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Zusammenfassung 1

1. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Matchmaker 3 Yeast Two-Hybrid (YTH) Systems
von Clontech die C-terminale Region der leichten Kette LC2 des humanen Mikrotubuli-asso-
ziierten Proteins 1A (MAP1A), als LC2-F bezeichnet, das murine SNARE-assoziierte Protein
Snapin und das murine Ran Binding Protein im MTOC (RanBPM) als neue, bisher nicht in der
Literatur beschriebene Protein-Interaktionspartner von CK198 identifiziert und hinsichtlich ihrer
Wechselwirkung mit CK10 charakterisiert. Die identifizierten Protein-Interaktionspartner inter-
agierten im YTH System reproduzierbar mit der als ,,Koder“-Protein verwendeten CK1drev, die
eine reduzierte Kinaseaktivitdt besass, sowie mit der Wildtyp-Kinase CK1dwt. LC2-F zeigte
darliber hinaus eine Wechselwirkung mit CK1le, wihrend Snapin und RanBPM im YTH System
jeweils eine Interaktion mit CK1lg und CK 1o aufwiesen.

Eine in vivo Assoziation von CK18 und LC2-F sowie der 55 kDa Variante RanBPMS55 konnte
durch die Koimmunprézipitation der Proteine aus den Lysaten eukaryontischer Zellen nachge-
wiesen werden. Rekombinantes LC2-F, Snapin und RanBPMS55 wurden in vitro von CKI18
phosphoryliert. Die Lokalisation der Phosphorylierungsstellen erfolgte durch die in vitro
Kinasierung von Fragmenten der Gesamtproteine sowie durch die Analyse des Phosphorylierungs-
musters tryptischer Peptide. Die Interaktionsdomidnen von den einzelnen Protein-Interaktions-
partnern und von CK18 wurden durch Bindungsstudien im YTH System kartiert. Der Hauptanteil
der Phosphorylierungsstellen von LC2-F war im N-terminalen Teilbereich zwischen den AS 2629-
2683 lokalisiert, ein geringer Anteil zusdtzlich zwischen den AS 2684-2753. Die Bindung von
LC2-F an CK16 wurde iiber voneinander unabhingige Bindungsmotive zwischen den AS 2629-
2753 im N-Terminus und zwischen den AS 2711-2805 im C-Terminus von LC2-F vermittelt. Fiir
eine Interaktion von CK 18 mit LC2-F waren die AS 76-103 in der Kinasedoméne und die AS 350-
375 im C-Terminus von CK16 notwendig. Der Hauptanteil der phosphorylierten AS von Snapin
wurde in der Region zwischen den AS 37 und 78 lokalisiert. Eine oder mehrere CK 15 Interaktions-
doménen wurden zwischen den AS 37-136 von Snapin identifiziert. Fiir die Interaktion mit Snapin
waren die AS 400-428 im C-Terminus von CK196 essentiell. Eine weitere Bindungsdoméne lag im
N-Terminus von CK16 zwischen den AS 200-304. Bei LC2-F und Snapin iiberlappten damit die
phosphorylierten Regionen mit den Bindungsdoménen dieser Proteine fiir CK16. In den Frag-
menten von RanBPM55 fand ein starker Phosphateinbau in der Region von AS 436-544 sowie ein
geringer Phosphateinbau zwischen den AS 259-385 bzw. den AS 515-653 statt. Die Interaktion
eines Fragments von RanBPMS55 im YTH System korrelierte nur fiir die Region zwischen den AS

259-385 von RanBPM55 mit einer in vitro Phosphorylierung durch CK18. Die Bindungsstudien im
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YTH System liessen auf das Vorhandsein von zwei unabhidngigen Interaktionsdominen fiir
RanBPM55 jeweils in der Kinasedoméne und im C-Terminus von CK 15 schliessen.

Snapin kolokalisierte in verschiedenen Zelllinien im perinukledren Bereich partiell mit CK 15, dem
Golgi-Apparat und dem Trans-Golgi-Netzwerk. RanBPM wurde im Zellkern in distinkten Foci
variabler Grosse detektiert, die im Interchromatin-Bereich lagen.

Die Identifikation der neuen Interaktionspartner LC2, Snapin und RanBPM verbindet CK 16 enger
mit einer funktionellen Rolle in der Regulation der Mikrotubuli-Dynamik sowie von Vesikel- und
Membrantransportprozessen und stellt eine Verkniipfung von CK18 mit dem in verschiedene
physiologische Prozesse involvierten RanBPM her.

Das virale Tumorantigen SV40 T-Ag wurde in dieser Arbeit als weiteres Substrat von CK16
charakterisiert. T-Ag wurde in vitro durch eine C-terminal trunkierte CK10 phosphoryliert. Der
Einfluss von CK19 auf die Transformationskompetenz und den Phosphorylierungsstatus von T-Ag
wurde im SV-52/Rev2 Zellsystems untersucht. SV-52 Zellen sind SV40 transformierte Ratten-
embryofibroblasten mit einem maximal transformierten Phédnotyp und einem transformations-
kompetentem T-Ag. Die zelluldre Revertante Rev2 weist einen minimal transformierten Phénotyp
und ein transformationsdefektes, unterphosphoryliertes T-Ag auf. Die subzelluldre Lokalisation
und die exprimierte Proteinmenge von CKI1d waren in SV-52 und Rev2 Zellen vergleichbar.
Dagegen war die Kinaseaktivitdt von CK106 in Rev2 Zellen um 60% reduziert im Vergleich zu der
Kinaseaktivitit SV-52 Zellen. Die aus Rev2 Zellen isolierte CK1drev wies sechs Punktmutationen
in der kodierenden Sequenz auf. Aufgrund dieser Mutationen besass die aufgereinigte
rekombinante GST-CK1drev eine reduzierte in vitro Kinaseaktivitit im Vergleich zu GST-
CK18wt. Durch die stabile Uberexpression der mutierten CK18rev in SV-52 Zellen wurde ein
dominant-negativer Effekt von CKl1orev detektiert, der sich in einer partiellen Reversion des
Phénotyps der stabil transfizierten Zellen und einer Reduktion der CK16 Kinaseaktivtéit dusserte.
Daher scheint CK16 massgeblich an der Ausbildung des maximal transformierten Phénotyps in
SV-52 Zellen beteiligt zu sein, wahrscheinlich {iber die Regulation des Phosphorylierungsstatus
von T-Ag.
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2. Einleitung

In einem vielzelligen Organismus ist jede Zelle einer Vielzahl von Umweltreizen und Signalen
ausgesetzt. Ein System von Proteinen, zu denen Zelloberflichen-Rezeptoren und intrazelluldre
Rezeptorproteine, Proteinkinasen und —phosphatasen, GTP-bindende Proteine sowie eine Vielzahl
mit diesen Signaliibertrdgern wechselwirkende intrazelluldre Proteine gehdren, gewihrleistet die
Wahrmehmung und Verarbeitung dieser Signale; ein Prozess, der in seiner Gesamtheit als Signal-
transduktion bezeichnet wird.

Proteinkinasen und Proteinphosphatasen ermdglichen iiber die reversible Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von Proteinen eine schnelle intrazelluldre Signaltransduktion durch die kurz-
fristige Modulation der Aktivitdt, Stabilitdt und subzelluldren Lokalisation von Proteinen sowie
deren Fahigkeit, mit anderen Proteinen zu interagieren. Ungefidhr 30% aller humanen intrazellu-
laren Proteine sind phosphoryliert, und von den 30000 bis 40000 Genen des menschlichen Genoms
entfallen 518 auf Proteinkinasen oder Gene putativer Kinasen. Wéhrend 90 von diesen Kinasen
Tyrosinkinasen sind, gehort die Mehrheit der zelluldren Proteinkinasen zur Gruppe der Serin/
Threonin-Kinasen (Lander et al., 2001; Manning ef al., 2002).

Die Untergruppe der Casein Kinasen (CK) gehdrte zu den ersten Proteinkinasen, die in der
Literatur beschrieben wurden (Matsumura & Takeda, 1972; Lerch et al., 1975; Hathaway &
Traugh, 1979). Die Casein Kinasen 1 (CK1) und Casein Kinasen 2 (CK2) sind zwei Familien von
heterologen Serin/Threonin-Kinasen, die das Phosphoprotein Casein als in vitro Substrat
verwenden. Casein zihlt nicht zu den physiologischen Substraten dieser Kinasen, sondern spiegelt
die allgemeine Bevorzugung saurer oder bereits phosphorylierter Substrate in dieser Untergruppe
wider, die aufgrund dieser Selektivitidt zusammen mit der Glykogen Synthase Kinase und der Golgi
Casein Kinase die kleine Familie der sogenannten azidotropen Proteinkinasen bildet (zur
Ubersicht: Tuazon & Traugh, 1991). Die Casein Kinasen 2 werden aufgrund grosser Homologien
in der Aminosduresequenz der katalytischen Doméne dariiber hinaus in die Gruppe der CMGC
(Cdk, MAPK, GSK3, CK2) Proteinkinasen eingeordnet. Die Casein Kinasen 1 sind dagegen eine
eigenstidndige phylogenetische Familie von hochkonservierten, monomeren, Second Messenger-
unabhingigen Kinasen, die ATP, nicht aber GTP, als Kofaktor fiir den Phosphattransfer ver-
wenden.

Mitglieder der Casein Kinasen 1 konnten bisher in einer Vielzahl von Organismen einschliesslich
Xenopus laevis (Pulgar et al., 1996), Caenorhabditis elegans (Peters et al., 1999; Sakanaka et al.,
1999), Paramecium tetraurelia (Walczak et al., 1993), Dyctiostelium dicoideum (Ospina &
Fernandez-Renart, 1990), einigen Pflanzen (Klimczak & Cashmore, 1993; Liu ef al., 2003) sowie

diverser Spezies von Mammalia nachgewiesen werden (zur Ubersicht: Tuazon & Traugh, 1991).



Einleitung 4

Innerhalb der Familie der CK1 wurden in der Literatur bei Mammalia die sieben Isoformen o, B,
v1, v2, v3, & und € beschrieben (Rowles ef al., 1991; Graves et al., 1993; Zhai et al., 1995; Fish et
al., 1995; Wang et al., 1996). Durch alternatives Spleissen werden 4 Varianten der Isoform CKla
generiert (Rowles et al., 1991; Gross et al., 1995; Zhang et al., 1996), und auch fiir die Isoform
CK1y3 wurde die Existenz alternativer Spleissprodukte postuliert (Zhai et al., 1995). Des Weiteren
existieren zahlreiche Transskriptvarianten von den Kinasen CK16 und CKle. Aufgrund genetischer
Analysen konnten in der Sprosshefe Saccharomyces cerevisiae die homologen Proteinkinasen
Hrr25, Yckl, Yck2 und Yck3 und der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe die homologen
Kinasen Ckil, Cki2, Cki3, Hhpl und Hhp2 aus der CK1 Familie identifiziert werden (Hoekstra et
al., 1991; Robinson et al., 1992; Wang et al., 1992; DeMaggio et al., 1992; Dhillon & Hoekstra,
1994; Kearney et al., 1994). Dariiber hinaus wurde in Drosophila melanogaster mit DMCKI1 eine
zu CKla homologe Proteinkinase beschrieben (Santos et al., 1996). Die Phylogenie der

verschiedenen Isoformen ist in Abb. 1 dargestellt.

Yckip

4‘— Yek2p

L Y¥Yekip
Ckil
CKiy1

CKla

g HE-

CKI3

L

CKle

Hhp1
Hhp2
-~ Hrr25p

Abb. 1:  Phylogenetische Beziehungen der Casein Kinase 1 Isoformen aus Mammalia,
Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe.

Darstellung der verwandtschaftlichen Beziehungen der CK1 Familie als phylogenetischer Baum, in dem die

Linge der Aste ein Mass fiir den Verwandtschaftsgrad der Kinasedominen der einzelnen Isoformen ist

(Gross & Anderson, 1998).

Die Aminosduresequenzen innerhalb der katalytischen Doménen der einzelnen CK1 Isoformen
sind zwischen 53% und 97% homolog, die Sequenzidentitit zu den Kinasedominen anderer Serin/

Threonin-Kinasen liegt hingegen bei weniger als 25%. Bei weitem die engste Verwandtschaft
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besteht zwischen den beiden Isoformen CK16 und CKle, die zu 97% homolog in der
Kinasedoméne und zu 53% im C-Terminus sind. Mit CK1a ist CK18 zu 76% identisch, und auch
zu Hrr25 und Hhpl aus der Hefe weist CK16 noch 66% bzw. 78% Homologie in der Kinase-
doméne auf (Graves et al., 1993; Zhai et al., 1995).

Alle CKI1 Isoformen besitzen eine zentral gelegene, in ihrer Aminosduresequenz konservierte
Kinasedoméne, die von einem kurzen variablen N-Terminus und einem ldngeren variablen C-
Terminus flankiert wird (Abb. 2). Der N-Terminus umfasst 9-76 Aminosduren, aber vor allem die
unterschiedliche Lange des C-Terminus, die von 24 Aminoséuren bis hin zu iiber 200 Aminosiuren
variiert (Cegielska et al., 1998), fiihrt dazu, dass das Molekulargewicht der verschiedenen
Isoformen bei Mammalia zwischen 37 kDa (CK1a) und 51 kDa (CK1y3) liegt. Die CK1 Isoformen
der Hefe sind mit Molekulargewichten zwischen 42 kDa (Hhp1 und Hhp2) und 62 kDa (Yck1 und

Yck?2) insgesamt etwas grosser als ihre Homologe in Mammalia.

CK1a [N Kinasedomane ——_TICH

CK1B I
CK1v1
CK15

CK1s I —— |

Abb. 2: Schematische Darstellung der Casein Kinase 1 Isoformen aus Mammalia.
Die Kinasedomaéne ist jeweils rot, der N-Terminus griin und der C-Terminus blau dargestellt (nach: Gross &
Anderson, 1998).

Die funktionellen Doméinen der CK1 Isoformen sind in Abb. 3 am Beispiel der Isoform & aus
Rattus norvegicus schematisch dargestellt. CK15 ist 428 Aminosduren lang und besitzt ein kalku-
liertes Molekulargewicht von 49 kDa (Graves et al., 1993).

In der Kinasedoméne von CK 10 befindet sich neben der ATP-Bindungsstelle, die essentiell fiir die
Katalyse der Phosphattransferreaktion ist, ein putatives Kernlokalisationssignal (NLS), das
homolog zum Motiv Thr-Lys-Lys/Arg-Gln-Lys-Tyr des grossen Tumor-Antigens (T-Ag) des
Simian Virus 40 (SV40) ist. Dieses Motiv vermittelt moglicherweise den Kerntransport von T-Ag
sowie des Histon 2B Proteins aus der Hefe (Moreland et al., 1987; Silver et al., 1989), scheint bei
CK1 allerdings nicht ausreichend fiir einen Kernimport zu sein, da fiir CK1a gezeigt wurde, dass

nur Spleissformen mit einem L-Exon, das ein zusdtzliches NLS aufweist, im Kern lokalisieren (Fu
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et al., 2001). Dariiber hinaus enthélt die Kinasedomine in der sogenannten Kinesin-homologen
Domine (KHD) ein Sequenzmotiv, das in der Kopfregion von Motorproteinen der Kinesin-Familie
die Interaktion mit den Mikrotubuli vermittelt (Roof er al., 1992). Strukturell entspricht die
katalytische Doméne von CK1 der von anderen eukaryontischen Proteinkinasen. Ein grundlegender
Unterschied ist das Fehlen des konservierten Tripeptids Ala-Pro-Glu (APE-Motiv) in der
Subdoméne VIII und des invarianten Arg in Subdomine XI (Wang et al., 1992), das mit dem Glu
des APE-Motivs normalerweise Tliber eine ionische Wechselwirkung die Struktur der

Kinasedoméne stabilisiert (Hanks et al., 1988; Knighton et al., 1991).

DD
223-238
ATP BS KHD NLS | AutolD
15-23 164-168 220-225 317-342

19
. variabler
Kinasedomane C-Terminus
Abb. 3: Schematische Darstellung der Doménenstruktur von Casein Kinase 18 (Rattus

norvegicus).
Die Nummerierung im oberen und unteren Teil der Abbildung gibt die Positionen von Aminosdureresten an.
Der N-Terminus ist griin dargestellt; Bereiche der Kinasedoméne sind rot und Bereiche des C-Terminus blau
dargestellt. ATP BS: ATP-Bindungsstelle; KHD: Kinesin-homologe Domine; NLS: putatives Kern-
lokalisationssignal; AutoID: Autoinhibitorische Doméne; P: potentielle Autophosphorylierungsstellen

Die CK1 weisen auf der Ebene der Primérstruktur mit weniger als 25% Identitdt keine signifi-
kanten Ahnlichkeiten zu anderen Proteinkinase-Familien auf. Dennoch ist die Tertidrstruktur ihrer
Kinasedoméne, die durch Rontgenstrukturanalyse der C-terminal trunkierten CK1 Isoformen CK16
und Ckil aufgeklart werden konnte (Carmel et al., 1994; Xu et al., 1995; Longenecker et al., 1996;
Longenecker et al, 1998), der dreidimensionalen Struktur der Kinasedoméne anderer
Serin/Threonin-Kinasen sehr dhnlich. Die Kinasedoméne besitzt im Allgemeinen eine zweilappige
Struktur, bestehend aus einer kleineren N-terminalen B-Doméne und einer grossen C-terminal
gelegenen a-Domaéne, die in Abb. 4 dargestellt sind.

Die B-Doméne enthélt 5 antiparallele, zueinander verdrehte B-Faltblatter (B1-B5) und eine a-Helix
(aA) sowie ein Glycin-reiches Sequenzmotiv Gly-Glu-Gly-Ser-Phe-Gly, das eine B1-Turn-2
ATP-Bindungsschleife {iber der in dieser Doméne enthaltenen Nukleotid-Bindungsstelle bildet. In
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der a-Doméne befinden sich als Strukturelemente der Substratbindungsregion 4 lange antiparallel
verlaufende a-Helices (aC, oE, aH, al) und eine rechtwinklig zu diesen angeordnete fiinfte o-
Helix (aF). Das katalytische Zentrum wird durch die a-Doméne und die B-Doméne sowie eine
diese verbindende kurze Scharnierregion gebildet, die die Flexibilitit der beiden Doménen gewéhr-
eistet. An der Substratbindung scheinen ausserdem zwei Loops beteiligt zu sein, von denen einer
das putative Kernlokalisationssignal und der zweite die Kinesin-homologe Sequenz enthélt (Xu et
al., 1995; Longenecker et al., 1996).

NLS

Abb. 4: Dreidimensionale Struktur der C-terminal trunkierten Kinasen CKkilA298 aus
Schizosaccharomyces pombe und CK18 A317 aus Rattus norvegicus.

A: Tertidrstruktur von Ckil A298 mit gebundenem MgATP.

B: Tertidrstruktur von CK18 A317. (Xu et al., 1995; Longenecker et al., 1996).

Der hohe Gehalt an Arg und Lys in den Kinasedominen von CK1 Isoformen, konzentriert in der
Substratbindungsregion, bedingt den ungewohnlich hohen isoelektrischen Punkt dieser
Proteinkinase-Familie (Xu et al, 1995). Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse der beiden C-
terminal trunkierten CK1 Isoformen konnten zwei Anionenbindungsstellen identifiziert werden.
Diese konnen eine Interaktion mit den sauren oder phosphorylierten Aminoséureresten von CK1
Substraten ermoglichen, aber auch die Bindung von autophosphorylierten Bereichen des C-
Terminus, die als Pseudosubstrate moglicherweise das katalytische Zentrum blockieren kdnnen
(Xu et al., 1995; Longenecker et al., 1998).
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Es gibt eine Reihe von kompetitiven Inhibitoren und nicht-kompetitiven Inhibitoren fiir die
Kinasen der CK1-Familie. Die Wirkungsweise kompetitiver Inhibitoren wie CKI-7 oder D4476
(Chijiwa et al., 1989; Rena et al., 2004), die mit ATP in Konkurrenz um seine Bindungsstelle
treten, konnte aus Analysen der Kristallstruktur des bei einer ICso von 1uM fiir die Isoformen
CK16 und CKle spezifischen Inhibitors IC261 (3-[(2,4,6-Trimethoxyphenyl)methylindenyl]
indolin-2-on) im Komplex mit der C-terminal trunkierten CK19 abgeleitet werden (Mashhoon et
al., 2000). IC261 bindet in der ATP-Bindungsstelle, und durch die damit einhergehende
Konformationsédnderung der Kinase wird das Molekiil in einer Konformation zwischen der nicht-
Ligand-gebundenen und der Ligand-gebundenen stabilisiert, so dass die Dissoziationsgeschwindig-
keit des Komplexes verringert wird (Mashhoon et al., 2000).

Die Konzentration positiver Ladung um die Substratbindungsstelle der Kinasedoméne liefert eine
Erklarung fiir die Selektivitit fiir saure Substrate in der azidotropen Proteinkinase-Familie CK1
(Longenecker et al., 1996). Das Motiv S/T(P)-X,,-S/T stellt die kanonische Konsensussequenz fiir
CK1 dar, in dem S/T(P) fiir einen phosphorylierten Serin- oder Threoninrest und X fiir eine
beliebige Aminoséure steht. Diese Konsensussequenz konnte durch Studien mit Peptidsubstraten
bestimmt werden, deren Aminosaure-Abfolge aus der Sequenz physiologischer Substrate von CK1
wie der Glykogen-Synthase und SV40 T-Ag (Flotow & Roach, 1991; Umphress et al., 1992) oder
charakteristischer nicht-physiologischer Substrate wie a- und p-Casein (Meggio et al., 1991) abge-
leitet wurde. Eine Ansammlung negativ geladener Aminosédurereste um die -3 Position in Bezug
auf den zu phosphorylierenden Aminoséurerest, wie sie zum Beispiel der Inhibitor-2 der Protein-
Phosphatase 1 besitzt (Marin et al., 1994), kann das Phosphoserin oder Phosphothreonin in diesem
Motiv ersetzen (Agostinis et al., 1989; Flotow & Roach, 1991; Graves et al, 1993). Die aus
Studien mit Peptidsubstraten abgeleitete optimale Konsensussequenz EFDTGSIIFF von CK19
weist eine solche Ansammlung negativer Ladung in Kombination mit einem Isoleucin an der +1
Position auf (Songyang et al., 1996). Die in vivo phosphorylierten CK1 Substrate 3-Catenin und
NF-AT besitzen mit dem SLS-Motiv ein nicht-kanonisches Konsensus-Motiv, das durch eine
Anhdufung saurer Aminosdurereste C-terminal zur Phosphoakzeptor-Stelle gekennzeichnet ist
(Marin et al., 2003). Physiologische Substrate von CK1 wie SV40 T-Ag oder der Inhibitor-2 von
PP1, in denen durch CK1 phosphorylierte Motive keine kanonische Konsensussequenz aufweisen,
verdeutlichen, dass auch die lokale Struktur der Phosphoakzeptor-Stelle sowie die
dreidimensionale Struktur des Substrates die Substratspezifitit beeinflussen (Cegielska et al., 1994;
Marin et al., 2003).

Seit der ersten Charakterisierung der Casein Kinase 1 Familie wurde eine grosse Anzahl von
intrazelluldren Proteinen als in vitro Substrate von CK1 beschrieben. Zu diesen Substraten, die in
Tabelle 1 aufgelistet sind, gehoren Strukturproteine des Zytoskeletts sowie an diese bindende

Proteine, an Zell-Zell-Kontakten beteiligte Adhdsionsfaktoren, Rezeptoren, Membrantransporter,
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Zyvtoskelett-Proteine und interagierende Proteine

Myosin, Troponin

(Singh et al., 1982)

Ankyrin (Lu et al., 1985)
Spectrin3 (Eder et al., 1986)
Filamin, Vinculin (Nakajo et al., 1987)
N-CAM (Mackie et al., 1989)

Neurofilamentproteine

(Floyd et al., 1991; Link et al., 1993)

Flagellares Dynein

(Yang & Sale, 2000)

a-/B-Tubulin. MAP4, Stathmin

(Behrend et al., 2000a)

Tau (Singh et al., 1995; Behrend et al., 2000a)
Keratin 17, Desmoglein, Annexin II (Gao et al., 2000)
Rezeptoren

B-Untereinheit des Insulinrezeptors

(Rapuano & Rosen, 1991)

TNFa-Rezeptor

(Darnay et al., 1997)

Muskarin M3-Rezeptor

(Tobin et al., 1997)

Ste2p (a-Faktor-Rezeptor)

(Hicke et al., 1998)

Ste3p (a-Faktor-Rezeptor)

(Feng & Davis, 2000)

PDGF-Rezeptor

(Bioukar et al., 1999)

Membrantransporter

Erythrocyten-Anionentransporter (Bande 3 Protein)

(Soong et al., 1987)

Uracil-Permease (S. cerevisiae)

(Marchal et al., 2002)

DNA-assoziierte Faktoren

Nicht-Histon Chromatin-Proteine

(Christmann & Dahmus, 1981)

ribosomale Proteine

ribosomale Proteine (15 kDa, 20 kDa, 35 kDa)

(Woida et al., 1999)

L4,18,L13

(Gao et al., 2000)

Transkriptions- und Spleissfaktoren

RNA-Polymerase I, II

(Dahmus, 1981)

p53 (Milne et al., 1992)

CREM (cAMP Response Element Modulator) (de Groot et al., 1993)

Swi6 (Ho et al., 1997)

NF-AT (Zhu et al., 1998)

SR-Proteine (Gross et al., 1999)

Tcf3 (Lee et al., 2001)

BMALI, CRY (Eide et al., 2002)

B-Catenin (Liu et al., 2002b; Sakanaka, 2002)
Armadillo (Yanagawa et al., 2002)

Faktoren der Translationsmaschinerie

Initiationsfaktor 4B, 4E, 5

(Haas & Hagedorn, 1991)

Virale Proteine

SV40 T-Ag (Grasser et al., 1988; Umphress et al., 1992)
Kinasen und Phosphatasen
cdk5 (Sharma et al., 1999; Liu et al., 2002b)

PKC (Proteinkinase C)

(Okano et al., 2004)

Inhibitoren und Modulatoren

Inhibitor 2 von Proteinphosphatase 1

(Agostinis et al., 1992; Marin et al., 1994)

DARPP-32 (Dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein

(Desdouits et al., 1995)

IxBa (Lin et al., 1996)
Dishevelled (Peters et al., 1999)
14-3-3 Proteine (Dubois et al., 1997)
mPER (Vielhaber et al., 2000)
APC (Rubinfeld et al., 2001)
Bid (Desagher et al., 2001)

Enzyme des Zellmetabolismus

Acetyl-CoA Carboxylase

(Tipper et al., 1983)

Glykogen-Synthase

(Poulter et al., 1988; Kuret et al., 1985)

Vesikel-assoziierte Proteine

SV2 (Syn. Vesikel assoziiertes Protein 2)

(Gross et al., 1995)

B3A-. B3B Untereinheit des AP-3 Komplexes

(Faundez & Kelly, 2000)

Faktoren der Alzheimer Erkrankung

Presinilin-2

(Walter et al., 1998)

B-Sekretase

(Walter et al., 2001)

Tabelle 1: Auflistung der in der Literatur beschriebenen in vifro und in vivo Substrate der

Casein Kinase 1 Familie.
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DNA-assoziierte sowie ribosomale Proteine, Transkriptions-, Translations- und Spleissfaktoren,
virale Proteine, Kinasen und Phosphatasen, zelluldre Inhibitoren und Modulatoren, Enzyme des
Zellmetabolismus, Vesikel-assoziierte Proteine sowie Faktoren, die mit der Alzheimer Erkrankung
in Verbindung gebracht werden. Die grosse Anzahl von in vitro und in vivo Substraten positioniert
die Mitglieder der CK1 Familie putativ in diversen Signaltransduktionsketten und zelluldren
Prozessen. Da die Mehrheit der aufgefiihrten Proteine in vitro Substrate darstellt, ist die physio-
logische Relevanz der Phosphorylierung der meisten Substrate noch nicht bestitigt und charak-
terisiert.

In vitro Studien mit Peptidsubstraten und verschiedenen CK1 Isoformen haben keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der bevorzugten Konsensussequenz zwischen den einzelnen Isoformen
aufgezeigt (Pulgar et al., 1999). Die Variabilitit in der Funktion und Substrat-Selektivitdt einzelner
Mitglieder dieser im Hinblick auf ihre subzelluldre Lokalisation und Gewebeverteilung ubiquitdren
Kinase-Familie muss daher durch die Regulation der Expression und Aktivitdt der Isoformen, der
subzelluldren Verteilung der Kinasen und ihrer Substrate sowie der Verfiigbarkeit von Bindungs-
und Phosphorylierungsstellen bestimmt werden. Die Casein Kinasen 1 sind ubiquitidre Protein-
kinasen, die in allen bisher untersuchten Organen bei Mammalia nach-gewiesen wurden (Nakajo et
al., 1986; Graves et al., 1993; Zhai et al., 1995; Fish et al., 1995; Rivers et al., 1998). Studien zur
Organ-Verteilung haben allerdings Unterschiede in der Aktivitit und dem Expressionsgrad
einzelner Isoformen aufgezeigt. Im Allgemeinen ist die CK1 Aktivitdt im Hoden, dem einzigen
Organ, in dem bisher alle bekannten CK1 Isoformen detektiert werden konnten (Zhai et al., 1995),
sehr hoch im Vergleich zu anderen Organen (Nakajo et al., 1986). Fiir die CK1 Isoform CK19
wurde ein Maximum der Aktivitdt in der Milz beschrieben (Maritzen et al., 2003). Ein ubiquitires
Vorkommen ist auch hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation zu beobachten. CK1 Isoformen
werden in nukledren sowie zytoplasmatischen Kompartimenten detektiert, und sie liegen im
Zytoplasma sowohl loslich als auch mit dem Zyto-skelett, mit Vesikeln oder der Plasmamembran
assoziiert vor (Gross & Anderson, 1998).

Casein Kinasen 1 wurden als konstitutiv aktive Enzyme beschrieben, die aus verschiedenen Orga-
nismen und Zellinien, aber auch als rekombinante Proteine aus E. coli oder Bacculovirus-Expres-
sionssystemen immer in aktivem Zustand isoliert werden konnen (Tuazon & Traugh, 1991). Unge-
achtet dieser Tatsache konnte eine Anzahl von Regulationsmechanismen identifiziert werden, die
in vitro, aber auch in vivo die Aktivitit von CK1 beeinflussen. Nach direkter Stimulation von
Zellen durch Hormone wie Insulin (Cobb & Rosen, 1983) oder nach viraler Transformation (Elias
et al., 1981) wird zum Beispiel eine Steigerung der Aktivitdit von CK1 beobachtet, und die
Behandlung von Zellen mit Topoisomerase-Inhibitoren 16st eine Erh6hung des Gehaltes an CK16
mRNA und Protein aus (Knippschild et al., 1997). Die Aktivitit der membranassoziierten Sub-

population von CK1la in Erythrozyten und neuronalen Zellen wird durch geringe Unterschiede im
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intrinsischen Gehalt von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP;) in der Membran reguliert, das
sich inhibitorisch auf CK1a auswirkt (Bazenet ef al., 1990; Brockman & Anderson, 1991; Gross et
al., 1995).

Die Regulation der CK1 Aktivitit durch posttranslationale Modifikation wird in erster Linie durch
Phosphorylierung vermittelt. CK1 Isoformen werden in der Regel als aktive, aber phosphorylierte
Kinasen aufgereinigt, deren in vitro Dephosphorylierung durch Protein-Phosphatase 1 oder 2 eine
kurzfristige Steigerung der Aktivitdt bewirkt, die nach Inhibition der Phosphatasen durch die Auto-
phosphorylierung des C-Terminus der Kinasen wieder aufgehoben wird (Graves & Roach, 1995;
Cegielska et al, 1998; Gietzen & Virshup, 1999). Sowohl die intramolekulare Autophos-
phorylierung, die fiir eine Reihe von CKI1 Isoformen nachgewiesen wurde, als auch die
Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen scheinen in vivo Mechanismen zu sein, um die
Aktivitdt der Kinasen zu regulieren. Nach der Aktivierung des Metabotropen Glutamatrezeptors
wird die Phosphatase Calcineurin (PP2B) aktiviert, die durch Dephosphorylierung CK1e¢ transient
aktiviert (Liu et al, 2002b). Auch in Zellkulturexperimenten mit Inhibitoren der Protein-
Phosphatasen 1 und 2A konnte die Wirksamkeit dieses Regulationsmechanismus fiir CK16 und
CKle gezeigt werden (Rivers et al., 1998). Die Autophosphorylierung l4sst innerhalb des C-
Terminus von CK16 Sequenzen der Art T(P)/S(P)-XXJ enstehen, in der J jede Aminosdure ausser
Serin und Threonin darstellt (Graves & Roach, 1995). Derart phosphorylierte Bereiche binden
moglicherweise als Pseudosubstrate an die Substratbindungsstelle im aktiven Zentrum
(Longenecker et al., 1996); (Longenecker et al., 1998) und bewirken durch das kompetitive
Blockieren des aktiven Zentrums einen autoinhibitorischen Mechanismus, der auch fiir die Kinasen
Twitchin, MLCK (,,Myosin Light Chain Kinase*) und die Calmodulin-abhingige Kinase I bereits
aus der Kristallstrukturanalyse abgeleitet werden konnte (Knighton ef al., 1992; Hu et al., 1994;
Goldberg et al., 1996). Diese Regulationsebene kann durch die proteolytische Abspaltung des C-
Terminus (Carmel et al., 1994; Cegielska et al., 1998) ausser Kraft gesetzt werden. In vitro
Versuche mit dem extrazelluliren Proteoglycan Heparin, das zwar kein physiologischer Inter-
aktionspartner von CKI1 ist, aber die Aktivitit der CK1 Isoform & gegeniiber Peptidsubstraten
steigern kann (Graves et al., 1993), lassen darauf schliessen, dass dariiber hinaus die Interaktion
mit einem Aktivator eine Blockade des aktiven Zentrums aufheben kénnte. Autophosphorylierung
wurde bisher bei den CK1 Isoformen CK1y1-3 (Zhai et al., 1995), CK1d (Graves et al., 1993),
CKle (Fish et al, 1995), Hrr25 (DeMaggio et al, 1992) und Ckil (Carmel et al., 1994)
nachgewiesen, wobei zumindest fiir CKle auch im N-Terminus Autophosphorylierungsstellen
beschrieben wurden (Gietzen & Virshup, 1999). Einen weiteren Mechanismus der Inhibition der
Kinaseaktivitdt konnte der Verschluss des katalytischen Zentrums in der dimerisierten Form
darstellen. Eine Homodimerisierung von Molekiilen der CK1 Isoform & wurde aufgrund des

Kristallisationsverhaltens in der Rontgenstrukturanalyse postuliert (Longenecker et al., 1998).
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Alternatives Spleissen des S- und L-Exons der CK1 Isoform o beeinflusst die in vitro Kinaseakti-
vitdt und die Affinitdt der Spleissvarianten zu verschiedenen in vitro Substraten (Zhang et al.,
1996) sowie die Assoziation mit Neurofilament-Proteinen in Hiihner-Neuronen und deren
Phosphorylierung in vivo (Fu et al., 1999). Da das L-Exon ein Kernimportsignal enthélt, wird die
subzelluldre Lokalisation der Spleissprodukte durch das Vorhandensein dieses Exons ebenfalls
beeinflusst (Fu et al., 2001).

Die Sequestrierung von CK1 an intrazelluldren Strukturen oder Proteinkomplexen stellt ein Mittel
dar, um die Kinasen mit einem lokalen Pool von Substraten oder Modulatoren zusammenzu-
bringen. CK18 und CK1e werden iiber das Matrix-Protein CG-NAP/AKAP450 (,,Centrosomal and
Golgi N-Kinase Anchoring Protein®) an das Zentrosom rekrutiert (Sillibourne et al., 2002). Unter-
suchungen zum zirkadianen Rhythmus in Mausen haben gezeigt, dass eine tageszeitlich regulierte
nukledre Lokalisation von CK106 und CKle durch ihre Assoziation mit den unter zirkadianer
Kontrolle exprimierten und nukledr akkumulierenden Proteinen mPER1, mPER2, mCRY1 und
mCRY?2 bedingt wird (Lee et al., 2001). Der Kernimport von mPER1, mPER2, mCRY1 und
mCRY?2 fiihrt zur Einleitung eines negativen Riickkopplungsmechanismus, der die Expression
dieser Proteine iiber die Inaktivierung des konstitutiv DNA-gebundenen Transkriptionsfaktor-
Komplexes CLOCK:BMALI inhibiert (Kume et al., 1999). CKle kann infolge der nukleédren
Akkumulation BMAL1 phosphorylieren, ein Vorgang, der sich stimulatorisch auf die Aktivitit von
BMALI1 auswirkt (Eide et al., 2002) und dessen Koordination mit der beschriebenen Inhibition
durch andere Komponenten des CK1e-PER-CRY-Komplexes noch zu kléren ist. Ein weiteres Bei-
spiel fiir die Positionierung von Substraten und CK1 Isoformen in Multiprotein-Komplexen stellt
schliesslich die Bindung von CK1¢ an den Axin-APC-B-Catenin-Komplex iiber das Matrix-Protein
Axin und die Axin-abhingige Phosphorylierung von APC und B-Catenin durch CKle dar
(Rubinfeld et al., 2001; Sakanaka, 2002).

Das Vorhandensein bzw. die Erreichbarkeit von Substraten kann auch auf der Ebene der subzellu-
laren Kompartimentierung reguliert werden. Wie die YPT1 und Sec4 Proteine weisen auch die
Kinasen Yckl1 und Yck?2 in ihren C-Termini ein Cys-Cys-Motiv auf, das die Isoprenylierung und
die Verankerung dieser Proteine in der Plasmamembran bedingt (Wang et al., 1992; Jiang et al.,
1993). Die Lokalisation dieser Kinasen an der Plasmamembran ist essentiell fiir ihre biologische
Funktion (Vancura ef al., 1994; Wang et al., 1996), aber auch ausreichend, verdeutlicht durch die
Beobachtung, dass eine chimére Kinase aus der Kinasedoméne der priméar nukledren Kinase Hrr25
und dem C-Terminus von Yck2 den yck1Ayck2A Phéanotyp komplementieren konnte (Vancura et
al., 1994). Bei den hoheren Eukaryonten ist vor allem die subzelluldre Verteilung der Isoform
CKla gut untersucht, die sich Zellzyklus-abhingig verdndert. Wahrend sich CK1a in Interphase-
zellen in Teilen des Endoplasmatischen Retikulums (ER), des Trans-Golgi-Netzwerks (TGN) und

in Vesikeln befindet, lokalisiert sie in der Mitose am Spindelapparat und an den Zentrosomen.
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Durch eine derartige zeitliche und rdumliche Regulation kann eine Kinase spezifisch mit
bestimmten Substraten in Kontakt gebracht werden. Zumindest bei der CK1 Isoform & wurde
gezeigt, dass nicht nur das Vorhandensein der Kinasedoméine selbst, sondern auch die katalytische
Aktivitdt essentiell fiir die normale subzelluldre Lokalisation der Kinase ist (Milne ez al., 2001).
Die Selektivitidt fiir Motive, die bereits phosphorylierte Aminosduren enthalten, platziert CK1 in
hierarchische Phosphorylierungskaskaden, in denen durch die Einfithrung von Phosphatgruppen in
Substrate durch andere Kinasen ein ,,Priming® fiir die nachfolgende Phosphorylierung durch CK1
stattfindet (Roach, 1991). Beispiele fiir synergistisch durch CK1 und andere Proteinkinasen
phosphorylierte Substrate sind die Glykogen Synthase, die erst nach Phosphorylierung durch die
cAMP-abhingige Proteinkinase iiber die CK1 Erkennungssequenz PLSRTLS’(P)VSS'’LPGL
verfiigt (Flotow & Roach, 1989; Nakielny et al., 1991), N-CAM (,,Neuronal Cell Adhesion
Molecule®) und die inhibitorische Untereinheit der Phosphatase 1 (Agostinis et al., 1987; Mackie et
al., 1989) sowie das Tumorsuppressor-Protein p53, das erst nach ,,Priming* an Ser 15 durch DNA-
PK in vitro von CK1 an Thr 18 phosphoryliert werden kann (Dumaz et al., 1999).

Die Casein Kinasen 1 sind an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen beteiligt, von der Regulation
von Vesikel- und Proteintransport, Endo- und Exozytose, mitotischer und meiotischer Progression
sowie Chromosomensegregation iiber Zytokinese, Proliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose,
tageszeitlicher Rhythmik, DNA-Reparatur sowie DNA- und RNA-Metabolismus, Morphogenese
und Sporulation bei Hefen, Kerntransport bis zur Modulation von Zytoskelettstrukturen, wobei ihre
Funktionen in vielen Féllen noch nicht im Detail geklart werden konnten.

Die Beteiligung von CK1 an intrazelluldren Transportprozessen wurde vor allem in der Hefe unter-
sucht. Fiir Hrr25 konnte als negativer Regulator eine Beteiligung an der Abschniirung von Vesikeln
am Endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen werden (Murakami ef al., 1999). Yck1 und Yck2
scheinen an der Exozytose des ABC (,,ATP Binding Cassette*)-Transporters PdrSp (Decottignies et
al., 1999) und der Phosphorylierung und Endozytose der Uracil-Permease (Marchal et al., 2000;
Marchal et al., 2002), des a-Faktor-Rezeptors Ste2p (Hicke et al., 1998) sowie des a-Faktor-
Rezeptors Ste3p (Feng & Davis, 2000) beteiligt zu sein, an der die Untereinheit AP-3 des Clathrin-
Adaptor (AP) Komplexes beteiligt ist (Panek et al., 1997). In héheren Eukaryonten ist die
Phosphorylierung dieses Faktors durch CK1a erforderlich fiir die Bildung synaptischer Vesikel in
neuronalen Zellen (Faundez & Kelly, 2000). CK1la kolokalisiert in nicht-neuronalen Zellen mit
Markerproteinen des Golgi-Apparates und des Endoplasmatischen Retikulums (Gross et al., 1995),
wiéhrend die CK1 Isoform 6 mit dem Trans-Golgi Netzwerk assoziiert und mit y-Adaptin
kolokalisiert, einen Clathrin-bindenden Markerprotein an post-Golgi-Strukturen, sowie mit
Dynamin II, einem mit endozytotischen Clathrin-bedeckten Vesikeln interagierenden Protein
(Behrend et al., 2000a). Mutanten von Yckl und Yck2 zeigen weiterhin Defekte bei der Spross-
bildung und der Zytokinese, die durch CKlyl und CKl1y3 komplementiert werden konnen
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(Robinson et al., 1993). Yck3 in S. cerevisiae und auch Ckil und Cki2 in S. pombe sind ebenfalls
an Prozessen der Morphogenese, Zytokinese und Sprossbildung beteiligt (Wang et al., 1992; Wang
et al., 1994; Wang et al., 1996) und damit wie Yckl und Yck?2 fiir das vegetative Wachstum der
Hefen unentbehrlich.

Die Deletion von Hrr25 ldsst Hefezellen empfindlicher gegeniiber y-Bestrahlung werden, geht mit
Defekten bei der Chromosomenverteilung in der Mitose und Meiose einher und ldsst daher auf eine
Beteiligung von Hrr25 an der DNA-Reparatur schliessen (Hoekstra et al., 1991). Hrr25 reguliert
durch Phosphorylierung des Faktors Swi6 die Promotorbindung des Transkriptionsfaktors SBF
(,,SCB binding factor), der beteiligt ist an der transkriptionellen Aktivierung von DNA-Reparatur-
genen und Gl-spezifischen Cyclinen (Ho et al., 1997). Hhp1 und Hhp2 sind in S. pombe ebenso in
DNA-Reparaturprozesse involviert (Hoekstra et al., 1994) wie das CK1a Homolog DMCKI1 in
Drosophila (Santos et al., 1996). Der Defekt der Hrr25 Mutanten kann von CK 16 und CKlg, nicht
aber von CK1a komplemetiert werden (Fish et al., 1995). Diese Untersuchungen in Hefen lassen
auf eine mogliche Beteiligung von CK1 Isoformen an DNA-Reparaturvorgingen in hoéheren
Eukaryonten schliessen.

Die Isoform CK16 phosphoryliert wie auch CK1e das Tumorsuppressorprotein p53 N-terminal in
vitro und in vivo und wird dariiber nach genotoxischem Stress p53-abhingig transkriptionell
aktiviert (Knippschild ef al., 1997). Nach Aktivierung durch DNA-Schéadigung schaltet p53 als
»Wachter des Genoms* Signalwege an, die letztendlich die genomische Integritéit der Zelle sicher-
stellen sollen (Lane, 1992). Die Phosphorylierung von p53 durch CK16 und CKle erfolgt
spezifisch am Ubergang zwischen G2-Phase und Mitose (Knippschild et al., 1997). p53 und CK 18
assoziieren mit den Zentrosomen, und die Phosphorylierung von p53 am G2/M-Ubergang spielt
moglicherweise eine Rolle fiir die p53-vermittelte Erkennung von Spindelschdden. Die Behandlung
von Zellen mit dem CK16/e spezifischen Inhibitor IC261 fiihrt zu zentrosomalen Verdnderungen
und zur Bildung multipolarer Spindeln. IC261 16st, dhnlich wie die Behandlung mit dem Spindel-
inhibitor Nocodazol, nach einem transienten p53-unabhidngigen Arrest der Zellen in der Mitose in
Zellen mit intaktem p53 einen Arrest in einem Gl-dhnlichen Zustand mit 4N DNA-Gehalt, vor
p53-defizientem Hintergrund dagegen Endoreduplikation und Mikronukleation aus (Behrend et al.,
2000b). Es wird daher vermutet, dass CK16 an der Regulierung der Spindeldynamik und der
Erkennung von Spindelschdden beteiligt sein konnte. Da Phosphorylierung ein wichtiges
Instrument bei der Regulation der Mikrotubuli-Dynamik darstellt, konnte der von I1C261
hervorgerufene Effekt auf eine Reduktion der Phosphorylierung Spindel-assoziierter Proteine
zuriickzufiihren sein und auch die Chromosomensegregation beeinflussen.

