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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Der Zellkern eukaryotischer Zellen zeichnet sich durch zahlreiche morphologisch sowie
funktionell unterschiedliche Doménen aus, die als Kernkompartimente bezeichnet werden. Zu
thnen gehoren u. a. der Nukleolus und die Promyelozytische Leukdmie (PML) Protein-
Kerndomaénen, die als dynamische subnukledre Strukturen bei der Regulation des Zellzyklus,
der Apoptose, der Transkription, der Tumorsuppression und der zelluldren, antiviralen
Antwort eine wichtige Bedeutung besitzen. Die Funktion sowie die Regulation der in
Kerndominen ablaufenden Prozesse sind gegenwirtig weitgehend nur unzureichend
verstanden. Ziel dieser Dissertation war es, neue Kerndoménen-assoziierte Komponenten zu
identifizieren und zu charakterisieren. Diese Studien sollten zu einem besseren Verstindnis

der Funktion von Kerndoménen beitragen.

Zu diesem Zweck wurden neue, nicht charakterisierte proteinkodierende Abschnitte von in
Sequenzdatenbanken bis zu diesem Zeitpunkt nicht annotierten cDNAs an EYFP fusioniert, in
humanen Zelllinien exprimiert und auf ihre subzelluldre Lokalisation analysiert. Zwei dieser
neuen Proteine konnten aufgrund ihrer Lokalisation als neue Kerndoménen-assoziierte

Komponenten identifiziert werden.

Bei einem der beiden Proteine, dem PAROT (PML-associated repressor of transcription)-
Protein, handelt es sich um einen Repressor der Transkription, der eine N-terminale
Repressordoméne, eine KRAB (Kriippel associated box)- Doméne, eine Linker-Doméne und
eine C-terminale C2H2-Zinkfinger (ZNF)-Doméne zur DNA-Bindung, sowie drei Konsensus-
Kernlokalisationssignale besitzt. Anhand seiner Doménenstruktur konnte PAROT der ZNF91-
Proteinfamilie der ,,multiple-adjacent “-KRAB-C2H2-Zinkfinger Proteine zugeordnet und das
zugehorige Gen, ebenso wie die meisten anderen Mitglieder der ZNF91-Proteinfamilie, auf
dem Chromosom 19p13.11 kartiert werden. Die PAROT mRNA konnte in verschiedenen
menschlichen Geweben wie Skelettmuskel, Niere, Dickdarm und Gehirn als ein 4.4 kb
Transkript nachgewiesen werden. Ektopisch exprimiertes PAROT-Protein lokalisiert in
Kerndoméinen und kann durch die PML-Isoform IV in PML-Kerndoménen rekrutiert werden.
Weiterhin kolokalisiert es mit dem Korepressor TIF1B sowie mit Mitgliedern der
Heterochromatin Protein 1 (HP1)-Proteinfamilie, was vermuten ldsst, dass das PAROT-
Protein, dhnlich wie andere KRAB-ZNF Repressoren, iiber die direkte Interaktion mit TIF13
die Genexpression reprimiert. Die Repression der Transkription durch das PAROT-Protein

kann aufgrund der Rekrutierung durch die PML-Isoform PML IV in PML-Kerdominen
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dosisabhingig aufgehoben werden. Somit handelt es sich bei PAROT um einen durch seine
Assoziation mit PML-Kerndomédnen regulierbaren Transkriptionsrepressor. Indirekte
Immunfluoreszenzanalysen mit unterschiedlichen gegen das PAROT-Protein gerichteten
Antikorpern zeigten unerwarteterweise eine Kolokalisation von PAROT mit Mitochondrien,
was als Hinweis verstanden werden kann, dass PAROT nur auf bestimmte Stimuli hin in den

Zellkern einwandert und seine Zielgene reprimiert.

Das zweite identifizierte Kerndoménenprotein wurde Nucleostatmin genannt und besitzt zwei
putative Kernlokalisationssignale, eine mogliche Nukleoluslokalisierungssequenz und ein
RNA-Erkennungsmotiv (RRM), das dieses Protein als ein RNA-bindendes Protein
klassifiziert. Nucleostatmin ist ein in Maus und Ratte konserviertes Protein und zeigt eine
starke Sequenzhomologie zum Protein aus Maus und Ratte, die besonders in den Bereichen
des RRM und der moglichen NoLS ausgeprigt sind. Ektopisch exprimiertes Nucleostatmin
lokalisierte iberwiegend im Nukleoplasma, war jedoch auch im Nukleolus nachweisbar. Das
endogene Nucleostatmin Protein ist zusammen mit der DNA-abhéngigen RNA Polymerase |
und dem UBF Protein in fibrilldren Zentren des Nukleolus lokalisiert. Wurde die DNA-
abhingige RNA-Synthese der RNA Pol I durch AMD inhibiert, lokalisierte Nucleostatmin
nicht mehr im Nukleolus, sondern war diffus im Nukleoplasma verteilt. Demnach {ibt
Nucleostatmin  moglicherweise eine Funktion auf transkriptioneller oder post-

transkriptioneller Ebene der rRNA Transkription aus.

Zusammenfassend ist zu bemerken, dass zwei neue, unbekannte Kerndoménen-assoziierte
Proteine mithilfe dieses methodischen Losungsansatzes identifiziert und charakterisiert
wurden. Es stellte sich im Laufe dieser Arbeit heraus, dass dabei die Lokalisation der EYFP-
Fusionsproteine nicht zwingend der des endogenen Proteins entspricht, was erstmals eine
Schwachstelle dieses Ansatzes zur Identifizierung von neuen Kerndominenkomponenten
aufzeigt. Dennoch bestitigte sich fiir das PAROT Protein als ersten Vertreter der KRAB-
C2H2-Zinkfinger Proteinfamilie nachweislich eine PML-Kerndomdnen Assoziation.
Interessanterweise wurde auch ein weiteres KRAB-C2H2-Zinkfingerprotein, KRIM1A, von
PML IV in PML-Kerndoménen rekrutiert. Eine PML-Kerndoménen Assoziation des
Nucleostatmin Proteins konnte bisher weder bestétigt, noch ginzlich ausgeschlossen werden.
Mit grofBer Wahrscheinlichkeit handelt es sich hierbei um ein neues RNA-bindendes,

nukleoldres Protein, das eine noch unbekannte Funktion in der rRNA Transkription ausiibt.
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I. Einleitung

1.1 Der Zellkern (Nukleus)

Der Zellkern (Nukleus) wurde als erste intrazelluldre Struktur eukaryotischer Zellen entdeckt
und das erste Mal 1802 von Franz Bauer beschrieben (Dundr and Misteli, 2001). Er stellt den
charakteristischen Unterschied zwischen prokaryotischen und eukaryotischen Zellen dar, in
denen die Nukleinsduresynthese und Prozessierung rdumlich getrennt in diesem, von der
Kernhiille umgebenen Kompartiment, ablauft. Die Kernhiille ist mit dem endoplasmatischen
Retikulum assoziiert, besteht aus einer inneren und einer dufleren Membran und wird von den
Kernporenkomplexen durchspannt. Uber diese findet der Transport von Stoffen zwischen
Zellkern und Zytoplasma statt (Stoffler et al., 1999). Der innere Bereich des Nukleus, das
Nukleoplasma, ist nicht homogen, sondern in hochorganisierte Doménen oder Kompartimente
aufgeteilt. Obwohl erste Studien darauf hinwiesen, dass der Nukleus nur wenig organisiert ist,
zeigen aktuelle Studien eine stetig steigende Anzahl von spezialisierten und hochorganisierten
Dominen oder subnukledren Organellen (Spector, 2001). Einige dieser Domédnen wurden als
dynamische Strukturen identifiziert, wobei ein schneller Proteinaustausch zwischen diesen
Dominen und dem Nukleoplasma stattfindet. Sie sind sowohl mit spezifischen nukledren
Funktionen als auch spezifischen Proteinen assoziieren (Misteli, 2001). Im Nukleoplasma
liegen DNA-Proteinkomplexe in sog. chromosomalen Territorien als Euchromatin oder
Heterochromatin vor. Euchromatin ist nur schwach kondensiert, so dass spezifische DNA
Sequenzen transkribiert werden konnen. Heterochromatin ist stark kondensiert, die Gene sind
inaktiv und es findet keine Transkription statt (Cremer and Cremer, 2001). Das Nukleoplasma
enthélt ebenfalls, neben unterschiedlichen Anteilen 16slicher Proteine, unlosliche Proteine, die
bei der Extraktion von Zellkernen mit Hochsalzpuffern als filamentdse Struktur zuriick
bleiben (Zbarskii and Debov, 1951). Sie wird als nukledre Matrix bezeichnet und soll die
nukledre Architektur organisieren (Pederson, 2000). Die biologische Existenz der nukledren
Matrix wird stark diskutiert, da sie bisher nicht genau definiert werden konnte (Nickerson,
2001; Pederson, 2000). Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen ein stark verzweigtes,
filamentoses Netzwerk. Dieses ist sowohl in der Masse als auch im Verzweigungsgrad nicht
stimmig mit der Topographie des Interchromatin Bereiches von Zellkernen in lebenden Zellen
(Bornfleth et al., 1999; Kanda et al., 1998; Manders et al., 1999; Politz et al., 1999; Zink et
al., 1998). Die bisher bekannten nukledren Kompartimente sind unterschiedlich gut

charakterisiert, wobei der Nukleolus (Carmo-Fonseca et al., 2000; Olson et al., 2000; Scheer
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and Hock, 1999) eines der bestcharakterisierten Kompartimente darstellt. Hierbei handelt es
sich um ein hochorganisiertes Organell, das die ribosomale DNA beinhaltet, in dem die
ribosomalen RNAs transkribiert, prozessiert und mit den ribosomalen Untereinheiten
komplexiert werden (Leung et al., 2003). Innerhalb der in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie
als Punktstrukturen (,,Dots*) erscheinenden nukleiren Domidnen sind es u. a. die PML-
Kerndominen (Promyelozytische Leukdmie-Protein), die durch ihre Assoziation mit

verschiedenen humanen Erkrankungen ein groBes Interesse auf sich ziehen (Borden, 2002).

1.2 PML-Kerndomanen

PML-Kerndoménen, auch bekannt als POD (PML onkogene Dominen), Kremer-Korper,
NDI10 (Nukleire Doméne-10) oder einfach nukledre Punkte wurden bereits vor iiber 40
Jahren beschrieben (de et al., 1960) und erlangten durch den Gebrauch von Autoimmunseren
ein neues Interesse (Brasch and Ochs, 1992; Szostecki et al., 1997; Zuchner et al., 1997). Die
Namen PML-Kerndoménen und POD stammen aus verschiedenen Studien, in denen gezeigt
werden konnte, dass das promyelozytische Leukédmie-Protein (PML) mit diesen Strukturen
assoziiert ist (Ascoli and Maul, 1991; Dyck et al., 1994; Hodges et al., 1998; Maul et al.,
2000). PML-Kerndoménen sind scheinbar evolutiondr nicht konserviert innerhalb der
Eukaryoten. Sie wurden bislang nur bei Sdugern identifiziert und sind in nahezu allen bisher
analysierten humanen Zelllinien vorhanden (Borden, 2002). Sie kdnnen in Interphase-
Zellkernen mit geeigneten Antikorpern sichtbar gemacht werden und erscheinen in der
Immunfluoreszenzmikroskopie als vereinzelte punktférmige oder ringéhnliche Strukturen
(Dyck et al., 1994; Weis et al., 1994). Es handelt sich dabei um dynamische makromolekulare
Strukturen bzw. Multiproteinkomplexe, die mit der unldslichen nukledren Matrix assoziiert
sind (Nayler et al., 1998; Sahlas et al., 1993; Stuurman et al., 1992). Sie variieren in ihrer
GroBe, Anzahl und Zusammensetzung in verschiedenen Zelllinien in Abhéngigkeit von
endogenen und exogenen Stimuli wie z.B. extrazelluldren Signalen, viralen Infektionen und
genotoxischem Stress (Borden, 2002). Unter normalen Bedingungen liegt die Anzahl der
PML-Kerndoménen jedoch zwischen 10 und 30 dieser nukledren Doménen pro Zellkern mit
einem Durchmesser von ~ 0,2 bis 1 um (Dyck et al., 1994; Lallemand-Breitenbach et al.,
2001; Melnick and Licht, 1999). Anzahl und GréBe der PML-Kerndomédnen éndern sich
wihrend des Zellzykluses (Koken et al., 1995). Die PML-Kerndominen und die Aufklarung
ihrer molekularen Zusammensetzung war Gegenstand zahlreicher Forschungen der

vergangenen Jahre und ist auch heute noch ein sehr aktives Forschungsgebiet. In den frithen
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1960er Jahren wurden sie das erste Mal elektronenmikroskopisch dargestellt und riickten,
aufgrund ihrer Verbindung mit mehreren humanen Erkrankungen wie beispielsweise der
akuten promyelozytischen Leukdmie (APL), in den frithen 1990er Jahren erneut in den
Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses. Obwohl die molekulare Funktion der PML-
Kerndoménen bis heute noch unklar ist, gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass es sich dabei
um regulatorische Dominen handelt, die an verschiedenen zelluldren Prozessen beteiligt sind.
So wird beispielsweise das 11S Proteasom rekrutiert, das an der Protein-Degradierung
beteiligt ist (Lallemand-Breitenbach et al., 2001). Proteine, die an der Regulation der
Transkription von Genen (Li et al., 2000; Zhong et al., 2000a), am RNA-Transport (Lai and
Borden, 2000), oder an Signaliibertragungswegen der Apoptose beteiligt sind (D'Orazi et al.,
2002; Guo et al., 2000; Hofmann et al., 2002; Wang et al., 1998; Zhong et al., 2000b), sind in
PML-Kerndoménen zu finden. Selbst an der Kontrolle von Zellwachstum (Cohen et al., 2001;
Fagioli et al.,, 1998) und Differenzierung (Wang et al., 1998), der Alterung von Zellen
(Bischof et al., 2002; Ferbeyre et al., 2000; Langley et al., 2002; Pearson et al., 2000), der
Tumorsuppression (Salomoni and Pandolfi, 2002) und der DNA Reparatur (Bischof et al.,
2001; Carbone et al., 2002) sind PML-Kerndoménen assoziierte Proteine beteiligt. Neben
PML wurde das kleine ubiquitindhnliche Protein SUMO-1 (PIC1/Sentrin) in PODs
nachgewiesen. SUMO-1 ist fiir die korrekte Bildung der PODs essentiell, da nur nach
kovalenter Bindung von drei Lysinresten an PML PML-Kerndoménen ausgebildet werden
(Boddy et al., 1996). SUMO-1 modifiziertes PML bildet somit vermutlich das Geriist fiir die
POD Struktur wihrend nicht modifiziertes PML in der 16slichen Kernplasmafraktion verteilt
ist (Muller et al., 1998). Erst die Modifizierung von PML durch kovalent gebundenes SUMO-
1 ermdglicht die Lokalisierung verschiedener Proteine wie beispielsweise Daxx oder CBP in
PML-Kerndoménen (Doucas et al., 1999; Ishov et al., 1999; Zhong et al., 2000b). Die
Vielzahl und Verschiedenheit der PML-Kerndominen und der an sie assoziierten Proteine
filhrte zu der Vermutung, dass PML-Kerndoménen selbst keine aktiven Kompartimente sind,
sondern eine Art Depot zur Lagerung und Regulation dieser Proteine darstellen konnten
(Maul et al., 2000). Abbildung 1.1 zeigt eine Zusammenstellung von zelluldren Proteinen, die

nachweislich mit PML-Kerndoménen assoziiert sind (Hofmann and Will, 2003).
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Abb.1.1: Zelluldre Proteine, die mit PML-Kerndoméanen assoziieren. 2003 veroffentlicht von T.G. Hofmann
und H. Will. ,,Body language: the function of PML nuclear bodies in apoptosis regulation. “ Cell Death and Differentiation
10, 1290-1299.

PML-Kerndomédnen und deren Komponenten weisen dynamische Eigenschaften auf, die
wahrscheinlich fiir deren Funktionen in verschiedenen zelluldren Prozessen eine grofle Rolle
spielen (Boisvert et al., 2001; Misteli, 2001; Wiesmeijer et al., 2002). Nach Induktion von
Stress z.B. in Form von Hitzeschock, Schwermetallbehandlung oder nach der Expression
einiger viraler Proteine konnte gezeigt werden, dass PML-Kerndoménen dissoziieren und
wieder reassemblieren (Eskiw et al., 2003; Everett et al., 1998; Maul et al., 1995). Das
SUMO-1 Protein scheint bei diesem Mechanismus der Stress-induzierten Dissoziation und
Wiederherstellung von PML-Kerndoménen eine Schliisselrolle einzunehmen (Eskiw et al.,

2003).

1.2.1 Das PML-Protein und die RBCC/TRIM-Proteinfamilie

Die hiufigste Form der APL zeichnet sich durch chromosomale Translokation t(15:17) aus,
bei der das Retinsdurerezeptor-a-Gen (RARa-Gen) an das Promyelozytische Leukdmie-Gen
(PML-Gen) fusioniert wird und es dadurch zur Expression des PML-RARaq Fusionsproteins
kommt (Alcalay et al., 1991; Chang et al., 1992; de The et al., 1990; Goddard et al., 1991;
Kakizuka et al., 1991; Pandolfi et al., 1991; Rowley et al., 1977). Charakteristisch fiir die
APL ist die Blockierung der Differenzierung von Promyelozyten zu Myelozyen. Die
leukdmischen Zellen zeichnen sich durch eine massive Umverteilung der PML-Kerndoménen
in sogenannte ,,Mikrodots* aus, die durch die Expression des Fusionsproteins PML-RARq
hervorgerufen wird. Diese Umverteilung kann durch Behandlung mit #rans-Retinsdure

(ATRA) behoben werden und durch die daraus resultierende Aufhebung der Blockierung der
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Differenzierung zu einer, wenn auch nur kurzzeitigen, klinischen Remission in Patienten
fiihren (Degos and Wang, 2001; Grimwade and Solomon, 1997; Melnick and Licht, 1999).
Die Behandlung mit Arsentrioxid hingegen, flihrt zur Apoptose der leukdmischen Zellen
(Chen et al., 1996; Zhu et al., 1997). Obwohl die Anzahl der APL Patienten weltweit relativ
gering ist, ist die erfolgreiche Differenzierungstherapie beispielhaft fiir die Bekdmpfung von
Tumorzellen ohne Chemotherapeutika und wird deshalb in zahlreichen wissenschaftlichen
Abhandlungen diskutiert (Benoit et al., 2001a; Benoit et al., 2001b; Grimwade and Solomon,
1997; Melnick and Licht, 1999; Roussel and Lanotte, 2001).

Das PML-Protein gehort, ebenso wie die TIF1-Proteinfamilie (siche 1.2.4), zu einer
Proteinfamilie, die sich durch das dreigeteilte RBCC/TRIM-Motiv auszeichnen, das sehr
wahrscheinlich der Protein-Protein Interaktion dient und in Abbildung 1.2 dargestellt ist

(Borden, 1998; Borden, 2002).

mp [ RINC O[S0 [ 52 |~ Coiled cor )
Zbk(’

tf'o AMARLS

(2

Abb.1.2: Schematische Darstellung des PML RBCC/TRIM Motivs. Die Abbildung zeigt die schematische
dreidimensionale Struktur der drei Subdoméanen; die PML RING-Finger Doméane (Borden et al., 1995), die XNF7
B-Box Domane (Borden et al., 1995) und eine idealisierte heterodimere o-helikale ,coiled-coil* Domane. Zink-
Atome sind durch grau-weil’e Kugeln dargestellt, B-Faltblatter als Pfeile und a-Helizes als Spiralbénder. Die
raumliche Anordnung der drei Subdomanen ist unbekannt, wie auch die der mutmaRlichen ,coiled-coil* Domane,
obwohl die B2 B-Box des PML-Proteins direkt in diese Region Ubergeht (Borden, 2002).

Das entscheidende Element dieses dreigeteilten Motivs (RING-Finger, B-Box, ,,coiled-coil*
oder ,,TRIpartite Motif*“ (Reymond et al., 2001)) ist der N-terminale RING-Finger, der als
Cystein-reiches Motiv der Form CsHC4 zwei Zink-Ionen bindet (Barlow et al., 1994; Bellon
et al., 1997; Borden et al., 1995). Es wird vermutet, dass die RING-Finger Struktur durch die

Bindung von Zink ein hydrophobes Grundgeriist bildet, und die variable Sequenz dazwischen
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die spezifische Proteinbindung in sich birgt (Borden, 1998; Cao et al., 1997). Die RING-
Finger Doméne des PML-Proteins ist u. a. fiir die Formation der PML-Kerndoméinen
essentiell (Borden et al., 1995; Kastner et al., 1992). Das zweite Motiv der RBCC-Doméne ist
die B-Box, die ebenfalls als Cystein-reiches Motiv der Form CHC;H, Zink bindet (Reddy and
Etkin, 1991). Bei der B-Box handelt es sich um eine unabhéngig globulir gefaltete Domine,
die sich in doppelter Ausfiihrung C-terminal des RING-Fingers befindet (Peng et al., 2000).
Das dritte Motiv der RBCC-Domine ist die ,,coiled-coil*“ Dimerisierungsdomine, die sich
durch hydrophobe Reste, von denen angenommen wird, dass sie eine ausgedehnte o-helikale
Region bilden, auszeichnet (Lupas, 1996). Diese Doméne ist fiir die Aufrechterhaltung von
PML und PML-RARo Homo- und Heterodimeren notwendig (Kastner et al., 1992). Als
vollstindige RBCC-Doméne ist diese notwendig und hinreichend fiir die Lokalisation von
PML in PML-Kerndoméinen in vivo, Wachstumssuppression, apoptotische sowie anti-virale

Aktivitidten des PML-Proteins (Barlow et al., 1994; Borden et al., 1996; Le et al., 1996).

Bisher sind 15 PML-Isoformen bekannt, die sich hauptséchlich im C-Terminus des Proteins
unterscheiden (Jensen et al., 2001). Im Verlauf dieser Arbeit wurden jedoch nur die beiden
Isoformen PML III und PML IV verwendet (Abbildung 1.3). Wie alle PML-Isoformen
besitzen beide Proteine das RBCC-Motiv und unterscheiden sich lediglich im C-Terminus,

der durch alternatives Spleiflen aus verschiedenen Exons zusammengesetzt wird.

7a 7b
PMLII [ |RING| B1B2 cC | 641aa
7ab
7a 8a 8b
pvLIv [ |RING] B1BYd ccC |  633aa

Abb.1.3: Schematische Darstellung der PML-Isoformen PML Ill und PML IV. Alle PML-Isoformen besitzen
das N-terminale RBCC-Motiv, so auch PML Ill und PML IV. Die unterschiedlichen C-Termini entstehen durch
alternatives Spleien. PML Il ist 641 Aminosauren (aa) lang und setzt sich im C-Terminus aus den Exons 7a,
7ab und 7b zusammen. PML IV ist 633 Aminosauren lang und setzt sich im C-Terminus aus den Exons 7a, 8a

und 8b zusammen (Jensen et al., 2001).

Zahlreiche Studien weisen auf eine Vielzahl von physiologischen Funktionen hin, in denen
PML eine Rolle zu spielen scheint. So wurde beispielsweise fiir die PML-Isoform PML 1V
eine spezifische Interaktion mit p53 nachgewiesen, was darauf hinweist, dass PML IV sowohl

bei der Tumorsuppression als auch bei der Kontrolle des Zellwachstum eine Rolle spielt
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(Fogal et al., 2000; Guo et al., 2000). Andere Studien zeigen, dass PML als pro-apoptotischer
Faktor agieren kann (Borden et al., 1997; Fagioli et al., 1998; Quignon et al., 1998; Wang et
al., 1998) und sowohl PML als auch die PML-Kerndoménen fiir die intrazelluldre
Virusabwehr von Bedeutung sind (Grotzinger et al., 1996a; Grotzinger et al., 1996b; Lavau et
al., 1995; Stadler et al., 1995). Da PML auch mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren (z. B.:
CBP, Daxx, p53) interagiert, wird fiir diese Proteinfamilie eine wichtige Rolle bei der
transkriptionellen Regulation einer Vielzahl von Genen angenommen (Fogal et al., 2000; Li et
al., 2000; Pearson et al., 2000; Zhong et al., 2000a). Weitere Untersuchungen werden ndtig

sein, um die genaue biologische Funktion von PML zu kléren.

