N- bzw. C-Terminus des Proteins angeflgt, um Effekte des Grin Fluoreszierenden Proteins auf die
intrazellulére Lokalisation zu untersuchen. Zur Kontrolle wurde EGFP allein in den Zellen exprimiert, um eine durch den

Tag verursachte L okalisation auszuschlief3en. Siehe Abbildung 24 fir weitere Erkl&rungen.
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3.1.5in vivo Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen von Fragmenten und
Mutanten der HsIPMK

Es wurden verschiedene Fusionsproteinderivate der HSIPMK in NRK 52E Zellen exprimiert
und ihre in vivo Lokalisation bestimmt. Durch diese Versuche sollten die fur die beobachtete,
vorherrschend nukledre Lokalisation hinreichenden bzw. notwendigen Sequenzbereiche des
Proteins identifiziert werden. Ein putatives Kernlokalisationssignal (NLS) (siehe
Abbildung 20) wurde zusammen mit flankierenden Sequenzen mit GFP fusioniert, um seinen
hinreichenden Charakter fir die Kernlokalisation eines Proteins zu untersuchen (siehe
Abbildung 21). Dieses NLS wurde auferdem durch verschiedene Deletionen aus dem
Volllangenprotein  entfernt  (siehe  Abbildung22)  bzw. durch  verschiedene
Aminosauresubstitutionen funktional inaktiviert (siehe Abbildung 23). Dadurch konnte seine
Notwendigkeit fur die ausschliefdlich nuklegre Lokalisation untersucht werden.

3.1.5.1in vivo Lokalisation von Fragmenten der HsIPMK mit GFP-Tag

Es wurden drei Fragmente mit abnehmender Lange (Aminosduren 263-370, 308-341, 320-
330) ausgewahlt und mit einem N-terminalen EY FP markiert (siehe Abbildung 21). In diesen
Fragmenten war das putative Kernlokalisationssignal (NLS) aus dem C-terminalen Bereich
der HSIPMK stets zentral gelegen. Es wurden unterschiedlich lange, flankierende Sequenzen
gewdhlt, um die Mdaoglichkeit ener Proteinmif¥fatung durch  unterbrochene
Sekundérstrukturen auszuschlief3en. Alle drei Fragmente zeigten bel ihrer Expression in
NRK 52E Zellen wie das Volllangen Fusionsprotein eine vorherrschende Lokalisation im
Zellkern (siehe Abbildung 26). Folglich ist das basische Cluster im C-terminalen Bereich der
HsIPMK (Aminosaure 320-330) eine hinreichende Minimalsequenz fur die Kernlokalisation
eines Proteins (siehe Abbildung 20).
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263-370

EYFP/HSIPMK(263-370) <_EYFP_ > TT 1]
EYFP DAPI

Uberlagerung

308-341
EYFP/HsSIPMK (308-341) < EVFP_ [

EYFP DAPI Uberlagerung

320-330
EYFP/HSIPMK(320-330) <_EYFP >

EYFP DAPI

Uberlagerung

Abbildung 26: Expression von Fragmenten der HsIPMK in NRK 52E Zellen

Durch liposomale Transfektion wurden eukaryotische Expressionsvektoren in NRK 52E Zellen eingebracht, die fur
unterschiedliche Fragmente der HSIPMK mit einem N-terminalen Grin Fluoreszierenden Protein kodieren. Alle
Fragmente tragen in zentraler Position das Kernlokalisationssignal aus dem C-terminalen Bereich der HsIPMK und
unterschiedlich lange, flankierende Bereiche. Die Position der ersten und der letzten Aminosdure des Fragments ist
angegeben. Siehe Abbildung 24 fiir weitere Erklarungen.
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3.1.5.2in vivo L okalisation von Deletionsmutanten der HsIPMK mit GFP-Tag

Als néchstes wurde die in vivo Lokalisation von zwel Deletionsmutanten untersucht, in denen
das NLS allein (D320-330) bzw. das NLS mit flankierenden Sequenzen (D308-341) entfernt
worden war (siehe Abbildung 22). Es wurden unterschiedliche Bereiche gewdhlt, um die
Gefahr der Proteinmif3faltung durch unterbrochene Sekundérstrukturen zu begrenzen. Beide
Konstrukte zeigten in den transfizierten NRK 52E Zellen eine gleichmaliige Verteilung
zwischen Kern und Zytoplasma, vergleichbar der intrazelluléren Lokalisation von EYFP
alein (siehe Abbildung 27). Dies ist ein deutlicher Hinweis, dass das basische Cluster positiv
in den Kernimport der HsSIPMK einbezogen ist. Es kann aber auch eine Maskierung des NLS
durch eine Proteinmif¥faltung nicht ausgeschlossen werden, da eine Deletion stets ein

massiver Eingriff in die Proteinstruktur darstellt.

A308-341
EYFP/Hs|PMK (D308-341) 1]
EYFP DAPI Uberlagerung

A320-330
EY FP/Hsl PM K (D320-330) H—]

EYFP DAPI Uber|aieruni

Abbildung 27: Expression von Deletionsmutanten der HSIPMK in NRK 52E Zellen

Eukaryotische Expressionsvektoren wurden durch transiente Tranfektion in NRK 52E Zellen eingebracht und die
Lokalisation der GFP-Fusionsproteine wurde untersucht. Beide Vollléngen-Proteine der HsIPMK enthalten
Deletionen, die das Kernlokalisationssignal und flankierende Sequenzen entfernen. Die Position der ersten und der
letzten Aminoséure der Deletion ist angegeben. Siehe Abbildung 24 fir weitere Erklérungen. &5
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3.1.5.3in vivo L okalisation von Substitutionsmutanten der HsIPMK mit GFP-Tag
Die im vorhergehenden Abschnitt beschriebene Deletion eines internen Sequenzabschnitts
eines Proteins ist ein drastischer Eingriff, der zur Mif¥faltung und folglich zu Verénderungen
in der dreidimensionalen Struktur fihren kann. Wie bereits beschrieben konnen diese
Veranderungen ein Zielsteuerungssignal maskieren, das nicht direkt deletiert wurde. Eine
schonendere Strategie zur funktionalen Ausschaltung eines putativen NLS ist die
Veranderung von basischen Aminosauren zu polaren nicht-basischen Aminosauren. Zwei
Substitutionsmutanten (siehe Abbildung 23) wurden in NRK 52E Zellen exprimiert, in denen
Lysin- und Argininreste in Dipeptid-Segmenten des NLS zu Glutaminresten mutiert wurden
(RK>QQ; K*'K>QQ). Sterische Auswirkungen von diesen Mutationen sind
unwahrscheinlich, weil sich die Reste in ihrem sterischen Anspruch und in ihrer Hydrophilie
dhneln. In den transfizierten Zellen zeigte sich eine gleichmaliige Verteilung der Fluoreszenz
zwischen Zellkern und Zytoplasma, vergleichbar der Expression von EYFP alein (siehe
Abbildung 28). Dies ist eine weitere Bestétigung, dass das C-terminal gelegene, basische
Cluster der HsSIPMK positiv in die Zielsteuerung der HSIPMK zum Zellkern einbezogen ist.
Es gibt ein weiteres basisches Cluster in der Primérsequenz der HsIPMK
(Aminosduren 107-112). Auch dieses putative NLS wurde durch Substitution von basischen
Resten in einem Dipeptid-Segment funktional ausgeschaltet. Bei der Expression der
Substitutionsmutante  (K*’K->QQ) in NRK 52E Zellen zeigte sich eine &hnliche
intrazelluldre Verteilung wie beim Wildtyp (Daten nicht wiedergegeben). Offensichtlich ist
dieses Cluster nicht notwendig fur die Zielsteuerung der HSIPMK zum Kern, aber vielleicht
besitzt es ene zusdtzliche NLS-Aktivitdt. Moglicherweise wird seine funktionale
Ausschaltung durch die starke Aktivitat des C-terminalen Clusters maskiert. Deshalb wurde
eine weitere Substitutionsmutante mit einer zusédtzlichen Mutation im C-terminalen Cluster
untersucht, die nachweislich dessen Aktivitét beeintrachtigt (K*’K>QQ/ K**’K->QQ). Die
intrazellulédre Verteilung dieser Mutante ist vergleichbar mit der Substituionsmutante
EY FP-HsIPMP(K**’K->QQ) (Daten nicht wiedergegeben). Offensichtlich besitzt das zweite
basische Cluster keine NLS-Aktivitét. Es sind keine weiteren Kandidatensequenzen fur die
Zielsteuerung zum Zellkern vorhanden.

66



Ergebnisse
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Abbildung 28: Expression von Substitutionsmutanten der HsIPMK in NRK 52E Zellen

Es werden Vollléngen-Proteine der HsIPMK durch transiente Transfektion in NRK 52E Zellen exprimiert.
Dipeptid-Segmente von basischen Aminosduren im Kernlokalisationssignal wurden zu polaren, nicht-basischen
Aminosiuren mutiert. Die Substitutionen R*?K® QQ K*K® QQ sind mit einem Punkt markiert. Siehe
Abbildung 24 fur weitere Erkl&rungen.
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3.2 Nukleozytoplasmatischen Shuttling und in vivo Lokalisation
der Inositol (1,4,5,)-trisphosphat 3-Kinase C (IP3K-C) aus M ensch
und Ratte

3.2.1Analyse der fiur die Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-KinaseC
kodierenden cDNAs aus M ensch und Ratte

Die Familie der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasen (IP3K) katalysiert die Ubertragung
einer Phosphatgruppe vom ATP auf die 3'-Hydroxylgruppe des sekundéren Botenstoffes
Inositol (1,4,5)-trisphosphat. Wahrend die Isoformen A und B schon seit |[angerem bekannt
sind, wurde erst vor kurzem eine neuartige Isoform C beschrieben (siehe Einleitung 1.2.1).
Die Analyse der fur die intrazelluléare Zielsteuerung verantwortlichen Mechanismen der
IP3K-Cist ein Ziel der vorliegenden Arbeit.

Die starkste Ahnlichkeit mit ca. 75% besitzt die Ratten Isoform C (siehe Abbildung 29) zur
humanen Isoform C, wobei katalytische, Camodulin-Bindings- und PEST-Domane mit ca.
90% und mehr eine hochgradige Konservierung aufweisen (siehe Abbildung 30). Die
N-terminalen Domanen von Mensch und Ratte zeigen mit gut 50% eine deutlich geringere
Ahnlichkeit. Die Sequenz der katalytischen Doméne der Ratten Isoform C ghnelt mit 65%
gleichmaldig den anderen Isoformen von Ratte und Mensch. Hingegen hat die Camodulin-
Bindungsdomane der Isoform C eine deutlich groRere Ahnlichkeit zur entsprechenden
Doméne der Isoform B aus Mensch und Ratte als zur Isoform A. Ein uneinheitliches Bild
bietet die PEST-Domane der Ratten Isoform C, die bei der Ratte groRere Ahnlichkeit zur
Isoform A, beim Menschen aber groRere Ahnlichkeit zur IsoformB aufweist. Die
Ahnlichkeiten der N-terminalen Doménen der verschiedenen Isoformen und Spezies sind
deutlich geringer ausgepragt. Selbst die Isoform C von Ratte und Mensch zeigt in ihrer

N-terminalen Doméane nur eine Ahnlichkeit von 54%.
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Abbildung 29: Vollangen cDNA-Sequenz und abgeleitete Aminosdure-Sequenz der Ratten Ins(1,4,5)P; 3-Kinase
Isoform C

Das abgeleitete 678-Aminosduren-Protein hat ein berechnetes Molekulargewicht von 74,5kDa. Die 5 -untrandatierte
Region der cDNA umfasst 353bp. Die durch die degenerierten Primer erkannten Sequenzbereiche in der zwischen den

I soformen hochkonservierten katal ytischen Doméne sind mit Pfeilen markiert ().
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Abbildung 30: Vergleich der Aminosduresequenzen der 1ns(1,4,5)P; 3-Kinase Isoform C von Ratte und

Mensch

Die Isoformen A und B der IP3K sind schon seit langerem bekannt. Vor kurzem wurde eine neuartige Isoform C
aus Ratte (RnIP3K-C) und Mensch (HsIP3K-C) identifiziert. Die cDNA aus Ratte kodiert fir ein 678-
Aminosauren-Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 74,5kDa; die humane cDNA fir ein 683-
Aminosauren-Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 75,2kDa. Die Proteine aus den beiden Arten
besitzen auf Aminosaureebene eine Gesamtahnlichkeit von 75%. Die Sequenz ist in den Doménen mit bekannter
Funktion (katalytische, PEST-, und Camodulin-Bindungsdoméne) sogar zu ca. 90% konserviert, wéhrend die
N-terminalen Doménen (in Abbildung markiert) mit gut 50% eine deutlich geringere Ahnlichkeit zeigen. Die
auRBerst N-terminal gelegene Sequenz ist jedoch deutlich stérker zwischen Mensch und Ratte bewahrt as die
gesamte Doméne.
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3.2.2 Vektoren zur eukaryotischen Expression von GFP-Fusionsproteinen
der IP3K-C aus Mensch und Ratte

Im Rahmen dieser Studie wurden Expressionsvektoren hergestellt, um Fusionsproteine aus
Grun Fluoreszierendem Protein und 1P3K-C aus Mensch und Ratte in eukaryotischen Zellen
zu exprimieren und ihre intrazelluldre Lokalisation mittels Fluoreszenzmikroskopie zu
bestimmen. Die Lokalisation des Proteins in der Zelle gibt u.U. Aufschluss darlber, welche
Funktionen von der 1P3K-C wahrgenommen werden. Der zytoplasmatische Stoffwechsel der
Inositolphosphate und Phosphatidylinositole ist gut charakterisiert; aber in letzter Zeit rickt
immer mehr ein entsprechendes, noch nicht vollsténdig aufgekléartes Stoffwechselsystem im
Zellkern in den Mittelpunkt der Forschung [Irvine, 2002]. Die intrazellulére Zielsteuerung
eines Inositol phosphate-umsetzenden Enzyms gibt Hinweise in welchem der beiden Systeme
sein Wirkort angesiedelt ist. Es wurden im Rahmen dieser Studie Fusionproteine mit
N-terminalem und C-terminalem Tag verwendet, um eine mdgliche Beeinflussung der
Zielsteuerung des Fusionsproteins zu untersuchen (vgl. Abschnitt 3.1.4 und [lllies, 2002)]).
Die Erkennung von Signalsequenzen eines Proteins durch entsprechende Transportproteine
kann durch einen volumingsen Tag wie das EGFP negativ beeinflusst werden. Es ist aber
unwahrscheinlich, dass der Tag unabhangig vom fir die Fusion benutzten Terminus die
gleichen Effekte auf die intrazelluldre Lokalisation hat. Die Klonierungsschritte zur
Konstruktion der verschiedenen eukaryotischen Expressionsvektoren sind ausfihrlich und mit
Abbildungen fir die Fusiongene der humanen Inositolphosphat Multikinase beschrieben
(Abschnitte 3.1.2& 3.1.3).