Seit einiger Zeit werden Fehlregulationen von Casein Kinasen 1 mit verschiedenen neuro-
degenerativen Krankheitsbildern in Zusammenhang gebracht. Eine aberrante Akkumulation des

Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau wird bei zahlreichen sogenannten Tauopathien beobachtet,
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zu denen die Alzheimer Erkrankung (AD) gehort. In den fiir diese Krankheit charakteristischen
Proteinablagerungen im Gehirn der Patienten, den NTFs (,,neurofibrillary tangles®), kolokalisiert
die hyperphosphorylierte Form des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau mit CK16 (Kuret et al.,
1997). In den Gehirnen von an AD Erkrankten konnte eine Uberexpression von CK18 auf mRNA-
und Proteinebene in den von Lésionen betroffenen Regionen nachgewiesen werden (Yasojima et
al., 2000). Die Hyperphosphorylierung von Tau, unter anderem durch CK16 (Singh et al., 1995),
induziert iiber eine Konformationsédnderung des Proteins die Dissoziation von Tau von den Mikro-
tubuli und damit deren Destabilisierung (Li et al., 2004). CK1d phosphoryliert neben Tau noch
weitere mit AD assoziierte Proteine wie 3-APP (,,beta-amyloid precursor protein®) und Presinilin-2
und kann in den bei zahlreichen anderen neurodegenerativen Erkrankungen auftretenden patho-
logischen Tau-Ablagerungen detektiert werden (Schwab et al., 2000).

CKla und CK1e wurden als anti-apoptotische Faktoren in der durch den Fas-Rezeptor vermittelten
Apoptose in sogenannten Typ II-Zellen beschrieben, in denen die nach Bindung des Fas-Liganden
gebildete Menge an ,,Death inducing signalling complex* (DISC) nicht ausreichend ist, um genug
Caspase 8 zu aktivieren und damit iiber die Aktivierung von Effektor-Caspasen direkt Apoptose
herbeizufiihren. Fiir die effektive Auslosung der Apoptose ist in Typ-II Zellen die Freisetzung
apoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien nétig, vermittelt iiber das pro-apoptotische Protein
Bid der Bcl-2 Protein-Familie. Bid transloziert nach Spaltung durch Caspase 8 zum Mitochondrion,
aus dem daraufhin pro-apoptotische Faktoren freigesetzt werden. Die proteolytische Prozessierung
von Bid durch Caspase 8 kann allerdings nur erfolgen, wenn Bid nicht phosphoryliert ist. Neben
CK2 sind sowohl CK1a als auch CKleg in vivo mit Bid assoziiert und phosphorylieren Bid, wobei
eine hierarchische Phosphorylierung durch die Kinasen angenommen wird (Desagher et al., 2001).
Die CK1 Isoformen o und € sind nicht nur in apoptotische Signalwege involviert, sondern spielen
auch eine Rolle bei der Regulation von Differenzierungsvorgingen. Die Aktivierung der Wnt-
Signalkaskade fiihrt iiber die Stabilisierung von B-Catenin und dessen Komplexierung mit den
Transkriptionsfaktoren der Tcf3/Lefl-Familie zur Transaktivierung von Wnt-spezifischen Genen
wie z. B. c-myc (McKay et al., 2001a; McKay et al., 2001b). Die Stabilitdt von B-Catenin wird
durch einen Multiprotein-Komplex reguliert, in dem an das Matrix-Protein Axin unter anderem die
Proteine B-Catenin, Adenomatous Polyposis Coli (APC), Dishevelled (Dsh), Glykogen-Synthase-
Kinase 3 (GSK3p) und CKle gebunden sind. Die konstitutive Phosphorylierung von B-Catenin
durch GSK3p in Abwesenheit des Wnt-Liganden markiert B-Catenin fiir die Degradation am Pro-
teasom. CKle greift als positiver Regulator des Wnt-Weges auf unterschiedliche Art in den Wnt-
Signalweg ein. Zum eine assoziiert es mit dem regulatorischen Multiprotein-Komplex und phos-
phoryliert Dsh, das dadurch aktiviert wird, GSK3[ inhibiert und somit 3-Catenin stabilisiert (Peters
et al., 1999). Des Weiteren aktiviert CK1le durch die Phosphorylierung von Tcf3 dessen Bindung

an B-Catenin und induziert auf diese Weise die Bildung eines aktiven Transkriptionskomplexes
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(Lee et al., 2001). Im Gegensatz dazu scheint CK1a als negativer Regulator des Wnt-Weges durch
Phosphorylierung von B-Catenin die nachfolgende Phosphorylierung durch GSK3f zu ermoglichen
(Liu et al., 2002a), ein Prozess, der auch fiir CKle beschrieben wurde und kontrovers dikutiert
wird (Sakanaka, 2002). Die Wnt Signalkaskade hat eine kritische Bedeutung fiir die Regulation der
Zellproliferation, denn Mutationen in Komponenten des Wnt-Weges werden in 85% aller Fille des
Kolonkarzinoms detektiert (Tucker & Pignatelli, 2000).

Fiir eine Beteiligung von CK1 an der Pathogenese verschiedener maligner Tumorerkrankungen
spricht auch, dass in Nierenzellkarzinomen eine Steigerung der Expression von CK1y3 beobachtet
wurde (Masuda et al., 2003). Eine allgemein erhohte Aktivitit von CK1 konnte in verschiedenen
humanen Leukimie-Zelllinien sowie in primdren humanen myeloblastischen Zellen detektiert
werden (Elias et al., 1981). Die Tatsache, dass die Gene von humaner CKla und CKle auf
chromosomalen Loci gefunden werden, die mit chronischen lymphoproliferativen Erkrankungen
und der Entwicklung von Meningiomen in Verbindung gebracht werden (in: Gross & Anderson,
1998), scheint einen Zusammenhang mit der Entstehung dieser Krankheitsbilder anzudeuten.

Die Beteiligung von CK 18 und CK1¢ an Signaltransduktionsvorgingen im Bereich der zirkadianen
Rhythmik, die die 24-stiindige Periodizitit vieler physiologischer Vorgédnge vorgibt, wurde bereits
erwahnt. Mutationen des Proteins Doubletime (DBT), eines CKle Homologs, bewirken eine
Verdnderung in der Periodenldnge bei Drosophila (Price et al., 1998), und Mutationen der CKle
Bindungsstelle des humanen PER2 Proteins fithren bei Patienten mit FASPS (,,Family Advanced
Sleep-Phase Syndrom®) zur einer Hypophosphorylierung von PER2, die mit einer Verkiirzung der
tageszeitlichen Periodik korreliert (Toh ef al., 2001).

CK1 Isoformen sind somit in eine Vielzahl physiologischer Vorginge eingebunden, deren
kontrollierter Ablauf essentiell fiir das Uberleben und die Proliferation von Zellen ist. Die Stérung
dieser Prozesse durch die Fehlregulation von CK1 selbst oder von durch CK1 modulierten
Faktoren kann mittlerweile mit einer Reihe von Erkrankungen in Verbindung gebracht werden. Die
genaue Positionierung von CK1 in den beteiligten Signaltransduktionsketten und die Aufkldrung
der Funktionen von CK1 im Einzelnen ist bisher nur in wenigen Féllen schon erfolgt und noch

Gegenstand der aktuellen Forschung.
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3. Problemstellung

Die Aktivitdt und die subzellulare Lokalisation von CK18 werden durch Wechselwirkung mit
zelluldren Proteinen und Strukturen moduliert. CK 16 selbst beeinflusst durch die Phosphorylierung
von Substraten deren Lokalisation, Aktivitdit und Funktion. Die Identifikation von zelluldren
Proteinen, die Modulatoren der Lokalisation oder der Aktivitdt von CK 16 sind sowie Substrate von
CK19 darstellen, kann Einblicke in Signaltransduktionswege ermdglichen, in die CK 196 involviert
ist.

Ziel dieser Arbeit war es daher, unter Verwendung des Matchmaker 3 YTH Systems von Clontech
neue Protein-Interaktionspartner von CK10 zu identifizieren und deren Interaktion mit CK10 zu
charakterisieren. Nach der Isolierung von cDNAs putativer Interaktionspartner von CK 13 mit Hilfe
des YTH Systems konnen die kodierten Proteine durch Sequenzierung identifiziert werden. Die
cDNAs der Gesamtproteine sollten zur weitergehenden Charakterisierung der Interaktionen in
verschiedene pro- und eukaryontische Expressionsvektoren integriert werden. Durch Ko-
prézipitation der Interaktionspartner mit CK 15 lassen sich die detektierten Interaktionen in vitro
und in vivo verifizieren. Die Kartierung der fiir die Interaktion notwendigen Regionen sowohl von
CK16 als auch von den wechselwirkenden Proteinen kann durch die Expression unterschiedlich
stark verkiirzter Fragmente von CK16 und den Interaktionspartnern im YTH System erfolgen. Die
Frage, ob die jeweiligen Proteine Substrate von CK196 darstellen, ldsst sich durch die in vitro
Kinasierung von rekombinanten Formen der Interaktionspartner kldren. Die Lokalisation der
phosphorylierten Regionen der einzelnen Proteine sollte durch die in vitro Kinasierung der
Teilfragmente und die Analyse des Phosphorylierungsmusters tryptischer Peptide dieser Fragmente
und der Gesamtproteine erfolgen. Weiterhin lésst sich eine in vivo Interaktion von CK 18 mit den
einzelnen identifizierten Proteinen iiber eine mdgliche Kolokalisation bei der Analyse der
subzelluliren Lokalisation bestitigen.

Nicht nur endogene zelluldre, sondern auch virale Proteine werden durch CK1 in ihrer Funktion
moduliert. Es ist bekannt, dass die Initiation der SV40 DNA-Replikation iiber die Phosphorylierung
von T-Ag durch die CK1 Isoform o beeinflusst wird. Zunéchst sollte iiberpriift werden, ob T-Ag
ein in vitro Substrat von CK19 darstellt. Der Phosphorylierungsstatus von T-Ag beeinflusst auch
die Transformation nicht-permissiver Zellen. Vor dem Hintergrund des SV-52/Rev2 Zellsystems,
bestehend aus der parentalen, maximal transformierten Zelllinie SV-52 mit transformations-
kompetentem T-Ag und der revertanten, minimal transformierten Zellinie Rev2 mit unterphos-
phoryliertem, transformationsdefektem T-Ag kann ein mdglicher Einfluss von CK 16 auf die Trans-
formationskompetenz und den Phosphorylierungsstatus von T-Ag untersucht werden. Die Uber-

priifung des Expressionsstatus und der subzelluliren Lokalisation von CK16 in den beiden
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Zelllinien ermoglicht es, eine moglicherweise differentielle Expression oder Unterschiede in der
zelluldren Verteilung von CK18 in SV-52 und Rev2 Zellen zu detektieren. Uber die Analyse der
kodierenden Sequenz von CKI1d in Rev2 Zellen kann festgestellt werden, ob die detektierte
Reduktion der Aktivitdt von CK16 in Rev2 Zellen durch zelluldre Faktoren oder intrinsisch bedingt
war. Nach der Identifikation von Punktmutationen in der Sequenz von CK198 in Rev2 Zellen sollte
die mutante CK1dérev im Hinblick auf die in vitro Kinaseaktivitit charakterisiert werden.
Untersuchungen mit SV-52/Rev2 Fusionszellen haben einen dominant-negativen Charakter des
Rev2 Phinotyps demonstriert (W. Deppert et al., unverdffentliche Ergebnisse). Durch die stabile
Uberexpression der mutanten CK18rev in SV-52 Zellen kann untersucht werden, ob die mutante
CKlorev allein diesen dominant-negativen Effekt vermitteln kann. Die Charakterisierung der
CK10orev iiberexprimierenden Zellen im Hinblick auf die Ausbildung des maximal transformierten
Phénotyps und die CK13 Kinaseaktivitit ldsst Riickschliisse hinsichtlich einer moglichen Beein-

flussung der Reversion des Phanotyps in Rev2 Zellen durch die Aktivitit von CK1drev zu.
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4. Material und Methoden

4.1 Gerite

AKTApurifier

Analysenwaage H54AR

Analysenwaage BA21009

Blotkammer Mini-Trans Blot

CO,-Inkubator

Hoch-Volt Elektrophoresekammer fiir

Diinnschichtchromatographie-Platten

Epifluoreszenzmikroskop 1X81
Digitalkamera (Modell F-View) II

Epifluoreszenzmikroskop DM-RA
Digitalkamera (Spot Modell 1.3.0)

Epifluoreszenzmikroskop 1X70
IMAGO-Kamera

EttanL.C

Fujix BAS-2000 Lesegerit

Geldokumentationsapparatur TFL-20M

Geldokumentationsapparatur

Gelkammer fiir Agarosegele

Gelkammer Modell 1068BD

Gelkammer Modell AE-6450

Geltrockner Model 583

GenePulser XCell

Heizblock Techne Dry-block DB2A

Inkubator Modell 400

Inkubator T 5042 E

Inkubationsschiittler Certomat BS-1

Inkubationsschiittler AJ 115

Inkubationsschiittler Innova 4230

Mini-Trans Blot Kammer

Mikrotiterplatten-Lesegerit Tecan

SPECTRA Classic

Oxford-Pipette

pH-Meter PH 525

pH-Meter PHM §2

Phospho-Imager Folien

Power-Supply PAC 300

Power-Supply EPS 2A 200

PTC-100 DNA Engine

Amersham Biosciences, Freiburg
Mettler, Giessen

Sartorius, Gottingen

Biorad, Miinchen

Heraeus, Hamburg

T. Patschinsky, CCS GmbH, Hamburg
Olympus, Hamburg

SIS, Hamburg

Leica, Heidelberg

Diagnostic Instruments, USA
Olympus, Hamburg

Till Photonics, Grifelfing
Amersham Biosciences, Freiburg
Fuji, USA

Fobel, Frankreich

Intas, Gottingen

Renner, Dannstadt

Life Technologies, USA
Atto, Japan

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen
Thermo-Dux, Wertheim
Memmert, Schwabach
Heraeus, Hamburg

B. Braun Biotech, Melsungen
Ifors, Schweiz

NBS, Niirtingen

Biorad, Miinchen

TECAN Miinchen GmbH, Kirchheim
Oxford Instrument Co Ltd, UK
WTW, Weilheim

Biorad, Miinchen

Fuji, USA

Biorad, Miinchen

Hoefer, USA

Biozym, Hessisch Oldendorf
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Speedvac Savant
Spektralphotometer CPS-240A
Spektralphotometer BioSpec-1601E
Sterilwerkbank HL.B2472GS
Sterilwerkbank HA2472GS
Szintillationszahler LS5000TD
Thermocycler Primus 25/96
Thermomixer comfort
Ultraschall Sonifier 250
Ultraschall Sonifier B12
Vacuum-Pumpe Lyvac GT2
Wasserbad Typ 1086
Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zentrifuge Sorvall RC-5B
Zentrifuge Universal 32R
Zentrifuge Rotixa/RP

4.2 Chemikalien und Biochemikalien

Bachhofer, Reutlingen
Shimadzu, Japan
Shimadzu, Japan

Nunc, Wiesbaden
Bioflow, Meckenheim
Beckman, Unterschleissheim-Lohhof
MWG Biotech, Ebersberg
Eppendorf, Homburg
Branson, USA

Branson, USA

Heraeus, Homburg

GFL, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Homburg
Sorvall, Bad Homburg
Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Biochemikalien wurden in Analysenqualitét

von den angegebenen Firmen bezogen. Nicht aufgefiihrte Chemikalien und Biochemikalien wurden

bei den Firmen Sigma, Miinchen, Serva, Heidelberg und Fluka, Neu-Ulm erworben.

Ampicillin

ATP

Bacto Trypton

Bacto Hefe-Extract

BSA

Chloroform

DMEM

DMEM ohne L-Cys, L-Met, L-Glu
DMEM ohne Phosphat, L-Glu
Ethidiumbromid

FCS

Geniticin (G418)
Glutathion-Sepharose

IC261 (CK1 Inhibitor)

IPTG

Amersham Biosciences, Freiburg
Boehringer, Mannheim

Difco Laboratories, USA

Difco Laboratories, USA

NEB, Frankfurt a.M.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Roche Applied Science, Mannheim
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg

ICOS Corp., USA

Biomol, Hamburg
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Kanamycin

Leupeptin

Magermilchpulver

Phenol

Protein A-Sepharose

Protogel (30% (w/v) Acrylamid/
0,8% (w/v) Bisacrylamid)

steriles Wasser fiir Injektionszwecke
Rabbit TNT-Reticulocyten Lysate
RNasin®

Trasylol (Wirkstoff Aprotinin)
Trypsin-EDTA-Losung

4.3 Radiochemikalien

[y-*P] ATP

Revidue® [*S]
Tran [*°S]-Label®

4.4 Verbrauchsmaterialien und Kits

BCA Protein Assay Kit

Biorad Protein Assay Kit

Big Dye Terminatormix
Dialyseschliduche Visking 8/32
Dialyseschlduche ZelluTrans
Diinnschicht-Chromatographieplatten aus
Zellulose

Effectene Transfection Reagent
Elektroporationskiivetten (Imm
Elektrodenabstand)

Filterpapier Whatman 3MM
Gewebekulturschalen

Glasperlen 425-600 Mikron
Glaswolle

Hybond-P Membran

Mini Q Anionenaustauschersdule
Nucleobond AX Kit

Resource Q Anionenaustauschersaule
Rontgenfilm Kodak X-OMAT AR

Amersham Biosciences, Freiburg
Roche Applied Science, Mannheim
Neuform, Herrenberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Amersham Biosciences, Freiburg

National Diagnostics, UK

Baxter, Belgien

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

Bayer, Leverkusen

Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Hartmann, Braunschweig
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Hartmann, Braunschweig

Pierce Biotechnology, USA
Biorad, Miinchen

Applied Biosystems, USA
Serva, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Merck Inc., USA

Qiagen, Hilden

Biozym Diagnosik GmbH, Hessisch
Oldendorf

Schleicher und Schiill, Dassel
Nunc, Wiesbaden

Sigma, Miinchen

Merck Inc., USA

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Machery-Nagel GmbH, Diiren
Amersham Biosciences, Freiburg
Kodak, USA
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Rontgenfilm Kodak X-OMAT BMR
Sterilfilter 0,22um

TiterMax Gold Adjuvant
pcDNA3.1-V5/His© TOPO® TA
Expression Kit

Zellkulturschaber

Zentrifugenréhrchen Falcon (15 bzw. 50 ml)

Zentrifugenrohrchen (15 bzw. 30 ml)

4.5 Grossenstandards

High Mass DNA Ladder
Low Mass DNA Ladder
100 bp DNA Ladder

1 kb DNA Ladder

1 kb Ladder DNA-Marker

Protein-Marker 7B, vorgefarbt
,»Rainbow** Protein-Marker, vorgefarbt

4.6 Enzyme und Proteine

AMV Reverse Transkriptase
CK16 (C-terminal verkiirzt)
Lysozym
Restriktionsendonukleasen
RNaseA

Shrimp Alkaline Phosphatase
T-Ag

Tag-DNA-Polymerase
T4-DNA-Ligase
T7-DNA-Polymerase
TPCK-Trypsin

Kodak, USA
Millipore, Schwalbach
Sigma, Miinchen

Invitrogen, USA

Corning Costar Germany, Bodenheim
Becton Dickinson, USA

Corex, USA

Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe

Sigma, Miinchen
Amersham Biosciences, Freiburg

Promega, Madison, USA

NEB, Frankfurt a.M.

Sigma, Miinchen

NEB, Frankfurt a.M.

Sigma, Miinchen

Roche Applied Science, Mannheim

aus dem  Bacculovirus-Expressions-
system aufgereinigt; freundlicherweise
von G. Warnecke, Heinrich-Pette-
Institut, zu Verfiigung gestellt
Eppendorf, Hamburg

Roche Applied Science, Mannheim
Promega, Madison, USA

Worthington Biochemicals, USA
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4.7  Antikorper und Seren

4.7.1 Aufstellung aller Antikorper und Seren

a-Mannosidase 11
CK16

His-tag
MAPIA
Myc-tag
RanBPM
Snapin
V5-tag

anti-Kaninchen-Ig
anti-Kaninchen-Ig

anti-Maus-Ig

anti-Maus-Ig

Maus, monoklonal, Zellkulturiiberstand (G. Banting, Bristol, GB)
Maus, monoklonal, IC128A (ICOS Corporation, USA)
Kaninchen, polyklonales Serum, 108 (U.Knippschild, Ulm)
Maus, monoklonal (Invitrogen, Karlsruhe)

Maus, monoklonal (Sigma, Miinchen)

Maus, monoklonal (NEB, Frankfurt a. M.)

Kaninchen, polyklonales Serum (siche Abschnitt 4.7.2)
Kaninchen, polyklonales Serum (siche Abschnitt 4.7.2)

Maus, monoklonal (Invitrogen, Karlsruhe)

Esel, polyklonal, konjugiert mit Alexa 488 (Mo Bi Tec GmbH, Goéttingen)
Esel, polyklonal, konjugiert mit Alexa 586 (Mo Bi Tec GmbH, Gottingen)
Ziege, polyklonal, konjugiert mit Alexa 488 (Mo Bi Tec GmbH,
Gottingen)

Ziege, polyklonal, konjugiert mit Alexa 568 (Mo Bi Tec GmbH,

Gottingen)
Ziege, polyklonal, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (SAPU,
Schottland)
Ziege, polyklonal, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (SAPU,
Schottland)

anti-Kaninchen-Ig

anti-Maus-Ig

4.7.2 Herstellung von anti-Peptid Kaninchenseren

Die Peptide CLNHSVAKETARRRAMI (Aminoséurereste 109-124 von humanem bzw. murinem
Snapin) und GFLNCSSKHDHEMED (Aminoséurereste 579-593 von humanem bzw. 503-517 von
murinem RanBPM, 90kDa Protein) wurden fiir die Immunisierungen an KLH gekoppelt. Fiir die
subkutane Injektion bei Kaninchen wurden 200 pg der KLH-gekoppelten Peptide in 400 pl einer
50% (v/v) TiterMax Gold Emulsion in 0,8% (w/v) NaCl gelost. Die Tiere wurden dreimal
immunisiert im Abstand von jeweils 2 Wochen. Nach der dritten Immunisierung wurden Testseren
von den Tieren entnommen und auf das Vorhandensein spezifischer Antikdrper im ELISA mit den
jeweiligen Peptiden untersucht. Die Spezifitdt der Seren CGW4 (anti-Snapin) und CGV1 (anti-
RanBPM) wurde durch Kompetitionsversuche mit dem entsprechenden Peptid in der Immun-
fluoreszenz iiberpriift. Die Tiere wurden ausgeblutet und das geronnene Blut zur Gewinnung des
Serums abzentrifugiert (2000 rpm, 10 Minuten, 4°C). Das aus dem Blut gewonnene Serum wurde

bei -80°C bis zur weiteren Ver-wendung aufbewahrt.
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4.8 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der MWG Biotech AG, Ebersberg,
bezogen.
RT-PCR-Primer fiir die cDNA-Synthese von CK16wt und CK16rev (Ratte):

5’CK18cDNA  5'-ATGGAGCTGAGGGTCGGGAATAG-3
(5’ CK18 nt 1-23)

3’CK18¢cDNA  5-TCAGTAGGTGGTACGTCGTGG-3’
(3" CK18 nt 1267-1287)

PCR-Primer fiir die Amplifikation von CK16-Fragmenten (Ratte):

5'CK18-1 5'-CGAATTCCATGGAGCTGAGGGTCGGGAAT-3"
(5" CK16 nt 1-21, EcoRI/ Ncol)

5'CK18-26 5'-CGAATTCCATGGGTACGGACATTGCTGCA-3’
(5" CK156 nt 76-93, EcoRI1 / Ncol)

5'CK18-52 5’'-CGAATTCCATGGAGAGCAAGATCTACAAAATGAT-3’
(5" CK16 nt 154-176, EcoRI / Ncol)

5'CK158-76 5’-CGAATTCCATGGACTACAATGTCATGGTGATG-3"
(5 CK16 nt 226-246, EcoR1 / Ncol)

5'CK16-104  5-CGAATTCCATGGTTCTGTTGCTTGCTGAC-3’
(5" CK18 nt 313-330, EcoRI / Ncol)

5'CK15-149  5'-CGAATTCCATGGACTTTGGGCTGGCCAAG -3’
(5" CK16 nt 445-462, EcoR1/ Ncol)

5'CK18-200  5-CGAATTCCATGGGGTACGTGCTGATGTAC-3"
(5" CK16 nt 598-615, EcoRI/ Ncol)

5'CK16-CT 5’-CGAATTCCATGGAGCGGGAACGCCG-3’
(5" CK18 nt 913-926, EcoR1 / Ncol)

3'CK18-KD 5-ACTCGAGTCGACAGCATCATCTGCAGCC-3’
(3° CK15 nt 897-912, Xhol / Sall)

3'CK168-350  5-ACTCGAGTCGACTGAGGTAGGGGTAAGG-3’
(3" CK15 nt 1035-1050, XAol / Sall)

3'CK18-375 5-ACTCGAGTCGACACGGTGCAGCCGCA-3’
(3" CK18 nt 1112-1125, Xhol / Sall)

3'CK16-400  5'-ACTCGAGTCGACCCTCTGTGAGGTGGA-3
(3" CK15 nt 1186-1200, XAol / Sall)
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3'CK16-428  5'-ACTCGAGTCGACGTAGGTGGTACGTCGTG-3’
(3" CK16 nt 1268-1284, Xhol / Sall)

PCR-Primer fiir die Amplifikation von Fragmenten der leichten Kette 2 (LC2) des humanen Mikro-
tubuli-assoziierten Proteins 1A (MAP1A):

5LC2-1 5'-GAATTCATGTCACCCACCCCTGGTAAAGGG-3’
(5" LC2. nt 7885-7905, EcoRI)

5'LC2-2 5-GAATTCATGAAGGGCAGCTCTGGTGCC-3’
(5" LC2. nt 8050-8067, EcoRI)

5'LC2-3 5'-GAATTCATGITCCGTCGAGTGCGTGCATC-3’
(5" LC2, nt 8134-8153, EcoRI)

3'LC2-4 5'-CTCGAGGGAACTCAAGGCCATTGGTC-3"
(3" LC2, nt 8030-8049, Xhol)

3'LC2-5 5'-CTCGAGCACCTGAAGATTCTCCCCC-3"
(3" LC2, nt 8241-8259, Xhol)

3'LC2-6 5'-CTCGAGGAACTCAATCTTGCAGGCAGG-3’
(3" LC2, nt 8395-8415, Xhol)

3'LC2-7 5'-TGGATCCTCGAGGAACTCAATCTTGCAGGCA-3’
(3" LC2. nt 8397-8415, BamH1/Xhol)

PCR-Primer fiir die Amplifikation von Snapin (murin, human):

5’Snapin-1 5'-TAGAATTCTCATATGGCCGCAGCTGGTTCC-3"
(5" Snapin, nt 1-18, EcoRI/Ndel)

5’Snapin-2 5'-TAGAATTCTCATATGGTGCAGCAGCTCGACTCT-3"
(5" Snapin, nt 109-123, EcoRI1/Ndel)

5’Snapin-3 5'-TAGAATTCTCATATGGACCCCTATGTTAAGAAG-3’
(5" Snapin, nt 235-252, EcoR1/Ndel)

3'Snapin-4  5-TACTCGAGGTACCTAGAGCTGCTGCACC 3’
(3’ Snapin, nt 108-120, Xhol/Kpnl)

3’Snapin-5 5'-TACTCGAGGTACCTACAGATCCAGGGCCA-3"
(3" Snapin, nt 221-234, Xhol/Kpnl)

3’Snapin-6 5'-TACTCGAGGTACCTATTTGCTTGGAGAACCAG-3’
(37 Snapin, nt 392-408, Xhol/Kpnl)
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PCR-Primer fiir die Amplifikation von Fragmenten des humanen und murinen Ran Binding Protein
im MTOC (RanBPMS55, 55 kDa Protein; die Angaben zu den Nukleotid-Positionen beziehen sich
auf die Sequenz des murinen RanBPM90):

5’'RanBPM-1

5'RanBPM-2

5'RanBPM-3

5'RanBPM-4

5'RanBPM-5

3’RanBPM-6

3’RanBPM-7

3’'RanBPM-8

3’'RanBPM-9

3’RanBPM-10

5'-TCTCGAGACCCGGGTATGGGAATTGGTCTTT-3"
(5" RanBPM90, nt 463-478, Xhol/Xmal)

5'-TCTCGAGACCCGGGTATGTTTGTGTTTGATAT-3’
(5" RanBPM90, nt 775-788, Xhol/Xmal)

5'-TCTCGAGACCCGGGTATGCGGTGTTTGGGA-3"
(5" RanBPM90, nt 1156-1167, Xhol/Xmal)

5'-TCTCGAGACCCGGGTATGGAAAGTTGTAGC-3’
(5" RanBPM90, nt 1306-1317, Xhol/Xmal)

5'-TCTCGAGACCCGGGTATGGAAGATTGTGAC-3"
(5" RanBPM90, nt 1543-1557, Xhol/Xmal)

5'-TCTCGAGGGTACCTAAGGATGTTGCCCAAA-3’
(3" RanBPM90, nt 760-774, Xhol/Kpnl)

5-TCTCGAGGGTACCTACACTTCACTGTCTGT-3’
(3" RanBPM90, nt 1141-1155, Xhol/Kpnl)

5'-TCTCGAGGGTACCTATACACCATTGCTACAAC-3’
(3" RanBPM90. nt 1310-1326, Xhol/Kpnl)

5'-TCTCGAGGGTACCTATTCGTGGTCATGTTTAG-3’
(3" RanBPM90, nt 1526-1542, Xhol/Kpnl)

5'-TCTCGAGGGTACCTAATGTAGGTAGTCTTCC-3"
(3 RanBPMO0, nt 1944-1959, Xhol/Kpnl)

Fiir die Sequenzierung verwendete Oligonukleotide:

5’pACT2

pACT2-RP

5’pcDNA3.1

3’pcDNA3.1

PolyT-V

5'RanBPMseq

5'-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3’
(5" Sequenzierung von pACT2, nt 5091-5122)

5’-CAGTTGAAGTGAACTTGC-3’
(3" Sequenzierung von pACT2, nt 4937-4954)

5’-TTAATACGACTCACTATAGGG-3’
(5" Sequenzierung von pcDNA3.1/V5-His-TOPO, nt-862-882)

5'-TAGAAGGCACAGTCGAGGCTG-3"
(37 Sequenzierung von pcDNA3.1/V5-His-TOPO, nt 1108-1128)

S-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTV-3’
(3" Sequenzierung, Hybridisierung mit polyA Sequenzen)

5-AAGGAGAATGGCAGACCATG-3’
(5" Sequenzierung von murinem RanBPM, nt 860-879)

oligo(dT);s primer Promega, Madison, USA
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4.9 Vektoren

Eukaryontische Expressionsvektoren:

pCR3.1
pCR3.1-CK 15wt

pCR3.1-CKl1drev

pcDNA3.1-V5/His® TOPO®

Invitrogen, Karlsruhe

cDNA von CKIl1owt (Rattus norvegicus), in pCR3.1
integriert

cDNA von CKI18 aus Rev2 Zellen (embryonale, SV40
transformierte Rattenfibroblastenzelllinie, (Bauer et al.,
1987), in pCR3.1 integriert

Invitrogen, Karlsruhe

Vektorbezeichnung Exprimierte AS CK138 Oligonukleotide
pcDNA3.1-CK18KD 1-304 5’CK16-1/3’CK18-KD
pcDNA3.1-CK18N26 26-304 5°CK16-26 / 3°CK18-KD
pcDNA3.1-CK18N52 52-304 5’CK16-52 /3’CK18-KD
pcDNA3.1-CK18N76 76-304 5’CK16-76 / 3°CK18-KD
pcDNA3.1-CK18N104 104-304 5’CK16-104 / 3°CK18-KD
pcDNA3.1-CK18N149 149-304 5’CK16-149 / 3°CK138-KD
pcDNA3.1-CK18N200 200-304 5’CK16-200/3°CK18-KD
pcDNA3.1-CK18CT 305-428 5’CK16-CT /3°CK15-428
pcDNA3.1-CK18C350 305-350 5’CK16-CT /3’CK18-350
pcDNA3.1-CK18C375 305-375 5’CK16-CT / 3°CK18-375
pcDNA3.1-CK18C400 305-400 5’CK16-CT / 3°CK18-400
Tabelle 2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pcDNA3.1-

V5/His® TOPO®-Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von CK13
(Rattus norvegicus)

Vektorbezeichnung Exprimierte AS LC2 Oligonukleotide
pcDNA3.1-LC2-14 2629-2683 5'LC2-1/3LC2-4
pcDNA3.1-LC2-15 2629-2753 5'LC2-1/3'LC2-5
pcDNA3.1-LC2-16 2629-2805 5'LC2-1/3°LC2-6
pcDNA3.1-LC2-25 2684-2753 5'LC2-2/3°LC2-5
pcDNA3.1-LC2-26 2684-2805 5'LC2-2/3°LC2-6
pcDNA3.1-LC2-35 2712-2753 5'LC2-3/3'LC2-5
pcDNA3.1-LC2-36 2712-2805 5'LC2-3/3'LC2-6
pcDNA3.1-LC2-17 2629-2805 5'LC2-1/3'LC2-7
Tabelle 3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pcDNA3.1-

V5/His® TOPO®-Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von humanem

LC2
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Vektorbezeichnung Exprimierte AS Snapin Oligonukleotide
pcDNA3.1-Snapinl14 1-40 5’Snapin-1 / 3"Snapin-4
pcDNA3.1-Snapinl5 1-78 5'Snapin-1 / 3’Snapin-5
pcDNA3.1-Snapinl6 1-136 5'Snapin-1 / 3’Snapin-6
pcDNA3.1-Snapin25 37-78 5’Snapin-2 / 3"Snapin-5
pcDNA3.1-Snapin26 37-136 5’Snapin-2 / 3’Snapin-6
pcDNA3.1-Snapin36 79-136 5"Snapin-3 / 3"Snapin-6
Tabelle 4: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pcDNA3.1-

V5/His® TOPO®-Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von murinem

Snapin
Vektorbezeichnung Exprimierte AS RanBPM Oligonukleotide
pcDNA3.1-RanBPM110 155-653 5'RanBPM-1 / 3'RanBPM-10
pcDNA3.1-RanBPM 16 155-258 5'RanBPM-1 / 3’'RanBPM-6
pcDNA3.1-RanBPM27 259-385 5'RanBPM-2 / 3'RanBPM-7
pcDNA3.1-RanBPM38 386-442 5'RanBPM-3 / 3’'RanBPM-§
pcDNA3.1-RanBPM49 436-514 5'RanBPM-4 / 3’'RanBPM-9
pcDNA3.1-RanBPM510 515-653 5'RanBPM-5 / 3’'RanBPM-10

Tabelle 5: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pcDNA3.1-

V5/His® TOPO®-Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von murinem

RanBPM

pEYFP-C1
pECFP-N1
pECFP-LC2

pEYFP-Snapin

pEYFP-RanBPM55

Clontech, USA
Clontech, USA

cDNA von humanem MAPIA LC2 (AS 2629-2805), iiber EcoRIl und
BamH]! in pECFP-N1 integriert

cDNA von murinem Snapin, iiber EcoRl und Kpnl in pEYFP-CI
integriert

cDNA von murinem RanBPMS55, iiber Xhol und Kpnl in pEYFP-C1
integriert

Expressionsvektoren fiir Saccharomyces cerevisiae:

pVA3-1

pTDI-1

cDNA von murinem p53, AS 72-390, im Expressionsvektor pAS2-1
(Matchmaker, Clontech), Kontrollvektor im YTH System

cDNA von SV40 T-Ag, AS 84-708, im Expressionsvektor pACT2
(Matchmaker, Clontech), Kontrollvektor im YTH System
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pLAMS -1 cDNA von humanem LaminC im Expressionsvektor pACT2
(Matchmaker, Clontech), Kontrollvektor im YTH System

pACT2-bm c¢DNA Bank aus humanem Knochenmark im Vektor pACT2 (Clontech,
USA)

pACT2-mt c¢DNA Bank aus murinem Hoden im Vektor pACT2 (Clontech, USA)

pGBKT7 Clontech, USA

pGBKT7-CK 15wt

pGBKT7-CK1drev
pGBKT7-CKla

pGBKT7-CK 173

pGBKT7-CKlg

c¢DNA von CK 18wt (Rattus norvegicus), iiber Ncol und Sall in pGBKT7
integriert

c¢DNA von CK13 rev, iiber Ncol und Sall in pGBKT7 integriert

c¢cDNA von CKla (Rattus norvegicus) im Expressionsvektor pGBKT7;
das Konstrukt wurde von Dr. David Meek, Dundee, Schottland
bereitgestellt

cDNA von CK1y3 (Rattus norvegicus) im Expressionsvektor pGBKT7;
das Konstrukt wurde von Dr. David Meek, Dundee, Schottland zur
Verfligung gestellt

c¢DNA von CK16wt (Rattus norvegicus) im Expressionsvektor pGBKT7;
das Konstrukt wurde von Dr. David Meek, Dundee, Schottland zur
Verfiigung gestellt

Vektorbezeichnung Exprimierte AS CK13 Oligonukleotide
pGBKT7-CK18KD 1-304 5’CK16-1/3’CK18-KD
pGBKT7-CK16N26 26-304 5’CK16-26 / 3°CK15-KD
pGBKT7-CK13N52 52-304 5’CK16-52 / 3°CK16-KD
pGBKT7-CK18N76 76-304 5’CK16-76 / 3’°CK156-KD
pGBKT7-CK18N104 104-304 5’CK16-104 / 3°CK138-KD
pGBKT7-CK156N149 149-304 5’CK16-149 / 3°CK18-KD
pGBKT7-CK16N200 200-304 5°CK16-200/3°CK18-KD
pGBKT7-CK158CT 305-428 5°CK13-CT /3’CK18-428
pGBKT7-CK18C350 305-350 5’CK16-CT /3’CK18-350
pGBKT7-CK18C375 305-375 5’CK16-CT / 3’CK16-375
pGBKT7-CK18C400 305-400 5’CK16-CT / 3°CK18-400

Tabelle 6:

Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGBKT7-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von CK13 (Rattus norvegicus); die
Integration in pGBKT?7 erfolgte iiber Ncol und Sall.

pGADT7

Clontech, USA
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Vektorbezeichnung Exprimierte AS LC2 Oligonukleotide
pGADT7-LC2-14 2629-2683 5'LC2-1/3'LC2-4
pGADT7-LC2-15 2629-2753 5'LC2-1/3°LC2-5
pGADT7-LC2-16 2629-2805 5'LC2-1/3'LC2-6
pGADT7-LC2-25 2684-2753 5'LC2-2/3'LC2-5
pGADT7-LC2-26 2684-2805 5'LC2-2/3'LC2-6
pGADT7-LC2-35 2712-2753 5'LC2-3/3'LC2-5
pGADT7-LC2-36 2712-2805 5'LC2-3/3°LC2-6
Tabelle 7: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGADT7-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von humanem LC2; die
Integration in pGADT?7 erfolgte iiber EcoRI und Xhol.

Vektorbezeichnung Exprimierte AS Snapin Oligonukleotide
pGADT7-Snapin-14 1-40 5"Snapin-1 / 3"Snapin-4
pGADT?7-Snapin-15 1-78 5’Snapin-1 / 3’Snapin-5
pGADT7-Snapin-16 1-136 5’Snapin-1 / 3’Snapin-6
pGADT7-Snapin-25 37-78 5"Snapin-2 / 3"Snapin-5
pGADT7-Snapin-26 37-136 5"Snapin-2 / 3’Snapin-6
pGADT7-Snapin-36 79-136 5"Snapin-3 / 3"Snapin-6

Tabelle 8: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGADT7-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von murinem Snapin; die
Integration in pGADT7 erfolgte iiber Ndel und Xhol.

Vektorbezeichnung Exprimierte AS RanBPM Oligonukleotide
pGADT7-RanBPM-110 155-653 5'RanBPM-1 / 3’'RanBPM-10
pGADT7-RanBPM-16 155-258 5'RanBPM-1 / 3’'RanBPM-6
pGADT7-RanBPM-27 259-385 5'RanBPM-2 / 3’'RanBPM-7
pGADT7-RanBPM-38 386-442 5'RanBPM-3 / 3’'RanBPM-8§
pGADT7-RanBPM-49 436-514 5'RanBPM-4 / 3'RanBPM-9
pGADT7-RanBPM-510 515-653 5'RanBPM-5 / 3'RanBPM-10
Tabelle 9: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGADT7-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von murinem RanBPM; die
Integration in pGADT7 erfolgte iiber Xmal und Xhol.

Bakterielle Expressionsvektoren:

pGEX-4T-1/3 Amersham Biosciences, Freiburg
pGEX-2T Amersham Biosciences, Freiburg
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p267 cDNA der ersten 192 bp von p53 im Expressionsvektor pGEX-2T
(Expression der AS 1-64 von murinem p53 als GST-Fusionsprotein,
bezeichnet als FP267); das Konstrukt wurde von Dr. Uwe Knippschild

bereitgestellt

pGEX-CK1drev cDNA von CK1drev aus pCR3.1-CK1drev in pGEX-2T integriert
pGEX-CK16wt cDNA von CK16wt aus pCR3.1-CK16wt, in pGEX-2T integriert
Vektorbezeichnung Exprimierte AS LC2 Oligonukleotide
pGEX-LC2-14 2629-2683 5'LC2-1/3'LC2-4
pGEX-LC2-15 2629-2753 5'LC2-1/3°LC2-5
pGEX-LC2-16 2629-2805 5'LC2-1/3'LC2-6
pGEX-LC2-25 2684-2753 5'LC2-2/3°LC2-5
pGEX-LC2-26 2684-2805 5'LC2-2/3'LC2-6
pGEX-LC2-35 2712-2753 5'LC2-3/3°LC2-5
pGEX-LC2-36 2712-2805 5'LC2-3/3’LC2-6
Tabelle 10: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGEX-4T-1-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von humanem LC2; die
Integration in pGEX-4T-1 erfolgte iiber EcoRI und Xhol.

Vektorbezeichnung Exprimierte AS Snapin Oligonukleotide
pGEX-Snapin-14 1-40 5’Snapin-1 / 3’Snapin-4
pGEX-Snapin-15 1-78 5'Snapin-1 / 3’Snapin-5
pGEX-Snapin-16 1-136 5’Snapin-1 / 3’Snapin-6
pGEX-Snapin-25 37-78 5’Snapin-2 / 3’Snapin-5
pGEX-Snapin-26 37-136 5"Snapin-2 / 3’Snapin-6
pGEX-Snapin-36 79-136 5"Snapin-3 / 3’Snapin-6
Tabelle 11: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGEX-4T-3-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von murinem Snapin; die
Integration in pGEX-4T-3 erfolgte iiber EcoRI und Xhol.

Vektorbezeichnung Exprimierte AS RanBPM Oligonukleotide
pGEX-RanBPM-110 155-653 5'RanBPM-1 / 3’'RanBPM-10
pGEX-RanBPM-16 155-258 5'RanBPM-1 / 3’'RanBPM-6
pGEX-RanBPM-27 259-385 5'RanBPM-2 / 3'RanBPM-7
pGEX-RanBPM-38 386-442 5'RanBPM-3 / 3’'RanBPM-8
pGEX-RanBPM-49 436-514 5’RanBPM-4 / 3'RanBPM-9
pGEX-RanBPM-510 515-653 5'RanBPM-5 / 3'RanBPM-10
Tabelle 12: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit hergestellten und verwendeten pGEX-4T-1-

Konstrukte mit unterschiedlich langen Fragmenten von murinem RanBPM; die
Integration in pGEX-4T-1 erfolgte iiber Xmal und Xhol bzw. EcoRI und Notl.
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4.10 Eukaryontische Zelllinien

Balb/c 3T3
BXPC3
C57-MG

CVil

F111
HelLa

Kplus

MiaPaCa-2
MCF7
NRK
REF52
Rev2

SV-52

SV-CK

Mausembryofibroblastenzelllinie (Aaronson & Todaro, 1968)
Humane Adenokarzinomzelllinie (Pankreas) (Loor ef al., 1982)

Epithelzelllinie aus Milchdriisen von C57BL/6 Miusen (Vaidya et al.,
1978)

SV40 permissive Affennierenzelllinie der Afrikanischen Griinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops) (Manteuil et al., 1973)

Immortalisierte Fischer Rattenfibroblasten (Freeman et al., 1975)

Humane epitheliale Adenokarzinomzelllinie (Cervix) (Scherer et al.,
1953)

NRK Zellen mit stabiler Expression von GFP-TGN38 (G. Banting,
Bristol, GB)

Humane Pankreaskarzinomzelllinie (Yunis et al., 1977)
Humane Mammakarzinomzelllinie (Soule ef al., 1973)
Nierenzelllinie aus der Ratte (Somers & Kirsten, 1968)
Rattenembryofibroblastenzelllinie (McClure et al., 1982)

Revertante Rattenfibroblastenzelllinie, aus SV-52 Zellen isoliert (Bauer
etal., 1987)

Rattenfibroblastenzelllinie, entstanden nach Mikroinjektion von SV40
DNA in REF52 Zellen (Graessmann & Graessmann, 1983)

Bezeichnung fiir stabil mit CK19 transfizierte SV-52 Zellen

4.11 Bakterienstimme

E.coli DH5a

4.12 Hefestamme

S. cervisiae AH 109

F~; endA1l, hsdR17(rk", mk+); supE44; thi-1; A"; recAl; gyrA96; relAl;
AlargF-lacZYA]U169; [@80dlacZM15] (Hanahan, 1983)

MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-300, gal4A, gal80A, LYS2 ::
GAL1yas-GAL11ATA-HIS3, MEL1, GAL2yas-GAL2741A-ADE2, URA3
:: MEL1yas-MEL1tata-lacZ (James et al., 1996)
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4.13 Zellkulturtechniken

4.13.1 Kaultivierung von eukaryontischen Zelllininen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden auf Gewebekulturschalen in Dulbecco’s
modifiziertem Eagle’s Medium (DMEM) mit 10% (v/v) fotalem Kélberserum (FCS) bei 5% CO,,
85% Humiditat und 37°C kultiviert. SV-CK Zellen wurden in komplettem DMEM mit 200 pg/ml
G418 kultiviert. Die Zellen wurden als subkonfluente Monolayer alle 2 Tage passagiert. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen durch eine 3-5 miniitige Behandlung mit Trypsin-EDTA-L&sung von der
Kulturschale geldst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Kulturmedium abgestoppt und die

Zelle in einer entsprechenden Verdiinnung auf neue Gewebekulturschalen gegeben.