1.2.2 PML und die Regulation der Transkription

Die Rolle, die das PML-Protein in der Transkriptionsregulation spielt, wird aufgrund
gegensitzlicher Ergebnisse kontrovers diskutiert. Wie bereits erwéhnt, gehort das PML-
Protein, ebenso wie die TIF1-Proteinfamilie, zu den RBCC-Proteinen (sieche 1.2.1). Im
Gegensatz zu PML konnte fiir TIF1B gezeigt werden, dass sowohl die Formation von
Multimeren als auch die Interaktion dieses Proteins mit der KRAB-Domaine von Zinkfinger-
Proteinen {iiber dessen RBCC-Domine stattfindet, spezifisch und essentiell ist fiir die
Repression der Transkription (Peng et al., 2000). Die RBCC-Doméne des PML-Proteins ist
notwendig fiir die Formation von PML Homo- und Heterodimeren und fiir die Lokalisation
von PML in PML-Kerndoménen (Borden et al., 1996; Kastner et al., 1992; Le et al., 1996);
siche auch 1.2.1). In Abhingigkeit vom molekularen Kontext wird dem PML-Protein eine
Rolle als Kofaktor sowohl bei der Repression als auch bei der Aktivierung der Transkription
zugeschrieben (Melnick and Licht, 1999). Sowohl Aktivatoren der Transkription (CBP, p53)
als auch Proteine, die an der Repression der Transkription beteiligt sind (HP1, Daxx, pRB,
Histon-Deazetylasen (HDACs)) wurden in Assoziation mit PML-Kerndomédnen gefunden
(Alcalay et al., 1998; Borden, 2002; Khan et al., 2001b; LaMorte et al., 1998; Melnick and
Licht, 1999). So interagiert PML beispielsweise in vitro und in vivo mit p53 und unterstiitzt,
durch Rekrutierung von p53 in PML-Kerndoménen, die Transkription von p53 Zielgenen (de
Stanchina et al., 2004). In Kooperation mit CBP/p300 aktiviert PML die Tax-vermittelte
Genexpression (Ariumi et al, 2003). Durch PML-vermittelte Rekrutierung des
Repressorproteins Daxx in PML-Kerndoménen wird die Repression der Transkription durch
Daxx aufgehoben (Li et al., 2000). PML selbst wird ebenfalls, wegen seiner direkten

Interaktion mit Histon-Deazetylasen eine Repressorfunktion bei der Transkription



Einleitung 10

zugesprochen (Wu et al., 2001). In der Mad-vermittelten Repression von Genen der
Proliferation z.B. von E2F-1 und c-myc interagiert PML mit HDACI1 und Kopressoren der
Transkription (c-Ski, N-CoR, Sin3A). PML-RARa hingegen hebt die Mad-vermittelte
Repression dieser Gene auf (Khan et al., 2001a). In APL Zellen ist moglicherweise die
transkriptionelle Repressorfunktion von PML durch die Expression des Fusionsproteins PML-
RARa zerstort, was die Verdnderung der Chromatinordnung und der Expression
verschiedener Gene zur Folge hat und schlieBlich zum Ausbruch der Leukémie fiihrt (Saha et
al., 1998). Verschiedene Reporter Studien unterstiitzen die Vermutung, dass PML eine
Funktion bei der Transkription hat. In Abhédngigkeit des jeweilig verwendeten Promotors und

Systems, kann PML die Transkription reprimieren oder aktivieren (Guiochon-Mantel et al.,

1995; Melnick and Licht, 1999; Vallian et al., 1997).

1.2.3 Kriippel-C2H2 Zinkfinger-Proteine

Zinkfinger-Proteine sind eine Klasse regulatorischer Proteine, die an zahlreichen zelluldren
Prozessen wie beispielsweise Entwicklungsprozessen, Differenzierung und Tumorsuppression
beteiligt sind (Tuchi, 2001). Die ersten C2H2-Zinkfinger-Motive wurde 1985 von Miller,
McLachlan und Klug fiir den Kriippel-Transkriptionsfaktor TIFIIIA aus Xenopus laevis
identifiziert. Bis heute wurden auch in anderen Spezies wie beispielsweise Hefen,
Nematoden, Pflanzen, Drosophila melanogaster, Spinnen, Froschen, Méausen und Menschen
Zinkfinger-Motive identifiziert (Kohlhase et al., 1996; Venter et al., 2001). Die Kriippel-
assoziierte Box (KRAB-Doméne) im N-Terminus dieser C2H2-Zinkfinger Proteine, wurde
1991 von Bellfroid et al. entdeckt und beschrieben. Die Kriippel-C2H2-Zinkfinger Proteine
stellen etwa ein Drittel (290) der 799 verschiedenen, bisher bekannten Zinkfinger Proteine des
humanen Genoms und die grofite Familie von Regulatoren der Transkription in Sdugern dar
(Urrutia, 2003). Viele Gene, die fiir KRAB-Zinkfinger Proteine kodieren, sind auf dem
Chromosom 19 in groflen Bereichen kodiert, erscheinen jedoch auch vereinzelt auf anderen
Chromosomen (Rousseau-Merck et al., 2002). Proteine, die KRAB-Doméinen enthalten,
besitzen zusitzlich eine charakteristische DNA-bindende Domine, die zwischen vier und
etwa dreilig Zinkfinger-Motiven enthalten kann (Abb.1.4; (Looman et al., 2002). Die
Zinkfinger-Doméne zeichnet sich durch eine spezielle Sekundirstruktur aus, die durch ein
Zink-Ion, komplexiert von zwei Cystein- und zwei Histidinresten (C2H2), stabilisiert wird.
Unter allen Zinkfinger-Proteinen ist der C2H2 der klassische Zinkfinger und wird oft als CX,.
4CX1o,HX,.¢H beschrieben, um die Intervalle zwischen den Zink-bindenden Aminosaureresten

darzustellen (Iuchi, 2001).
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Abb.1.4: Schematische Darstellung des Zinkfinger-Motivs. Die Abbildung =zeigt eine schematische
Darstellung eines Krippel-Zinkfinger Motivs. Konservierte Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-Code
angegeben. Reste, die an der DNA-Bindung beteiligt sind, sind grau unterlegt (Wolfe et al., 2000). Der schwarze
Kreis stellt das Zink-lon dar, das die Struktur des Zinkfinger-Motivs zusammenhalt (Looman et al., 2002).

Zwischen den hintereinander liegenden Zinkfinger-Motiven liegen die konservierten Linker
mit der Aminosduresequenz TGEKP und stabilisieren den Zinkfinger-DNA Komplex. Dabei
stellt der Linker mit dem C-Terminus der benachbarten o-Helix durch eine
Wasserstroffbriicke den Kontakt her und interagiert gleichzeitig iiber das Lysin (K) mit dem
Phosphat-Riickgrad der DNA. Das wird als C-capping bezeichnet (Elrod-Erickson et al.,
1996; Laity et al., 2000). In Anwesenheit von Zink formt der Zinkfinger eine kompakte Bfo-
Domine, in der das Zink-lon tetraedrisch zwischen den beiden Cysteinen und Histidinen
gebunden wird (Krishna et al., 2003). Eine zusétzliche strukturelle Stabilitdt wird durch ein
hydrophobes Gertist bereitgestellt, das aus den konservierten Aminosduren Tyrosin (Y),
Phenylalanin (F) und Leucin (L) besteht. Zwischen der Zinkfinger-Doméane und der KRAB-
Domine befindet sich die sog. Linker-Doméne, deren Funktion bisher unbekannt ist. Sie zeigt
jedoch den hochsten Grad an Sequenzvariation in allen Zinkfinger-Proteinen (Bellefroid et al.,
1993). Die KRAB-Box stellt das Modul der transkriptionellen Repression dar (Majello et al.,
1997; Margolin et al., 1994; Pengue et al., 1994; Witzgall et al., 1994). Sie besteht aus einer
KRAB-A und -B Box von insgesamt etwa 50-75 Aminoséduren, die auf zwei verschiedenen
Exons in der genomischen Struktur kodiert sind und nachweislich alternativ gespleifit werden.
Dabei entstehen auch Spleivarianten, die nur eine der beiden Boxen besitzen (Bellefroid et
al., 1991; Lovering and Trowsdale, 1991; Rosati et al., 1991; Takashima et al., 2001). Die
KRAB-Domine zeigt innerhalb der Mitglieder eine hohe Homologie, die besonders in der

KRAB-A Box, die fiir die Repressoraktivitit der Proteine verantwortlich ist, ausgeprégt ist
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(Witzgall et al., 1994). Die Repression der Transkription erfolgt iiber die Bindung an den
Korepressor KRAB-associated protein-1 (KAP-1; (Friedman et al., 1996)), auch bekannt als
KRAB-A interacting protein-1 (KRIP-1; (Kim et al., 1996)) oder transcription intermediary
factor 14 (TIF1B; (Moosmann et al., 1996)). TIF1[3 gehort zu der Proteinfamilie, die sich
durch das RBCC-Motiv auszeichnen (siche 1.2.1). Dieses Motiv ist zur Interaktion mit
KRAB-Zinkfinger Proteinen und zur Repression der Transkription absolut notwendig.
Friedman et al. (1996) konnten zeigen, dass die Aminosdureabfolge DV und MLE der KRAB-
A Box fiir die Interaktion mit TIF13/KAP-1/KRIP-1 und die damit verbundene Repression
der Transkription essentiell sind. Diese Aminosduren sind hoch konserviert innerhalb der
KRAB-Zinkfinger Proteinfamilie (Abrink et al., 2001; Mark et al., 1999). Die KRAB-B Box
alleine kann die Transkription nicht reprimieren, sie kann jedoch die Repressoraktivitit der
KRAB-A Box erhohen (Vissing et al., 1995). Das aktuellste Modell der transkriptionellen
Repression besagt, dass TIFIP an die KRAB-Doméne als ein Oligomer bindet und
Heterochromatin Protein 1 Isoformen (HP1la, HP13, HP1y), Histon Deazetylasen (HDACs)
und Setdbl (SET-domain binding protein 1) in den Komplex rekrutiert (Abb. 1.5; (Urrutia,
2003)).

ﬁ Nuclecsome @ HP1

=== Kap1 0 Zinc finger
@ HDAC @ KRAB domain
@ Ssetdbi ~ DNA

!t:!

Abb.1.5: Modell des KRAB-Repressorkomplexes. Ein KRAB-Zinkfinger Protein bindet spezifisch iber seine
Zinkfinger-Domane an den Promotor eines Gens. Ein trimerer TIF13-Komplex bindet an die KRAB-Domane des
KRAB-Zinkfinger Proteins und rekrutiet HP1, HDACs und Setdb1 in den Komplex, um Heterochromatin

auszubilden und Gene still zu legen (Urrutia, 2003).
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Das Setdbl Protein ist eine Methyltransferase, die Histon Protein 3 (HP3) spezifisch am
Lysin-9 methyliert (Schultz et al., 2002). Dieses Modell weist auf eine schrittweise Formation
des Repressorkomplexes hin, weitere Untersuchungen dazu stehen jedoch noch aus. Die
Eigenschaften der KRAB Doméne gelten auch Spezies-iibergreifend (Looman et al., 2002).
Fir KRAZ1 und KRAZ2 beispielsweise, zwei murine KRAB-Zinkfinger-Proteine, konnte
eine Interaktion mit TIFI und die damit verbundene Repression der Transkription

nachgewiesen werden (Agata et al., 1999).

1.3 Der Nukleolus

Der Nukleolus ist die prominenteste Struktur des eukaryotischen Zellkerns und aufgrund
seiner hohen Dichte das einzige subnukledre Kompartiment, das lichtmikroskopisch sichtbar
ist. Bereits 1836 wurde der Nukleolus von Gabriel Gustav Valentin beschrieben (Leung et al.,
2003). 1930 fand Heitz, gefolgt von McClintock, heraus, dass die Anzahl und Lédnge der
weniger kompakten Regionen mitotischer Chromosomen in einem direkten Bezug stehen zu
der Anzahl und GroBe der Nukleoli. Diese Regionen sind heute bekannt als die Nukleolus-
Organisator-Regionen oder NORs (nucleolar organizing regions) (Heitz, 1931; McClintock,
1934). Es zeigte sich, dass Nukleoli dynamische Strukturen sind, die wéhrend des Zellzyklus
zerfallen und sich schlieBlich wieder um die rRNA-Gengruppen reformieren (Shaw and
Jordan, 1995). Elektronenmikroskopische Diinnschnitte offenbarten, dass sich die Nukleoli
der meisten hoheren Eukaryoten morphologisch in drei wesentliche Kompartimente
unterteilen lassen. Von innen nach auflen handelt es sich dabei um das fibrillire Zentrum
(fibrillar centre (FC)) , die dichte fibrillire Komponente (dense fibrillar component (DFC))
und die granuldre Komponente (granular component (GC)) ((Carmo-Fonseca et al., 2000);
Abb.1.6). Die Hauptaufgabe des Nukleolus liegt vermutlich in der Biosynthese der
Ribosomen. Hierbei handelt es sich um einen sehr komplexen Prozess, der die
Zusammenfithrung der primdren rRNA Transkripte und etwa 80 verschiedene Proteine
beinhaltet (Gorlich and Mattaj, 1996). Die Transkription und Prozessierung der rRNA
reflektiert sich in der Struktur des Nukleolus (Hyttel et al., 2000). In den fibrilliren Zentren
befinden sich die Proteine der Transkription (z.B. Topoisomerase I, Upstream Binding Factor
UBF, und RNA Polymerase 1) und frithen rRNA Prozessierung (z.B. Fibrillarin) und die
Nukleolus-Organisator-Regionen, von denen bereits seit den 1960er Jahren bekannt ist, dass
sie mehrere hundert hintereinander geschaltete Kopien der 18S, 5,8S und 28S ribosomalen
RNA Gene enthalten (Abbl.6 B) (Birnstiel et al., 1971; Chipchase and Birnstiel, 1963;
Hadjiolov, 1980; Ritossa and Spiegelman, 1965).
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B Fibrillares Zentrum (FC):
¥ Depot der rRNA Gene

* Dichte Fibrillire Komponente (DFC):
‘: Reifung der pre-rRNA Transkripte

-
*«*  Granulare Komponente (GC):
Montage der pre-ribosomalen Partikel

Abb.1.6: Elektronenmikroskopische Darstellung der Morphologie des Nukleolus. A) Nukleoli der
Saugerzelle enthalten typischerweise mehrere fibrillare Zentren (FC), jedes umgeben mit einem Bereich der
dichten fibrillaren Komponente (DFC), welche wiederum selbst von der granularen Komponente (GC) umgeben
ist. B) Schematische Darstellung des in A) gezeigten Nukleolus und die wesentlichen Aufgaben seiner

Kompartimente.

Diese rRNA Gene werden mit einer hohen Effizienz transkribiert, je nach Bedarf an Ribosomen und
metabolischer Aktivitdt der Zelle (Grummt, 2003). Sie scheinen an der Peripherie des fibrilliren
Zentrums zu lokalisieren und sogar in die dichten fibrilliren Komponenten hinein zu ragen. Die
genaue Lokalisation der rRNA-Transkription durch die DNA-abhéngige RNA-Polymerase I innerhalb
dieser Komponenten wird jedoch kontrovers diskutiert (Scheer and Hock, 1999; Shaw and Jordan,
1995). In den DFCs, die das FC umgeben, sind neben den priméren rRNA Transkripten ebenfalls die
Proteine der frithen Prozessierung (z.B. Fibrillarin) zu finden. Die primédren rRNA Transkripte werden
von innen nach auflen transportiert, d.h. von den dichten fibrilliren Komponenten in die granuldren
Komponenten. Dabei durchlaufen sie eine komplexe Serie post-transkriptionaler Prozessierungen und
Modifikationen (Scheer and Hock, 1999). Hierbei assoziieren die ribosomalen Proteine bereits mit
den Primértranskripten der rRNAs zum 90S pri-Ribosom, woran sich die Prozessierung der teilweise
polycistronischen rRNAs anschlieit, sowie die Trennung der préd-ribosomalen Untereinheiten. Die
Markerproteine der GCs sind also die ribosomalen Untereinheiten und Proteine der spiten
Prozessierung (z.B. Nucleophosmin und Nucleolin). SchlieBlich erfolgt der Export der pra-
ribosomalen Untereinheiten aus dem Nukleus in das Zytoplasma (Aitchison and Rout, 2000; Carmo-
Fonseca et al., 2000; Dundr and Misteli, 2001). Der gesamte Prozess der ribosomalen Biogenese ist
bis heute nicht vollkommen entschliisselt (Leung et al., 2003). Aktuelle Studien weisen darauf hin,
dass der Nukleolus nicht nur fiir die Biogenese der Ribosomen verantwortlich ist, sondern auch andere

Funktionen iibernimmt (siehe auch 1.3.1). Dazu gehoéren beispielsweise die RNA-Prozessierung,
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mRNA-Export, die Kontrolle des Zellzyklus, Alterung (Bond and Wold, 1993; Olson et al., 2000;
Pederson and Politz, 2000; Visintin and Amon, 2000), Virus Replikation (Hiscox, 2002) und
Tumorsuppression (Leung et al., 2003).

1.3.1 Zelluliire Proteine des Nukleolus

Nucleoli sind dynamische nukledre Doménen, die sowohl mit dem Zytoplasma als auch mit
anderen nukledren Domédnen in permanentem Kontakt stehen (Chen and Huang, 2001). Seit
langem ist bekannt, dass die Hauptaufgabe des Nukleolus wohl in der Biosynthese der
Ribosomen liegt, jedoch zeigen immer mehr aktuelle Studien, dass dies offensichtlich nicht
die alleinige Aufgabe dieses subnukledren Kompartiments ist (Olson et al., 2000; Pederson,
1998a; Pederson, 1998b). Aus diesem Grund wurden in mehreren Laboren in den letzten
Jahren funktionelle Proteom-Analysen des humanen Nukleolus durchgefiihrt (Andersen et al.,
2002; Leung et al., 2003; Scherl et al., 2002). Uber 500 nukleolire Proteine, die unter
bestimmten metabolischen Konditionen, Zellzyklus-abhéngig oder permanent im Nukleolus
lokalisieren, wurden identifiziert. Dies beinhaltet, zusdtzlich zu RNA-bindenden Proteinen
und ribosomalen Proteinen, beispielsweise Wachstumsfaktoren, jedoch auch Hitzeschock-
Proteine und Proteine, die in der Apoptose, der Interferon- oder UV-Induktion eine Rolle
spielen (Leung et al., 2003). In dieser Arbeit wurde ein Protein charakterisiert, das sowohl
RNA bindet als auch mit der DNA-abhingigen RNA Polymerase I im Fibrilliren Zentrum
kolokalisiert. Im folgenden werden daher nur die RNA Polymerase I und der fiir die
Transkription von rDNA Genen bendtigte Upstream Binding Factor (UBF) néher

beschrieben.

1.3.2 Die RNA Polymerase I

In Saugerzellen ist einzig und allein die DNA-abhingige RNA Polymerase I (Pol I) fiir die
Transkription der gro3en ribosomalen RNA Gene verantwortlich. Es handelt sich dabei um
einen Multiprotein-Komplex, der aus mehreren Untereinheiten besteht (Grummt, 1999).
Neueste Studien zeigten, dass die Pol I Untereinheiten einzeln und nicht als bereits
zusammengefiigter Komplex in den Nukleolus gelangen (Dundr et al., 2002). Die Pol I
lokalisiert in den fibrilldren Zentren des Nukleolus, in denen auch die rRNA Gene zu finden
sind (Hyttel et al., 2000). Diese Gene werden in Abhédngigkeit von der metabolischen
Aktivitidt und dem Bedarf an Ribosomen mit einer hohen Effizienz transkribiert. Ebenso wie

die RNA Polymerasen II und III benétigt auch die Pol I Hilfsfaktoren zur Promotorerkennung
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und zur Unterstiitzung der Elongation und Termination der Transkription. Zur Formation des
Preinitiationskomplexes wird sowohl der Upstream Binding Factor UBF (siehe 1.3.3) als
auch der RNA Pol I spezifische TBP-TAF; Komplex (TATA-bindendes Protein und TBP-
assoziierte Faktoren) TIF-IB und SL1 (selectivity factor 1) benétigt (Comai et al., 1992;
Eberhard et al., 1993). Durch die Rekrutierung der RNA Polymerase I zusammen mit den
beiden Initiationsfaktoren TIF-IA und TIF-IB an den rDNA Promotor, wird die rDNA
Transktription aktiviert (Hanada et al., 1996; Seither et al., 1997). Es handelt sich dabei um
einen dynamischen Prozess (French et al., 2003), bei dem die Menge der zelluldiren rRNA
vermutlich eher durch die Transkriptionsrate bereits aktiver Gene als durch die erncute
Aktivierung bereits stillgelegter Gene reguliert wird (Conconi et al., 1989). Die Regulation
der Pol I Transkription ist einerseits vom Zellzyklus abhingig und andererseits durch
verschiedene dulere Faktoren beeinflussbar, wie beispielsweise Alterung der Zelle, Krebs und

virale Infektionen (Grummt, 2003).

1.3.3 Der Upstream Binding Factor (UBF)

Der Upstream Binding Factor UBF (Jantzen et al., 1990) ist neben dem humanen SL1 Protein
(TIF-IB in Maus) verantwortlich fiir die Formation des Preinitiationskomplexes zur Initiation
der Transkription von rRNA Genen. Dieses Protein enthélt mehrere high mobility group
(HMG)-Boxen, ein Motiv, das DNA-Strukturen mitbestimmt. Dabei interagiert UBF mit der
groflen Furche der DNA und bindet an Knoten- oder Kreuzstrukturen in der DNA (Putnam et
al., 1994). Ein UBF-Dimer kann aus der DNA eine Schlaufe von nahezu 360°C bilden und so
die Start-Stelle des Promotors (core promotor: CP) und das davor geschaltete Kontrollelement
(upstream control element: UCE) einander anndhern (Bazett-Jones et al., 1994; Copenhaver et
al., 1994). UBF rekrutiert Pol I an den rDNA Promotor, stabilisiert die Bindung von SL1 und
aktiviert auf diese Weise die Transkription (Kuhn and Grummt, 1992; Kuhn et al., 1993).
Zusitzlich bindet UBF an Nukleosomen und verdringt das Histon Protein HP1 von der
Linker-Region der Nukleosomen (Kermekchiev et al., 1997). UBF spielt eine Schliisselrolle
bei der Modulation der rDNA Aktivitdit wdhrend des Zellzyklus. Es besitzt mehrere
Phosphorylierungsstellen, wobei beispielsweise die Phosphorylierung des C-Terminus durch
die Casein Kinase II die Interaktion von UBF und TIF-IB/SL1 begiinstigt (Tuan et al., 1999).
Durch Hyperphosphorylierung wird UBF transkriptionell inaktiv (O'Mahony et al., 1992; Voit
et al., 1995; Voit et al., 1992; Zatsepina et al., 1993). Die Interaktion von pRb, p130 und p53
mit UBF beeinflussen sowohl die DNA-Bindung durch UBF als auch die Interaktion mit TIF-
IB/SL1 negativ (Budde and Grummt, 1999; Cavanaugh et al., 1995; Ciarmatori et al., 2001;



Einleitung 17

Voit et al., 1997; Zhai and Comai, 2000). Die Azetylierung von UBF durch die Histon
Azetyltransferase CBP beschleunigt die UBF Aktivitit in vitro, wobei die Uberexpression von
CBP und zusitzlich p300 die Pol I Aktivitdt in vivo unterstiitzt (Hirschler-Laszkiewicz et al.,
2001). Die reversible Azetylierung und Phosphorylierung der basalen Komponenten des Pol I
Multiprotein-Komplexes scheint einen Einfluss auf die Regulation der rDNA Transkription zu

haben (Grummt, 2003).

1.3.4 Das RNA-Erkennungmotiv (RRM)

Die bei der Transkription der rDNA entstehenden groBen sog. precursor RNAs (pre-RNA)
durchlaufen einen post-transkriptionellen Prozess, fiir den mehrere Faktoren bendtigt werden.
Dies sind beispielsweise Nukleasen, und zahlreiche nicht-ribososmale Proteine, die im
Nukleolus lokalisieren oder dorthin rekrutiert werden (Maxwell and Fournier, 1995; Tollervey
and Kiss, 1997). Sie gehoren alle zur Familie der RNA-bindenden Proteine, die sich durch die
Existenz eines oder mehrerer RNA-Erkennungs-Motive (RRMs) auszeichnen. Neben Arginin-
reichen Motiven, KH-Motiven oder einer RGG-Box (RGG = Arg-Gly-Gly) sind insbesondere
diese 80 — 100 Aminosduren langen RRMs als RNA Bindungsmotive beschrieben, die sich
durch die Prdsenz von zwei charakteristischen RNP-Konsensussequenzen auszeichnen
(Bandziulis et al., 1989; Burd and Dreyfuss, 1994a; Burd and Dreyfuss, 1994b; Haynes, 1992;
Kenan et al., 1991; Mattaj, 1993; Nagai et al., 1990).

”\MW&; UWM"'U'W\

Konsensus-Sequenz: RNP-1  RNP-2
UxUxxL xxxUxVxF

Abbildung 1.7: Strukturelle Organisation von RRMs. A) Die Abbildung zeigt die Struktur des RRMs des
mRNA-bindenden Proteins hnRNP C (Birney et al., 1993). Dieses Motiv weist eine p1a1p2B3a2p4-Organisation
auf, wie sie fir RRMs typisch ist. Die hochkonservierten RNP-1 und RNP-2 Konsensussequenzen, welche sich je

in der B3 und B1 Struktur befinden, liegen sich in einer Ebene gegenuber und sind an der direkten Kontaktbildung
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mit der RNA beteiligt. Pfeile = B-Faltblatter; Spiralbander = a-Helices; N = N-Terminus; C = C-Terminus. B)
Schematische Darstellung der RRM-Struktur mit angedeuteten B-Faltblattern (rof) und a-Helices (griin) wie

oberhalb angegeben. Konsensussequenzen der RNPs —1 und -2 sind unterhalb der schematisch dargestellten
RRM-Struktur angegeben (Horke, 2003).

Die RNPs-1 und -2 liegen als Oktamer bzw. Hexamer vor und sind durch einen etwa 30
Aminosduren langen Spacer getrennt. Das RRM ist strukturell, jedoch nicht in seiner
Aminoséuresequenz konserviert (Lorkovic and Barta, 2002). Es nimmt eine BlalB2B3a234-
Struktur ein (Abb.1.7 A und B), wie es fiir einige RRM enthaltende Proteine gezeigt wurde
(Birney et al., 1993). Dabei liegen die RNP-Sequenzen in den 1 und 33 Strukturen in einer
Ebene nebeneinander, wobei extern orientierte aromatische Reste in diesen Sequenzen die
RNA-Bindung vermitteln (Jessen et al., 1991; Scherly et al., 1990; Scherly et al., 1991).
Demgegeniiber sind aromatische Reste auflerhalb der p-Faltblitter fiir die richtige

Positionierung der RNA und des RRMs verantwortlich (Birney et al., 1993).