3.2.2.1 Vektoren fur die eukaryotische Expression von Fusionsproteinen der |P3K-C aus
Mensch und Ratte mit N-terminalem GFP-Tag

Fir die eukaryotische Expression von Fusionproteinen der |P3K-C aus Ratte und Mensch mit
N-terminalem GFP-Tag wurden die Vektoren pEGFP-C1 und pEYFP-C1 verwendet.
Zunéchst wurden die ,, Offenen Leseraster” der cDNASs durch Pfu-PCRs amplifiziert. Dabei
wurden Schnittstellen fur die Uberfiihrung in einen Expressionsvektor am 5'- und 3'-Ende der
Fragmente eingefiigt. Diese Schnittstellen sind in der Multiplen Klonierungsstelle des V ektors
jewells enma und im Offenen Leseraster der c¢cDNA gar nicht vorhanden. Die
Klonierungsstrategie wurde so gewdhlt, dass ein mdglichst langer Linker zwischen Kinase
und EGFP entsteht.

72



Ergebnisse
EGFP/RnIP3KC
Ceerr > 1

RnIP3KC/EGFP

] (EcFP D

RnIP3KC(AS1-379)/EGFP

I (>

EGFP/RnIP3K C(AS1-379)

EGFP I

Rnl P3K C(DN E5318_326)/EG FP

- EGFP

Rnl P3K C(m N ESI_318CPV9ACPA)/EG FP

<>

i

EGFP/NES

Abbildung 31: EGFP-Fusionsproteine und deren Derivaten der Ratten |P3K-C

Es wurden verschiedene eukaryotische Expressionsvektoren hergestellt, die fir EGFP-Fusionsproteine der Vollangen-
Form, der mutierten Vollangen-Form und der isolierten N-terminalen Doméne kodieren. Die Ratten IP3K Isoform C
wurde sowohl an ihrem N-Terminus (EGFP/RnIP3KC) as auch an ihrem C-Terminus (RnlP3KC/EGFP) mit einem
EGFP-Tag fusioniert, um die intrazellulére Lokalisation in Abhéngigkeit von der Position des Tags zu untersuchen. Die
IP3K-C ist als weiller Kasten und das putative NES als schwarzer Kasten dargestellt. Ein durch Punktmutationen
inaktiviertes NES wird als schwarz gestrichelter Kasten abgebildet. Der EGFP-Tag ist als Ova abgebildet. Es wurde
auch die isolierte N-terminale Doméne an beiden Termini mit einem Tag fusioniert [RnIP3KC(AS1-379)/EGFP;
EGFP/RnIP3K C(AS1-379)], um die Bedeutung von diesem Proteinabschnitt fir die Zielsteuerung zu untersuchen. Ein
putatives Kernexportsignal (NES) in der N-terminalen Doméne wurde in einem Vollangen-Konstrukt deletiert
[RNIP3K C(DNESas318.326)/EGFP]  bzw. durch Substitution von hydrophoben Resten funktional inaktiviert
[RNIP3KC(MNES,_318cpv 2 acea)/EGFP]. Durch diese Konstrukte sollte die Notwendigkeit dieses Sequenzabschnittes
fur die Zielsteuerung untersucht werden. AuRRerdem wurde das isolierte Core-NES mit einem Tag fusioniert, um seinen
mdglicherweise hinreichenden Charakter fir den aktiven Kernexport zu bestimmen.
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Bel der IP3K-C aus Ratte wurde am 5-Ende eine Sall- und am 3'-Ende eine
BamHI-Schnittstelle eingefligt. Bei der entsprechenden Isoform aus Mensch wurden die
gleichen Restriktionsschnittstellen  verwandt. Die Amplifikate wurden in  den
Klonierungsvektor pGEM-Teasy eingefliigt und vollstéandig sequenziert, um unerwiinschte
Second-Site-Mutationen auszuschlief3en. Der Vektor mit der cDNA der Ratten IP3K-C und
der eukaryotische Expressionsvektor pEYFP-C1 wurden mit Sall- und BamHI-
Restriktionsenzymen verdaut. Die entstandenen Fragmente wurden in einem Agarosegel
aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert. Der linearisierte Vektor wurde mit der cDNA ligiert
und das Ligationsprodukt in kompetente E.coli Zellen transformiert. Anschlief3end wurden die
entstandenen Plasmide durch Minipréparation gewonnen, vollstandig sequenziert und als
PEY FP/RnIP3K-C (siehe Abbildung 31) bezeichnet. Durch die gleiche Vorgehensweise
wurde die cDNA der humanen IP3K-C in den eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-C1
eingefugt und ein entsprechender Expressionsvektor pEGFP/HSIP3K-C (siehe Abbildung 32)

erzeugt.

3.2.2.2 Vektoren fur die eukaryotische Expression von Fusionsproteinen der |P3K-C aus
Mensch und Ratte mit C-terminalem GFP-Tag

Die Position des EGFP-Tags in eéinem Fusionsprotein kann Einfluss auf dessen intrazellulére
Lokalisation nehmen, wenn e durch sterische Hinderung den Zugang zu
Zielsteuerungssequenzen erschwert. Aus diesem Grunde wurden ergdnzend zu den
eukaryotischen Expressionsvektoren, die Fusionsproteine mit N-terminalem GFP-Tag
kodieren, weitere Expressionvektoren hergestellt, die den Tag an den C-Terminus anfligen.
Die fur die IP3K-C aus Ratte und Mensch kodierenden cDNAs wurden mit einer Pfu-PCR
amplifiziert. Durch die verwendeten Primer wurden an den Enden Restriktionsschnittstellen
fur eine Umklonierung in den eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-N1 eingefligt. Am
5'-Ende des kodierenden Bereichs wurde eine Eco47l1l1-Schnittstelle und am 3'-Ende eine
Xhol-Schnittstelle eingefligt. Die Amplifikate wurden in den Klonierungsvektor pGEM-Teasy
ligiert und die Inserts in den entstandenen Plasmiden wurden vollstandig sequenziert, um die
Verénderung der Nukleotid-Sequenz durch unerwiinschte Mutationen auszuschlief3en. Die das
Insert tragenden Klonierungsvektoren und der eukaryotische Expressionsvektor pEGFP-N1
wurden mit den Restriktionsendonukleasen Eco47111 und Xhol umgesetzt. Die entstandenen
DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel aufgetrennt. Die fur die IP3K-C kodierenden
Fragmente wurden mit dem linearisierten Vektor ligiet und die entstandenen
Ligationsprodukte wurden durch Transformation in E.coli Bakterien eingebracht. Die
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entstandenen Vektoren wurden durch Mini-Préparation gewonnen und sequenziert. Die
gewonnenen Vektoren fur die eukaryotische Expression der IP3K-C aus Ratte bzw. Mensch
mit C-terminalem EGFP-Tag wurden als pRnlP3K-C/EGFP und pHsIP3K-C/EGFP (siehe
Abbildung 31& 32) bezeichnet.

EGFP/HsIP3KC
e

Hsl P3K C/EGFP

I EGFP

EGFP/Hsl P3K C(AS1-386)

EGFP I

Hsl P3K C(DN E5324_332)/EG FP

EGFP/NES

Abbildung 32: EGFP-Fusionsproteine und deren Derivaten der humanen 1P3K-C

Die intrazellulére Lokalisation der humanen IP3K-C wurde mit verschiedenen EGFP-Fusionsproteinen und
Fusionsproteinderivaten untersucht. Das Vollangenprotein wurde am N- bzw. C-Terminus (EGFP/HSIP3KC bzw.
HsIP3KC/EGFP) mit einem EGFP-Tag fusioniert, um seine Lokalisation in eukaryotischen Zellen mittels
Fluoreszenzmikroskopie zu bestimmen. AulRerdem wurde die isolierte N-terminale Doméne [EGFP/HsIP3K C(AS1-
386)] an ihrem N-Terminus mit EGFP fusioniert, um ihre Rolle in der Zielsteuerung des Proteins zu kléren. Zusétzlich
wurde zur Bestimmung seiner Funktion fir die intrazellulére Lokalisation das putative NES in der N-terminalen
Doméne deletiert [HsIP3KC(DNESass04.330)/EGFP]. Das Core-NES ist in seiner Aminosduresequenz vollsténdig
zwischen Mensch und Ratte konserviert. Das Konstrukt aus EGFP und isoliertem NES entspricht dem bei der
Untersuchung der Ratten |P3K-C verwandten. Der EGFP-Tag ist as Oval, die IP3K-C as weil3er Kasten dargestellt.
Der schwarze Kasten symbolisiert das putative NES in der N-terminalen Doméne.
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3.2.3 Vektoren zur eukaryotischen Expression von
GFP-Fusionsproteinderivaten der 1P3K-C aus M ensch und Ratte

Im Rahmen von in vivo Lokalisationsstudien mit Fusionsproteinen aus Vollangen IP3K-C und
EGFP in eukaryotischen Zellen konnte gezeigt werden, dass der Zusatz des auf das Exportin 1
wirkenden Inhibitors LeptomycinB (LMB) zu einer nukledren Anreicherung des
Fusionsproteins fuhrt (siehe Ergebnisse 3.2.4.2). Das Protein wurde in ungeféahr der Halfte der
transfizierten Zellen ausschliefdlich im Zytoplasma und in der anderen Halfte gleichmaliig
verteilt zwischen Zellkern und Zytoplasma beobachtet. Nach Behandlung mit LMB sank der
Anteil der Zellen mit ausschliefdlich zytoplasmatischer Lokalisation des Fusionsproteins
deutlich. Bel den Fusionsproteinen der Ratten IP3K-C wurden nach Behandlung mit LMB
keine transfizierten Zellen mit ausschlieffdlich zytoplasmatischer Lokalisation beobachtet.
Aufgrund der molekularen Grofe der Vollangen-Fusionsproteine von >100kDa kann eine
passive Diffusion tGber den Kernporenkomplex in den Zellkern ausgeschlossen werden (siehe
Einleitung 1.3.1). Es erfolgt also ein aktiver Import in den Zellkern, welcher nach dem
heutigen Stand des Wissens meistens durch ein Kernlokalisationssignal (NLS) vermittelt
wird. Die am besten untersuchten Signale sind das monopartite und das bipartite NLS, fir die
Konsensus-Sequenzen definiert werden konnten [Fontes et al., 2000]. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit befinden sich auch in der IP3K-C die Lokalisations-bestimmenden
Signalsequenzen in der N-terminalen Doméne, wie es bereits fur die Zielsteuerung der
IP3K-A an F-Aktin in dendritischen Dornen gezeigt werden konnte [Schell et al., 2001]. In
dieser Doméne der IP3K-C konnte jedoch kein Sequenzbereich identifiziert werden, der
einem der beiden NL S-Konsensus-Sequenzen entspricht. Der Inhibitor LMB wirkt negativ auf
den aktiven Export von Proteinen aus dem Zellkern Uber den Exportinl-vermittelten
Mechanismus, indem er dieses Exportin kovalent modifiziert. Die fur den Export bestimmten
Proteine tragen ein Kernexportsignal (NES), dessen Konsensus-Sequenz ebenfalls bekannt ist
[Bogerd et al., 1996]. Ein dem Konsensus entsprechender Sequenzbereich, der zusétzlich
zwischen IP3K-C von Ratte (As 318-326) und Mensch (As 324-332) vollstéandig konserviert
ist, konnte in der N-terminalen Doméne identifiziert werden (siehe Abbildung 33).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Mutanten hergestellt, um die fir den aktiven
Import in den Zellkern und fir den aktiven Export aus dem Zellkern heraus verantwortlichen
Sequenzbereiche zu charakterisieren. Die isolierte N-terminale Doméne der IP3K-C, die
vermutlich eine wichtige Rolle bel der Lokalisation des Vollangen-Proteins spielt, wurde mit
einem N-terminalen bzw. C-terminalen EGFP-Tag fusioniert und in eukaryotischen Zellen
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exprimiert. Diese Studie sollte zeigen, ob die isolierte N-terminale Doméne ein
Lokalisationsverhalten zeigt, das vergleichbar dem des Vollangen-Proteins ist. Aufgrund
seiner molekularen Grofe von >67kDaist dieses Fusionsprotein sowie das Vollangen-Protein
von der passiven Diffusion durch den Kernporenkomplex ausgeschlossen. Aul3erdem wurden
Konstrukte hergestellt, um die Bedeutung des putativen NES fir die Lokalisation des
Vollangen-Proteins zu untersuchen. Eines dieser Konstrukte kodiert fur ein Vollangen-
Fusionsprotein ohne NES und ein anderes fir das isolierte NES. Die Deletion eines
Aminosaureabschnittes aus einem Protein ist ein drastischer Eingriff, der die dreidimensionale
Struktur veréndern und dadurch die Erkennung von Signalsequenzen erschweren kann. Eine
schonendere Methode ist die funktionale Inaktivierung der Signalsequenz durch Substitution
von fur die Funktion wichtigen Aminosaure-Resten. In einer Doppelmutante wurden zwei

funktional wichtige hydrophobe Reste des NES im Vollangen-Protein mutiert, um dieses zu

inaktivieren.
* * * *
HIV-1 REV : P ~=E' TI#D
RnIP3K-C S PEVIZRII{THN
c-Abl : SNIREIQNIC
TFIIIA : ~ZVIIENIATIAK
MAPKK : KKIPEEMEI#D

Abbildung 33: Kernexportsignal der 1ns(1,4,5)P; 3-Kinase I soform C aus Ratte und Mensch

Der Uberwiegende Teil des aktiven Proteinexports aus dem Zellkern wird Uber einen Exportin 1-vermittelten Mechanismus
abgewickelt. Die fur den Export bestimmten Proteine tragen ein Leucin-reiches Kernexportsignal (NES), das durch
Exportin 1 erkannt und gebunden werden kann. Die Aminosdure-Sequenz des NES ist gekennzeichnet durch eine Haufung
von hydrophoben Resten (Leucin, Isoleucin, Valin), die durch Spacer-Bereiche von beliebigen Aminosduren getrennt sind.
Die RnIP3K-C besitzt ein funktionales NES in ihrer N-terminalen Doméne an der Aminosdureposition 318-326. Dieser
Sequenzabschnitt ist vollstdndig konserviert zwischen Ratte und Mensch. Das NES der IP3K wird verglichen mit den
bekannten NES von HIV-1 REV, c-Abl, TFIIIA und MAPKK. Die fur die Funktion notwendigen hydrophoben Reste sind
mit Sternchen markiert. Der Ein-Buchstaben-Kode wird benutzt. Konservierte Reste sind as weille Buchstaben auf
schwarzem Hintergrund und dhnliche Reste als wei e Buchstaben auf grauem Hintergrund dargestellt.

3.23.1Vektoren fur die eukaryotische Expression der N-terminalen Domane der
| P3K-C aus Mensch und Ratte mit GFP-Tag

Die IP3K-C aus Mensch und Ratte fusioniert mit einem EGFP-Tag ist mit Uber 100kDa
eindeutig zu grof3, um passiv durch den Kernporenkomplex zu diffundieren. Aus diesem
Grunde muss der Transport in den Kern von eukaryotischen Zellen und der LMB-sensitive
Transport aus dem Zellkern durch aktive Mechanismen vermittelt werden. Die kataytische,
die Calmodulin-Bindungs- und die PEST-Doméne der IP3K sind zwischen den bekannten

Isoformen in Aminosaure-Sequenz und Funktion eindeutig konserviert, wohingegen die
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N-terminalen Doménen von Uberwiegend unbekannter Funktion sich in Grof3e und Sequenz
deutlich zwischen den Isoformen unterscheiden. Fir die Isoform A konnte gezeigt werden,
dass ihre Lokalisation an F-Aktin und dendritische Dornen durch einen Sequenzabschnitt in
ihrer N-terminalen Doméne vermittelt wird [Schell et al., 2001]. Eine &hnliche Bedeutung
dieser Doméne in der Zielsteuerung kann auch bel der 1P3K-C vermutet werden. Zur weiteren
Untersuchung dieser Hypothese wurden verschiedene Konstrukte hergestellt, die fur die
isolierte N-terminale Doméne mit einem EGFP-Tag kodieren. Auch diese Fusionsproteine mit
einem Molekulargewicht von fast 70kDa sind, wie das Volldngen-Fusionsprotein, vom
passiven Transport durch den Kernporenkomplex ausgeschlossen. Ein Transport in den
Zellkern und aus ihm heraus kann also nur durch aktive Mechanismen erfolgen.