DMEM: Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Trypsin-EDTA-Losung: 2% Trypsin in PBS; 0,5 mM EDTA [pH 8§,0]

4.13.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryontischen Zelllininen

Die verwendeten Zelllinien wurden von einer Gewebekulturschale durch Behandlung mit Trypsin-
EDTA-L&sung abgelost und die Reaktion mit Kulturmedium abgestoppt. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 2000 rpm, RT, pelletiert und das Zellpellet in 1,5 ml Einfrier-
medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einem Einfrierréhrchen sofort auf Eis gestellt,
eine Stunde in der oberen und iiber Nacht in der unteren Gasphase des Stickstofftanks belassen und
dann in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

Um die Zellen in Kultur zu nehmen, wurde der Inhalt eines Einfrierréhrchens bei 37°C aufgetaut,
in 10 ml Medium verdiinnt und fiir 2 Minuten zentrifugiert bei 2000 rpm, RT. Die sedimentierten
Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und auf Gewebekulturschalen gegeben. Nach ca.

24 Stunden wurde das Medium erneuert.

Einfriermedium: 50% (v/v) FCS; 3,7 g/ NaHCO3; 12% (v/v) DMSO in doppelt konzen-
triertem DMEM

4.13.3 Transiente Transfektion von eukaryontischen Zellen

Fiir die transiente Expression von Proteinen wurden die Zellen nach dem “Effectene Transfection
Reagent”-Protokoll von QIAgen transfiziert. Zu diesem Zweck wurden die Zellen bis zu ca. 40%

Konfluenz kultiviert und mit insgesamt 0,4 pug zu transfizierender zirkuldrer Vektor-DNA pro
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Vertiefung in 6-Well Platten bzw. 2 pg DNA in 90-mm Gewebekulturschalen nach Angaben des
Herstellers transfiziert. Fiir eine anschliessende Auswertung der Transfektion unter dem
Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen auf Deckgldsern in 6-Well Platten transfiziert und bis zur

Fixierung 1-2 Tage bei 37°C kultiviert.

4.13.4 Stabile Transfektion von eukaryontischen Zellen

Die Etablierung der Zellinie SV-CK erfolgte nach stabiler Transfektion von SV-52 Zellen nach
dem “Effectene Transfection Reagent’-Protokoll von QIAgen. Die Zellen wurden auf 90-mm
Gewebekulturschalen bis zu 40-60% Konfluenz kultiviert und mit 2 pg Vektor-DNA pro Schale
Vertiefung nach Angaben des Herstellers transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen im Verhéltnis 1:10 auf neue Zellkulturschalen umgesetzt und in komplettem DMEM mit
400 pg/ml G418 kultiviert. G418-resistente Kolonien wurden nach 2 Wochen zu Zelllinien
expandiert und zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks in DMEM mit 200 pg/ml G418
kultiviert.

4.13.5 Praparation von Zellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Die Analyse transient transfizierter eukaryotischer Zellen erfolgte 12-72 Stunden nach der
Transfektion in Abhéngigkeit vom Expressionsverhalten des zu analysierenden Proteins. Transient
transfizierte Zellen wurden auf Deckgldsern kultiviert, nach Entfernung des Mediums mit 37°C
warmem PBS gewaschen und anschliessend mit 3% (w/v) Paraformaldehyd in PBS fiir 20 Minuten
bei 37°C fixiert. Alternativ wurden die Zellen durch Inkubation in Methanol fiir 30 Minuten bei -
20°C fixiert und zugleich permeabilisiert. Abhingig von der zu untersuchenden Fragestellung
folgte eine Behandlung der Préparate fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie wie unter Abschnitt
4.13.6 beschrieben. Fiir die Darstellung der Aktinfilamente wurden die Zellen fiir 20 Minuten bei
37°C mit 0.05 mg/ml Tetramethylrhodamineisothiocyanat (TRITC)-konjugiertem Phalloidin bzw.
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugiertem Phalloidin behandelt. Danach wurden die Préparate
mit PBS und abschliessend mit ddH,O gewaschen, bevor sie auf einem Objekttrager in Mounting-
Medium eingebettet wurden. Nach dem Aushidrten des Mounting-Mediums {iber Nacht bei RT
konnten die Zellen im Epifluoreszenzmikroskop mit einer hochauflésenden Kamera analysiert

werden.

PBS: 140 mM NaCl; 3 mM KCl; 8 mM Na,HPOy; 1,5 mM KH,PO,

Mounting-Medium: 5% (w/v) Polyvinylalkohol (MW 70000-100000 Da); 10% (v/v) Glyzerin
in PBS
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4.13.6  Priparation von Zellen fiir Inmunfluoreszenzanalysen

Fiir die Immunfluoreszenzanalyse wurden die Zellen fiir 12-72 Stunden auf Deckgldsern kultiviert.
Die Fixierung der Zellen erfolgte mit Paraformaldehyd oder eiskaltem Methanol wie unter 4.13.5
beschrieben. Nach Fixierung mit Paraformaldehyd wurden die Zellen mit 0,3% (v/v) Triton X-100
in PBS fiir 3 Minuten bei RT permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen der Antikorper
wurden durch Inkubation in 1,5 % (w/v) BSA in PBS fiir 1 Stunde bei RT oder iiber Nacht bei 4°C
abgesittigt. Die Zellen wurden jeweils nach der Fixierung, der Permeabilisierung und der
Absittigung dreimal mit PBS gewaschen.

Die Préparate wurden zundchst mit 50 pl einer Verdiinnung des jeweiligen spezifischen Anti-
korpers fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Die Verdiinnungsfaktoren der priméren und der sekundéren
Antikorper in den Tabellen 13 und 14 angegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die
Inkubation der Préparate mit den sekundéren Antikdrpern fiir 45 Minuten bei RT im Dunkeln.
Alternativ wurden die Priparate zunichst mit weiteren Verdiinnungen spezifischer Antikdrper
inkubiert, wenn Doppelfarbungen angefertigt werden sollten. Nachdem die Priparate erneut in PBS
gewaschen worden waren, wurde die zellulire DNA durch Inkubation mit DAPI (0,1 pg/ml in
PBS) fiir 15 Minuten bei RT im Dunkeln dargestellt. Danach wurden die Préparate mit PBS und
abschliessend mit H,O gewaschen, bevor sie auf einem Objekttriger in Mounting-Medium einge-
bettet wurden. Die Auswertung erfolgte unter dem Epifluoreszenzmikroskop und die Bild-

dokumentation mit einer hochaufldsenden Digitalkamera.

Epitop Spezies Verdiinnung
o-Mannosidase I | Maus, monoklonal 1:20

CK13 ICI28A Maus, monoklonal 1:500
RanBPM Serum CGV1, Kaninchen, polyklonal (siche Abschnitt 4.7.2) 1:3000
Snapin Serum CGW4, Kaninchen, polyklonal (siche Abschnitt 4.7.2) 1:1500

Tabelle 13:  Verdiinnungen der in Immunfluoreszenz verwendeten priméren Antikorper

Epitop Spezies Verdiinnung
Maus-1gG Ziege, polyklonal, konjugiert mit Alexa 488 1:500
Maus-1gG Ziege, polyklonal, konjugiert mit Alexa 568 1:500
Kaninchen-Ig Esel, polyklonal, konjugiert mit Alexa 488 1:500
Kaninchen-Ig Esel, polyklonal, konjugiert mit Alexa 568 1:500

Tabelle 14:  Verdiinnungen der in Immunfluoreszenz verwendeten sekundéiren Antikorper
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4.13.7 Extraktion von Proteinen aus eukaryontischen Zellen

Zur Extraktion von Proteinen aus eukaryontischen Zellen wurden diese nach Entfernung des
Mediums zundchst mit eiskaltem PBS gewaschen und anschliessend auf Eis mit 0,1-0.5 ml NP40-
Lysispuffer pro 90-mmGewebekulturschale lysiert. Proteaseinhibitoren (Leupeptin, Aprotinin,
Benzamidin, EGTA) wurden jeweils frisch zum Lysispuffer gegeben. Die Zellen wurden mit einem
Zellkulturschaber von den Gewebekulturschalen abgeschabt und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschliessend wurden unlosliche Zellbestandteile durch Zentrifugation der Lysate bei 14000 rpm
fiir 30 Minuten bei 4°C abgetrennt. Alternativ wurden die Proteine vor der Auftrennung in der
FPLC in FPLC-Lysispuffer extrahiert.

NP40-Lysispuffer: 50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 120 mM NaCl, 0,5% (v/v) NP40, 10% (v/v)
Glyzerin, | mM EGTA, 1 mM Benzamidin, 50 uM Leupeptin, 1% (v/v)
Trasylol (Aprotinin), 5 mM DTT

FPLC-Lysispuffer: 20 mM Tris-Acetat [pH 7,0], 0,27 mM Sucrose, 1% (v/v) Triton X-100,
1 mM EGTA, 1 mM Benzamidin, 50 uM Leupeptin, 1% (v/v) Trasylol
(Aprotinin), 0,1% B-Mercaptoethanol

4.13.8 Extraktion von Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen

Nach Entfernung des Mediums wurden subkonfluente Monolayer der Zellen mit eiskaltem PBS
gewaschen und in 2 ml RNA-Lysispuffer lysiert. Das Lysat wurde zur Homogenisierung zehnmal
durch eine 20G Kaniile (0 0,9 mm) gepresst. Dann wurden nacheinander 0,2 ml 2 M Natriumacetat
[pH 4,0], 2 ml Phenol und 0,4 ml Chloroform-Isoamylalkohol zugegeben und jeweils mit dem
Lysat vermischt. Das Lysat wurde 10 Sekunden gevortext, 15 Minuten auf Eis inkubiert und 20
Minuten bei 10000xg und 4°C zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase wurde mit einem Volumen
Isopropanol versetzt, die RNA 1 Stunde bei -20°C prézipitiert und durch Zentrifugation fiir 30
Minuten bei 10000xg und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 0,6 ml RNA-Lysispuffer resus-
pendiert und die RNA erneut mit 1 Volumen Isopropanol prizipitiert. Anschliessend wurde die
RNA zweimal mit 75% (v/v) Ethanol gewaschen, in 50 ul DEPC-Wasser aufgenommen und bei -
70°C gelagert. Die Quantifizierung der RNA erfolgte wie in Abschnitt 4.16.2 beschrieben.

RNA-Lysispuffer: 4 M Guanidinium-Thiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, 0,5 % (w/v)
Natriumlaurylsarkosinat, 0,1 M -Mercapthoethanol
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4.13.9 Softagarklonierung

SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen wurden jeweils in Zelldichten von 1x 10* 5x 10° und 1x 10’
Zellen pro 35-mm Gewebekulturschale in DMEM mit 10% FCS und 0,3% (w/v) Bacto-Agar auf
einer Stiitzschicht von 0,5% (w/v) Bacto-Agar in DMEM ausplattiert. Die Softagarklonierungen

wurden 14 Tage bei 37°C im CO,-Inkubator inkubiert und dann zur Dokumentation fotografiert.

4.14 Arbeiten mit Bakterien

4.14.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli DHSo nach der Mehrionen-
Technik

100 ml LB-Medium wurden mit 0,5 ml einer Bakterienkultur von E. coli DH50, angeimpft und bei
37°C und 180 rpm inkubiert, bis eine optische Dichte von etwa 0,5 bei 595 nm Wellenldnge
erreicht war. Die Bakterien wurden dann in 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfithrt und auf Eis
10 Minuten abgekiihlt. Nach dem Zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 5000 rpm und 4°C wurde das
Bakteriensediment in 30 ml eiskaltem TfB1 resuspendiert, 30-60 Minuten auf Eis inkubiert, wieder
abzentrifugiert, in 5 ml TfB2 aufgenommen und weitere 15 Minuten auf Eis belassen. Die kom-
petenten Bakterien wurden anschliessend entweder frisch verwendet oder portionsweise in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70 °C bis zur Benutzung gelagert.

LB-Medium: 10 g/L Bacto-Trypton; 5 g/L Hefeextrakt; 10 g/L NaCl, [pH 7,4]
fiir Agarplatten wurde 2% Bacto-Agar zugegeben

Ampicillin (50 pg/ml) oder Kanamycin (25 pg/ml) wurden nach dem
Autoklavieren zufiigt

TiBI: 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 30 mM Kaliumacetat,
15% (w/v) Glyzerin, [pH 5,8] mit 0,2 M Essigsédure
TfB2: 10 mM MOPS, 10 mM RbCL, 75 mM CaCl, 15% (w/v) Glyzerin,

[pH 7,0] mit NaOH

4.14.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli DHSa

Kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und jeweils 50 pl Aliquots mit 100-500 ng
Vektor-DNA fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 37°C fiir
5 Minuten. Anschliessend wurden die Bakterien auf Eis fiir 2 Minuten abgekiihlt. Nach Zugabe von

0,5 ml LB-Medium wurde die Bakteriensuspension fiir 1 Stunde bei 37°C geschiittelt und dann auf
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Agarplatten mit dem entsprechenden fiir die Selektion verwendeten Antibiotikum (Ampicillin,

Kanamycin) ausplattiert.

4.14.3 Priparation elektrokompetenter E. coli DHSa

50 ml LB-Medium wurden mit £. coli DH5a angeimpft und bei 37°C und 180 rpm 12-18 Stunden
inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 250 ml LB-Medium angeimpft und auf eine optische Dichte
bei 595 nm Wellenlidnge (ODsy5) von etwa 0,070-0,080 eingestellt. Die Kultur wurde bei 37°C und
180 rpm inkubiert, bis eine ODsq¢s von 0,750 erreicht war. Die Bakterien wurden 15 Minuten auf
Eis abgekiihlt und anschliessend 15 Minuten bei 4°C und 5000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde
zweimal mit 250 ml eiskaltem destilliertem Wasser gewaschen und dann in eiskaltem destilliertem
Wasser aufgenommen und auf eine ODsg5 von 0,250 in einer 1:300 Verdiinnung der Bakterien-
suspension eingestellt. 40 pl Aliquots der elektrokompetenten Bakterien wurden sofort weiterver-

wendet fir die Transformation von Vektor-DNA aus S. cerevisiae in E. coli DH5a..

4.14.4 Transformation elektrokompetenter E. coli DH5a (Elektroporation)

In einer eisgekiihlten Elektroporationskiivette wurden 1-2 pl einer Vektor-DNA Préparation aus S.
cerevisiae AH109 und 40 pl elektrokompetente E. coli DH5a zusammengegeben. Die Elektro-
poration fand im GenePulser bei 400 Ohm, 2,5 mF und 25 kV statt. Anschliessend wurden die
Bakterien in 1 ml LB-Medium aufgenommen und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Kultur wurde
5 Minuten bei 5000 rpm abzentrifugiert und das Pellet in 50 ul LB-Medium aufgenommen. Der

gesamte Transformationsansatz wurde auf LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausplattiert.

4.14.5 Praparation von Vektor-DNA in kleinem Massstab (Mini-Prap)

3 ml LB-Medium mit 25 pg/ml Kanamycin oder 50 ug/ml Ampicillin wurden mit jeweils einer
Bakterienkolonie von der Agarplatte angeimpft und {iber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
2 ml der Bakterienkulturen wurden 5000 rpm 2 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl
Puffer S1 resuspendiert und nach Zugabe von 200 pl Puffer S2 fiir 5 Minuten bei RT inkubiert.
Anschliessend wurden 200 pl Puffer S3 zugegeben und weitere 5-10 Minuten auf Eis inkubiert.
Unlosliche Bakterienbestandteile wurden nach der Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C fir 10
Minuten verworfen. Der Uberstand wurde mit 600 pl Isopropanol gemischt. Nach dem
Zentrifugieren der Vektor-DNA bei 14000 rpm, RT, fiir 10 Minuten wurde diese mit 70% (v/v)
Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 ul H,O aufgenommen und bei -20°C gelagert. Zur
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Stammkulturhaltung wurden die Bakteriensuspensionen mit 25% (v/v) Glyzerin versetzt und bei -

70 °C eingefroren.

Puffer S1: RNase A (100 pg/ml), 50 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA
Puffer S2: 0,2 M NaOH, 1% (w/v) SDS
Puffer S3: 2,55 M Kaliumacetat [pH 4,8]

4.14.6  Priparation von Vektor-DNA in quantitativem Massstab

Um Vektor-DNA im quantitativen Massstab aufzureinigen wurde der “Nucleobond AX”-Kit der
Firma Machery-Nagel GmbH nach den Angaben des Herstellers verwendet. Die préparierte
Vektor-DNA wurde in 200-500 pl sterilem destilliertem Wasser aufgenommen und bei -20°C
gelagert.

4.14.7 Bakterielle Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

Fiir die Expression von GST-Fusionsproteinen wurden 50 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin
aus der entsprechenden E. coli DH5a Stammkonserve angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und
180 rpm inkubiert. Am néchsten Tag wurden 450 ml LB-Medium hinzugefiigt und bis zu einer
ODsos von 0,700-0,900 inkubiert. Die Expression erfolgte nach Induktion mit 0,1 mM IPTG bei
30°C und 180 rpm fiir 2 Stunden. Anschliessend wurde die Bakteriensuspension bei 5000 rpm und
4°C fiir 10 Minuten zentrifugiert, das Bakteriensediment auf Eis in 10 ml Lysispuffer resuspendiert
und in ein 30 ml Sorvall Réhrchen tiberfiihrt. Nach Zugabe von 2,5 mg Lysozym wurden die
Bakterien 30 Minuten auf Eis lysiert. Anschliessend wurden 10 ml Lysispuffer zugegeben. Mit
Ultraschall (Ultraschall Sonifier, 2 Sekunden, Stufe 3) wurde die baktericlle DNA fragmentiert.
Die unl6slichen Bakterienbestandteile wurden nach Zentrifugation bei 10000 rpm, 4°C fiir
30 Minuten verworfen. Der Uberstand wurde mit 300 pl aufgeschwemmter Glutathion-Sepharose
1:1 (50% (v/v) Glutathion-Sepharose) fiir 2 Stunden bei 4°C rotiert. Nach der Zentrifugation bei
2000 rpm fiir 2 Minuten bei 4°C wurde die Glutathion-Sepharose dreimal mit dem Lysispuffer,
zweimal mit Lysispuffer mit 1M NaCl und zweimal mit 50 mM Tris-HCI [pH 7,5] und 150 mM
NaCl gewaschen. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte durch Inkubation der Sepharose mit
200-500 pl Elutionspuffer. Die eluierten Proteine wurden anschliessend 2x fiir 3 Stunden in 2 L 50
mM Tris-HCI [pH 7,5] bei 4°C dialysiert. Die Lagerung der Proteine erfolgte nach Zugabe von
10% (v/v) Glyzerin und Einfrieren in fliissigem Stickstoff bei -70 °C.
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Lysispuffer: 20 mM Tris-HCI [pH 7,5], 150 mM NaCl, 10% Glyzerin, 0,5% NP40,
I mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM Benzamidin, 50 puM Leupeptin,
Trasylol 1:100

Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCl [pH 7,5], 150 mM NaCl, 10% Glyzerin, 5 mM
reduziertes Glutathion

4.15 Arbeiten mit Hefen

4.15.1 LiAc Transformation von S. cervisiae AH109

50 ml YPDA-Medium wurden mit einer Hefekultur zu einer ODsgs von 0,010 angeimpft und fiir
16-18 Stunden bei 30 °C und 250 rpm inkubiert, bis eine ODsos von 0,500 bis 1,500 erreicht war.
Die Suspension wurde dann auf eine ODsos von 0,100 (3-6x10° Zellen/ml) in YPDA-Medium
verdiinnt und bis zu einer ODsos von 0,500 (~1,5x10” Zellen/ml) bei 30 °C und 250 rpm inkubiert.
Nach dem Zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 4000 rpm und RT wurde das Hefesediment mit 50 ml
TE-Puffer (pro 100 ml Kultur) und anschliessend mit 50 ml (pro 100 ml Kultur) TE/LiAc-Puffer
gewaschen. Dann wurden die Zellen in 500 pl TE/LiAc (pro 100 ml Kultur) resuspendiert und fiir
eine Stunde bei 30°C und 500 rpm im Thermomixer inkubiert.

Vor der Transformation wurde 50-100 pg sonifizierte Heringssperma-DNA (DNA Typ XIV) fiir
20 Minuten bei 100°C denaturiert und anschliessend auf Eis abgekiihlt. Im Anschluss wurden 100
ng Vektor-DNA von jedem zu transfizierenden Vektor zugegeben. Das Gesamtvolumen der DNA
blieb dabei unter 20 pl, um eine Verdiinnung des LiAc zu verhindern. 100 pl der kompetenten
Zellen wurden dann vorsichtig mit der DNA vermischt und 15 Minuten bei 30°C inkubiert.
Anschliessend wurden 700 pl TE/LiAc/PEG pro Transformationsansatz zugegeben und fiir
45 Minuten bei 30°C inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock der Hefezellen fiir 15 Minuten bei 42°C.
Die Zellen wurden dann fiir 1-3 Minuten auf Eis abgekiihlt und bei 4000 rpm 2 Minuten zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml YPDA Medium resuspendiert.
Danach wurde die Hefesuspension fiir eine Stunde bei 30°C und 700 rpm im Thermomixer
inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen erneut zentrifugiert, das YPDA-Medium verworfen
und die Zellen in TE-Puffer aufgenommen und auf Agarplatten mit entsprechenden Selektions-

medien ausplattiert.

YPDA-Medium: 20 g/L Difco Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, [pH 5,8], nach dem
Autoklavieren supplementiert mit 2% (w/v) Glukose und 0,003%
Adenin-Hemisulfat

fiir Agarplatten wurde 2% (w/v) Bacto-Agar zugegeben
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SD-Medium: 6,7 g/L Yeast Nitrogen Base ohne Aminosduren [pH 5,8], nach dem
Autoklavieren supplementiert mit 0,003% Adenin-Hemisulfat, 2% (w/v)
Glukose und den jeweiligen 10x Dropout Losungen

fiir Agarplatten wurde 2% (w/v) Bacto-Agar zugegeben

10x Dropout-Losung: 20 mg/L Adenin-Hemisulfat, 20 mg/L. Arginin-HCI, 20 mg/L Histidin-
HCI Monohydrat, 30 mg/L Isoleucin, 100 mg/L Leucin, 30mg/L Lysin-
HCL, 20 mg/L Methionin, 50 mg/L Phenylalanin, 200 mg/L Threonin,
20 mg/L Tryptophan, 30 mg/L Tyrosin, 20 mg/L Uracil, 150 mg/L Valin

zu Selektionszwecken wurden je nach Anforderung Adenin,
Tryptophan, Histidin und Leucin in den Medien weggelassen

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI [pH 7,5], | mM EDTA
TE/LiAc/PEG: 8 ml 50% (w/v) PEG 3350; 1 ml 10x TE-Puffer; 1 ml 1 M LiAc [pH 7,5]

4.15.2 Vektor-DNA Priparation aus S. cerevisiae

1,5 ml SD-Medium wurden mit jeweils einer Hefekolonie angeimpft und 16-18 Stunden bei 30°C
und 250 rpm inkubiert. Die Kultur wurde 5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert und das Pellet in
100 pl Lysispuffer fiir Hefen resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pl Phenol/Chloroform (1:1) und
200 pl Glasperlen wurden die Zellen 2 Minuten gevortext. Anschliessend wurde 5 Minuten bei
15000 rpm zentrifugiert, um die wésssrige Phase von der organischen zu trennen. Die wéssrige
Phase wurde mit 100 ul Chloroform reextrahiert. Der die Vektor-DNA enthaltende wéssrige
Uberstand wurde bei -20 °C gelagert. Fiir die Elektroporation in E. coli DH5a wurden 1-2 ul

Uberstand verwendet.

Lysispuffer fiir Hefen: 2,5 M LiCl, 50 mM Tris-HCl [pH 8,0], 4% (v/v) Triton X-100,
62,5 mM EDTA [pH 8,0]

4.15.3 B-Galaktosidase-Filter-Assay

Kolonien von transformierten Hefen wurden auf Agarplatten mit entsprechenden Selektionsmedien
ausgestrichen und 2 Tage bei 30°C inkubiert. Anschliessend wurde jeweils ein steriler Filter auf
jede Platte gegeben und die Kolonien auf diesen iibertragen. Zur Lyse der Hefezellen wurden die
Filter 10 Sekunden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und dann bei Raumtemperatur wieder
aufgetaut. Die Filter wurden mit den Kolonien nach oben auf ein in Z-Puffer/X-gal getrinktes
Whatman Filterpapier gelegt und bei 30°C bis zu 8 Stunden inkubiert, bis sich blau gefirbte
Kolonien zeigten. Als Positivkontrolle einer Interaktion im B-Gal-Assay dienten p53 und SV40 T-
Ag, exprimiert von den Vektoren pVA3-1 und pTD1-1. Eine Blaufarbung von Kolonien mit diesen

Vektoren erfolgte im Allgemeinen nach 2-4 Stunden.
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X-gal Losung: 20 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl--D-Galacto-pyranosid (X-gal) in
Dimethylformamid (DMF)

Z-Puffer: 16,1 g/L Na,HPO, x 7 H,O, 5,5 g/L NaH,PO, x H,0, 0,75 g/L KCl,
0,246 g/L MgSO,4 x 7 H,O [pH 7,0]

Z-Puffer/X-gal: 100 ml Z-Puffer, 0,27 ml B-Mercaptoethanol, 1,67 ml X-gal Lésung

4.16 Nukleinsidure-analytische Methoden

4.16.1 Agarose-Gelelektrophorese

Vektoren und DNA-Fragmente wurden auf 0,8-2,0%igen Agarose-Gelen der Abmessung
80x90x7 mm bei 100 V aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer wurde TAE-Puffer verwendet, und
fiir die Detektion der DNA wurde den Gelen 0,1 mg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Vor dem
Auftrag der DNA-Proben auf das Gel wurden die Proben mit DNA-Probenpuffer versetzt. Parallel
zu den Proben wurde ein DNA-Grdssenstandard aufgetrennt. Die Detektion der DNA erfolgte unter

UV-Licht der Wellenlédnge 254 nm.

Agarose-Gele fiir DNA: 0,8-1,5% Agarose in TAE-Puffer, 1pug/ml Ethidiumbromid
TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat [pH 8,0], 1 mM EDTA

4.16.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von DNA-Losungen und RNA-L6sungen wurde spektralphotometrisch bei 260
nm bestimmt (1 OD,¢ = 50 pg/ml DNA bzw. 40 pg/ml RNA). Der Quotient OD,50/ODyg diente
dabei als Mass fiir die Reinheit der DNA und RNA und betrug im Idealfall 1,800 in ddH,O fiir
DNA und 1,900-2,100 in 10 mM Tris-Puffer fiir RNA.

4.16.3 Quantifizierung von DNA-Mengen im Agarosegel

DNA-Mengen wurden im Agarosegel iiber einen Vergleich der Fluoreszenzintensitit der zu
untersuchenden DNA-Bande mit der Fluoreszenzintensitit von DNA-Banden der quantifizierten
DNA-Grossenstandards High Mass DNA Ladder und Low Mass DNA Ladder abgeschitzt. Mit
Hilfe eines solchen DNA-Standards konnten DNA-Mengen bis zu 15 ng im Agarosegel quanti-

fiziert werden.
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4.16.4 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht aus
dem Agarosegel als kleiner Block ausgeschnitten. Die in der wéssrigen Phase des Gels enthaltene
DNA wurde durch Zentrifugation {iber ein Glaswolle-Filter fiir 5 Minuten bei 5000xg von der
festen Agarosematrix getrennt. Zu dem Durchfluss wurde das 2,5-fache Volumen Ethanol und '/,
Volumen 3 M Kaliumacetat gegeben (Ethanolprézipitation). Die DNA wurde fiir 1 Stunde oder
iiber Nacht bei -20°C gefillt und dann fiir 30 Minuten bei 14000xg und 4°C pelletiert. Ab-
schliessend wurde die DNA mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in Abhén-
gigkeit von der aufgetrennten DNA-Menge in 10-50 pl ddH,O resuspendiert.

4.16.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Da die PCR-Produkte in der vorgelegten Arbeit meist in einen Vektor kloniert wurden, enthielten
die Primer Restriktionsschnittstellen, die nicht komplementir zu der zu amplifizierenden DNA
waren. Diese Schnittstellen erlaubten nach einer Restriktion die gerichtete Klonierung der PCR-
Produkte in den entsprechenden Vektor.

PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt. Die Ausgangsmenge an
Matrizen-DNA betrug 50-100 ng. Ein PCR-Ansatz enthielt neben der zu amplifizierenden DNA 5
ul PCR-Puffer (10x), 125 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 0,1 uM Oligonukleotid-Primer 1+2,
2,5 mM MgCl,, 1 FEinheit Taq-Polymerase und wurde auf 50 pl Gesamtvolumen mit ddH,O
aufgefiillt.

Die in dieser Arbeit als PCR-Primer eingesetzten Oligonukleotide sind im Abschnitt 4.8 aufgefiihrt.
Die fiir die Amplifizierung der Fragmente von CK19, LC2, RanBPM und Snapin verwendeten

Kombinationen von Primern sind aus Abschnitt 4.9 ersichtlich.

Alle Amplifikationen fanden in einem DNA-Thermo-Cycler nach folgendem Programm statt:

2 Minuten 94°C
30 Sekunden 94°C
30 Sekunden T, } 25 Zyklen
thol 72°C

10 Minuten 72°C

T,: “Annealing”-Temperatur, Mittelwert der Schmelztemperaturen der beiden Oligonukleotide abziiglich 5-
10°C

tor: Polymerisationsdauer (es wurde eine geschitzte Polymerisationsdauer von 45 Sekunden pro 1000 bp fiir
die Berechnung der t,, der einzelnen PCR-Amplifikate zugrunde gelegt)
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Im Anschluss an die PCR wurden die amplifizierten DNA-Fragmente im Agarosegel analysiert.

PCR-Puffer (10x): 100 mM Tris-HCI [pH 8,3], 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 0,1% (w/v)
Gelatine

4.16.6 Reverse Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR)

Eine RT-PCR wurde durchgefiihrt, um CK10 cDNA (Ratte) aus RNA-Priparationen aus SV-52
and Rev2 Zellen zu synthetisieren. Zu diesem Zweck wurde Gesamt-RNA aus den aufgefiihrten
Zelllinien extrahiert wie in Abschnitt 4.13.8 beschrieben. Fiir die Erststrangsynthese der cDNA
wurde 1 pg Gesamt-RNA mit 0.5 pg oligo(dT),s primer 5 Minuten auf 70°C erhitzt und 5 Minuten
auf Eis abgekiihlt. Anschliessend wurden 5 ul AMV Reaktionspuffer, 1 mM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP, 40 Einheiten RNasin®, 4 mM Natriumpyrophosphat und 15 Einheiten AMV Reverse
Transkriptase in einem Reaktionsvolumen von 25 ul dazugegeben. Die reverse Transkription
wurde fiir 60 Minuten bei 42°C durchgefiihrt. Eine 1:50 Verdiinnung der Erststrangreaktion wurde
in einer Standard-PCR als Matrizen-DNA verwendet. Die Zweitstrangsynthese und die an-
schliessende Amplifikation der ¢cDNA fand unter Verwendung der Oligonukleotid-Primer
5’CK106cDNA und 3’CK16cDNA und den folgenden Bedingungen in einem DNA-Thermo-Cycler
statt:

2 Minuten 95°C
30 Sekunden 95°C
1 Minute 61,5°C } 25 Zyklen
2 Minuten 72°C

10 Minuten 72°C

Die resultierenden PCR-Produkte CK 15wt und CK18rev wurden in pCR3.1 ligiert.

AMYV Reaktionspuffer 5x: 250 mM Tris-HCI [pH 8,3], 250 mM KCI, 50 mM MgCl,,
25 mM Spermidin, 50 mM DTT

4.16.7 TA-TOPO-Klonierung

Die TA-TOPO-Klonierung ermdglichte die direkte Ligation von PCR-Produkten in den Vektor
pcDNA3.1-V5/His© TOPO®. Die Mengen der fir die TOPO-Klonierung verwendeten PCR-

Produkte wurden unmittelbar im Anschluss an die PCR-Reaktion im Agarosegel abgeschitzt. In
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Anhéngigkeit von der Menge des Amplifikats wurden 1-4 pl PCR-Produkt entnommen und nach
Angaben des Herstellers in den Vektor pcDNA3.1-V5/His© TOPO® (pcDNA3.1-
V5/His© TOPO® TA Expression Kit) integriert. Falls fiir die Amplifikation Vektoren als
Matritzen-DNA verwendet wurden, die wie der Vektor pcDNA3.1-V5/His© TOPO® ein Ampi-
cillin-Resistenzgen trugen, wurde der PCR-Ansatz vor der Klonierung iiber ein Agarosegel aufge-
reinigt wie im Abschnitt 4.16.4 beschrieben. Nach der TOPO-Klonierung wurden 2 pl des Reak-

tionsgemisches fiir die Transformation in E. coli verwendet.

4.16.8 Spaltung von Vektor-DNA durch Restriktions-Endonukleasen

Fir die Berechnung der in den Restriktionen benétigten Enzymmenge wurde die Annahme
zugrunde gelegt, dass 1 Einheit Restriktionsenzym ausreicht, um 1 pg DNA innerhalb 1 Stunde zu
schneiden. Analytische Restriktionen zur Uberpriifung von Miniprip-DNA wurden in 10 ul
Reaktionsvolumen mit 3 Einheiten jedes Restriktionsenzyms fiir 1 Stunde bei der fiir die
Restriktionsenzyme optimalen Reaktionstemperatur im optimalen Reaktionspuffer durchgefiihrt.
Anschliessend erfolgte eine Uberpriifung der Restriktion im Agarosegel. In priparativen
Restriktionen wurden 10-30 ug Vektor-DNA fiir 2-4 Stunden, in Einzelféllen auch iiber Nacht, in
100 pl Reaktionsvolumen mit 20-40 Einheiten jedes Restriktionsenzyms bei der fiir die
Restriktionsenzyme optimalen Reaktionstemperatur im optimalen Reaktionspuffer inkubiert. Der
Restriktionsansatz wurde im Agarosegel aufgetrennt, dann folgte die Elution aus dem Gel und

Aufreinigung wie in Abschnitt 4.16.4 beschrieben.

4.16.9 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um bei der Ligation die Wahrscheinlichkeit einer Religation der Vektor-DNA zu verringern,
wurden die Vektoren wahrend der préparativen Restriktion dephosphoryliert. Dazu wurde zu den
Restriktionsanséitzen wihrend der Restriktion “Shrimp alkaline Phosphatase” (SAP) als DNA-
spezifische Phosphatase gegeben und mit der Restriktion inkubiert. Fiir 5’-iiberstehende Enden
wurden 0,1 Einheiten bei 1 pmol Enden und fiir 3 -liberstehende Enden 0,5 Einheiten bei 1 pmol

Enden bendtigt (dies entspricht ca. 2,5 pug eines 3 kb grossen Vektors).

4.16.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Vektoren und zu inserierende DNA-Fragmente wurden im molaren Verhéltnis von 1:3 mit einer

Gesamtmenge an DNA von maximal 200 ng in 30 pl Reaktionsvolumen eingesetzt. Der Reaktions-
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ansatz wurde vermischt und nach Zugabe von 1 pl T4-DNA-Ligase {iber Nacht bei 12°C inkubiert.
2-4 ul der ligierten DNA wurden ohne weitere Aufarbeitung fiir die Transformation in E. coli

DH5a verwendet.

Ligasepuffer (10x): 660 mM Tris-HCI [pH 7,5], 50 mM MgCl,, 50 mM DTT, 10 mM ATP

4.16.11 Sequenzierung von DNA

Gene, die iliber eine PCR-Reaktion amplifiziert worden waren, wurden nach der ersten Insertion in
einen Zielvektor sequenziert, um die genetische Information der jeweiligen Sequenz zu
verifizieren.

Die Sequenzierung der am HPI in Hamburg hergestellten Vektoren erfolgte nach dem Protokoll fiir
den ABI-PRISM Analyser der Firma PE APPLIED BIOSYSTEMS. Von der in Vektor-Mini-
praparationen und Vektor-Maxipréiparationen isolierten DNA wurden 500 ng fiir die Sequenzierung
verwendet. Die DNA wurde mit 5 pmol des entsprechenden Sequenzierungsprimers und 3 pl Big
Dye in einem 10-pl-PCR-Ansatz sequenziert.

Die Kettenverlédngerung erfolgte nach folgendem Programm in einem DNA-Thermo-Cycler:

10 Sekunden 96°C
30 Sekunden 50°C } 25 Zyklen
4 Minuten 60°C

Im Anschluss an die Sequenzierungsreaktion wurde zu den Reaktionsansétzen 30 pul ddH,O und 60
ul Isopropanol gegeben und die DNA 30 Minuten bei Raumtemperatur prézipitiert. Die DNA
wurde 30 Minuten durch Zentrifugation bei 11000xg pelletiert, mit 70% (v/v) Isopropanol
gewaschen und getrocknet.

Die Auswertung wurde im Biochemischen Institut des Universitétskrankenhauses Eppendorf vor-
genommen.

Die cDNA-Insertionen der pACT2-Vektoren, die im Yeast Two-Hybrid System fiir putative Inter-
aktionspartner von CK10rev kodierten, wurden als Vektor-Minipriparationen in der Abteilung fiir
molekulare und zelluldre Pathologie, Ninewells Hospital, Dundee, Schottland, sequenziert.

Die Sequenzierung der in Ulm hergestellten Vektoren erfolgte durch die Firma GATC Biotech,
Konstanz. Von der in Vektor-Minipridparationen und Vektor-Maxipriparationen isolierten DNA
wurden 30 pl Volumina (Konzentration 100-200 ng/pl) mit 30 pl Volumina des entsprechenden
Sequenzierungsprimers (10 pmol/ul) an die Firma GATC Biotech AG, Konstanz gegeben.
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4.17 Proteinbiochemische Methoden

4.17.1 Quantifizierung von Proteinmengen

Zur Proteinbestimmung nach Bradford wurde der “Bio-Rad Protein Assay” Kit verwendet. 10 pl
des zu analysierenden Zellextraktes wurden in 800ul H,O aufgenommen und mit 200ul Bradford-
Reagenz versetzt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die ODsos
der Proteinlosung im Spektralphotometer bestimmt. Zur Quantifizierung der Proteinmenge wurde
bei jeder Messung eine BSA-Eichreihe erstellt. Alternativ wurde der “BCA Protein Assay” Kit
(Pierce Biotechnology) benutzt. 10 ul Zellextrakt wurden mit 200 ul BCA-Reagenz versetzt und

nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C im Dunkeln im Mikrotiterplatten-Lesegerit ausgewertet.

4.17.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in einer
diskontinuierlichen Gelelektrophorese. Es wurden Gele der Abmessung 90x80x1 mm verwendet.
Alle verwendeten Gele bestanden jeweils aus einem Trenngel und einem dariiber gegossenen
Sammelgel. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit SDS-Probenpuffer versetzt,
5 Minuten bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Die Proteine wurden im Sammelgel bei

einer Spannung von 80 V konzentriert und im Trenngel bei 200 V getrennt.

SDS-Sammelgelpuffer: 0,1% (w/v) SDS, 4% (w/v) Acrylamid, 130 mM Tris-HCl
[pH 6,8]; erst unmittelbar vor dem Giessen der Gele wurden
0,09% (w/v) APS und 0,3% (v/v) TEMED zugegeben

SDS-Trenngelpuffer: 0,1% (w/v) SDS, 10-15% (w/v) Acrylamid, 130 mM Tris-
HCI [pH 8,8]; erst unmittelbar vor dem Giessen der Gele
wurden 0,05% (w/v) APS und 0,12% (v/v) TEMED zugeben

SDS-PAGE-Laufpuffer: 250 mM Tris-HCI, 1,9 M Glyzin, 1% (w/v) SDS

5x SDS-Probenpuffer: 250 mM Tris-HCI [pH 6,8], 25% (v/v) B-Mercaptoethanol,
50% (v/v) Glyzerin, 10% (w/v) SDS, 0,5% (w/v) Brom-
phenolblau

4.17.3 Firbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen mit Coomassie Brilliant Blue

Die Proteinbanden in Polyacrylamidgelen wurden fiir 15 Minuten in Coomassie Brilliant Blue
Férbelosung angefédrbt. Anschliessend wurden die Gele bis zur Entfirbung des Hintergrunds in

Coomassie-Entférber geschwenkt.
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Coomassie-Farbelosung: 1,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250

in 1 L Methanol/ddH,O/Eisessig (5:5:1)

Coomassie-Entférber: 10% (v/v) Isopropanol; 10% (v/v) Essigséure in ddH,O

4.17.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Nach der Gelelektrophorese wurden die Polyacrylamidgele 15 Minuten in Transferpuffer
dquilibriert und die Proteine dann fiir 1,5 Stunden bei 60 V in einer Nassblot-Apparatur (Mini-
Trans Blot Kammer) aus den Gelen in Richtung Anode auf eine Nitrozellulosemembran

transferiert.

Transferpuffer: 192 mM Glyzin; 50 mM Tris-HCI [pH 8,3]

4.17.5 Immundetektion (Western Blot Analyse)

Auf der Nitrozellulosemembran wurden Proteine durch Immundetektion mit spezifischen
Antikorpern sichtbar gemacht. Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurden zunichst
unspezifische Bindungsstellen der Antikorper auf der Membran mit Blockpuffer 1 Stunde bei RT
oder iiber Nacht bei 4°C abgesittigt. Die anschliessenden Inkubationen der Membran mit
Antikorpern sowie alle Waschschritte unter Ausnahme jener, an die sich unmittelbar die Detektion
anschloss, wurden in Blockpuffer durchgefiihrt. Die Inkubation mit dem jeweiligen primiren Anti-
korper erfolgte fiir 45 Minuten bei RT. Nach dreimaligem Waschen fiir jeweils 10 Minuten in
Blockpuffer wurde die Membran mit dem Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten, Spezies-
spezifischen sekundédren Antikorper fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Die Verdiinnungen der in der
Immundetektion eingesetzten primiren und sekundédren Antikorper und Seren ist in den Tabellen
15 und 16 angegeben. Abschliessend wurde die Membran dreimal fiir je 10 Minuten in Wasch-
puffer gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ECL-Chemilumineszenzsystem, bei dem Luminol durch die
Antikorper-gebundene Peroxidase HRP in alkalischer Losung mit Wasserstoffperoxid oxidiert
wird. Je 10 ml der ECL-L&sungen 1 und 2 wurden gemischt und die Membran fiir 1-2 Minuten

darin inkubiert. Im Dunkeln wurden dann Rontgenfilme in verschiedenen Zeitintervallen belichtet.

TBS: 10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 150 mM NaCl
Waschpufter: 0,05% (v/v) Tween-20 in TBS
Blockpuffer: 5% (w/v) Milchpulver in Waschpufter
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ECL-Losung 1: 2,5 mM Luminol, 400 uM p-Coumarinsaure, 100 mM Tris-HCI [pH 8,5]
ECL-Losung 2: 13 mM H,0,, 100 mM Tris-HCI [pH 8,5]
Epitop Spezies Verdiinnung
CK138 Maus, monoklonal, IC128A 1:5000
CK18 Kaninchen, polyklonales Serum, 108 1:1000
MAPIA Maus, monoklonal 1:2000
RanBPM Kaninchen, polyklonales Serum CGV1 1:200
Snapin Kaninchen, polyklonales Serum CGW4 1:100
V5-tag Maus, monoklonal 1:5000

Tabelle 15:  Verdiinnung der in der Immundetektion verwendeten priméren Antikérper.

Epitop Spezies Verdiinnung
Kaninchen-Ig Ziege, polyklonal, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase 1:5000
Maus-Ig Ziege, polyklonal, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase 1:5000

Tabelle 16:  Verdiinnung der in der Inmundetektion verwendeten sekundiiren Antikorper

4.17.6 Immunprizipitation

Vor der Immunprézipitation wurden zunichst die Proteinkonzentrationen von Proteinlésungen und
Zelllysaten nach der BCA-Methode oder der Bradford-Methode quantifiziert. Danach wurde der
spezifische Antikorper und 50 pl Protein A-Sepharose (1:1 in PBS aufgeschwemmt) zu den
Proteinlosungen oder Zellextrakten gegeben, nachdem die Proteinmengen angeglichen worden
waren. Nach zweistiindiger Inkubation bei langsamer Rotation bei 4°C wurden die an PAS
gebundenen Immunkomplexe 5 Minuten bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die an PAS
gebundenen Immunkomplexe wurden dreimal bis fiinfmal in NP40-Lysispuffer gewaschen und mit
SDS-Probenpuffer versetzt. Nach Auftrennung der Proteine in der SDS-Gelelektrophorese und
Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erfolgte die Detektion der immunprézipitierten Proteine

mit spezifischen Antikérpern im Western Blot.

4.17.7  In vitro Transkription/Translation

Um Proteine mit Hilfe von Vektoren mit T7-Promotor zu synthetisieren, wurde der TNT-
Retikulozytenextrakt der Firma Promega nach den Angaben des Herstellers verwendet. Um die
Proteine in der Autoradiographie detektieren zu konnen, wurde dem TNT-Retikulozytenextrakt
[35S]-Methionin zugesetzt. Ein Reaktionsansatz enthielt 25 pl Kaninchen-Retikulozytenlysat, 2 pl
Reaktionspuffer, 1 ul T7-Polymerase, | mM Aminosiduremix ohne Methionin, 20 uCi [*°S]-
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Methionin, 40 Einheiten RNasin® Ribonuklease Inhibitor und 1 pg DNA in 50 ul Gesamtvolumen.
Die Reaktion wurde durch Zugabe der T7-Polymerase gestartet und fiir 1,5 Stunden bei 30°C
inkubiert. Anschliessend wurde der Reaktionsansatz mit 20% (v/v) Glyzerin versetzt, in fliissigem

Stickstoff eingefroren und bei -70°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.17.8 Invitro Kinasierung von Proteinen

In Versuchen zur in vitro Kinasierung wurden verschiedene Proteine und Peptide als potentielle
Substrate fir CK18 untersucht. Pro Ansatz von 20 ul wurden 0,2 uCi [y-*P]-ATP, 20-100 pM
ATP und 0,5-1 pg des jeweiligen Substrats in Kinasepuffer mit 100-500 Einheiten einer C-terminal
verkiirzten CK 10 (Kinasedomine, NEB) inkubiert. Alternativ zur Kinasedoméne wurden 2 pl von
FPLC-Fraktionen als Enzym-haltige Losung in die Reaktionsansitze gegeben. Die
Kinasereaktionen wurden durch Zugabe der Kinase gestartet und nach 30 Minuten bei 30°C mit 5
ul 6xSDS-Probenpuffer abgestoppt.

Eine Finheit CKI16 katalysiert den Transfer von 1 pmol Phosphat auf das Peptid
KRRRALS(P)VASLPGL (70 pM) in 1 Minute bei 30°C in einem Reaktionsvolumen von 25 pl
(Definition der Einheit).