1.3.5 Die Nukleoluslokalisierungssequenz (NoLS)

Der Nukleolus ist kein membranumschlossenes Kompartiment wie beispielsweise das
endoplasmatische Retikulum oder der Nukleus, fiir die definierte Signale bekannt sind, die
den Eintritt der dort lokalisierenden Proteine bewirken (Horke et al., 2004; Macara, 2001). In
Folge dessen konnten theoretisch 16sliche Molekiile in und aus dem Nukleolus diffundieren.
Nicht 16sliche Komponenten miissten demnach im Nukleoplasma bzw. im Nukleolus, in
Abhingigkeit von Bindungspartnern, verweilen. Studien von verschiedenen im Nukleolus
lokalisierenden Proteinen ergaben, dass sie in ihrer Aminosduresequenz einen
Sequenzabschnitt besitzen, der aus mehreren basischen Aminosduren besteht und als NoLS
(nucleolar localization sequence), oder auch als NTS (nucleolar targeting sequence)
bezeichnet wird (Warner, 1990). 1995 definierten Henderson et al. die NTS mit der
Sequenzabfolge RRQRR (Scott et al., 2001), die sich fiir einige, jedoch nicht alle bisher
bekannten im Nukleolus lokalisierenden Proteine bewahrheitet. Dennoch konnte fiir einige
verschiedene Proteine bis heute gezeigt werden, dass sie eine NoLS besitzen, die sich durch
basische Aminosduren auszeichnet (Annilo et al., 1998; Etheridge et al., 2002; Rizos et al.,
2000; Thebault et al., 2000; Ueki et al., 1998; Valdez et al., 1994). Wie bereits erwihnt,
zeigen immer mehr aktuelle Studien, dass der Nukleolus neben der Biosynthese der
Ribosomen auch in andere zelluldre Prozesse involviert ist. Fiir verschiedene Proteine, die
unter normalen Bedingungen nicht im Nukleolus lokalisieren, konnte gezeigt werden, dass sie

nach bestimmten Stimuli im Nukleolus zu finden sind. Ein Beispiel dafiir ist das INGI1
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Protein (inhibitor of growth family, member 1), ein Tumorsuppressor Protein, das nach UV-
induziertem DNA-Schaden in den Nukleolus wandert (Scott et al., 2001). Auch das MDM?2
Protein, das fiir die Regulation des Tumorsuppressor Proteins p53 verantwortlich ist
(Kubbutat and Vousden, 1998), besitzt eine kryptische NoLS, die in ungestressten Zellen
nicht funktioniert. Dieses Signal bedingt die Kooperation mit NoLS von pl4ARF zur
Lokalisation in Nukleoli (Lohrum et al., 2000). Bioinformatische Analysen unterstiitzen die
Ergebnisse, dass sowohl Proteine der Apoptose, Hitzeschockproteine, Wachstumsfaktoren
und andere Proteine im Nukleolus zu finden sind (Leung et al., 2003). Welche von ihnen ein

NoLS besitzen oder auf anderen Wegen in den Nukleolus gelangen, bleibt zu untersuchen.

1.4 Ziel der Dissertation

Kerndominen, wie die PML-Kerdoménen oder der Nukleolus, {ibernechmen wichtige
Funktionen bei der Kontrolle verschiedener zelluldrer Prozesse wie z.B. der Regulation der
Transkription, der Apoptose, Differenzierung und der Biogenese der Ribosomen. Bis heute
sind die Funktionen dieser Multiprotein-Komplexe nicht ausreichend verstanden, so dass es
von besonderem Interesse ist, neue Kerndoménen assoziierte Proteine zu identifizieren. Dies
sollte einen wesentlichen Beitrag zum Verstindnis und moglicherweise zur Aufdeckung der
verschiedenen Signalwege, die von diesen subnukledren Kompartimenten ausgehen, leisten.
Zur Identifizierung neuer Kerndoménen-assoziierter Proteine wurden an EYFP fusionierte
cDNAs, die bisher nicht in Sequenzdatenbanken annotiert worden waren, in humanen Zellen
exprimiert und ihre subzelluldre Lokalisation bestimmt (Simpson et al., 2000). Diese cDNAs
stammen von cDNA-Bibliotheken aus bisher unzureichend charakterisierten Geweben, die
vom Deutschen cDNA Konsortium in Heidelberg generiert wurden. Von den unterschiedlich
in der Zelle lokalisierenden EYFP-Fusionsproteinen waren fiir diese Arbeit insbesondere
solche von Interesse, die im Zellkern in punktartigen Kerndoménen lokalisieren. Zwei dieser
unbekannten Proteine, die diese Kriterien erfiillten, wurden ausgewdhlt und sollten im
Rahmen dieser Dissertation auf eine mdgliche PML-Kerndoménen Assoziation analysiert
werden. Dies beinhaltete zunichst eine genaue Charakterisierung der beiden Proteine, mithilfe
verschiedener Datenbanken zur Analyse der Nukleinsdure- bzw. Aminosduresequenz in
Bezug auf bekannte Dominen oder Motive, um hierdurch einen moglichen Hinweis auf die
Funktion der Proteine zu erhalten. Ebenso sollte die genomische Organisation und die
Gewebespezifitit dieser Proteine ermittelt werden. Funktionelle Studien, in Form von

zellbiologischen, biochemischen und immunologischen Versuchsansitzen, sollten schlieBlich
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Aufschluss iiber eine mogliche Funktion dieser Proteine geben. Durch indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie sollte dariiber hinaus auch die subzellulire Lokalisation der
beiden Proteine im Hinblick auf eine mogliche PML-Kerndomidnen Assoziation analysiert

werden.
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II. Material und Methoden

1. Material

1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma (Miinchen),
Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Biozol (Miinchen) und Merck (Darmstadt)

bezogen. Radioaktive Reagenzien wurden von der Firma Hartmann Analytic GmbH

(Braunschweig) bezogen.

1.2  Hiufig verwendete Puffer und Losungen

TE-Puffer, pH 8,0 10 mM Tris-HCL
1 mM EDTA
TAE-Puffer (50x) 2M Tris-Acetat
50 mM EDTA
PBS, pH 7,4 137 mM NaCl
8,1 mM Na,HPO,
2,7 mM KCL
1,5 mM KH,PO4
TBS, pH 7,4 (10x fiir Western Blot) 250 mM Tris-HCL
1,87 M NaCl
50 mM KCl
7 mM CaCl,
1 mM MgCl,
SDS-Probenpuffer (5x, reduz.) 3125 mM  Tris-HCL, pH = 6,8
25% (v/v) B-Mercaptoethanol
50% (v/v) Glycerol
10% (w/v)  SDS
0,01% (w/v) Bromphenolblau
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SDS-Sammelgel (3%)

SDS-Trenngel

SDS-Laufpuffer (5x)

Coomassie-Brilliantblau Féarbelosung

Coomassie-Brilliantblau Entfarber

Transferpuffer Western Blot

DNA-Probenpuffer (6x)
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125 mM
3% (v/v)
0,1% (w/v)  SDS
0,04% (v/v) APS
0,075% (v/v) TEMED

Tris-HCL, pH = 6,8
Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1)

350 mM Tris-HCL, pH = 8.8

7,5-14% Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1)
0,1% (w/v)  SDS

0,04% (v/v) APS

0,075% (v/v) TEMED

125 mM Tris-Base
960 mM Glycin
0,5% (w/v) SDS

0,5% Coomassie
40% Methanol (wahlweise)

10% Eisessig (wahlweise)

30% Methanol
10% Eisessig

25 mM Tris

190 mM Glycin
20% (v/v) Methanol
0,038% (w/v) SDS

85% (v/v) Formamid

10 mM EDTA, pH = 8,0

1 mg/ ml Bromphenolblau
1 mg/ ml Xylencyanol

Weitere Puffer und Losungen sind in den entsprechenden Abschnitten aufgefiihrt.
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1.3  Kits

Kit Herkunft

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen

Rediprime ™11 Amersham Pharmacia Biotech

QIAprep® Spin Mini Kit Qiagen

QIAprep® Plasmid Midi, Maxi Kit Qiagen

Gel Drying Kit Promega

1.4  Marker

Marker Herkunft

Rainbow™™ coloured protein molekular weight marker ~ Amersham Pharmacia Biotech
Prestained protein molecular weight marker MBI Fermentas

GeneRuler™ 1kb DNA ladder MBI Fermentas

1.5 Enzyme

Enzym Herkunft

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP) Roche Diagnostics

Pfu DNA Polymerase Stratagene

Taqg DNA Polymerase Roche Diagnostics

T4 DNA Ligase New England BioLabs

T4 DNA Ligase MBI Fermentas

Trypsin EDTA Losung Life Technologies

Die verschiedenen Restriktionsendonukleasen wurden von MBI Fermentas, Roche

Diagnostics und New England BioLabs bezogen.
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1.6 Plasmidvektoren
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Name

Verwendungszweck

Herkunft/Referenz

pCMV-Tag 2B, 4A  eukaryotischer Expressionsvektor zur

Expression Epitop-markierter Proteine

Stratagene

pGEX-4T-1 prokaryotischer Expressionsvektor zur Pharmacia Biotech

Herstellung von GST-Fusionsproteinen
pM2 eukaryotischer Expressionsverktor zur (Sadowski et al., 1992)

Untersuchung transkriptioneller Aktivitét
pEGFP-CI eukaryotischer Expressionsvektor zur Clontech

Herstellung von GFP-Fusionsproteinen
1.7  Expressionsplasmide
cDNA Vektor Epitop-Tag  Herkunft
#1 (Nucleostatmin-mutC)  pSportl YFP S. Wiemann,

DKFZ Heidelberg
#9 (PAROT) pSportl YFP S. Wiemann,
DKFZ Heidelberg

Nucleostatmin (DKFZ) pCMV-Tag 2B FLAG T.G. Hofmann, Hamburg
Nucleostatmin (NIH) pCMV-Tag 2B FLAG S. Fleischer, Hamburg
Nucleostatmin (DKFZ) pGEX-4T1 GST T.G. Hofmann, Hamburg
Nucleostatmin (NIH) pCMV-Tag 2B FLAG S. Fleischer, Hamburg
PAROT pEGFP-CI GFP S. Fleischer, Hamburg
KRAB pEGFP-CI1 GFP S. Fleischer, Hamburg
"1ZF pEGFP-C1 GFP S. Fleischer, Hamburg
Linker pEGFP-CI GFP S. Fleischer, Hamburg
Linker pGEX-4T1 GST S. Fleischer, Hamburg
[IKRAB pEGFP-CI GFP S. Fleischer, Hamburg
ZF pEGFP-CI GFP S. Fleischer, Hamburg
ZF pGEX-4T1 GST S. Fleischer, Hamburg
PAROT pM2 Gal4-DBD  S. Fleischer, Hamburg
KRAB pM2 Gal4-DBD  S. Fleischer, Hamburg
AKRAB pM2 Gal4-DBD  S. Fleischer, Hamburg
mTIF1p3 pCX-FLAG FLAG P. Chambon, Strasbourg
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mHPla
mHP1(
mHP1y
KRIM-1A
KRIM-1A
PML III
PML IV
mUBF

pCX-FLAG FLAG
pCX-FLAG FLAG
pCX -FLAG FLAG
pCDNA2-HXb Gal4-DBD
pD-EGFP-N3 GFP

pSGS5S

pCDNA3

pRc/CMV FLAG
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P. Chambon, Strasbourg
P. Chambon, Strasbourg
P. Chambon, Strasbourg
L. Vallen, Essen

L. VaBlen, Essen

T. Sternsdorf, Hamburg
G. Del Sal, Trieste

R. Voit, Heidelberg

1.8  Synthetische Oligonukleotide zur Klonierung

Die aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Life Technologies (Eggenstein)

bezogen und auf eine Standardkonzentration von 100 pmol/ul eingestellt. Zusdtzlich

eingefiihrte Stop-Tripletts sind unterstrichen dargestellt.

Bezeichnung

Sequenz (5" —3")

Nucleostatmin-sense(EcoRI) GAA TTC ATG GCG TCG AGC GGC GGG GAG

Nucleostatmin-STOP(Xhol) CTC GAG TTA ATG GAT GAC TTG TAT GTA CAT CAA G

Nucleostatmin-end(Xhol)

Nucleostatmin-endI(Xhol)

PAROT1(BamHI)
PAROT-end(Xhol)
PAROT-endI(Xhol)
PAROT2as(Xhol)
PAROT3(BamHI)
PAROT4as(Xhol)

PAROTS5(BamHI)

CTC GAG TAT TCT TCT TCT TTG TTT TAA TGG ATG AC

CTC GAG ITTA TAT TCT TCT TCT TTG TTT TAA TGG

ATG

GGA TCC ATG GGA CCATTG CAATTT AGA GATG

CTC GAG ITTA TCT TAT GCT TAT TAA GGG TTG AG

CTC GAG ATA TCT TAT GCT TAT TAA GGG TTG AG

CTC GAG AGT TAAAGG TTTTTT TCC TTG CTC CAG

GGA TCC ATG AAG AGG CAT GAG ATG ATT GCC

CTC GAG CTC TCC AGC ATC AATTTT CTT ATA TG

GGA TCC AAA CGC TAT AAA TGT GAA GAATGT G
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1.9  Antikorper

1.9.1 Primirantikorper

26

Bezeichnung Spezies Antigen Herkunft/Referenz
anti-Flag Maus DYKDDDDK Eastman Kodak
anti-GFP Kaninchen GFP Santa Cruz
anti-GAL4DBD Kaninchen GAL4DBD Santa Cruz
anti-Nucleostatmin, Kaninchen PVDRAPDSSKDGRNH S. Fleischer
(A13)
anti-Nucleostatmin ~ Huhn Nucleostatmin S. Fleischer, Hamburg
anti-PAROT, (P12) Kaninchen QSSTRTTYKKIDAGE  S. Fleischer
anti-PAROT Huhn Linker Region S. Fleischer, Hamburg
anti-PAROT Huhn Zinkfinger Region S. Fleischer, Hamburg
anti-RNA Pol I Mensch RNA Polymerase I R. Voit, Heidelberg
anti-UBF Mensch Upstream Binding Factor R. Voit, Heidelberg
anti-PML, PG-M3  Maus PML Santa Cruz
anti-Nucleolin Maus Nucleolin MB Laboratories
anti-Fibrillarin Maus Fibrillarin Cytosceleton
anti-NOH61 Maus NOH61 M.S. Schmidt-Zachmann,

Heidelberg
anti-B-Aktin Maus C-Terminus Sigma
anti-Golgi 58K Maus Golgi Membranprotein ~ Sigma

58K

anti-alpha-Tubulin ~ Maus C-Terminus Sigma
1.9.2 Sekundirantikorper
Bezeichnung Spezies Konjugat Herkunft/Referenz
Alexa Flour® Ziege Fluoreszenzfarbstoff 488 Molecular Probes
Alexa Flour® Ziege Fluoreszenzfarbstoff 594 Molecular Probes
Alexa Flour® Ziege Fluoreszenzfarbstoff 633 ~ Molecular Probes

anti-human IgG(H+L) Ziege

anti-Chicken IgY Kaninchen

LRSC-conjugated
(Lissamine Rhodamine)

Peroxidase

Dianova

Jackson Laboratories
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anti-Mouse IgG (H+L) Ziege Peroxidase Jackson Laboratories
anti-Rabbit IgG (H+L) Ziege Peroxidase Jackson Laboratories
1.10 Biologisches Material
1.10.1 Bakterienstimme
E.coli Stamm Verwendung Referenz/Bezugsquelle
BL21 (DE3)pLysS Herstellung rekombinanter Novagen

Proteine
TOP10 Vermehrung von Plasmiden Invitrogen

1.10.2 Eukaryotische Zellen

Zellinie Herkunft

293T Humane embryonale Nierenzellinie, transformiert mit
dem langen T-Antigen des SV-40 Virus

C3a Humane Hepatozytenkarcinomzellinie

Hep G2 Humane Hepatozytenkarcinomzellinie

U2 OS Humane Osteosarkomzellinie

H1299 Humane Lungenkarcinomzellinie

HeLa humane Cervixkarcinomzellinie

WI-38 Humane embryonale Lungenfibroblasten

NIH/3T3 Murine embryonale B-Lymphomyelomzelllinie

MEF Murine embryonale Fibroblasten

1.11 Nihrmedien

1.11.1 Bakterielle Nahrmedien

Luria Broth (LB)-Medium

10 g/l Trypton
5¢g/l1 Hefe-Extrakt

5¢g/1 NaCl
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Zur Herstellung von Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar hinzugefiigt. Zur
Selektion resistenter Bakterienkolonien wurden wihrend des Abkiihlens bei etwa 50°C

folgende Antibiotika in den u.a. Konzentrationen zugesetzt:

Antibiotikum Konzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Kanamycin 50 pg/ml
Chloramphenicol 34 pg/ml
Gentamycin 100 pg/ml

1.11.2 Medien fiir die eukaryotische Zellkultur

DMEM (Gibco) 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS
100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin

2 mM L-Glutamin
1 mM Natrium Pyruvat
RPMI 1640 (Gibco) 10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS

100 U/ml Penicillin
100 U/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

1 mM Natrium Pyruvat

2. Methoden
2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

2.1.1 Allgemeine Arbeitsbedingungen

Alle Tétigkeiten im Zusammenhang mit der Kultivierung von eukaryotischen Zellen erfordern
sterile Arbeitstechniken zur Vermeidung bakterieller und sonstiger Kontaminationen. Aus
diesem Grund wurden alle diesbeziiglichen Arbeiten in eigens dafiir vorgesehenen

Sterilwerkbénken durchgefiihrt.

2.1.2 Kultur von adhirent wachsenden Zellen
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Adhidrente Zelllinien wurden unter identischen Bedingungen wie Suspensionszellen in
DMEM Medium kultiviert. Zur weitern Kultivierung der Zellen wurden diese einmalig mit
PBS gewaschen und anschlieend fiir ca. 3 Minuten mit Trypsin-EDTA-L6sung inkubiert, um
die Zellen von der Kulturflasche zu 16sen. Uberschiissiges Trypsin wurde im Anschluss daran
durch Zugabe von frischem, vorgewidrmten Vollmedium inaktiviert und die resuspendierten

Zellen in der Regel 1:10 in eine neue Kulturflasche umgesetzt.

2.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Als FEinfriermedium diente entweder hitzeinaktiviertes FCS mit 10% DMSO oder
Vollmedium mit 10% DMSO. Jeweils etwa 10’ Zellen wurden in 1 ml des vorgekiihlten
Einfriermediums aufgenommen und nach einer Zwischenlagerung bei —80°C dauerhaft in
flissigem Stickstoff aufbewahrt. Das Auftauen der Zellen erfolgte moglichst rasch bei RT

bzw. 37°C durch sofortiges Uberfiihren der Zellsuspension in vorgewirmtes Vollmedium.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

RF1-Puffer, pH 5,8 100mM RbCl
30 mM K-Acetat
10 mM CaCl,
50 mM MnCl,

15 % (v/v)  Glycerin

RF2-Puffer, pH 6,8 10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCl,

15% (v/v) Glycerin

Beide Puffer miissen sterilfiltriert werden.

E.coli Bakterien konnen durch Behandlung mit Rubidiumchlorid, Manganchlorid und
Calciumchlorid bei niedriger Temperatur in die Lage versetzt werden, freie DNA aus dem

Medium aufzunehmen.
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Es wurde zunichst eine 4 ml-Ubernachtkultur in LB-Medium ohne Antibiotika von einer
frischen Kolonie oder einem Glycerolstock angeimpft. Mit dieser wurde am néchsten Tag
eine 40 ml-Kultur in Antibiotika-freiem LB-Medium angeimpft und ca. 1 Stunde bei 37°C,
200 upm bis zu einer OD 4p= 0,4 kultiviert. Die Bakterien wurde in eiskalte COREX
Zetrifugenrohrchen tiberfiihrt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation in
einem SS34-Rotor fiir 5 min bei 4°C und 6000 upm. Der Uberstand wurde verworfen und die
Bakterien in 0,5 Vol (hier: 20 ml) eiskaltem RF1-Puffer resuspendiert und 20 min auf Eis
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation in einem SS34-Rotor fiir 5 min bei 4°C und 6000
upm. Der Uberstand wurde wiederum verworfen, die Bakterien in 1/20 Vol (hier: 2ml)

eiskaltem RF2-Puffer aufgenommen und 1 h auf Eis inkubiert.

Die kompetenten Bakterien wurde in 100 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bei —70°C gelagert.

Eine zweite Methode, mit der E.coli Bakterien zur Aufnahme von DNA kompetent gemacht
werden konnen, ist die CaCl,-Methode von B. Pope und H.M. Kent, 1996. Mit einer 5 ml-
Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium angeimpft und ca. 2 Stunden bei 37°C, 200 upm
bis zu einer OD 4= 0,5 — 0,8 kultiviert. Nach einer 15-miniitigen Abkiihlung auf Eis wurden
die Bakterien abzentrifugiert (Sorvall GSA-Rotor, 10 min, 5000 upm, 4°C). Die
sedimentierten Bakterien wurden in 50 ml sterilfiltrierter 0,1 M CaCl,-Losung vorsichtig
resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Sedimentieren wurden die
Zellen in 5 ml 10%(v/v) Glycerol/ 0,1 M CaCl, resuspendiert, auf Eis aliquotiert und in
flissigem Stickstoff bzw. in einer Mischung aus Trockeneis und vergilltem Ethanol

schockgefroren. Bis zur Verwendung wurden die kompetenten Bakterien bei —80°C gelagert.

2.2.2 Transformation von Bakterien

Zur Vermehrung der hier verwendeten Vektoren dienten in erster Linie chemisch kompetente
Bakterien des E.coli-Stammes TOP10. Fiir die Transformation wurden jeweils 100 pl der
kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und 1-10 pl DNA-L&sung ( je nachdem ob es sich
um eine einfache Vermehrung eines Vektors oder einen Ligationsansatz handelte) zugefiigt.
Im Anschluss an eine 30-miniitige Inkubation auf Eis wurde durch kurzes Erhitzen auf 42°C
fiir 42 Sekunden und eine sich unmittelbar anschlieBende zweiminiitige Eiskiihlung die
Bakterienzellwand fiir die Aufnahme der DNA permeabilisiert. Die Reaktionsansitze wurden
dann mit 900 pul antibiotikafreiem LB-Medium versehen und eine Stunde zur Induktion der

Antibiotikaresistenz unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Die Selektion auf plasmidtragende
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und somit antibiotikaresistente Bakterien erfolgte iiber Nacht auf antibiotikahaltigen LB-
Agar-Platten.

Zur Herstellung rekombinanter Proteine wurden chemisch kompetente Bakterien der E.coli-
Stimme BL21 (DE3)pLysS und BL21-CodonPlus (DE3)-RIL verwendet. Es wurden
ebenfalls 100 pl Bakterien 30 min auf Eis mit der jeweilig zu transformierenden DNA-
Losung inkubiert. Der anschlieBende Hitzeschock erfolgte bei 42°C fiir 45 Sekunden. Diese
Bakterien wurden sofort auf einer antibiotikahaltigen (Ampicillin/Chloramphenicol) LB-
Agar-Platte ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

2.2.3.1 Plasmid-Priparation durch alkalische Lyse (Minipriparation)

Zur Analyse von Ligationen und Transformationen wurde unter Verwendung des QIAprep®
Spin Mini Kits (Qiagen, Hilden) entsprechend den Herstellerangaben Plasmid-DNA aus
Bakterien isoliert.

Dazu wurden einzelne Bakterienkolonien von einer LB-Agar-Platte bzw. Bakterien aus
Glycerolstocks in 2,5 ml LB-Medium mit einem entsprechenden Antibiotikum zur Selektion
(100 pg/ml Ampicillin, 50 pg/ml Kanamycin, 34 pg/ml Chloramphenicol, 100 pg/ml
Gentamycin) liberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (200 upm) inkubiert.

Die Ausbeuten lagen, bei Verwendung von 2 ml Bakterienkultur des E.coli Stammes

,» TOP10%, routinegemal bei etwa 30-50 pg.

2.2.3.2 Plasmid-Priparation durch alkalische Lyse (Maxipriparation)

Die Isolierung von Plasmid-DNA im Maxi-MaBstab wurde mit dem Qiagen Plasmid Maxi Kit
durchgefiihrt. 250 ml einer Bakterienkultur wurden unter den beschriebenen Bedingungen
(siche Miniprédparation) angesetzt. Nach Inkubation iiber Nacht wurde die Bakterienkultur
abzentrifugiert (Sorvall GS-3-Rotor, 6000 upm, 10 min, 4°C) und das Bakterienpellet in 10
ml Puffer P1 resuspendiert. Unter Zugabe von 10 ml des Puffers P2 wurden die Bakterien 5
min bei RT lysiert. Proteine und chromosomale DNA wurden durch die sich anschlieende
Zugabe von eiskaltem Puffer N3 ausgefillt. Nach einer 20-miniitigen Inkubation auf Eis
wurden diese unldslichen Bestandteile abzentrifugiert (Sorvall SS-34-Rotor, 30 min, 13000
upm, 4°C). Der Uberstand wurde schlieBlich auf eine Anionenaustauschersiule (Qiagen-tip

500) gegeben, die zuvor mit 15 ml Puffer QBT &4quilibriert worden war. Unter den gegebenen
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pH- und Salzbedingungen wurde dabei die Plasmid-DNA an die S&ulenmatrix gebunden.
Nach zweimaligem Waschen mit je 30 ml Puffer QC erfolgte die Elution der gebundenen
Plasmid-DNA mit 15 ml Puffer QF in ein 50 ml Corex Zentrifugenglas. Die durch Zugabe
von 0,7 Volumeneinheiten Isopropanol gefillte DNA wurde anschlieBend abzentrifugiert
(Sorvall SS-34, 10 min, 13000 upm, 4°C) und nach vorsichtigem Dekantieren des
Uberstandes einmalig mit 70%-igem Ethanol gewaschen. Das luftgetrocknete DNA-Pellet
wurde schlieflich in 100-250 pl Puffer EB aufgenommen und die DNA-Konzentration dieser
Losung UV-photometrisch (Ultrospec 3000pro, Amersham Pharmacia) bestimmt. Die
Lagerung aller DNA-L&sungen erfolgte bei —20°C.

2.2.4 DNA-Amplifikation durch Polymerasekettenreaktion (PCR)

In der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen kleinste Mengen spezifischer DNA
nachgewiesen werden (Saiki et al., 1988). Das Prinzip der PCR ist die selektive
Vervielfiltigung eines beliebigen Abschnittes in einem DNA-Molekiil. Die Sequenzen an
beiden Enden der DNA miissen jedoch bekannt sein, damit zwei Primer gegenldufig an die
komplementidren DNA-Stringe binden konnen. Sie begrenzen den zu vervielfiltigenden
Abschnitt.