Die N-terminale Doméne der Ratten IP3K-C (Aminosaure 1-379) wurde in zwel
unabhangigen Pfu-PCRs amplifiziert, wobei an den Enden der DNA-Fragmente einzigartige
Restriktionsschnittstellen  fir die Uberfilhrung in  eukaryotische Expressionsvektoren
eingefligt wurden. Die entstandenen Fragmente wurden im Klonierungsvektor pGEM-Teasy
amplifiziert und durch Mini-Préparation gewonnen. Die Vektoren und die zugehdrigen
eukaryotischen Expressionsvektoren wurden mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und die entstandenen DNA-Fragmente auf einem
Agarosegel aufgetrennt und extrahiert. Die fir die N-terminale Doméane kodierenden cDNAS
und die entsprechenden linearisierten Vektoren wurden ligiert, in kompetente E.coli Zellen
transformiert und durch Mini-Préparation gewonnen. Fir den Expressionvektor eines
RnIP3K-C Fusionsproteins mit C-terminalem EGFP-Tag wurden der Vektor pEGFP-N1 und
eine Eco47ll1/Xhol-Strategie verwandt. Der gewonnene Vektor wurde mit pRnlP3K-C(Asl-
379)/EGFP (siehe Abbildung 31) bezeichnet. Fir das entsprechende Konstrukt mit
N-terminalem EGFP-Tag wurden der Vektor pEGFP-C1 und eine Sall/BamHI-Strategie
angewandt. Der gebildete Vektor wurde pEGFP/RnIP3K-C(As1-379) (siehe Abbildung 32)
genannt.

Ein eukaryotischer Expressionsvektor, der fur die N-terminale Doméane der humanen IP3K-C
(Aminosédure 1-386) mit N-terminalem EGFP-Tag kodiert, wurde mit einer anderen Strategie
hergestellt. Der Expressionsvektor pEGFP/HSIP3K-C, der fiur ein Vollangen HsIP3K-C
Fusionsprotein mit N-terminalem Tag kodiert, wurde durch erweiterte Quikchange-
Mutagenese mutiert, so dass der Lysin-Rest an Position 387 durch ein Stopp-Codon ersetzt
wurde. Der neue Expressionsvektor wurde al's pEGFP/HsIP3K-C(As1-386) (siehe Abbildung
32) bezeichnet.
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3.23.2Vektoren fur die eukaryotische Expression von Deletionsmutanten, von
Substitutionsmutanten und von einem kurzen Fragment der IP3K-C aus Mensch und
Ratte mit GFP-Tag

Die Fusionsproteine aus Vollangen IP3K-C und EGFP werden aktiv in den Kern von
eukaryotischen Zellen hinein und LMB-sensitiv aus dem Kern heraus transportiert. Aufgrund
des Molekulargewichts von mehr als 100kDa kann ein passiver Transport durch den
Kernporenkomplex ausgeschlossen werden. Der nukledre Export der IP3K-C kann durch
Gabe des Export-Inhibitors LMB beeinflusst werden (siehe Ergebnisse 3.2.4.2). Der Inhibitor
LMB wirkt durch kovalente Modifikation auf das fir den nukledren Exportmechanismus
notwendige Exportin 1. Die Funktion von Exportin 1 ist die Erkennung und Bindung von
Kernexportsignaen (NES) in zu transportierenden Proteinen. Ein Sequenzabschnitt, der
zwischen IP3K-C aus Ratte und Mensch vollstandig konserviert ist, entspricht dem fir das
NES definierten Konsensus (siehe Abbildung 33). Die entsprechenden Aminosduren wurden
in Vollangen-Fusionsproteinen deletiert, um so die Notwendigkeit von diesem Motiv fUr den
nukledren Export zu Uberprifen. AufRerdem wurde das isolierte NES-Fragment mit einem
EGFP-Tag fusioniert. Die intrazellulére Lokalisation von diesem Fragment sollte zeigen, ob
der Sequenzabschnitt hinreichend ist, um den nukledren Export eines Fusionsproteins zu
vermitteln.

In der RnIP3K-C befindet sich das putative NES an der Aminosaureposition 318-326. Die
entsprechende Nukleotid-Sequenz wurde durch erweiterte Quikchange-Mutagenese aus dem
eukaryotischen Expressionsvektor pRnIP3K-C/EGFP entfernt und der neu entstandene
Expressionsvektor, der fur en Vollahgen-Fusionsprotein ohne NES kodiert, als
pRNIP3K-C(DNESasz18-326)/EGFP (siehe Abbildung 31) bezeichnet. Eine dhnliche Strategie
wurde angewandt, um das putative NES der HsIP3K-C an der Position 324-332 zu deletieren.
Der Expressionsvektor pEGFP/HsIP3K-C wurde durch erweiterte Quikchange-Mutagenese
zum Vektor pEGFP/HSIP3K-C(DNESass24-332) (Siehe Abbildung 32) umgewandelt, der fir ein
Volléngen-Fusionsprotein der humanen IP3K-C ohne NES kodiert. Die Deletion eines
Aminosiureabschnittes ist ein drastischer Eingriff, der zu Anderungen in der
dreidimensionalen Struktur fuhren und so die Zielsteuerung des Proteins ungewollt
beeinflussen kann. Eine weit schonendere Methode ist die funktionale Inaktivierung eines
putativen Zielsteuerungssignals durch Substitution von fir die Funktion notwendigen
Aminosduren. Zwel konservierte hydrophobe Aminoséduren (Leucin an Position 318 und
Valin an Position 321) wurden durch erweiterte Quikchange-Mutagenese zu Alanin-Resten

mutiert. Dieser Austausch wird aufgrund der Ahnlichkeit der Reste in Hydrophobizitéat und
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sterischem Anspruch mit hoher Wahrscheinlichkeit keinen Einfluss auf die Proteinfaltung
haben. Die Funktion dieses Sequenzabschnittes fir die Zielsteuerung des Proteins geht aber
verloren. Der eukaryotische Expressionvektor, der fur das Vollangen-Fusionsprotein der
Ratten IP3K-C mit inaktiviertem NES kodiert, wurde vom Vektor pEGFP/RnIP3K-C
abgeleitet und als pEGFP/RnIP3K-C(L**®CPV>ACPA) bezeichnet (siehe Abbildung 31). Es
wurde aul3erdem ein Vektor hergestellt, der fur ein 9-Aminosduren-Fragment des Core-NES
mit einem N-terminalem EGFP-Tag kodiert. Das Konstrukt wurde durch Oligonukleotid-
Ligation mit einer Sall/BamHI-Strategie hergestellt und als pEGFP/NES (siehe Abbildung 32)
bezeichnet. Es wurde nur ein Konstrukt erzeugt, da die Aminosaure-Sequenz der putativen
NES vollstandig zwischen Ratte und Mensch konserviert ist.

3.2.4 Nukleozytoplasmatisches Shuttling der 1P3K-C aus M ensch und Ratte

Die intrazelluldre Lokalisation von IP3K-C aus Mensch und Ratte wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht, um ihren Wirkort in eukaryotischen Zellen einzugrenzen. Die Bestimmung
der intrazelluldren Lokalisation erlaubt unter Umstdnden Rickschltisse auf die Funktion der
Kinase im zytoplasmatischen und/oder nukledren Inositolphosphat-Stoffwechsel (siehe
Einleitung 1.1.1).

Die entsprechenden Expressionsvektoren fir verschiedene GFP-Fusionsproteine der IP3K-C
aus Mensch und Ratte wurden durch liposomale Transfektion in eukaryotische Zellen
eingebracht. Es wurden sowohl NRK 52E- als auch PC12-Zellen verwendet, um Zellinien-
abhéngige Effekte zu untersuchen. Nach mindestens 24-stindiger Expression der
Fusionsproteine wurden die transfizierten Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und der Zellkern
durch den DNA-spezifischen Farbstoff DAPI markiert. Anschlief3end wurde die intrazelluldre
Lokalisation des Fusionsproteins mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Die Volléngen-
Fusionsproteine kénnen aufgrund ihrer Grof3e von mehr als 100kDa nicht passiv Uber den
Kernporenkomplex zwischen ihrem Syntheseort im Zytoplasma und dem Zellkern wechseln.
Die beobachtete nukledre Lokalisation kann also nur durch einen aktiven Transport in den
Zellkern zustande kommen. Die fur diese Zielsteuerung in den Zellkern verantwortlichen
Signalsequenzen wurden durch Untersuchungen mit N-terminalen Fragmenten der IP3K-C
eingegrenzt. Aullerdem erfolgt ein aktiver, Leptomycin B (LMB)-sensitiver Export der
IP3K-C aus dem Zellkern ins Zytoplasma. Die hierfir verantwortliche Signal sequenz wurde
ebenfalls durch Lokalisationsstudien mit N-terminalen Fragmenten der Ratten IP3K-C

zunéchst eingegrenzt und dann durch Deletions- und Substitutionsmutagenese identifiziert.
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3.24.1in vivo Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen der Volllangen IP3K-C aus
Mensch und Ratte

Es wurde die intrazelluldre Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen der Vollangen I1P3K-C
aus Mensch und Ratte untersucht. Hierzu wurden jeweils zwei Fusionsproteine hergestellt, die
den Tag am N-Terminus bzw. C-Terminus des Proteins tragen. Auf diese Weise sollte ein
moglicher Einfluss des EGFP-Tags auf die Zielsteuerung des Proteins bestimmt werden.

Es wurde zur Kontrolle das Griin Fluoreszierende Protein EGFP alein in den beiden Zellinien
exprimiert und seine intrazelluldre Lokalisation untersucht. Die Fluoreszenz ist gleichmaiig
Uber die Zelle verteilt, wie es aufgrund des niedrigen Molekulargewichts des Tags (~15kDa)
auch zu erwarten ist. Folglich hat der Tag aleine keine Zielsteuerungsfunktion und
beeinflusst nicht direkt die intrazelluldre Lokalisation des Fusionsproteins. Eine indirekte
Beeinflussung durch sterische Behinderungen bei der Erkennung von Zielsteuerungssignalen
ist aber trotzdem maoglich und wurde gesondert untersucht.

Die Fusionsproteine der Ratten IP3K-C sind in ungeféhr der Héfte der transfizierten
NRK 52-Zellen ausschliefdlich im Zytoplasma lokalisiert und in der anderen Halfte
gleichmaldig verteilt zwischen Zellkern und Zytoplasma. In einem geringen Bruchteil der
Zellen liegt das Fusionsprotein ausschliefdlich im Zellkern vor (siehe Abbildung 34). Dieses
Muster der intrazellularen Lokalisation wird bel der Ratten |P3K-C unabhangig vom mit dem
Tag fusionierten Terminus beobachtet. Deshalb hat der Tag mit grof3er Wahrscheinlichkeit
keinen Einfluss auf die Zielsteuerung des Fusionsproteins. Bei transfizierten PC12-Zellen ist
mit beiden Fusionskonstrukten eine ahnliches Lokalisationsmuster zu beobachten. Durch
weitere Transfektionsstudien mit NRK 52E-Zellen wurde das Muster der intrazelluldren
Verteilung von Fusionsproteinen der humanen IP3K-C untersucht. Hierbel wurde eine
Abhangigkeit der intrazelluldren Lokalisation von der Position des EGFP-Tags beobachtet
(sehe Abbildung 34). Das Fusionsprotein mit einem N-terminalen Tag zeigt ene
intrazelluldre Lokalisation die vergleichbar mit dem Muster der Ratten IP3K-C ist. Ungeféhr
die Hélfte der transfizierten Zellen zeigt eine ausschliefdlich zytoplasmatische Lokalisation
und die andere Hélfte eine Gleichverteilung zwischen Zellkern und Zytoplasma. Bei einer
Positionierung des Tags am C-Terminus wird jedoch ausschliefdlich eine Gleichverteilung der
Fluoreszenz in der Zelle beobachtet. Entsprechende Ergebnisse wurden bel der Untersuchung
der intrazelluléaren Lokalisation dieser Konstrukte in PC12-Zellen erzielt (siehe Abbildung
35).
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EGFP/RnIP3KC (EcF ]

EGFP DAPI Uberlagerung

unbehandelt

EGFP DAPI Uber lagerung

+LMB

EGFP allein

EGFP DAPI Uberlagerung

Abbildung 34: Intrazellulére L okalisation von EGFP-Fusionsproteinen der Ratten |P3K-C in NRK 52E-Zellen
In eukaryotische Zellen wurden durch liposomale Transfektion Expressionsvektoren eingebracht, die fur eine
Volléngen IP3K-C aus Ratte mit N-terminalem Tag kodieren (pEGFP/RnIP3KC). Die transfizierten NRK 52E-Zellen
wurden mit Paraformaldehyd fixiert, die DNA des Zellkerns mit DAPI angeférbt und die intrazellulére Lokalisation
mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Fusionsproteine sind in den Abbildungen griin, die DAPI-geférbten
Zellkerne blau und die Gebiete der Ko-Lokalisation hellblau dargestellt. In einem Teil der Studien wurden die
transfizierten Zellen mit Leptomycin B (LMB) behandelt, um den nuklegren Proteinexport zum Erliegen zu bringen.
Die Volléngen IP3K-C zeigte ohne Behandlung (,, unbehandelt*) mit LMB in ungefdhr der Hélfte der transfizierten
Zellen eine ausschliefdlich zytoplasmatische Lokalisation und in den anderen Zellen eine Gleichverteilung Uber die
gesamte Zelle. Bel mit LMB behandelten Zellen (,+LMB") wurde stets eine Gleichverteilung des Fusionsproteins
zwischen Zellkern und Zytoplasma beobachtet. AuRerdem wurde zur Kontrolle der isolierte EGFP-Tag in den
NRK 52E-Zellen exprimiert.
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EGFP/RnIP3KC (EcF ]

EGFP DAPI Uberlagerung

unbehandelt

Uberlagerung

+LMB

EGFP allan

DAPI Uberlagerung

Abbildung 35: Intrazelluldre L okalisation von EGFP-Fusionsproteinen der Ratten IP3K-C in PC12-Zellen

Die intrazellulére Lokalisation der Vollangen IP3K-C aus Ratte (pEGFP/RnIP3KC) wurde in PC12-Zellen untersucht.
Die experimentelle Durchfuhrung ist in Abbildung 34 beschrieben. Die Fusionsproteine sind griin, die Zellkerne blau und
die Gebiete der Ko-Lokalisation hellblau dargestellt. Das Fusionsprotein zeigte in ungefahr gleich grofRen Anteilen der
unbehandelten PC12-Zellen (,,unbehandelt”) eine ausschliefflich zytoplasmatische Lokalisation bzw. Gleichverteilung
Uber Zellkern und Zytoplasma. Nach Behandlung mit dem Inhibitor des nukleéren Exportes Leptomycin B (,+LMB*)
konnte in alen Zellen eine Gleichverteilung des Fusionsproteins beobachtet werden. Das Griin Fluoreszierende Protein
EGFP alleine wurde zu Kontrollzwecken in PC12-Zellen exprimiert.
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3.24.2in vivo Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen der Volllangen IP3K-C aus
Mensch und Ratte bel Behandlung mit dem Exportinhibitor Leptomycin B