In vitro Kinasierungsreaktionen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem Férben und
Entfarben wurden die Gele getrocknet. Die Quantifizierung erfolgte durch Cherenkov-Zahlung der
ausgeschnittenen Proteinbanden im Szintillationszéhler. Gemessen wurden die Zerfélle pro Minute
(,,Counts per minute, cpm), die als relatives Mass fiir die Intensitdt der Phosphorylierung dienten.
Alternativ wurden die Gele nach dem Trocknen auf Phospho-Imager Folien exponiert, und die
Intensitét der Phosphorylierung wurde durch Messung der Photonen-stimulierten Lumineszenz pro

mm?” (PSL/mm?) bestimmt, gemessen mit dem Fujix BAS-2000 Lesegerit.

Kinasepuffer (10x): 1 mM ATP, 250 mM Tris-HCl [pH 7,5], 100 mM MgCl,, | mM EDTA

4.17.9 Autoradiographie radioaktiv markierter Proteine

Mit [*>S]-Methionin oder [y-"*P]-ATP markierte Proteine wurden auf Polyacrylamidgelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Auftrennung der Proteine wurden die Gele mit Coomassie
Brilliant Blue Fiarbelosung gefdrbt und bis zur Entfirbung des Hintergrunds in Coomassie-

Entférber geschwenkt.
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Fiir die Darstellung von [*°>S]-Methionin markierten Proteinen wurden die Gele vor dem Trocknen
10 Minuten in Eisessig dehydriert und dann 15 Minuten mit 20 % (w/v) 2,5-Diphenyloxazol (PPO)
in Essigsdure geschwenkt. Das PPO im Gel wurde flir 10 Minuten mit Leitungswasser gefallt.

Die Gele wurden anschliessend unter Vakuum getrocknet und zur Detektion der Proteine auf einem

Rontgenfilm exponiert.

4.17.10 Proteinfraktionierung durch FPLC

Um die in vitro Kinaseaktivitit von CK18 in zelluldren Extrakten zu bestimmen, wurden
Zellextrakte von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen in FPLC-Lysispuffer hergestellt wie in Abschnitt
4.13.7 beschrieben und zunéchst die relativen Proteinmengen der Extrakte nach Bradford bestimmt.
Aquivalente Mengen an Protein wurden mit FPLC-Lysispuffer auf 1 ml aufgefiillt und durch einen
0,22 pm Filter auf eine Mini Q oder Resource Q Anionenaustauschersdule gegeben, die an ein
FPLC-System (entweder AKTApurifier oder EttanLC) angeschlossen war. Die Auftrennung
erfolgte mit Hilfe eines linearen NaCl-Gradienten aufsteigender Konzentration im Bereich von 50
bis 550 mM. Es wurden jeweils 0,5 ml (AKTApurifier) bzw. 0,2 ml Fraktionen (EttanLC)
gesammelt. 2 pl Aliquots der Fraktionen wurden in Versuchen zur in vitro Kinasierung von
Substraten durch CK10 eingesetzt. Zur Immundetektion von CK16 wurden die Fraktionen im
Vakuum auf 100 pl bzw. 40 pl eingeengt, mit SDS-Probenpuffer versetzt, fiir 10 Minuten bei
100°C denaturiert und 20 pl jeder Fraktion in der SDS-PAGE aufgetrennt.

FPLC-Puffer A: 50 mM Tris-HCI [pH 7,0], 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5% (v/v)
Glyzerin, 0,03% Brij (w/v), 0,1% (v/v) B-Mercapthoethanol, 50 pM
Leupeptin, 1% (v/v) Trasylol (Aprotinin)

FPLC-Puffer B: wie Puffer A, zusétzlich 1 M NaCl

4.17.11 Probenvorbereitung fiir die zweidimensionale Phosphopeptidanalyse

Nach der Markierung von Proteinen mit [y->*P] ATP in den in vitro Kinasierungen wurden die
Phosphoproteine in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulosemembranen transferiert.
Nach dem Transfer wurden die Proteinbanden mit Hilfe eines Autoradiogramms identifiziert und
aus der Membran ausgeschnitten. Die Membranstiicke wurden fiir 30 Minuten bei 37°C in 5%
Polyvinylpyrrolidon (PVP) in ddH,O abgesittigt und anschliessend mit 50 mM NH4HCO;
gewaschen. Die tryptische Spaltung und die Elution der Phosphopeptide aus den Membranstiicken
erfolgte in 150 ul 50 mM NH4HCO; mit 10 pg TPCK-Trypsin und 10 pg BSA fiir 4 Stunden bei
RT und dann nach Zugabe von 10 pg zusitzlichem Trypsin fiir weitere 3 Stunden. Die Eluate
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wurden zur Abtrennung von Verunreinigungen 15 Minuten bei 10000xg abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und iiber Nacht in der Speedvac
lyophyllisiert. Das Pellet wurde 2 Stunden auf Eis mit 50 pl Perameisensdure oxidiert. Die
Oxidation wurde durch Zugabe von 1 ml H,O abgestoppt. Die Proben wurden lyophylisiert und
nach der Aufnahme in 100 pl pH 3,6-Puffer erneut lyophyllisiert. Die Radioaktivitit der getrock-
neten Peptide wurde mittels Cherenkov-Zahlung bestimmt. Abschliessend wurden die Peptide in

pH 3,6-Puffer aufgenommen und fiir die zweidimensionalen Phosphopeptidanalysen verwendet.

Perameisenséure: 10% (v/v) H,0,, 90% (v/v) Ameisensdure, 1 Stunde bei RT im Dunkeln
vorinkubiert
pH 3,6-Puffer: Essigsaure/Pyridin/H,O (10:1:289)

4.17.12 Zweidimensionale Phosphopeptidanalyse

Die radioaktiv markierten Peptide wurden mit einer Oxford-Pipette auf eine
Diinnschichtchromatographie(DC)-Platte aus Zellulose (20x20 cm) aufgetragen. Das Auftragen
eines Farbmarkers am unteren Rand der DC-Platten ermdglichte es, den Stromfluss in der
Elektrophorese und damit die Wanderung der Peptide im elektrischen Feld zu iiberpriifen. Die
Platte wurde vor der Elektrophorese mit pH 1,9-Puffer angefeuchtet und mit Pufferbriicken aus
Whatman-Papier der Stromkreis von den Elektrodenkammern tiber die DC-Platte geschlossen. Die
Peptide wurden elektrophoretisch bei 15°C, 1-1,5 bar und 1200V in 20 Minuten in einer Hoch-Volt
Elektrophoresekammer aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde die DC-Platte getrocknet,
anschliessend erfolgte die Auftrennung der Peptide in der zweiten Dimension chromatographisch
in Chromatographiepuffer in ca. 12 Stunden. Nach der Chromatographie wurden die Platten 24

Stunden getrocknet und anschliessend auf einem Rontgenfilm exponiert.

pH 1,9-Puffer: Ameisensdure/Essigsdure/Pyridin/ddH,O (60:12,5:2,5:925),
[pH 1,9]
Chromatographiepufter: n-Butanol/Essigséure/Pyridin/ddH,O (75:15:50:60), [pH 5,2]

Farbmarker: 5 mg/ml DNP-Lysin, 1 mg/ml Xylencyanol FF
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4.18 Computerprogramme

Bildverarbeitung: Photoshop 5.0
Image J

Bilddokumetation: DM-RA: Spot
IX-70: Tillvision
IX-81: Cell'R

Literaturverwaltung: EndNote 6.0
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5. Ergebnisse

5.1 Identifizierung von Interaktionspartnern der Proteinkinase CK16 im Yeast
Two-Hybrid System

Die Casein Kinasen 1 sind eine Familie ubiquitér exprimierter Proteinkinasen, die in eine Vielzahl
zelluldrer Prozesse involviert ist (zur Ubersicht: (Gross & Anderson, 1998). Allerdings ist wenig
bekannt im Hinblick auf zelluldre Strukturen und Proteine, die mit CK1 interagieren und dadurch
die Aktivitdt und/oder die Lokalisation der Kinasen beeinflussen. Die Identifikation von Proteinen,
die mit CK1 interagieren, ermdglicht es, erste Hinweise zu erhalten auf bisher nicht oder nicht im
Detail beschriebene Signaltransduktionsvorgénge, an denen CKI1 beteiligt ist. Um Einblicke in
zellulare Signaltransduktionswege zu erhalten, in die die CK1 Isoform CK18 involviert ist, sollten
in dieser Arbeit daher neue, bisher nicht in der Literatur beschriebene Protein-Interaktionspartner

von CK 190 identifiziert werden.

5.1.1 Einfithrung in die Funktionsweise des Yeast-Two-Hybrid Systems

Fiir die Identifikation neuer Interaktionspartner von CK10 wurde das Matchmaker 3 Yeast Two-
Hybrid (YTH) System von Clontech verwendet, ein genetisches System zum in vivo Nachweis von
Protein-Interaktionen in der Béckerhefe S. cerevisiae. Grundlage dieses Systems ist die modulare
Struktur eukaryontischer Transkriptionsfaktoren. Viele Transkriptionsfaktoren bestehen im
Wesentlichen aus zwei funktionell und strukturell voneinander unabhéngigen Doménen: die DNA-
Bindungsdoméne vermittelt die Bindung des Transkriptionsfaktors an definierte DNA-Konsensus-
Sequenzen im Promotorbereich, die Transaktivierungsdoméne die Interaktion mit Komponenten
der basalen Transkriptionsmaschinerie (Keegan et al., 1986). Beide Doménen sind in der Regel
auch dann korrekt gefaltet und voll funktionsfdhig, wenn sie jeweils als Fusionsproteine mit
anderen Proteinen in eukaryontischen Zellen exprimiert werden. Im Matchmaker 3 YTH System
wird das Protein GAL4 als ein solcher transkriptioneller Aktivator in S. cerevisiae verwendet.
Wenn beide Doménen von GAL4 zusammen in S. cerevisiae exprimiert werden, erfolgt zundchst
keine Transaktivierung GAL4-responsibler Promotoren, da die Doménen nicht in physischen
Kontakt zueinander kommen (Abb. 5A). Werden die beiden Doménen dagegen als Fusionsproteine
(Hybride) mit zwei verschiedenen Proteinen exprimiert, die miteinander interagieren, werden durch
die physische Interaktion der beiden Fusionsproteinanteile die DNA-Bindungsdoméne und die
Transaktivierungsdomédne von GAL4 in rdumliche Ndhe gebracht, und die Aktivierung von
Promotoren mit Erkennungssequenzen fiir GAL4 (GAL4 UAS: GAL4 Upstream Activating
Sequence) kann erfolgen (Abb. 5B) (Fields & Song, 1989).
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Abb.5:  Schematische Darstellung der Funktionsweise des Yeast Two-Hybrid Systems.

A: Die Expression der DNA-Bindungsdomidne (DNA-BD) und der Transaktivierungsdoméne (TA) von
GAL4 in S. cerevisiae fihrt nicht zur Transaktivierung GAL4-responsibler Promotoren, da die Doménen
nicht in physischen Kontakt zueinander kommen.

B: Durch die Expression der DNA-Bindungsdomine und der Transaktivierungsdoméine von GAL4 als
Fusionsproteine mit zwei verschiedenen Proteinen, die miteinander interagieren, hier am Beispiel der
Proteine CK18 und eines putativen Protein-Interaktionspartners dargestellt, werden die beiden Doménen in
rdumliche Néhe gebracht. Die Expression von Reportergenen, die unter der Kontrolle von Promotoren mit
Erkennungssequenzen fiir GAL4 stehen, wird aktiviert.

GAL4 UAS: GAL4 responsibles Element, DNA-BD: DNA-Bindungsdomine, TA: Transaktivierungsdoméne

Im Matchmaker 3 YTH System wird zum Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen der
S. cerevisiae Stamm AH109 verwendet. Dieser Hefestamm besitzt drei verschiedene Reportergen-
Konstrukte, die unter der Kontrolle von komplett heterologen, unterschiedlich stringenten Promo-
toren stehen. Die Verwendung von zwei Nahrstoffmarkern (Komplementierung von Auxotrophien
fiir Adenin und Histidin) und einem zusitzlichen genetischen Marker (B-Galaktosidase-Genexpres-
sion) ermoglicht eine stringente Selektion positiver Klone und reduziert die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens falsch positiver Klone. Die Expression der Fusionsproteine erfolgt konstitutiv unter dem

Alkohol-Dehydrogenase Promotor (ADH1 Promotor).

5.1.2 Isolierung von Interaktionspartnern von CKI16 im Yeast Two-Hybrid
System

Fiir die Identifizierung von Protein-Interaktionspartnern von CK 16 wurden kommerziell erhéltliche
cDNA-Banken aus humanem Knochenmark (hbm) und murinem Hoden (mt) im Hefe-

Expressionsvektor pACT2 (Matchmaker 3, Clontech) verwendet. Im Folgenden wird die
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Gesamtheit dieser Vektoren als pACT2-hbm bzw. als pACT2-mt bezeichnet. Der Vektor pACT2
exprimiert die in der cDNA-Bank kodierten, unbekannten Proteinen als C-terminale Fusions-
proteine mit der transaktivierenden Domine des Proteins GAL4. pACT2 trigt ein Ampicillin-
Resistenzgen (Amp") als Selektionsmarker in E. coli und den LEU2 Néhrstoffmarker fiir die Selek-
tion in S. cerevisiae. Als sogenanntes ,,Koder“-Protein wurde eine CK10 Mutante mit reduzierter
Kinaseaktivitit eingesetzt, um zytotoxische Effekte auszuschliessen, die bei der Uberexpression
von Wildtyp-Kinasen haufig auftreten. Die cDNA-Synthese und die Eigenschaften dieser mutanten
Kinase CK106rev sind im Abschnitt 5.3 ndher beschrieben. Die cDNA von CK16rev wurde in der
PCR unter Verwendung der Primer 5°CK18-1 und 3’CK16-428 amplifiziert und in die Ncol und
Sall Restriktionsschnittstellen in den Vektor pGBKT7 integriert (Vektor pPGBKT7-CK1drev), von
dem CK1drev in S. cerevisiae als C-terminales Fusionsprotein mit der DNA-Bindungsdoméne des
Proteins GAL4 exprimiert werden konnte.

Um auszuschliessen, dass das ,,Koder“-Protein CK106rev die Expression der Reportergene HIS3,
ADE2 und lacZ autonom aktivierte, wurde der Vektor pGBKT7-CKl10drev zunidchst mit dem
Vektor pGADT7, der nur die transaktivierende Domine des Proteins GAL4 exprimiert, in den
Hefestamm AH109 kotransformiert. Die Transformationen wurden auf selektive Synthetic
Dropout-Medien (SD-Medien) ohne Trp und Leu (SD/-Trp/-Leu) plattiert, um auf Transformanden
mit den Vektoren pGBKT7 und pGADT7 zu selektieren. Anschliessend wurden die Transforman-
den auf SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade iiberstrichen. Es wuchsen keine Kolonien auf den selektiven
Platten, wenn pGBKT7-CK16rev mit pGADT7 in AH109 transformiert wurde (Test auf Auto-
aktivierung). Die Transformanden wurden zusétzlich auf SD/-Trp/-Leu {iberstrichen und im -
Galaktosidase-Filter-Assay (B-Gal-Assay) auf Aktivierung des lacZ Reportergens untersucht. Nach
der Kotransformation von pGBKT7-CK1drev und pGADT7 konnte nach 12 Stunden Inkubation
keine B-Galaktosidase-Aktivitit detektiert werden.

Um nach Interaktionspartnern von CKl1drev zu suchen, wurden jeweils 100 pg der Vektoren
pGBKT7-CK16rev und pACT2-hbm bzw. pACT2-mt in S. cerevisiae AH109 kotransformiert. Die
Transformationen wurden flir eine mittelstringente Selektion zundchst auf SD/-Trp/-Leu/-His
plattiert, um auch schwache Protein-Protein-Interaktionen detektieren zu konnen. Die Transfor-
manden wurden dann bis zu 10 Tage nach der Transformation fiir eine stringente Wachstums-
Selektion auf SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade iiberstrichen und nach 2 Tagen einem [-Gal-Assay unter-
zogen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden etwa 400 positive Klone isoliert, die potentielle Inter-
aktionspartner von CKI19 exprimierten. Die pACT2-Vektoren dieser Klone wurden aus den
jeweiligen Hefe-Kolonien isoliert und in E. coli DH5a elektroporiert. Die pACT2-Vektoren
wurden aus E. coli isoliert und die Vektor-Miniprdparationen von jeweils drei E. coli Klonen mit
den Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xhol gespalten, um die Grosse der inserierten cDNAs

zu dokumentieren und zu tberpriifen, ob mehrere pACT2-Vektoren in einer positiven AH109
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Kolonie enthalten waren. Anschliessend wurden die isolierten pACT2-Vektoren erneut mit
pGBKT7-CK1drev in den Hefestamm AH109 kotransformiert (Rekonstruktion). Die Rekon-
stitution sollte eine mogliche Reversion des Hefestamms AH109 im Verlauf der Selektion positiver
Klone ausschliessen. Infolge einer Reversion hitte AH109 unter Umstdnden die Fahigkeit wieder-
erlangen konnen, ohne eine Interaktion des unbekannten exprimierten Proteins des pACT2 Vektors
mit CK1drev auf den selektiven Medien zu wachsen. Durch die Rekonstitution konnte weiterhin
festgestellt werden, ob bei einer moglichen Transformation von mehreren verschiedenen pACT2-
Vektoren in eine Hefezelle der Interaktionspartner von CK1drev tatsdchlich von dem isolierten
Vektor exprimiert wurde. Es wurden je drei Klone der rekonstruierten Hefestimme auf SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade ausgestrichen und auf B-Galaktosidase-Aktivitdt iiberpriift. Dariiber hinaus wurde
fiir alle unbekannten Proteine eine Autoaktivierung der Reportergene HIS3, ADE2 und lacZ aus-

geschlossen.

5.1.3 Identifizierung der unbekannten Interaktionspartner von CK1d8rev durch
Sequenzierung der cDNAs der pACT2-Vektoren

Zur Identifikation der mit CKl1drev interagierenden Proteine wurden die cDNAs von allen
isolierten pACT2-Vektoren, die keine autonom aktivierenden Proteine exprimierten und repro-
duzierbar eine vergleichsweise starke Interaktion mit CK108rev zeigten, zunichst mit dem Primer
5’pACT2 ansequenziert. Die DNA-Sequenzdaten wurden unter Verwendung des Programms
»Iranslate (ExPASy Molecular Biology Server) in Aminosdure-Sequenzen translatiert und mit
dem Programm ,,Protein Blast® (NCBI) mit verschiedenen Datenbanken verglichen. Von den
kodierten Peptiden bzw. Proteinen wurden insgesamt 3 in dieser Arbeit nidher charakterisiert. Unter
Verwendung zusédtzlicher Primer wurden die cDNAs der zugehdrigen pACT2-Vektoren zunichst

vollstindig sequenziert.

5.1.3.1 Identifizierung der leichten Kette LC2 des humanen Mikrotubuli-
assoziierten Proteins MAP1A als Interaktionspartner von CK1drev

Die inserierte cDNA des Vektors pVIS kodierte fiir ein C-terminales Fragment des humanen
Mikrotubuli-assoziierten Proteins 1A (MAP1A), dass als C-terminaler Bereich der leichten Kette 2
(LC2) beschrieben wurde. LC2 entsteht vermutlich durch proteolytische Prozessierung eines
MAPI1A Polyproteins aus der N-terminalen schweren Kette, konventionell als MAP1A im engeren
Sinn bezeichnet, und der C-terminalen leichten Kette LC2 (Langkopf et al., 1992; Fink et al.,
1996). Die in dieser Arbeit verwendete Nummerierung auf DNA- und Proteinebene orientierte sich

an der Sequenz des MAP1A Polyproteins, da die exakte Position der proteolytischen Spaltung nicht



Ergebnisse 58

bekannt ist (Mann & Hammarback, 1994). Zur vollstdndigen Sequenzierung wurden die Primer
5’pACT2, 5'LC2-3 und pACT2-RP verwendet. Der Vergleich der cDNA- bzw. Aminosdure-
sequenz erfolgte zum Zeitpunkt der Auswertung mit den einzigen vorliegenden Datenbank-
Eintrdgen der Zugangsnummern U38292 (DNA) bzw. AAB41133 (Aminosiuresequenz), publiziert
von Fink et al., 1996. Die genauen Basenpaare bzw. Aminosiurereste (AS) der publizierten
Sequenzen waren nicht an allen Positionen definitiv bestimmt. Der aus dem Vektor pVIS
stammenden cDNA von MAPIA LC2 fehlten am 5’-Ende die ersten 7881 Basenpaare (bp) im
Vergleich zur vollstindigen cDNA des human MAP1A Polyproteins. Die Position 1 der cDNA ent-
sprach der Base 7882 der kodierenden Sequenz des humanen MAP1A Polyproteins. Das im YTH
System identifizierte Protein, im Folgenden als LC2-F bezeichnet, bestand somit aus den letzten
176 AS des humanen MAP1A Polyproteins bzw. des humanen LC2. An Position 8261-8266 wurde
ausserdem eine Deletion von insgesamt 6 bp festgestellt, die zu einer ,,in frame* Deletion der AS
an Position 2754 und 2755 fiihrte. Ein Vergleich mit der entsprechenden Sequenz aus der Daten-
bank zeigte, dass diese Deletion fiir die MAPIA Sequenz aus der Ratte beschrieben wurde
(g1:205537, Zugangsnummer M83196). Somit wird in dieser Arbeit erstmals eine neue putative
Form der humanen MAP1A Sequenz beschrieben. Die Sequenz von Fink et al. wurde am
18.3.2004 durch den Datenbank-Eintrag der Zugangsnummer NM 002373 (DNA) bzw.
NP 002364 (Aminosduresequenz) ersetzt. In dieser Sequenz liegt bei Nummerierung entsprechend
des Datenbank-Eintrags an Position 8473-8475 der cDNA-Sequenz ein Stop-Kodon vor, das
resultierende Protein endet somit an Position 2680 der Aminosiuresequenz. Des Weiteren ist die
Deletion einer Base an Position 8466 beschrieben, die zu einem Austausch der letzten beiden AS
an Position 2679 und 2680 fiihrt. In Abbildung 6A ist ein Vergleich der cDNA-Sequenz aus dem
Vektor pVI5 mit den Sequenzen aus der Datenbank zu sehen. Abbildung 6B zeigt einen Vergleich
der in Aminosduresequenz translatierten cDNA-Sequenz des Vektors pVIS mit dem humanen

Protein MAP1A entsprechend der beiden beschriebenen Sequenzen.

A

pvIS 1 --CGCTCACCCACCCCTGGTAAAGGGCCTGCAGATCGAGCATCCCGGGCCCCACCTCGAC 58
U38292 7880 AACGCTCACCCACCCCTGGTAAAGGGTCTGNAGATCGAGTATCCCGGNCCCCANCTCGAT 7939
NM 002373 8312 AACGCTCACCCACCCCTGGTAAAGGGCCTGCAGATCGAGCATCCCGGGCCCCACCTCGAC 8371
pvIS 59 CACGCAGCACCACAAGCCAGGTCACCCCAGCAGAGGAAAAGGATGGACACAGCCCCATGT 118
U38292 7940 CACGNAGTANCACAAGCCAGGTCACCCCAGCAGAGGAAAAGGATGGACACAGCCCCATGT 7999
NM 002373 8372 CACGCAGCACCACAAGCCAGGTCACCCCAGCAGAGGAAAAGGATGGACACAGCCCCATGT 8431
pvI5 119 CCAAAGGCCTAGTCAATGGACTCAAGGCAGGACCAATGGCCTTGAGTTCCAAGGGCAGCT 178
U38292 8000 CCAAAGGYCTAGTCAATGGACTCAAGGCAGGACCAMTGGCCTTGAGTTCCAAGGGCAGCT 8059
NM 002373 8432 CCAAAGGCCTAGTCAATGGACTCAAGGCAGGACCA-TGGCCTHBAGTTCCAAGGGCAGCT 8490
pvIS 179 CTGGTGCCCCTGTATATGTGGATCTCGCCTACATCCCGAATCATTGCAGTGGCAAGACTG 238
U38292 8060 CTGGTGCCCCTGTATATGTGGATCTCGCCTACATCCCGAATCATTGGAGTGGCAAGACTG 8119
NM_ 002373 8491 CTGGTGCCCCTGTATATGTGGATCTCGCCTACATCCCGAATCATTGCAGTGGCAAGACTG 8550
pvIS 239 CTGACCTTGACTTCTTCCGTCGAGTGCGTGCATCCTACTATGTGGTCAGTGGGAATGACC 298
U38292 8120 CTGACCTYGACTTCTTCCGTCGAGTGCGTGCATCCTACTATGTGGTCAGTGGGAATGACC 8179

NM 002373 8551 CTGACCTTGACTTCTTCCGTCGAGTGCGTGCATCCTACTATGTGGTCAGTGGGAATGACC 8610
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pVI5S 299 CTGCCAATGGCGAGCCAAGCCGGGCTGTGCTGGATGCCCTGCTGGAGGGCAAGGCCCAGT 358
U38292 8180 CTGCCAATGGCGAGCCAAGCCGGGCTGTGCTGGATGCCCTGCTGGAGGGCAAGGCCCAGT 8239
NM 002373 8611 CTGCCAATGGCGAGCCAAGCCGGGCTGTGCTGGATGCCCTGCTGGAGGGCAAGGCCCAGT 8670
pVI5S 359 GGGGGGAGAATCTTCAGGTGA-—--—--— CTCTGATCCCTACTCATGACACGGAGGTGACTC 412
U38292 8240 GGGGGGAGAATCTTCAGGTGAAGGTGACTCTGATCCCTACTCATGACACGGAGGTGACTC 8299
NM 002373 8671 GGGGGGAGAATCTTCAGGTGA--GTGACTCTGATCCCTACTCATGACACGGAGGTGACTC 8728
pVI5S 413 GTGAGTGGTACCAACAAACTCATGAGCAGCAGCAACAACTGAATGTCCTGGTCCTGGCTA 472
U38292 8300 GTGAGTGGTACCAACAAACTCATGAGCAGCAGCAACAACTGAATGTCCTGGTCCTGGCTA 8359
NM 002373 8729 GTGAGTGGTACCAACAAACTCATGAGCAGCAGCAACAACTGAATGTCCTGGTCCTGGCTA 8788
pVI5S 473 GCAGCAGCACCGTGGTGATGCAGGATGAGTCCTTCCCTGCCTGCAAGATTGAGTTC.A 532
U38292 8360 GCAGCAGCACCGTGGTGATGCAGGATGAGTCCTTCCCTGCCTGCAAGATTGAGTTC] - 8418
NM 002373 8789 GCAGCAGCACCGTGGTGATGCAGGATGAGTCCTTCCCTGCCTGCAAGATTGAGTTCTGAA 8848
pVI5 533 AGAGCCGCCCTCCCTTCCCCAAGGATCCACTCCCCCAGCTCCTTTAGAGAATGGCTACTG 592
002373 8849 AGAGCCGCCCTCCCTTCCCCAAGGATCCACTCCCCCAGCTCCTTTAGAGARTGGCTACTG 8908
pVI5 593 CTGAGTCCTTTGGGGTTGAGGGAGATGGGAGCTAGGGGGAGGGGAGGGAGATGTCTTGTT 652
002373 8909 CTGAGTCCTTTGGGGTTGAGGGAGATGGGAGCTAGGGGGAGGGGAGGGAGATGTCTTGTT 8968
pVI5 653 GTGGGGACTTGGGCTGGGCTAAATGGGAGGGGTTGTCCCTCCCCATCATCCATTCCTGTG 712
002373 8969 GTGGGGACTIGGGCTGGGCTAAATGGGAGGGGTTGTCCCTCCCCATCATCCATTCCTGTG 9028
pVI5 713 AGGTGTCTCAAACCAAAGTTAACAGGGAGAGGATGGGGGAGGGGACAAATTAGAATAGGA 772
. 002373 9029 AGGTGTCTCARACCAAAGTTAACAGGGAGAGGATGGGGGAGGGGACARATTAGARTAGGA 9088
pVI5 773 TAGCATCTGATGCCTGAGAACCCTCTCCTAGCACTGTCAAATGCTGGTATTGAATGGGGA 832
W 002373 9089 TAGCATCTGATGCCTGAGAACCCTCTCCTAGCACTGTCAAATGCTGGTATTGAATGGGGA 9148
pVI5 833 CTGAGGATGGGTCTCAGAGAGCAACCTCCTCCCTCGTAGAGGGAGATTATATCCCCAACT 892
002373 9149 CTGAGGATGGGTCTCAGAGAGCAACCTCCTCCCTCGTAGAGGGAGATTATATCCCCARCT 9208
pVI5 893 CCAGGGACCTCTTTATCTCAATCTATTTATTTGGCATCCTGGGAAGGATTTCCAATAGTA 952
002373 9209 CCAGGGACCTCTTTATCTCAATCTATTTATTTGGCATCCTGGGAAGGATTTCCARTAGTA 9268
pVI5 953 ATTTATGTGACCTGCGGCAGGATACCGTCAGTGAGGTGCCCAGAGCTGCACCCTTTCCTC 1012
002373 9269 ATTTATGTGACCTGGGGCAGGATACCGTCAGTGAGGTGCCCAGAGCTGCACCCTTICCTC 9328
pVI5S 1013 CATTTCCCATCCCCCATCTCCTCAACCACCAGGGTCTGAGTTCTAGCAGGGTCCTGGGGG 1072
002373 9329 CATTTCCCATCCCCCATCTCCTCAACCACCAGGGTCTGAGTTCTAGCAGGGTCCTGGGEG 9388
pVI5 1073 TATCCCACTGCTATACTGTTCTACTGCTTCCCTCAGTATCTGAATGTCTCAATTTAAA-C 1131
002373 9389 TATCCCACTGCTATACTGITCTACTGCTTCCCTCAGTATCTGAATGTCTCAATTTARRAC 9448
pVI5S 1132 TTGAAGCTCTTTAGACCAATAGACTGGTGAGAGGAGAAAGGAGCTTATCCCCCAGACCCT 1191
002373 9449 TTGAAGCTCTTTAGACCAATAGACTGGTGAGAGGAGARAGGAGCTTATCCCCCAGACCCT 9508
pVI5S 1192 GCTTTATACCATTCACATCCCAGGGCTGTGTCCAGACAGCACAAAACGGCAAGGAGAGCC 1251
002373 9509 GCTTTATACCATTCACATCCCAGGGCTGTGTCCAGACAGCACAARACGGCAAGGAGAGCC 956
pVI5 1252 CAAGCCCCAATGCCAGAATTCTTCCAAACTCCCTGACTCTTTGAAGTTTTTACTCACCCC 1311
W 002373 9569 CAAGCCCCAATGCCAGAATTCTTCCAAACTCCCTGACTCTTTGARGTTTTTACTCACCCC 9628
pVI5 1312 ATTTCAATTATCCTGATCCCTTCTCATCCCCTGCTTGGCTTCTCTGCATGTGGTCATCTG 1371
002373 9629 ATTTCAATTATCCTGATCCCTTCTCATCCCCTGCTTGGCTTCTCTGCATGTGGTCATCTG 968
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pVI5 1372 CTGTGGCTTGGTGTTTAATGGGTTAAAAATAAGCCACTGCCTGACATCCCAACATTTGAC 1431
U38292 e

NM 002373 9689 CTGTGGCTTGGTGTTTAATGGGTTAAAAATAAGCCACTGCCTGACATCCCAACATTTGAC 9748
pvI5 1432 ACCCCAGCAATGTGTGACTCCCCCAACATTCCACTATGCCATCCTGCAGCTGARATGGGA 1491
U38292 e

NM_ 002373 9749 ACCCCAGCAATGTGTGACTCCCCCAACATTCCACTATGCCATCCTGCAGCTGAAATGGGA 9808
pvI5 1492 ACACTGGCTGCCTCTCCAAACCCGCTCTTGGACAGAGGATCTGGGAGGTGGAAGCCAGGC 1551
U38292 e

NM_ 002373 9809 ACACTGGCTGCCTCTCCAAACCCGCTCTTGGACAGAGGATCTGGGAGGTGGARGCCAGGC 9868
pVI5 1552 CAGAGGACTTGGGGAAAATGAGATGGAGGAAGGAAAAAGGGAGAAGCTGAGCCACAGCTT 1611
U38292 e

NM_ 002373 9869 CAGAGGACTTGGGGAAAATGAGATGGAGGAAGGAAAAAGGGAGAAGCTGAGCCACAGCTT 9928
pvI5 1612 AACTCCTACAGAGTGAAATGAAAACGGGCTGAAAATACCACCCCAGGAGAGGACCTCGCC 1671
U38292 e

NM_ 002373 9929 AACTCCTACAGAGTGAAATGAAAACGGGCTGAARATACCACCCCAGGAGAGGACCTCGCC 9988
pvI5 1672 CCAAGCAAGCCAGTGAGCAGCCCTGCCAGACTACTGCCAGACTGAGAAACCCAGAAGCTG 1731
U38292 e

NM_ 002373 9989 CCAAGCAAGCCAGTGAGCAGCCCTGCCAGACTACTGCCAGACTGAGAAACCCAGAAGCTG 10048
pvI5 1732 GTAGTCATGTGGGCTTGCCTTCTCTGCCARACGACTGGGAAACCARAATGAGCCCACCTT 1791
U38292 e

NM_ 002373 10049 GTAGTCATGTGGGCTTGCCTTCTCTGCCAAACGACTGGGARACCARAATGAGCCCACCTT 10108
pvI5 1792 GTGTTCTTCCTAGCTCCACCCCCTCCCTGCTGCTGTGTTCTGCTCCTCCCCACGCTTCCC 1851
U38292 e

NM_ 002373 10109 GTGTTCTTCCTAGCTCCACCCTCCCCGTGCTGCTGTGTTCTGCTCCTCCCCACGCTTCCC 10168
pvI5 1852 TGCTATAGTTCCCAGCTGCTGTAACGGAGCCACCTCCAACTCTAACAATAAACCAAGTTC 1911
U38292 e

NM 002373 10169 TGCTATAGTTCCCAGCTGTCGTAACGGAGCCACCTCCAACTCTAACAATAAACCAAGTTC 10228
pvI5 1912 ATTGCAAAAAAAAAAAAAARAAACTCGAGAGATCTAGAATCGTGATCGARA-—-——=-=- 1962
U38292 e

NM 002373 10229 ATTGCAGATAGTGTAAAAAAAAAAAAAAARA A —————————— e ——— e ——— 10259
B

pVIS 1 s RSPTPGKGPADRA 13
AAB41133 T RSPTPGKGSXDRV 2640
NP_002364 T I RSPTPGKGPADRA 2640
pVI5 14 SRAPPRPRSTTSQVTPAEEKDGHSPMSKGLVNGLKAGPMALSSKGSSGAPVYVDLAYIPN 73
AAB41133 2641 SRXPXRSRSXTSQVTPAEEKDGHSPMSKGLVNGLKAGPXALSSKGSSGAPVYVDLAYIPN 2700
NP 002364 2641 SRAPPRPRSTTSQVTPAEEKDGHSPMSKGLVNGLKAGPWP--———-=-————————————— 2680
pVI5 74 HCSGKTADLDFFRRVRASYYVVSGNDPANGEPSRAVLDALLEGKAQWGENLQV—TLIPT 131
AAB41133 2701 HWSGKTADLDFFRRVRASYYVVSGNDPANGEPSRAVLDALLEGKAQWGENLQVKVTLIPT 2760
NP_ 002364 e

pVI5 132 HDTEVTREWYQQTHEQQQQLNVLVLASSSTVVMQDESFPACKIEF 176

AAB41133 2761 HDTEVTREWYQQTHEQQQQLNVLVLASSSTVVMQDESFPACKIEF 2805

NP_002364 e e

Abb. 6 MAPIA LC2: Sequenzvergleiche auf DNA- und Proteinebene

A: Vergleich der cDNA-Sequenz aus dem Vektor pVI5 mit der mRNA-Sequenz von humanem MAPIA
(gi:1790879, Zugangsnummer U38292, (Fink ef al., 1996), und gi:45580726, Zugangsnummer NM_002373).
Die kodierende Sequenz ist grau und das Stop-Kodon rot unterlegt.

B: Vergleich der in Aminosdure-Sequenz translatierten cDNA-Sequenz aus dem Vektor pVI5 mit der
Aminosdure-Sequenz von humanem MAPIA (gi:1790880, Zugangsnummer AAB41133, (Fink et al., 1996),
und gi:45580727, Zugangsnummer NP_002364).

Nicht tibereinstimmende Bereiche der Sequenzen sind jeweils gelb unterlegt.
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5.1.3.2 Identifizierung von murinem Snapin als Interaktionspartner von CK1drev

Zur Sequenzierung der cDNA des Vektors pVII9 wurden die Primer 5’pACT2 und pACT2-RP
verwendet. Die cDNA aus dem Vektor pVII9 kodierte fiir die AS 40-136 des murinen Proteins
Snapin, auch als SNAP-assoziiertes Protein oder Snapap bezeichnet (Ilardi et al, 1999). Das
exprimierte Protein bestand aus den C-terminalen 97 AS des insgesamt 136 AS umfassenden
murinen Snapins (Zugangsnummer AAD11418.1). Die kodierende Sequenz der Snapin mRNA
(Zugangsnummer NM 133854) beginnt bei Position 31 und endet bei Position 441, die
vollstdndige kodierende Sequenz besteht aus 411 bp. Die aus dem Vektor pVII9 stammende cDNA
von Snapin begann an Position 148 der mRNA bzw. 118 der kodierenden Sequenz. Damit fehlten
am 5’-Ende die ersten 117 bp der kodierenden Sequenz. Nach dem Stop-Kodon an Position 439-
441 der kodierenden Sequenz folgten am 3’-Ende 1129 bp der insgesamt 1457 bp umfassenden
untranslatierten 3’Sequenz (Abb. 7).

A

pVII9 1 ctcgactctcacgtgcacgcggtcagagaaagccaagtagagctccgggaacaaattgac 60

NM_ 133854 148 ctcgactctcacgtgcacgcggtcagagaaagccaagtagagctccgggaacaaattgac 207
pVII9 61 aacctagctacagaactgtgccggatcaatgaggatcagaaagtggccctggatctggac 120
NM 133854 208 aacctagctacagaactgtgccggatcaatgaggatcagaaagtggccctggatctggac 267
pVvVII9 121 ccctatgttaagaagctgcttaatgccaggcgacgagttgtcttggtcaacaatatttta 180
NM 133854 268 ccctatgttaagaagctgcttaatgccaggcgacgagttgtcttggtcaacaatatttta 327
pVII9 181 cagaatgcacaggaacgactaaggcggttaaaccacagcgtggccaaggaaacagctcecge 240
NM 133854 328 cagaatgcacaggaacgactaaggcggttaaaccacagcgtggccaaggaaacagctcecge 387
pVII9 241 aggagagctatgctggattcaggagtttaccctcctggttctccaagcaaa gcacgg 300
NM 133854 388 aggagagctatgctggattcaggagtttaccctcctggttctccaagcaaa gcacgg 447
pVvVII9 301 gcccgtgacctgagtatacaagtacaattctccaacggcectttgtctggtagacaggagaa 360
NM 133854 448 gcccgtgacctgagtatacaagtacaattctccaacggectttgtcectggtagacacgagaa 507
pVII9 361 gattccaggaaagtctctgtagacttttga-tttttttgcactatgtactcattcatgta 419
NM 133854 508 gattccaggaaagtctctgtagacctttgattttttttgcactatgtactcattcatgta 567
pVvVII9 420 gccgcctcaagaaacatgcgtacggcaggactatttcctaaagaacctccatcacagett 479
NM_ 133854 568 gccgcctcaagaaacatgcgtacggcaggactatttcctaaagaacctccatcacagett 627
pVII9 480 gtccatccaagaaagagcctctaccttttgggttttgttaatcttgagacaagatctcag 539
NM 133854 628 gtccatccaagaaagagcctctaccttttgggttttgttaatcttgagacaagatctcag 687
pVII9 540 tatgtagtcccggctggcctcaaacatgtcctcecttgecttagectectgaatgetgggat 599
NM 133854 688 tatgtagtcccggctggcctcaaacatgtcctecttgecttagectecctgaatgetgggat 747
pVII9 600 tataataggcatgtgtcagagtgccgggctcaagcctctatatatttcccccaaagaata 659
NM 133854 748 tataataggcatgtgtcagagtgccgggctcaagcctctatatatttcccccaaagaata 807
pVII9 660 ctaagtaaattaggcatcgtgtggtagaaaattgagaaaacaccagatttagtgagaaag 719
NM_ 133854 808 ctaagtaaattaggcatcgtgtggtagaaaattgagaaaacaccagatttagtgagaaag 867
pVII9 720 tatactcctatttctccccctctgcttcaccacagttectctcagaaggtaataaccttt 779
NM 133854 868 tatactcctatttctccccctctgcttcaccacagttectctcagaaggtaataaccttt 927
pVII9 780 ccaggatcatcttacactcgtttaatgtttaggttaactcctattaacaagtttcgcaac 839

NM 133854 928 ccaggatcatcttacactc-tataatgtttaggttaactcctattaacaagtttcgcaac 986
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pVvVII9 840 tgttgccttcattgctacccaaggagagcatgccagatagcgaggatccaaggtcaagge 899
NM 133854 987 tgttgccttcattgctacccaaggagagcatgccagatagcgaggatccaaggtcaagge 1046
pVII9 900 agagccttgacagctaagagtcctaagcttttgcgatttttttttttgtttagactacat 959
NM 133854 1047 agagccttgacagctaagagtcctaagcttttgegatttttttttt-gtttagactacat 1105
pVvVII9 960 attttaagggctagagggatggctcaatggttaagaacactggtgattcttccagatgge 1019
NM_ 133854 1106 attttaagggctagagggatggctcaatggttaagaacactggtgattcttccagatgge 1165
pVII9 1020 gtccagtgcttagcgcecccacatggtgactcacagcagectctaactccagetccagggga 1079
NM 133854 1166 gtccagtgcttagcgcccacatggtgactcacagcagecctctaactccagetccagggga 1225
pVII9 1080 acccaatgcccttgtctggeccttttggecccagcacacacacacatatgatgcagatatat 1139
NM 133854 1226 acccaatgcccttgtctggceccttttggecccagcacacacacacatatgatgcagatatat 1285
pVII9 1140 atgcaggcaaaacaaccatcctcataaaataaaatttaaaagttacatatttaagcgcca 1199
NM_ 133854 1286 atgcaggcaaaacaaccatcctcataaaataaaatttaaaagttacatatttaagcgcca 1345
pVvVII9 1200 tcctttccaggcttagccagceccagtgttaaccatcctgttactectattactggggetgg 1259
FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrree
NM_ 133854 1346 tcctttccaggcttagccagccagtgttaaccatcctgttactecctattactggggetgg 1405
pVvVIIO9 1260 gcagtttcctttacctgtaactccactttgtttacaactgaggacttaggtaaagtcaag 1319
NM 133854 1406 gcagtttcctttacctgtaactccactttgtttacaactgaggacttaggtaaagtcaag 1465
pVvVII9 1320 gtaaataatttatcctcttggccaccctggcttgactatgttaatattaagtattgectca 1379
NM 133854 1466 gtaaataatttatcctcttggccaccctggcttgactatgttaatattaagtattgectca 1525
pVII9 1380 acattattaaataaatgcttgtactggttattttaaaaaaaaaa 1423
NM 133854 1526 acattattaaataaatgcttgtactggttattttaacaaaaaaa 1569
B
pVvVII9 1 LDSHVHAVRESQVELREQIDNLATELCRINEDQKVALDLDPYVKKLLNARRRVVLVNNIL 60
AAD11418.1 40 LDSHVHAVRESQVELREQIDNLATELCRINEDQKVALDLDPYVKKLLNARRRVVLVNNIL 99
pVII9 61 ONAQERLRRLNHSVAKETARRRAMLDSGVYPPGSPSK 97
AAD11418.1 100 QONAQERLRRLNHSVAKETARRRAMLDSGVYPPGSPSK 136

Abb. 7 Snapin: Sequenzvergleiche auf DNA- und Proteinebene

A: Vergleich der cDNA-Sequenz aus dem Vektor pVII9 mit der mRNA-Sequenz von murinem Snapin (gi:
31981593, Zugangsnummer NM_133854). Die kodierende Sequenz ist grau und das Stop-Kodon rot unter-
legt. Nicht tibereinstimmende Bereiche der Sequenz sind gelb unterlegt.

B: Vergleich der in Aminosdure-Sequenz translatierten cDNA-Sequenz aus dem Vektor pVII9 mit der
Aminosdure-Sequenz von murinem Snapin (gi: 4206090, Zugangsnummer AAD11418.1).