Die gewlinschte DNA-Sequenz wird mit exponentiell ansteigender Rate reproduziert. Die
Reproduktion erfolgt in drei zyklischen Reaktionsschritten: Denaturierung der DNA,
Hybridisierung der Primer und DNA-Elongation.

Die Vervielfiltigung erfolgte in der Regel durch die thermostabile DNA-Polymerase I von
Pyrococcus furiosus (Pfu-Polymerase), die eine 3'-5"-Exonukleaseaktivitit (,,Proof-Reading®)
besitzt. Punktmutationen im amplifizierten Produkt aufgrund fehlerhafter Basenpaarungen
werden somit vermieden. Die Pfu-Polymerase produziert sog. blunt-end Produkte, die sich
durch das Fehlen von Uberhiingen leicht weiterverarbeiten lassen.

Fiir eine PCR, die im Anschluss an eine cDNA Synthese folgte (sieche 2.2.13), wurde die
,Kklassische DNA-Polymerase von Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) verwendet.

Beide Enzyme sind hitzestabil, so dass sie bei hohen Temperaturen nicht denaturiert werden.
Folgender Reaktionsansatz, mit einem Gesamtvolumen von 100 pl, wurde in der Regel

verwendet:

1 ul  Template (100 ng)

3ul  Primer 1 (10 pmol/ul)
3ul  Primer 2 (10 pmol/ul)

1 ul  Pfu Polymerase (2,5 Units)
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10 ul  Desoxyribonukleotide ( je 2 mM)
10 ul  10x Pfu-Puffer
72 ul dH,O

Reaktionsansitze, die in einer PCR-Maschine (RoboCycler Gradient 40, Stratagene) ohne
Deckelheizung inkubiert wurden, wurden mit 2 Tropfen Mineral6l iiberschichtet, um eine
Anderung der Salzkonzentration wihrend der PCR durch Verdunstung fliissiger Bestandteile

zu verhindern.

Das Temperaturprogramm fiir die Durchfiithrung der PCR gestaltete sich wie folgt:

Initiale Denaturierung 95 °C, 3-5 min 1 Zyklus

Denaturierung 95 °C, 1 min

Annealing 58-65 °C, 45 sec-2,5 min 25-28 Zyklen

Elongation 72 °C, 1,5-2,5 min

Termination 72 °C, 3 min 1 Zyklus
6 °C 0

Fiir eine PCR im Anschluss an eine cDNA Synthese wurde ein Reaktionsansatz verwendet,
der neben den Primern fir das gesuchte Fragment zwei Kontroll-Primer zur Amplifikation

eines B-Aktin Fragmentes enthielt :

6 ul  RT-Reaktionsmix
Sul  10x Tag-Puffer
5ul  Desoxyribonukleotide ( je 2mM)
2ul  Primer 1-4 (10 pmol/ul)
1 ul  Tag Polymerase
25ul  dH,O

Das Temperaturprogramm fiir die Durchfiithrung der PCR gestaltete sich wie folgt:

Initiale Denaturierung 94 °C, 5 min 1 Zyklus

Denaturierung 94 °C, 1 min

Annealing 58 °C, 2 min 30 Zyklen
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Elongation 72 °C, 3 min
Termination 72 °C, 3 min 1 Zyklus
6 °C 0

2.2.5 Enzymatische Hydrolyse von DNA durch Restriktionsenzyme

Die Restriktionsspaltung von DNA diente entweder der Analyse aufgereinigter DNA aus
Mini- bzw. Maxipriparationen oder der Isolation spezifischer DNA-Fragmente zum Zwecke
der Klonierung bzw. Subklonierung. Analytische Restriktionsverdau-Ansétze wurden in der
Regel in einem Volumen von 15 pl durchgefiihrt. Dabei wurden je Mikrogramm DNA
mindestens 2 Units der jeweiligen Restriktionsendonuklease(n) eingesetzt. Optimierte
Pufferbedingungen wurden durch das SuRE/Cut Puffersystem der Firma Roche Diagnostics
gewdhrleistet. Mit A. dest. wurde das Reaktionsvolumen aufgefiillt und die Reaktion 2 bis 2,5
Stunden bei der fiir die Aktivitit der (des) Restriktionsenzyme(s) optimalen Temperatur (in

der Regel 37°C) inkubiert.

Priparative Restriktionsverdau-Ansitze erfolgten, abhéngig von der DNA-Menge, in einem
Volumen von 30 bis 100 pl. Zur Analyse und Pridparation wurden die Reaktionsansdtze mit
einem DNA-Probenpuffer versehen, in einem Agarosegel aufgetrennt und ggf.

weiterverarbeitet.

2.2.6 DNA-Sequenzierung

Fiir den Erfolg der Klonierung war es nicht nur wichtig, ob das Gen tatsdchlich im Plasmid
enthalten ist, sondern von entscheidender Bedeutung, dass es zu keiner Verschiebung des
Leserahmens oder zu zufilligen Mutationen des Gens oder des Zielvektors kam. Eine

Sequenzierung des Plasmides war somit essentiell.

Die Methode beruht auf dem DNA-Kettenabbruch in einer PCR nach Sanger et al. und der
Nachweis der Produkte erfolgte {iber Fluoreszenz, die von den markierte Oligonukleotiden
stammt. Der Laser des Sequenziergerites detektiert die in einem Gel aufgetrennten DNA

Fragmente und gibt die Informationen an die angeschlossene Software weiter.

Zur Sequenzierung wurde der ABI PRISM BigDye-Terminator-Cycle-Sequencing-Kit
Version 1.1 verwendet. In diesem Kit sind die Fluoreszenz-markierten Oligonukleotide (A-

markiert mit Dichloro[R6G], C- markiert mit Dichloro[ROX], G- markiert mit
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Dichloro[R110] und T- markiert mit Dichloro[TAMRA]), dNTPs (dATP, dCTP, dITP und
dUTP), die Tag-Polymerase und der Reaktionspuffer bereits vorgelegt.

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1 pg Plasmid
2 ul Primer (100 pmol)
4 ul BigDye Mix

ad 20 pl H,O

Das Temperaturprogramm fiir die Durchfithrung der PCR gestaltete sich wie folgt:

Initiale Denaturierung 96 °C, 2,5 min 1 Zyklus
96 °C, 20 sek
50 °C, 10 sek 30 Zyklen
Termination 60 °C, 4 min o0

AnschlieBend wurden die Extensionsprodukte gefillt. Hierzu wurde der Ansatz mit dH,O auf
50 ul aufgefiillt. Es wurden 5 pl 3 M CH3COO-Na pH 4,8 und 125 ul Ethanol zugesetzt. Das
Gemisch wurde bei 13000 upm fiir 30 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 300 pl 70% (v/v) Ethanol gewaschen und erneut bei 13000 upm fiir
10 min bei RT zentrifugiert. Das Pellet wurde bei RT getrocknet und lagerte bis zur Analyse
bei -20°C im Dunkeln.

Die Analyse erfolgte auler Haus am DKFZ Heidelberg oder bei der Firma Agowa in Berlin.

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nukleinsiuren

Bei der Agarose-Gelelektrophorese wird ein Gemisch aus verschieden groBlen DNA-
Fragmenten in einem elektrischen Feld nach ihrer Gréfe aufgetrennt. Dabei macht man sich
die durch die Phosphatgruppen bedingte negative Ladung der DNA zunutze. In einem
Agarosegel ist die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Fragmente umgekehrt
proportional zum dekadischen Logarithmus ihrer Gro8e. Durch Erhohung der

Agarosekonzentration werden die Poren des Gels enger, so dass auch kleinere Fragmente
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aufgetrennt werden konnen. Bei niedrigerer Agarosekonzentration werden die Gelporen

hingegen weitmaschiger und lassen eine Auftrennung gréferer Fragmente zu.

Je nach GroBe der Gelkammer wurden 50-250 ml TAE-Puffer mit 0,8 — 1,5% Agarose
gemischt. Die Agarose wurde durch Aufkochen komplett gelost und mit 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid versetzt. AnschlieBend wurde die Agarose in eine Gelkammer gegossen und
mit einem Kamm bestiickt. Nachdem die Agarose zu einem Gel auspolymerisiert war, wurde
die Gelkammer mit TAE-Puffer gefiillt, bis die Elektroden und das Gel vollstindig bedeckt
waren. Der Kamm wurde aus dem Gel entfernt. Die DNA-Proben wurden mit DNA-
Probenpuffer versetzt und in die Taschen pipettiert. Fiir eine spétere GroBBenbestimmung der
aufgetrennten Fragmente wurde zusétzlich ein DNA-Grofenstandard mit aufgetragen. Bei
einer konstanten Spannung zwischen 80 und 130 Volt wurden die Fragmentgemische
aufgetrennt. Unter UV-Licht (A = 254 nm) konnten die durch unspezifisch in DNA
interkalierendes Ethidiumbromid markierten DNA-Banden sichtbar gemacht, fotographisch

dokumentiert und ggf. zwecks Isolierung (siehe 2.2.8) ausgeschnitten werden.

2.2.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Plasmid-DNA und DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des Gel Extraction Kits der Firma
Qiagen nach Herstellerangaben aus dem Agarosegel isoliert. Zur Uberpriifung der Reinheit

und der DNA-Menge wurde ein Aliquot auf einem 1%igen Agarosegel analysiert.

2.2.9 Dephosphorylierung von 5’-Phosphatgruppen

Vektor-DNA, die nur mit einem Restriktionsenzym linearisiert wurde, kann rezirkularisieren.
Um den Einbau von Fremd-DNA zu fordern und die Rezirkularisierung zu verhindern, wurde
die linearisierte Plasmid-DNA mit dem Enzym CIP (,calf intestinal alkaline phosphatase*)
behandelt. Das Enzym katalysiert die Dephosphorylierung von 5’-Phosphatresten, die

Voraussetzung fiir die Rezirkularisierung durch die T4-DNA-Ligase sind.

Nach dem Verdau eines Vektors durch Restriktionsendonukleasen wurde dieser mit 2 bis 10
Units des Enzyms CIP fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde
der Ansatz 10 min bei 65°C inkubiert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte durch
praparative Agarosegel-Elektrophorese (2.2.7).
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2.2.10 Ligation von dsDNA-Fragmenten

Die T4-DNA-Ligase verkniipft kovalent doppelstringige DNA-Fragmente mit glatten oder
tiberhdngenden, kompatiblen Enden. Zur Durchfithrung der Ligation wurden geschnittene
Vektor-DNA und zu inserierende DNA 1:3 in einem 20 pl Ligationsansatz gemischt. Dieses
Gemisch wurde in Ligationspuffer mit 5 Units T4 DNA-Ligase iiber Nacht bei RT inkubiert

und anschliefend fiir die Transformation von kompetenten Bakterien verwendet.

Blunt-end Ligationen von PCR-Fragmenten der Pfu-Polymerase wurden in der Regel mit dem

Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit der Firma Invitrogen durchgefiihrt.

2.2.11 Random Prime Labelling von dsDNA

Zur radioaktiven Markierung dsDNA Fragmente, die als Sonden zur Hybridisierung von
Northern Blots eingesetzt wurden, wurde das Random Prime Labelling System (Rediprime™
IT) der Firma Amersham Pharmacia Biotech verwendet.

25 ng des zu markierenden DNA Fragmentes wurden in 45 pl TE Puffer (10mM Tris-HCI, pH
8, ImM EDTA) gelost, bei 95-100 °C fiir 5 Minuten denaturiert und im sofortigen Anschluss
daran 5 Minuten auf Eis abgekiihlt. Die denaturierte DNA wurde kurz abzentrifugiert und in
das den Reaktionsmix enthaltende GefiB gegeben. Nachdem 5 pl [o**-P] dCTP hinzugefiigt
waren, wurde der Reaktionsansatz durch auf- und abpipettieren gemischt und 10 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 5 pl einer 0,2 M EDTA-L6sung gestoppt und die
markierte DNA durch Siulenchromatographie (NICK™ Column, Parmacia Biotech) von
freien, 32P_markierten Nukleotiden befreit.

Die Aktivitdt der Probe wurde in einem Counter der Firma Beckmann Coulter bestimmt und
eine Konzentration von 1-2 x 10° cpm/ml der markierten Probe zur Hybridisierung eingesetzt.
Kurz vor dem Einsatz der Probe zur Hybridisierung wurde diese bei 95-100°C fiir mindestens

2-5 Minuten denaturiert und sofort auf Eis abgekiihlt.

2.2.12 Northern Blot Analysen

SSC (20x) M NacCl

0,3M Natriumcitrat, pH 7,0
Waschlosung [ 2x SSC

0,05% SDS

Waschlosung 11 0,1x SSC
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0,1% SDS
Waschlosung 111 2x SSC
0,1% SDS

Sowohl der FirstChoice " Northern Human Blot I der Firma Ambion als auch der Multiple
Tissue Northern (MTN®) Blot der Firma Clontech wurden mind. 30 Minuten bei 68°C in 8 ml
der auf 68°C vorgewirmten ExpressHyb'™ Hybridisierungslosung der Firma Clontech
prehybridisiert. Im Anschluss daran wurde die Losung zur Prehybridisierung durch frische
ExpressHyb™ Hybridisierungslésung und der radioaktiv markierten Probe (Konzentration
s.0.) ersetzt und fiir mind. 2 Stunden bzw. iiber Nacht bei 68°C in einem eigens dafiir
vorgesehenen Hybridisierungsofen inkubiert. Nach 40-miniitigem Schwenken bei RT des
Blots in Waschlosung I folgte eine 40-miniitige Inkubation des Blots bei 50°C in
Waschlosung II. Je nach Hohe der nach jedem Waschen gemessenen Aktivitdt folgte eine
weitere Inkubation bei 50°C in Waschlosung II bzw. wurde sofort eine Filmplatte fiir mind. 2
Stunden bzw. iiber Nacht aufgelegt. Die Auswertung des Films erfolgte im Phosphoimager
FUJIX Bas 2000 der Firma Fuji.

2.3  Zellbiologische Methoden

2.3.1 Transfektion von Zellen

2.3.2.1 Transfektion adhirenter Zellen durch Koprizipitation von Calciumphosphat

und DNA
2x HBS Puffer, pH 7,05 32¢g NaCl
0,148 g KCl
0,054 g Na,HPO, x 2 H,O
04¢g Dextrose (D(+)-Glucose)
2¢ HEPES
NaOH zur pH-Wert Einstellung
ad 200 ml dH,O

CaCl,-Losung, (steril filtriert) 2M CaCl,
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Die Calciumphosphat-Koprézipitations-Methode wurde fiir die transiente Transfektion von
293T Zellen verwendet. Diese beruht auf der Ausbildung von DNA-Prézipitaten, die unter
definierten Salz- und pH-Bedingungen in der Gegenwart von unldslichem Calciumphosphat
ausfallen. Die DNA-Prézipitate lagern sich an der Zelloberfliche an, so dass die DNA
schlieBlich in die Zelle aufgenommen werden kann.

Einen Tag vor der Transfektion wurden ca. 1x 10° Zellen in eine 10 cm-Zellkulturschale gut
vereinzelt gesetzt. Am ndchsten Tag wurden 10 ug Gesamtmenge Plasmid-DNA in 220 pl
dH,O aufgenommen, mit 250 pl 2x HBS Puffer gut gemischt und tropfenweise mit 31 ul
CaCl,-Losung versetzt. Nach einer 30-miniitigen Inkubation des Ansatzes bei RT, wurde
dieser tropfenweise auf den Zellen verteilt und die Kulturschale so geschwenkt, dass sich das
Prazipitat gleichméBig auf den Zellen verteilt. Die so transfizierten Zellen wurden nach 24 bis

48 Stunden geerntet und weiterverarbeitet.

2.3.1.2 Transfektion adhirenter Zellen mit FuGENE 6 Transfektions-Reagenz

Diese Art der Transfektion wurde bei allen anderen Zellinien, ausgenommen 293T Zellen,
insbesondere fiir spitere Immunfluoreszenz Analysen angewendet.

FuGENE 6 Transfektions-Reagenz (Roche) ist eine sterilfiltrierte Mischung von Lipiden und
anderen Verbindungen in 80% Ethanol (nicht-liposomale Form), die mit DNA komplexiert
und diese in die Zellen transportiert.

Zur Durchfiihrung der Transfektion von Zellen in einer 24-Lochplatte, wurden 97 ul DMEM
Medium ohne Zusitze in einem Reaktionsgefall vorgelegt, direkt mit 3 ul FuGENE 6 versetzt
und gemischt. Dieser Mischung wurden dann insgesamt 2 pg Plasmid-DNA zugesetzt und 10
bis 15 Minuten bei RT inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde schlieflich direkt in das sich auf
den Zellen befindliche Vollmedium (500 pl) gegeben. Nach 24 bis 48 Stunden wurden die

Zellen fiir Inmunfluoreszenz-Analysen aufgearbeitet.

2.3.1.3 Transfektion adhérenter Zellen mit SuperFect® Transfektions-Reagenz

Das SuperFect® Transfektions-Reagenz (Qiagen) wurde speziell zur Transfektion von 293T
Zellen verwendet, die fiir spitere Luziferase-Assays (sieche 2.5.5 und 2.5.6) verwendet
wurden.

SuperFect® Transfektions-Reagenz ist ein aktiviertes Dendrimer, das DNA in kompakte
Strukturen zusammenzieht, um so die Aufnahme der DNA in die Zelle zu optimieren.
SuperFect®-DNA Komplexe sind positiv geladen, was eine Bindung an negativ geladene

Rezeptoren an der Zelloberfldche von eukaryotischen Zellen begiinstigt. In der Zelle puffert
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das SuperFect® Transfektions-Reagenz nach der Fusion mit dem Endosom das Lysosom, was
zu einer pH-bedingten Inhibierung von lysosomalen Nukleasen und einer Stabilisierung des
SuperFect®-DNA Komplexes fiihrt.

Zur Durchfiihrung der Transfektion von Zellen in 6 cm Schalen wurden insgesamt 5 pg
Plasmid-DNA in TE Puffer mit DMEM Medium ohne Zusétze auf ein Volumen von 150 pl
aufgefiillt, gemischt und kurz abzentrifugiert. Zu diesem Ansatz wurden 30 pl SuperFect®
Transfektions-Reagenz hinzugegeben und durch 10-sekiindiges Vortexen gemischt. Nach
einer 10-miniitigen Inkubation des Ansatzes bei RT wurde dieser mit 1 ml Vollmedium
versetzt und auf die vorher mit 1x PBS gewaschenen Zellen gegeben. Die Zellen wurden 3
Stunden unter normalen Bedingungen mit den Transfektionskomplexen inkubiert, in PBS

gewaschen und 24-48 Stunden in Vollmedium weiter kultiviert.

2.3.2 Herstellung von Zelllysaten fiir unterschiedliche Zwecke

Transfizierte Zellen, deren Lysate fiir spatere Western Blot Analysen eingesetzt werden
sollten, wurden je nach anschlieBender Analyse und Proteineigenschaften in verschiedenen
Puffern lysiert. 293T Zellen, die mit den unterschiedlichen GFP-PAROT
Expressionsplasmiden transfiziert waren, wurden in einem NP40-Puffer (20 mM NP40/1%
IGEPAL, 150 mM NaCl pH 7,4, 1| mM MgCl,, 10% Glycerol, 25 mM NaF) mit 1% SDS 10
min auf Eis lysiert, ultrabeschallt und mit 5X SDS-Probenpuffer versetzt. Anschlieend
wurden die Proben 5-10 min bei 99°C denaturiert, bei —20°C gelagert oder direkt fiir Western
Blots eingesetzt. 293T Zellen, die mit den GAL4DBD-PAROT Expressionsplasmiden
transfiziert waren, wurden im RIPA-Puffer (1% Deoxycholat, 1% IGEPAL, 1% SDS, 25 mM
Tris pH 8,2, 50 mM NaCl) 20 min auf Eis lysiert, mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt und 10
min bei 99°C aufgekocht. Die Proben wurden bei —20°C gelagert, bzw. direkt fiir Western

Blot-Analysen eingesetzt.

2.3.3 Indirekte Inmunfluoreszenzmikroskopie und EYFP- bzw. EGFP-Markerprotein

Bei EYFP-/EGFP-Fluoreszenz (,,Enhanced Yellow/Green Fluorescent Protein®) handelt es
sich um zwei durch Punktmutationen optimierte Versionen der YFP-/GFP-Proteine aus der
Qualle Aequorea victoria, die verbesserte fluoreszierende Eigenschaften aufweisen. Diese
wurden zur Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation von Proteinen in fusionierter Form
eingesetzt. Dazu wurden adhirent wachsende Zellen (HeLa, U2 OS, H1299, NIH3T3, MEF,
WI38) in einer 24-Lochplatte (Greiner, Frickenhausen) auf mikroskopischen, runden

Deckgléaschen ausplattiert und am darauffolgenden Tag mittels FUGENE 6 Transfektions-
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Reagenz transfiziert (siche 2.3.1). Nach 24-48 Stunden wurden die Zellen zunichst auf Eis in
PBS gewaschen und in der Regel anschlieBend fiir 3 min auf Eis in tiefgekiihltem
Methanol/Aceton (1:1) fixiert. Die Zellen wurden getrocknet, 30 min in PBS rehydriert und
bei gleichzeitigem Bedarf fiir den Nachweis eines Proteins durch indirekte Immunfluoreszenz
mit dem entsprechenden Primérantikorper (siehe Tabelle) eine Stunde bei RT inkubiert. Es
folgten mehrmaliges Waschen der Zellen in PBS und die Inkubation der Zellen mit dem der
Spezies entsprechenden fluoreszenzmarkierten Sekundérantikdrpers (siehe 1.9.2). Diese
wurden in der Regel in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt.

Im Falle der Antikorper gegen UBF und RNA Pol I wurden die Zellen zunichst 3 mal fiir 5
min in PBS gewaschen, 10 min in 2% Paraformaldehyd inkubiert und 3 mal 10 min in PBS
gewaschen. Es folgte eine Inkubation der Zellen in —20°C gekiihltem Methanol fiir 90 sec und
3-maliges Waschen in PBS. Die Inkubation des Primérantikorpers erfolgte {iber Nacht bei
4°C.

Zur Anfirbung der chromosomalen DNA wurde anfangs der Interkalator Hoechst 33258
(1:1000), spéter der Interkalator DRAQS der Firma Alexis Biochemicals (1:1000), zur
konfokalen Mikroskopie verwendet. Diese Substanzen wurden zusammen mit dem
Sekundérantikorper eine Stunde bei RT inkubiert. Es schlossen sich 3 weitere 10-miniitige
Waschschritte mit PBS bei RT an. Die Einbettung der Zellen auf einem Objekttriger erfolgte
bei EYFP-/GFP-Fluoreszenz durch Moviol®, bei allen anderen mit Mounting Medium
(Sigma Diagnostics) und einem Nagellackrand, um das Deckglas auf dem Objekttrager zu
fixieren und die Priparate zu konservieren.

Zur Anfirbung von Mitochondrien wurden die Zellen 20 min mit 50 nM MitoTracker® Red
CMXRos (Molecular Probes) in komplettem DMEM Medium unter normalen Bedingungen
kultiviert. Das zellpermeable MitoTracker® Reagenz besitzt eine Thiol-reaktive
Chloromethyl-Gruppe, die mit Thiol-Gruppen von Peptiden und Proteinen zu einem Aldehyd-
Konjugat reagiert und somit in den Mitochondrien akkumuliert. Die Zellen wurden wie oben

beschrieben mit Methanol/Aceton fixiert und fiir Immunfluoreszenzen aufgearbeitet.

Die Analyse der Fiarbungen wurde mit einem Axiophot-Mikroskop der Firma Zeiss, die
konfokale Mikroskopie mit dem Axiovert 200M-Mikroskop der Firma Zeiss durchgefiihrt.
Beide Mikroskope waren zur unmittelbaren EDV-gestiitzten Weiterverarbeitung der
aufgenommenen Bilder mit einer Digitalkamera gekoppelt. Die konfokalen Bilder konnten
mit dem Programm LSM 5 Image Browser gedffnet und anschlieBend mit Adobe Photoshop

7.0.1 nachbearbeitet werden.
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Fiir Lokalisationsstudien in lebenden Zellen wurde die direkte Immunfluoreszenz durch
EYFP-/EGFP und EYFP-/EGFP-Fusionen verwendet. 293T Zellen wurde mit den jeweiligen
Expressionsplasmiden transfiziert und nach in der Regel 24 Stunden unter einem Axiovert S
100 Mikroskop analysiert. Das Mikroskop war mit einer Digitalkamera der Firma Hamamatsu
gekoppelt. Die Bilder konnten mit dem Programm Openlab 2.2.5 fiir Macintosh gedffnet und
anschliefend mit Adobe Photoshop 7.0.1 nachbearbeitet werden.