Die vorhergehenden Lokalisationsstudien haben gezeigt, dass die IP3K-C aktiv von ihrem
Syntheseort im Zytoplasma in den Zellkern transportiert wird. Auf diesen Ergebnissen
aufbauend wurde untersucht, ob auch ein aktiver Export des Fusionsproteins aus dem Kern
heraus dtattfindet. Dazu wurden die das Vollangen-Fusionsprotein  exprimierenden
eukaryotischen Zellen mit dem Export-Inhibitor Leptomycin B (LMB) behandelt. Fir den
LMB-sensitiven Export ist die Erkennung und Bindung der durch ein Kernexportsignal
markierten Proteine durch das Exportin 1 notwendig. Der Inhibitor LMB bindet kovalent an
Exportin 1 und verhindert dessen Interaktion mit Leucin-reichen Kernexportsignalen.
Expressionsvektoren, die fur Vollangen EGFP-Fusionsproteine der IP3K-C von Ratte und
Mensch kodieren, wurden durch liposomale Transfektion in NRK 52E-Zellen eingebracht.
Diese Zellen wurden anschlief3end mit LMB inkubiert und die intrazelluldre Lokalisation des
EGFP-Fusionsproteins wurde bestimmt. Ein Fusionsprotein der Ratten IP3K-C mit
N-terminalem EGFP-Tag zeigte nach Behandlung mit LMB in fast dlen transfizierten Zellen
eine gleichméllige Verteilung zwischen Zellkern und Zytoplasma. Im Gegensaiz zu
unbehandelten Zellen wurde in keiner Zelle eine ausschlief3lich zytoplasmatische Lokalisation
beobachtet. Ein geringer Bruchtell der Zellen zeigte eine vorherrschend nukledre Lokalisation
des Fusionsproteins. Dies ist eine deutliche Veranderung zu den unbehandelten Zellen, bei
denen ungefdhr die Hélfte der Zellen eine ausschliefflich zytoplasmatische Lokalisation
zeigten (siehe Abbildung 34). Untersuchungen zur intrazellularen Lokalisation nach
LMB-Behandlung mit PC12-Zellen zeigten dhnliche Ergebnisse (siehe Abbildung 35).
Dartber hinaus gehend wurde der Einfluss von LMB auf das Muster der intrazelluléren
Verteilung von der humanen IP3K-C mit N-termindlem EGFP-Tag untersucht. Fast alle
transfizierten NRK 52E-Zellen zeigten nach der Behandlung mit LMB eine Gleichverteilung
des Fusionsproteins zwischen Zellkern und Zytoplasma. Dies ist eine deutliche Veranderung
im Vertellungsmuster, da die unbehandelten Zellen ungefdhr zur Halfte eine ausschliefdich
zytoplasmatische Lokalisation zeigten. Dies konnte auch durch Versuche mit PC12-Zellen
bestétigt werden.

3.2.4.31in vivo Lokalisation der N-terminalen Doméane der IP3K-C aus Mensch und
Ratte mit GFP-Tag
Im Rahmen der Lokalisationsstudien mit der IP3K-C aus Mensch und Ratte wurde gezeigt,

dass die entsprechenden V ollangen-Fusionsproteine aktiv in den Zellkern importiert und aktiv
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aus dem Zellkern exportiert werden (Abschnitte 3.2.4.1&3.2.4.2). Fiur diese
Transportmechanismen ist es notwendig, dass die zu transportierenden Proteine
entsprechende Ziel steuerungssequenzen enthalten. Fir die IP3K-A konnte ein Sequenzmotiv
fur die Lokalisation an F-Aktin und dendritische Dorne in der N-terminalen Doméne
identifiziert werden [Schell et al., 2001]. Die N-terminalen Domanen der |P3K's unterscheiden
sich untereinander deutlich in ihrer Aminosauresequenz und in ihrer Funktion in Regulation
und Zielsteuerung. Die isolierten N-terminalen Doméanen der 1P3K von Mensch und Ratte
wurden mit einem EGFP-Tag fusioniert, um die Position der Zielsteuerungssequenzen fur
nukledren Import und Export einzugrenzen.

Die N-terminde Doméne (Aminosaure 1-379) der Ratten IP3K-C wurde am N-Terminus
bzw. C-Terminus mit EGFP fusioniert und ihre intrazellulare Lokalisation in NRK 52E-
Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die N-terminale Doméne ist unabhéngig
von der Position des Tags in ungeféhr der Halfte der transfizierten Zellen ausschliefdich im
Zytoplasma lokalisiert und in der anderen Halfte gleichmaldig zwischen Kern und Zytoplasma
vertellt. Dieses Verteilungsmuster entspricht den Beobachtungen bei der Untersuchung von
Volléangen Fusionsproteinen der Ratten 1P3K-C. Das EGFP-Fusionsprotein der isolierten
N-terminalen Doméne ist zu grol3, um passiv Uber den Kernporenkomplex zwischen Kern und
Zytoplasma zu wechseln. Die Beobachtung einer nukledren Lokalisation zeigt, dass die
N-terminale Doméane ein Sequenzmotiv fir die Zielsteuerung in den Zellkern beinhaltet.
Anschlieffend wurde die N-terminale Doméne mit N-termindlem EGFP-Tag in Zellen
exprimiert, die mit dem Export-Inhibitor Leptomycin B (LMB) behandelt wurden, um so die
mogliche Positionierung eines nukledren Exportsignals in der N-terminalen Doméne zu
untersuchen. Die transfizierten Zellen zeigten nach der Behandlung mit LMB eine
Gleichverteilung des Fusionsproteins zwischen Zellkern und Zytoplasma. Damit entspricht
das Vertellungsmuster der isolierten N-terminalen Doméane mit bzw. ohne LMB-Behandlung
dem entsprechenden Verteilungsmuster der Vollangen-Form der Ratten IP3K-C. Diesist ein
deutlicher Hinweis auf eine Positionierung der Zielsteuerungssequenzen fur nuklearen Import
und Export in dieser Doméne (siehe Abbildung 36). Diese Ergebnisse zur intrazelluléren
Lokalisation der Konstrukte wurden in PC12-Zellen bestétigt.

In weiteren Studien wurde die isolierte N-terminale Doméne (Aminosdure 1-386) der
humanen IP3K-C mit einem N-terminalen EGFP-Tag fusioniert. Dieses Konstrukt zeigte in
NRK 52E-Zellen ausschliefdich eine Gleichverteilung zwischen Zellkern und Zytoplasma.
Durch Behandlung mit LMB wurde keine Verdnderung der intrazelluldren Lokalisation

erreicht. Die transfizierten Zellen zeigten weiterhin eine Gleichverteilung des Fusionsproteins.
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Das Fusionsprotein besitzt ein zu grof3es Molekulargewicht, um passiv in den Zellkern zu
gelangen. Offensichtlich besitzt die isolierte N-terminale Doméane ein Sequenzmotiv fur die
Zielsteuerung in den Zellkern. Das bel der Vollange beobachtete LMB-sensitive Signal fir
den nuklegren Export scheint aber bel der humanen Form nicht in der N-terminalen Doméne
lokalisiert zu sein, da deren intrazellulére Lokalisation nicht vom Export-Inhibitor LMB

beeinflusst wird.
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Abbildung 36: Intrazellulére Lokalisation von EGFP-Fusionsproteinen der N-terminalen Doméane der Ratten
IP3K-C in NRK 52E-Zédllen

In NRK 52E-Zellen wurden durch liposomale Transfektion eukaryotische Expressionsvektoren eingebracht, die fur
Fusionsproteine aus EGFP und der N-terminalen Doméne kodieren. Das Lokalisationsverhalten der isolierten
Doméne &hnelte dem des Volldngenproteins. In unbehandelten NRK 52E-Zellen (,unbehandelt”) zeigte das
Fusionsprotein in ungeféhr der Hélfte der transfizierten Zellen eine ausschliefdlich zytoplasmatische Lokalisation und
in der anderen Hélfte eine Gleichverteilung Uber die gesamte Zelle. Nach der Behandlung mit dem Export-Inhibitor
Leptomycin B (,+LMB") wurde in alen transfizierten Zellen eine gleichméRige intrazellulére Verteilung des
Fusionsproteins beobachtet. In den Abbildungen sind die Fusionsproteine griin, die Zellkerne blau und die Gebiete
der Ko-Lokalisation hellblau dargestellt. In Abbildung 34 ist die experimentelle Durchfiihrung beschrieben.

87



Ergebnisse

3.24.4in vivo Lokalisation von Deletions- und Substitutionsmutanten der IP3K-C aus
Mensch und Ratte mit GFP-Tag

In vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass die IP3K-C aus Ratte und Mensch ein
nukleozytoplasmatisches Shuttling-Protein ist. Es erfolgt ein aktiver Import in den Zellkern
und ein aktiver Export aus dem Kern heraus, da aufgrund des Molekulargewichtes ein
passives Durchqueren des Kernporenkomplexes ausgeschlossen ist. Bei der Ratten Isoform
konnten die fur den nukledren Import und fur den Leptomycin B (LMB)-sensitiven Export
verantwortlichen Zielsteuerungssequenzen auf die N-termindle Doméne des Proteins
eingegrenzt werden. Hingegen ist offensichtlich in der N-terminalen Domane der humanen
Isoform nur eine Signalsequenz fur den aktiven Import, aber keine Sequenz flr einen aktiven
Export vorhanden.

In der N-terminalen Domane der Ratte entspricht eine einzige Kandidatensequenz
(Aminosdure 318-326) vollstdndig dem Konsensusmotiv - eines  Leucin-reichen
Kernexportsignals. Diese Sequenz wurde im Vollangen EGFP-Fusionsprotein deletiert, um
ihre Bedeutung fir den nukledren Export zu untersuchen. Die eine Deletionsmutante
exprimierenden NRK 52E-Zellen zeigten eine einheitliche Verteilung der Fluoreszenz tber
Zytoplasma und Zellkern. Es wurden im Gegensatz zum Wildtyp keine transfizierten Zellen
mit einer ausschliefdlich zytoplasmatischen Lokalisation beobachtet (siehe Abbildung 37A).
Das Verteilungsmuster der Deletionsmutante entsprach vielmehr dem von LM B-behandelten
Zellen. Offensichtlich fuhrt die Deletion des putativen NES zum Zusammenbruch des
nukledren Exportes der IP3K-C. Die Entfernung einer Teilsequenz aus einem Protein ist ein
drastischer Eingriff in dessen Struktur und kann zu Fehlfaltungen und zu Veranderungen in
der dreidimensionalen Struktur des Protein fuhren. Diese Veranderungen kénnen durch
sterische Hinderung die Erkennung von Zielsteuerungssequenzen erschweren, obwohl diese
Sequenzen nicht deletiert wurden. Die Substitution von essentiellen Aminosaureresten einer
putativen Signalsequenz durch Reste mit &hnlichem sterischen Anspruch und &hnlicher
Hydrophobizitét ist eine schonendere Methode. Eine entsprechende Substitutionsmutante mit
funktional inaktiviertem Kernexportsigna wurde auf ihre intrazelluldre Lokalisation
untersucht. Diese Mutante zeigte genauso wie die Deletionsmutante eine gleichmaiige
Verteilung des Fusionsproteins zwischen Zellkern und Zytoplasma in transfizierten
NRK 52E-Zellen  (siehe  Abbildung 37B). Offensichtlich ist die putative
Zielsteuerungssequenz in der N-terminalen Domane der Ratten 1P3K-C notwendig fur den
aktiven nukledren Export. Die Konstrukte zeigten in transfizierten PC12-Zellen ein

vergleichbares Verteilungsmuster.
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Bel der humanen Isoform wurde die entsprechende Aminosduresequenz 324-332 ebenfallsim
Vollangen Fusionsprotein deletiert. Es wurde keine Veranderung des Lokalisationsverhaltens
in NRK 52E-Zellen und PC12-Zellen beobachtet. Vergleichbar mit dem Wildtyp zeigte
ungeféhr die Hafte der transfizierten Zellen eine ausschliefdlich nukledre Lokalisation und die
andere Hélfte eine gleichméfdige Verteilung zwischen Zellkern und Zytoplasma. Dieses
Sequenzmotiv hat bei den humanen Isoform offensichtlich keine funktionale Bedeutung fur
dieintrazellulére Verteilung.

In einem weiteren Versuch wurde das putative Kernexportsignal mit einem N-terminalen
EGFP-Tag versehen, um seinen hinreichenden Charakter fir eine Zielsteuerung aus dem
Zellkern ins Zytoplasma zu untersuchen. Da die Aminosduresequenz des putativen
Kernexportsignals vollstandig zwischen Mensch und Ratte konserviert ist, wurde nur ein
Konstrukt  hergestellt und in NRK52E- und PCl12-Zellen exprimiert. Das
EGFP-Fusionsprotein ist gleichmaliig Uber die Zellen verteilt vergleichbar der intrazellul&ren
Lokalisation des EGFP-Tags dlein (siehe Abbildung 37C&D). Das untersuchte
Sequenzmotiv alein ist offensichtlich nicht hinreichend fir die Vermittlung eines nukledren

Exportes.
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Abbildung 37: Intrazelluldre Lokalisation von EGFP-Fusionsproteinen von verschiedenen Mutanten der Ratten
IP3K-Cin NRK 52E-Z€llen

Es wurde die intrazelluldre Lokalisation einer Deletions- und einer Substitutionsmutante der Vollangen IP3K-C aus Ratte
untersucht. In der Deletionsmutante (A) wurde das putative Kernexportsigna (NES) in der N-terminalen Doméne des
Vollangen-Proteins entfernt. Das mutierte EGFP-Fusionsprotein zeigte eine gleichméliige Verteilung tber Zellkern und
Zytoplasma. Eine dhnliche Verteilung wurde auch bei der Substitutionsmutante (B) beobachtet, in der das putative NES durch
den Austausch von zwei essentiellen hydrophoben Aminoséureresten inaktiviert wurde. Das Core-NES fusioniert mit EGFP
(C) zeigte genauso wie das isolierte EGFP (D) eine gleichméaliige Verteilung in der gesamten Zelle. In den Abbildungen sind
die Fusionsproteine griin, die Zellkerne blau und die Gebiete der Ko-Lokalisation hellblau dargestellt.
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4 Diskussion
4.1 Das multifunktionale Hefeprotein ArgRIIl und homologe

Proteinein Tieren und Pflanzen

4.1.1 Inositolphosphat Multikinasen aus Tieren und Pflanzen sind zum
Hefeprotein ArgRI1I homologe Proteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein zum Hefeprotein ArgRIIl homologes Protein aus Homo
sapiens identifiziert und eingehend charakterisiert. Die Funktion des ArgRIIl Proteins als
Transkriptionsregulator im Argininmetabolismus ist schon seit langerem bekannt und gut
untersucht. Durch stabiliserende Wechselwirkungen mit einem Komplex von
Transkriptionsfaktoren beeinflusst ArgRIIl die metabolische Antwort der Hefezelle auf die
Verflgbarkeit der Aminosaure Arginin as Stickstoffquelle im Nahrmedium [El Bakkoury et
a., 2000]. Zusétzliche Aktivitdten des ArgRIIl Proteins als Inositol phosphat Multikinase und
als notwendiger Faktor im nukledren mRNA-Export wurden erstmals von Snyder und
Mitarbeitern beschrieben [Saiardi et a., 1999; Saiardi et a., 2000]. York und Mitarbeiter
sehen in dieser enzymatischen Aktivitdt eine notwendige Voraussetzung fur die Rolle des
ArgRIII Proteins in der Transkriptionsregulation [Odom et al., 2000]. Dieser Zusammenhang
wird jedoch von Messenguy und Mitarbeitern verneint [Dubois et al., 2000]. Vor kurzem
ruckte nun die Transkriptionskontrolle durch Inositolphosphat-induziertes Chromatin-
Remodeling in den Mittelpunkt der Forschung [Rando et al., 2003].