5.1.3.3 Identifizierung von murinem RanBPM als Interaktionspartner von CK1drev

Die im pACT2-Vektor pVII16 enthaltene cDNA kodierte, beginnend bei Aminosdure 76, fir das
murine Protein Ran Binding Protein im MTOC (,,Microtubule Organizing Center*) (RanBPM), das
auch als Ran Bindeprotein 9 (Ran bp9) oder B-Zell Antigen-Rezeptor Igf-assoziiertes Protein
beschrieben wurde (Nakamura et al., 1998; Nishitani et al., 2001). Zur vollstdndigen Sequen-
zierung wurden die Primer 5’pACT2, 5'RanBPMseq und pACT2-RP verwendet. Der Vergleich der
cDNA aus dem Vektor pVII16 mit der in der Datenbank verdffentlichten Sequenz von RanBPM
zeigte, dass der cDNA aus pVII16 am 5’-Ende die ersten 225 bp der kodierenden cDNA des
murinen RanBPM bzw. die ersten 271 bp der gesamten mRNA fehlten. Die kodierende Sequenz ab
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Position 226 stimmte vollstindig mit der Sequenz des Datenbank-Eintrags fiir RanBPM
(Zugangsnummer AF006465) (Abb. 8A) tiberein, und auch die in Aminosiuresequenz translatierte
cDNA war identisch mit der entsprechenden Sequenz des Datenbank-Eintrags (Zugangsnummer
AADO01272.1) (Abb. 8B). Der dusserste 3'Bereich der kodierenden Sequenz sowie die 3 -untrans-
latierte Sequenz im Vektor pVII16 war mit der Sequenz eines weiteren Datenbank-Eintrags iden-
tisch, der als muriner cDNA-Klon IMAGE: 6512643 eingetragen ist (Zugangsnummer BC050877)
und der somit den 3 'Bereich der cDNA des murinen RanBPM enthielt. Im Bereich der kodierenden
Sequenz war dagegen kaum eine Ubereinstimmung der Sequenz mit der Zugangsnummer
BC050877 mit der cDNA des Vektors pVII16 und der Sequenz des Datenbank-Eintrags fiir
RanBPM mit der Zugangsnummer AADO01272.1 zu finden (Abb. 8A).

pVIIle l ———— e CTGAAGCGCCTCTACCCGGCTGTGGATGAG 30
AF006465 271 —==———mm e CTGAAGCGCCTCTACCCGGCTGTGGATGAG 300
BCO50877 S o -

pVIIle 31 CAGGAGACGCCGCTGCCCCGGTCCTGGAGCCCGAAGGACAAGTTCAGCTACATCGGCCTC 90
AF006465 301 CAGGAGACGCCGCTGCCCCGGTCCTGGAGCCCGAAGGACAAGTTCAGCTACATCGGCCTC 360
BCO50877 S o -

pVIIle 91 TCGCAGAACAACCTGCGGGTGCACTACAAAGGTCATGGTAAAACCCCCAAAGATGCAGCA 150
AF006465 361 TCGCAGAACAACCTGCGGGTGCACTACAAAGGTCATGGTAAAACCCCCAAAGATGCAGCA 420
BCO50877 S oo -

pVIIle 151 TCTGTTCGAGCCACGCATCCAATACCAGCGGCCTGTGGGATTTATTATTTTGAAGTAAAA 210
AF006465 421 TCTGTTCGAGCCACGCATCCAATACCAGCGGCCTGTGGGATTTATTATTTTGAAGTAAAA 480
BC050877 l - CTGCTGTCACTTTTAATTTTTTTAAAGATCTACTT 35
pVIIl6 211 ATTGTCAGTAAGGGAAGAGATGGCTACATGGGAATTGGTCTTTCTGCTCAA--GGTGTGA 268
AF006465 481 ATTGTCAGTAAGGGAAGAGATGGCTACATGGGAATTGGTCTTTCTGCTCAA--GGTGTGA 538
BC050877 36 ATTATATGTAAATGCACTGTAGCTGTCTTCAGACATACCAGAAGAGGGCATCAGGTICTTA 95
pVIIle 269 ACATGAATAGACTACCAGGTTGGGATAAACATTCATATGGTTACCATGGGGATGATGGAC 328
AF006465 539 ACATGAATAGACTACCAGGTTGGGATAAACATTCATATGGTTACCATGGGGATGATGGAC 598
BC050877 96 TTACAGAT-G--T----GGTTGCTGGGATTTGAACTCGGGACCTCTGGAAGAGCAGTCAG 148
pVIIle 329 ATTCATTTTGTTCTTCTGGAACTGGACAACCGTATGGACCAACTTTTACAACTGGTGATG 388
AF006465 599 ATTCATTTTGTTCTTCTGGAACTGGACAACCGTATGGACCAACTTTTACAACTGGTGATG 658
BC050877 149 TGCTCTTAACCACTGAGCCATCTCTCCAGCCCACACTACAGTCTCTTGTCCATTTTGTAT 208
pVIIl6 389 TCATTGGCTGTTGTGTTAATCTTATCAACAATACCTGCTTTTACACGAAGAATGGACATA 448
AF006465 659 TCATTGGCTGTTGTGTTAATCTTATCAACAATACCTGCTTTTACACGAAGAATGGACATA 718
BC050877 209 TTATTCCCTTGTGTGTGGAATATTACTCTAGGTGAGGCTATTGAATTGGCAAATACAAAA 268
pVIIl6 449 GTTTAGGTATTGCTTTCACCGACTTACCGCCAAATTTGTATCCTACTGTGGGGCTTCAGA 508
AF006465 719 GTTTAGGTATTGCTTTCACCGACTTACCGCCAAATTTGTATCCTACTGTGGGGCTTCAGA 778
BC050877 269 ATACTATAACTGCCTTAGTTGTCTTAGTTACTGTTCTGT-TGCTATGAAGAGACACTATT 327
pVIIl6 509 CACCAGGAGAAGTGGTTGATGCCAACTTTGGGCAACATCCTTTTGTGTTTGATATAGAAG 568
AF006465 779 CACCAGGAGAAGTGGTTGATGCCAACTTTGGGCAACATCCTTTTGTGTTTGATATAGAAG 838
BC050877 328 ATCAAGGC-AATTC-TTACAGTTTTATTGGGGCTGGTTCACATGAGGGTTAGCCCATGAT 385
pVIILl6 569 ACTACATGCGAGAATGGAGAACCAAAATACAGGCCCAGATAGACCGCTTTCCTATCGGGG 628
AF006465 839 ACTACATGCGAGAATGGAGAACCAAAATACAGGCCCAGATAGACCGCTTTCCTATCGGGG 898
BC050877 386 CATGCAAG-AAGCAGACAGCTTGGTGCTGGAGTGCCAGCTGAGAGCCTTACATCTTTGG- 443
pVIIl6 629 ATCGAGAAGGAGAATGGCAGACCATGATCCAAAAAATGGTTTCATCTTATTTAGTCCACC 688
AF006465 899 ATCGAGAAGGAGAATGGCAGACCATGATCCAAAAAATGGTTTCATCTTATTTAGTCCACC 958

BC050877 444 -TCAACAAGCAGCAGCAGAGATACTGGGCT------— TTGGTGCAGACTTTTGAAATCGCA 496
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pVIIl6 689 ATGGGTACTGTGCCACAGCAGAGGCCTTTGCCAG-ATCTACAGACCAGACTGTTCTAGAA 747

AF006465 959 ATGGGTACTGTGCCACAGCAGAGGCCTTTGCCAG-ATCTACAGACCAGACTGTTCTAGAA 1016
BC050877 497 AGGTTCAAT----CCCAGTAACTACCTCTTCCAGCAAGCACACCTAACTCTCTCCAAACA 552

pVIIl6 748 G--AATTAGCTTCCATTAAGAATAGACAAAGAATTCAGAAGTTGGTGTTAGCAGGACGAA 805

AF006465 1017 G--AATTAGCTTCCATTAAGAATAGACAAAGAATTCAGAAGTTGGTGTTAGCAGGACGAA 1075
BC050877 553 GTTCATTAACTGGGTACCAAGCTTTCAAACATCGCCTACAGGGGTCACTCTCACTCAGAC 612

pVIIl6 806 TGGGAGAAGCCATTGAAACAACACAACAGTTATACCCAAGTTTACTTGAAAGAAATCCCA 865

AF006465 1076 TGGGAGAAGCCATTGAAACAACACAACAGTTATACCCAAGTTTACTTGAAAGAAATCCCA 1135
BC050877 613 CACCATAGGACATTGCTAATTTCATTGGTTCTCACACAATTCTTTCTGTGTAATAACTTC 672

pVIIl6 866 ATCTCCTTTTCACATTAAAAGTACGTCAGTTTATAGAAATGGTGAATGGTACAGACAGTG 925

AF006465 1136 ATCTCCTTTTCACATTAAAAGTACGTCAGTTTATAGAAATGGTGAATGGTACAGACAGTG 1195
BC050877 673 TCTTTGTAATCACCCAAAATCACAGTCCGATGATGAAACTGTCATTTAGGACAATCTGGG 732

pVIIle 926 AAGTGCGGTGTTTGGGAGGCCGAAGTCCAAAATC-TCAAGACAGTTATCCCGTCAGTCCT 984

AF006465 1196 AAGTGCGGTGTTTGGGAGGCCGAAGTCCAAAATC-TCAAGACAGTTATCCCGTCAGTCCT 1254
BC050877 733 ATTTTTTGGTAAAGGGCCACAAAGCTAGCAAGTAGTACAGCTTGGACTTGAAGCAGTGTC 792

pVIIle 985 CGACCCTTTAGTAGTCCAAGCATGAGCCCCAGTCATGGAATGAGTATCCACAGCTTAGCA 1044
AF006465 1255 CGACCCTTTAGTAGTCCAAGCATGAGCCCCAGTCATGGAATGAGTATCCACAGCTTAGCA 1314
BC050877 793 TGAATCTAGCATGTGCCTCCCATGGTAA--AGTAAAGGAGAGTAAAGAGGAAGCTATGTG 850

pVIIle 1045 CCAGGC----AAAAGCAGCACTGCACATTTTTCTGGTTTTGAAAGTTGTAGCA--—-——-— A 1094
AF006465 1315 CCAGGC----AAAAGCAGCACTGCACATTTTTCTGGTTTTGAAAGTTGTAGCA--~-—-~ A 1364
BC050877 853 CCAGTTGTTTTAAAGCTGTAAGACAAATTGCTTCAGGATAGCTGGAAATAATATACTGGA 912

pVIIle 1095 TGGTGTAATATCAAATAAAGCACACCAATCATATTGCCA--—————————-——-—-— TAGTAA 1139
AF006465 1365 TGGTGTAATATCAAATAAAGCACACCAATCATATTGCCA-——————=——————— TAGTAA 1409
BC050877 913 GTCTACAAGATCCATCTTGGCTTTAATATTCTACTACCACTAAACTTGAGATGGTAGTCA 972

pVIIle 1140 ACACCAGCTATCCAGCTTGACTGTACCGGAGCTAAACAGTCTCAATGTATCAAGGTCACA 1199
AF006465 1410 ACACCAGCTATCCAGCTTGACTGTACCGGAGCTAAACAGTCTCAATGTATCAAGGTCACA 1469
BC050877 973 ATGAAATCTCTTCAGTGCCCATATTTGTCCAAAAATAAGGCAGGGCTTATCCCC-TGGTG 1031
pVIIle 1200 GCAAGTTAATAACTTTACCAGTAATGATGTAGACATGGAAACAGATCACTACTCCAATGG 1259
AF006465 1470 GCAAGTTAATAACTTTACCAGTAATGATGTAGACATGGAAACAGATCACTACTCCAATGG 1529
BC050877 1032 TCAAATTGATATCAGAGGTCACATGTGAGAAAGCATCTGGACGTTTGTCTCTTCCTTCTT 1091
pVIIle 1260 AGTTGGAGAAACTTCATCCAATGGTTTCCTAAATGGTAGCTCTAAACATGACCACGAAAT 1319
AF006465 1530 AGTTGGAGAAACTTCATCCAATGGTTTCCTAAATGGTAGCTCTAAACATGACCACGAAAT 1589
BC050877 1092 CGTATTAGCCCATTCCTTCAGAACTGGTTAATTTCCCCGGTTTGCTTGTGGTGGAGGAAT 1151
VIIl6 1320 GGAAGATTGTGACACCGAAATGGAAGTTGACTGCAGTCAGTTAAGACGCCAGCTGTGTGG 1379
AF006465 1590 GGAAGATTGTGACACCGAAATGGAAGTTGACTGCAGTCAGTTAAGACGCCAGCTGTGTGG 1649
BC050877 1152 GGCAGAAATAAACACGAAAAGTGGA----——--—- AGCCAGTTAGACTTTGCTGTGTTCTG 1204
pVIIl6 1380 AGGAAGTCAGGCTGCCATAGAGAGGATGATTCACTTTGGCCGAGAGCTACAAGCCATGAG 1439
AF006465 1650 AGGAAGTCAGGCTGCCATAGAGAGGATGATTCACTTTGGCCGAGAGCTACAAGCCATGAG 1709
BC050877 1203 AAACATAAAACCATAAGTTTAAAGGAT-ATA-A-TCA--CCCAGTGTCTTAAGACTATCT 1257
pVIIl6 1440 TGAGCAGCTGAGGAGAGAATGTGCCAAGAACACAGCAAATAAGAAAATGTTGAAGGACGC 1499
AF006465 1710 TGAGCAGCTGAGGAGAGAATGTGGCAAGAACACAGCAAATAAGAAAATGCTGAAGGACGC 1769
BC050877 1258 TAACCTTTCAACCTGGAGCTGCTGTGAACACATTGACATTGTTTCAA---—~ CAGGACGC 1312
pVIIl6 1500 ATTCAGCTTACTAGCATATTCGGATCCTTGGAATAGTCCAGTTGGAAATCAGCTTGACCC 1559
AF006465 1770 ATTCAGCTTACTAGCATATTCGGATCCTTGGAATAGTCCAGTTGGAAATCAGCTTGACCC 1829
BC050877 1313 ATTCAGCTTACTAGCATATTCGGATCCTTGGAATAGTCCAGTTGGAAATCAGCTTGACCC 1372
pVIIl6 1560 AATTCAGAGAGAACCTGTGTGCTCAGCTCTTAACAGTGCAATATTAGAAACCCACAATCT 1619
AF006465 1830 AATTCAGAGAGAACCTGTGTGCTCAGCTCTTAACAGTGCAATATTAGAAACCCACAATCT 1889
BC050877 1373 AATTCAGAGAGAACCTGTGTGCTCAGCTCTTAACAGTGCAATATTAGAAACCCACAATCT 1432
pVII16 1620 GCCAAAGCAACCTCCACTTGCCCTAGCCATGGGACAGGCCACACAGTGTCTAGGCCTGAT 1679
AF006465 1890 GCCAAAGCAACCTCCACTTGCCCTAGCCATGGGACAGGCCACACAGTGTCTAGGCCTGAT 1949
BC050877 1433 GCCAAAGCAACCTCCACTTGCCCTAGCCATGGGACAGGCCACACAGTGTCTAGGCCTGAT 1492
pvVIIl6 1680 GGCTCGGTCAGGAGTTGGGTCCTGTGCATTTGCCACAGTGGAAGACTACCTACATIIEECT 1739
AF006465 1950 GGCTCGGTCAGGAGTTGGGTCCTGTGCATTTGCCACAGTGGAAGACTACCTACAT CT 2009
BC050877 1493 GGCTCGGTCAGGAGTTGGGTCCTGTGCATTTGCCACAGTGGAAGACTACCTACAT CT 1552
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pVIIl6 1740 ATGCACTTCAAGAGCTCACACTCACATTGTGGCAAACAGTCAACATGGAAGTAGACCGGC 1799
AF006465 2010 ATGCACTTCAAGAGCTCACACTCACATTGTGGCAAACAGTCAACATGGAAGTAGACCGGC 2069
BC050877 1553 ATGCACTTCAAGAGCTCACACTCACATTGTGGCAAACAGTCAACATGGAAGTAGACCGGC 1612
pVII1l6 1800 TCTGCTGATTTGAAATTTAGATTTTTTTTTAATTATGTGCTGGGGACAGGTTTTTGTCGC 1859
AF006465 2070 TCTGCTGATTTGAAATTTAGATTTTTTTTTAATTATGTACTGGGGACAGGTTTTTGTCGC 2129
BC050877 1613 TCTGCTGATTTGAAATTTAGATTTTTTTTTAATTATGTACTGGGGACAGGTTTTTGTCGC 1672
pVIIl6 1860 TTTACATTGCTTCCTAGTTT-ACAGCATGATGCAAATGA-TTTTCTAACTTAGTGTTAGG 1917
AF006465 2130 TTTACATTGCTTCCTAGTTTTACAGCATGATGCAAATGAATTTTCTAACTTAGTGTTTAG 2189
BC050877 1673 TTTACATTGCTTCCTAGTTT-ACAGCATGATGCAAATGA-TTTTCTAACTTAGTGTTAGG 1730
pVIIl6 1918 AGAAAATATTTTCCATCTTTTAACCTCTTAGTTGTCTAAGAGTTAAATATTACTGAATTT 1977
AF006465 2190 Grmmmm oo
BC050877 1731 AGAAAATATTTTCCATCTTTTAACCTCTTAGTTGTCTAAGAGTTAAATATTACTGAATTT 1790
pVIIle 1978 CAGACGTTCAAATTGATCATCAGAAATCCTTTAAAACAATTACCTAAAAGAAACCAAAAA 2037
AF006465 e
BC050877 1791 CAGACGTTCAAATTGATCATCAGAAATCCTTTAAAACAATTACCTAAAAGAAACCAAAAA 1850
pVIIle 2038 TCCTGCCTTCTTTGTTGGGGGGAGAAGGGGGAAGGAAATGGAACAAGTTGTGTTTGTGTT 2097
AF006465 e
BC050877 1851 TCCTGCCTTCTTTGTTGGGGGGAGAAGGGGGAAGGAAATGGAACAAGTTGTGTTTGTGTT 1910
pVIIle 2099 AGCATGTGGGTGATGTAAACTACAAATTGGGAGCTGTTCCGACCCCCGCTCCTGTGTAAG 2157
AF006465 e
BC050877 1911 AGCATGTGGGTGATGTAAACTACAAATTGGGAGCTGTTCCGACCCCCGCTCCTGTGTAAG 1970
pVIIle 2158 CATTCAATCAGTGTAACTTGCAAAATGCATAAACATCCGACAGTTTGAATTAATAGTGTT 2217
AF006465 e
BC050877 1971 CATTCAATCAGTGTAACTTGCAAAATGCATAAACATCCGACAGTTTGAATTAATAGTGTT 2030
pVIIle 2218 GATGGAAGAAATCATTTTTAATGTGTACTGTAAAACTTGAAATACTCAGGAGCTGAGTGA 2277
AF006465 e
BC050877 2031 GATGGAAGAAATCATTTTTAATGTGTACTGTAAAACTTGAAATACTCAGGAGCTGAGTGA 2090
pVIIle 2278 GTATGTTTGTTGCTACTTACAATCCCAACCTGTTAGTCCCAGTAGTTTTGTTTTAACATG 2337
AF006465 e
BC050877 2091 GTATGTTTGTTGCTACTTACAATCCCAACCTGTTAGTCCCAGTAGTTTTGTTTTAACATG 2150
pVIIle 2338 GTICTTTTTCAACTTTGTTTCCTGTTTAACTACAGATGACTTCTGTTGTAGACTCACAAGT 2397
AF006465 e
BC050877 2151 GTICTTTTTCAACTTTGTTTCCTGTTTAACTACAGATGACTTCTGTTGTAGACTCACAAGT 2210
pVIIle 2398 TTAACTGTTGTATTATAACAGTATTACATGTCAACAGTGTGGTTATGACC-——-—-———-——— 2446
AF006465 e
BC050877 2211 TTAACTGTTGTATTATAACAGTATTACATGTCAACAGTGTGGTTATGACC-—--——=—-— 2258
B

pVIIl6 1 LKRLYPAVDEQETPLPRSWSPKDKFSYIGLSQNNLRVHYKGHGKTPKDAASVRATHPIPA 60
AADO1272.1 76 LKRLYPAVDEQETPLPRSWSPKDKFSYIGLSONNLRVHYKGHGKTPKDAASVRATHPIPA 135
pVIIle 61 ACGIYYFEVKIVSKGRDGYMGIGLSAQGVNMNRLPGWDKHSYGYHGDDGHSFCSSGTGQP 120
AAD01272.1 136 ACGIYYFEVKIVSKGRDGYMGIGLSAQGVNMNRLPGWDKHSYGYHGDDGHSFCSSGTGQP 195
pVIIle 121 YGPTFTTGDVIGCCVNLINNTCEFYTKNGHSLGIAFTDLPPNLYPTVGLQTPGEVVDANFG 180
AAD01272.1 196 YGPTFTTGDVIGCCVNLINNTCEFYTKNGHSLGIAFTDLPPNLYPTVGLQTPGEVVDANFG 255
pVII1l6 181 QHPFVFDIEDYMREWRTKIQAQIDRFPIGDREGEWQTMIQKMVSSYLVHHGYCATAEAFA 240
AAD01272.1 256 QHPFVEFDIEDYMREWRTKIQAQIDREFPIGDREGEWQTMIQKMVSSYLVHHGYCATAEAFA 315
pVIIl6 241 RSTDQTVLEELASIKNRQRIQKLVLAGRMGEAIETTQQLYPSLLERNPNLLFTLKVRQFI 300
AADO1272.1 316 RSTDQTVLEELASIKNRQRIQKLVLAGRMGEAIETTQQLYPSLLERNPNLLETLKVRQFI 375
pVIIle 301 EMVNGTDSEVRCLGGRSPKSQDSYPVSPRPEFSSPSMSPSHGMSIHSLAPGKSSTAHFSGE 360
AAD01272.1 376 EMVNGTDSEVRCLGGRSPKSQDSYPVSPRPFSSPSMSPSHGMSIHSLAPGKSSTAHFSGE 435
pVII1l6 361 ESCSNGVISNKAHQSYCHSKHQLSSLTVPELNSLNVSRSQQVNNFTSNDVDMETDHYSNG 420
AAD01272.1 436 ESCSNGVISNKAHQSYCHSKHQLSSLTVPELNSLNVSRSQQVNNFTSNDVDMETDHYSNG 495
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pVIIl6 421 VGETSSNGFLNGSSKHDHEMEDCDTEMEVDCSQLRROLCGGSQAAIERMIHFGRELQAMS 480
AADO1272.1 496 VGETSSNGFLNGSSKHDHEMEDCDTEMEVDCSQLRROLCGGSQAAIERMIHFGRELQAMS 555
pVIIle 481 EQLRRECGKNTANKKMLKDAFSLLAYSDPWNSPVGNQLDPIQREPVCSALNSAILETHNL 540
AADO01272.1 556 EQLRRECGKNTANKKMLKDAFSLLAYSDPWNSPVGNQLDPIQREPVCSALNSAILETHNL 615
pVIIle 541 PKQPPLALAMGQATQCLGLMARSGVGSCAFATVEDYLH 578
AAD01272.1 616 PKQPPLALAMGQATQCLGLMARSGVGSCAFATVEDYLH 653

Abb. 8 RanBPM: Sequenzvergleiche auf DNA- und Proteinebene

A: Vergleich der ansequenzierten cDNA-Sequenz aus dem Vektor pVII16 mit der mRNA Sequenz von
murinem RanBPM (gi: 4101717, Zugangsnummer AF006465) sowie des Maus cDNA Klons IMAGE:
6512643 (gi: 29747820, Zugangsnummer BC050877).

B: Vergleich der in Aminosédure-Sequenz translatierten cDNA-Sequenz aus dem Vektor pVII16 mit der
Aminosiure-Sequenz von murinem RanBPM (gi: 4101718, Zugangsnummer AAD01272.1).

5.1.4 Rekonstruktion der Interaktion von CK16rev und CK1owt mit den
Proteinen LC2-F, Snapin und RanBPM

Da CKl1drev Konformationsédnderungen im Vergleich zur Wildtyp-Kinase (CK1dwt) aufweisen
konnte, wurde die Interaktion der fiir eine weitergehende Charakterisierung im Rahmen dieser
Arbeit ausgewdhlten Proteine LC2-F, Snapin und RanBPM mit CK1owt im Kontext des YTH
Systems analysiert. Zu diesem Zweck wurde die cDNA von CK13wt mittels PCR unter Verwen-
dung der Primer 5’CK10-1 und 3°’CK15-428 amplifiziert und in die Ncol und Sa/l Restriktions-
schnittstellen des Vektors pGBKT?7 integriert (Vektor pPGBKT7-CK16wt). Nach Kotransformation
von pGBKT7-CK16wt mit pVI5, pVII9 bzw. pVII16 in AH109 wurden jeweils drei transformierte
Klone auf SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade ausgestrichen und auf [-Galaktosidase-Aktivitét {iberpriift. Die
von den Vektoren pVIS, pVII9 und pVII16 exprimierten Teilbereiche von humanem LC2, murinem
Snapin und murinem RanBPM interagierten im YTH System reproduzierbar sowohl mit CK1drev
als auch mit CK13wt (Abb. 9). Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass auch die
Wildtyp-Kinase zum Nachweis von Interaktionen im YTH als ,,Kdder“-Protein benutzt werden

kann.

pVI5 pVII9 pVil16

CK1drev CK15wt CK16rev CK1owt CK16rev CK15wt

Abb. 9 Nachweis der Interaktion von LC2-F, Snapin und RanBPM mit CK13rev und CK15wt

Die pACT2-Vektoren pVI5, pVII9 und pVII16 wurden jeweils mit pGBKT7-CK16rev bzw. pGBKT7-
CK1dwt in den Hefestamm AH109 kotransformiert. Abgebildet sind die B-Gal-Assays von je drei positiven
Klonen auf SD/-Leu/-Trp/-His.
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5.1.5 Nachweis der Spezifitit der Interaktion der CK1 Isoform CK1d mit den
Proteinen LC2-F, Snapin und RanBPM

Casein Kinasen 1 sind eine Familie hochkonservierter Proteinkinasen, deren Aminosiduresequenzen
innerhalb der katalytischen Doménen zwischen 53% und 97% homolog sind. CK16 ist mit CK1la
zu 76% identisch, und CK1le und CK13 sind zu 97% homolog in der Kinasedoméne und zu 53% im
C-Terminus (Graves et al., 1993; Zhai et al., 1995). Um festzustellen, ob die Interaktion von LC2,
Snapin und RanBPM spezifisch nur mit der CK1 Isoform CK18 erfolgte, wurde im YTH System
eine mogliche Interaktion mit den CK1 Isoformen CK1a, CK1y3 und CK1g untersucht.

Die Interaktion der drei analysierten Proteine beschréinkte sich nicht auf CK13. LC2-F interagierte
mit CKle, wihrend Snapin und der Teilbereich von RanBPM im Kontext des YTH Systems

jeweils eine Interaktion mit CK1lg und CK 1o aufwiesen.

5.2  Charakterisierung der Wechselwirkung von CK13 mit den identifizierten
Interaktionspartnern

5.2.1 Amplifizierung der vollstindigen kodierenden ¢cDNA-Sequenzen von LC2-F,
Snapin und RanBPMS5S und anschliessende Klonierung der c¢DNAs in
verschiedene Vektoren

Die im YTH System isolierten Vektoren pVI5, pVII9 und pVII16 enthielten nicht die vollstdndigen
c¢DNAs von LC2, Snapin und RanBPM. Um eine weitergehende Analyse der Wechselwirkungen
mit CK18 zu ermoglichen, wurden die vollstindigen kodierenden cDNA-Sequenzen von Snapin
und RanBPM in der PCR amplifiziert und anschliessend zunichst in pcDNA3.1-V5/His® TOPO®
und dann in verschiedene Expressionsvektoren inseriert. Da die genaue Position der proteo-
lytischen Spaltung des MAP1A Polyproteins und damit der exakte Beginn der Aminosduresequenz
der leichten Kette LC2 nicht bekannt ist, wurde fiir die weitere Charakterisierung der Interaktion
von CK10 mit LC2 der im Vektor pVI5 enthaltene Bereich amplifiziert und in die Zielvektoren
integriert. Dieser Teilbereich von MAP1A LC2 wird im Folgenden als LC2-F bezeichnet.

Die kodierende Sequenz fiir das MAP1A LC2 Fragment LC2-F im Vektor pVI5, der als Matritzen-
DNA fiir die PCR verwendet wurde, bestand aus 528 bp (Position 7882-8415). Die Amplifikation
erfolgte bei 61°C mit den Primern 5'LC2-1 und 3'LC2-6 (pcDNA3.1-LC2-16) fiir die Sub-
klonierung in pGADT7 und pGEX-4T-1 bzw. mit 5’'LC2-1 und 3'LC2-7 (pcDNA3.1-LC2-17) fiir
die Subklonierung in pECFP-NI1.

Die kodierende Sequenz fiir murines Snapin umfasst 411 bp (Ilardi et al., 1999). Die cDNA von
Snapin wurde aus pACT2-mt mit den PCR-Primern 5'Snapin-1 und 3’Snapin-6 bei 55°C
amplifiziert (pcDNA3.1-Snapinl16).
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Humanes RanBPM war zunichst als ein 500 AS umfassendes Protein mit einer molaren Masse von
55 kDa beschrieben worden (Zugangsnummer NP 005484.1, gi:4885571), dessen kodierende
Sequenz 1503 bp lang war (Zugangsnummer NM_005493.1, gi: 4885570) (Nakamura ef al., 1998).
Dieses Protein stellte eine im N-terminalen Bereich trunkierte Variante des vollstindigen humanen
RanBPM mit einer molaren Masse von 90 kDA dar (RanBPM90, Zugangsnummer NP _005484.2,
gi:39812378), das aus 729 AS und dementsprechend einer kodierenden Sequenz von 2190 bp
besteht (Zugangsnummer NM 005493.2, gi:39812377) (Nishitani et al., 2001). Der verkiirzten
Variante RanBPM55 fehlen im 5°-Bereich die ersten 687 bp bzw. am N-Terminus 229 AS
gegeniiber der lingeren Form. Die vollstdndige kodierende Sequenz des RanBPM ist bei der Maus
1959 bp lang (Zugangsnummer AADO01272.1). Obwohl fiir die Maus die verkiirzte Form des
RanBPM (RanBPMS55) nicht beschrieben worden ist, wurden entsprechende 5’-Primer verwendet,
um beide Varianten von RanBPM aus pACT2-mt in der PCR amplifizieren zu kénnen. Nur die
cDNA-Sequenz der verkiirzten Form des RanBPMS55 konnte bei 55°C unter Verwendung der
Oligonukleotide 5'RanBPM-1 und 3'RanBPM-10 amplifiziert werden (pcDNA3.1-RanBPM110),
die ¢cDNA der ldngeren Form RanBPM90 nicht. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden alle
Untersuchungen mit der trunkierten Variante von murinem RanBPM durchgefiihrt. Angaben zu
Positionen von Basenpaaren oder Aminosdureresten beziehen sich dagegen immer auf die ent-
sprechende Sequenz des vollstindigen murinen RanBPM90.

Alle in der PCR amplifizierten cDNAs wurden zunéchst in den Vektor pcDNA3.1/V5-His-TOPO
kloniert. Die als Primer verwendeten Oligonukleotide, aufgefiihrt im Abschnitt 4.8, besassen
Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme, damit die amplifizierten cDNAs aus den so gene-
rierten Vektoren pcDNA3.1-LC2-16, pcDNA3.1-LC2-17, pcDNA3.1-Snapinl6 und pcDNA3.1-
RanBPM110 geschnitten und in die Vektoren pGEX-4T-1/3, pGADT7, pECFP-N1 und pEYFP-C1
inseriert werden konnten. Die pcDNA3.1 Vektoren wurden in Restriktionsanalysen auf die richtige
Insertion der PCR-Produkte iiberpriift und vor der Subklonierung in die Zielvektoren vollstindig

sequenziert. Die auf diese Weise hergestellten Vektoren sind im Abschnitt 4.9 aufgefiihrt.

5.2.2 Nachweis der Interaktion zwischen CK18 und LC2-F, Snapin bzw.
RanBPMS55 durch Koimmunprizipitation

Das YTH System ist ein genetisches System, in dem in der Hefe S. cerevisiae Protein-Protein-
Interaktionen in vivo durch Reportergenaktivierungen nachgewiesen werden. Da in diesem System
unter Umstdnden auch Interaktionen nachgewiesen werden, die im Parentalorganismus nicht
auftreten, miissen die detektierten Interaktionen mit Hilfe biochemischer und zellbiologischer

Methoden tiberpriift und bestétigt werden.
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5.2.2.1 Analyse der Interaktion zwischen CKI16 und LC2-F, Snapin bzw.
RanBPMS55 durch Koimmunprizipitation aufgereinigter rekombinanter
Proteine

Die Interaktion zwischen CK 16 und LC2-F, Snapin bzw. RanBPMS55 sollte zunéchst in vitro durch
Koimmunprizipitation rekombinanter Proteine nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurde
CK13drev als Fusionsprotein mit einem myc-tag vom Vektor pPGBKT7-CK1drev im TNT-Retikulo-
zytenextrakt in vitro transkribiert und translatiert. Die cDNAs von LC2-F, Snapin bzw. RanBPM55
wurden von den Vektoren pcDNA3.1-LC2-16, pcDNA3.1-Snapin16 und pcDNA3.1-RanBPM110
ebenfalls im TNT-Retikulozytenextrakt in vitro transkribiert und translatiert. Da auf diese Weise
keine in vitro Translation von LC2-F erfolgte, konnte in der anschliessenden Koimmun-
prézipitation lediglich eine mogliche in vitro Interaktion von Snapin und RanBPMS55 mit CK16rev
untersucht werden. Nach Vereinigung der Translationen wurde CK10rev iiber einen anti-myc-Anti-
korper an Protein A-Sepharose immunpréizipitiert und das Prézipitat nach gelelektrophoretischer
Auftrennung mittels Autoradiographie auf die Anwesenheit von [35S]—Methionin—markiertem
Snapin bzw. RanBPM untersucht. Weder Snapin noch RanBPMS55 konnten mit CK16rev ko-
prizipitiert werden. Beide Proteine konnten im Uberstand der jeweiligen Immunprizipitationen
detektiert werden.

Weiterhin wurde versucht, die als GST-Fusionproteine aufgereinigten Proteine LC2-F, Snapin und
RanBPMS55 mit in vitro translatierter CK10rev bzw. CK18wt zu préizipitieren. Die Proteininduktion
und Aufreinigung iiber Glutathion-Sepharose war nur fiir LC2-F und Snapin moglich, als GST-
Fusionsprotein exprimiertes RanBPM55 konnte nach der Proteininduktion nicht aus dem
bakteriellen Lysat aufgereinigt werden. Weder LC2-F noch Snapin konnte als GST-Fusionsprotein
mit in vitro translatierter CK1drev bzw. CK1dwt préizipitiert werden. In reziproken Versuchs-
ansitzen, in denen die in vitro translatierten Proteine Snapin und RanBPMS55 mit CK1drev bzw.
CK18wt, aufgereinigt als GST-Fusionsproteine, préizipitiert werden sollten, konnte ebenfalls keine

Interaktion der beteiligten Proteine nachgewiesen werden.

5.2.2.2 Nachweis der Interaktion zwischen CK13 und LC2-F, Snapin bzw.
RanBPMS5S5 durch Koimmunprizipitation aus zelluldren Extrakten

Da der Nachweis einer Interaktion von CK16 mit den jeweiligen aufgereinigten, rekombinanten
Proteinen LC2-F, Snapin und RanBPM55 nicht moglich gewesen war, wurde versucht, CK10 mit
den endogenen Proteinen aus eukaryontischen Zellen zu koprizipitieren. Es standen keine
kommerziell erwerblichen Antikdrper zur Verfiigung, die gegen die zu untersuchenden Proteine
gerichtet waren. Deshalb wurden zunédchst Kaninchen mit Peptiden immunisiert, um spezifische

anti-Peptid-Antiseren zu erzeugen. Wahrend auf diese Weise die Seren CGW4 gegen Snapin und
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CGV1 gegen RanBPM hergestellt wurden, konnte kein spezifisches Serum gegen LC2-F gewonnen
werden. Somit war es nicht moglich, einen direkten Nachweis der endogenen leichten Kette LC2
von MAP1A zu erbringen.

Um eine Interaktion zwischen CK16 und LC2-F nachzuweisen, wurde der eukaryotische
Expressionsvektor pcDNA3.1-LC2-16 in F111 Zellen transfiziert, um LC2-F transient als Fusions-
protein mit einem V5-tag zu exprimieren. LC2-F wurde aus dem Zelllysat mit Hilfe eines anti-V5-
Antikorpers an Protein A Sepharose (PAS) immunprézipitiert. Die Immunkomplexe wurden
isoliert, im SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mittels
Western Blot Analyse detektiert. Der Nachweis von LC2-F erfolgte mit dem anti-V5-Antikorper
und die Detektion von CK 16 mit dem polyklonalen Kaninchenserum 108 (Abb. 10).

Abb. 10 Keimmunprizipitation von CK13 mit

M 1 2 3 4 MAPI1A LC2-F.
kDa MAPIA LC2-F wurde nach der Expression in F111
Zellen aus dem Zelllysat mit einem anti-V5-Antikérper

22 : und Protein A-Sepharose immunprézipitiert. Die
45 — Immunkomplexe wurden isoliert und im Western Blot
analysiert. Die Darstellung erfolgte nach Detektion mit
30 =— den entsprechenden spezifischen Antikérpern mit HRP-
konjugierten sekunddren Antikérpern und dem ECL-
20 — System. Um die Expression des rekombinanten Proteins
zu dokumentieren, wurde LC2-F im Zelllysat der
%= transfizierten Zellen mit dem anti-V5-Antikérper
detektiert (Spur 1) und im Immunprizipitat nachge-

wiesen (Spur 2). Der Nachweis der Expression von
endogener CK198 im Zelllysat der transfizierten Zellen (Spur 3) und von CK18 im Immunprézipitat (Spur 4)
erfolgte mit dem spezifischen Kaninchenserum 108. Der Pfeil zeigt die Position von CKI16 an.
kDa: Kilodalton, M: Protein-Marker.

LC2-F konnte in Zellysaten transfizierter F111-Zellen detektiert und iiber den an PAS gebundenen
anti-V5-Antikorper immunprizipiert werden (Abb. 10, Spur 1 und 2). CK16 wurde sowohl in dem
Zelllysat der transfizierten Zellen als auch in dem Immunkomplex mit LC2-F nachgewiesen
(Abb. 10, Spur 3 und 4). Durch die Koimmunprézipitation von CK15 und MAP1A LC2 konnte die
Interaktion zwischen den beiden Proteinen in vivo bestétigt werden.

Zum Nachweis einer Interaktion zwischen CK 18 und Snapin bzw. RanBPM sollten die endogenen
Proteine mit den spezifischen Seren aus Lysaten verschiedener Zelllinien immunpréizipitiert
werden. Das schwach exprimierte endogene Snapin (Vites et al., 2004) konnte im Western Blot in
den zelluldren Lysaten verschiedener untersuchter Zelllinien nicht detektiert werden (Abb. 11,
Spur 1-6). Mit dem spezifischen Serum konnte allerdings rekombinantes GST-Snapin nachge-
wiesen werden (Abb. 11, Spur 7), wodurch gezeigt wurde, dass der Antikorper prinzipiell Snapin

im Western Blot erkennen kann. Aus keiner der analysierten Zelllinien konnte endogenes Snapin
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mit dem Serum CGW4 préazipitiert werden. Eine Koimmunprézipitation von CK18 mit Snapin

wurde daher im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen.

Abb. 11 Western Blot Analyse von
M verschiedenen zelluliren Lysaten und
kDa 1 2 3 4 5 6 7 rekombinantem GST-Snapin mit anti-
Snapin Serum.
Zelluldare Lysate von den nachfolgend aufgefiihrten
Zelllinien wurden nach Auftrennung in der SDS-
PAGE und dem Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulose-Membran mit dem spezifischen anti-
Snapin Kaninchenserum im Western Blot auf die
Anwesenheit von endogenem Snapin untersucht.
Zusétzlich wurde bakteriell exprimiertes und aufgereinigtes GST-Snapin analysiert. Der Pfeil zeigt die
Position von GST-Snapin an. Spur 1: C57, Spur 2: CV1, Spur 3: HeLa, Spur 4: F111, Spur: MCF7, Spur 6:
Balb/c 3T3. Spur 7: GST-Snapin. kDa: Kilodalton, M: Protein-Marker.

33 =—
31—

Mit dem anti-RanBPM-Antiserum CGV1 wurde eine starke Expression eines Proteins mit einer
molaren Masse von ungefihr 55 kDa in den pankreatischen Zelllinien MiaPaCa-2 und BXPC3 im
Western Blot nachgewiesen (Abb. 12 A, Spur 1 und 2), sodass davon ausgegangen werden konnte,
dass RanBPM in diesen Zelllinien exprimiert wurde. RanBPM wurde aus den Lysaten von
MiaPaCa-2 und BXPC3-Zellen prizipitiert und das Prézipitat auf die Anwesenheit von CK18
untersucht. Im Immunkomplex konnte koprézipitierte CK18 mit dem spezifischen Antikorper
ICOS128A detektiert und damit ein Nachweis der Interaktion von CK18 mit RanBPM in vivo
erbracht werden (Abb. 12 B, Spur 1 und 2).

A M B M
kDa 1 9 3 4 kD
62—
86 =— 53 =—
62—
53 =— 33 —

Abb. 12 Koimmunprézipitation von CK16 mit RanBPM und MAP1A.

A: Zellulare Lysate von MiaPaCa-2 und BXPC3-Zellen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf
Nitrozellulose-Membran transferiert. Der Nachweis von RanBPM im Western Blot erfolgte mit dem
polyklonalen Kaninchenserum CGV1. MAPIA wurde mit einem spezifischen monoklonalen Antikdrper
nachgewiesen. Spur 1: BXPC3, anti-RanBPM, Spur 2;. MiaPaCa-2, anti-RanBPM, Spur 3: BXPC3, anti-
MAPIA, Spur 4: MiaPaCa-2, anti-MAP1A

B. Nach der Immunprézipitation von RanBPM bzw. MAP1A mit den jeweiligen spezifischen Antikérpern
wurden die Prézipitate in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membranen transferriert. Der
Nachweis von CK18 im Immunkomplex erfolgte mit dem Antikdrper ICOS128A. Spur 1: BXPC3, IP gegen
RanBPM, Spur 2: MiaPaCa-2, IP gegen RanBPM, Spur 3: BXPC3, IP gegen MAPIA, Spur 4: MiaPaCa-2,
IP gegen MAP1A. kDa: Kilodalton, M: Protein-Marker.
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Um die nachgewiesene Interaktion von MAP1A LC2 mit CK18 ndher zu charakterisieren, wurde
die schwere Kette von MAP1A mit einem kommerziell erhiltlichen Antikérper, der spezifisch ist
fiir die schwere Kette und die leichte Kette nicht erkennt, in Zelllysaten von MiaPaCa-2 und
BXPC3-Zellen detektiert (Abb 12 A, Spur 3 und 4) und aus Lysaten dieser Zelllinien immun-
prazipitiert. CK10 konnte auch in diesem Fall im Immunprézipitat detektiert werden (Abb. 12 B,
Spur 3 und 4).

5.2.3  Invitro Phosphorylierung von LC2-F, Snapin und RanBPMS5S5 durch CK15

Die Isoform CK136 phosphoryliert ihre Substrate an Serin- und Threonin-Resten, die sich C-
terminal zu sauren oder phosphorylierten Aminosdureresten befinden. Mit den Programm
“NetPhos 2.0” (Center for Biological Sequence Analysis CBS, ExPASy Molecular Biology Server)
wurden in den Aminosduresequenzen von LC2-F, Snapin und RanBPMS55 jeweils mehrere Serin-
und Threoninreste identifiziert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit phosphoryliert werden. Mit Hilfe
des Programms ,,PhosphoBase® (Center for Biological Sequence Analysis CBS, ExPASy
Molecular Biology Server) wurden als potentielle CK1 Phosphorylierungsstellen in der Sequenz
von LC2-F Ser’®?, Ser*®®”. Ser’®®, Thr*’*, Thr*’®°, Thr*"® und Thr*"®, bei Snapin Ser'! sowie bei
RanBPM55 Ser'®, Thr*®, Thr*®, Thr*?!, Ser’”, Ser*®, Ser*'’, Ser*'®, Ser*®, Ser*™, Thr*®*, Ser*”?,
Ser*”, Ser®” und Ser®” identifiziert. Dariiber hinaus konnten weitere Serin- und Threoninreste in
den Sequenzen von LC2-F, Snapin und RanBPMS55 identifiziert werden, die in einem fiir die
Phosphorylierung durch CK1 giinstigen Sequenzkontext standen und durch die verwendeten
Programme nicht angezeigt wurden.

Um zu iiberpriifen, ob die zu untersuchenden Proteine in vitro Substrate von CK13 darstellten,
wurden LC2-F und Snapin mit Hilfe der Vektoren pGEX-LC2-16 bzw. pGEX-Snapin-16 bakteriell
als GST-Fusionsproteine exprimiert. RanBPMS55 wurde mit dem Vektor pcDNA3.1-RanBPM110
in vitro als His-tag Fusionsprotein translatiert und vor der Verwendung als Substrat mit einem anti-
His-tag-Antikdrper immunprézipitiert. Die aufgereinigten Proteine wurden mit einer kommerziell
erhéltlichen, C-terminal verkiirzten Form von CK18 (Kinasedomédne, NEB) phosphoryliert, die
eine 20-fach erhohte Aktivitit im Vergleich zu CK16wt besitzt und keine inaktivierende Auto-
phosphorylierungsaktivitét in vitro aufweist (Cegielska et al., 1998).

Als GST-Fusionsproteine exprimiertes LC2-F und Snapin wurden durch CK18 in vitro
phosphoryliert (Abb. 13, Spur 2 und 5). Auf dem Autoradiogramm der Kinasierung von His-
RanBPM waren mehrere phosphorylierte Banden zu erkennen (Abb. 13, Spur 8). Das Auftreten
einer Bande auf der Hohe von ungefihr 55 kDa, die mit der Bande von [*°S]-markiertem und
immunprézipitiertem His-RanBPMS55 auf dem Autoradiogramm der in vitro Translation zur

Deckung gebracht werden konnte (Abb. 13, Spur 7), deutete darauf hin, dass RanBPMS55 von
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CK13 in vitro phosphoryliert werden kann. In den Kontrollansidtzen ohne Kinase konnte kein
Einbau von radioaktiv markiertem Phosphat in die Substrate nachgewiesen werden (Abb. 13,
Spur 3, 6, 9). Aufgereinigtes GST wurde mit CK10 inkubiert, um auszuschliessen, dass die
Phosphorylierung im GST-Anteil der Fusionsproteine stattfand. GST wurde nicht von CK 18 phos-
phoryliert (Abb. 13, Spur 11). Um erste Anhaltspunkte hinsichtlich der Stirke der Phosphory-
lierung zu erhalten, wurde gereinigtes FP267 als Substrat in einer Kinasierung eingesetzt. Das
GST-Fusionsprotein FP267 enthélt die AS 1-64 von murinem p53 und damit die N-terminalen
Phosphorylierungsstellen, von denen einige durch CK10 phosphoryliert werden (Milne et al.,
1992), (Knippschild et al., 1997), (Dumaz et al., 1999). FP267 wies aufgrund des Vorliegens
multipler Konsensussequenzen fiir CK 19 eine starke Phosphorylierung durch CK16 auf (Abb. 13,
Spur 13).

RanBPM55 GST FP267
Cc A C A cC A

- + -

Abb. 13 Darstellung der in vitro Phosphorylierung von LC2-F, Snapin und RanBPMS5S durch CK18.
GST-LC2-F und GST-Snapin sowie His-RanBPMS55 wurden mit der C-terminal verkiirzten CK18 oder ohne
Kinase in Gegenwart von [y-""P]-ATP inkubiert. GST und FP267 wurden nur mit C-terminal verkiirzter
CK138 inkubiert. Die Proteine wurden in der SDS-Page aufgetrennt und mit Coomassie-Farbelosung gefarbt.
Die Phosphorylierung wurde durch Autoradiographie detektiert.