Bezeichnung Spezies eingesetzte Verdiinnung
anti-Flag Maus 1:1000
anti-Nucleostatmin, (A13) Kaninchen 8 ng/ul
anti-Nucleostatmin Huhn 1:50
anti-PAROT, (P12) Kaninchen 8 ng/ul
anti-PAROT-Linker (3b)  Huhn 1:50
anti-PAROT-ZF (5b) Huhn 1:50
anti-RNA Pol I Mensch 1:1500
anti-UBF Mensch 1:1200
anti-PML Maus 1:50
anti-Nucleolin Maus 5 ng/ul
anti-Fibrillarin Maus 1:200
anti-NOH61 Maus 1:100
anti-B-Aktin Maus 1:200
anti-Golgi 58K Maus 1:50
anti-alpha-Tubulin Maus 1:500

2.4  Herstellung rekombinanter Fusionsproteine

2.4.1 Verwendete Konstrukte

Die Herstellung rekombinanter Proteine humanen Ursprungs in Bakterien erfolgte
ausschlieBlich in Form von Fusionen mit Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma
Jjaponicum. Diese Fusion ermoglicht eine leichte Aufreinigung der Proteine auf der Grundlage
einer hochaffinen Bindung zwischen GST und reduziertem Glutathion. Als Basisvektor fiir
diese Konstrukte wurde der Vektor pGEX-4T-1 der Firma Pharmacia verwendet. Die
Expression der Proteine steht unter der Kontrolle des fac-Promotors, der durch das Lactose-

Analog Isopropyl B-D Thiogalactosid (IPTG) induzierbar ist:
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Name Bereich (AS)
GST-Nucleostatmin-mutC (DKFZ) 1-360
GST-Nucleostatmin (NIH) 1-367
GST-Linker 65-198
GST-ZF 199-444

2.4.2 Test-Induktion und -Expression der Konstrukte in E.coli

Die oben beschriebenen Plasmide wurden zunichst in E.coli BL21 (DE3)pLysS transformiert.
Fir Test-Induktionen wurden zundchst 3 ml-Kulturen einzelner Klone mit 100pg/ml
Ampicillin (Amp) und 34pg/ml Chloramphenicol (Chl) iiber Nacht bei 37°C und 200 upm
hochgeschiittelt.

Von jeder Ubernachtkultur wurden 2 mal 500 pl in je ein 1,5 ml-ReaktionsgefiBe gegeben
und mit 500 pl LB-(Amp/Chl)-Medium aufgefiillt. Eine der Iml-Kulturen wurde mit IPTG
(Isopropyl B-D Thiogalaktosid (1mM Endkonzentration) induziert und 4 Stunden bei 37°C
geschiittelt. Die zweite 1ml-Kultur wurde ebenfalls bei 37°C 4 Stunden geschiittelt und diente
als Negativkontrolle.

Die Bakterien wurden schlieflich 1 min bei 13000 upm sedimentiert (Zentrifuge 5415 R,
Eppendorf) und mit 50 pl 1x SDS-Probenpuffer fiir 5 min bei 99°C aufgekocht.

Der Vergleich des Bandenmusters von Proteinextrakten induzierter und nicht-induzierter
Kulturen in einem Coomassie-gefdarbten SDS-Gel (siehe 2.5.1 und 2.5.2) ergab in der Regel
Aufschluss iiber die Expression der GST-Fusionen.

Von positiven Klonen wurden Glycerol-Stocks angelegt (500 pul Bakterienkultur mit 500 pl
60%-igem Glycerol) und bei —80°C gelagert.

2.4.3 Induktion und Expression der Proteine in grofflem MaRstab

100 ml einer Ubernachtkultur positiver BL21-Klone wurden mit LB-(Amp/Chl)-Medium auf
750 ml aufgefiillt. Nach etwa einstiindigem Wachstum bei 37°C, 200 upm wurde die
Expression der GST-Fusionen durch Zugabe von IPTG (ImM Endkonzentration) induziert.
Die Bakterien wurden dann fiir 7 weitere Stunden bei 37°C unter Schiitteln (200 upm)
inkubiert. In der Regel begilinstigt eine Temperatur von 30°C die Produktion der
rekombinanten Proteine gegeniiber dem bakteriellen Wachstum. In diesen Fillen erwiesen

sich 37°C jedoch als optimaler in bezug auf die Proteinmenge.
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Die Bakterien wurden anschlieend sedimentiert (Sorvall GSA, 6000 upm, 15 min, 4°C) und

bei —80°C bis zur Proteinaufreinigung gelagert.

2.4.4 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine

Die Bakterienpellets (sieche 2.4.3) wurden zunichst aufgetaut, in 9 ml PBS resuspendiert, in
ein Zentrifugenréhrchen {iberfiihrt, mit einer Spatelspitze Lysozym versetzt und 10 min auf
Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit 10% (v/v) Triton X-100
(Endkonzentration 1% (v/v)) versetzt. Zur endgiiltigen Lyse der Bakterien wurden diese
ultrabeschallt, bis die Suspension aufgrund der freigesetzten Bakterien-DNA eine viskose
Konsistenz annahm. Unlosliche Bestandteile wurden durch eine anschlieBende Zentrifugation
(Sorvall SS34, 13000 upm, 20 min, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde mit 375 ul GSH-
Sepharose (Glutathione Sepharose™ 4 Fast Flow, Amersham Biosciences, Uppsala
Schweden), die zuvor 3 mal mit PBS gewaschen wurde, versetzt. Die Bindung der GST-
Fusionsproteine an die GSH-Sepharose erfolgte dann wihrend einer ein- bis dreistiindigen
Inkubation auf einem Drehmischer bei 4°C. Es folgten drei weitere Waschschritte der
Sepharose mit PBS. Die gebundenen Proteine wurden anschlieend entweder mit 300 ul
Elutionspuffer G (8mM reduziertes Glutathion, 20 mM Tris, pH 7,5) 1 Stunde bei 4°C auf
einem Drehmischer eluiert oder mit 5x SDS-Probenpuffer bei 99°C aufgekocht und auf einem
SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und fiir die Immunisierung von
Legehennen eingesetzt (siehe 2.5.4).

Wurden die Proteine eluiert, folgte eine Zentrifugation (Zentrifuge 5415 R, Eppendorf, 13000
upm, Imin bei 4°C). Zur Entfernung des Glutathions wurde der die Proteine enthaltende
Uberstand in einem Dialyseschlauch (Spectra/Por® Membrane 1, Spectrum laboratories inc.)
mind. 3 Stunden bzw. {iber Nacht gegen 2 1 Dialysepuffer (20 mM HEPES, pH 7,5) dialysiert.
Die Proteine wurden anschlieBend aliquotiert und bei —80°C gelagert.

Konzentration und Reinheit der so aufgereinigten Proteine wurde dann mittels SDS-PAGE

und Coomassie-Féarbung (siehe 2.5.2) zusammen mit einem Albumin-Standard ermittelt.

2.5 Proteinchemische Methoden

2.5.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Proteingemische lassen sich unter denaturierenden Bedingungen aufgrund ihrer molekularen
Masse auftrennen. SDS als anionisches Detergenz iiberdeckt dabei durch Anlagerung an
Proteine deren Eigenladung. Erhitzung der Proben auf iiber 95°C mit einem Uberschuss an

SDS spaltet die Wasserstoffbriicken von Tertidr- und Sekundérstrukturen und fiihrt zur
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Streckung der Molekiile. Disulfidbriicken zwischen Cysteinen werden durch 8-
Mercaptoethanol (Schwefelbriicken-spaltendes Thiolreagenz) reduziert.

In einem Polyacrylamidgel laufen die Proteine dann im elektrischen Feld mit einer
Wanderungsgeschwindigkeit, die sich umgekehrt proportional zu ihrer Gréfe verhilt, zur
Anode. Diese gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte im diskontinuierlichen
Puffersystem nach Laemmli (1970) mit 7,5-14%igen Acrylamid-Trenngelen und 3%igen
Acrylamid-Sammelgelen. In Abhidngigkeit von der ProteingroBe und der daraus
resultierenden erforderlichen Trennung wurden Gele mit verschiedenen Langen des Trenngels
eingesetzt (Minigele im vertikalen BioRad-System, Maxigele im vertikalen Biometra-
System).

Mit Hilfe von GroBenstandards (siehe 1.4) lassen sich die Molekulargewichte der Proteine
ermitteln.

Das Gel entsteht durch die Polymerisation eines Acrylamid-N,N’-Methylenbisacrylamid
Gemisches. APS dient dabei als Radikalkettenstarter und TEMED als Katalysator. Durch
Variationen der Acrylamid-N,N’-Methylenbisacrylamid Menge lassen sich die Porengrof3en
des Gels verdndern. Die genaue Zusammensetzung der Gele sowie des Laufpuffers ist dem
Abschnitt I1.1.2 zu entnehmen.

Das Trenngel wurde unmittelbar nach dem Gieflen mit Isopropanol iiberschichtet, um eine
schnellere Polymerisation unter Ausschluss von Luftsauerstoff zu gewéhrleisten. Nach
erfolgter Polymerisation wurde der Alkohol vollstindig entfernt und das Sammelgel
gegossen.

Die zu untersuchenden Proteinlésungen wurden vor dem Auftragen mit SDS-Probenpuffer
versetzt und 5 min bei 99°C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten

elektrischen Spannung zwischen 80 und 140 V.

2.5.2 Anfirben von Proteingelen mit Coomassie-Brilliantblau R 250

Durch die Anfarbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Brilliantblau kénnen in einer

Proteinbande ca. 0,1 pg Protein nachgewiesen werden.

Die Proteingele wurden mind. 2 Stunden oder iiber Nacht durch leichtes Schwenken bei RT in
Coomassie-Farbelosung ( sieche 11.1.2) gefarbt. Nachfolgendes Schwenken in Entféarber (siche
I1.1.2), wobei dieser mehrfach ausgewechselt wurde, lie} die Proteinbanden sichtbar werden.
SchlieBlich wurde das Gel in dH,O é&quilibriert und zur dauerhaften Aufbewahrung zwischen

zwei Zellophanfolien (Gel Drying Kit, Promega) getrocknet.
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Durch kurzes Erhitzen (nicht Kochen!) des Gels in Coomassie-Féarbelosung in einem
Mikrowellen-Ofen, anschlieBendes 15-miniitiges Schwenken und ebensolches Verfahren mit
dem Entfirber, kann die langwierige Prozedur des Farbens und Entfirbens beschleunigt

werden.

2.5.3 Western Blot

Die in einem Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine werden beim Western Blot iiber
Elektrotransfer auf einen Trédger, in diesem Fall eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran
(Hybond™-P, Amersham Biosciences), ibertragen und fir den nachfolgenden
Immunnachweis immobilisiert.

Im Fall der Semi-Dry Blotting Methode wurden auf die Anode einer horizontalen
Transferapparatur (Trans-Blot®SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad) folgende Lagen
ibereinander geschichtet:

1 Lage Extra Thick Blot Paper (Criterion'™ sice) der Firma BioRad, die PVDF-Membran,
das Polyacrylamidgel, 1 Lage Extra Thick Blot Paper (Criterion™™ sice) der Firma BioRad
und die Kathode der Apparatur.

Die Blot Paper wurden vorher mit Transferpuffer (II.1.2) durchtrinkt. Die PVDF-Membran
wurde ebenfalls mit Transferpuffer dquilibriert, nachdem sie zuvor in Methanol geschwenkt
wurde.

Der Proteintransfer erfolgte in der Regel bei einer konstanten Spannung von 10 V/10 min und
anschlieenden 20V/45 min.

Zur Absittigung unspezifischer Antkdrperbindungensstellen wurde die Membran iiber Nacht
in 5% (w/v) Magermichpulver in TBS-T (0,1% Tween 20 in TBS) inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Membran 3 mal 10 min mit TBS-T gewaschen und anschliefend fiir mind. 1
bei RT bzw. 4°C (in Abhingigkeit von den jeweils verwendeten Antikdrpern) mit einer
Losung des Erstantikorpers ( 0,1-1 pg/ml in TBS-T/1,5% Magermilchpulver) geschwenkt. Es
folgten 3 weitere Waschschritte mit TBS-T und anschlieBend eine Inkubation fiir eine Stunde
bei RT mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundirantikorper (Verdiinnung 1:20000 in TBS-
T/1,5% Magermilchpulver). Die Membran wurde 3 weitere Male mit TBS-T gewaschen.

Die Visualisierung der antikdrperbeladenen Proteine erfolgte dann durch Chemilumineszenz
unter Verwendung der unterschiedlich sensitiven SuperSignal® Substrate der Firma Pierce.
Dazu wurden gleiche Teile der Luminol/Enhancer Solution und des Peroxide Buffers
gemischt, die Membran in einer Plastikhiille eine Minute darin inkubiert und auf einem

Rontgenfilm exponiert.
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2.5.4 Epitop-Tags zur Detektion und Prizipitation von exogenen Proteinen

Zur Detektion von iiberexprimierten Proteinen, gegen die keine Antikdrper verfiigbar waren,
sowie zur Unterscheidung endogener und exogener Proteine wurden sogenannte Epitop-Tags
verwendet. Dieses Prinzip beruht darauf, dass die kodierende Region einer cDNA eines
Proteins in einem Plasmid an ihrem N- oder C-Terminus mit einer Sequenz fusioniert wird,
die fiir einen kurzen, antigenen Proteinabschnitt kodiert. Dieser kann mit Hilfe entsprechender
Antikdrper nachgewiesen werden. In diesem Fall wurde das FLAG®-Epitop-Tag verwendet.
Es ist synthetischen Ursprungs mit der Proteinsequenz DYKDDDDK und wird von dem anti-
FLAG M2 Antikorper erkannt (siehe auch 1.9.1)

2.5.5 Analyse der Repressoraktivitit des PAROT-Proteins durch Messung der

Luciferase Aktivitit

Das Enzym Luciferase des Glithwiirmchens Photinus pyralis wandelt Luciferin in Gegenwart
von molekularem Luftsauerstoff, ATP und Mg*" in Oxyluciferin und CO, um. Dies ist eine
biolumineszente Reaktion, bei der Licht einer Wellenlédnge von 562 nm emittiert und in einem
Luminometer gemessen werden kann. Diesen Umstand kann man sich zunutze machen,
indem man die Expression des Luciferasegens unter die Kontrolle von 5 vorgeschaltete Gal4
Promotoren stellt. Zur Analyse der Repressoraktivitit des PAROT Proteins wurde dieses an
die Gal4 DBD (DNA Bindungsdoméne) fusioniert und zusammen mit dem 5xGal4-Luc-
Vektor in 293T Zellen cotransfiziert (siche 2.3.1.3). Durch die Bindung des Gal4-DBD
PAROT Fusionsprotein an die Gal4-Promotoren kann anhand der messbaren
Luciferaseaktivitit festgestellt werden, ob es sich bei dem PAROT Protein um einen

Repressor handelt oder nicht.

20-24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, mit 250
ul (12-Lochplatten) Reporter Lysis Buffer (RLB; Luciferase Assay System, Promega)
versehen und, zur vollstindigen Lyse der Zellen, bei —70°C mind. 10 min bzw. iiber Nacht
eingefroren. Unldsliche Bestandteile wurden anschlieBend durch eine 15-miniitige
Zentrifugation (13200 upm, 4°C) sedimentiert. Die Aktivitit der im Uberstand enthaltenen
Luciferase wurde im MicroLumat LB96P der Firma Berthold Technologies bestimmt. Dazu
wurden 50 pl des Lysats in einer 96-Lochplatte in das Gerét eingebracht. Die Injektion von
100 pl der das Luciferin enthaltenden Substratlosung (siche Herstellerangaben) wurde
automatisch von dem Luminometer vorgenommen. Die Messung der Lichtemission erfolgte
in einem Zeitintervall von 20 Sekunden. Die Messdaten wurden mit Hilfe des Programms

EG&G WinGlow aufgezeichnet und anschlieBend im Microsoft Exel Programm ausgewertet.
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2.5.6 B-Gal Reportergen Assay

Das Reportergensystem auf der Basis der 5-Galactosidase der Firma Roche diente als interne
Kontrolle der Luciferase-Assays, um Schwankungen der Luciferaseaktivitit auf die Aktivitét
der B-Galctosidase zu normalisieren. Zusammen mit dem 5xGal4-Luc und dem pM2-PAROT
Vektor wurde der pVR-LacZ Vektor in 293T Zellen cotransfiziert. In diesem Vektor steht das
LacZ Gen aus Escherichia coli, das fiir das Enzym B-Galactosidase kodiert, unter dem
konstitutiven SV40-Promotor. Das Enzym B-Galactosidase deglycosyliert bei einem neutralen
pH-Wert B-Galctoside und kiinstliche 1,2-Dioxetan-Galactopyranosid-Derivate. Im
Reaktionsansatz akkumuliert abgespaltenes Dioxetan als stabiles Zwischenprodukt, das nach
einem pH-Shift in den alkalischen Bereich deprotoniert wird und dabei Licht einer
Wellenlidnge von 475 nm aussendet.

Zur Messung der B-Galactosidaseaktivitit wurden 50 pl des Lysats in einer 96-Lochplatte mit
100 pl des Substratreagenzes (siche Herstellerangaben) 30-60 min bei RT inkubiert. Die
Injektion von 50 pl des Initiationsreagenzes (siche Herstellerangaben) erfolgte automatisch
durch das Luminometer. Die Messung der Lichtemission erfolgte in einem Zeitintervall von 5
Sekunden. Die Messdaten wurden mit Hilfe des Programms EG&G WinGlow aufgezeichnet

und anschlieend im Microsoft Exel Programm ausgewertet.
2.5.7 Immunisierung von Legehennen und Isolierung von Antikérpern (IgY) aus

Hiihnerei-Dotter

Phosphat-Puffer I 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,2
100 mM NaCl

Phosphat-Puffer 11 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,2

100 mM NaCl

7% Polyethylenglycol 6000 (w/v)
Phosphat-Puffer 111 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,2

100 mM NaCl

24% Polyethylenglycol 6000 (w/v)

Die  Fusionsproteine GST-Nucleostatmin, GST-Linker und GST-ZF wurden nach
Aufreinigung tiber Glutathion Sepharose und SDS-PAGE (siehe 2.4.4 und 2.5.1) fiir die

Immunisierung von Legehennen eingesetzt. 150 bis 200 pg Antigen im Polyacrylamidgel
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wurden homogenisiert, mit gleichen Volumen PBS versetzt (vorgeschriebene
Injektionsmenge beachten!) und den Hiihnern subkutan injiziert. Die Immunisierung wurde
nach 2 und 4 Wochen mit der gleichen Menge Antigen wiederholt. Aus den etwa ab der
zweiten Woche nach der Sekundédr-Immunisierung gelegten Eiern wurden die Antikdrper
(IgY) isoliert. Fiir die Herstellung einer Pra-Immun-Antikorperlosung wurden Eier verwendet,

die vor der Immunisierung gelegt worden waren.

Die Extraktion der Antikorper erfolgte aus dem Eigelb der Eier durch fraktionierende
Polyethylenglycol-Féllung (Polson et al., 1985; Polson et al., 1980a; Polson et al., 1980b).
Zunichst wurde das Eigelb vom Eiweill getrennt und mehrmals mit A. dest gewaschen, um
das Eiweill so gut wie moglich zu entfernen. Das Eigelb wurde vom Dottersack befreit und
mit einem Volumen Phosphat-Puffer I gemischt. AnschlieBend wurde ein Volumen Phosphat-
Puffer II hinzugefiigt, so dass die Endkonzentration von Polyethylenglycol (PEG) 6000 3,5%
betrug. Dies wurde dann 30 Minuten bei 4°C auf einem Drehmischer inkubiert. Dabei wurden
Lipidverbindungen des Eigelbs gefillt und nachfolgend durch Zentrifugation (10 min, Sorvall
SS-34-Rotor, 10000 upm, 4°C) und Filtration (Faltenfilter, Schleicher & Schiill,
Dassel/Weserbergland; Mull) von den im klaren Uberstand geldsten Antikérpern getrennt.
Das Filtrat wurde durch Zusatz von 10% PEG Trockensubstanz auf 12% PEG eingestellt, um
die Antikorper zu féllen und anschlieBend durch Zentrifugation (10 min, Sorvall SS-34-Rotor,
10000 upm, 4°C) zu sedimentieren. Das Sediment wurde in 10 ml Phosphat-Puffer I je Eigelb
geldst und die Antikdrper nochmals durch die Zugabe von einem Volumen Phosphat-Puffer
II (Endkonzentration 12% PEG) gefillt. Nach Zentrifugation (10 min, Sorvall SS-34-Rotor,
10000 upm, 4°C) wurde das Prizipitat in 5 ml Phosphat-Puffer I je Eigelb gelost und
nochmals zentrifugiert (15 min, Sorvall SS-34-Rotor, 18000 upm, 4°C), um unlosliche
Bestandteile abzutrennen. Der als Antikdrper-Losung verwendete klare Uberstand wurde mit

0,02% Natriumazid versetzt, aliquotiert und bei 4°C aufbewahrt bzw. bei —80°C gelagert.

2.5.8 Test der Antikorper (IgY)-Losungen im Western Blot

Die Antikorper-Losungen wurden zunédchst im Western Blot getestet. Dazu wurden definierte
Mengen (10 ng, 50 ng, 100 ng) aufgereinigter Antigene (GST-Fusionen, sieche 2.4.4) auf
einem SDS-Polyacrylamidgel (siehe 2.5.1) aufgetrennt und fiir einen anschlieBenden
Immunnachweis auf eine PVDF-Membran transferiert (siehe 2.5.3). Die Antikorper-Losungen
wurden in einer Verdiinnung von 1:1000 bzw. in einer Verdiinnungsreihe von 1:200 bis

1:1000 eingesetzt.
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2.5.9 Test der Antikorper (IgY)-Losungen in Immunfluoreszenz

Die Antikorper-Losungen wurden ebenfalls in der Immunfluoreszenz getestet. Dazu wurden
U2 OS Zellen auf einem Deckglas fixiert (siche 2.3.2) und mit den Antikorper-Losungen bei
einer Verdiinnung von 1:50 und 1:200 eine Stunde bei RT inkubiert. Als Kontrolle dienten die

von der Firma Eurogentec hergestellten Peptidantikorper (A13 und P12).
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III.  Ergebnisse

3.1 Identifizierung neuer Kerndominen assoziierter Proteine

Im Zuge des Deutschen Genom Projektes wurde 1997 das Deutsche cDNA-Konsortium in
Heidelberg (Dr. Stefan Wiemann und Dr. Annemarie Poustka, DKFZ Heidelberg; Dr. Rainer
Pepperkok, EMBL Heidelberg) gegriindet. Dieses hatte sich als Ziel gesetzt, cDNA-
Bibliotheken aus bisher unzureichend charakterisierten Geweben zu generieren und zu
sequenzieren, um neue, uncharakterisierte proteinkodierende Abschnitte zu identifizieren.
Nicht in Sequenzdatenbanken annotierte cDNAs wurden anschlieBend mit EYFP fusioniert,
das Fusionsprotein in humanen Zellen exprimiert und seine subzellulire Lokalisation

bestimmt (Simpson et al., 2000).

Von vorliegenden unterschiedlich in der Zelle lokalisierenden EYFP-Fusionsproteinen
wurden fiir die Arbeit zwei ausgewdhlt, die in punktartigen Kerndoménen lokalisieren
(Abb.3.1). Die beiden bisher unbekannten Proteine (DKFZphfbr2 2305 (Nr.1; im Folgenden
Nucleostatmin genannt) und DKFZphamy2 121g18 (Nr.9; im Folgenden PAROT genannt),
wurden im Hinblick auf eine mogliche Assoziation mit PML-Kerndomédnen bzw. anderen

Kerndoméinen untersucht.

#1/Nucleostatmin

#9/PAROT

Abb.3.1: Identifizierung zweier mit Kerndoménen assoziierter Proteine. HeLa Zellen wurden mit 1ug EYFP-
#1 (A) und EYFP-#9 (B) transfiziert und am Folgetag fixiert. Die genomische DNA wurde mittels DAPI sichtbar

gemacht. Die rechten Bilder zeigen die Uberlagerung der exprimierten EYFP-Fusionsproteine und der DNA.
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Charakterisierung neuer Kerndomiinen assoziierter Proteine

3.2.1 Datenbankanalysen

Da es sich bei den beiden identifizierten Proteinen um bisher unbekannte Proteine handelte,
wurden zundchst verschiedene Datenbankanalysen durchgefiihrt, um durch mogliche
Sequenzhomologien einen Hinweis auf in ihre zelluldre Funktion zu bekommen. Der
»EXPASy*“ (Expert Protein Analysis System) Molekularbiologie Server des Schweizer
Instituts fiir Bioinformatik (SIB) bietet verschiedene Programme an, um sowohl
Nukleinsdure- als auch Aminoséuresequenzen in Bezug auf ihre Eigenschaften zu analysieren.
Zunichst wurden die ¢cDNAs im MacVector-7.0 Programm translatiert, um den offenen
Leserahmen zu finden und die daraus resultierenden Aminosduresequenzen zur
Identifizierung von mdglichen bekannten Doménen oder Profilen beider Proteine verwenden
zu konnen. Die Aminosduresequenzen wurden sowohl iiber das ,,Prosite als auch iiber das
,»Motif Scan“ Programm charakterisiert. Beide Programme ergaben die gleichen Ergebnisse,
die spéter sowohl durch die CELERA Datenbank als auch das BLAST Programm des NCBI

bestdtigt wurden.