In der vorliegenden Arbeit und in den Publikationen von anderen Arbeitsgruppen wird
beschrieben, wie in letzter Zeit ArgRIlI-homologe Proteine in einzelligen und vielzelligen
Organismen identifiziert wurden. Die a's Inositolphosphat Multikinase (IPMK) bezeichneten
Proteine wurden im Einzeller Schistosoma japonicum und in verschiedenen Mehrzellern wie
dem Bandwurm Echinococcus granulosus, dem Huhn und den Sdugetieren Mensch und Ratte
beschrieben (siehe Abbildung 38). Die entsprechenden Vollangen-cDNAs wurden aus Ratte
[Saiardi et al., 2001] und Mensch (siehe Ergebnisse 3.1.1) kloniert. Auch eine pflanzliche
IPMK aus Arabidopsis thaliana wurde mittlerweile identifiziert [ Xia et a., 2003]. Auf Ebene
der Aminosduresequenz sind insbesondere die Inositolphosphat-Bindungsstelle, das
katalytisch wichtige SSLL-Motiv und die ATP-Bindungsstelle zwischen den verschiedenen
Arten stark konserviert. Teilweise widerspriichliche Ver6ffentlichungen beschreiben deutliche
Unterschiede zwischen den Arten bel der Gewebe-spezifischen mRNA-Expression und bel

der enzymatischen Aktivitdt von rekombinant exprimiertem Protein. Eine nukledre
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Lokalisation wurde sowohl fur das ArgRIIl Protein in Hefe, as auch fur die IPMKs in
Mensch und Arabidopsis thaliana gezeigt. Mdglicherweise spielen auch die ArgRIII-

homologen Proteine in Saugetieren, die in dieser Arbeit vorrangig untersucht wurden, eine
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Abbildung 38: Vergleich der Aminosaur esequenzen von ver schiedenen I nositolphosphat Multikinasen aus Tieren

Zum multifunktionalen Hefeprotein ArgRIll homologe Proteine wurden in Pflanzen und Tieren identifiziert und als
Inositol phosphat Multikinasen (IPMKs) bezeichnet. Die grindlich untersuchten IPMK's aus Saugetieren besitzen ghnliche
enzymatische Aktivitdten wie das Hefeprotein. AuRerdem konnte beim Menschen eine vorherrschend nukleére
Lokalisation gezeigt werden, die in der Hefe bereits gezeigte Aufgaben in Transkriptionsregulation und mRNA-Export
auch bei Saugetieren vermuten l&sst. Fir den Einzeller Schistosoma japonicum (§) und fir die Sdugetiere Mensch (Homo
sapiens, Hs) und Ratte (Rattus norvegicus, Rn) sind die vollsténdigen Sequenzen dargestellt. Das Homolog in
Schistosoma japonicum wird als Mf1 Protein bezeichnet (GenBank accession no. AAK52432). Die Sequenzen der IPMKs
aus dem Huhn (Gallus gallus, Gg) und dem Bandwurm Echinococcus granulosus (Eg) sind nicht vollsténdig bekannt.
Vom N-Terminus zum C-Terminus sind die in ihrer Sequenz hochgradig konservierten und funktional wichtigen
Proteinabschnitte Inositol phosphat-Bindungsstelle, SSLL-Motiv und ATP-Bindungsstelle durch Kasten hervorgehoben.
Die Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Kode dargestellt. In mindestens drei Arten konservierte Reste werden als
wel Re Buchstaben auf schwarzem Hintergrund und éhnliche Reste al's weif3e Buchstaben auf grauem Hintergrund gezeigt.
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Rolle bei der Transkriptionsregulation durch Inositolphosphat-induziertes Chromatin-
Remodeling [Rando et al., 2003].

4.1.1.1 Expressionsmuster der Inositolphosphat Multikinase in verschiedenen Geweben
von Ratte und Mensch

Die Expressionsstarke der Inositolphosphat Multikinase (IPMK) von Ratte und der im
Rahmen dieser Arbeit erstmalig identifizierten IPMK von Mensch wurde in verschiedenen
Geweben auf Ebene der mRNA von [Saiardi et al., 2001] und [Chang et a., 2002] untersucht.
Bel diesen Northern Blot Studien zeigte sich eine insgesamt &hnliche, aber in einigen
Geweben bemerkenswert unterschiedliche Vertellung in Ratte und Mensch. Die mRNA
konnte in allen untersuchten Geweben nachgewiesen werden, und zwar vorherrschend bel
beiden Arten mit einer dhnlichen Expressionsstéarke. Abweichend davon wurde die starkste
Expression beim Menschen in der Leber, aber bei der Ratte in Niere und Hirn gefunden (siehe
Abbildung 39).

Die Unterschiede bel der beobachteten Expressionsstérke im Gehirn kénnen dadurch erklart
werden, dass beim Menschen eine Gesamthirn-Probe und nicht einzelne Hirnbereiche wie bei
der Ratte untersucht wurde. Bel der Ratte zeigen Cerebellum und Cortex eine deutlich
stérkere Expression als der Hippocampus. Es kann vermutet werden, dass weitere die IPMK
schwécher exprimierende Bereiche die durchschnittliche Expressionsstarke des Gesamthirns

auch bei der Ratte auf ein dhnlich niedriges Niveau wie beim Menschen absenken. Eine
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Abbildung 39: Vergleich der Expressionsmuster der
I nositolphosphat Multikinasen aus Mensch und Ratte
Die Expressionsstarke der Inositolphosphat Multikinase
(IPMK) auf Ebene der mRNA wurde flr verschiedene
Gewebe aus Mensch und Ratte durch Northern Blot
Untersuchungen bestimmt [Saiardi et al., 2001; Chang et
a., 2002]. Eine besonders starke Expression (+++) wird
beim Menschen in der Leber, bei der Ratte jedoch in der
Niere und in bestimmten Hirnbereichen beobachtet. Die
Ubrigen Geweben zeigen bei beiden Sdugetieren eine
dhnliche Expression der IPMK auf mittlerem (++) oder
niedrigem (+) Niveau. Es wurden nicht alle Gewebe von
beiden Arten untersucht (?). Die Expressionsmuster der
beiden Saugetiere sind zwar eindeutig dhnlich, weisen aber
in einigen Geweben bemerkenswerte Unterschiede auf.
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Erkl&rung fur die sehr starke Expression der IPMK in Niere und Leber in jewells nur einer Art
fallt schwerer. Es sollte jedoch berticksichtigt werden, dass die fir eine mRNA-Préparation
sehr wichtige schnelle Gewinnung und Aufarbeitung der Gewebeprobe beim Menschen nur
bedingt moglich ist. Deshadb muss stets mit der Moglichkeit von experimentellen
Verzdgerungen und einer damit verbundenen (teilweisen) Degradation der mRNA gerechnet
werden. Da auch nicht immer die vollstandige Aufarbeitung des gesamten Organs
sichergestellt werden kann, sollten Expressionsstudien mit humanen Geweben nicht
vorbehaltlos mit Studien am viel leichter zuganglichen Tiermodell verglichen werden.

Es werden zwar insgesamt dhnliche Expressionsmuster der IPMK in Ratte und Mensch
beobachtet, jedoch zeigen einige Gewebe fir den Vergleich von Saugetieren bemerkenswerte
Unterschiede. Entscheidender jedoch als die Stdrke der mRNA-Expression ist fur die
physiologische Rolle der IPMK die Menge und Aktivitét des im jewelligen Gewebe
gebildeten Proteins. Die vorhandene Menge an Protein wird nicht allein durch die Anzahl
entsprechender mRNA-Molekile, sondern auch durch die Stérke der Proteintranslation und —
degradation bestimmt. Schliefdich kann die Aktivitdt des vorhandenen Proteins durch
posttranslationale Modifikationen und durch Interaktionen mit Protein- und Nicht-Protein-
Faktoren stark beeinflusst werden.

4.1.1.2 Enzymatische Aktivitaten der Inositolphosphat Multikinase aus Ratte und
Mensch

Nach der Aufdeckung von zusétzlichen Funktionen des Transkriptionsregulators ArgRIII
wurden dessen enzymatische Aktivitdten von verschiedenen Arbeitsgruppen grindlich
untersucht [Saiardi et al., 1999; Odom et al., 2000; Zhang et al., 2001]. Das ArgRIII Protein
ist eine Inositolphosphat Multikinase (IPMK) (siehe Abbildung 40A), die den sekundéren
Botenstoff Ins(1,4,5P; zum 1ns(1,3,4,5,6)Ps phosphoryliert, wobei bevorzugt das
Zwischenprodukt 1ns(1,4,5,6)P,4 gebildet wird.

Die enzymatischen Eigenschaften der IPMK aus Ratte (RnIPMK) wurden von Snyder und
Mitarbeitern eingehend charakterisiert [Saiardi et al., 2000] und sind denen des Hefeproteins
in den beobachteten Hauptaktivitéten sehr dhnlich (siehe Abbildung 40B). Auch die RnIPMK
phosphoryliert Ins(1,4,5P; an der 3- oder 6-Hydroxylgruppe und in einer folgenden
InsP4-Phosphorylierung an der verbleibenden 3- oder 6-Hydoxylgruppe zum Ins(1,3,4,5,6)Ps.
Das bevorzugt gebildete Zwischenprodukt ist jedoch das Ins(1,3,4,5)P4- und nicht wie bei der
Hefe das Ins(1,4,5,6)Ps-1somer. Der Grund fir diese stark abweichenden Konzentrationen des

InsPs-Zwischenproduktes ist nicht notwendigerweise, dass der Stoffwechselweg Uber
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Ins(1,3,4,5)P, anders als bei der Hefe der eindeutig bevorzugte ist. Eine mdgliche Ursache
konnte genauso gut ein niedrigerer Ky und/oder ein héherer v flr die Umsetzung des in
geringeren Mengen detektierten Zwischenproduktes 1ns(1,3,4,5)P, zum InsPs im Vergleich
zur Umsetzung des Ins(1,4,5,6)P, zum InsPs sein. Eine weitere Phosphorylierung des von der
RnIPMK gebildeten Ins(1,3,4,5,6)Ps an der 2-Hydroxylgruppe zum InsPs wie in der Hefe
beobachtet erfolgt in Sauger-Zellen wahrscheinlich nicht. Die fir diese Umsetzung
notwendige 1P5 2-Kinase besitzt bei Saugetieren eine bemerkenswert niedrige spezifische
Aktivitdt und ihre Expression ist in einigen Geweben offensichtlich schwach, obwohl in
jedem dieser Gewebe InsPs vorhanden ist [Verbsky et al., 2002].

Die IPMK aus Mensch (HsIPMK) wurde erstmalig im Rahmen dieser Arbeit identifiziert und
kloniert und unabhangig von zwei Arbeitsgruppen mit deutlich unterschiedlichen Ergebnissen
enzymatisch charakterisiert. Prof. Mayr und Mitarbeiter [Nalaskowski et al., 2002] konnten
zeigen, dass die HsIPMK sehr dhnlich wie das homologe Protein aus Ratte eine effektive
Ins(1,4,5)P; 3-Kinase mit niedrigem Ky, und hoher spezifischer Aktivitét ist und auf3erdem
Ins(1,4,5,6)P; 3-Kinase-, Ins(1,4,5)P; 6-Kinase- und 1ns(1,3,4,5)P; 6-Kinase-Aktivitét
aufweist (siehe Abbildung 40C). Von all diesen Aktivitéten ist die der Ins(1,3,4,5)P, 6-Kinase
hochstwahrscheinlich die am wenigsten effektive, da sich nur dieses Zwischenprodukt bei der
Umsetzung von 1ns(1,4,5)P; zum Ins(1,3,4,5,6)Ps stark anreichert. Eine weitere durch die
HsIPMK katalysierte Umsetzung ist die Phyrophosphorylierung von 1ns(1,3,4,5,6)Ps zu
mehreren PP-InsP;-Isomeren. Die physiologische Bedeutung dieser Nebenaktivitét bleibt
unklar, da sie nur unter bestimmten Asssaybedingungen beobachtet werden kann. Von
Magjerus und Mitarbeitern [Chang et al., 2002] wurden deutlich abweichende enzymatische
Eigenschaften der HSIPMK beschrieben. Es wurde eine Hauptaktivitdt als 1ns(1,3,4,6)P,
5-Kinase und u.a. eine Nebenaktivitét als Ins(1,4,5)P; 3-Kinase beobachtet. AulRerdem wurde
anders als bei den homologen Proteinen von Hefe und Ratte und im Widerspruch zu den
Beobachtungen von Prof. Mayr und Mitarbeitern kein InsPs- und kein PP-InsP, gebildet. Es
konnte aul3erdem keinerlei 6-Kinase Aktivitdt der HSIPMK gezeigt werden. Majerus sieht die
von ihm as ,,humane Ins(1,3,4,6)P; 5-Kinase" bezeichnete HsSIPMK als Schltisselenzym fur
die Biosynthese von InsPs bel Siugetieren (siehe Abbildung 40D). Eine mogliche Erklarung
fur diese unterschiedlichen Beobachtungen sind die von der jeweiligen Arbeitsgruppe
angewandten Reinigungs- und Assaysysteme. Die Gruppe um Prof. Mayr arbeitete bei der
Reinigung mit einem HSIPMK Fusionsprotein mit N-terminalem Strep-Tag [Skerra &
Schmidt, 2000] und benutzte beim Assay ein TEA (Triethanolamin)-Puffersystem mit einer
ATP-Konzentration von 0,5 mM, wohingegen Majerus einen N-terminalen His-Tag [Porath et
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a., 1975] und ein System mit HEPES (Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure)-Puffer und
5mM ATP ensetzte. Auffallend ist die ca. 50-fach hohere spezifische Aktivitat des Strep-
Tag-Fusionsproteins, die mdglicherweise durch grofdtenteils fehlgefaltetes und deshab
inaktives His-Tag-Protein erklart wird.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die enzymatischen Eigenschaften des
Hefeproteins ArgRIIIl und der vor kurzem identifizierten IPMKs aus den Saugetieren Mensch
und Ratte dhnlich, aber nicht identisch sind. Die stark abweichenden Beobachtungen einer
Arbeitsgruppe [Chang et al., 2002] bleiben ungeklart. Alle drei rekombinanten
Fusionsproteine zeigen Inositolphosphat Multikinase Aktivitét, die hauptsachlich die
Umsetzung von Ins(1,4,5)P; zu Ins(1,3,4,5,6)Ps katalysiert. Bei den Effizienzen der einzelnen
Haupt- und Nebenaktivitéten gibt es geringflgige Unterschiede zwischen den Arten.