Spur 1, 2 und 3: GST-LC2-F, Spur 4, 5 und 6: GST-Snapin, Spur 7, 8 und 9: His-RanBPM, Spur 10 und 11:
GST, Spur 12 und 13: FP267. C: Coomassie-Farbung, A: Autoradiogramm, +/-: Inkubation mit/ohne CK19d.
M: Protein-Marker, kDa: Kilodalton
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5.2.3.1 In vitro Phosphorylierung von Teilbereichen von LC2-F, Snapin und
RanBPMS55 durch CK16

Die Ergebnisse der in vitro Kinasierungen belegten, dass GST-LC2-F und GST-Snapin in vitro
Substrate von CK 18 waren. Die Phosphorylierung eines 55 kDa Proteins in einer Aufreinigung von
in vitro translatiertem RanBPMS55 gab einen Anhaltspunkt dafiir, dass auch RanBPMS55 in vitro ein
Substrat fiir CK16 darstellte. Um die Lage der Phosphorylierungsstellen in Bezug auf die
Aminosduresequenz der untersuchten Proteine zu kartieren, wurden Teilbereiche der cDNAs der
einzelnen Proteine mittels PCR amplifiziert und nach der Insertion in pcDNA3.1-V5/His® TOPO®
in pGEX-4T-1/3 subkloniert. Die auf diese Weise generierten pGEX-Vektoren sowie alle Angaben
zu den verwendeten PCR-Primern sind in Abschnitt 4.8 und 4.9 aufgefiihrt. Ungefdhr gleiche

Mengen der einzelnen aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden jeweils mit CK16 phos-

phoryliert.
A M LC2-14 LC2-15 LC2-16 MAP4
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Abb. 14 In vitro Phosphorylierung von GST-LC2-F-Fragmenten durch CK13.

A: Die GST-MAP1A-Fragmente wurden mit der C-terminal verkiirzten CK 18 in Gegenwart von [y-"*P]-ATP
inkubiert. Die Proteine wurden in der SDS-Page aufgetrennt und mit Coomassie-Féarbelosung (C) gefirbt.
Die Phosphorylierung der Fragmente (A) wurde durch Autoradiographie detektiert. Spur 1 und 2: GST-LC2-
14 (AS 2629-2683), Spur 3 und 4: GST-LC2-15 (AS 2629-2753), Spur 5 und 6: GST-LC2-16 (AS 2629-
2805), Spur 7 und 8: GST-LC2-25 (AS 2684-2753), Spur 9 und 10: GST-LC2-26 (AS 2684-2805), Spur 11
und 12: GST-LC2-35 (AS 2712-2753), Spur 13 und 14: GST-LC2-36 (AS 2712-2805), Spur 15 und 16:
GST-MAP4 (AS 214-375), Spur 17 und 18: GST. Im oberen Teil der Abbildungen sind jeweils die
kalkulierten molekularen Massen angegeben. kDa: Kilodalton, M: Protein-Marker, AS: Aminoséurerest.
ADbb. 14 B: siehe néchste Seite.
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B LC2AS 2629-2805
LC2 AS 2629-2683
LC2 AS 2629-2753
LC2 AS 2684-2753
LC2 AS 2684-2805
LC2 AS 2712-2753
LC2 AS 2712-2805

Abb. 14 In vitro Phosphorylierung von GST-LC2-F-Fragmenten durch CK13.

B: Schematische Darstellung der durch CK16 phosphorylierten Teilbereiche von MAP1A LC2-F unter
Angabe der Position der Aminosdurereste. Stark phosphorylierte Teilbereiche sind in rot und schwach
phosphorylierte in violett dargestellt. Nicht phosphorylierte Teilbereiche sind blau dargestellt.

Neben dem Gesamtbereich LC2-16/LC2-F von AS 2629-2805 (Abb. 14 A, Spur 6) wurden die
Teilbereiche LC2-14 von AS 2629-2683 (Abb. 14 A, Spur 2) und LC2-15 von AS 2629-2753
(Abb. 14 A, Spur 4) mit vergleichbarer Intensitit phosphoryliert. Die Phosphorylierung dieser
Fragmente von LC2-F war insgesamt etwas schwécher als die Phosphorylierung einer ungefahr
gleichen Menge eines GST- MAP4 Fusionsproteins (Abb. 14 A, Spur 16), eines als Substrat von
CK16 beschriebenen Mikrotubuli-assoziierten Proteins (Behrend ef al., 2000a). Der Teilbereich
LC2-25 von AS 2684-2753 wurde schwach phosphoryliert (Abb. 14 A, Spur 10), alle weiteren
Fragmente von LC2 nicht oder mit zu vernachlissigender Intensitit. Die Stirke der Phos-
phorylierung aller Fragmente, die den Teilbereich von AS 2629-2683 enthielten, liess auf das Vor-
handensein mehrerer Phosphorylierungsstellen in diesem Bereich von LC2 schliessen. Da das
Fragment LC2-25 nur schwach und alle iibrigen Teilfragmente nicht phosphoryliert wurden,
schienen C-terminal von AS 2683 nur eine oder einige wenige Phosphorylierungsstellen lokalisiert
zu sein (Abb. 14 B).

Snapin wurde als Gesamtprotein stark phosphoryliert (Abb. 15 A, Spur 6), allerdings etwas
schwicher als das Fragment Snapin-15 von AS 1-78 (Abb. 15 A, Spur 4). Diese Beobachtung ist
moglicherweise auf eine partielle Degradation der aufgereinigten Proteine zuriickzufiihren, die
auch beim Gesamtprotein zu beobachten war. Der N-terminale Bereich, repréisentiert durch das
Fragment Snapin-14, wurde nicht phosphoryliert (Abb. 15 A, Spur 2). Die Intensitit der
Phosphorylierung von Snapin-25 und Snapin-36 deutete auf das Vorhandensein mehrerer Phos-
phorylierungsstellen im Teilbereich von AS 37-78 (Abb. 15 A, Spur 8) sowie einer oder mehrerer
Phosphoakzeptoren in der Region von AS 79-136 hin (Abb. 15 A, Spur 12). Die Intensitéit der

Phosphorylierung der einzelnen Fragmente von Snapin ist in Abb. 15 B schematisch dargestellt.
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Abb. 15 In vitro Phosphorylierung von GST-Snapin-Fragmenten durch CK18.

A: Die GST-Snapin-Fragmente wurden mit der C-terminal verkiirzten CK18 in Gegenwart von [y->*P]-ATP
inkubiert. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Farbelosung (C) gefirbt.
Die Phosphorylierung der Fragmente (A) wurde durch Autoradiographie detektiert. Spur 1 und 2: GST-
Snapin-14 (AS 1-40), Spur 3 und 4: GST-Snapin-15 (AS 1-78), Spur 5 und 6: GST-Snapin-16 (AS 1-136),
Spur 7 und 8: GST-Snapin-25 (AS 37-78), Spur 9 und 10: GST-Snapin-26 (AS 37-136), Spur 11 und 12:
GST-Snapin-36 (AS 79-136). Im oberen Teil der Abbildungen sind jeweils die kalkulierten molekularen
Massen angegeben. kDa: Kilodalton , M: Protein-Marker, AS: Aminosaurerest.

B. Schematische Darstellung der durch CK18 phosphorylierten Teilbereiche von Snapin unter Angabe der
Position der Aminosédurereste. Stark phosphorylierte Teilbereiche sind in rot und schwach phosphorylierte in
violett dargestellt. Nicht phosphorylierte Teilbereiche sind blau dargestellt.

Aufgrund seiner im Vergleich zu LC2-F und Snapin mit 499 AS langen Aminosiuresequenz wurde
RanBPM in 5 Teilbereiche aufgeteilt, die nicht iiberlappend waren. Alle Fragmente waren nach der
Aufreinigung in unterschiedlichem Ausmass degradiert, sodass Aussagen iiber die Stirke der
Phosphorylierung der einzelnen Fragmente nur bedingt moglich waren. Die starke Phospho-
rylierung des Fragments RanBPM55-49 deutete die Existenz zahlreicher Phosphorylierungsstellen
im Bereich zwischen AS 436 und 514 an (Abb. 16 A, Spur 8). Die C-terminale Region zwischen
AS 515 und 653 (Abb. 16 A, Spur 10) sowie der Bereich von AS 259 bis AS 385 (Abb. 18, Spur 4)
wurden mit wesentlich schwécherer Intensitdt phosphoryliert. Diese Beobachtung liess auf das
Vorhandensein jeweils einer oder einiger zusitzlicher Phosphoakzeptoren in diesen Bereichen
schliessen. Das Fragment zwischen AS 259 und AS 285 war partiell degradiert, phosphoryliert
wurde vor allem ein Abbauprodukt. Das Fragment von AS 515 bis AS 653 war nach der
Aufreinigung stark degradiert, sodass in diesem Fall das vollstindige Fragment nur einen sehr

geringen Anteil des Gesamtproteins in der Kinasierungsreaktion ausmachte und in erster Linie die
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Abbauprodukte phosphoryliert wurden. Die Intensitit der Phosphorylierung der einzelnen

Fragmente von Snapin ist in Abb. 16 B schematisch dargestellt.

A
RanBPM55-16 RanBPM55-27 RanBPM&55-38 RanBPM55-49 RanBPM55-510
M 38 kDa 41 kDa 33 kDa 35 kDa 42 kDa
kDa C A C A C A C A C A
~ 3 = - o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B
RanBPM AS 155-258 I
RanBPM AS 259-385 ]
RanBPM AS 386-442 ]
RanBPM AS 436-514 [
RanBPM AS 515-653 ]

Abb. 16  In vitro Phosphorylierung von GST-RanBPMS55-Fragmenten durch CK18.

A: Die GST-RanBPM55-Fragmente wurden mit der C-terminal verkiirzten CK18 in Gegenwart von [y-""P]-
ATP inkubiert. Die Proteine wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Farbelosung (C)
gefarbt. Die Phosphorylierung der Fragmente (A) wurde durch Autoradiographie detektiert. Spur 1 und 2:
GST-RanBPMS55-16 (AS 155-258), Spur 3 und 4: GST-RanBPM55-27 (AS 259-385), Spur 5 und 6: GST-
RanBPM55-38 (AS 386-442), Spur 7 und 8: GST-RanBPMS55-49 (AS 436-514), Spur 9 und 10: GST-
RanBPM-510 (AS 515-653). Im oberen Teil der Abbildungen sind jeweils die kalkulierten molekularen
Massen angegeben. kDa: Kilodalton , M: Protein-Marker, AS: Aminosaurerest.

B. Schematische Darstellung der durch CK16 phosphorylierten Teilbereiche von RanBPMSS5 unter Angabe
der Position der Aminosdurereste. Stark phosphorylierte Teilbereiche sind in rot und schwach
phosphorylierte in violett dargestellt. Nicht phosphorylierte Teilbereiche sind blau dargestellt.

5.2.3.2 Analyse des Phosphorylierungsmusters tryptischer Peptide von LC2, Snapin
und RanBPMS5

Um genauere Informationen iiber die ungefdhre Lokalisation und die Anzahl der Phosphory-
lierungsstellen in den einzelnen Proteinen zu erhalten, wurden die in vitro phosphorylierten GST-
Fusionsproteine LC2-14, LC2-15 und LC2-16 und Snapin-15, Snapin-16, Snapin-25 und Snapin-36
7 Stunden mit Trypsin gespalten und die tryptischen Phosphopeptide anschliessend in der zwei-
dimensionalen Phosphopeptid-Analyse untersucht. Da von RanBPM keine iiberlappenden Teil-
fragmente vorlagen und aus der Analyse der Spaltmusters keine zusdtzlichen Informationen iiber
die relative Lokalisation von Phosphorylierungsstellen im Gesamtprotein abgeleitet werden

konnten, wurden keine Phosphopeptidanalysen mit Fragmenten von RanBPM durchgefiihrt.
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Abb. 17  Zweidimensionale Phosphopeptidanalyse der LC2-Fragmente LC2-14, LC2-15 und LC2-16
und der Snapin-Fragmente Snapin-15, Snapin-16, Snapin-25 und Snapin-36.

Jeweils 1 pg der GST-Fusionsproteine der verschieden Fragmente wurde mit der C-terminal verkiirzten

CK 13 phosphoryliert, 4 Stunden mit 10 pg Trypsin und weitere 3 Stunden mit zusétzlichen 10 ug gespalten

und anschliessend zweidimensional durch Elektrophorese und aufsteigende Chromatographie auf Zellulose-

Diinnschichtplatten aufgetrennt. Die Darstellung der Phosphopeptide erfolgte durch Autoradiographie. Die

Hauptpeptide sind durch Nummern angezeigt. Der Auftragspunkt ist jeweils durch ein Quadrat markiert.

A:LC2-14 (AS 2629-2683), LC2-15 (AS 2629-2753) und LC2-16 (AS 2629-2805)

B: Snapin-15 (AS 1-78), Snapin-16 (1-136), Snapin-25 (AS 37-78) und Snapin-36 (AS 79-136)

AS: Aminosdurerest

Die drei LC-2 Fragmente représentierten das Gesamtfragment LC2-F (LC2-16, AS 2629-2805)
sowie die C-terminal verkiirzten LC2-14 (AS 2629-2683) und LC2-15 (AS 2629-2753). Alle
Fragmente waren von der C-terminal trunkierten CK16 in vitro mit vergleichbarer Intensitdt
phosphoryliert worden (Abschnitt 5.2.3). Insgesamt wurden nach der Auftrennung 14 tryptische
Phosphopeptide auf dem Autoradiogramm detektiert (Abb. 17 A), von denen die Peptide 1-11 bei
allen tryptisch gespaltenen Fragmenten von LC2 auftraten. Diese Population der Peptide, die neben

den stark phosphorylierten Hauptpeptiden 1, 2, 7 und 10 zahlreiche schwicher phosphorylierte
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Peptide enthielt, reprasentierte die Phosphorylierungsstellen des N-terminalen Bereichs zwischen
AS 2629-2683, da die Trunkierung des gesamten C-terminalen Bereichs ab AS 2684, wie sie im
Teilfragment LC2-14 vorlag, keinen Verlust von tryptischen Phosphopeptiden zur Folge hatte.
Anhand der Analyse des Phosphorylierungsmusters der tryptischen Peptide von LC2-14, LC2-15
und LC2-16 konnten sdmtliche Phosphorylierungsstellen von LC2-F in der Region zwischen AS
2629-2683 lokalisiert werden. Die Peptide 12, 13 und 14 waren sowohl in der Auftrennung der
Peptide des Gesamtfragments LC2-16 als auch unter den Peptiden des grosseren Teilfragments
LC2-15 nicht detektierbar.

In der Darstellung des Phosphorylierungsmusters von Snapin, repdsentiert durch das
Gesamtfragment Snapin-16, wurden neben den stark phosphorylierten Hauptpeptiden 2, 3, 5 und 6
die etwas schwicher phosphorylierten Peptide 1, 7, 8 und 4 sowie die schwach phosphorylierten
Peptide 4a und 11 detektiert. Die Trunkierung der C-terminalen 58 Aminosduren in den Teil-
fragmenten Snapin-15 und Snapin-25 fiihrte zu einer relativen Reduktion der Intensitdt aller
Hauptpeptide sowie einer Steigerung der relativen Intensitit der Peptid 4 und 4a. Die Spaltmuster
dieser beiden Fragmente waren nahezu identisch mit der Einschrinkung, dass mit der Deletion der
N-terminalen 36 AS im Fragment Snapin-25 die Peptide 5 und 6 eliminiert wurden, die demnach
N-terminale Phosphorylierungsstellen enthielten. Der {iberwiegende Anteil an Phosphopeptiden
verschwand mit der Abspaltung der Aminosduren 1-78 im Fragment Snapin 79-136, dessen
Spaltmuster nur das Hauptpeptid 2 und das Peptid 10 des Gesamtproteins aufwiess sowie die bisher
nicht detektierten Peptide 9 und 11 (Abb. 17 B). Da das N-terminale Fragment Snapin-14 nicht
phosphoryliert worden war (Abschnitt 5.2.3), konnte der Hauptanteil der phosphorylierten Serin-

und Threoninreste in der Region zwischen den AS 37 und 78 lokalisiert werden.

5.24 Subzelluliire Lokalisation von CK13, LC2, Snapin und RanBPM55

Die Koimmunprézipitation von LC2-F und RanBPMS55 sowie die im YTH System durchgefiihrten
Interaktionsstudien gaben erste Anhaltspunkte dafiir, dass LC2-F, Snapin und RanBPMS55 in vivo
mit CK19 interagierten. Daher wurde versucht, eine Interaktion von CK16 mit diesen Proteinen in
tierischen Zellen nachzuweisen. Die subzelluldre Verteilung von Snapin und RanBPMS55 wurde mit
dem jeweiligen spezifischen Kaninchenserum in der Immunfloureszenzmikroskopie untersucht.
Dariiber hinaus sollte die Lokalisation von den exogen als ECFP- bzw. EYFP-Fusionsprotein
iiberexprimierten Interaktionspartnern analysiert werden. CK1d wurde in allen Préparaten mit dem
monoklonalen Antikdrper ICOS128A in den Zellen detektiert. Nach der Uberexpression von
ECFP-LC2-F zeigte sich eine diffuse Lokalisation des Proteins im Zytoplasma und im Zellkern. Es
konnte keine Assoziation mit bestimmten subzelluldren Strukturen oder Kompartimenten

beobachtet werden. Aus diesem Grund wurde die Verteilung von LC2-F nicht weiter analysiert.
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5.2.4.1 Lokalisation von CK18 und Snapin in NRK, F111 und Balb/c 3T3 Zellen

Die subzelluldre Verteilung von endogenem Snapin und CK 16 wurde in den Fibroblastenzelllinien

NRK und Balb/c 3T3 analysiert.

NRK

Balb/c 3T3

F111 YFP-Snapin

Abb. 18  Subzellulire Lokalisation von CK18 und Snapin in NRK, 3T3 und F111 Zellen.

A-F: Darstellung von CK16 und endogenem Snapin in NRK und Balb/c 3T3 Zellen in der Doppelimmun-
fluoreszenz. NRK und Balb/c 3T3 Zellen wurden mit eiskaltem Methanol fixiert und permeabilisiert. CK16
wurde mit dem monoklonalen Antikérper ICOS128A in Verbindung mit einem Alexa 568-konjugierten anti-
Maus-Antikorper dargestellt (A, D). Snapin wurde mit dem spezifischen Kaninchenserum CGW4 markiert
und mit einem Alexa 488-konjugierten anti-Kaninchen-Antikdrper dargestellt (B, E). In der Uberlagerung der
Fluoreszenzkanéle (C, F) ist in der Teilabbildung C das Chromatin mit dem DNA-farbenden Agens DAPI
dargestellt. G-I: Subzelluldre Lokalisation von iiberexprimiertem EYFP-Snapin und endogener CK18 in F111
Zellen. F111-Zellen wurden 1 Tag nach der Transfektion des Vektors pEYFP-Snapin in Methanol fixiert und
permeabilisiert. CK16 wurde in der Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Maus-Antikérper ICOS128A
und einem Alexa 568-konjugierten anti-Maus-Antikorper markiert (G). EYFP-Snapin (H) wurde in der
Uberlagerung der Fluoreszenzkanile (I) auf eine mdogliche Kolokalisation mit CK18 untersucht. Die
Aufnahmen wurden mit dem Epifluoreszenzmikroskop erstellt.
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CK16 zeigte in Methanol-fixierten Zellen die in der Literatur beschriebene Verteilung (Behrend et
al., 2000a). Zusétzlich zu einer schwachen und etwas diffusen, zum Teil granuldren Anfarbung des
peripheren Zytoplasmas wurde eine immunreaktive perinukledre Struktur sichtbar (Abb. 18,
A und D). Mit dem Serum CGW4 konnte Snapin ebenfalls diffus im Zytoplasma verteilt detektiert
werden. Da bereits in Immunfluoreszenzuntersuchungen in verschiedenen Zelllinien mit dem
Praserum von Snapin im Verlauf der Immunisierung eine dhnliche Anfarbung des Zytoplasmas
beobachtet worden war, wurde diese Farbung als nicht spezifisch betrachtet. Dariiber hinaus konnte
Snapin in einer topologisch und morphologisch dhnlichen Struktur detektiert werden wie CK 195, die
perinukledr lokalisiert war (Abb. 18, B und E). In der Uberlagerung der Fluoreszenzkanile konnte
eine Kolokalisation von CK16 und Snapin in dieser Kern-nahen immunreaktiven Struktur in den
gelb erscheinenden Regionen dargestellt werden (Abb. 18, C und F). Die Ausschnittsver-
grosserungen der entsprechenden Zellbereiche zeigten, dass die Kolokalisation partiell war und
sich auf Teile des angefarbten Bereich beschrinkte, in denen eine Kolokalisation beider Proteine
im gleichen Abschnitt der Struktur zur Gelbfarbung fiihrte (Abb. 18, C und F). Zusétzlich zu diesen
Bereichen nahezu vollstindiger Uberlagerung wurden Bereiche sichtbar, in denen CK18-immun-
reaktive Regionen an Regionen angrenzten, in denen Snapin detektiert werden konnte.

Die subzelluldre Verteilung von exogenem, als EYFP-Fusionsprotein iiberexprimiertem Snapin
entsprach der Lokalisation des endogenen Proteins. Eine Anfarbung perinukledrer, scharf
umgrenzter Bereiche war ebenso zu beoachten wie eine allgemein starke, diffuse Anfarbung des
gesamten Zytoplasmas und des Zellkerns, die moglicherweise auf die Uberexpression zuriickzu-
fiihren war (Abb. 18, H). Infolge der Transfektion und Uberexpression kam es weiterhin zu einer
Vakuolisierung in einigen Zellen. Das rekombinante Snapin lokalisierte somit im gleichen
Kompartiment der Zellen wie das endogene Snapin und konnte in Doppelfarbungen mit dem anti-
CK16 Antikorper (Abb. 18, G) ebenfalls in Teilbereichen der perinukledren Struktur in einer
partiellen Kolokalisation mit CK 106 dargestellt werden (Abb 18, I).

Fiir CK16 ist im perinukledren Bereich eine Kolokalisation mit dem Protein TGN38 beschrieben
worden (Behrend et al., 2000a), das ein spezifischer Marker des Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) ist,
des dusseren, zur Zellperipherie orientierten Abschnitts des Golgi-Apparats (Luzio et al., 1990).
Um die Snapin-immunreaktive Struktur nidher zu charakterisieren, wurde in NRK Fibroblasten
unter Verwendung eines anti-a-Mannosidasell Antikorpers zunichst der Golgi-Apparat angeférbt.
Mit Hilfe dieses Antikorpers konnte eine Kern-nahe Membranstruktur dargestellt werden
(Abb. 19, A). Die Detektion von Snapin erfolgte mit dem Serum CGW4 (Abb. 19, B). In der
Uberlagerung der Fluoreszenzkanile zeigte sich, dass die beiden immunreaktiven Kompartimente
eine dhnliche Morphologie besassen und teilweise zur Deckung gebracht werden konnten
(Abb. 19, C).
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Snapin wurde weiterhin in stabil GFP-TGN38 {iberexprimierenden Kplus Zellen zusammen mit
dem TGN dargestellt (Abb. 19, D). Das TGN wies als Teilbereich des Golgi-Apparats eine
dhnliche Morphologie wie dieser auf (Abb. 19, E) und konnte nur durch den Nachweis spezifischer
Markerproteine vom Golgi-Apparat unterschieden werden. Snapin zeigte in der durch GFP-TGN38
gefarbten Region des TGN in der iiberlagerten Darstellung der Fluoreszenzkanile eine partielle
Kolokalisation mit dem spezifischen Markerprotein TGN38 (Abb. 19, F).

Abb. 19  Subzelluliire Lokalisation von Snapin und dem Golgi-Apparat bzw. dem Trans-Golgi-
Netzwerk (TGN) in NRK und Kplus Zellen.

NRK Zellen und Kplus Zellen wurden mit eiskaltem Methanol fixiert und permeabilisiert. Snapin wurde mit
dem Kaninchenserum CGW4 markiert und mit einem Alexa 488-konjugierten anti-Kaninchen-Antikérper
(B) bzw. einem Alexa 568-konjugierten anti-Kaninchen-Antikorper (D) dargestellt

A-C: Darstellung von endogenem Snapin (B) und dem Golgi-Apparat (A) in NRK Zellen in der
Doppelimmunfluoreszenz. Der Golgi-Apparat wurde mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das
spezifische Markerprotein a-Mannosidasell in Verbindung mit einem Alexa 568-konjugierten anti-Maus-
Antikérper dargestellt. In der Uberlagerung der Fluoreszenzkanile (C) ist das Chromatin mit dem DNA-
farbenden Agens DAPI dargestellt.

D-F: Darstellung von Snapin (D) und dem TGN (E) in GFP-TGN38 {iberxprimierenden Kplus Zellen. In der

Uberlagerung der Kanile (F) wurde das Chromatin mit DAPI dargestellt. Die Aufnahmen wurden mit dem
Epifluoreszenzmikroskop erstellt.

NRK

Kplus

5.2.4.2 Lokalisation von CK16 und RanBPM5S5 in Balb/c 3T3 und F111 Zellen

Die subzellulire Lokalisation von RanBPM wurde in verschiedenen Zelllinien mit dem
spezifischen Kaninchenserum CGV1 analysiert. Generell entsprach die zu beobachtende Verteilung

von RanBPM in den Zellen zwei unterschiedlichen Typen, in dieser Arbeit gezeigt am Beispiel der
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Fibroblastenzelllinien Balb/c 3T3 (Abb. 20, A-F) und F111 (Abb. 20, G-L). In allen untersuchten
Zelllinien wurde ausschliesslich eine Anfiarbung von Strukturen im Zellkern beobachtet, eine

zytoplasmatische Verteilung des Proteins lag nicht vor (Abb. 20, B, C, E,F, H, [, K, L).

|-

Abb.20  Subzellulire Lokalisation von CK18 und RanBPM in Balb/c 3T3 und F111 Zellen.

Balb/c 3T3 und F111 Zellen wurden mit eiskaltem Methanol fixiert und permeabilisiert. Die Darstellung von
endogenem RanBPM in Balb/c 3T3 (B, C, E, F) und F111 (H, I, K, L) Zellen erfolgte mit dem spezifischen
Kaninchenserum CGV1 und mit einem Alexa 488-konjugierten anti-Kaninchen-Antikérper. CK18 (A, G)
wurde in der Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Maus-Antikdrper ICOS128A und einem Alexa 568-
konjugierten anti-Maus-Antikorper markiert. In der Uberlagerung der Fluoreszenzkanile dieser
Immunfluoreszenzen (C, F, I, L) wurde das Chromatin zusétzlich mit DAPI gefarbt. Ausschnittsver-
grosserungen zeigen die exakte Struktur des Chromatins (D, J) und von RanBPM (E, K) sowie die
Uberlagerung der vergrosserten Darstellungen (F, L). Die Aufnahmen wurden mit dem Epi-
fluoreszenzmikroskop erstellt.

Balb/c 3T3

F111
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In einem Teil der untersuchten Zelllinien, zu denen Balb/c 3T3 gehorten, war RanBPM
hauptsichlich auf die grossen, Chromatin-freien Areale innerhalb des Zellkerns beschrinkt, in
denen eine starke und dichte Anfarbung zu sehen war. Eine Subpopulation war in einer Vielzahl
wesentlich kleinerer, distinkter Foci angeordnet, die im gesamten Karyoplasma verteilt waren
(Abb. 20, B, C, E, F). Die zweite Gruppe von Zellinien im Hinblick auf die Lokalisation des
endogenen RanBPM wurde von F111 Zellen reprisentiert. In diesen Zellen wurde mit dem Serum
CGV1 ebenfalls eine Vielzahl distinkter Foci in den Chromatin-freien Regionen des Zellkerns
angefarbt. Diese Substrukturen waren insgesamt grdsser als die kleinen Foci, die in Balb/c 3T3
Zellen detektiert wurden, und besassen dariiber hinaus eine unregelméssigere Anordnung und
Grosse (Abb. 20, H, I, K, L).

CK106 lokalisierte in allen untersuchten Zelllinien im perinukledren Bereich und wurde nicht im
Zellkern nachgewiesen (Abb. 20, A und G). Eine Kolokalisation von CK 18 und RanBPM konnte
aufgrund der Verteilung der Proteine in den unterschiedlichen subzelluldren Kompartimenten
Zytoplasma und Karyoplasma in der Inmunfluoreszenz nicht detektiert werden.

Die Analyse der subzelluldren Verteilung von EYFP-RanBPMS5S5 in verschiedenen Zelllinien zeigte
eine diffuse karyo- und zytoplasmatische Lokalisation des rekombinanten {iiberexprimierten
Proteins. Eine Assoziation mit distinkten Strukturen konnte weder im Zellkern noch im Zytoplasma
beobachtet werden. Die Lokalisation des exogenen Proteins entsprach somit nicht der subzelluldren

Verteilung von endogenem RanBPM, die mit dem spezifischen Serum detektiert worden war.

5.2.5 Kartierung des Bereichs der Interaktion zwischen CK13 und LC2-F, Snapin
bzw. RanBPMS5S5 auf CK18

Um den Bereich von CK16 ndher zu bestimmen, der die Interaktion mit LC2-F, Snapin bzw.
RanBPMS55 vermittelte, wurden N- und C-terminal verkiirzte Fragmente von CK16 im YTH
System auf eine Interaktion mit LC2-F, Snapin und RanBPMS55 untersucht. Zu diesem Zweck
wurden unterschiedlich lange N-terminal verkiirzte Fragmente des N-Terminus sowie C-terminal
verkiirzte Fragmente des C-Terminus von CKI1dwt in der PCR amplifiziert, in den Vektor
pcDNA3.1-V5/His® TOPO® integriert und anschliessend iiber Ncol und Sall in pGBKT7 inseriert.

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotid-Primer, die auf diese Weise generierten
Vektoren, sowie die von den einzelnen Vektoren exprimierten Fragmente von CK13 unter Angabe
der Aminoséurereste des exprimierten Proteins, ist in Abschnitt 4.9 aufgefiihrt. Zunédchst wurde
eine mogliche Autoaktivierung der Reportergene durch die einzelnen Vektoren ausgeschlossen.
Die Vektoren wurden dann mit pGADT7-LC2-16, pPGADT7-Snapin-16, bzw. pGADT7-RanBPM-
510 in S. cerevisiae AH109 kotransformiert. Die Transformanden wurden auf das Wachstum auf

selektiven SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade Platten tiberpriift und einem -Gal-Filter-Assay unterzogen.
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Fragment CK15 Kinasedomane C-Terminus Interaktion
A CK18 AS 1-428 e | +++
CK18 AS 1-304 | +++
CK18 AS 26-304 | +++
CK18 AS 52-304 | +++
CK15 AS 76-304 | +++
CK18 AS 104-304 | -
CK18 AS 149-304 I -
CK18 AS 200-304 I -
CK15 AS 305-428 e+
CK13 AS 305-400 LC2 e +++
CK13 AS 305-375 E— +HH+
CK13 AS 305-350 I +
CK15 AS 1-428 e+
B CK18 AS 1-304 | +++
CK18 AS 26-304 | +++
CK18 AS 52-304 | +++
CK18 AS 76-304 | +++
CK18 AS 104-304 ] +++
CK18 AS 149-304 I +++
CK15 AS 200-304 I T
CK18 AS 305-428 ] +++
CK13 AS 305-400 : I +
CK18 AS 305-375 Snapln I +
CK13 AS 305-350 I +
C CK15 AS 1-428 [ +++
CK1§ AS 1-304 | +++
CK1§ AS 26-304 | +++
CK1§ AS 52-304 | +++
CK1§ AS 76-304 | +++
CK15 AS 104-304 ] +++
CK15 AS 149-304 L e+
CK15 AS 200-304 I e+
CK15 AS 305-428 ] +++
CK18 AS 305-400 I +++
CK18 AS 305-375 RanBPM55 I +++
CK18 AS 305-350 I +++

Abb.21 Kartierung der Bindungsdoméne von CK13 fiir LC2-F, Snapin und RanBPMS5S.

Die Vektoren pGADT7-LC2-16, pGADT7-Snapin-16, bzw. pGADT7-RanBPM-510 wurden mit den unter
Abschnitt 4.9 aufgefiithrten Vektoren, die N- und C-terminale Fragmente von CKI16 enthielten, in
S. cerevisiae AH109 kotransformiert. Der Nachweis der Interaktion erfolgte jeweils durch Wachstum auf
selektiven SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade Agarplatten, zusétzlich wurde ein [-Gal-Filter-Assay mit den
Transformanden durchgefiihrt. A: LC2, B: Snapin, C: RanBPM. Die Teilbereiche von CK16 sind als Balken
unterschiedlicher Lénge dargestellt, die Lange der Balken reprisentiert die Grosse der einzelnen Teil-
fragmente jeweils massstabsgetreu. Die Dominen von CKI18 (rot) sind durch unterschiedliche Farben
gekennzeichnet. Als Kinasedoméne wird der Bereich zwischen AS Aminosaure 1 und 304 (Price ef al.) und
als regulatorische C-terminale Doméne der Bereich ab AS 305 bezeichnet (griin). Die Stirke der Interaktion
ist wie folgt gekennzeichnet: +++ starke Interaktion, ++ mittelstarke Interaktion, + schwache Interaktion, -
keine Interaktion. AS. Aminosdurerest
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LC2 interagierte mit dem C-sowie N-Terminus von CK16 sowie allen N-terminalen Fragmenten,
die den N-terminalen Bereich bis AS 75 von CKI19 enthielten (Abb. 21 A). Eine Deletion der
AS 76-103 fiihrte zum vollstdndigen Verlust der Interaktion mit LC2-F, dieser Bereich von CK 16
war essentiell fiir eine Wechselwirkung der Proteine im Kontext des YTH Systems. Die Interaktion
mit dem C-Terminus wurde stark reduziert bei einer Trunkierung der AS 351-375, wihrend die C-
terminal verkiirzten Konstrukte, die die AS 305-375 enthielten, eine starke Interaktion zeigten. Die
AS 350-375 des C-Terminus von CK16 waren damit ebenfalls notwendig, um die Wechselwirkung
mit LC2-F im YTH System zu vermitteln (Abb. 21 A).

Interaktionsdoméinen von CK 10 mit Snapin lagen sowohl im N-Terminus als auch im C-Terminus
von CK19 vor. Die Interaktion im N-terminalen Bereich von CK18 wurde iiber die AS 200-304
vermittelt. Die AS 1-200 waren nicht notwendig filir eine Wechselwirkung mit Snapin, da bei einer
Deletion dieser Region weiterhin eine Wechselwirkung der Proteine im Kontext des YTH Systems
detektiert werden konnte (Abb. 21 B). Im C-Terminus von CK 18 fand bei der Trunkierung der AS
400-428 nur noch eine schwach nachweisbare Interaktion mit Snapin statt, wiahrend der gesamte C-
Terminus eine starke Interaktion aufwies. Der Bereich zwischen AS 400 und 428 von CK13 war
damit notwendig, um die Wechselwirkung von CK 13 mit Snapin zu vermitteln.

Fiir RanBPM konnte der Bereich von CK 195, der fiir eine Interaktion mit RanBPM notwendig war,
mit dem vorgestellten experimentellen Ansatz auf die AS 200-350 eingeschriankt werden. Der N-
und der C-Terminus sowie alle unterschiedlichen N-und C-terminal verkiirzten Fragmente von
CK106 interagierten mit RanBPM mit vergleichbarer Stirke (Abb. 21 C). Da eine Wechselwirkung
sowohl mit dem kiirzesten N-terminalen Fragment (AS 200-304) als auch mit dem kiirzesten C-
terminalen Fragment (AS 305-350) stattfand, gab es mdglicherweise zwei Interaktionsdoménen
von CK16 mit RanBPM, die im Bereich zwischen AS 200 und 350 von CK16 lagen.

5.2.6 Kartierung der CK16 Bindungsdomédnen von LC2-F, Snapin und
RanBPMS5

Die im YTH System als Interaktionspartner von CK 19 identifizierten Proteine waren Substrate von
CK19, von denen jeweils Teilbereiche von CK18 unterschiedlich stark phosphoryliert wurden, wie
unter Abschnitt 5.2.3 beschrieben worden ist.. Die Identifizierung der Bereiche von LC2-F, Snapin
und RanBPMS5S5, die die Interaktion mit CK16 jeweils vermittelten bzw. fiir die Interaktion not-
wendig waren, wurde im Kontext des YTH Systems durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die
Teilbereiche der cDNAs der einzelnen Proteine, deren Amplifikation in Abschnitt 5.2.3.1 be-
schrieben worden ist, in pGADT?7 integriert. Die auf diese Weise generierten pGADT7-Vektoren
sowie alle Angaben zu den verwendeten Restriktionsenzymen und den exprimierten Teil-

fragmenten sind im Abschnitt 4.8 und 4.9 aufgefiihrt. Die einzelnen Vektoren wurden jeweils mit
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pGBKT7-CK18wt in S. cerevisiae AH109 kotransformiert. Die Transformanden wurden auf ein
Wachstum auf selektiven SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade Agarplatten iiberpriift und zusétzlich einem -
Gal-Filter-Assay unterzogen. Die Ergebnisse unterschiedlicher Versuche sind jeweils in Abb. 22

schematisch zusammengefasst.

A LC2 AS 2629-2805 I |
LC2 AS 2629-2683 | | -
LC2 AS 26292753 I ] LC2 ++
LC2 AS 2684-2753 | | +
LC2 AS 2684-2805 | 1 4+
LC2 AS 2711-2753  — +
LC2 AS 2711-2805 | 1 ++

B Snapin AS 1-136 L ] +++
Snapin AS 1-40 S Snapin +
Snapin AS 37-78  I— +
Snhapin AS 79-136 ™ +
Snapin AS 1-78 [ ] +
Snapin AS 37-136 L ] +++

C RanBPM AS 155-258 ———1 ++
RanBPM AS 259-385 — RanBPM55  +++
RanBPM AS 386-442 —— ++
RanBPM AS 436-514 —— +
RanBPM AS 515-653 [ ] ++
RanBPM AS 155-653 I | 4+

Abb. 22  Kartierung der Bindungsdoménen von LC2-F, Snapin und RanBPMS5S5 mit CK139.

Die unter Abschnitt 4.9 aufgefiihrten Vektoren, die jeweils unterschiedlich lange Fragmente der Proteine
LC2-F, Snapin bzw. RanBPM exprimieren, wurden mit pGBKT7-CK1dwt in S. cerevisiae AH109
kotransformiert. Der Nachweis der Interaktion erfolgte jeweils durch Wachstum auf selektiven SD/-Trp/-
Leu/-His/-Ade Agarplatten, zusétzlich wurde ein B-Gal-Filter-Assay mit den Transformanden durchgefiihrt.
Die Ergebnisse unterschiedlicher Versuche sind schematisch zusammengefasst. A: LC2, B: Snapin, C:
RanBPM. Die Teilbereiche der Proteine sind als Balken unterschiedlicher Lange dargestellt, die Lange der
Balken représentiert die Grosse der einzelnen Teilfragmente jeweils massstabsgetreu fiir jedes Protein. Die
Stirke der Interaktion ist wie folgt gekennzeichnet: +++ starke Interaktion, ++ mittelstarke Interaktion, +
schwache Interaktion, - keine Interaktion. AS: Aminosédurerest

Der N-terminale Teilbereich von LC2-F von AS 2629-2683 konnte keine Interaktion mit CK 18 im
YTH System vermitteln, und auch die sich anschliessende Region zwischen AS 2684-2753
interagierte nur schwach (Abb. 22 A). Die mittelstarke Interaktion des Fragments von AS 2629-
2753 wies dagegen auf das Vorhandensein einer Interaktionsdoméne im N-terminalen Bereich hin.

Die Region von AS 2684-2805 interagierte mittelstark mit CK 19, und auch das in dieser Region
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enthaltene Teilfragment von AS 2711-2805 reichte aus, um diese mittelstarke Interaktion
aufrechtzuerhalten. Da die Trunkierung der AS 2754-2805 die Wechselwirkung nahezu eliminerte
und auch der Teilbereich zwischen AS 2684-2753 nur schwach interagierte, konnte eine weitere
Bindungstelle von CK 186 zwischen As 2711 und AS 2805 von LC2-F lokalisiert werden. Ob die
Interaktion von LC2-F mit CK106 simultan jeweils durch mehr als eine Bindungsstelle in den
Teilbereichen zwischen AS 2629 und AS 2753 bzw. zwischen AS 2711 und AS 2805 vermittelt
wurde oder ob Bindungsstellen in den Ubergangsbereichen um AS 2683/2684 bzw. AS2753/2754
vorlagen, konnte mit der vorgestellten experimentellen Anordnung nicht geklart werden
(Abb. 22 A).

Der Gesamtbereich von Snapin interagierte reproduzierbar mit CK16 im YTH System. Die drei
kurzen Teilfragmente von Snapin, die die Bereiche von AS 1-40, AS 37-78 bzw. AS 79-136
reprisentieren, waren jeweils nicht ausreichend, um eine mittelstarke oder starke Interaktion mit
CK16 zu vermitteln (Abb. 22 B). Der Teilbereich zwischen AS 1 und AS 78 zeigte ebenfalls nur
eine schwache Interaktion. Die Region zwischen AS 37 und 136 interagierte mit vergleichbarer
Starke mit CK16 wie das Gesamtprotein und war damit verantwortlich fiir die Vermittlung der
Interaktion. Ob mehrere Bindungsstellen in den Teilbereichen zwischen AS 1-40 bzw. 37-78
gleichzeitig die Interaktion vermittelten oder ob eine einzelne Bindungsstelle im Ubergangsbereich
zwischen den beiden essentiellen Teilbereichen vorhanden war, bleibt zu klaren.

Die Region zwischen AS 259 und 385 von RanBPM55 zeigte eine Wechselwirkung mit CK 16 von
vergleichbarer Stirke wie das Gesamtprotein RanBPM55. Die Regionen von AS 155-258, AS 386-
442 und 515-653 interagierten mittelstark mit CK106 im YTH System, der Bereich zwischen AS
436 und 514 konnte keine Interaktion vermitteln (Abb. 22 C).

5.3  Charakterisierung des Einflusses von CK13 auf die Transformations-
kompetenz des grossen Tumorantigens (T-Ag) von Simian Virus 40 (SV40)

Bei der iiberwiegenden Anzahl der bisher beschriebenen Substrate der Casein Kinase 1 Familie ist
nicht geklért, ob die Phosphorylierung auch in vivo auftritt und ob eine biologische Relevanz dieser
posttranslationalen Modifikation vorliegt. Eines der wenigen gesicherten in vivo Substrate von CK1
ist das grosse Tumorantigen (T-Ag) des Simian Virus 40 (SV40). T-Ag wird durch die CK1 Iso-
formen CKlo und CKle phosphoryliert. Die Phosphorylierung von T-Ag an Ser'”” und Ser'”
durch CKla beeinflusst die Initiation der SV40 DNA-Replikation (Cegielska & Virshup, 1993;
Cegiclska et al., 1994). Aufgrund der Tatsache, dass CKlein der Lage ist, T-Ag in vitro zu
phosphorylieren (Fish ez al., 1995), konnte zu Beginn dieser Arbeit postuliert werden, dass die mit
CKle verwandte Isoform CK196, die mit CKlg in der Kinasedoméne zu 97% identisch ist, T-Ag
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ebenfalls phosphorylieren kann. Daher sollte zunichst geklart werden, ob T-Ag ein Substrat von
CK13 darstellte.

5.3.1 Analyse der in vitro Phosphorylierung von T-Ag durch CK16

Um zu tberpriifen, ob CK18 SV40 T-Ag in vitro phosphorylieren kann, wurde eine in vitro
Kinasierung mit rekombinantem, im Bacculovirus-Expressionssystem produzierten T-Ag durch-
gefiihrt. Da CKle aufgrund einer inhibitorischen Autophosphorylierung im C-Terminus des
Enzyms T-Ag mit 9-fach geringerer Effizienz phosphoryliert als CKla (Cegielska ef al., 1998),
wurde als Enzym eine C-terminal trunkierte CK19 eingesetzt, die funktionell der Kinasedoméne

entsprach. Die trunkierte CK 10 phosphorylierte T-Ag in vitro (Abb. 23).

M Abb. 23 In vitro Phosphorylierung von T-Ag
kDa C Cc A durch CK16.
lug des aus dem Bacculovirus-Expressionssystem
1:32 _ aufgereinigten T-Ag wurde mit 500 Einheiten der C-
terminal trunkierten CK16 30 Minuten bei 30°C
62 — inkubiert und die Kinasierung gelelektrophoretisch in
5 = der SDS-PAGE aufgetrennt. Das Autoradiogramm
wurde nach 30 Minuten Exposition entwickelt.
33 — — C: Coomassie-Farbung, A: Autoradiogramm.

+CK13 - CK15

5.3.2 Untersuchungen zur Reduktion der CK1d Kinaseaktivitit im Rev2/SV-52
Zellsystem

Der Phosphorylierungsstatus von SV40 T-Ag beeinflusst nicht nur die Replikation der viralen
DNA im lytischen Zyklus (zur Ubersicht: Prives, 1990), sondern auch die Transformations-
kompetenz von T-Ag in nicht-permissiven Zellen. Transformationsrelevante Phosphorylierungs-
stellen von T-Ag konnten durch Untersuchungen in zelluldren Systemen bestimmt werden, in
denen eine Transformationsinkompetenz von T-Ag beobachtet wurde (Deppert et al, 1991;
Knippschild et al., 1991). Das SV-52/Rev2 Zellsystem stellt ein derartiges System dar, bestehend
aus der nach Mikroinjektion von SV40-DNA in REF52 Rattenembryofibroblasten etablierten,
maximal transformierten Zellinie SV-52 (Graessmann & Graessmann, 1983) und der von diesen
Zellen abgeleiteten revertanten Zelllinie Rev2 (Bauer et al., 1987). Rev2 Zellen weisen einen

minimal transformierten Phénotyp auf, der vergleichbar ist mit dem Phénotyp von immortalisierten
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REF52 Zellen. Da Rev2 Zellen authentisches Wildtyp T-Ag in Bezug auf die kodierende Sequenz
exprimieren, miissen zelluldre Faktoren an der Auspragung des transformierten Phinotyps beteiligt
sein, die die transformierenden Eigenschaften von T-Ag beeinflussen (Bauer et al., 1987; Deppert
et al., 1991). Die Untersuchung der transformationsrelevanten biochemischen Eigenschaften von
T-Ag zeigte, dass T-Ag in Rev2 Zellen nicht mit dem zelluldren Chromatin assoziiert und zudem
eine reduzierte Affinitit fiir SV40 ORI-DNA aufweist. Diese biochemischen Verdnderungen
korrelieren mit einer Reduktion in der Phosphorylierung der transformationsrelevanten
Phosphorylierungsstellen Ser'?’, Ser'®, Ser®” und Ser®” (Deppert et al., 1991). Die Verinderungen
im Phosphorylierungsstatus von T-Ag in Rev2 Zellen konnen entweder auf eine gesteigerte
Aktivitdt zelluldrer Phosphatasen oder auf eine Reduktion der Aktivitit von Kinasen zuriickzu-
fiihren sein. Da Mitglieder der CK1 Familie transformationsrelevante Phosphorylierungsstellen von
T-Ag in vitro phosphorylieren (Grasser et al., 1988; Cegielska & Virshup, 1993; Cegielska et al.,
1994; Fish et al., 1995), sollte nachfolgend der Status von CK16 in SV-52 und Rev2 Zellen

analysiert werden.