PAROT, ein PML-assoziierter Repressor der Transkription

3.2.2.1 Das PAROT-Protein und seine Doménen

Einer der beiden identifizierten Proteine (#9) wurde aufgrund seiner Doménenstruktur, die im
folgenden erldutert wird, PAROT (PML-assoziierter Repressor der Transkription) genannt.
Der PAROT cDNA-Klon (Accession Nummer NCBI: AL136548) ist 4117 Basenpaare lang
und enthélt einen einzelnen offenen Leserahmen, der fiir ein Polypeptid von 444 Aminoséuren
mit einer berechneten molekularen Masse von ~ 49 kDa kodiert (siche Abbildung 3.2).
Datenbankanalysen (siehe 3.2.1) seiner Aminosduresequenz (siche 3.2.1), die in den
Abbildungen 3.2, 3.4, 3.5 und 3.6 beschrieben sind, deuten darauf hin, dass das PAROT-
Protein verschiedene Sequenzmotive besitzt, die charakteristisch fiir die ,,Kriippel-Familie*

von Transkriptionsfaktoren sind.
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CTGCTCTGTGCCGTCAGCTCCTAGAGGCCCAGCCTCTGTGGCCCTGTGACCTG CAGGTATTAGGAGGGTCACAGCTAGGAC 80
GCCGGGACCCCCTGGAAGCCTAGARATGGGACCATTGCAATTTAGAGATGTGGCCATAGAATTCTCTCTGGAGGAGTGGCA 160
M G P L Q F R D V A I E F S L E EW H
KRAB-A box
TTGCCTGGACGCTGCACAGCGGAATCTATATAGGGATGTGATGTTAGAGAACTACAGAAACCTGATCTTCC TTGGTATTGT 240
cC L D A A O R N L Y R D V M L E N Y R N L T F LG I V V

TGTCTCTAAACCARACCTGATCACCTGTCTGGAGCAAGGAAAAAAACCTTTAACTATGAAGAGGCATGAGATGATTGCCAA 320
S K P N L I T C L E Q G K K P L T M K R H E M I A K P
KRAB-B box
ACCCCCAGTTATGTATTCTCATT TTGCCCAAGACCTTTGGTCAGAGCAGAGCATARAAGATTCTTTCCAAAAAGTGATACT 400
P VvV MY S HF A QDL W S E Q S I KD S F Q K V I L R

AAGAAGATATGAAARATGTAGACATGACAATTTACAGTTAAAAAAAGGCTGTAARAGTGTAGATGAGTGTCCAGTGCACAA 480
R Y E K C R H DNL QUL KK G C K S V DEC P V H K R

AAGAGGTTATAATGGACTTARACAATGTTTGGCAACTACCCAGAGAAAAATATTTCAATGTGATGAATATG TGAAATTCTT 560
G Y NG L K 9 CLATTOQURI K I F QCDE Y V K F L H

GCATAAATTTTCARATTCAAACAAACATAAGATAAGAGATACTGGAAAAAAATCTTTTAAATGTATAGAAT ATGGGAAAAC 640
K F S N s N K H K I RDTG K K S F KCTIUEY G KTF

TTTTAACCAGTCTTCAACCCGTACTACATATAAGAAAATTGATGCTGGAGAGAAACGCTATAAATGTGAAGAATGTGGTAA 720
N Q s s T R T T Y K K I D A G E K R Y K C E E C G K A

AGCCTATAAGCAGTCCTCACACCTTACTACACATAAGARARATTCATACTGGAGAGARACCCTACARATGTGAAGAATGTGG 800
Yy K Q s s H L T T H K K I H T G E K P Y K C E E C G K

CAAAGCCTATAAGCAGTCCTGTAACCTTACTACACATAAGATAATTCATACTGGAGAGAAACCCTACAGAT GTAGAGAATG 880
A Y K Q s ¢C N L T T H K I I H T G E K P Y R C R E C G

TGGCAAAGCTTTTAACCACCCTGCAACCCTTTTTTCACATAAGAAAATTCATACTGGAGAGAAACCATACAAGTGTGATAA 960
K A F NH P A T L F s H K K I HT G E K P Y K C D K C

ATGTGGCAAAGCCTTTATTTCAT CCTCAACCCTTACTARACATGAGATAATTCATACTGGAGAGAARACCCTACAAATGTGA 1040
G K A F I s s S T UL T KHE I I H T G E K P Y K C E E

GGAATGTGGCAAAGCTTTTAACCGTTCCTCARACCTTACTAARACATAAGAGAATTCATACTGGAGATGTACCCTACARATG 1120
cC G K A F NI RS SNILTKHK R I HT G DV P Y K C D

TGACGAATGTGGCAAAACCTTTACCTGGTACTCAAGCCTCTCTAAACATAAGAGAGCTCATACTGGAGAGAAACCCTACAA 1200
E C G K T F T WY S s L S K H KR A H T G E K P Y K C

GTGTGAAGAATGTGGCAAAGCCT TTACTGCATTCTCAACTCTAACTGAACATAAGATAATTCATACTGGAGAGAAACCGTA 1280
E E C G KA F TAF S T L T E H K I I HT G E K P Y K

CAAATGTGAAGAATGTGGCAAAGCTTTTAACTGGTCCTCAGCCCTTAATAAACATAAGAAAATTCATATTAGACAGAAACC 1360
cC EE CG KA F NW S S A LN K H KK I HTI R Q K P C

CTGCATAGTGAAGAATGTGGAAAATCTTTTAAATGTTCCTCAACCCT TAATAAGCATAAGATAATTCATAC TGGAGAGAAA 1440
I VX NV EN L L NV P Q P L I S I R
CCGTATGAATGTGATGAATGTGGGAAAGCCTTTAACTAGCCCTGGAC TCTGACTAAATATGAGAATTTATATGGAACATAA 1520
ACCCTACAAATATAARAGAATGTGACAAAGCTTTTTAAGGAAGTTCTCAACCCTTATTACACATAATTTATACTGGACAGAA 1600
ACCCTACAAGTGGGAAGAATATGGCARAGCCTATAACAACCTGTCAACTCTTTTTGTTTTTTGAGATGGAGTTTCACTCTT 1680
GTCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCACGATCTCAGCTCACTGCAACT TCTGCCTCCTGGTATCAAGCCATT CTCCTGCCTC 1760
AGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACTGGTGCCCACCACCATGCCCAGC TAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCA 1840
TCATGTTTGCCAGACTGGTCTCCAACTCCTGACCTCAGATGGTCCACCCACCTCGGCATCCTAAAGTGCTGAGATGACAGG 1920
CATGAGCCACGACGCCCAGCCACAAGTTCTCAATTCTTAAGAGACAT GGCGATAATTCATGCTGAAGAGGAACTCTACAAA 2000
CCTGAAAGATGCAACAGTGCTTT TACCACCACCTCCAACTTTTGTAT ACATAAAAATAAATTATACTAATGTGAARACCCTG 2080
GAAATGTATGAAATGAGACAAAGCGTTTATATGGTTGCCACACTTGATTGTAGATGGAGTCTCGGTCTTTCACCCAGGCTG 2160
GAGCGCTGTGGCGCGATCTCGGC TCACTGCAGCCTCCACCTCCCAGG TTCACACCATTCTCCTGCCTCAGC TTCCTGAGTA 2240
GCTGGGACTGCAGGCACCCGCCACCATGCCCGGCTAATTTTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCAC TGTGTTGGCC 2320
GGGATGGTCAATCTCCTGACCTT GTGATCCGCCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTGCAGGCGTGAGCCACCGCAC 2400
CTGGCCATTATGCCACTAACTTTAACCTATCCCACCTTAATCAAGGG TGTACTTAAAAGATGGTAACAATATACTGTTTGG 2480
TACGTAGTGGAATAACATCTCTACTCGTCACTTTGCCAGTGGCTTTAAACTGCAAATGAGTTGAATTGTTC CCATAGCTTA 2560
AATTTTTTTTCTTATTGAAATCTATTACTAGTATTTGTGGGTATACAGTATGTGTATATCTTTATGCCTTATATGGCATAT 2640
TTTGATTCAGGCCTACAATATGT AGTAATTACATTAGGGTAAAGTAT CCATCACCTCTAGCATTTATCCTT TGAATTACAG 2720
TGTAATTATACATTTTTAATTAT TTTAAAATGTACAATTAAATTGTTACTGACTACAGGTTTATTTTTATGGTCATAATAA 2800
AAATTATACAGAAAAATAAATAAAATATGGCCGGGTGCGGTGGCTCAGGCCTGTAATCCCAGCGCTTTCCAGGGCGGGTGG 2880
ATTGTCTGAGGTCGGGAGTTCGAGGCCATCCTGGCCAACATAGTGAAACCCCGTCTGAGGAAGCGCTCCTT TCGCGGGGGL 2960
ACTCGCTGTGGATGAATAAAGTACACTGACACACATTCTGCTCTGCCAGTCCAGCTGAGGGTCCGAGCCGC TTACAGGCTC 3040
CAAGGCCAGGCACGGTGGCTCAT GCCTATAATTCCAGCACTTTGGAGGGCCAAGGCGGGCGGATCATCTGAGGTCAGGAGT 3120
TCACGCAAATCAGGGGGCCCGTGAAAGGCAACTGAGCAGGGATCCAT GGGAAAGACACCCTCAGAGGCACAAGATTCTCTC 3200
GTTACCTTTCAGTTTGCTGATAC TTCAGTTARAGTCTCCTGGGAAACGTCTGCATTAGGTTCTTCCTCTGTAGTTCTTCTT 3280
ACCTTGCCTGTAAAACAAAACCTATCTAGTGTCTGCATAGGTTTCCACTTCTTGTCCCCACCTGAGGAATGGARAGCAACG 3360
GCACAGTCCTTGCTCATGTTTTGGAGTGAAAGGAGCTTGAAGGTCAT GTGAGCTTTGCCAAGGCTTCTCCT GGCCTCATGT 3440
CAGATACAGCTCCTAACTCCCAAGCAGCCTACCATAGTGTCCTCCTT TTTTTGCGTGTGTGATGGGGTTTC GCACTTGTTG 3520
CCCAGGCTGGAGTGCAATGGGTACAATCTCGGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGTGATTCTT CTGCCTCAGC 3600
CTCTCAAGTAACTGGGATTACAGGCATGCGCCACTAAGGGAGGAGAC CACTCCTCATATTGTCTTATGCCCAATTTCTGCT 3680
TCCAAAGAAAGAAGAAGT. AACTAAAAGGCAGAAATGAAATCCACAGGCAGACAGCCCAGCGCCACACCATGGGCCTGG 3760
TAGTTAAAGATCGAGCCCTGACC TAATCGGTTATGTTATCTACAGAT TACAGACATTGTATAGAARAAGCACTTTGAAAATC 3840
CCTGTCCTGTTCTGTTCCATTCTAATTACTGGTGCATGCAGCCTTCAGTCACTTACTCCCTGCTTGCTCAATCGATCACGA 3920
CCCTCTCATGGAAACCCCCTTAGAGTTGTAAGCCCTTAAGAGGGATAGGAATTGCTCACTCAGGGAGCTCAGTTTTTGAGA 4000
CGTGAGTCTTGCCAATGCTCCCGGCCGAATARAGCCCTTCCTTCTTCAAAAAAAAAAAAAARAAAAA 4117

Abb.3.2: Nukleinsduresequenz und die daraus abgeleitete Aminosduresequenz des humanen PAROT-
Proteins. Die PAROT cDNA kodiert fiir ein Polypeptid von 444 Aminosauren. Es enthalt verschiedene strukturelle
Domanen, die bereits aus anderen Transkriptionsfaktoren bekannt sind. Sie klassifizieren das PAROT Protein als
ein Mitglied der KRAB-Box enthaltenden C2H2-Zinkfinger Proteinfamilie. Die Cysteine und Histidine der 8
Zinkfingermotive sind in roter Schrift hervorgehoben. Die Linkersequenzen innerhalb der Zinkfingermotive sind
unterstrichen ebenso wie die KRAB-A und KRAB-B Boxen. Das Start- und das Stop-Kodon sind in fetten
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Buchstaben hervorgehoben und durch einen Unterstrich markiert. Die Nukleinsaurepositionen sind auf der
rechten Seite angezeigt. Die PAROT GenBank/EMBL Accession Nummer ist AL136548.

Das PAROT-Protein besitzt eine N-terminale KRAB-Box (Kriippel associated box),
bestehend aus einer KRAB-A und einer KRAB-B Box, die in etwa einem Dirittel aller C2H2
Zinkfinger-Proteine zu finden ist (Bellefroid et al., 1991; Collins et al., 2001). Weiterhin
befindet sich im C-terminalen Bereich eine Zinkfinger-Doméne. Diese besteht aus 8
sequentiell aufeinanderfolgenden C2H2-Zinkfingern. Somit handelt es sich beim PAROT-
Protein um ein Mitglied der ,multiple-adjacent“-C2H2 Zinkfinger-Proteinfamilie (Iuchi,
2001). Zwischen der KRAB-Domine und den Zinkfingern befindet sich eine etwa 134
Aminoséduren lange sog. Linker-Doméne, deren Funktion bisher unbekannt ist. Die Linker-
Domine zeigt den hochsten Grad an Sequenzvariation in allen Zinkfinger-Proteinen
(Bellefroid et al., 1993). Weitere Analysen der Aminosduresequenz zeigten, dass sich im
Bereich der Zinkfinger-Domine drei potentielle Kernlokalisationssignale (NLSs; nuclear

localization signal) befinden (Abb.3.3).

Abb.3.3: Schematische Darstellung des PAROT- Proteins und seiner Doménen.

Das PAROT-Protein ist 444 Aminosauren lang. Es enthalt eine N-terminale KRAB (Kriippel associated box) Box,
die aus einer KRAB-A und einer KRAB-B Box besteht. Es folgt eine Linker-Region im mittleren Teil des Proteins.
Im C-terminalen Bereich des PAROT-Proteins befinden sich 8 C2H2-Zinkfinger. Weiterhin befinden sich innerhalb
der Zinkfinger-Domane 3 vorhergesagte NLSs (nuclear localization signal).

3.2.2.2 Die KRAB-Box des PAROT-Proteins

Die Kriippel associated Box des PAROT-Proteins weifit im wesentlichen die Eigenschaften
auf, die vielfach in der Literatur beschrieben wurden (Bellefroid et al., 1991; Collins et al.,
2001; Peng et al., 2000a; Urrutia, 2003; Witzgall et al., 1994). KRAB-Boxen umfassen etwa
50-75 Aminosduren und bestehen aus einer KRAB-A und einer KRAB-B-Box, wie in
Abbildung 3.4 dargestellt.
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KRAB-A box

PAROT 1 e e e e - MGPLQFRDVAIEFSLEEWHCLDA/AQRNLYRDVMLENYRNL 40
ZNF 85 1 o c s oo oo MGPLTFRDVAIEFSLKEWQCLDTAQRNLYRNVMLENYRNL 40
ZNF92 I MGPLTFRDVKI EFSLEEWQCLDTAQRNLYRDVMLENYRNL 40
ZNF208 1 - - = = - - - - - - MGSLTFRDVAIEFSLEEWQCLDTAQQNLYRNVMLENYRNL 40
ZNF257 1 - - - - - - - - - - MGPLTI RDVTVEFSLEEWHCLDTAQQNLYRDVMLENYRNL 40
KOX-1 1 MDAKSLTAWSRTLVITFKDVFVDFTREEWKLLDTAQQI!IVYRNVMLENYKNL 50
KRAZ1 1MAVDLLAARGTEPVITFRDVAV SFSQDEWL HLDPAQRTILYREVMLENYSNL 50
KRAZ2 1 - - - MSWKPEMGL VS FEIDI/AVEFTWQEWQDLNEGQRTILYRDVMLENYSNL 46
Konsensus- MGPLTFRDVA . EFSLEEW.CLDTAQRNLYR.VMLENYRNL

[ ] e
Sequenz Helix1

1 KRAB-B box |

PAROT 41 I[FLG IV VISKPNLITTCILEQGKKPL TMKRHEM I A - - - - - - - - - - . KPP 75
ZNF85 41VFLGITVSKPDLITCLEQGKEAWSMKRHE MV - - - - - - - - - - - AK|[P 75
ZNF92 41VFLGIAVISKPDLI TWLEQGKEPWNLKRHEMVD- - - - - ----- - KTIP 75
ZNF208 41 VELGIAAFKPDLI | FLEEGKE SWNMKRHEMVE - - - - - - - - - - - ESP 75
ZNF257 41 VELGIAVISKPDLITCLEQGKEPCNMKRHEMVA - - - - - - - - - - - KPP 75
KOX-1 51/MS/LGYQL TKPDV I L RILEKGEEPWL VERE | HQETHP - - - - - - - - - - - 85
KRAZI 51 ASILGFQAISI PPV I GKLQKGQDP-CIMEREAPEDTCL - - - - - - - - - - 84
KRAZ2 47 LIFELGHCK TKPEIL I FNILEQRLGSWI VEASHQCVPDFQNMSTLNK SSIP 92
Konsensus- VFLGI .. SKPDL I LEQGKEPW MKRHE. . P
Sequenz Helix2

Abb.3.4: Aminosduresequenzvergleich der PAROT KRAB-Domine mit KRAB-Doméanen anderer
Zinkfinger-Proteine. Die Abbildung zeigt die KRAB-Domanen 7 verschiedener Zinkfinger-Proteine im Vergleich
zur PAROT KRAB-Domaéne (ZNF85 (HPF4, HTF1): Mitglied der ZNF91 Familie (NP_003420) ; ZNF92 (HTF12):
hochreguliert in T-Lymphocyten (NP_689839); ZNF208 (NP_009084) und ZNF257 (NP_258429); KOX-1(ZNF10)
(AAH24182); KRAZ1 (BAA75467); KRAZ2 (BAA75468)). Zur
Konsensussequenz wurde das ClustalW- Programm der MacVektor-7.0 Software verwendet. Aminosauren sind

Erstellung des Vergleichs und der

im Ein-Buchstaben-Code angegeben; Nummerierungen zeigen die Aminosdure Positionen in den jeweiligen
Proteinen an; Punkte in der Konsensussequenz bezeichnen Aminosduren mit dhnlichen Eigenschaften. Die
Aminosauren in der KRAB-A-Box, die fiir die Interaktion mit TIF13 und die transkriptionelle Repression essentiell
sind, sind dick unterstrichen. MutmalRlich helikale Bereiche (Struktur Voraussage Programme: PHD, PROF) sind

unterstrichen und als Helix1 und 2 bezeichnet.

Die Unterteilung der KRAB-Domine in A und B Box basiert auf der Tatsache, dass sie hdufig
auf unterschiedlichen Exons in der genomischen Struktur kodiert sind. Dies trifft auch fiir das
PAROT Protein zu, bei dem die KRAB-A Box auf dem zweiten und die KRAB-B Box auf
dem dritten Exon kodiert ist (siche auch Abb.3.6). In der genomischen Struktur ist ebenso die
Entdeckung begriindet, dass viele KRAB-Zinkfinger Proteine alternativ gespleisst und
Isoformen generiert werden, die nur eine der beiden Boxen besitzen (Bellefroid et al., 1991).
Wie aus dem Sequenzvergleich ersichtlich, ist KRAZ1 ein Beispiel dafiir (Abb.3.4). Es besitzt
keine eindeutige KRAB-B-Box, wobei in der genomischen Sequenz ein mogliches Exon zu
finden ist, das jedoch nur schwache Spleif3stellen aufweist (Looman et al., 2002). Die KRAB-
Domine zeigt innerhalb der Mitglieder eine hohe Homologie, die sich anhand der
Konsensussequenz in Abbildung 3.4 nachvollziehen lésst. Diese ist besonders in der KRAB-A
Box ausgepridgt, die fiir die Repressoraktivitit der KRAB-Proteine verantwortlich ist

(Witzgall et al., 1994). Friedman et al. (1996) konnten zeigen, dass die Aminosidureabfolgen
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DV und MLE fiir die Interaktion mit TIF1B und die damit verbundene Repression der
Transkription essentiell sind. Die KRAB-B Box alleine kann die Transkription nicht
reprimieren, sie kann jedoch die Repressor Aktivitdt der KRAB-A Box erhohen (Vissing et
al., 1995). Diese Eigenschaften der KRAB Domine gelten auch Spezies-libergreifend
(Looman et al., 2002). Fir KRAZI und KRAZ2 beispielsweise, zwei murine KRAB-
Zinkfinger-Proteine, konnte eine Interaktion mit TIF1p und die damit verbundene Repression
der Transkription  nachgewiesen werden (Agata et al., 1999). Somit ldsst die
Doménenstruktur des PAROT-Proteins vermuten, dass es sich um einen Repressor der

Transkription handelt.

3.2.2.3 Die Zinkfinger-Doméine des PAROT-Proteins

Zinkfinger-Proteine sind vermutlich die grote Familie regulatorischer Proteine in Sdugern,
die sowohl DNA, RNA als auch Proteine binden. Das PAROT-Protein ist eines davon und
aufgrund seiner in gleichen Abstinden nebeneinander liegenden acht Zinkfinger ein Mitglied
der sog. ,,multiple-adjacent “~-C2H2-Zinkfinger Familie (Iuchi, 2001). Die C2H2 Zinkfinger
binden DNA, werden als klassische Zinkfinger bezeichnet und oft mit der Formel CXj.
4CXp,HX,.6H beschrieben. In Abbildung 3.5 sind die acht Zinkfinger des PAROT-Proteins
dargestellt. Die Zinkfinger-Doméne ist ein kurzes Peptid mit z.T. hochkonservierten
Bereichen, wie sich in der Konsensussequenz zeigt. Die unterstrichenen Aminoséuren zeigen

die Linker-Region zwischen den Zinkfingern.

ZF1 AGEKRYKCEECGKAYKQSSHLTTHKKTH
ZF2 TGEKPYKCEECGKAYKQSCNLTTHKI IH
ZF3 TGEKP YRCRECGKAFNHPATLF SHKK'I H
ZFA TGEKP YKCDKCGKAF I SSSSTLTKHE I IH
ZF5 TGEKP YKCEECGKAFNRSSNLTKHKRILH
ZF6E TGDVPYKCDECGKT FTWY'SSLSKHKRAH
ZF7 TGEKP YKCEECGKAFTAFSTLTEHKITH
ZFS TGEKPYKCEECGKAFNWSSALNKHKKIH
Kons TGEKPYMKEEERBGKAH ss.dt EBk. 1M

Abb.3.5: Aminosiduresequenzvergleich der C2H2-Zinkfingermotive des PAROT-Proteins. Zur Erstellung des
Vergleichs und der Konsensussequenz wurde das ClustalW-Programm der MacVektor-7.0 Software verwendet.
Die Sequenzen der acht Zinkfinger des PAROT-Proteins wurden in einem Sequenzvergleich einander
gegenubergestellt. Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben; Punkte in der Konsensussequenz
bezeichnen Aminosduren mit ahnlichen Eigenschaften. Die unterstrichenen Aminosduren markieren die sog.

Linker zwischen den einzelnen Zinkfingern. Die beiden Cysteine und Histidine, die fiir die Bindung des Zink-lons
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verantwortlich sind, sind schwarz unterlegt. Drei konservierte Aminosauren, die zur strukturellen Stabilisierung

beitragen, sind mit einem schwarzen Kasten umzeichnet. Kons steht fiir Konsensussequenz.

Die beiden Cysteine und Histidine, die ein Zink-lon tetraedrisch zwischen sich binden
(Krishna et al., 2003), sind schwarz unterlegt. Die zur strukturellen Stabilisierung dienenden
drei konservierten Aminosduren Tyrosin (Y), Phenylalanin (F) und Leucin (L) sind mit einem

schwarzen Kasten versehen.

3.2.2.4 Die genomische Organisation des humanen PAROT-Gens

Bereits 1989 veroffentlichten Bellefroid et al. eine Studie dariiber, dass das humane Genom
hunderte von Genen besitzt, die fiir KRAB-Zinkfinger Proteine kodieren. Wenig spiter wurde
bekannt, dass das Zinkfinger-Protein 91 (ZNF91, HTF7, HTF10) und die Mitglieder dieser
Familie in sog. ,,Tandem-Arrays® auf dem Chromosom 19 kodiert sind (Bellefroid et al.,
1993). Auch das Zinkfinger-Protein 85, zu dem das PAROT-Protein eine hohe Homologie
besitzt (~54% Identitét), ist auf dem Chromosom 19 kodiert. Das gesamte PAROT-Gen, das
in sechs Exons unterteilt ist, spannt sich {iber mehr als 35 kb der chromosomalen DNA des
Chromosoms 19 in der Zytobande pl3.11 (Abb.3.6). Interessanterweise zieht sich die
kodierende Region nur iiber die ersten vier Exons und nimmt nur ca. zwei Drittel des
gesamten Gens in Anspruch. Das Start-Kodon ATG liegt am Ende des ersten Exons und das

Stop-Kodon im hinteren Drittel des vieren Exons.

AIG StpP
E1:110bp E2:128bp E3:94bp E4:1827bp  E5:924bp E6:1013bp
14533 bp 816 bp 10368 bp 1352 bp 4702 bp

1

35861bp

Abb.3.6: Die genomische Organisation des humanen PAROT-Gens. Die genomische Organisation des
PAROT-Proteins wurde mithilfe der CELERA-Datenbank erstellt. Das Gen befindet sich auf dem Chromosom 19
in der Zytobande p13.11 und umfasst 35861 Basenpaare. Es besteht vermutlich aus 6 Exons (E1-E6) deren
Lange in Basenpaaren Uber dem jeweiligen Exon angegeben ist, und 5 Introns, deren Lange in Basenpaaren
unter den Introns angegeben ist. Das Start-Kodon ATG ist am Ende des ersten Exons und das STOP-Kodon im

hinteren Drittel des vierten Exons zu finden.
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3.2.2.5 PAROT wird in unterschiedlichen Geweben exprimiert

Einen Hinweis auf die Expression der PAROT-mRNA in verschiedenen Geweben gibt der
Northern Blot der Firma Ambion, auf dem polyadenylierte RNA aus zehn verschiedenen
Geweben aufgetragen ist. Die ca. 400 bp der Linker-Doméne wurden als Sonde verwendet, da
diese Domine innerhalb der KRAB-Zinkfinger-Proteinfamilie am geringsten konserviert ist.
Auf diese Weise wird die Spezifitit fiir PAROT-Transkripte maximiert. Sowohl mit RNA von
Gehirn als auch Skelettmuskel, Niere und Dickdarm wurde ein 4.4 kb Transkript sichtbar
(Abb. 3.7). Zwei zusitzliche Transkripte von ca. 6.0 kb im Gehirn und in der Plazenta bzw.
1.9 kb in der Plazenta wurden markiert. Dies ist moglicherweise auf unterschiedliche
Spleivarianten zuriickzufithren. Unter Berticksichtigung der B-Aktin-Markierung zeigt sich,
dass die aufgetragene RNA-Menge nicht in allen Spuren gleich ist. Aus diesem Blot lésst sich
somit nicht schlieBen, dass z.B. im Pankreas und in der Leber keine PAROT mRNA
exprimiert wird. Moglicherweise ist der Expressionslevel fiir die Sensitivitidt des gewéhlten
Nachweissystems zu gering. Die EST-Datenbank des NCBI unterstiitzt die Relevanz des
gefundenen Expressionsmusters und weist zusétzlich auch auf zahlreiche weitere Gewebe hin,

deren mRNAs auf diesen Blot nicht aufgetragen sind.