A S.cerevisiae

ArgRIIT ArgRIIT
Ins(1,4,5)P, 22y 115(1,4,5.6)P, 22 g 115(1,3,4,5.6)P. ——p InsP,

B R.norvegicus

IPMK/IP6K
Ins(1,4,5)P, —— o [ns(1,3,4,5)P, —— g Ins(1,3,4,5,6)P, " PP-InsP,

C H.sapiens
IPMK/IP6K

Ins(1,4,5)P, —> Ins(1,3,4,5)P, —Vlns(l 3,4,5,6)P, =——— PP-InsP,

D A sapiens

IP3K
Ins(1,4,5)P, —— Ins(1,3,4,5)P,
5-Ptase

Ins(1,3,4)P; —— Ins(1,3,4,6)P, ———Ins(1,3,4,5,6)P, ——— InsP,
IP; 5/6-K IPMK 1P 2-K

Abbildung 40: Vergleich der enzymatischen Eigenschaften des Hefeproteins ArgRIll und der Inositolphosphat
Multikinasen aus Ratte und Mensch

Das multifunktionale Hefeprotein ArgRIIl und die untersuchten homologen Proteine aus Saugetieren besitzen ghnliche,
jedoch nicht identische Inositolphosphat Multikinase (IPMK) Aktivitéten. Ihre Rollen im zelluldren Inositol phosphat
Metabolismus unterscheiden sich offensichtlich deutlich. (A) Das im Zellkern lokalisierte Hefeprotein ArgRIII ist
Bestandteil eines fur den korrekten mRNA-Export notwendigen nukledren Stoffwechselweges. Es phosphoryliert
Ins(1,4,5)P; zundchst an der 6-Hydroxylgruppe zum Ins(1,4,5,6)P, und dieses dann an der 3-Hydroxylgruppe zum
Ins(1,3,4,5,6)Ps. Durch eine weitere, ebenfalls nukledre Inositolphosphat Kinase wird dieses InsPs-1somer zum InsPg
umgesetzt. (B) Die IPMK aus Ratte phosphoryliert wie das Hefeprotein Ins(1,4,5)P; zum 1ns(1,3,4,5,6)Ps, jedoch ist das
hauptséchlich gebildete Zwischenprodukt nicht das Ins(1,4,5,6)P,-, sondern das 1ns(1,3,4,5)P,-Isomer. Offensichtlich ist
das gebildete InsPs jedoch bei Sdugetieren kein Zwischenprodukt in einem bestimmenden Syntheseweg zum InsPs.
Wahrscheinlich wird das InsPs; stattdessen von der IPMK und weiteren Inositolphosphat  Kinasen zu
Pyrophophatgruppen-tragenden PP-1nsP,-Isomeren umgesetzt. (C) Den Beobachtungen bei der Ratte sehr dhnliche
enzymatische Aktivitéten wurden bei der humanen IPMK von Mayr und Mitarbeitern bestimmt. Aufgrund dieser Studien
kann bel den Saugetieren Mensch und Ratte eine sehr dhnliche zelluldre Funktion der IPMK vermutet werden. (D) Eine
deutlich abweichende Enzymatik der humanen IPMK wurde von Majerus und Mitarbeitern beschrieben, die
hauptséchlich eine Ins(1,3,4,6)P, 5-Kinase Aktivitét beobachten und einen IPMK-abhéngigen Hauptsyntheseweg zum
InsPs in Saugetieren vermuten. Dieser Weg hat as Ausgangssubstrat 1ns(1,4,5)P;, verlauft aber Uber mehr
Zwischenschritte als bei der Hefe und beinhaltet auch einen Dephosphorylierungs-Schritt.
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4.1.2Die nukledre Zielsteuerung der humanen Inositolphosphat

Multikinase

Die Lokalisation des ArgRIIl Proteins im Kern der Hefezelle [El Bakkoury et al., 2000]
entspricht seinen Aufgaben in der Transkriptionsregulation und im mMRNA-Export.
Erkenntnisse Uber eine &hnliche Zielsteuerung der homologen Proteine aus Saugetieren
wurden moglicherweise Aufschluss Uber vergleichbare Funktionen zusétzlich zu deren
Inositolphosphat Multikinase (IPMK) Aktivitdt geben. Vor kurzem wurde auf’erdem die
nukledre Lokalisation der IPMK aus Arabidopsis thaliana gezeigt [ Xiaet a., 2003].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die intrazellulére Lokalisation von EGFP-Fusionsproteinen
der humanen Inositolphosphat Multikinase (HsIPMK) in eukaryotischen Zellen untersucht.
Bel diesem Verfahren kann mittels Fluoreszenzmikroskopie die Verteilung des
Fusionsproteins unmittelbar in lebenden oder fixierten Zellen bestimmt werden. Aul3erdem ist
die Untersuchung von durch Mutation veranderten Fusionsproteinen mit dem gleichen
Verfahren moglich. Bei der Bewertung der Ergebnisse mul3 jedoch beriicksichtigt werden,
dass ein Uberexprimiertes Fusionsprotein und kein endogenes Protein vorliegt. Durch die
Fusion mit einem Grun Fluoreszierenden Protein kann die réumliche Struktur und damit die
Zielsteuerung des Proteins verandert werden [lllies, 2002]. Durch die Verwendung von
weiteren Fusionsproteinen mit unterschiedlichen Tags sowohl am N-Terminus als auch am
C-Terminus kann dieser Effekt untersucht werden. Die intrazelluldre Lokalisation der
HsIPMK ist unabhangig von dem fur die Fusion benutzten Terminus (siehe Ergebnisse 3.1.4),
wodurch ein Einfluss des Tags auf die Zielsteuerung unwahrscheinlich wird. Eine
Veranderung der Zielsteuerung gegentiber dem nativen Zustand kann aul3erdem durch die
Uberexpression des Fusionsproteins erfolgen. Die unphysiologisch erhdhte Konzentration
eines Proteins kann zu einer Ubersattigung von nur begrenzt vorhandenen Bindungspartnern
oder zur Uberlastung von beteiligten Transportsystemen filhren. Eine Bestimmung der
Lokalisation des endogenen Proteins durch Antikorper wirde eine Beurteilung von diesem
Effekt erlauben. Entsprechende Antikorper gegen die IPMK werden in einer Kooperation mit
Prof. Dr. Friedrich Nolte und PD Dr. Friedrich Haag (Institut fur Immunologie, UKE)
hergestellt und charakterisiert, standen aber im Rahmen dieser Arbeit noch nicht zur
Verfligung.

Die untersuchten EGFP-Fusionsproteine der HsIPMK mit einem Molekulargewicht von
75 kDa Uberschreiten eindeutig die Ausschlussgrenze von ca. 40 kDa fur eine passive
Trandokation Uber den Kernporenkomplex [Cole & Hammell, 1998]. Die vorherrschend

nukledre Lokalisation des Fusionsproteins (siehe Ergebnisse 3.1.4) kann deshalb nur durch
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einen aktiven, Kern-Lokalisations-Signal (NLS)-vermittelten Transport durch die Kernhille
erklart werden. Wie in dieser Arbeit gezeigt (Abschnitt 3.1.5), ist ein durch die Anh&ufung
von basischen Aminosduren charakterisiertes NLS im C-Terminus des Proteins positiv an
dessen nukledrer Lokalisation beteiligt (siehe Abbildung 41A). Durch Lokalisationsstudien
mit Fragmenten der HSIPMK wurde weitergehend gezeigt, dass das isolierte NLS eine
hinreichende Minimalsequenz fir die Zielsteuerung von Proteinen in den Zellkern ist.
Aul¥erdem verandert die Deletion oder funktionale Elimination des NLS die vorherrschend
nukledre Lokalisation des Fusionsproteins zu einer Gleichverteilung zwischen Zellkern und
Zytoplasma (siehe Abbildung 41B).

Diese verblelbende NLS-Restaktivitdt des Fusionsproteins ohne funktionalem NLS kann
aufgrund eines Molekulargewichts oberhalb der  Ausschlussgrenze fir  den
Kernporenkomplexes nicht durch passive Diffusion Uber die Kernhtlle erklart werden [Cole
& Hammell, 1998]. Durch die Aufklarung der réaumlichen Struktur wurde gezeigt, dass EGFP
kein NLS besitzt [Ormo et al., 1996; Yang et a., 1996]. Ein aktiver Transport des
Fusionsproteins in den Zellkern durch ein ,kryptisches NLS* im Grin Fluoreszierenden
Protein wird von Wei und Mitarbeitern ausgeschlossen [Wei et al., 2003]. Offensichtlich
durchquert EGFP den Kernporenkomplex ausschliefdich durch passive Diffusion und es gibt
keine aktive Komponente der Bewegung. Die nukledre Zielsteuerung von Proteinen durch
zwei oder mehr NLSs mit gleicher [Imagawa et al., 2000] oder unterschiedlicher Stérke [Dang
& Lee, 1988] ist gut untersucht. Bei der Durchmusterung der Aminosiuresequenz der
HsIPMK nach einem weiteren NLS wurde eine Kandidatensequenz (Aminosaure 107-112)
mit einem hohen Anteill an basischen Resten identifiziert (siehe Ergebnisse 3.1.3). Die
funktionale Inaktivierung dieses putativen NLS fuhrte jedoch zu keiner Veranderung der
intrazelluldren Lokalisation im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Offensichtlich ist dieser
Sequenzbereich nicht notwendig fir die nukledare Lokalisation des Fusionsproteins.
Moglichweise ist die NLS-Aktivitét der Kandidatensequenz aber auch nur so schwach, dass
ihr Fehlen durch die starke Aktivitdt des C-terminalen NLS maskiert wird. Zur Kl&rung dieser
Vermutung wurde das bereits identifizierte NLS im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zusétzlich zur Kandidatensequenz durch eine weitere Mutation inaktiviert. Die Mutante zeigte
keine weitergehende Veranderung der intrazelluléaren Lokalisation, so dass eine funktionale
NLS-Aktivitét der untersuchten Sequenz ausgeschlossen werden kann.

Da in der HSIPMK keine weiteren Kandidatensequenzen fir eine Zielsteuerung in den
Zellkern identifiziert werden konnten, bleibt als mdgliche Erkléarung die Translokation
zusammen mit einem Interaktionspartner durch einen Ko-Transport-Mechanismus [Melen &
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Julkunen, 1997]. Bekanntlich interagiert das Hefeprotein ArgRIIl direkt mit zwel
Transkriptionsfaktoren, die zur Erflllung ihrer regulatorischen Funktion ebenfalls in den
Zellkern verbracht werden miissen [El Bakkoury et al., 2000]. Das humane Homolog kénnte
an ahnliche Interaktionspartner im Zytoplasma binden und dann in einem heteromeren
Komplex aktiv in den Zellkern transportiert werden. Beachtenswerterweise kann die IPMK
aus Arabidopsis thaliana be enem ArgRIll-defizienten Hefestamm ein normales
Zellwachstum wiederherstellen, so dass es offensichtlich auch in Pflanzen an der
Transkriptionsregulation beteiligte Interaktionspartner der IPMK &hnlich wie beim ArgRIII
Protein der Hefe gibt [Xiaet a., 2003].

NLS
HsIPMK | |
R*?OHRKIYTKKHH?3°

Konstrukt Lokalisation
HsIPMK/EGFP [ 0| | N
EYFP/HsIPMK < I ] N
EYFP/HsIPMK (263-370) < ] N
EYFP/HsIPMK(308-341) < m N
EYFP/HsIPMK(320-330) < ——f N
EYFP/HSIPMK(A308-341) < > }— 1] N/C
EYFP/HsIPMK(A320-330) < H ] N/C
EYFP/HSIPMK(R322K>QQ) < A ] N/C
EYFP/HSIPMK(K327K>QQ) <___ A | N/C
EYFP < > N/C

Abbildung 41: Nukledre Zielsteuerung der humanen Inositolphosphat Multikinase durch en funktionales
Kernlokalisationssignal

Die intrazelluldre Lokalisation von in Saugetier-Zellen transient exprimierten EGFP-Fusionsproteinen der humanen
Inositolphosphat Multikinase (HsIPMK) wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. (A) Ein durch die Anh&ufung von
basischen Aminosduren gekennzeichnetes Kernlokalisationssignal (NLS) im C-Terminus der HSIPMK ist positiv an der
vorherrschend nukledren Lokalisation des Proteins beteiligt. (B) Die EGFP-Fusionsproteine der HsIPMK zeigen in Saugetier-
Zellen unabhéngig von der Position des Tags eine vorherrschend nukledre Lokalisation (,N“). Das isolierte NLS ist eine
hinreichende Minimalseguenz fir eine Zielsteuerung von Proteinen in den Zellkern, da NLS-tragende Proteinfragmente ebenfalls
eine vorherrschend nukledre Lokalisation zeigen. Die Deletion oder funktionale Inaktivierung des NLS fuhrt zu einer
gleichmaigen Verteilung des Fusionsproteins zwischen Zellkern und Zytoplasma (,N/C"), wobei die verbleibende Restaktivitét
wahrscheinlich durch einen Ko-Transport-Mechanismus verursacht wird. Als Kontrolle wurde die intrazellulére Lokalisation des
isolierten EGFP-Tags untersucht, um die Moglichkeit einer endogenen Ziel steuerungsaktiviét auszuschliefzen.
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Es ist eine vernunftige Annahme, dass Inositolphosphat Kinasen im Kern von Saugerzellen
zusammen mit anderen Enzymen (z.B. nukledre Phospholipase C [Cocco et a., 2001]) einen
nukleéren Inositolphosphat Signalwelterleitungs- und Phosphorylierungsweg bilden, der zu
hochphosphorylierten Inositolphosphaten fihrt. In der Hefe ist ein Phospholipase C-
abhangiger und zum InsPs fuhrender Inositol phosphat Kinase Stoffwechselweg notwendig fir
effizienten MRNA Export und normales Zellwachstum [York et a., 1999]. Aufgrund der
nukleéren Lokalisation der HSIPMK kann man nun sicher davon ausgehen, dass die Kerne
von Saugerzellen den kompletten Satz von enzymatischen Aktivitdten fir die Biosynthese von
Ins(1,3,4,5,6)Ps aus nukledrem Ins(1,4,5)P; besitzen. Fur die nukledre IP6K Isoform 2 ist
INsPs ist ein besseres Substrat als Ins(1,3,4,5,6)Ps [Saiardi et a., 2000a]. M 6glicherweise wird
auch bel Saugern InsPs im Zellkern synthetisiert und dann dort durch die 1P6K-2 zur
pyrophosporylierten Inositol phosphaten weiter umgesetzt. Die Synthese von InsPs durch eine
Ins(1,3,4,5,6)Ps-2-Kinase in Hefe [York et al., 1999] und Candida albicans [Ives et al., 2000]
ist gut untersucht. Das Hefeprotein ist im Zellkern und in einem punktformigen Muster in der
nukledren Peripherie lokalisiert, das typisch fur den Kernporenkomplex bei der Hefe ist [Y ork
et a., 1999]. Die intrazelluldre Lokalisation eines vor kurzem identifizierten Homologs aus
dem Menschen [Verbsky et a., 2002] ist Gegenstand der laufenden Forschung. Erste
Ergebnisse sprechen zwar fir eine nukledre Zielsteuerung der humanen Ins(1,3,4,5,6)Ps-
2-Kinase, liefern aber keine Anhatspunkte fir ene Kolokalisation mit dem
Kernporenkomplex (Maria Brehm aus der AG Mayr, personliche Mitteilung). M 6glicherweise
ist die nukledre Bildung von InsPs bel Sdugetieren mit einer komplexen Regulation der