5.3.2.1 Expressionstatus und subzellulire Lokalisation von CK18 in SV-52 und
Rev2 Zellen

Der Expressionsstatus von CK16 in SV-52 und Rev2 Zellen wurde im Western Blot dokumentiert.
In gleichen Mengen von zelluldirem Gesamtprotein konnten vergleichbare Mengen von CK16 in
SV-52 und Rev2 Zellen detektiert werden (Abb. 24). Das Auftreten einer hohermolekularen Form
von CK16 in den Extrakten von SV-52 Zellen, angezeigt durch eine reduzierte elektrophoretische
Mobilitdat (Abb. 24, Spur 1), konnte auf posttranslationale Modifikationen von CK16in SV-52

Zellen zuriickzufithren sein.

Abb. 24  Expressionsstatus von CK138 in SV-52

und Rev2 Zellen
SV-52 Rev2 Angeglichene Proteinmengen von SV-52 und Rev2
pa— <«— CK15 (hypershift) | Zelllysaten wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und
.- <+«  CK1§ auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. CK18
wurde mit dem monoklonalen Antikérper ICOS128A
detektiert.

Immunfluoreszenzanalysen der subzelluliren Lokalisation von CKI16 =zeigten die gleiche
perinukledre Verteilung der Kinase in SV-52 Zellen und Rev2-Zellen (Abb. 25 A und D). Die
unterschiedliche Morphologie der spindelformigen, maximal transformierten SV-52 Zellen und der
flachen, minimal transformierten Rev2 Zellen wurde durch eine Aktin-Farbung mit Phalloidin-
FITC verdeutlicht (Abb. 25 B, C, E und F).
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SV-52
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Abb. 25:  Subzellulire Verteilung von CK16 in SV-52 und Rev2 Zellen.

SV-52 und Rev2 Zellen wurden 2 Tage auf Deckgldschen kultiviert, mit 3% Paraformaldehyd fixiert und mit
Triton X-100 permeabilisiert. CK18 wurde mit dem Antikorper ICOS128A detektiert (A und D) und ist in rot
dargestellt. Die Aktinfilamente wurden mit Phalloidin-TRITC angefarbt (B und E) und sind in griin
dargestellt. Die Ausschnittsvergrosserungen (C und F) zeigen jeweils einen Teilbereich des Aktinfilament-
systems von SV-52 und Rev2 Zellen.

Rev2

5.3.2.2 Reduktion der CK16 Aktivitit in Rev2 Zellen

Der minimal transformierte Phénotyp von Rev2 Zellen korreliert mit der Expression eines
transformationsdefekten T-Ag und einer reduzierten Phosphorylierung der transformations-

> und Thr'** von T-Ag. Um zu iiberpriifen, ob

relevanten Phosphorylierungsstellen Ser'*’, Ser'?
Unterschiede in der Kinaseaktivitit von CK16 in Rev2 Zellen im Vergleich zu SV-52 auftraten,
wurden gleiche Proteinmengen zelluldrer Extrakte beider Zelllinien durch Anionenaustausch-
chromatographie iiber eine Resource Q Anionenaustauschersiule fraktioniert. Zur Quantifizierung
der Kinaseaktivitit in den Zelllinien wurden in vitro Kinasierungen mit den einzelnen Fraktionen
durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Kinaseaktivitit erfolgte durch Cherenkov-Zihlung der
ausgeschnittenen Substratbanden nach der Auftrennung der Reaktionsansétze in der SDS-PAGE
und dem Trocknen der Gele. Als Substrate wurden FP267 und aus dem Bacculovirus-Expressions-
system aufgereinigtes T-Ag verwendet. In beiden Zelllinien wurde ein einzelner Peak mit CK1
Kinaseaktivitit detektiert, der bei 200 mM NaCl fiir SV-52 Zellen und bei 180mM NaCl fiir Rev2
Zellen eluiert. Die in Rev2 Zellen detektierte Kinaseaktivitét betrug bei Verwendung von FP267 als
Substrat lediglich ungefdhr 40% der in vitro Kinaseaktivitit, die in Extrakten von SV-52 Zellen

nachgewiesen werden konnte (Abb. 26 A, D). Bei Verwendung von T-Ag als Substrat war die
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Abb. 26  Charakterisierung der CK1 Aktivtit in SV-52 und Rev2 Zellen

Zelluldre Extrakte von SV-52 und Rev2 Zellen wurden in der Anionenaustauschchromatographie fraktioniert.
Jeweils 2 pl der Peakfraktionen wurden in in vitro Kinasierungen mit den Substraten T-Ag und FP267
verwendet. Die Quantifizierung erfolgte nach der Auftrennung der Reaktionen in der SDS-PAGE durch
Cherenkov-Zahlung der aus den Gelen ausgeschnittenen, getrockneten Substratbanden. cpm: ,,counts per
minute (Zerfélle pro Minute)

A: In vitro Kinasierung von T-Ag und FP267: Graphische Darstellung

B: In vitro Kinasierung von T-Ag und FP267: Autoradiogramm der phosphorylierten Substrate T-Ag und
FP267. Die Nummerierung zeigt die einzelnen Fraktionen an, mit denen die in vitro Kinasierungen von T-Ag
und FP267 jeweils durchgefiihrt wurden.

C: Nachweis von CK16 in den eluierten Peakfraktionen. Nach der Konzentration der Peakfraktionen, der
Auftrennung in der SDS-PAGE und dem Transfer auf Nitrozellulose-Membranen wurde CK18 mit dem
monoklonalen Antikérper ICOS128A detektiert.

D: Darstellung der CK1 Kinaseaktivitdt in Rev2 Zellen im Vergleich zu der in SV-52 Zellen detektierten
Aktivitdt im Balkendiagramm. Die in SV-52 Zellen detektierte Kinaseaktivitdit wurde mit 100% gleich-
gesetzt.
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Kinaseaktivitdt in Rev2 Zellen im Vergleich zu SV-52 Zellen um 50% reduziert (Abb. 26 A, B, D).
In Western Blot Analysen der Peakfraktionen konnte nachgewiesen werden, dass die
Proteinmengen von CK16 mit dem Auftreten der Aktivitdt korrelierte, die FP267 und T-Ag
phosphorylierte (Abb. 26 C). Diese Beobachtung deutete an, dass die Phosphorylierung von FP267
und T-Ag in den Zellextrakten von SV-52 und Rev2 Zellen durch CK10 erfolgte.

A
SV-52 Rev2
wes= BE ===- TE="
OuM  1uM 3uM 10uM OuM  1uM 3uM 10uM OuM  1uM 3uM 10uM OuM  1uM 3uM 10uM
T-Ag FP267 T-Ag FP267
B
FP267
N> - >
g€ g
SV-52 2w N ®
o9 o
o 8 o8
£ k=
X X
0 1uM 3uM 10 puM 0 1uM 3uM  10uM
IC261 IC261  IC261 IC261 IC261  IC261
Konzentration IC261 Konzentration IC261
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Rev2 8 s ]
89 °g
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Konzentration 1C261 Konzentration 1C261

Abb. 27  Inhibition der CK1 Kinaseaktivitit durch Zugabe des spezifischen Inhibitors 1C261.

A: In vitro Kinaseaktivitit in zelluldren Extrakten von SV-52 und Rev2 Zellen in Gegenwart von 1 pM, 3
pM und 10 pM IC261.

B: Darstellung der CK1 in vitro Kinaseaktivitit in zelluldiren Extrakten von SV-52 und Rev2 Zellen in
Gegenwart von 1 uM, 3 uM und 10 uM IC261 im Balkendiagramm. Die Aktivitat bei der Kinasierung von
T-Ag bzw. FP267 ohne Zugabe von IC261 wurde jeweils mit 100% gleichgesetzt.
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Um die Spezifitit der Phosphorylierung der Substrate ndher zu bestimmen, wurden in vitro
Kinasierungen in Gegenwart des fiir die CK1 Isoformen CK16 und CKle spezifischen Inhibitors
IC261 durchgefiihrt. Die Zugabe von 1 uM, 3 uM bzw. 10 uM IC261 reduzierte die in der Peak-
fraktion von SV-52 Zellen vorhandene Kinaseaktivitdt um 39%, 56% bzw. 83% bei Verwendung
von T-Ag als in vitro Substrat und um 43%, 57% bzw. 60% bei dem Einsatz von FP267. In Rev2
Zellen war bei einer in vitro Kinasierung in Gegenwart von 1 uM, 3 uM bzw. 10 uM IC261 eine
Reduktion der Kinaseaktivitit der Peakfraktion um 20%, 52% bzw. 77% bei der Nutzung von T-Ag
und um 29%, 40% bzw. 45% bei Verwendung von FP267 als Substrat zu beobachten (Abb. 27 A
und B).

5.3.2.3 Identifizierung von Punktmutationen in der kodierenden Region von CK15
in Rev2 Zellen

Die Aktivitit von CK18 wird durch Verdnderungen im Phosphorylierungsstatus der Kinase
beeinflusst (Graves & Roach, 1995). Die unterschiedlichen Elutionsprofile nach der Fraktionierung
iiber die Anionenaustauschersidule wiesen bereits auf das Vorhandensein von posttranslationalen
Modifikationen von CK13 in SV-52 und Rev2 Zellen hin. Die Reduktion der Kinaseaktivitét in
Rev2 Zellen konnte daher auf Anderungen im Phosphorylierungsstatus der Kinase oder
Modifikationen durch zelluldre Faktoren zuriickzufithren sein, die die Aktivitit der Kinase
verdndern. Alternativ konnte CK16 Mutationen aufweisen, die zu Konformations- und
Aktivitiatsdnderungen fiihrten. Es wurde postuliert, dass in den Wildtyp T-Ag exprimierenden Rev2
Zellen zelluldire Mutationen die Transformationskompetenz von T-Ag reduzieren (Deppert et al.,
1991). Durch Sequenzierung von CK16 aus SV-52 und Rev2 Zellen wurde iiberpriift, ob CK16
einer dieser zelluldren Faktoren sein konnte. Zu diesem Zweck wurde RNA aus SV-52 und Rev2
Zellen in einer RT-PCR umgeschrieben und in den Vektor pCR3.1 integriert. In der CK156 ¢cDNA
aus SV-52 Zellen wurde im Vergleich mit der publizierten Sequenz aus der Ratte (Graves et al.,
1993) eine Basensubstitution an Position 671 (AAG—AGG) entdeckt, die den Austausch eines
basischen Lysins gegen ein ebenfalls basisches Arginin bewirkte. Im Gegensatz dazu zeigte die
DNA-Sequenz-Analyse der cDNA aus Rev2 Zellen Punktmutationen an den Positionen 71
(TAT—-TGT), 139 (CTT—-TCT), 514 (ACC—GACQ), 605 (GTG—GCG), 994 (GGC—AGC) und
1150 (TCT—CCT), die zu einem Austausch der Aminosdurereste an den Positionen 24
(Tyr—Cys), 47 (Pro—Ser), 172 (Asn—Asp), 202 (Val—Ala), 332 (Gly—Ser) und 384 (Ser—Pro)

fihrten.
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5.3.2.4 Reduktion der Kinaseaktivitit von rekombinanter mutierter CK16 aus Rev2
Zellen

Da die in Abschnitt 5.3.2.2 beschriebene Reduktion der Kinaseaktivitit in den zelluldren Extrakten
von Rev2 Zellen mit der Expression der mutierten CK16 (CK10rev) korrelierte, sollte tiberpriift
werden, ob die aus Rev2 Zellen isolierte Kinase eine Reduktion der in vitro Kinaseaktivitit im
Vergleich zu der aus SV-52 Zellen isolierten CK16 (CK1dwt) aufwies. Zu diesem Zweck wurden
die cDNAs der Kinasen in den Vektor pGEX-2T inseriert und als GST-Fusionsproteine auf-
gereinigt. Mit angeglichenen Mengen der rekombinanten Kinasen wurden die Substrate FP267 und
T-Ag in vitro phosphoryliert. CK1drev wies eine deutlich reduzierte Kinaseaktivitit gegeniiber
FP267 auf im Vergleich zu CK16wt (Abb. 28). Es konnte eine starke Autophosphorylierung der
aus Bakterien aufgereinigten rekombinanten Kinasen beobachtet werden. Diese allgemein fiir
rekombinante CK 106 beschriebene Autophosphorylierung iibte moglicherweise einen inaktivieren-
den Einfluss auf CK16 aus, der dazu fiihrte, dass T-Ag weder durch CK 18wt noch durch CK1drev
in vitro phosphoryliert wurde (Abb. 28).

M T-Ag FP267
kDa
C A C A C A C A
112 — T-Ag
86 — 4 e
—— CK15 [N forins,
62 — """"  e E =)
53 = ¥
FP267
33 =— e it
CK1dwt CK1drev CK13wt CK1drev

Abb. 28  Charakterisierung der CK1 Aktivtiit von rekombinanter CK18rev und CK15wt

CKlérev und CKI16wt wurden als GST-Fusionsproteine aufgereinigt und als Enzyme zur in vitro
Kinasierung von FP267 und T-Ag in Gegenwart von [y-"“P]-ATP verwendet. Die phosphorylierten Proteine
wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie-Férbelosung (C) gefarbt. Die Phosphorylierung
wurde durch Autoradiographie (A) detektiert.

CK18: Position der autophosphorylierten CK 16, M: Protein-Marker, kDa: Kilodalton

53.3 Effekt der Uberexpression von CK138rev in SV-52 Zellen

Die Charakterisierung von CK16 in SV-52 und Rev2 Zellen hatte gezeigt, dass CK10 in Rev2
Zellen eine Anzahl von Punktmutationen aufwies, die zu einer Reduktion der Kinaseaktivitdt im
Vergleich zur CK16 Kinaseaktivitit in SV-52 Zellen fiihrte. Da SV40 T-Ag ein in vitro Substrat
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von CK16 darstellte, konnte die Ausprdgung des minimal transformierten Phénotyps von Rev2
Zellen zumindest teilweise auf die Expression der mutierten CKlorev mit reduzierter
Kinaseaktivitit zurlickzufiihren sein.

Experimente mit Fusionszellen aus SV-52 und Rev2 Zellen haben einen dominant-negativen
Charakter der zelluliren Mutation(en) in Rev2 Zellen dokumentiert (W. Deppert et al.,
unverdffentliche Ergebnisse). SV-52/Rev2 Fusionszellen wiesen einen Phénotyp auf, der dem von
Rev2 Zellen entsprach. Das in diesen Zellen exprimierte T-Ag besass die charakteristischen
Eigenschaften von transformationsdefektem T-Ag wie eine fehlende Assoziation mit dem
zelluldren Chromatin und eine reduzierte Phosphorylierung transformationsrelevanter Phos-
phorylierungsstellen. Die Expression katalytisch inaktiver Kinasen {ibt hdufig einen dominant-
negativen Effekt im Hinblick auf die Aktivitdt der korrespondierenden Wildtyp-Kinase aus (He et
al., 1995; Peters et al., 1999; Sakanaka et al., 1999). Um zu {iberpriifen, ob die mutierte CK10drev
einen solchen dominant-negativen Effekt im zelluldren Hintergrund von Rev2 Zellen ausiibte,
sollte CK10rev in SV-52 Zellen iiberexprimiert werden. Zu diesem Zweck wurden SV-52 Zellen
mit pCR3.1-CKl10rev transfiziert und stabile Zellinien nach Selektion mit G418 etabliert.
Kontrollzellen wurden mit pCR3.1 transfiziert. Die etablierten, CK1drev iiberexprimierenden SV-
52 Klone (SV-CK) wurden im Hinblick auf den Transformationsgrad und die Aktivitidt von CK19

charakterisiert.

5.3.3.1 Phinotypische Charakterisierung von CK10drev iiberexprimierenden SV-52
Zellen

Um Anderungen im Transformationsstatus von SV-CK Zellen zu detektieren, wurde die
Morphologie dieser Zelllinien mit der Morphologie von SV-52 und Rev2 Zellen verglichen. Zu
diesem Zweck wurden die Aktinfilamente der Zellen mit Phalloidin—TRITC gefarbt (Abb 29). SV-
52 Zellen zeigten einen spindelformigen Phénotyp, begleitet von der Ausbildung eines schwach
ausgepragten und wenig organisierten Aktin-Netzwerks, wie es fiir den transformierten Phénotyp
beschrieben wurde (Risser & Pollack, 1974). Im Gegensatz dazu besassen Rev2 Zellen und SV-CK
Zellen ein dichtes, stark ausgeprigtes Netzwerk von Aktinfilamenten. Die flache Zellform von SV-
CK Zellen entsprach dem Phinotyp von Rev2 Zellen und wies keine Ahnlichkeiten mit dem
Phénotyp von SV-52 Zellen auf (Abb. 29).
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Abb. 29  Firbung der Aktinfilamente von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen

SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen wurden 2 Tage auf Deckgldschen kultiviert, mit 3% Paraformaldehyd fixiert
und mit 0,3% Triton X-100 permeabilisiert. Die Aktinfilamente in den Zellen wurden mit Phalloidin-TRITC
angefarbt.

Zur weitergehenden Charakterisierung des Transformationsstatus von SV-CK Zellen hinsichtlich
der Nomenklatur von Risser und Pollack (Risser & Pollack, 1974) wurde eine Softagarklonierung
mit SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen durchgefiihrt. Die fiir transformierte Zellen charakteristische
Féhigkeit, unabhéngig von einer Verankerung am Substrat wachsen zu kénnen, wurde durch die
Kultivierung von Einzelzellklonen in Softagar iiberpriift. Einzelzellen der Zelllinien wurden in
Softagar eingebettet, und nach der Kultivierung fiir 2 bis 3 Wochen im Zellkulturinkubator wurde
die Grosse der gewachsenen Kolonien dokumentiert. SV-52 Zellen bildeten grosse Kolonien und
besassen insgesamt eine hohe Klonierungseffizienz. Rev2 und SV-CK Zellen wuchsen zu kleinen

Kolonien heran, jeweils mit einer geringen Klonierungseffizienz (Abb. 30, Tabelle 17).

SV-52 : Rev2 ; SV-CK

Abb.30 Kolonie-Bildung von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen in Softagar
SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen wurden in Softagar eingebettet und nach 14 Tagen Kultivierung im
Zellkulturinkubator fotografiert.
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Zelllinie Klonierungseffizienz in Softagar in % Koloniegrosse in Softagar
SV-52 100 Makrokolonie
Rev2 2.2 Mikrokolonie
SV-CK 10 Mikrokolonie

Tabelle 17  Klonierungseffizienz von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen in Softagar

Die Klonierungseffizienz von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen in Softagar wurde nach 14 Tagen
Kultivierung im Zellkulturinkubator durch Auszidhlen der Gesamtheit der gebildeten Kolonien, unabhingig
von der Grosse der jeweiligen Kolonien, bestimmt. Der Mittelwert der Gesamtzahl der Kolonien auf Platten
mit SV-52 Zellen wurde mit 100% gleichgesetzt. Die Gesamtzahl der Kolonien auf Platten mit Rev2 bzw.
SV-CK Zellen wurde als Prozent der Anzahl der Kolonien auf den Platten mit SV-52 Zellen angegeben.

5.3.3.2 Reduktion der CK1 Kinaseaktivitit in CK10drev iiberexprimierenden SV-52
Zellen

In Rev2 Zellen beeinflussten Mutationen in der kodierenden Sequenz die Aktivitdt von CK18 und
die Transformationskompetenz von T-Ag. Daher sollte die CK 16 Kinaseaktivitit in SV-CK Zellen
bestimmt und mit der Kinaseaktivitdt in SV-52 und Rev2 Zellen verglichen werden. Gleiche
Mengen zelluldrer Extrakte von den Zelllinien wurden in der Anionenaustauschchromatographie
iiber eine Mini Q Anionenaustauschersdule fraktioniert. Die Kinaseaktivitit der Zelllinien wurde
durch in vitro Kinasierungen mit den einzelnen Fraktionen unter Verwendung von FP267 als
Substrat quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte nach der Auftrennung der einzelnen in vitro
Kinasierungen in der SDS-PAGE und der Exposition auf einer Phosphoimager-Folie durch die
Bestimmung der Intensitit der Banden mit dem Fujix BAS-2000 Lesegerdt. Die CKI1
Kinaseaktivitit eluierte bei 360 mM NaCl (SV-52 Zellen), 400 mM NaCl (Rev2 Zellen) und
435 mM NaCl (SV-CK Zellen) (Abb. 31 B, C). Das unterschiedliche Elutionsverhalten spiegelte
moglicherweise die bereits im Abschnitt 5.3.2.1 angesprochenen Unterschiede im Hinblick auf
posttranslationale Modifikationen wider und trat nur bei Verwendung der Mini Q Sdule auf. Die
Kinaseaktivitit in SV-CK Zellen betrug ungefihr 50% der in SV-52 Zellen detektierten CK1
Aktivitit. In Extrakten von Rev2 Zellen betrug die Kinaseaktivitit ungefahr 30% der SV-52 Zellen
detektierten CK1 Aktivitit (Abb. 31 A). Die Spezifitit der Kinaseaktivitit fiir die Phosphorylierung
von FP267 wurde durch Western Blot Analysen der Peakfraktionen mit dem CKI15 spezifischen
Antikorper ICOS128A gezeigt. CK1d konnte jeweils in den Peakfraktionen der Elutionen der
einzelnen Zelllinien nachgewiesen werden (Abb. 31 C). Die in vitro Kinaseaktivitit in den
Extrakten von SV-CK Zellen, die stabil mutierte CKl1dérev mit reduzierter Kinaseaktivitét
exprimierten, dhnelte damit der reduzierten in vitro Kinaseaktivitit, die in den revertanten Rev2
Zellen vorlag. Die Reduktion der CK1 Kinaseaktivitit korrelierte mit der beschriebenen Ver-

dnderung des Transformationsstatus in SV-CK Zellen im Vergleich zu Rev2 Zellen und deutete
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einen dominant-negativen Effekt der Uberexpression der mutierten CK18 aus Rev2 Zellen in SV-
52 Zellen an.
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Abb. 31 Charakterisierung der CK1 Aktivitit in SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen

Gleiche Proteinmengen von zelluldren Extrakten von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen wurden in der
Anionenaustauschchromatographie fraktioniert. Die Proteine wurden mit einem linearen NaCl-Gradienten
steigender Konzentration eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden auf CK1 Kinaseaktivitit getestet.

A: Darstellung der in vitro Kinaseaktivitit in SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen als Balkendiagramm. Die in
SV-52 Zellen gemessene Aktivitdt ist als 100% angegeben.

B: In vitro Kinasierung von FP267. Schematische Darstellung der in vitro Kinaseaktivitit in zelluldren
Extrakten von SV-52, Rev2 und SV-CK Zellen. PSL/mm?’: Photonen-stimulierte Lumineszenz, gemessen mit
dem Fujix BAS-2000 Lesegerit.

C: Nachweis von CK10 in den eluierten Peakfraktionen. Nach der Konzentration der Peakfraktionen, der
Auftrennung in der SDS-PAGE und dem Transfer auf Nitrozellulose-Membranen wurde CK16 in den
einzelnen Fraktionen mit dem monoklonalen Antikdrper ICOS128A detektiert.
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6. Diskussion

Identifizierung neuer Interaktionspartner der Proteinkinase CK1d mit Hilfe des
Yeast Two-Hybrid Systems

Die Stress-induzierbare Proteinkinase CKI190 ist ein Mitglied der CK1 Proteinfamilie. CKl1
Isoformen phosphorylieren eine grosse Anzahl von Proteinen aus allen zelluldren Kompartimenten.
Die Einbindung von CK1 in zahlreiche zelluldre Prozesse ist nachgewiesen, und nicht zuletzt
aufgrund des weit gefassten Substratspektrums und der Lokalisation in vielen subzelluldren
Kompartimenten ist eine Beteiligung dieser Kinasefamilie an einer Vielzahl intrazelluldrer Signal-
transduktionswege wahrscheinlich. Dennoch konnte bisher nur in einer limitierten Anzahl von
Féllen ein direkter Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung eines Substrats durch CK1 und
einem physiologischen Vorgang nachgewiesen werden. Dariiber hinaus ist wenig bekannt im
Hinblick auf zelluldre Strukturen und Proteine, die mit CK1 interagieren und dadurch die Aktivitit
und/oder die Lokalisation der Kinase beeinflussen. Die Identifikation neuer Protein-Inter-
aktionspartner ermoglicht es, Einblicke in zelluldre Signaltransduktionswege zu erhalten, in die
CK1 involviert ist. In dieser Arbeit wurden drei neue, bisher nicht in der Literatur beschriebene
Interaktionspartner der CK1 Isoform & vorgestellt: der C-terminale Teilbereich der leichten Kette
LC2 des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 1A (MAP1A), das SNARE-assoziierte Protein Snapin
und das mit der Ran GTPase assoziierte Ran Binding Protein im MTOC (RanBPM). Die
Interaktion mit CK18 wurde im Kontext des Yeast Two-Hybrid (YTH) Systems detektiert und fiir
die einzelnen Proteine mit biochemischen und zellbiologischen Methoden verifiziert. Alle
untersuchten Proteine interagierten reproduzierbar nicht nur mit CKlodrev, sondern auch mit
CK1o6wt sowie weiteren CK1 Isoformen und waren in vitro Substrate von CKI15. Die
Charakteristika der einzelnen Interaktionen sowie mdgliche Konsequenzen, die die
Phosphorylierung der Proteine durch CK18 im zelluldren Kontext haben kdnnte, werden in den

nachfolgenden Abschnitten besprochen.

Der C-terminale Bereich der leichten Kette LC2 des Mikrotubuli-assoziierten
Proteins 1A (MAP1A) ist ein weiteres in vitro Substrat von CKI18 aus der
funktionellen Gruppe der MAPs, Regulatoren der Mikrotubuli-Dynamik

Die Mikrotubuli bilden eines der Filamentsysteme des eukaryontischen Zytoskeletts aus. Sie sind
essentiell fiir eine Vielzahl zelluldrer Funktionen, unter anderem fiir die Steuerung der Zellmoti-
litdt, Zellform und Polaritdt. Viele intrazelluldre Transportvorgénge werden durch das Vorhanden-

sein des organisierten Mikrotubuli-Netzwerks der Interphasezelle ermdglicht, und der Spindel-
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apparat gewihrleistet als spezialisierte Mikrotubuli-Struktur der mitotischen Zelle die Chromo-
somensegregation. Die Proteinkinase CK 18 nimmt im Hinblick auf die Wechselwirkung mit den
Mikrotubuli und assoziierten Faktoren eine duale Funktion im Verlauf des Zellzyklus wahr. In der
Interphase wurde eine Beteiligung von CKI138 an Vesikeltransportprozessen beschrieben. Die
Phosphorylierung von a-/B-Tubulin sowie den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPs) MAP4,
Stathmin und Tau (Behrend et al., 2000a; Singh et al., 1995) durch CK138 deutet auf eine
allgemeine Funktion in der Regulation der Mikrotubulidynamik hin. Die konstitutive Assoziation
mit den Zentrosomen und die Stress-induzierte Rekrutierung von CK16 an die mitotische Spindel
lassen dariiber hinaus auf eine Rolle von CK 138 bei der Regulation der Funktion der Zentrosomen
und in der Mitose bei der Regulation der Spindeldynamik schliessen (Behrend et al., 2000b).

Durch den Nachweis der Interaktion des C-terminalen Abschnitts der leichten Kette LC2 von
MAPIA mit CK156 im Yeast Two-Hybrid-System wurde den bereits beschriebenen Protein-
Interaktionspartnern aus der Gruppe der MAPs ein weiterer Mikrotubuli-assoziierter Faktor
hinzugefiigt. Die kodierende Sequenz von LC2 liegt im 3’-Bereich der mRNA von MAPIA
(Langkopf et al., 1992). Nach der Translation eines MAP1A Polyproteins findet eine poteolytische
Spaltung in eine schwere Kette, die im weiteren Sinn als MAP1A bezeichnet wird, und die mit der
schweren Kette assoziierte leichte Kette LC2 statt. Die genaue Position der Spaltstelle ist
unbekannt, und aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Interaktion von CK10 mit dem aus
dem YTH System isolierten C-terminalen Teilfragment LC2-F charakterisiert, das den Amino-
saureresten (AS) 2629-2805 des MAP1A Polyproteins entsprach.

Die Wechselwirkung von CK16 mit LC2-F wurde in vivo in hoheren Eukaryonten durch die
Koimmunprizipitation von CK18 mit LC2-F nach der Uberexpression dieses Fragments in F111
Zellen verifiziert. CK16 wurde dariiber hinaus auch in Immunkomplexen mit der schweren Kette
von MAPI1A nachgewiesen. Die Assoziation der leichten Kette LC1 des mit MAP1A verwandten
MAPI1B mit der schweren Kette von MAP1B wird iiber eine Doméne in den C-terminalen 120 AS
von LCI1 aus der Ratte vermittelt, die eine Bindung an den N-Terminus der schweren Kette im
Bereich der Mikrotubuli-Bindungsstelle ermoglicht (Togel et al., 1998; Kuznetsov et al., 1986;
Hammarback ef al., 1991). Diese beiden Doméinen der leichten und schweren Kette zeigen eine
grosse Homologie zu den entsprechenden Regionen von MAP1A (Langkopf ef al., 1992), sodass
vermutlich auch bei MAP1A diese Dominen fiir die Interaktion der leichten und der schweren
Kette verantwortlich sind. Der in dieser Arbeit untersuchte Teilbereich von humanem LC2 enthielt
die C-terminalen, homologen Regionen, die die LC/HC-Interaktion von MAP1B ermdglichen
(Abb. 32). Die Detektion von CKI10 im Immunprézipitat mit der schweren Kette von MAP1A
konnte daher auf das Vorhandensein von endogenem LC2 im Komplex mit MAPIA HC

zurickzufiihren sein.
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Der C-terminale Bereich von LC2-F, der dem vollstindigen C-Terminus der leichten Kette LC2
entspricht, ist homolog zu der C-terminalen Region von LC2 aus der Ratte, die eine direkte
Bindung von LC2 an Aktin-Filamente vermittelt. Der N-Terminus von LC2 der Ratte ermdglicht
dagegen eine direkte Assoziation von LC2 mit den Mikrotubuli (Noiges et al., 2002). Die
entsprechenden homologen Regionen von humanem LC2 umfassen die AS 2579-2688 im N-
Terminus und 2689-2805 im C-Terminus. Das Fragment LC2-F enthielt die AS 2629-2805 der
leichten Kette und damit die vollstindige Aktin-Bindungsdoméne sowie etwas mehr als die Hélfte
des Bereichs, der eine Assoziation mit den Mikrotubuli vermittelt, wobei die genaue Grosse und
die exakte Lage des Mikrotubuli-Bindungsmotivs nicht bekannt sind (Abb. 32). Es konnte gezeigt
werden, dass die Assoziation der leichte Kette LC1 von MAP1B mit den Aktinfilamenten oder
alternativ mit den Mikrotubuli abhingig von posttranslationalen Modifikationen ist. Bakteriell
aufgereinigtes LC1 interagert mit Aktin und den Mikrotubuli. Ektopisch in eukaryontischen Zellen
exprimiertes LC1 oder aus Rinderhirn aufgereinigter MAP1B Gesamtkomplex assoziiert dagegen
ausschliesslich mit den Mikrotubuli (Pedrotti & Islam, 1995; Noiges et al., 2002). Es wird daher
vermutet, dass posttranslationale Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung die Assoziation von
MAPIB und LC1 mit Aktin inhibieren (Pedrotti & Islam, 1996; Diaz-Nido et al., 1988; Ulloa et
al., 1993). Ein dhnlicher Mechanismus konnte auch das Bindungsverhalten von LC2 gegeniiber den
verschiedenen  Zytoskelettkomponenten beeinflussen, und moglicherweise spielt die
Phosphorylierung spezifischer Phosphorylierungsstellen von LC2 durch CK10 eine Rolle bei der
Regulation dieses Interaktionsverhaltens.

LC2-F wurde in vitro mit vergleichbarer Stirke wie das bereits als Substrat von CK 13 beschriebene
MAP4 phoshoryliert. Die unterschiedlich starke Phosphorylierung von verschiedenen, zum Teil
iiberlappenden Fragmenten von LC2-F durch CK13 gab erste Hinweise auf die Lokalisation der
Phosphoakzeptoren. Da der N-terminale Teilbereich zwischen AS 2629-2683 mit vergleichbarer
Intensitidt wie das Gesamtfragment LC2-F phosphoryliert wurde, wéihrend alle Fragmente, denen
diese Region fehlte, nicht bzw. nur schwach phosphoryliert wurden, waren vermutlich nahezu alle
Phosphorylierungsstellen im N-terminalen Teilbereich von LC2-F lokalisiert (Abb. 32). Die
schwichere Phosphorylierung des Fragments von AS 2684-2753 deutete an, dass in dieser Region
zusitzlich eine oder einige wenige Phosphorylierungsstellen lokalisiert waren. Durch die Analyse
des Spaltmusters tryptischer Phosphopeptide wurde bestitigt, dass der Hauptanteil der
phosphorylierten AS in der Region zwischen den AS 2629 und 2683 im Bereich der Mikrotubuli-
Bindungsdoméne von LC2 lag (Noiges et al., 2002).

Im YTH System durchgefiihrte Interaktionsstudien mit verschiedenen Fragmenten von LC2-F
zeigten die Existenz von zwei Teilbereichen von LC2-F auf, die die Wechselwirkung mit CK15
vermittelten (Abb. 32). Der N-terminale Teilbereich von AS 2629-2753 inteagierte mittelstark mit
CK13. Die Regionen von LC2-F zwischen AS 2629 und AS 2683 und zwischen AS 2684-2753
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zeigten dagegen keine oder nur eine schwache Interaktion mit CKI16. Daher war das
Vorhandensein von Sequenzen N- und C-terminal von AS 2683 zur Assoziation mit CK16
erforderlich. Diese im N-terminalen Bereich von LC2-F positionierte Interaktionsdomine
iiberlappte partiell mit der Region zwischen AS 2629 und AS 2683, die den Hauptanteil der
Phosphorylierungsstellen aufwies. Dariiber hinaus wurde ein zweites Interaktionsmotiv im C-
terminalen Bereich von LC2-F zwischen den AS 2711 und 2805 identifiziert. Fragmente, die diese
Region enthielten, konnten im YTH System eine mittelstarke Interaktion mit CK16 hervorrufen,
wihrend die Deletion der AS 2753-2805 die Interaktion mit CK 10 nachweislich reduzierte. Die C-
terminale Interaktionsdoméne lag partiell im schwach phosphorylierten Teilbereich zwischen AS
2684 und 2753 von LC2-F. Die beiden stark bzw. schwach phosphorylierten Regionen von LC2-F
iiberlappten daher mit Bereichen, in denen eine Bindung mit CK13 im YTH System stattfand. Die
Interaktionsstudien im YTH System zeigten weiterhin, dass die Interaktion mit LC2-F durch zwei
voneinander unabhéngige Bereiche im N-und im C-Terminus von CK16 vermittelt wurde. In der
Kinasedomine waren die AS 76-103 und im C-Terminus die AS 350-375 essentiell, um eine
Interaktion von LC2-F mit CK 106 nachweisen zu kénnen (Abb. 32).
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Abb. 32 Schematische Darstellung von MAP1A LC2-F und Lokalisation funktioneller Doménen

Die Bindung von Mikrotubuli-assoziierten Faktoren an Mikrotubuli reguliert die Dynamik und
Stabilitit dieses intrazelluldren Filamentsystems. Die Bindung von Mitgliedern der

destabilisierenden Stathmin Phosphoprotein-Familie induziert in vitro und in vivo die
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Depolymerisation von Mikrotubuli durch die Sequestrierung von freiem Tubulin (zur Ubersicht:
(Gavet et al., 1998). Die Phosporylierung von Stathmin im Verlauf des Zellzyklus oder als Antwort
auf verschiedene extrazelluldre Signale schwécht die Interaktion von Stathmin mit Tubulin und
reduziert seine Mikrotubuli-destabilisierende Aktivitdt (Marklund ez al., 1996; Melander Gradin et
al., 1997; Gradin et al., 1998). Zu den stabilisierenden Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (MAPSs)
gehoren die vorwiegend neuronalen Faktoren MAP1A, MAP1B, MAP1C, MAP2, MAP3 und Tau
sowie das ubiquitire MAP4 (Zur Ubersicht: Mandelkow & Mandelkow, 1995). Die Bindung von
MAPs an Mikrotubuli wird iiber den Phosphorylierungsstatus dieser Proteine reguliert, wobei in
den meisten Féllen eine Phosphorylierung von stabilisierenden MAPs die Interaktion mit den
Mikrotubuli schwicht und somit einen destabilisierenden Einfluss auf die Mikrotubuli ausiibt
(Illenberger et al., 1996; Drewes et al., 1997; Ebneth et al, 1999). Die durch CKI18
phosphorylierten AS von LC2-F waren hauptsédchlich in der N-terminalen Region im Bereich der
Mikrotubuli-Bindungsdoméne lokalisiert. Eine Phosphorylierung dieser Region durch CK16
konnte die Bindung von LC2 an die Mikrotubuli in dhnlicher Weise negativ beeinflussen, wie es
bereits fiir andere MAPs beschrieben wurde. Aufreinigungen von MAP1A und MAPIB aus
Rattenhirn enthielten mit diesen Faktoren assoziierte Kinasen, die als CK1- und CK2-dhnliche
Kinasen beschrieben wurden (Fujii et al., 1996). Die Beschreibung der autonomen, von der Prisenz
der schweren Kette unabhidngigen Bindungsfunktionen der leichten Ketten von MAPIA und
MAPIB sowie die Entdeckung, dass im MAPIB LC/HC-Komplex die schwere Kette die
Mikrotubuli-Bindung der leichten Kette reduziert (Togel et al, 1998), haben Anlass zur
Formulierung der Hypothese gegeben, dass generell die Funktion der leichten Kette als aktive
Untereinheit durch eine regulatorische schwere Kette beeinflusst wird. MAP1B LCI1 existiert in der
Zelle sowohl in einer mit der schweren Kette von MAP1B assoziierten Form als auch in einer
unkomplexierten Form (Mei et al., 2000), und aufgrund der strukturellen und funktionellen
Ahnlichkeit von LC1 und LC2 konnte eine derartige Fraktion von LC2 ebenfalls existieren. Eine
Modulation der Eigenschaften der leichten Kette LC2 durch CK16 wiirde daher nicht nur die
Funktion des LC/HC-Komplexes beeinflussen, sondern moglicherweise auch zusitzliche

Funktionen, die von der unkomplexierten freien leichten Kette LC2 ausgeiibt werden.

CK13 interagiert mit Snapin, einem SNARE-assoziierten Protein, das in Prozesse des
Vesikeltransports und der Membranfusion in neuronalen und nicht-neuronalen
Zellen involviert ist

Nach der Identifikation als Interaktionspartner des SNARE Proteins SNAP25 im Yeast Two-
Hybrid System wurde Snapin zundchst als ein ausschliesslich neuronales Protein beschrieben.

Snapin reguliert die Assoziation des Kalzium-Sensors Synaptotagmin mit dem SNARE-Komplex,
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und die Inhibition dieser Bindung in Neuronen verhindert die Freisetzung von Acetylcholin aus
synaptischen Vesikeln (Ilardi ef al., 1999). In dieser Arbeit wurde im YTH System eine Interaktion
der AS 37-136 von murinem Snapin mit CK 19 detektiert. Inzwischen wurde Snapin als ubiquitéres
Protein beschrieben, dass unter anderem auch im Hoden exprimiert wird und nicht nur mit dem
neuronalen SNAP25, sondern auch mit dem homologen und ubiquitdr exprimierten Protein
SNAP23 interagiert (Buxton et al., 2003). Dieses ubiquitire Vorkommen, wurde durch die
Herkunft der cDNA von Snapin, die in dieser Arbeit isoliert wurde, bestatigt.

Rekombinantes Snapin, aufgereinigt als GST-Fusionsprotein, wurde in dieser Arbeit mit einem
spezifischen anti-Snapin Kaninchenserum im Western Blot detektiert. Eine Expression von
endogenem Snapin konnte in den Lysaten von verschiedenen eukaryontischen Zelllinien dagegen
nicht nachgewiesen werden. Eine in anderen Studien beschriebene geringe Expression von Snapin
(Buxton et al., 2003; Vites et al., 2004) konnte den fehlgeschlagenen Nachweis von endogenem
Snapin in dieser Arbeit erkldren. Die Wechselwirkung von Snapin mit CK13 konnte zwar nicht
durch in vitro Bindungsstudien bestétigt werden, wurde allerdings im Yeast Two-Hybrid System
nicht nur fiir CK13drev, sondern auch fiir CK 16wt nachgewiesen. Dariiber hinaus sind Bindungen in
Enzym-Substrat-Komplexen sind oft nur von intermedidrem Charakter und daher nicht stabil
genug, um eine Koprazipitation der beteiligten Faktoren in vitro zu ermoglichen. Die in vitro
Phosporylierung von Snapin durch CK136 sowie die partielle Kolokalisation der Proteine im
perinukledren Bereich, die in verschiedenen Zelllinien dokumentiert wurde, waren dagegen
deutliche Indikatoren fiir eine Interaktion der beiden Proteine im in vitro und in vivo Kontext.

Die subzelluldire Lokalisation von Snapin im perinukledren Bereich wurde in der
Immunfluoreszenz in NRK und Balb/c 3T3 Zellen mit Hilfe des anti-Snapin Serums dargestellt und
konnte durch die Uberexpression eines EYFP-Snapin Fusionsproteins bestitigt werden. Die in
diesen Zelllinien beobachtete zellulire Verteilung von Snapin entsprach der von Buxton et al.
beschriebenen Lokalisation von Snapin in COS7 Zellen und 3T3-L1 Adipozyten. Da in diesen
Zellen auf der Basis von Immunfluoreszenzanalysen und Zellfraktionierungen allerdings auch eine
zytosolische Verteilung von Snapin gezeigt worden war, wurde Snapin als ein vorwiegend
zytoplasmatisches Protein beschrieben (Buxton et al., 2003). Die AS 1-20 von Snapin bilden ein
hydrophobes Segment aus, das als putative Transmembrandoméne angesehen wird (Ilardi et al.,
1999). Snapin wurde dagegen von Ilardi et al. 1999 ausschliesslich in der Fraktion der synaptischen
Vesikel nachgewiesen. Daher wurde postuliert, dass Snapin ein Transmembran-Protein ist, das
ausschliesslich mit den synaptischen Vesikeln neuronaler Zellen assoziiert ist. Die in dieser Arbeit
beschriebene Lokalisation entsprach der eines Membran-assoziierten Proteins oder Transmembran-
proteins, das an einem Membransystem in Kernnéhe sequestriert war. Im Hinblick auf eine zyto-
plasmatische Lokalisation von Snapin konnte aufgrund der starken unspezifischen Anfarbung des

Zytoplasmas bereits durch das Priaserum keine Aussage getroffen werden.
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Snapin wurde im perinukledren Bereich in einer dhnlichen morphologischen Struktur wie CK1d
detektiert, und es konnte eine partielle Kolokalisation der Proteine in dieser Struktur festgestellt
werden. Fiir CK19 ist eine Kolokalisation mit dem flir das Trans-Golgi-Netzwerk spezifischen
Markerprotein TGN38 beschrieben worden (Behrend et al., 2000a), und CK1 Isoformen werden
mit Membran- und Vesikeltransportvorgingen in Hefen, aber auch in héheren Eukaryonten in
Verbindung gebracht. Die zu CK16 homologe Kinase Hrr25 aus S. cerevisiae ist ein negativer
Regulator der Abschniirung von Vesikeln am Endoplasmatischen Retikulum (Murakami et al.,
1999). Yckl und Yck2 aus S. cerevisiae sind an Vorgingen der Exozytose (Decottignies et al.,
1999) und der Endozytose beteiligt (Marchal et al., 2000; Marchal et al., 2002 ; Hicke et al., 1998;
Feng & Davis, 2000; Panek et al., 1997). Die CK1 Isoform CKlo aus Mammalia kolokalisiert in
nicht-neuronalen Zellen mit Markerproteinen des Golgi-Apparates, des TGN und des
Endoplasmatischen Retikulums (Gross et al., 1995). In neuronalen Zellen ist dariiber hinaus die
Phosphorylierung der Untereinheit AP-3 des Clathrin-Adaptor (AP) Komplexes durch CKla
erforderlich fiir die Bildung synaptischer Vesikel (Faundez & Kelly, 2000). Die in dieser Arbeit
gezeigte partielle Kolokalisation von Snapin, einem mit CK13 wechselwirkenden Protein, mit
TGN38 sowie mit Teilen des Golgi-Apparates war ein weiteres Indiz fiir die Beteiligung von CK 16
an Vesikeltransportprozessen, die auch durch die Interaktion von CK16 mit y-Adaptin, einen
Clathrin-bindenden Markerprotein an post-Golgi Strukturen, sowie mit Dynamin II, einem mit
endozytotischen Clathrin-bedeckten Vesikeln interagierenden Protein, angedeutet wird (Behrend et
al., 2000a). Moglicherweise vermittelt Snapin als Transmembranprotein durch die Interaktion mit
CK13 die Assoziation der Kinase mit vesikuldren Strukturen.