6.0 kb —
44kb —

PAROT
20kb —

1.0kb —

20kb —
1.8kb —

R-Aktin

Abb.3.7: Expressionsmuster der PAROT-mRNA in verschiedenen Geweben. Polyadenylierte RNA (2ug pro
Spur) auf dem Northern Human Blot | (Ambion) wurden mit einer a32-P-markierten Sonde hybridisiert. Als Sonde
wurde die ca. 400 bp cDNA der PAROT- Linker-Domane verwendet, um die Spezifitat flir PAROT-Transkripte zu
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sichern. Links neben dem Blot sind die Markerbanden in kb angegeben. Zur Kontrolle der aufgetragenen RNA

Menge wurde R-Aktin (Clontech) als a.32-P-markierte Sonde verwendet.

3.2.2.6 Die nukleire Lokalisation von PAROT wird sowohl durch die Zink-

finger- als auch durch die Linker-Domiine bestimmt

Die ersten immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen haben bereits gezeigt, dass das
PAROT-Protein im Zellkern in einer punktartigen Kerndoméinen lokalisiert.
Datenbankanalysen geben einen Hinweis darauf, dass sich im C-terminalen Bereich der
Zinkfinger-Doméne, drei potentielle Kernlokalisierungsignale befinden. Zunédchst wurden
sowohl das PAROT-Protein als auch 5 hergestellte Deletionsmutanten von PAROT (siehe
Abbildung 3.8A), an das Griin-fluoreszierende Protein (GFP) fusioniert. Diese Konstrukte
wurden mittels der Calciumphosphat-Methode in 293T Zellen transfiziert und die Proteine im

Western Blot nachgewiesen (Abb.3.8 B).

KRAB linker C,H,ZF
GFP[[AB TTT N IFFI
1 NLSs 444
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(GFP) 48] 25 g, 118 kDa—
1 64 = = XE u X N
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() m— 5 66560668 86 kDa—

—82 kDa
—74 kDa

— 59 kDa —
—23 182 47 kDa

—47 kDa

—39 kDa _
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Abb.3.8: Western Blot Analysen des GFP-PAROT-Proteins und der GFP-PAROT-Deletionsmutatnten. A)
Die kodierende Sequenz des PAROT-Proteins und die von fiinf Deletionsmutanten wurden an die des GFPs
fusioniert. B) Die Expression der GFP-Fusionsproteine wurde durch Western Blot Analysen nachgewiesen. Dazu
wurde der Kaninchen anti-GFP polyklonale Antikdrper (1:200) verwendet. Die mit einem Pfeilkopf markierten
Proteinbanden zeigen das jeweils erwartete molekulare Gewicht, das auf der rechten Seite des Blots flr jedes
Protein vermerkt ist. Der linke Blot zeigt die Aufnahme der GFP-PAROT Spur mit einer langeren Exposition. C)
Amidoschwarzfarbung der Western-Blotmembran zur Dokumentation gleich aufgetragener Proteinmengen.

Wie in Abbildung 3.8B zu sehen ist, werden alle GFP-Fusionen in den Zellen exprimiert und
sind mit dem Kaninchen anti-GFP polyklonalen Antikorper nachweisbar. Bei den

zusitzlichen Banden in verschiedenen Spuren handelt es sich entweder um Hintergrund oder
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Abbauprodukte des jeweiligen Proteins, die ebenfalls durch den anti-GFP Antikorper erkannt
werden. Die Fiarbung der Western Blotmembran mit Amidoschwarz zeigt, dass in allen
Spuren dhnliche Proteinmengen aufgetragen wurde. Daraus ldsst sich schliefen, dass die
verschiedenen GFP-Fusionen unterschiedlich stark in den Zellen exprimiert werden. Das
komplette GFP-PAROT-Protein wird am schwichsten exprimiert. Zur Analyse der
Lokalisation der unterschiedlichen GFP-PAROT Deletionsmutanten wurden transfizierte
293T Zellen auf Deckglédschen fixiert, fluoreszenzmikroskopisch analysiert und fotografiert
(Abbildung 3.9).

A B C D E
GFP-KRAB GFP-Linker GFP-ZF GFP-AKRAB GFP-AZF

»

Abb.3.9: Lokalisation von GFP-PAROT und der GFP-PAROT Deletionsmutanten in 293T Zellen. 293T Zellen
wurden mittels der Calciumphosphat-Methode mit Expressionsplasmiden der entsprechenden GFP-PAROT
Deletionsmutanten transfiziert. A) KRAB-Domane, B) Linker-Doméne, C) Zinkfinger-Domane (ZF), D) Teil des
PAROT-Proteins ohne die KRAB-Domane (AKRAB) und E) Teil des PAROT-Proteins ohne die Zinkfinger-
Domane (AZF) (vgl. Abb.3.8). Nach 24 h wurden die Zellen fixiert und mit DRAQ5 zur Farbung der DNA
inkubiert. Die Zellen wurden mit einem Axiovert 200M-Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit einer
Digitalkamera fotografiert. Die untere Bilderreihe zeigt die Uberlagerung der Proteine und der sich im Zellkern
befindlichen DNA.

In Abbildung 3.1 wurde bereits gezeigt, dass das komplette PAROT-Protein an EYFP

fusioniert im Zellkern lokalisiert. Erstaunlicherweise lokalisieren auch alle GFP-PAROT
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Deletionsmutanten (Abb.3.9A-E), bis auf GFP-KRAB, im Zellkern. Das GFP-KRAB
Fusionsprotein ist diffus in der ganzen Zelle verteilt (Abb.3.9A). Diese Ergebnisse lassen
darauf schliefen, dass in der Linker-Doméine, wenn auch kein offensichtliches
Kernlokalisationssignal, evtl. ein kryptisches Kernlokalisationssignal vorhanden ist. Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Linker-Doméne mit einem anderen Protein

interagiert, durch welches das Protein dann in den Zellkern transportiert wird.

3.2.2.7 PAROT ist ein Repressor der Transkription

Es sind bereits zahlreiche KRAB-Dominen verschiedener Zinkfinger-Proteine auf ihre
Repressoraktivitit getestet und als Repressoren der Transkription beschrieben worden (Agata
et al., 1999; Peng et al., 2000b; Witzgall et al., 1994). Da das PAROT-Protein ebenfalls eine
klassische KRAB-Doméine enthélt, war es von Interesse, ob diese ebenfalls Repressoraktivitit
besitzt. Dazu wurden das PAROT-Protein, diec KRAB-Domine und die Linker-ZF-Domaéne,
hier als AKRAB bezeichnet, an die GAL4-DNA-Bindungsdomine (DBD) fusioniert und auf
Expression in 293T Zellen getestet. Alle drei Proteine zusammen mit der GAL4DBD alleine
konnten entsprechend ihrer erwarteten molekularen Gewichte im Western Blot mit einem
polyklonalen Kaninchen anti-GAL4DBD Antikdrper nachgewiesen werden (Abbildung
3.10A). Als Transfektionskontrolle und zusitzliche Mengenkontrolle im Western Blot diente

das Griin-fluoreszierende Protein (GFP).
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Abb.3.10: Analyse der Repressoraktivitat des PAROT-Proteins. A) Das PAROT-Protein, die KRAB-Doméane
und die Linker-ZF-Doméane, hier als AKRAB bezeichnet, wurden als GAL4-Fusionen in 293T Zellen exprimiert und

zusammen mit der GAL4DBD alleine in Western Blot Analysen mit dem Kaninchen anti-GAL4DBD polyklonalen
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Antikérper (1:1500) nachgewiesen. Als Expressions- und Mengenkontrolle diente das Grin-fluoreszierende
Protein (GFP). Links neben dem Blot sind die erwarteten Molekulargewichte der Proteine angegeben. B) Die
transkriptionelle Repressoraktivitdt des PAROT-Proteins und seiner Deletionen wurde anhand der Luciferase-
Aktiviat gemessen. 293T Zellen wurden transient mit dem Reporter-Plasmid 5xGal4-Luc (250ng) zusammen mit
zwei unterschiedlichen Mengen (1ug, 4ug) der Expressionsplasmide GAL4DBD, GAL4-PAROT, GAL4-KRAB und
GAL4-AKRAB transfiziert. Die transkriptionelle Repressoraktivitat ist als ,Fache Repression“ angegeben relativ

zur GAL4DBD alleine. Luc, Luciferase.

Die Repressoraktivitidt der Gal4-Fusionsproteine wurde in einem Luciferase-Assay getestet
(Abbildung 3.10B). Dazu wurden 293T Zellen mit GAL4DBD, GAL4-PAROT, GAL4-
KRAB und GAL4-AKRAB transfiziert und die transkriptionelle Repressoraktivitidt der
Proteine durch Messung der Luciferaseaktivitit bestimmt. Die transkriptionelle
Repressoraktivitit ist als ,,Fache Repression™ angegeben relativ zur GAL4DBD alleine. Das
Reportergensystem auf der Basis der [-Galactosidase der Firma Roche diente als interne
Kontrolle des Luciferase-Assays, um Schwankungen der Luciferaseaktivitit auf die Aktivitéit
der B-Galactosidase zu normalisieren. Das PAROT-Protein reprimiert die basale
Transkription des 5xGAL4-SV40-Luciferase Reporters dosisabhingig. Die KRAB-Doméne
alleine reprimiert die Transkription sogar besser, als das gesamte Protein. Erstaunlicherweise
reprimiert sogar die AKRAB-Mutante die Transkription des 5xGAL4-SV40-Luciferase
Reporters, was ein Hinweis darauf ist, dass iiber die Linker-Domine sehr wahrscheinlich

Protein-Protein Interaktionen stattfinden, die einen Repressorkomplex rekrutieren.

3.2.2.8 PAROT kolokalisiert mit dem Korepressor TIF13 (KAP-1/KRIP-1)

und Mitgliedern der HP1-Familie

KRAB-Zinkfinger Proteine reprimieren die Transkription {iber eine direkte Interaktion mit
dem Korepressor TIFIf (Le et al., 1996; Moosmann et al., 1996), auch KAP-1 (Kriippel-
associated protein-1; (Friedman et al., 1996)) oder KRIP-1 genannt (Kriippel-interacting
protein-1; (Kim et al., 1996)). TIFIP interagiert seinerseits direkt mit allen Mitgliedern der
Heterochromatin Protein 1 (HP1)-Familie, HPla, HP13 und HPly, {iber seine zentrale
Repressordoméne in vitro (Nielsen et al., 1999; Ryan et al., 1999). Das PAROT-Protein ist ein
KRAB-Zinkfinger Protein, fiir das gezeigt werden konnte, dass es die Transkription reprimiert
(Abbildung 3.10B). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde mittels Immunfluoreszenzanalysen

untersucht, ob das an EYFP-fusionierte PAROT-Protein mit den Flag-markierten Proteinen
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HPla, HP1B, HP1yund TIF1f in U20S Zellen kolokalisiert. Die Immunfluoreszenzbilder
sind in Abbildung 3.11A-D dargestellt.

YFP-PAROT

Abb.3.11: PAROT kolokalisiert mit TIF1B und allen drei Mitgliedern der HP1-Proteinfamilie. U20S-Zellen
wurden ftransient mit EYFP-PAROT und A) Flag-markietem HP1a, B) HP1B, C) HP1y oder D)
TIF1B Expressionskonstrukten transfiziert. Als Primarantikorper diente ein monoklonaler Maus anti-Flag
Antikorper, der mit einem Ziege anti-Maus Alexa Floura 594 (rot) Sekundarantikérper markiert wurde. Die rechten

Bilder zeigen die Uberlagerung der exprimierten Proteine.

Es zeigte sich, dass das EYFP-PAROT-Protein in U20S-Zellen mit allen drei Mitgliedern der
HP1-Proteinfamilie, HPla (Abbildung 3.11A), HPI1PB (Abbildung 3.11B) und HPly
kolokalisiert (Abbildung 3.11C). Fiir HP1a wurde gezeigt, dass es in der murinen Zelllinie
NIH3T3 in Punkten im centromeren Heterochromatin lokalisiert (Nielsen et al., 1999),
wohingegen HP13 sowohl in kleinen Punkten im Euchromatin als auch im pericentromeren
Heterochromatin lokalisiert (Nielsen et al., 1999; Ryan et al., 1999). HP1y lokalisiert in
euchromatischen Regionen (Ryan et al., 1999). In der Uberlagerung der exprimierten Proteine
zeigt sich jedoch auch fiir HP1y eine eindeutige Kolokalisation mit dem EYFP-PAROT-
Protein. In Abbildung 3.11D zeigt sich, dass das EYFP-PAROT-Protein auch mit dem Flag-
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markierten TIFIP kolokalisiert, was vermuten ldsst, dass das PAROT-Protein iiber seine
KRAB-Domine mit TIFIJ interagieren und einen Repressorkomplex zusammen mit HP1-

Proteinen ausbilden kann.

3.2.2.9 Spezifische Rekrutierung von PAROT in PML-Kerndoméinen durch

die PML-Protein Isoform IV (PML IV)

Wie bereits erwihnt, wurde das PAROT-Protein aufgrund seiner Doménenstruktur und
Lokalisation PML-assoziierter Repressor der Transkription genannt. Ebenso wie TIF1
gehort PML zu einer charakteristischen Untergruppe von RING-Finger Proteinen, die
zusitzlich zu dem klassischen C3HC4 RING-Finger Motiv ein bis zwei weitere
Cystein/Histidin-reiche Domidnen (B-Boxen) und eine potentielle ,,Coiled-Coil“ Doméne
besitzen (RBCC Doméne). 2001 wurde von Wu et al. gezeigt, dass die PML IV-Isoform der
PML-Proteinfamilie iiber eine Interaktion mit Histon-Deacetylasen an der transkriptionellen
Repression beteiligt ist. Zunidchst wurde daher getestet, ob das EYFP-PAROT-Protein mit
bestimmten Isoformen der PML-Proteinfamilie in HeLa Zellen kolokalisiert (Abbildung
3.12A-B).

EYFP-PAROT PML 1l

EYFP-PAROT PML IV

Abb.3.12: PAROT speziell durch die PML-Protein Isoform IV (PML IV) in PML-Kerndoménen rekrutiert.
HelLa Zellen wurden transient mit EYFP-PAROT und PML Il bzw. PML IV transfiziert. A) zeigt die Isoform PML
Il und B) zeigt die Isoform PML IV. Als Primarantikbrper zur Erkennung von endogenem PML-Protein und
transfizierten PML-Isoformen wurde ein monoklonaler Maus anti-PML Antikdrper verwendet. Dieser wurde mit
einem Ziege anti-Maus Alexa Flour® 594 (rot) Sekundarantikdrper markiert. Die Pfeile in A) zeigen EYFP-PAROT
und PML-Kernpunkte, die dicht nebeneinander liegen oder partiell Gberlappen. Die dritte Bilderreihe von links

zeigt die Uberlagerung der Proteine.

Es zeigt sich in Abbildung 3.12A, dass das PAROT-Protein nicht mit der Isoform PML III

kolokalisiert. Interessanterweise ist jedoch eine eindeutig Rekrutierung von PAROT durch die
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PML-Isoform PML IV festzustellen (Abb.3.12B). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
PAROT durch eine spezifische PML-Isoform in PML-Kerndoménen rekrutiert werden kann.

3.2.2.10 Die PML-Isoform PML IV rekrutiert KRIM-1A, ein weiteres
KRAB-Repressorprotein, in PML-Kerndoméinen

Um zu untersuchen, ob die PML-Isoform PML IV auch andere KRAB-Zinkfinger Proteine in
PML-Kerndominen rekrutiert, wurde eine weitere Kolokalisationsstudie mit dem KRAB-
Zinkfinger-Protein KRIM-1A (KRAB-Box-Protein interagierend mit Myc), das mit c-Myc
interagiert und dessen onkogene Aktivitéit inhibiert, durchgefiihrt (Hennemann et al., 2003).
GFP-KRIM-1A wurde zusammen mit PML III oder PML IV in U20S Zellen transient

transfiziert und in Immunfluoreszenzen analysiert.

GFP-KRIM-1A GFP-KRIM-1A

Abb.3.13: Die PML-Protein Isoform IV (PML IV) rekrutiert KRIM-1A in PML-Kerndoménen. U20S Zellen
wurden transient mit EGFP-KRIM-1A und PML Ill (A) bzw. PML IV (B) transfiziert. Als Primarantikbrper zur
Erkennung der PML-Isoformen wurde ein monoklonaler Maus anti-PML Antikdrper verwendet. Dieser wurde mit
einem Ziege anti-Maus Alexa Flour® 594 (rot) Sekundérantikérper markiert. Die Bilder unten rechts bei jeder

Vierergruppe zeigen die Uberlagerung der exprimierten Proteine.

Wie sich zeigt (Abbildung 3.12A), kolokalisiert GFP-KRIM-1A ebenfalls nicht mit der PML-
Isoform PML III, jedoch ebenso wie das PAROT-Protein, mit der PML-Isoform PML IV. Es
wurde bereits mehrfach beschrieben, dass KRAB-Zinkfinger-Proteine mit TIF1[3 interagieren.
Auch fiir das PAROT-Protein konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es mit TIFI in
U20S Zellen kolokalisiert. Ebenso kolokalisieren sowohl das PAROT-Protein als auch ein
weiteres KRAB-Zinkfinger-Protein, KRIM-1A, mit der PML-Isoform PML IV. Aus diesem



Ergebnisse 66

Grund war es von Interesse zu untersuchen, ob PML IV auch mit TIF1 kolokalisiert. U20S
Zellen wurden daher mit PML III bzw. PML IV und Flag-markiertem TIF1f transient

kotransfiziert und in Immunfluoreszenzen analysiert (Abbildung 3.14 A und B).

FLAG-TIF1R PML 111 FLAG-TIF1R

Abb.3.14: Die PML-Protein Isoform IV (PML IV) kolokalisiert mit TIF1p. U20S Zellen wurden transient mit
Flag-TIF1p und PML IIl (A) bzw. PML IV (B) transfiziert. Als Primarantikérper zur Erkennung der PML-Isoformen
wurde ein Kaninchen anti-PML Antikdrper verwendet, zur Erkennung des TIF1B-Proteins wurde ein monoklonaler
Maus anti-Flag Antikérper verwendet. Diese wurden mit einem Ziege anti-Kaninchen Alexa Flour® 594 (rot) bzw.
Ziege anti-Maus Alexa Flour® 488 (griin) Sekundarantikdrper markiert. Die Bilder untern rechts bei jeder

Vierergruppe zeigen die Uberlagerung der exprimierten Proteine.

Wie aus Abbildung 3.14A ersichtlich, kolokalisieren GFP-TIF1f und die PML-Isoform PML
[T nicht miteinander, GFP-TIF1p kolokalisiert jedoch mit PML IV (Abbildung 3.14B). Um
die aus diesen Studien aufkommende Frage zu beantworten, ob PML generell die Lokalisation
von KRAB-Zinkfinger-Proteine regulieren kann, miissten zusitzliche Interaktions- und
Kolokalisationsstudien mit weiteren KRAB-Zinkfinger-Proteinen gemacht werden. Diese
ersten Ergebnisse geben Grund zur Annahme, dass die PML-Isoform PML IV bei der
Repression der Transkription durch KRAB-Zinkfinger-Proteine zumindest bei der durch das
PAROT-Protein vermittelte, beteiligt ist.

3.2.2.11 Rolle der Linker-Doméine in der PAROT PML IV Assoziation
PML, ebenso wie TIF1, gehort zu einer charakteristischen Untergruppe von RING-Finger

Proteinen, die eine RBCC-Doméne besitzen. Fir TIFIp wurde mehrfach gezeigt und

beschrieben, dass die Anwesenheit der RBCC-Doméne fiir die Repression der Transkription
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durch KRAB-Zinkfinger-Proteine entscheidend ist (Friedman et al., 1996; Moosmann et al.,
1996; Ryan et al., 1999). Um einen Hinweis auf die Antwort der Frage zu bekommen, {liber
welche Domédne PML IV das PAROT-Protein in PML-Kerndoméanen rekrutiert, wurden
verschiedene Deletionsmutanten sowie das gesamte PAROT-Protein an EGFP fusioniert und
in U20S-Zellen zusammen mit PML IV koexprimiert (Abbildung 3.15 A bis F). Bei den
Fusionsproteinen handelt es sich um die gleichen Konstrukte, die bereits in Abbildung 3.8 A
beschrieben wurden, nur in diesem Fall mit GFP anstelle von GST fusioniert. In Abbildung
3.12C wurde bereits gezeigt, dass das YFP-PAROT Protein mit PML IV kolokalisiert. Bei
den einzelnen Deletionsmutanten zeigte sich, dass die KRAB-Doméne als GFP-
Fusionsprotein diffus in der ganzen Zelle verteilt ist (sieche auch Abbildung 3.9A). Dieses
Protein hat weder ein Kernlokalisationssignal aufzuweisen, noch wird es durch ein anderes
Protein in den Zellkern transportiert (Abb.3.15A). Die Linker-Doméne hat ebenfalls kein
Kernlokalisationssignal in seiner Sequenz aufzuweisen, kolokalisiert jedoch, wie sich in
Abbildung 3.15B zeigt, zusammen mit PML IV zum einen in gro3en Proteinkomplexen oder
Aggregaten und zum anderen, jedoch seltener, in punktartigen Strukturen im Nukleus. Der
GFP-Zinkfinger hat 3 potentielle NLSs, (GFP-ZF; Abb.3.15C) ist diffus im Zellkern verteilt,
bzw. scheint zum Teil auch in Nukleoli zu lokalisieren oder zu akkumulieren, und
kolokalisiert nicht mit PML IV. Hingegen kolokalisieren die letzten beiden
Deletionsmutanten GFP-AKRAB (Abb.3.15D) und GFP-AZF (Abb.3.15E), die beide die
Linker-Domiéne besitzen, zusammen mit PML IV im Zellkern. Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass diese Studie einen Hinweis darauf gibt, dass das PAROT-Protein und PML IV
wahrscheinlich iiber die Linker-Domédne miteinander interagieren. Dieses Ergebnis muss

jedoch zukiinftig beispielsweise durch Immunprézipitationsstudien noch verifiziert werden.
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Abb.3.15: Die PAROT-PML IV Assoziation findet vermutlich liber die Linker-Domane statt. U20S Zellen
wurden transient transfiziert mit jeweils einem der fiinf verschiedenen EGFP-PAROT Deletionsmutanten (GFP-
KRAB, -Zinkfinger (ZF), -Linker, - AKRAB und -AZF) und PML IV. Als Primarantikdrper zur Erkennung der PML-
Isoform PML IV wurde ein monoklonaler Maus anti-PML Antikérper verwendet. Dieser wurde mit einem Ziege
anti-Maus Alexa Flour® 594 (rot) Sekundarantikrper markiert. Die ganz rechts stehenden Bilder zeigen jeweils

die Uberlagerung der exprimierten Proteine.

3.2.2.12 Aufhebung der PAROT-vermittelten Repression der Transkription

durch PML IV

In den Immunfluoreszenzstudien hat sich gezeigt, dass sowohl das YFP- als auch das GFP-
PAROT Fusionsprotein mit PML IV in PML-Kerndominen kolokalisiert (s.0.). Um einen
Hinweis auf die Antwort der Frage zu bekommen, ob und welchen Einfluss die Rekrutierung
des PAROT-Proteins in PML-Kerndoménen durch PML IV auf die Repressorfunktion des
PAROT-Proteins hat, wurden Luciferase-Assays durchgefiihrt (Abb.3.16). Dazu wurden 293T
Zellen mit GAL4-PAROT bzw. GAL4-DBD alleine mit steigenden Mengen PML IV
kotransfiziert und die transkriptionelle Repressoraktivitit der Proteine durch Messung der
Luciferaseaktivitit  bestimmt. Die transkriptionelle Repressoraktivitit ist als ,Fache
Repression” angegeben relativ zur Repression von GAL4-PAROT alleine. Das
Reportergensystem auf der Basis der B-Galactosidase der Firma Roche diente als interne

Kontrolle des Luciferase-Assays, um Schwankungen der Luciferaseaktivitit auf die Aktivitéit
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der B-Galactosidase zu normalisieren. Wie bereits in Abbildung 3.10 gezeigt, reprimiert das
PAROT-Protein die basale Transkription des 5xGAL4-SV40-Luciferase Reporters im
Vergleich zur GAL4-DBD alleine (Abb.3.16, Siule 1 und 6). Interessanterweise wird diese
Repression durch Koexpression von steigenden Mengen PML IV dosisabhéngig aufgehoben
(Sdulen 2 bis 5). Dies scheint ein spezifischer Effekt fiir Gal4-PAROT zu sein, da die
Kotransfektion von Gal4-DBD und PML IV nur einen schwachen Effekt auf die
Reporteraktivitit zeigt (Sdulen 7 und 8). Diese Daten geben einen ersten Hinweis darauf, dass

die PML-Isoform PML IV die PAROT-vermittelte Repression der Transkription inhibiert.
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Abb.3.16: Aufhebung der PAROT-vermittelten Repression der Transkription durch PML IV. Der Einfluss des
PML IV-Proteins auf die transkriptionelle Repressoraktivitdt des PAROT-Proteins wurde anhand der Luciferase
Aktiviat gemessen. 293T Zellen wurden transient mit dem Reporter Plasmid 5xGal4-Luc (1,5 pg) zusammen mit
100 ng der Expressionsplasmide GAL4-PAROT bzw. GAL4DBD und steigenden Mengen PML |V transfiziert. Die
transkriptionelle Repressoraktivitat ist als ,Fache Repression* angegeben relativ zu GAL4-PAROT alleine. Luc,

Luciferase.