Transkription durch eine Remodellierung des Chromatins verbunden [Rando et al., 2003].
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4.2  Funktional divergente  Isoformen  der | nositol

(1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasein Tieren

4.2.1 Isoformen der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase in Vertebraten

und Invertebraten

Die neuartige Isoform C der Inositol 1,4,5-trisphosphat 3-Kinasen (IP3Ks) aus Mensch und
Ratte wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. 1P3Ks katalysieren die Phosphorylierung
von Ins(1,4,5)P; an der 3-Hydroxylgruppe zu 1ns(1,3,4,5)P,. Beide Isomere sind potentielle
Modulatoren der Calcium-Homoostase [Irvine, 1991], wobel offensichtlich 1ns(1,3,4,5)P,
durch Bindung an ein Protein der GAPl (GTPase-aktivierendes-Protein 1)-Familie die
Ca’*-Freisetzung durch Ins(1,4,5)P; beeinflusst [Cullen et al., 1995]. Drei SpleiR-Varianten
von enem einzigen IP3K-Gen wurden im Invertebraten Caenorhabditis elegans
charakterisiert [Clandinin et a., 1998]. Hingegen sind zwel von verschiedenen Genen
kodierte Isoformen (genannt IP3K-A und -B) u.a. in den Vertebraten Mensch und Ratte seit
langerem bekannt und grindlich untersucht [VanWeyenberg et a., 1995 und enthaltene
Zitate]. In der Literatur wurde frihzeitig Gber weitere Mitglieder der |P3K-Familie spekuliert

[Communi et al., 1994]. Vor kurzem ist es gelungen, gesicherte Vollangen cDNAS einer

N-terminale Doméine CaM  katalytische Doméne

RnIP3K-A 33 39 65
RnIP3K-B 30 57 65
HsIP3K-A 37 39 65
HsIP3K-B 26 59 65
HsIP3K-C 54 97 93

Abbildung 42: Sequenzvergleich auf Aminosiureebene der bekannten 1P3K | sofor men aus Saugetieren

Die bekannten drei Isoformen (genannt A, B, C) der IP3K lassen sich Ubereinstimmend in drei Doménen
unterteilen [Bertsch et a., 1999]. Vom N- zum C-Terminus folgen auf die in ihrer Funktion noch uncharakterisierte
N-terminale Doméne die Camodulin-Bindungsdoméne mit regulatorischer Funktion und die fir die
Phosphorylierung des Ins(1,4,5)P; verantwortliche katalytische Doméne. Insbesondere die katalytische Doméane
zeigt eine deutliche Ahnlichkeit auf Aminosiureebene zwischen den verschiedenen Isoformen von Ratte und
Mensch. Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung einer funktionalen Konservierung dieses
Proteinabschnittes zwischen den Isoformen und Spezies. Die Calmodulin-Bindungsdoméne ist deutlich schwécher
konserviert. Diese Domane Ubt zwar in alen Isoformen die gleiche Funktion aus, die Regulation der
Enzymaktivitat durch Ca®*-Calmodulin weist aber Isoform-abhéngig auch deutliche Unterschiede auf. Dieser
unterschiedlich starke Einfluss auf die Aktivitét kdnnte in den beobachteten Sequenzunterschieden begriindet sein.
Die N-terminalen Doméanen weisen die geringste Ahnlichkeit auf und auch ihre Funktionen in der Regulation und
Zielsteuerung sind offensichtlich divergent.
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dritten Isoform (genannt IP3K-C) in Mensch und Ratte zu identifizieren (siehe
Einleitung 1.2.1). Diese cDNAs wurden fur die weiteren Studien im Rahmen dieser Arbeit
verwendet. Die katalytische und die Ca?*-Calmodulin-Bindungsdomane sind zwischen den
drel Isoformen der IP3K-Familie bei Mensch und Ratte in ihrer Lange und Aminosdure-
Sequenz hochgradig konserviert. Die N-terminale Doméne zeigt hingegen in Lange,
Aminosiure-Sequenz und -Komposition nur geringe Ahnlichkeiten zwischen den Mitgliedern
der IP3K-Familie (siehe Abbildung 42) und auch ihre Funktionen in Regulation und

Zielsteuerung sind zwischen den Isoformen offensichtlich divergent.

4.2.1.1 Expressionsmuster von I soformen der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasein
ver schiedenen Geweben von Ratte und Mensch

Das Expressionsmuster der seit |angerem bekannten Isoformen A und B, sowie der neuartigen
Isoform C der IP3K wurde in der Ratte auf Ebene der mRNA in verschiedenen Geweben von
Prof. Erneux, Prof. Mayr und Prof. Schmale untersucht [VanWeyenberg et al., 1995; Dewaste
et a., 2000; Naaskowski et al., 2003]. Bei den Northern Blot Studien zeigen die
verschiedenen Isoformen ein teillweise Uberlappendes Expressionsmuster, aber auch bel
mehreren Geweben eindeutige Unterschiede. Wéhrend die Isoform A eine spezifische
Expression nur im Gehirn und Hoden zeigt, wurden die beiden anderen Isoformen auch in
mehreren anderen Geweben der Ratte nachgewiesen. Zusétzlich zu Gehirn und Hoden wird
die Isoform B auch in Thymus, Herz und Lunge; die Isoform C auch in Leber, Niere, Herz
und Lunge exprimiert (siehe Abbildung 43). Dain einigen der untersuchten Gewebe mehr as
eine Isoform vorhanden ist, kann eine Isoform-spezifische Spezialisierung vermutet werden.
Eine Moglichkeit dazu ist die Lokalisation in unterschiedlichen Zelltypen des jewelligen
Gewebes oder die differierende intrazelluldre Vertellung der einzelnen Isoformen. Die
Unterschiede konnten auch in den enzymatischen Aktivitéten und in deren Regulation z.B.
durch Ca®*-Calmodulin oder verschiedene Inositolphosphat-Isomere liegen. Deutliche
Unterschiede gibt es nicht nur (wie oben beschrieben) im Expressonsmuster der
verschiedenen Isoformen, sondern auch zwischen der IP3K-C von Ratte und Mensch (siehe
Abbildung 43). Die humane Isoform wird im Gegensatz zur Ratte nicht in Hirn und Niere,
daflr aber im Skelettmuskel exprimiert. Bel der Bewertung dieser Unterschiede muss aber die
besondere Problematik bei der Probengewinnung aus Humanmaterial berlicksichtigt werden,
die bereits im Abschnitt 4.1.1.1 Uber die Expressionsmuster der Inositolphosphat Multikinase

diskutiert wurde.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass aufgrund der teilweisen Uberlappung in der
Expression der Isoformen eine anderweitige Spezialisierung sehr wahrscheinlich ist. Von der
Stérke der mRNA-Expression kann nicht in jedem Fal auf die Menge des exprimierten
Proteins und seine Aktivitdt geschlossen werden. Die IP3K-Aktivitét in Rohextrakten von
Rattengewebe stimmen jedoch bel der Isoform A und B in der Tendenz mit den Ergebnissen
der Northern Blot Untersuchungen Uberein [VanWeyenberg et a., 1995]. Beachtenswert ist
aullerdem die fur zwei Saugetiere deutlichen Unterschiede zwischen Ratte und Mensch bei

der mRNA-Expression der Isoform C.

Expression
Gewebe RnIP3K-A RnIP3K-B RnIP3K-C HsIP3K-C
Hirn + + + —
Hoden + + + ?
Plazenta ? ? ? +
Thymus — + ? ?
Milz — — — ?
Leber — — + +
Niere — — + —
Herz — + + +
Lunge — + + +
Darm — — ? ?
Skelettmuskel ? ? — +
Pankreas ? ? ? +

Abbildung 43: Vergleich der Expressionsmuster von Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasen aus Mensch und
Ratte

Die Expressionsstérke der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasen (1P3Ks) auf Ebene der mRNA wurde fir
verschiedene Gewebe aus Mensch und Ratte durch Northern Blot Untersuchungen bestimmt. In der Ratte wurde in
Herz und Hoden die Expression (+) von alen drel Isoformen und in Herz und Lunge von Isoform A und B
beobachtet. Die anderen untersuchten Gewebe zeigen die Expression von nur jeweils einer Isoform. Die IP3K-C
zeigt bel Mensch und Ratte ein fir den Vergleich von zwel Saugetieren deutlich unterschiedliches
Expressionsverhalten, insbesondere in Hirn und Niere. In den untersuchten Geweben wird die Expression (+) bzw.
die nicht nachweisbare Expression (-) dargestellt. Die nicht untersuchten Gewebe sind mit (?) gekennzeichnet.
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4.2.1.2Regulation  der  enzymatischen  Aktivitdten von  Isoformen  der
Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinasein Ratte und Mensch

Die drei Isoformen der IP3K stimmen in ihrer katalytischen Aktivitdt, der Umsetzung von
Ins(1,4,5)P; zu Ins(1,3,4,5)P,, Uberein und zeigen ein teillweise Uberlappendes Muster der
MRNA-Expression in verschiedenen Geweben. Aus diesem Grunde ist eine anderweitige
Speziadlisierung wahrscheinlich, z.B. durch ene unterschiedliche Regulation der
enzymatischen Aktivitaten.

Die Aktivitdt der humanen IP3K-C steigt nach Stimulation mit Ca®*-Calmodulin nur auf das
1,5-fache an, wohingegen die Isoformen A und B eine Steigerung auf das 2-3-fache bzw.
10-fache zeigen. Aufgrund dieser Unempfindlichkeit der Isoform C schlief3en Erneux und
Mitarbeiter [Dewaste et al., 2000 und enthaltene Zitate] ihre Beteiligung an Calcium-
Oszillationen aus. Sie sehen vielmehr diese Isoform als Tell eines Stoffwechselweges, der
unbeeinflusst von anderen Signalwegen an der Umsetzung von durch Phospholipase C-
Aktivitdt gebildetem Ins(1,4,5P; zum Isomer Ins(1,3,4)P; beteligt ist. Das Isomer
Ins(1,3,4)P; hemmt die Aktivitat der Ins(3,4,5,6)P4-1-Kinase und erhéht so die Konzentration
von 1ns(3,4,5,6)P,, das als zelluldres Signal die lonenleitfahigkeit von Cl-Kanden reguliert
[Xieet al., 1999].

A H.sapiens

Ins(1,4,5)P, ——=C Ins(1,3,4,5)P,

B R.norvegicus

Ins(1,4,5)P, ——=p> Ins(1,3.4,5)P,

Ins(2.4,5)P, —— Ins(2.4,5,6)P, —— Ins(2.3.4,5,6)P, —— InsP,
IP3KC IPMK IP6K-2

Abbildung 44: Enzymatische Eigenschaften der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase C aus Mensch und
Ratte

Die Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase C (1P3K-C) Ubertrégt wie die anderen Mitglieder dieser Enzymfamilie
eine Phosphatgruppe von ATP auf die 3-Position von Inositol (1,4,5)-trisphosphat [Ins(1,4,5)Ps]. Durch diese
Reaktion wird der Ca®*-freisetzende Sekundére Botenstoff 1ns(1,4,5)P; in den putativen Sekundéren Botenstoff
Ins(1,3,4,5)P, umgesetzt. (A) Bel der enzymatischen Charakterisierung von rekombinant exprimierter |P3K-C
aus Homo sapiens wurde die fur 1P3Ks typische 3-Kinase-Aktivitét festgestellt. (B) Das homologe Protein aus
Ratte besitzt aufer der 3-Kinase-Aktivitét eine Nebenaktivitédt als 6-Kinase. Das hiologisch relevante
InsPs-Isomer Ins(2,4,5)P; wird durch diese Aktivitdt zu Ins(2,4,5,6)P, umgesetzt. Die Inositolphosphat
Multikinase (IPMK) und die Inositolhexakisphosphat Kinase (IP6K-2) kénnen das gebildete |somer weiter zum
InsPs umsetzen (Prof. Mayr, personliche Mitteilung). Alle an diesem alternativen Biosyntheseweg zum InsPg
beteiligten Enzyme (IP3K-C, IPMK, IP6K-2) weisen eine nukledre L okalisation auf.
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Eine Unempfindlichkeit der enzymatischen Aktivitdt gegenilber Ca?*-Camodulin-Gabe
wurde jedoch von Prof. Mayr und Mitarbeitern bel dem homologen Protein aus Ratte nicht
gefunden [Nalaskowski et al., 2003], so dass eine andere Form der Spezialisierung vermutet
werden kann. Wahrend IP3K-A und IP3K-B durch das Produkt der IP3K-Reaktion
Ins(1,3,4,5)P, merklich gehemmt werden, ist dieses Isomer in der Abwesenheit von
Ca®*-Calmodulin ein Aktivator der IsoformC aus Ratte. Diese Aktivierung ist
moglicherweise ein physiologischer Feed-back-Mechanismus, der nur unter ruhenden
Ca®*-Konzentrationen aktiv ist. Die Freisetzung von Ins(1,4,5)P; aus der Plasmamembran
verstarkt die Aktivitdten der Isoformen A und B, solange bis es zu einer merklichen
Anhaufung des Ins(1,3,4,5)P4-Isomers kommt. Hingegen ist die Ratten |P3K-C optimiert fir
enzymatische Aktivitdt nach der Bildung und Anreicherung von Ins(1,3,4,5P, (vgl.
Abbildung 44). Dadurch wird die Konzentration von Ins(1,4,5)Ps; unter Ruhebedingungen
niedrig gehaten und ene basae Ins(1,34,5P, Bildung in der Abwesenheit von
stimulatorischen  Signalen  sichergestellt.  Vermutlich  ist dieser  kontinuierliche
Ins(1,3,4,5)Ps-Fluss in den anabolen Stoffwechsel notwendig fur Zellwachstum und zellulére
Differenzierung.