In den Bindungsstudien im Kontext des YTH Systems waren sowohl der N- als auch der C-
Terminus von CK18 ausreichend fiir eine Interaktion mit Snapin. Im C-Terminus waren die AS
400-428 essentiell fiir die Wechselwirkung, die damit entweder ausschliesslich durch diesen
Bereich oder zuséitzlich durch weitere, N-terminal dieser Sequenz gelegene AS vermittelt wurde.
Da die Deletion der AS 1-200 keinen Verlust der Wechselwirkung mit sich brachte, konnte die
Region im N-Terminus von CK 198, die notwendig war fiir die Interaktion mit Snapin, auf die AS
201-304 eingegrenzt werden. Die Bindungsstudien im YTH System liessen daher auf das
Vorhandensein von zwei unabhidngigen Bindungsdoménen fiir Snapin im N- und im C-Terminus
von CK18 schliessen. Im YTH System konnte die Interaktionsdomidne von Snapin mit CK16
zwischen den AS 37-136 von Snapin lokalisiert werden (Abb. 33). Da die Teilbereiche von AS 37-
78 bzw. AS 79-136 jeweils nicht ausreichend waren, um eine Interaktion mit CK10 zu vermitteln,
erfolgte die Interaktion entweder simultan durch Bindungsmotive in beiden Teilbereichen, oder
eine einzelne Bindungsstelle lag im Ubergangsbereich zwischen den beiden essentiellen

Teilbereichen.
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Abb. 33 Schematische Darstellung von Snapin und Lokalisation funktioneller Doménen

Das Phoshorylierungsmuster der in vitro durch CK16 phosphorylierten Teilbereiche von Snapin
korrelierte mit den Befunden aus den Bindungsstudien (Abb. 33). Die Region von AS 37-136
wurde mit vergleichbarer Intensitdt phosphoryliert wie das Gesamtprotein, wahrend die N-
terminale Region von AS 1-40 nicht phosphoryliert wurde. Das Fragment, das AS 37-78
reprasentierte, wies insgesamt eine etwas schwichere Phosphorylierung auf als das Gesamtprotein,
wihrend die Region zwischen AS 79 und 136 schwicher phosphoryliert wurde als der Bereich von
AS 37-78. Durch die Analyse des Spaltmusters tryptischer Peptide konnte die Lokalisation des
Hauptanteils der phosphorylierten AS in der Region zwischen den AS 37 und 78 bestdtigt werden.
Das Spaltmuster des Fragments von AS 37-78 war nahezu identisch mit dem Spaltmuster der AS
37-136. Im Vergleich dazu waren im Teilbereich zwischen AS 79-136 nur zwei der Hauptpeptide
detektierbar. Snapin enthélt eine hohe Anzahl an Spaltstellen fiir Trypsin, die eine Vielzahl
alternativer Spalt-produkte bedingen konnte. Dies wiirde die grosse Anzahl an Phosphopeptiden
von Snapin mit unterschiedlichem Verhalten in der zweidimensionalen Auftrennung erkliren, die
die Anzahl an moglichen Phosphorylierungsstellen fiir CK16 bei weitem {iiberstieg. Die putative
CK1 Phosphorylierungsstelle Ser'' liegt im Bereich des hydrophoben hypothetischen
Transmembransegments im N-Terminus von Snapin, der nicht durch CK13 phosphoryliert wurde.
Hydrophobe Sequenzen liegen oft im Inneren eines Proteins, und ein solcher Einschluss von Ser''
konnte diese in einer CK1 Konsensussequenz liegende Phosphorylierungsstelle unzugénglich

machen. Von den iibrigen Phosphoakzeptorstellen von Snapin waren lediglich Thr'> und Ser'*®, die



Diskussion 108

beide in nicht oder nur schwach phoshorylierten Teilbereichen lagen, in eine CKI106
Erkennungssequenz eingebettet. Die dennoch starke Phosphorylierung des Gesamtproteins durch
CK106 deutete auf die Erkennung von nicht-kanonischen Motiven hin, die mdglicherweise erst im
Kontext der Tertidrstruktur von Snapin vorlagen und erkannt wurden. CK1 Substrate wie SV40 T-
Ag oder der Inhibitor-2 von PP1 besitzen dhnliche Motive, die durch die lokale Struktur der
Phosphoakzeptor-Stelle sowie durch die dreidimensionale Struktur bedingt werden (Cegielska et
al., 1994; Marin et al., 2003).

Die Interaktion neuronaler und nicht-neuronaler SNARE-Proteine sowie assoziierter Faktoren wird
iiber die Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen reguliert. Diese Modulation kann die
Zusammensetzung des SNARE-Komplexes und somit die Funktionalitit der Exo- und Endozytose-
Maschinerie beeinflussen und die synaptische Neurotransmitter-Freisetzung modulieren. Die NGF-

induzierte, PKC—abhéngige Phosphorylierung von SNAP25 an Ser'®’

steuert iiber die Bindung von
Synaptobrevin die Interaktion von Syntaxin 1A und SNAP25 im SNARE-Komplex und dadurch
die Freisetzung von Neurotransmittern (Shimazaki et al., 1996; Kataoka et al., 2000). Weiterhin ist
bekannt, dass CK1 iiber die Phosphorylierung des Vesikel-assoziierten Proteins SV2 dessen
Wechselwirkung mit Synaptotagmin moduliert (Risinger & Bennett, 1999). Das SNARE-Protein
Syntaxin-1A ist ein Substrat von CKla (Dubois et al., 2002), und die Assoziation von CK1 mit
dem prasynaptischen Protein Centaurin-al gibt einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung von
CK1 Isoformen an Prozessen des Vesikeltransports und vor allem der synaptischen Transmission
(Dubois et al., 2001).

In der Region zwischen AS 37 und 136 von Snapin liegen zwei putative helikale Doménen, H1
zwischen AS 37-65 und H2 von AS 81-126 (Abb. 33). Helikale Doménen vermitteln héufig
Protein-Protein-Interaktionen von synaptischen Proteinen (Weimbs et al., 1997), und es konnte
gezeigt werden, dass Snapin iiber die Doméne H2 an SNAP23 bindet (Buxton et al., 2003). Die
Bindungsstelle von SNAP25 liegt ebenfalls im Bereich der H2 Region von Snapin (Ilardi et al.,
1999). Die Phosphorylierung von Ser” im Bereich der Doméne H1 von Snapin durch PKA fordert
die Bindung von Snapin an SNAP25 und steigert die Interaktion von Synaptotagmin mit dem
SNARE-Komplex in vitro. Durch die in vivo Phosphorylierung von Snapin durch PKA wird die
Anzahl von Freisetzungs-kompetenten synaptischen Vesikeln erhoht und damit die synaptische
Transmission direkt beeinflusst (Chheda et al., 2001). Die Phosphorylierung von Snapin in den H1
und H2 Regionen durch CK13 konnte ebenfalls einen regulatorischen Effekt auf Snapin im
Hinblick auf die Interaktion mit Komponenten des SNARE-Komplexes ausiiben und CK18 damit

eine Funktion in der Regulation von Exo- und Endozytoseprozessen zuweisen.
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CK1d phosphoryliert Regionen des Ran Binding Protein im MTOC (RanBPM) in
vitro — Interaktion mit einem putativen zentrosomalen Protein, fiir das eine nukleire
Lokalisation detektiert wurde

Das Ran Binding Protein im MTOC (RanBPM) wurde als perinukledr mit dem Zentrosom
kolokalisierendes Protein beschrieben, das bei ektopischer Expression die Nukleation von
Mikrotubuli induzieren kann (Nakamura et al, 1998). Aufgrund dieser Beobachtung wurde
postuliert, dass RanBPM eine Rolle in der durch die Ran GTPase stimulierten Ausbildung von
Mikrotubuli spielen konnte. Die weitergehende Analyse des 5'-Bereichs der humanen RanBPM
cDNA zeigte, dass ein trunkiertes Protein als RanBPM beschrieben worden ist und dem verkiirzten
Protein N-terminal 229 AS in der vollstindig 729 AS umfassenden Sequenz fehlten (Nishitani et
al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die murine verkiirzte Version RanBPMS55
charakterisiert, deren Interaktion mit CK13 nicht nur im YTH System gezeigt werden konnte,
sondern auch durch die Koimmunprizipitation des endogenen Proteins mit CK13d aus
pankreatischen Zelllinien verifiziert wurde. Im Western Blot mit zelluldren Gesamtlysaten
pankreatischer Zelllinien wurde ein Protein von ungefdhr 55kDa detektiert, entsprechend der
Grosse des trunkierten RanBPMS5S5. Ein Protein mit der molaren Masse von 90 kDa des
vollstdndigen Proteins RanBPM90 wurde dagegen nicht detektiert.

In vitro translatiertes RanBPMS55 wurde von CK16 mit geringer Intensitit phosphoryliert. Die
Aminosdureabfolge des RanBPM55 enthilt zahlreiche putative Phosphorylierungsstellen fiir CK1.
Die schwache Phosphorylierung wurde moglicherweise durch die Generation des Substrates in der
beschriebenen experimentellen Anordnung bedingt. Die schwichere Phosphorylierung von
RanBPMS55 im Vergleich zu den in vitro Substraten LC2-F und Snapin konnte zum Teil auf eine
geringere Menge des in vitro translatierten RanBPMS55 in der Kinasierungsreaktion im Vergleich
zu den beiden anderen, bakteriell exprimierten CK13 Interaktionspartnern LC2-F und Snapin
zuriickgefiihrt werden. Die Aufreinigung von RanBPM war durch Immunprizipitation erfolgt, und
eine Verunreinigung des Immunkomplexes durch koprizipitierte Phosphatasen oder Inhibitoren im
Retikulozytenextrakt konnte zu einem geringeren Nettophosphateinbau in RanBPMS5S5 gefiihrt
haben. Die Phosphorylierung verschiedener Fragmente von RanBPMS55 von CK19 liess dagegen
einen Riickschluss auf eine Verwendung des Gesamtproteins als Substrat zu. Unter Umstéinden
waren einzelne Phosphorylierungsstellen der Teilbereiche im Gesamtprotein nicht zugénglich. Die
starke Intensitit der Phosphorylierung des Fragments zwischen den AS 436 und 544 liess auf das
Vorhandensein mehrerer Phosphorylierungsstellen in dieser Region schliessen. Die Teilbereiche
von AS 259-385 bzw. von AS 515-653 wiesen eine schwache Phosphorylierung auf und kénnten
daher eine oder mehrere Phosphoakzeptorstellen enthalten haben (Abb. 34).
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Abb. 34 Schematische Darstellung von RanBPM und Lokalisation funktioneller Doménen

Der fiir die Interaktion von CK16 mit RanBPMS5 erforderliche Bereich von CK16 konnte im
Kontext des YTH Systems auf die AS 201-350 eingeschrinkt werden. Da sowohl der C-Terminus
als auch der N-Terminus von CKI16 mit RanBPMS55 interagierten, wurde die Bindung von
RanBPM55 an CK 18 durch zwei unterschiedliche Motive von CK 18 vermittelt, die im N-Terminus
sowie im C-Terminus lokalisiert waren. Eine starke Interaktion von RanBPM mit CK1d wurde
iiber die AS 259-385 von RanBPM55 vermittelt (Abb. 34). In diesem Bereich mit schwach
detektierbarer Phosphorylierung durch CK16 fand daher nicht nur eine Substratbindung, sondern
auch die Umsetzung statt. Der stark phosphorylierte Teilbereich zwischen AS 436-544 interagierte
dagegen im YTH System nicht mit CK13, und von den Teilbereichen, fiir die lediglich eine
mittelstarke Wechselwirkung mit CK16 im YTH nachgewiesen werden konnte, wurde nur der
Bereich von AS 515-653 mit geringer Intensitit phosphoryliert. Die Interaktion eines Fragments
von RanBPM55 mit CK16 im YTH System korrelierte daher nicht in allen Fillen mit der
Verwendung dieses Fragments als in vitro Substrat von CK13. Die Bindung eines Enzyms an sein
Substrat kann durch Regionen vermittelt werden, die nicht im Bereich der Phosphorylierungsstelle
liegen, und die Diskrepanzen hinsichtlich der Nutzung von Phosphorylierungsstellen und
Interaktionsdoméinen des RanBPMS55 durch CK16 konnten in einer solchen Trennung von
Bindungsdoméine(n) und phosphorylierten Sequenzen begriindet sein.

Eine Anzahl funktionell nicht weiter miteinander in Beziehung stehender Proteine wurde als

Interaktionspartner von RanBPM beschrieben, und entsprechend der unterschiedlichen Natur dieser
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Proteine wurde RanBPM in einer Vielzahl von subzelluldren Kompartimenten nachgewiesen. Die
jeweils detektierte Lokalisation in der Zelle war in den einzelnen Studien in Abhidngigkeit von der
verwendeten Nachweismethode in der Regel auf ein distinktes Kompartiment beschrankt. RanBPM
wurde als peripheres Membranprotein beschrieben, das mit dem Integrin LFA-1 assoziiert (Denti et
al., 2004). Konsistent mit dieser Sequestrierung an der Plasmamembran ist die Interaktion mit
Muskelin, einem in die Regulation der Zelladhdsion und der Dynamik von Fokalkontakten
involvierten Faktor (Umeda et al., 2003), dem Neurotrophin-Rezeptor p75NTR (Bai et al., 2003)
und der Rezeptor-Tyrosinkinase MET (Wang et al., 2002a). In einer Reihe von Studien wurde
RanBPM als primir nukledres Protein beschrieben, in einigen Fillen wurde zusitzlich eine
Subpopulation von RanBPM im Zytoplasma nachgewiesen. Nukledre Interaktionspartner von
RanBPM wie z. B. CDK11""'"° (Mikolajczyk et al., 2003), der Androgen- und der Glukokortikoid-
Rezeptor (Rao et al., 2002), die Ubiquitin-spezifischen Protease USP11 (Ideguchi ef al., 2002) und
die Kinasen HIPK2 (Wang et al., 2002b) sowie Mirk/Dyrk1B (Zou et al., 2003) aus der Dyrk-
Kinasefamilie wurden neben zytoplasmatischen Interaktionspartnern identifiziert wie der Keimzell-
spezifischen, ATP-abhéngigen RNA-Helikase MVH, die mit RanBPM in der perinukledren Region
kolokalisiert (Shibata et al., 2004; Zou et al., 2003). RanBPM besitzt eine SPRY-Doméne
(Abb. 34), die die AS 137-258 von murinem RanBPMO90 umfasst und involviert ist in die
Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen (Ponting et al., 1997). Die Wechselwirkung der
meisten identifizierten Protein-Interaktionspartner von RanBPM wurde im YTH System detektiert
und iiber die SPRY Doméne vermittelt. Die im Vektor pVII16 in dieser Arbeit identifizierte cDNA
kodierte fiir die AS 76-653 von RanBPM und enthielt damit die SPRY-Doméne. Die
Bindungsstudien im YTH-System machten allerdings deutlich, dass die SPRY-Doméne nicht
notwendig war, um die Interaktion mit CK13 zu vermitteln. Protein-Interaktionsdoménen wie die
SPRY-Doméne konnen unspezifische, artifizielle Wechselwirkungen vermitteln, und die starke
Interaktion von CK10 mit dem von der SPRY-Doméne unabhidngigen Teilbereich zwischen AS
259 und AS 385 von RanBPMS55 unterstrich die Spezifitit der Assoziation.

RanBPM konnte in verschiedenen Zellinien nachgewiesen werden, die Lokalisation des Proteins
war dabei ausschliesslich auf den Zellkern beschrinkt. Eine Kolokalisation von CK16 und
RanBPM konnte aufgrund der unterschiedlichen Verteilung der Proteine in den subzelluldren
Kompartimenten Zytoplasma und Karyoplasma nicht nachgewiesen werden. In einem Teil der
untersuchten Zelllinien war RanBPM hauptséchlich in grossen, Chromatin-freien Arealen und zu
einem geringen Anteil in einer Vielzahl wesentlich kleinerer, distinkter Foci innerhalb des
Zellkerns angeordnet. Alternativ wurde RanBPM in einer Vielzahl von Foci mittlerer Grosse
ebenfalls in den Chromatin-freien Regionen des Zellkerns dargestellt. Die detektierte Anordnung
von RanBPM é&hnelte derjenigen, die fiir die sogenannten ,,Nuclear Speckles* beschrieben wurde,

subnukledre Strukturen, die im Interchromatin-Bereich lokalisiert sind. Diese Strukturen dienen als
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Speicherkompartimente und/oder Assoziationsstitten fliir Komponenten der Spleiss- und
Transkriptionsmaschinerie und weisen eine hohen Gehalt an Pra-mRNA Spleissfaktoren wie z. B.
SR-Proteinen und snRNPs auf (Mintz & Spector, 2000; Mintz et al., 1999; zur Ubersicht: (Lamond
& Spector, 2003). Die CK1 Isoform CKla assoziiert mit ,,Nuclear Speckles® und phosphoryliert
die SR-Proteine SRp30, SRp40 und SRp55 (Gross et al, 1999). Eine nukleoplasmatische
Lokalisation von katalytisch aktiver CK10 wurde bisher weder beschrieben noch im Rahmen dieser
Arbeit detektiert, eine Interaktion mit Faktoren im Zellkern scheint daher unwahrscheinlich. SR-
Proteine unterliegen wie alle karyoplasmatischen Proteine dem posttranslationalen Transport in den
Zellkern, und es ist bekannt, dass der Phosphorylierungsstatus von SR-Proteinen diesen Import
reguliert (Yeakley et al., 1999; Yun et al, 2003). Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit
beschriebenen Lokalisation wurde in anderen Studien eine zytoplasmatische Verteilung von
RanBPM demonstriert, und moglicherweise lokalisiert RanBPM in Abhéngigkeit vom zelluldren
Kontext und der physiologischen Situation der Zelle im Zytoplasma und steht dort fiir die
Interaktion mit der Kinase CK106 zur Verfiigung.

Eine Phosphorylierung von RanBPM im Zytoplasma durch CK16 konnte den nukledren Import
dieses Faktors mit bisher unbekannter Funktion beeinflussen. Vor kurzen konnte gezeigt werden,
dass CK1 den Kerntransport einer Reihe von latenten zytoplasmatischen Transkriptionsfaktoren
iiber die Phosphorylierung einer Serie von Serinresten reguliert, die jeweils getrennt sind durch
zwei weitere Aminoséurereste. Die Phosphorylierung des sogenannten SRR-1 Motivs des Faktors
NFATTI fiihrt zur Inhbition des Kerntransports und zur Sequestrierung von NFAT1 im Zytoplasma
(Okamura et al., 2004), die Phosphorylierung von S-X-X-S Wiederholungen des Proteins mPER1
ist dagegen notwendig fiir den nukledren Import von mPER1 (Takano et al., 2004). Im Bereich der
AS 392-421 von RanBPM liegt eine dem SRR-1 Motiv bzw. dem S-X-X-S Motiv dhnliche
Sequenzabfolge vor (Abb. 34, 35), in der Wiederholungen von Serinresten, durch zwei oder drei
Aminosdurereste getrennt, nicht nur eine Abfolge von Konsensussequenzen fiir CK1 darstellt,
sondern dariiber hinaus wie im Fall der Faktoren NFAT1 und mPER1 den Kernimport von

RanBPM fiiber eine Phosphorylierung durch CK10 regulieren konnte.

mPER1 SVVSVTSQCSFEFSST

mPER2 SVVSLTSQCSYSST

NFAT1 SPASSGSSASFISDTF

NFAT2 SPASSLSSRSCNSEAS

NFAT4 SPASSISSRSWESDAS

RanBPM SPKSQDSYPVSPRPFSSPSMSPSHGMSIHS

Abb. 35 Der Bereich von AS 392-421 von RanBPM weist Ahnlichkeit mit dem SRR-1 von NFAT1
bzw. dem S-X-X-S Motiv von mPER1 auf. .
(in Anlehnung an : Okamura et al., 2004; Takano et al., 2004)
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Im Gegensatz zu den meisten anderen Ran-bindenden Proteinen ist RanBPM konnte bisher keine
Verbindung von RanBPM mit nukleozytoplasmatischen Transportvorgidngen nachgewiesen
werden. RanBPM besitzt neben der SPRY-Doméne eine LisH-CTLH-Doméne (Lis1-homolog und
C-terminal zum LisH Motiv) (Abb. 34), ein Motiv, das in Proteinen zu finden ist, die involviert
sind in die Steuerung der Mikrotubuli-Dynamik, der Zellmigration und der
Chromosomensegregation (Emes & Ponting, 2001; Smith et al., 2000; Wynshaw-Boris &
Gambello, 2001). Diese Funktionen iiberlappen nicht nur mit denen der Ran GTPase (zur
Ubersicht: Sazer & Dasso, 2000), sondern im Hinblick auf die Regulation von Mikrotubuli-
Dynamik und Chromosomensegregation auch mit Funktionen von CK18. RanBPM55 wurde in
dieser Arbeit als neues Substrat von CK 16 mit einer nukledren Lokalisation vorgestellt. Der Besitz
einer LisH-CTLH-Doméine impliziert eine Beteiligung von RanBPM an zytoplasmatischen
Prozessen, die durch die CKI1 Isoform CK136 beeinflusst werden, moglicherweise iiber eine
Interaktion mit RanBPM.

Mutationen in der kodierenden Sequenz von CK19 fithren zu einer Reduktion der
CK139 Kinaseaktivitiit in Rev2 Zellen

Die Transformation von Zellen durch Simian Virus 40 (SV40) wird durch die Interaktion des
grossen SV40 Tumorantigens (T-Ag) mit zelluldren Proteinen und Strukturen vermittelt. Dabei ist
die Expression von T-Ag notwendig, aber nicht ausreichend, um den transformierten Status der
Zellen zu etablieren und zu erhalten (Jat & Sharp, 1986; Jat et al., 1986). Die Interaktion von T-Ag
mit kooperierenden zelluldren Faktoren ist erforderlich, um einen transformationskompetenten
Status von T-Ag zu gewihrleisten (Topp et al., 1979; Ryan et al., 1985; Bauer et al., 1987; Deppert
et al., 1987; Deppert et al., 1989; Richter & Deppert, 1990; Deppert et al., 1991; Knippschild ez al.,
1991). Die Identifikation von Proteinen, die allgemein die Aktivitdt viraler Onkogene von DNA-
Tumorviren, wie z. B. die des SV40 T-Ag, modulieren, trigt dazu bei, Gene bzw. Proteine zu
identifizieren, die den Prozess der zelluliren Transformation beeinflussen. Die Interaktion viraler
Onkogene mit zelluldren Proteinen wird héaufig beeinflusst durch ihren Phosphorylierungsstatus,
der durch das Zusammenspiel von Kinasen und Phosphatasen in der Wirtszelle bestimmt wird
(Noh et al., 2004; Firzlaff et al., 1989; Firzlaff et al., 1991; Smith et al., 1989; Dumont et al., 1993;
Teodoro & Branton, 1997).

Auch der Phosphorylierungsstatus von T-Ag hat einen immer wieder dokumentierten Effekt auf die
Interaktion von T-Ag mit Proteinen und Strukturen der Wirtszelle, der im Gegenzug die
Funktionen von T-Ag selbst bestimmt (Montenarh & Henning, 1980; Greenspan & Carroll, 1981;
Sturzbecher et al., 1985; Mohr et al., 1987; Sturzbecher et al., 1987; Knippschild et al., 1991).
Korrespondierende Zellsysteme, bestehend aus Wildtyp SV40 transformierten Zellen und
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revertanten Zelllinien, die T-Ag exprimieren, aber einen nicht voll transformierten Phénotyp
besitzen, bieten ein Werkzeug, um den Einfluss zelluldrer Faktoren auf die Etablierung und
Erhaltung des transformierten Status zu analysieren. In dieser Arbeit wurde ein solches Zellsystem,
das SV-52/Rev2 Zellsystem, verwendet. Rev2 Zellen sind T-Ag positive zelluldre Revertanten von
Wildtyp SV40 transformierten SV-52 Rattenembryofibroblasten, die wie die parentale Zelllinie
SV-52 authentisches Wildtyp T-Ag exprimieren, allerdings im Gegensatz zu dieser nach der
Nomenklatur von Risser und Pollack (Risser & Pollack, 1974) einen minimal transformierten
Phénotyp besitzen. In Rev2 Zellen konnte gezeigt werden, dass die spezifische Phosphorylierung
einzelner transformationsrelevanter Phosphorylierungsstellen von T-Ag die Interaktion von T-Ag
mit zelluldren Strukturen verdndert und diese Verdnderungen mit der Ausprigung eines minimal
transformierten Phénotyps korrelieren (Deppert ef al., 1991).

Um zelluldire Gene zu identifizieren, die die transformierenden Eigenschaften von T-Ag
beeinflussen, wurde in dieser Arbeit ein Schwerpunkt auf die Identifizierung von Kinasen gelegt,
die T-Ag phosphorylieren und damit in seiner Funktion modulieren. Es konnte gezeigt werden,
dass T-Ag nicht nur, wie bereits beschrieben worden ist, durch CK1a und CKle phosphoryliert
wird (Cegielska & Virshup, 1993; Cegielska et al., 1994; Fish et al., 1995), sondern auch durch die
CK1 Isoform CKI18. In Extrakten von Rev2 Zellen, die iiber eine Anionenaustauschersiule
fraktioniert worden waren, wurde eine Reduktion der CK1 in vitro Kinaseaktivtdt um mehr als die
Hilfte im Vergleich zur CK1 Kinaseaktivitdt in SV-52 Zellen detektiert. Als Substrat wurde neben
SV40 T-Ag auch das GST-Fusionsprotein FP267 verwendet, das die Aminosédurereste 1-64 von
murinem p53 umfasst. Durch die Verwendung von FP267 als Substrat wurde die Spezifitit der
Phosphorylierung von T-Ag durch die Kinase(n) in den Zellextrakten von SV-52 und Rev2 Zellen
eingegrenzt auf die p53 N-terminalen Kinasen. FP267 enthilt die N-terminalen Phosphorylierungs-
stellen, von denen einige durch CK 106 phosphoryliert werden (Knippschild et al., 1997, Dumaz et
al., 1999). Die Kinaseaktivitit der Peakfraktionen beider Zelllinien konnte durch die Zugabe des
CK16 spezifischen Inhibitors IC261 in verschiedenen Konzentrationen drastisch reduziert werden.
Dariiber hinaus wurde in Western Blot Analysen CK106 in den Peakfraktionen mit der hdchsten
CK1 in vitro Kinaseaktivitit detektiert. Somit korrelierten die phénotypischen Verdnderungen, die
in Rev2 Zellen beobachtet worden waren (Deppert et al., 1991), nicht nur mit der beschriebenen
Unterphosphorylierung des transformationsinkompetenten T-Ag in diesen Zellen, sondern auch mit
einer reduzierten CK1 Kinaseaktivitit in Rev2 Zellen. Die Inhibition dieser CK1 Kinaseaktivitit
durch IC261, die bereits bei niedrigen Konzentrationen von IC261 bei Verwendung nicht nur von
T-Ag, sondern auch von FP267 als unter anderem fiir CK 18 spezifisches Substrat, erreicht wurde,
liess die Schlussfolgerung zu, dass CK10 als zelluldre Proteinkinase durch Phosphorylierung die
Transformationskompetenz des in Rev2 Zellen exprimierten, transformationsdefekten SV40 T-Ag

moglicherweise beeinflusste.
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Die Reduktion der Kinaseaktivitit in Rev2 Zellen war nicht auf eine allgemein geringere
Expression von CK16 in Rev2 Zellen im Vergleich zu SV-52 Zellen zuriickzufiihren. Die
Lokalisation von CKI1 Isoformen beeinflusst die Aktivitdit und Funktion dieser Kinasen oft
massgeblich (zur Ubersicht: Gross & Anderson, 1998). In SV-52 Zellen und in Rev2 Zellen wurde
die gleiche in der Literatur beschriebene, perinukledre Verteilung von CK16 beobachtet (Behrend
et al., 2000a), sodass die Unterschiede in der Kinaseaktivitdt nicht auf eine unterschiedliche
Sequestrierung der Kinasen CK1dwt aus SV-52 und CKldrev aus Rev2 Zellen und eine damit
einhergehende, moglicherweise unterschiedliche Regulation durch zellulire Faktoren zuriick-
gefiihrt werden konnte. Ob die detektierten Unterschiede der elektrophoretischen Mobilitdt von
CK1owt und CKldrev in SV-52 bzw. Rev2 Zellen auf unterschiedliche posttranslationale
Modifikationen der exprimierten Kinasen zuriickzufiihren waren, die kausal zur Reduktion der
Kinaseaktivitdt betrugen oder durch diese bedingt wurden, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart.

Die Verminderung der Kinaseaktivitit in Rev2 Zellen korrelierte mit dem Auftreten von insgesamt
sieben Punktmutationen in der kodierenden Sequenz von CK10drev. Eine dieser Mutationen, die den
Austausch eines basischen Lysins gegen ein ebenfalls basisches Arginin in der Kinasedoméne
bewirkte, wurde in SV-52 Zellen ebenfalls detektiert. Von den in Rev2 Zellen entdeckten Amino-
sduresubstitutionen entfielen vier auf den Bereich der Kinasedoméne und zwei auf den
regulatorischen C-Terminus, der eine Funktion bei der Substraterkennung (Xu et al., 1995;
Longenecker et al., 1998) und der Regulation der Kinaseaktivitit (Graves & Roach, 1995;
Cegielska et al., 1998; Gietzen & Virshup, 1999) ausiibt. Der Austausch Tyr'**—Cys liegt in der
Kinasedoméne im Bereich der B1-Turn-B2 ATP-Bindungsschleife (Xu et al., 1995; Longenecker et
al., 1996) und beeinflusst moglicherweise die Bindung von ATP in dieser Region oder den
Phosphattransfer. Die Aminosduresubstitution an Position 172, Asn—Asp, fiihrt zur Einfiihrung
eines negativ geladenen, sauren Aminosdurerestes in die Aktiverungsschleife L-9D. Der
Aktivierungsschleife L-9D wird aufgrund von Daten der Rontgenkristallstrukturanalyse eine
Funktion bei der Regulation der Substratbindung und Aktivitit von CK16 und Ckil zugesprochen.
In diesem durch das Vorliegen zahlreicher positiv geladener, basischer Aminosdurereste
ausgezeichneten Bereich konnte eine Anionenbindungsstelle lokalisiert werden, an die
moglicherweise phosphorylierte Bereiche von CK16 bzw. Ckil binden (Xu et al., 1995;
Longenecker et al., 1996). Es wurde postuliert, dass diese Bindung {iiber eine Konformations-
dnderung eine geschlossene Konfiguration des Kinasemolekiils induziert, die den Zugang von
Substraten zum katalytischen Zentrum verhindert und damit die Kinasen in eine inaktive
Konformation iiberfiihrt. Die Einfiihrung eines sauren Aminosdurerestes in diese Region fiihrt
moglicherweise liber die Bindung basischer Aminosiurereste im gleichen Bereich des Molekiils

ebenfalls zu einer Konformationsédnderung, die sich inhibitorisch auf die Kinaseaktvitit auswirkt
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und die verminderte Aktivitdit von CKlorev erkldrt. Im C-Terminus von CKI10 wurden die
Autophosphorylierungsstellen Ser’”, Thr'®, Thr’**, Thr’*’, Ser’®, Ser'®, Thr*”" und Ser'®
identifiziert (Graves & Roach, 1995; Gietzen & Virshup, 1999). Die Autophosphorylierung des C-
Terminus von CK10 reduziert die Kinaseaktivitdt (Graves & Roach, 1995; Cegielska et al., 1998;
Gietzen & Virshup, 1999), moglicherweise durch das kompetitive Blockieren des aktiven Zentrums
durch den in der phosphorylierten Form als Pseudosubstrat wirkenden C-Terminus (Longenecker et
al., 1996; Longenecker et al., 1998). Der Austausch des Aminosdurerestes Gly—Ser an Position
332 in der Aminosdure-Sequenz von CKlorev fiihrt eine zusétzliche putative
Autophosphorylierungsstelle in den C-Terminus ein, die unter Umstdnden das autoinhibitorische
Potential des C-Terminus erhoht. Die Substitutionen an den Positionen 47 (Pro—Ser), 172
(Asn—Asp) und 202 (Val—Ala) betreffen konservierte AS der Subdoménen II, VIII und IX
(Longenecker et al., 1996) und haben unter Umstinden weitergehende Auswirkungen auf die
Konformation von CK106rev.

Die aus Rev2 Zellen isolierte und als GST-Fusionsprotein aufgereinigte CKldrev wies im
Vergleich zu CK1dwt aus SV-52 Zellen in vitro eine reduzierte Kinaseaktivitit bei Verwendung
von FP267 als Substrat auf. Die Reduktion der CK1 in vitro Kinaseaktivitit, die in den Zell-
extrakten von Rev2 Zellen detektiert wurde und durch die Verwendung des CK1 Substrats FP267
sowie die Inhibition durch den CK 18 Inhibitor IC261 spezifiziert werden konnte, korrelierte daher
nicht nur mit der Ausbildung des minimal transformierten Phdnotyps und dem Auftreten von
Mutationen in der kodierenden Sequenz von CK1drev, sondern auch mit einer Verminderung der in
vitro Kinaseaktivitdt der aus Rev2 Zellen isolierten CK1d6rev. Aufgrund dieser Beobachtungen
wurde angenommen, dass CK19 als zelluldrer Faktor die Erhaltung des maximal transformierten
Phénotyps von SV-52 Zellen beeinflusst und Mutationen in der kodierenden Sequenz von CK1drev

zur Reversion des Phénotyps von minimal transformierten Rev2 Zellen beitragen konnten.

Die Expression der mutanten CKl1drev trigt zur Reversion des Phinotyps von
minimal transformierten Rev2 Zellen bei, und die Transformationskompetenz von
SV40 T-Ag in Rev2 Zellen kann durch die zellulidre Proteinkinase CK10 moduliert
werden

Die stabile Expression von CK1drev in SV-52 Zellen fiihrte zu einer partiellen Reversion des
Phénotyps in den etablierten, CK1drev iiberexprimierenden SV-CK Zellen. Die Expression des
exogenen Faktors CK1drev in SV-52 Zellen fiihrte damit zu einem dominant-negativen Effekt in
dieser Zelllinie, der durch die Verdnderungen der Morphologie und des Wachstumsverhaltens von
SV-CK Zellen widergespiegelt wurde. Der dominant-negative Charakter der zelluldren

Mutation(en) in Rev2 Zellen wurde bereits durch Experimente mit zelluldren Fusionen aus SV-52
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und Rev2 Zellen dokumentiert (W. Deppert et al., unverdffentliche Ergebnisse). In diesen Fusions-
zellen konnte, im Gegensatz zur erwarteten Komplementation der postulierten Mutation(en) in
Rev2 Zellen, das Einbringen der korrespondierenden Wildtyp-Gene aus SV-52 Zellen den Trans-
formationsdefekt von T-Ag und die damit einhergehende Verminderung des Transformations-
grades nicht beheben. Die Expression katalytisch inaktiver Kinasen iibt hiufig einen dominant-
negativen Effekt im Hinblick auf die Aktivitit der korrespondierenden Wildtyp-Kinase aus (He et
al., 1995; Peters et al., 1999; Sakanaka et al., 1999), und auch die mutierte CK1drev {ibte einen
solchen dominant-negativen Effekt im zelluldren Hintergrund von Rev2 Zellen aus. Eine mogliche
Erklarung dieses Effekts kann aus der Analyse der Kristallstrukturdaten einer an der Position 342
trunkierten CK 16 abgeleitet werden. Diese Daten zeigen das Vorliegen eines intermolekularen
Kontaktes in der Kristallstruktur auf, der auf die Kristallisation von CK13 als Dimer schliessen
lasst (Longenecker et al., 1998). Eine solche postulierte Dimerisierung wiirde die Aktivitit des
Molekiils durch den Verschluss des katalytischen Zentrums inhibieren und neben der Bindung von
phosphorylierten Aminosaureresten in der Anionenbindungsstelle des katalytischen Zentrums einen
weiteren Mechanismus fiir die Regulation der Kinaseaktivitit darstellen. Die in der kodierenden
Region von CKl1drev detektierten Mutationen fiihrten eventuell zur Expression einer mutanten
Kinase, die praferentiell solche Dimere ausbildet und {iber die Komplexierung von CK10wt im
Dimer die beobachtete dominant-negative Wirkung ausiibt. In solchen dimeren Komplexen ist
moglichweise die Kinetik einer Substratumsetzung insgesamt stark reduziert gegeniiber der
Wildtyp-Kinase. Alternativ konnte die Dimerisierung zur Bildung einer Konformation fiihren, die
keine oder nur wenig Substratbindung und —umsetzung erlaubt. In beiden Fillen wiirde
komplexierte CK16wt im Dimer durch CK1drev ,,inaktiviert“ werden. Die Dimerisierung ist ein
Mechanismus der Regulation der Kinaseaktivitit, der fiir einige Rezeptor-Tyrosinkinasen
beschrieben wurde (Ullrich & Schlessinger, 1990). Ob eine solche Dimerisierung, wie sie aufgrund
der Kristallstruktur von CK10342 postuliert wurde, bei der Serin/Threoninkinase CK19d in vivo
auftritt, ist bisher nicht bekannt.

Der direkte Effekt der Phosphorylierung spezifischer Phosphorylierungsstellen von T-Ag auf die
Interaktion mit zelluldren Strukturen im Hinblick auf die Replikation der viralen DNA infolge der
Virusvermehrung im lytischen Zyklus ist gut dokumentiert und wird durch die koordinierte Aktion
zahlreicher Kinasen und Phosphatasen vermittelt (zur Ubersicht: (Prives, 1990). Die koordinierte
Phosphorylierung sowohl N- als auch C-terminaler Phosphorylierungsstellen scheint notwendig zu
sein, um T-Ag in einer biologisch aktiven Konformation zu erhalten (Scheidtmann, 1986;
Scheidtmann et al., 1991b; Schneider & Fanning, 1988 ; Hoss ef al., 1990). Die Phosphorylierung

von Thr'*

z. B. ist essentiell fiir die Bindung von T-Ag an orill Sequenzen von SV40 und die
Aktivierung der Replikation der viralen DNA. Thr'*

phosphoryliert (McVey et al, 1989), und diese Modifikation ist essentiell fiir das komplette

4cd02

wird durch p3 in vitro und in vivo
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Aufschmelzen des SV40 Replikationsursprung (McVey et al., 1996; McVey et al., 1993). Die

% und Ser'” durch CKla wirkt sich dagegen inhibitorisch auf die

Phosphorylierung von Ser'?
Funktion von T-Ag in der viralen DNA-Replikation aus (Cegielska & Virshup, 1993; Cegielska et
al., 1994). An diesen Serinresten phosphoryliertes, in Bezug auf die Initiation der Replikation
inaktives T-Ag wird infolge einer Dephosphorylierung durch Protein Phosphatase 2A (PP2A)
aktiviert (Scheidtmann et al., 1991a; Virshup et al., 1989; Virshup et al., 1992). Im Vergleich zu
der detailreichen Kenntnis im Hinblick auf den Einfluss des Phosphorylierungsstatus von T-Ag auf
die Replikation des viralen Genoms und die Virusvermehrung in permissiven Zellen ist wenig
dariiber bekannt, wie sich die Phosphorylierung spezifischer Serin- oder Threoninreste von T-Ag in
der zelluldren Immortalisierung und Transformation durch SV40 auswirkt. Die transformierende
Aktivitdit von T-Ag wird durch die Bindung und Manipulation der Funktion der
Tumorsuppressoren bzw. Zellzyklusregulatoren pRB, p107, p130/pRB2 und p53 vermittelt (zur
Ubersicht: Ali & DeCaprio, 2001). Die Bindung der transkriptionellen Koaktivatoren und putativen
Tumorsuppressoren p300 und CBP trigt iiber die Beeinflussung des mdm2-vermittelten Abbaus
von p53 und der p53-abhéngigen Transaktiverung von Genen wie z. B. mdm-2, p21 und bax zum
transformierenden Potential von T-Ag bei (Avantaggiati et al., 1997; Gu et al., 1997; Lill et al.,
1997). In Rev2 Zellen wirkt sich die Unterphosphorylierung von T-Ag nicht auf die
Komplexierung von p53 durch T-Ag oder die metabolische Stabilisierung von p53 infolge der
zelluldren Transformation aus (Deppert et al., 1991), und auch die transformationsrelevante
Bindung von pRB wird nicht beeinflusst (Avantaggiati et al., 1996). Allerdings konnte in Rev2
Zellen eine Hyperphosphorylierung von p300 detektiert werden im Vergleich zu SV-52 Zellen, die
zu einem Verlust der Interaktion von T-Ag mit dieser Population von p300 fiihrte. Dieser Verlust
der Bindung von T-Ag ging mit einer Reduktion der transkriptionellen Repression von CRE
Promotoren einher, wie sie in den maximal transformierten SV-52 Zellen stattfindet (Avantaggiati
et al., 1996). Die Komplexierung von p300 durch das Adenovirus E1A Tumorantigen wurde durch
diese Uberphosphorylierung von p300 dagegen nicht beeinflusst.

Die Hyperphosphorylierung von p300 scheint im ersten Moment widerspriichlich im Hinblick auf
die Reduktion der CK16 Kinaseaktivitit, wie sie in dieser Arbeit fiir Rev2 Zellen beschrieben
wurde. Eine gesteigerte Phosphorylierung wird entweder durch die verminderte Aktivitit von
Phosphatasen oder die gesteigerte Aktivitdit von Kinasen oder durch die Modulation dieser
Aktivitditen durch weitere zelluldre Faktoren hervorgerufen. Die Aktivitit von Kinasen und
Phosphatasen kann durch Phosphorylierung reguliert werden, und auch Faktoren, die modulierend
in Prozesse der Phosphorylierung und Dephosphorylierung eingreifen, konnen wiederum durch
diese posttranslationale Modifikation in ihrer Funktion beeinflusst werden. Es ist denkbar, dass
CK1orev auf diese Weise indirekt die in Rev2 Zellen detektierte Hyperphosphorylierung von p300

beeinflusst und damit die Interaktion dieses Faktors mit T-Ag inhibiert. CK16 wurde im Rahmen
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dieser Arbeit als ein Modulator der transformierenden Aktivitit des SV40 T-Ag identifiziert. Die
Auspriagung des minimal transformierten Phinotyps in Rev2 Zellen konnte zumindest teilweise auf
die Expression der mutierten CK1drev mit reduzierter Kinaseaktivitdt zurlickzufiihren sein. Das
Auftreten einer hyperphosphorylierten Form von p300 deutet dagegen an, dass in Rev2 Zellen
moglicherweise Defekte in mehr als einem Signaltransduktionsweg vorliegen und zusitzliche

Mutationen zelluldrer Gene zur Reversion des Phinotyps in Rev2 Zellen beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit der leichten Kette LC2 von MAPIA, dem SNARE-
assoziierten Protein Snapin und dem mit der Ran GTPase assoziierten Ran Binding Protein im
MTOC (RanBPM) drei neue Interaktionspartner der Proteinkinase CK10 beschrieben. Die
Phosphorylierung von LC2 durch CK 106 kdnnte auf eine Rolle von CK19 bei der Beeinflussung der
Mikrotubuli-Dynamik in der Interphase und in der Mitose hinweisen. Snapin als ein Protein, das in
Prozesse des Vesikeltransports und der Membranfusion, insbesondere der synaptischen
Transmission, involviert ist, stellt eine weitere Verbindung von CK16 mit diesen zelluldren
Funktionen her. Die Verkniipfung von RanBPM mit diversen physiologischen Prozessen ldsst
vermuten, dass CK 13 als ein Interaktionspartner von RanBPM in einige dieser Prozesse involviert
ist. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CK 16 massgeblich an der Ausbildung
des maximal transformierten Phinotyps in SV-52 Zellen beteiligt ist und die Expression einer
funktionell aktiven CK 156 notwendig ist, um SV40 T-Ag in einem transformationskompeten Status

zu halten.
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AbKkiirzungen

A Alanin

Abb. Abbildung

Ade Adenin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

AT Annealing Temperatur

ATP Adenosintriphosphat

BPB Bromphenolblau

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Carboxy

ca. circa

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
Caspase Cysteinyl-Aspartat-Protease

CD C-terminale Doméne

cdk Cyclin-abhingige Kinase

Ci Curie

CK Casein Kinase

cm Zentimeter

cpm Impulse (counts) pro Minute

D Dalton

D Aspartat

DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenyl-indol
dATP Desoxyadenintriphosphat

DC Diinnschichtchromatographie
dCTP Desoxycytosintriphosphat

DD Dimerisierungsdoméne

ddH,0O doppelt destilliertes Wasser
ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat
DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

d.h. das heif3t

DMEM ‘Dulbecco’s Modified Eagle’s” Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E Glutamat

ECFP Enhanced cyan fluorescent protein
ECL verstiarkte Chemilumineszenz
EDTA Ethylendiamin-N,N,N’ N’- tetraessigsdure
EGTA Ethylenglykol-bis2(2-aminoetyhlether)-N,N,N’ ,N’-tetraessigsdure
ER Endoplasmatische Retikulum
EYFP »Enhanced yellow fluorescent protein‘
F Phenylalanin

Fa. Firma

FCS fotales Kalberserum

g Gramm
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G Glycin

GDP Guanosindiphosphat

Gly Glycin

GSK3 Glykogen Synthase Kinase 3

GST Glutathion-S-transferase

GTP Guanosintriphosphat

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

h Stunde

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsiure)

His Histidin

HRP Meerrettich-Peroxidase

I Isoleucin

IgG Immunglobulin G

1P Immunprézipitation

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

J Joule

k Kilo

kb Kilobasenpaare

KD Kinasedoméne

KD Kilodalton

KHD Kinesin homologe Doméne

1 Liter

L Leucin

LB Luria-Bertani-Medium

Leu Leucin

u mikro

m milli

m Meter

M molar (mol/l)

MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCS Multiple Cloning Site

min Minute

mRNA messenger Ribonukleinsdure

MTOC Mikrotubuli-Organisations-Zentrum

MW Molekulargewicht

n nano

N- Amino-

NLS Kerntransportsignal

NP40 Nonidet P40

OD optische Dichte

P Prolin

PAS Protein A-Sepharose

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

pH negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration der
Wasserstoffionen

R Arginin

rev Revertante

RNA Ribonukleinséure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur
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RT-PCR Reverse Transkription- Polymerase-Ketten-Reaktion
S Serin

sek Sekunde

Ser Serin

SDS Natriumdodecylsulfat

SV40 Simian Virus 40

T Threonin

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TCA Trichloressigsédure

TBS Tris-gepufferte Salzlosung
TEMED N,N,N*,N‘-Tetramethylethylendiamin
TGN trans-Golgi Netzwerk

Thr Threonin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U unit

u.a. unter anderem

UAS Upstream activating sequence
UTR untranslatierte Region

v Valin

A% Volt

Vol. Volumenanteil

v/v Volumen pro Volumen

W Tryptophan

WB Western Blot

wt Wildtyp

w/v Gewicht pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

X beliebige Aminoséure

Y Tyrosin

YFP Yellow fluorescent protein

YTH-System Yeast Two-Hybrid” System
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