4.2.2. Intrazellulare Lokalisation und Zielsteuerung von |soformen der
Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zielsteuerung der neuartigen Isoform C untersucht. Die
Mechanismen der intrazelluldren Lokalisation der beiden anderen Isoformen wurden bereits
einleitend beschrieben. Die IP3K-A besitzt in ihrem N-Terminus eine neuartige F-Aktin-
Bindungsregion, die von einem Bereich aus 66 Aminosauren gebildet wird. Diese Region
vermittelt die intrazellulare Lokalisation an dendritische Dornen, die z.B. in
Pyramidenneuronen von priméaren hippokampaen Kulturen beobachtet wird [Schell et al.,
2001]. Die IP3K-B liegt zum grofieren Teil als ein peripheres Membranprotein vor, das an die
zytoplasmatische Seite des Endoplasmatischen Retikulums bindet. Teilweise liegt das Enzym
auch in einer zytoplasmatischen Form vor bzw. an F-Aktin gebunden vor [Soriano et al.,
1997; Dewaste et al., 2003]. Die fur diese intrazellularen Lokalisationen verantwortlichen
Regionen wurden noch nicht identifiziert. Im Gegensatz zu diesen statischen Lokalisationen
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die IP3K-C einem dynamischen
Prozess des nukleozytoplasmatischen Shuttling unterliegt (siehe Ergebnisse3.2.4 und
Abbildung 45). Ein EGFP-Fusionsprotein wird aktiv in den Kern von Saugetier-Zellen
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importiert, da eine passive Diffusion durch den Kernporenkomplex aufgrund des
Molekulargewichts ausgeschlossen ist. Der aktive Export aus dem Kern ins Zytoplasma wird
offensichtlich durch das Exportin 1 vermittelt, da er durch den im Rahmen dieser Arbeit
benutzten, spezifischen Inhibitor Leptomycin B (LMB) zum Erliegen gebracht wird. Die
N-terminale Doméane vermittelt die intrazelluldre Lokalisation der IP3K-A [Schell et al.,
2001] und vermutlich auch die der 1P3K-B [Schreiber, 2002]. In der N-terminalen Domane

NES
RnIP3KC |
L°8CPVPRLII®?®

Konstrukt Lokalisation
unbehandelt +LMB
RnIP3KC/EGFP [ | | K > C&NC N/C
EGFP/RnIP3KC < | | ] C&N/C N/C
EGFP/RnIP3KC(AS1-379) <« > W] C&N/C N/C
RnIP3KC(AS1-379)/EGFP x> C&N/C N/C

RnIP3KC(ANES ,¢; 4 326/ EGFP [ H K > NC

RIP3KC(MNES, 5 gepy > acon VEGFP [ H | s e

EGFP/NES <A N/C

EGFP C— N/C

Abbildung 45: Nuklegre Zielsteuerung der Ratten Inositol (1,4,5)-trisphosphate 3-KinaseC durch
funktionale Kernimport- und Kernexportaktivitaten der N-terminalen Doméane

Die intrazelluldre Lokalisation von in Saugetier-Zellen transient exprimierten EGFP-Fusionsproteinen der Ratten
Inositol (1,4,5)-trisphosphate 3-Kinase C (RnlP3K-C) wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. (A) Ein
durch die Anh&ufung von hydrophoben Aminosiuren gekennzeichnetes Kernexportsigna (NES) im N-Terminus
der RnIP3K-C ist notwendig fir den nukledren Export des Fusionsproteins. (B) Die EGFP-Fusionsproteine der
Vollangen-IP3K-C zeigen in Sdugetier-Zellen unabhdngig von der Position des Tags eine vorherrschend
zytoplasmatische Lokalisation (,C") oder eine Gleichverteilung zwischen Kern und Zytoplasma (,N/C*). Nach
Behandlung mit dem Export-Inhibitor Leptomycin B (LMB) wird ausschliefdlich eine Gleichverteilung beobachtet.
Die fur die Lokalisation verantwortlichen Aktivitéten sind offensichtlich in der N-terminalen Doméne lokalisiert,
da die isolierte Doméne ein dhnliches Verhalten wie die Vollangen-Form zeigt. Die Deletion oder Inaktivierung
des Kernexportsignals hat den gleichen Effekt wie die Behandlung mit LMB. Das isolierte NES zeigt wie EGFP
alein eine gleichmaige Verteilung Uber die gesamte Zelle. Offensichtlich ist das NES notwendig, aber nicht
hinreichend fir die Export-Aktivitdt. Der Grund liegt wahrscheinlich im Fehlen der flankierenden
Sequenzbereiche.
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konnte kein Sequenzmotiv identifiziert werden, das dem Konsensus enes
Kernlokalisationssignals (NLS) entspricht. Hingegen wurde in der Ca?*/Camodulin
Bindungsdomane die Sequenz eines putativen monopartiten NL S gefunden (Aminosdure 384-
387). Dieses Moativ ist jedoch offensichtlich fir die nukledre Lokalisation der 1P3K-C nicht
notwendig, da EGFP-Fusionsproteine der N-terminalen Doméne das (gleiche
nukleozytoplasmatische Shuttling wie das Vollangen-Protein zeigen. Offensichtlich sind die
fur den aktiven Import und aktiven Export verantwortlichen Regionen in diesem Bereich
lokalisiert sind (siehe Ergebnisse 3.2.4.3). Anscheinend wird der nukledre Import durch ein
Nicht-Standard-NLS [Christophe et al., 2000] oder durch einen Ko-Transport-Mechanismus
vermittelt [Melen & Julkunen, 1997]. Eine Sequenz, die dem Konsensus eines
Kernexportsignals (NES) entspricht, konnte hingegen in der N-terminden Doméne
identifiziert werden. Die Deletion bzw. Inaktivierung von diesem NES fuhrt zum Erliegen des
nuklegren Exports, vergleichbar dem Effekt durch die Behandlung mit LMB. Das isolierte
NES besitzt jedoch keine Nukledre-Export-Aktivitat. Dieser Befund stimmt damit Gberein,
dass fur die Aktivitat eines NES, anders als beim NLS, die in ihrer Sequenz variablen,
flankierenden Bereiche notwendig sind [Paraskeva et a., 1999]. Darlberhinaus ist die
Zielsteuerung der IP3K-C mdglicherweise auch Zelltyp-abhéngig, da sich ihre intrazelluldre
Verteilung in NRK 52E- und PC12-Zellen (siehe Ergebnisse 3.2.4.1) deutlich von der in
COS-7-Zéellen [Dewaste et al., 2000] unterscheidet. Erneux und Mitarbeiter berichten bel
ihren Studien mit Aktivitétsbestimmungen und Westernblot Analysen von einem beinahe
vollstandigen Kernausschlu3. Diese Beobachtungen legen es nahe, dass bis jetzt noch nicht-
identifizierte Faktoren die relative Starke der nukledren Import- und Exportaktivitdten in
verschiedenen Zelltypen beeinflussen. Die Identifizierung und Charakterisierung dieser
Faktoren und ihrer Regulation durch Zellzyklus und Differenzierungsgrad der Zelle ist ein
vorrangiges Ziel der laufenden Forschung.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass die RnIP3K-C aufgrund
ihrer komplexen Zielsteuerung nicht nur im Zytoplasma, sondern auch im Zellkern vorliegt.
Dadurch werden die enzymatischen Aktivitaten fur die Umsetzung von Inositol phosphaten im
Zellkern weiter vervollsténdigt. In der Hefe ist schon seit léangerem ein nukel&rer
Biosyntheseweg fur die Bildung von InsPs bekannt (siehe Abbildung 46A) [York et al.,
1999]. Offensichtlich steht bei Sdugetieren fur die Umsetzung von z.B. durch nukleére
Phospholipase C Aktivitdt [Cocco et a., 2001] gebildetes Ins(1,4,5)P; zu Ins(1,3,4,5)P, im
Zellkern sowohl die Inositol phosphat Multikinase (IPMK) a's auch die IP3K-C zur Verfligung
(siehe Abbildung 46B und Ergebnisse3.1.4&3.2.4). Fur die folgende Umsetzung von
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Ins(1,3,4,5)P4 zu Ins(1,3,4,5,6)Ps ist hingegen neben der IPMK kein weiteres Enzym mit einer
nukledren Lokalisation bekannt. Moglicherweise kommt der nukledren Umsetzung vom
Ins(1,4,5)Ps-1somer eine noch unbekannte, besondere zelluldare Bedeutung zu, so dass diese
enzymatische Aktivitét durch zwei Enzyme erbracht und dadurch gegen Ausfélle abgesichert
wird. Die fur die Umsetzung des im Kern gebildeten Ins(1,3,4,5,6)Ps zu InsPs verantwortliche
Kinase [Verbsky et a., 2002] ist ebenfalls im Zellkern lokalisiert (Maria Brehm aus der
AG Mayr, personliche Mittellung). In einem alternativer Stoffwechselweg zum InsPs (siehe
Abbildung 46C und Diskussion 4.2.1.2) wird durch die IPMK und die IP3K-C das biologisch
relevante 1nsPs-Isomer 1ns(2,4,5)P; zum 1ns(2,3,4,5,6)Ps umgesetzt. Die IP6K ist dazu in der
Lage, das gebildete 1ns(2,3,4,5,6)Ps weiter zum InsPs umzusetzen (Natalie Bischoff aus der
AG Mayr, personliche Mitteillung). Die beteiligten Kinasen (IPMK, IP3K-C, IP6K Isoform 2)

zeigen ebenfalls eine nukledre Lokalisation.

A B C
Ins(1,4,5)P, Ins(1,4,5)P, Ins(2,4,5)P,
IP3KC
iArgRIII IPIKC  1PMK ' s IP3KC
Ins(1,3,4,5)P, Ins(1,3,4,5P, Ins(2,3,4,5P, Ins(2,4,5,6)P,
iArng 1IPMK IPMK‘ ' IPMK
Ins(1,3,4,5,6)P; Ins(1,3,4,5,6)P; Ins(2,3,4,5,6)P;
2K IP6K2
l Ipk1 111)5 2K IPGK2
InsP, InsP, InsP,

* . .
schwache bzw. keine Expression
in den meisten Geweben

Abbildung 46: Inositolphosphat-Stoffwechsel im Kern von Hefe- und Saugetier-Zellen

A Ein Stoffwechselweg im Kern von Hefezellen, der ausgehend von nukledrem Ptdins(4,5)P, zur Bildung von InsPg
fihrt, wurde von [York et a., 1999] beschrieben. Das beteiligte ArgRIlI-Protein spielt auferdem eine wichtige Rolle
in der Transkriptionsregulation und das durch diesen Weg gebildete InsPs (oder ein Folgeprodukt) ist notwendig fur
einen korrekten mRNA-Export. B Eine PLC-Aktivitét im Kern von Saugerzellen ist ebenfalls bekannt [Cocco et al.,
2001]. Das gebildete Ins(1,4,5)P; kann durch die nukledre IPMK und die (unter bestimmten Bedingungen) nukleére
IP3K-C zum Ins(1,3,4,5,6)Ps umgesetzt werden, welches u.U. durch die ebenfalls nukledre 1P5-2K zum InsP,
phosphoryliert werden kann. Die IP5-2K wird jedoch nur schwach und in vielen Geweben gar nicht exprimiert. C In
einem alternativen Biosyntheseweg wird das in geringen Mengen gebildete Beiprodukt der PLC-Aktivitdt
Ins(2,4,5)P; durch die Aktivitdten der nukledgren Enzyme IPMK und IP3K-C zu Ins(2,3,4,5,6)Ps umgesetzt. Das
gebildete 1somer kann von der nukledren Isoform 2 der IP6K bzw. IPMK zum InsPs umgesetzt werden. Dieser

Bypass-Weg ist somit von der Expression der |P5-2K unabhéngig.
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5 Zusammenfassung

Die Stoffwechselwege und die Signalfunktionen der Phosphatidylinositole in  der
Plasmamembran und der Inositolphosphate im Zytoplasma sind grindlich untersucht.
Offensichtlich gibt es in eukaryotischen Zellen ein nukledres Gegenstick fir diese
Stoffwechselwege, da die entsprechenden Enzymaktivitéten und Inositolderivate auch im
Zellkern gefunden werden. Dartberhinaus gehend wurde eine Rolle der nukledren
Inositolphosphate im mMRNA-Export und in der Transkriptionsregulation beschrieben.
Letztgenannte Funktion wird wahrscheinlich durch Inositol phosphat-abhéngige Chromatin-
Remodellierung vermittelt [Rando et al., 2003].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die intrazelluldre Zielsteuerung von Enzymen des
Inositol phosphat-Stoffwechsels in Saugetierzellen eingehend untersucht. Ein  humanes
Homolog des Hefeproteins ArgRIIl  (genannt: humane Inositolphosphat Multikinase,
HsIPMK) wurde erstmals identifiziert und die entsprechende Vollangen cDNA Kkloniert.
Durch Lokalisationsstudien mit EGFP-Fusionsproteinen wurde ein fir die Zielsteuerung in
den Zellkern verantwortliches nicht-klassisches Kernlokalisationssignal in der C-terminalen
Region der HSIPMK identifiziert. Diese nukledre Lokalisation ist bel der Hefe verantwortlich
flr zusdtzliche Funktionen in der Transkriptionsregulation und im mRNA-Export. Aul3erdem
konnten Hinweise fir einen durch Bindungspartner der HsSIPMK vermittelten Kotransport-
Mechanismus charakterisiert werden, der beim Menschen eine &dhnliche Rolle in der
Transkriptionsregulation vermuten lasst. In weiteren Studien wurde gezeigt, dass die
neuartige Isoform C der Inositol (1,4,5)-trisphosphat 3-Kinase (IP3K-C) aus Mensch und
Ratte einem komplexen nukleozytoplasmatischen Shuttling unterliegt. In der N-terminalen
Domaéne befinden sich eine nicht-klassische Kernimport-Aktivitét und ein Leucin-reiches
Kernexportsignal. Der nuklegre Export wird durch das Exportin 1 vermittelt und durch das
Toxin Leptomycin B zum Erliegen gebracht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Sdugetieren die IPMK und die neuartige
Isoform C der IP3K durch aktive Mechanismen in den Zellkern transportiert werden. Ihre
enzymatischen Aktivitdten ergadnzen den nukledren Inositolphosphat-Stoffwechsel, der
dadurch einen &hnlichen Grad an Komplexitét erreicht wie sein zytoplasmatisches
Gegenstiick. Eine Interaktion der HSIPMK mit Bindungspartnern, moglicherweise
Transkriptionsfaktoren wie beim homologen Protein in der Hefe, konnte die vor kurzem
beschriebene Verbindung zwischen Inositolphosphaten und Transkriptionsregulation

vermitteln.
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Summary

The metabolism and signaling function of phosphatidylinositols in the plasmamembrane and
of inositol phosphates in the cytoplasm have been well studied. Apparently nuclear
counterparts of these pathways exist in eucaryotic cells, since the corresponding enzyme
activities and inositol derivates are also found in the nucleus. Roles of nuclear inositol
phosphates in mMRNA export and transcription regulation have been described. The latter
function is probably mediated by inositol phosphate-dependent chromatin remodeling [Rando
et al., 2003].

In this thesis the intracellular targeting of mammalian enzymes of inositol phosphate
metabolism was examined. A human homolog of the yeast protein ArgRIIl (named: human
inositol phosphate multikinase, HsIPMK) was identified and the corresponding full length
cDNA cloned. A non-classical nuclear localization signal in the protein’s C-terminal region
determining its targeting to the nucleus was identified by localization studies in mammalian
cells using EGFP fusion proteins. The protein’s nuclear localization is appropriate to
additional tasks in transcription regulation and mRNA export as observed in yeast.
Furthermore the possibility of a co-transport mechanism mediated by binding partners of
HsIPMK was found, indicating arole in transcription regulation. Further studies show that the
novel C-isoform of inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase (IP3K-C) from man and rat
undergoes a complex nucleocytoplasmic shuttling. A non-classical nuclear import activity and
aleucin-rich nuclear export signal are located in the N-terminal domain. The nuclear export is
mediated by exportin 1 and can be inhibited by the toxin leptomycin B.

In summing up, the HsSIPMK and the novel C-isoform of IP3K-C are transported into the cell
nucleus by active mechanisms in mammalian cells. Their enzymatic activities complete the
nuclear inositol phosphate metabolism exhibiting a similar degree of complexity as its
cytoplasmic counterpart. An interaction of HSIPMK with binding partners, probably
transcription factors as observed in yeast, could mediate the previously described connection

between inositol phosphates and transcription regul ation.
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