3.2.2.13 Herstellung von Antikorpern gegen das PAROT-Protein

Fiir den weiteren Verlauf des Projektes war es unerlésslich, Antikorper gegen das PAROT-
Protein, in diesem Fall in Kaninchen, zu generieren, um das endogene Protein analysieren zu
konnen. Zu diesem Zweck wurde zunichst die Herstellung von Peptidantikorpern bei der

Firma Eurogentec in Auftrag gegeben. Hierfiir wurden zwei Peptidsequenzen aus der Linker-
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Doméne des Proteins ausgewihlt, in der KRAB-Zinkfinger Proteine die geringste
Sequenzhomologie aufweisen. Sowohl die Peptidsequenzen als auch die Lokalisation dieser
Epitope innerhalb des PAROT-Proteins sind in Abbildung 3.17 A dargestellt. Die
Peptidantikorper werden im folgenden als PI1 und P12 benannt gemiB ihrer
Produktionsnummern. Zwei weitere Antikorper, die zur Unterstiitzung neuer Erkenntnisse
dienen sollten, wurden aus Hiihnereiern gewonnen. Zu diesem Zweck wurden die
Deletionsmutanten der Linker-Doméne und der Zinkfinger-Doméne an die Glutathion-S-
Transferase aus Schistosoma japonicum fusioniert, in Bakterien exprimiert und aufgereinigt
(siche 2.4). Mit den aufgereinigten GST-Linker bzw. GST-Zinkfinger-Fusionsproteinen
wurden je 2 Legehennen, jeweils eine braune und eine weille, mehrfach mit den in Abbildung
3.17 B dargestellten GST-Linker bzw. GST-Zinkfinger-Fusionsprotein immunisiert (siche
2.5).

A B
P12

KRAB b cmF () m—
65 198

[CATB] IR NNEN
1

444
? NLSs
P11 (GsT N N NN
199 444
PAROT-Linker:
aa 160-175+C (SNKHKIRDTGKKSFKC); (EP022911) Die Fusionsproteine GST-Linker (oben) und

aa C+184-198 (QSSTRTTYKKIDAGE); (EP022912) GST-Zinkfinger (unten) wurden als Antigene verwendet.

Abb.3.17: Schematische Darstellung der Peptidantigene und der GST-Linker und GST-Zinkfinger
Antigene. A) angegeben sind die beiden Peptidsequenzen, die als Antigene zur Herstellung von
Peptidantikérpern verwendet wurden. EPO22911 entspricht dem Peptidantikérper P11, der sein Epitop am
Anfang des letzten Drittels der Linker-Doméne erkennen sollte; EPO022912 entspricht dem Peptidantikorper P12,
der sein Epitop am Ende der Linker-Domane erkennen sollte. B) zeigt eine Darstellung der GST-Linker und GST-

Zinkfinger-Fusionsproteins, die als Antigen zur Immunisierung von Legehennen verwendet wurde.

3.2.2.14 Test der anti-PAROT Antikorper

Die Peptidantikdrper wurden zundchst in Western Blot Analysen getestet. Zu diesem Zweck
wurden 293T Zellen mit je 10 pg der Expressionsplasmide des GFP-Proteins bzw. des GFP-
PAROT-Proteins transfiziert. Die Peptidantikrper P11 und P12 wurden bei einer
Konzentration von 0,3 pg/ml eingesetzt. Dabei hat sich der Peptidantikorper P11 als nicht
brauchbar erwiesen, wohingegen der Peptidantikdrper P12 das GFP-PAROT-Protein, wie in
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Abbildung 3.18 A dargestellt ist, als Bande mit seinem errechneten Molekulargewicht von
etwa 75 kDa erkennt. Der Antikorper erkennt eine zusétzliche Proteinbande (*), bei der es

sich vermutlich um eine unspezifische Proteinbindung durch den Antikdrper handelt.
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we ® o© c D £ 5388
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- MW 118 kDa—
WB:anti-PAROT (P12) . 86 KDa—
118 kDa—
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T 49 kDa— | "\ramw > = ™| PAROT
éz' 4?“ 86 kbDa— 47 kel
MW O o a—
-
-
75 kDa— | pm -«
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>5 kDa—| S -‘ a-Tubulin
34 kDa—
26 kDa— Amidoschwarz
WB:anti-GFP

Abb.3.18: Der Peptidantikorper P12 erkennt sowohl liberexprimiertes als auch endogenes PAROT-
Protein. 293T Zellen wurden mit dem GFP- bzw. dem GFP-PAROT-Expressionsplasmid transfiziert. Die
Zelllysate wurden auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt und das GFP-PAROT Fusionsprotein in Western Blot
(WB) Analysen mit A) P12 Antikorper und B) anti-GFP Antikdrper nachgewiesen. Das GFP-markierte PAROT-
Protein ist mit einem Pfeil am Bildrand gekennzeichnet. C) zeigt die Western Blot-Membran nach
Amidoschwarzfarbung. D) Zelllysate verschiedener Zelllinien (293T, HelLa, H1299, U20S, WI38) verwendet, um
mit dem P12 Antikérper endogenes PAROT-Protein in Western Blot Analysen nachzuweisen. Ein a-Tubulin
Antikdrper diente zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen. Unspezifische Bindungen (*).

Molekulargewichtsmarker (MW in kDa).

Als Kontrolle wurde derselbe Blot mit einem anti-GFP Antikorper (Abb.3.18 B) inkubiert, der
neben dem GFP-Protein alleine ebenfalls die 75 kDa Bande des GFP-PAROT-Proteins
erkennt, und somit die Spezifitit dieses AntikOrpers bestétigt. Die Blot Membran wurde
anschlieend mit Amidoschwarz gefirbt (Abb.3.18 C), um zu zeigen, dass in beiden Spuren
etwa gleiche Proteinmengen aufgetragen wurde. Abbildung 3.18 D zeigt, dass der P12

Antikorper in verschiedenen Zelllinien eine Proteinbande bei etwa 49 kDa erkennt, die dem
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errechneten Molekulargewicht des endogenen PAROT-Proteins entspricht. Bei den beiden
zusétzlichen Banden im WI38 Zelllysat konnte es sich um Spleilvarianten handeln. Anhand
der a-Tubulin Banden zeigt sich, dass nicht von allen Zelllinien die gleichen Proteinmengen
aufgetragen wurden. Dennoch ist hier die Schlussfolgerung zu ziehen, dass das PAROT-
Protein in den getesteten Zelllinien exprimiert und durch den P12 Antikorper erkannt wird.
Anschliefend wurden beide Peptidantikérper in Immunfluoreszenzanalysen getestet. Zu
diesem Zweck wurden U20S Zellen mit dem YFP-PAROT-Expressionsplasmid transfiziert,
und auf Glasplittchen fixiert. Die Immunfluoreszenzbilder des P12 Antikorpers sind in

Abbildung 3.19 dargestellt.

YFP-P/PAROT

YFP-P/PAROT

YFP-P/PAROT

Abb.3.19: Der Peptidantikorper P12 erkennt das YFP-PAROT-Protein. U20S Zellen wurden mit dem
Expressionsplasmid des YFP-PAROT-Proteins transfiziert und mit 8ng/ul des P12 Peptidantikorpers inkubiert. A)
P12 (rot) erkennt YFP-PAROT im Zellkern, B) und im Zytoplasma. Die Zellen wurden mit einem Axiovert 200M-
Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit einer Digitalkamera fotografiert. Die DNA (blau) wurde mit DRAQ5
angefarbt. In der rechten Bilderreihe (,Merge*) ist die Uberlagerung der Bilder zu sehen.

Es zeigt sich (Abbildung 3.19 A), dass der Peptidantikérper P12 das im Zellkern exprimierte
YFP-PAROT-Protein erkennt. Zusitzlich erkennt dieser Antikdrper ein Protein, das sich in
einer Struktur auBlerhalb des Nukleus befindet. Interessanterweise ist das YFP-PAROT
Protein in einigen Zellen auch im Zytoplasma zu finden (Abbildung B) und wird dort
ebenfalls vom P12 Antikorper erkannt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Strukturen,

in denen das YFP-PAROT-Protein im Zytoplasma lokalisiert, denen des endogenen Proteins
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sehr dhnlich sind bzw. denen entsprechen (vgl. Abb.3.25). Der P12 Peptidantikdrper wurde
daraufhin in verschiedenen Zelllinien getestet (Abbildung 3.20). Die zytoplasmatischen
Strukturen, die von dem P12 Peptidantikorper in U20S Zellen erkannt werden (Abb.3.20 A),
werden auch in WI38 Zellen, primidren humanen Fibroblasten (Abb.3.20 B), und in H1299
Zellen (Abb.3.20 C) erkannt.

U20S cells

WI38 cells

H1299 cells

Abb.3.20: Der Peptidantikorper P12 erkennt gleiche zytoplasmatische Strukturen in verschiedenen
Zelllinien. U20S, WI38 und H1299 Zellen wurden mit 8ng/ul des P12 Peptidantikorpers inkubiert. A) zeigt das
endogene PAROT-Protein in U20S Zellen, B) in WI38 Zellen und C) in H1299 Zellen. Die Zellen wurden mit
einem Axiovert 200M-Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit einer Digitalkamera fotografiert. Die DNA
(blau) wurde mit DRAQ5 angefarbt. In der rechten Bilderreihe (,Merge®) ist die Uberlagerung der Bilder zu sehen.

Wie bereits erwdhnt, wurden zusétzlich Antikdrper aus Hithnereiern gewonnen, die gegen die
Linker- bzw. die Zinkfinger-Doméne des PAROT-Proteins gerichtet sein sollten. Sie wurden
zundchst auch in Immunblot Analysen getestet. Die Antikdrper aus den braunen Hiihnereiern
erkannten spezifisch ab einer Menge von 50 ng das jeweilige Antigen bei einer Verdiinnung
von 1:1000 (Daten nicht gezeigt). Um festzustellen, ob diese Antikdrper das Ergebnis des P12
Peptidantikorpers  bestitigen wiirden, wurden auch mit den Hiihnerantikérpern
Immunfluoreszenzanalysen durchgefiihrt (Abb3.21). In Abbildung 3.21 A) ist zu sehen, dass
auch der anti-Linker Antikorper (3b) gleiche Strukturen wie der P12 Peptidantikdrper in
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U20S Zellen erkennt. Das gleiche gilt fiir den anti-Zinkfinger Antikorper (5b) in Abbildung
3.21 B). Somit bestdtigen diese beiden Antikorper das Ergebnis des P12 Peptidantikorpers,
was darauf hinweist, dass sich das endogene PAROT-Protein nicht permanent im Nukleus
befindet, sondern moglicherweise nur durch einen bestimmten Stimulus in den Zellkern

gelangt.

A

Abb.3.21: Die Hiihnerantikorper erkennen dhnliche zytoplasmatische Strukturen in U20S Zellen wie der
P12 Peptidantikorper. U20S Zellen wurden auf Glasplattchen fixiert und mit den Hihner-Antiseren gegen die
Linker-Domane bzw. gegen die Zinkfinger-Doméane bei einer Konzentration von 1:50 inkubiert. Zum Vergleich
wurde der P12 Peptidantikdrper mit 8ng/ul verwendet. A) endogenes PAROT-Protein analysiert mit dem anti-
Linker Antikdrper (gewonnen am 2/12/03 aus dem braunen Ei, 3b), B) endogenes PAROT-Protein analysiert mit
dem anti-Zinkfinger Antikdrper (gewonnen am 2/12/03 aus dem braunen Ei, 5b). Die Zellen wurden mit einem
Axiovert 200M-Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit einer Digitalkamera fotografiert. Die DNA (blau)
wurde mit DRAQ5 angeféarbt. In der rechten Bilderreihe (,Merge*) ist die Uberlagerung der Bilder zu sehen.

3.2.2.15 Endogenes PAROT-Protein lokalisiert in Mitochondrien

Aufgrund der Tatsache, dass das endogene PAROT-Protein kaum im Zellkern zu finden ist,
sondern in einer spezifischen Struktur bzw. einem Kompartiment/Organell im Zytoplasma
lokalisierte, wurde untersucht, um welche Struktur es sich dabei handelt. Zundchst wurden
U20S Zellen in Immunfluoreszenzanalysen mit dem P12 Antikdrper und einem Antikdrper
gegen [B-Aktin bzw. o-Tubulin inkubiert (Abb.3.22). Es zeigt sich, dass das endogene
PAROT-Protein weder in Aktin- noch in Tubulin-Filamenten lokalisiert.
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Abb.3.22: PAROT kolokalisiert weder mit $-Aktin- noch mit a-Tubulin-Filamenten. U20S Zellen wurden auf
Glasplattchen fixiert und mit dem P12 Antikdrper zusammen mit einem anti-p-Aktin (A) bzw. einem anti-a-Tubulin
Antikorper (B) inkubiert. Die Zellen wurden mit einem Axiovert 200M-Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und
mit einer Digitalkamera fotografiert. Die DNA (blau) wurde mit DRAQS angefarbt. Im rechten Bild (,Merge") ist die

Uberlagerung der Bilder zu sehen.

Die zelluldre Verteilung des endogenen PAROT-Proteins liel vermuten, dass es sich bei den
gegebenen Strukturen moglicherweise um den Golgi-Apparat handelt. Um diese Moglichkeit
zu Uberpriifen, wurden U20S Zellen sowohl mit dem P12 Antikdrper als auch mit einem

Antikorper gegen das p58-Protein, einem Markerprotein fiir den Golgi-Apparat , inkubiert.

Abb.3.23: PAROT kolokalisiert nicht mit dem p58 Markerprotein fiir den Golgi-Apparat. U20S Zellen
wurden auf Glasplattchen fixiert und mit dem P12 Antikdrper zusammen mit einem anti-p58 Antikérper inkubiert.
A) zeigt eine Ubersicht der Zellen. B) zeigt die VergréRerung eines Zellenabschnittes, der in A) mit einem weilen
Rahmen umgeben ist. Die Zellen wurden mit einem Axiovert 200M-Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit
einer Digitalkamera fotografiert. Die DNA (blau) wurde mit DRAQS angefarbt. Im unteren rechten Bild jeder

Vierergruppe (,Merge”) ist die Uberlagerung der Bilder zu sehen.
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In Abbildung 3.23 ist zu sehen, dass es sich bei den Strukturen auch nicht um den Golgi-
Apparat handelt. Weiterhin bestand die Moglichkeit, das es sich bei den zytoplasmatischen
Strukturen um Mitochondrien handelt. Diese lassen sich mithilfe des zellpermeablen
MitoTracker® Reagenzes anfirben, da respiratorisch aktive Mitochondrien dieses Reagenz
aufnehmen und es dort akkumuliert. In der Abbildung 3.24 ist sowohl in der Ubersicht (A) als
auch in der VergroBerung eines Zellenabschnittes (B) zu sehen, dass das endogene PAROT-
Protein (griin) offensichtlich in oder an Mitochondrien lokalisiert. Vergleicht man das
mitochondriale Erscheinungsbild (A,B) mit den Strukturen, in denen das {liberexprimierte
YFP-PAROT-Protein lokalisiert, ist auch dies eine weitere Bestétigung dafiir, dass es sich bei
den zytoplasmatischen Strukturen um Mitochondrien handelt (vgl. Abb.3.19 fiir

Uberexpression).

A : MitoTracker

YPAROT - MitoTracker

o YFP-P YFP-P/PAROT

Abb.3.24: PAROT lokalisiert in oder an Mitochondrien. U20S Zellen wurden nach einer 20-minutigen
Behandlung mit MitoTracker® Reagenz auf Glasplattchen fixiert und mit dem P12 Antikérper inkubiert. A) zeigt

eine Ubersicht der Zellen. B) zeigt die VergroRerung eines Zellenabschnittes, der in A) mit einem weilen Rahmen
umgeben ist. C) zeigt U20S Zellen, die mit dem YFP-PAROT Expressionsplasmid transfiziert und fir
Immunfluoreszenzanalysen mit dem P12 Antikérper behandelt wurden. Die Zellen wurden mit einem Axiovert
200M-Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit einer Digitalkamera fotografiert. Die DNA (blau) wurde mit

DRAQS5 angeféarbt. In der rechten Bilderreihe (,Merge*) ist die Uberlagerung der Bilder zu sehen.
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Zusammenfassend ldsst sich somit feststellen, dass das endogen exprimierte PAROT-Protein

wider erwarten fast ausschlieflich in Assoziation mit Mitochondrien vorliegt.

Ventura et al. veroffentlichten Anfang des Jahres 2004 eine Studie {iber das Protein p46Shc,
eine Spleilvariante der Shc-Proteinfamilie (Ventura et al., 2002; Ventura et al., 2004).
P46Shc besitzt im N-terminalen Bereich, in den ersten 32 Aminosduren, ein mitochondriales
Zielsignal. Entscheidend fiir die mitochondriale Lokalisation dieses Proteins ist, dass sich vor
dem N-Terminus dieses Proteins keine weiteren Aminosduren befinden, die die
mitochondriale Lokalisation des p46Shc Proteins verhindern. Aus diesem Grund lokalisieren
die ldngeren Spleilvarianten p52Shc und p66Shc nicht in Mitochondrien. Ein einzelner
Arginin-Rest im N-Terminus ist fiir die mitochondirale Lokalisation des Proteins essentiell.
Vergleicht man nun die ersten 32 Aminosduren des p46Shc Proteins mit den ersten 32
Aminoséduren des PAROT-Proteins (Abb.3.25), zeigt sich, dass die beiden Sequenzabschnitte
nur eine Homologie von etwa 25% aufweisen, jedoch auch ,dass das PAROT-Protein drei
Arginin-Reste im N-Terminus besitzt. Wie mehrfach in dieser Arbeit gezeigt, lokalisiert das
EYFP-PAROT Fusionsprotein nicht in Mitochondrien, sondern im Zellkern. Moglicherweise
verhindert das N-terminale YFP-Protein die mitochondriale Lokalisation des EYFP-PAROT

Proteins.
p46Shc 1 MGPGVSYLVRYMGCVEVLQSMRALDFEFNTRTQV 32
PAROT 1 MGPLQFRDVAIEFSLEEWHCLDAAQRNLYRDV 32
Konsensus- MGP A% . . E ... A N A%
Sequenz

Abb.25: Aminosauresequenzvergleich der N-terminalen 32 Aminosauren von p46Shc und PAROT. Zur
Erstellung des Vergleichs und der Konsensus-Sequenz wurde das ClustalW-Programm der MacVektor-7.0
Software verwendet. Die Sequenzen der ersten 32 Aminosauren des p46Shc Proteins, in dem sich nachweislich
ein mitochondriales Zielsignal befindet, und des PAROT Proteins wurden in einem Sequenzvergleich einander
gegenubergestellt. Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben; Punkte in der Konsensus-Sequenz
bezeichnen Aminosauren mit dhnlichen Eigenschaften. Die unterstrichenen Aminosduren markieren die drei
Arginine in beiden Sequenzen. Die Aminosauren, die in beiden Sequenzen (bereinstimmen, sind fett gedruckt

und in der Konsensus-Sequenz extra aufgefiihrt.

Zusitzliche Lokalisationsstudien mit C-terminal markierten und deletierten Fusionsproteinen
miissten gemacht werden, um diese ersten 32 Aminosduren auf ein potentielles

mitochondriales Zielsignal zu testen.
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3.2.3 Nucleostatmin, ein neues nukleoliires Protein

3.2.3.1 Das Nucleostatmin Protein

Der erste bekannte Nucleostatmin ¢cDNA Klon vom DKFZ (Accession Nummer NCBI:
AL136619) ist 1736 Basenpaare lang und enthilt einen einzelnen offenen Leserahmen, der fiir
ein Polypeptid von 360 Aminosduren mit einer berechneten Molekularen Masse von ~ 40 kDa
codiert. Der zweite bekannte Nucleostatmin ¢cDNA Klon vom NIH (Accession Nummer
NCBI: BC033651) ist 1730 Basenpaare lang und enthélt einen einzelnen offenen Leserahmen,
der fiir ein Polypeptid von 367 Aminosduren mit einer berechneten molekularen Masse von ~
40 kDa codiert (siche Abbildung 3.26). Im Folgenden wird der DKFZ Klon Nucleostatmin-

mutC und der NIH Klon Nucleostatmin genannt.

1 360
Nucleostatmin-mutC [:I| RRM | I ]
NLS NLS
1 367
Nucleostatmin (T rReM ] I I
NLS NLS NoLS?

Abb. 3.26: Schematische Darstellung der Nucleostatmin Proteine.

Das Nucleostatmin-mutC Protein ist 360 Aminosauren lang. Es enthalt zwei potentielle NLS (nuclear localization
sequences), eine N-terminal und eine C-terminal. Weiterhin befindet sich im N-terminalen Bereich (Aminosaure
46-124) ein potentielles RRM (RNA recognition motif). Weitere Domanen und Motive sind fiir dieses Protein nicht
bekannt. Das Nucleostatmin Protein ist 367 Aminosauren lang. Es enthalt zwei potentielle NLS, eine N-terminal
und eine C-terminal. Weiterhin befindet sich im N-terminalen Bereich (Aminosaure 46-124) ein potentielles RRM
(RNA recognition motif). Diese Protein besitzt im C-terminalen Bereich zusatzlich eine potentielle NoLS (nucleolar

localization sequence).

Sequenz und Datenbank Analysen (siehe 3.2.1), die in den Abschnitten 3.2.3.3 und 3.2.3.6
beschrieben sind, zeigen, dass die Sequenz des Nucleostatmin Proteins sehr wahrscheinlich
die des in vivo existierenden Proteins ist, und die des Nucleostatmin-mutC Proteins eine C-
terminal artifiziell mutierte Variante hiervon ist. Die C-terminale Sequenzvariation verandert
sowohl die Lokalisation (s.u.) und in diesem Zusammenhang wahrscheinlich auch die
Funktion des Proteins. Das Nucleostatmin-mutC Protein weillt nach Datenbank-Analysen ein

bekanntes Sequenzmotiv auf, das charakteristisch fiir RNA-bindende Proteine ist (RRM: RNA
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recognition motif). Es enthélt zwei potentielle NLS, eine N-terminal und eine C-terminal.
Weitere Doménen oder Motive sind fiir dieses Protein nicht bekannt. Das Nucleostatmin
Protein weilit nach Datenbank Analysen ebenfalls ein RRM auf und enthélt zwei mutmalliche
NLS, eine N-terminal (Aminosduren 31-34) und eine C-terminal (Aminosduren 284-288).
Zusitzlich besitzt es eine potentielle NoLS (Aminosduren 341-367) im C-Terminus, die
darauf hinweif3t, dass das Protein im Nukleolus lokalisiert (siche Abbildung 3.26, 3.27 und
3.28).

3.2.3.2 Sequenz Vergleiche der beiden Nucleostatmin Proteine

Sowohl die Nukleinsédure- als auch die Aminoséduresequenzen des Nucleostatmin-mutC DKFZ
cDNA Klons und des Nucleostatmin NIH cDNA Klons wurden in einem ClustalW-alignment
der MacVektor-7.0 Software einander gegeniiber gestellt (Abbildung 3.27).

A Vergleich der 5’- Nukleinsduresequenz (DKFZ) : (NIH/CELERA)

1 ATGGCGTCGA GCGGCGGGGA GCCAGGGAGT TTATTTGATC 40
1 ATGGCGTCGA GCGGCGGGGA GCTAGGGAGT TTATTTGATC 40

Vergleich der N-terminalen Aminosauresequenz (DKFZ) : (NIH/CELERA)

1 MASSGGEPGS 10
1 MASSGGELGS 10
B Vergleich der 3"- Nukleinsauresequenz (DKFZ) : (NIH/CELERA)

1001 GGCATAAACT TAAAGAGGTA -TTTCATCTG TGCCAAAGCC TCCAGAGGAC 1050
1001 GGCATAAACT TAAAGAGGTA ATTTCATCTG TGCCAAAGCC TCCAGAGGAC 1050

1051 AAGCCAGAAG ATGTACATAC AAGTCATCCA TTAA 1100
1051 AAGCCAGAAG ATGTACATAC AAGTCATCCA TTAAAACAAA GAAGAAGAAT 1100

1001 =nmemee 1104
1001 ATAG 1104

Vergleich der C-terminalen Aminosauresequenz (DKFZ) : (NIH/CELERA)

331 NLIRHKLKEV FHLCQSLQ-- ---------- RTSQK MYIQVIH 367
331 NLIRHKLKEV ISSVPKPPED KPEDVHTSHP LKQRRRI 367

Abb.3.27: Sequenzvergleiche der beiden Nucleostatmin Proteine. Sowoh| die Nukleinsdure- als auch die
Aminosauresequenzen der beiden Nucleostatmin Proteine wurden in einem ClustalW-alignment der MacVektor-
7.0 Software einander gegeniiber gestellt. Die oberen Sequenzen entsprechen der DKFZ Sequenz, die unteren
der NIH/CELERA Sequenz. Ausgetauschte Nukleotide oder Aminosauren sind unterstrichen dargestellt. A) Im 5°-
Bereich zeigt sich ein Nukleotid-Austausch von Thymin zu Cytosin, was den Austausch der Aminosaure Leucin

zu Prolin im N-terminalen Bereich der Aminosauresequenz zur Folge hat. B) Im 3 -Bereich zeigt sich, dass in der
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im C-terminalen Bereich der

was eine Leserahmenverschiebung

DKFZ Sequenz ein Adenin fehlt,

Aminosauresequenz zur Folge hat. Die Zahlenangaben beziehen sich auf die Lange des Proteins bzw. der cDNA.

gegen ein Cytosin in der

Thymins

Austausch eines

zeigt sich, dass der

Es

in der

ein Prolin

gegen

Leucins
Aminoséduresequenz zur Folge hat (Abb.3.27 A). Beide Aminoséduren sind hydrophob. Prolin

eines

den Austausch

Nukleinsduresequenz

ist als Helixbrecher bekannt und befindet sich auf der AuBenseite eines Proteins. Leucin

hingegen befindet sich in der Regel innerhalb eines Proteins. Was dieser Austausch in der

Konformation des Proteins bewirkt, ist nicht bekannt. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass

er eine Verdnderung in der Konformation des Proteins zur Folge hat. Entscheidender ist im

Vergleich die Verdnderung der Aminosduresequenz im C-terminalen Bereich des Proteins

(Abb.3.27 B), hervorgerufen durch eine Leserahmenverschiebung an Position 1021 der DKFZ

Sequenz. Es ist davon auszugehen, dass die C-terminale Sequenz des Nucleostatmin Proteins

spiteren Sequenzvergleichen und

n

sich

wie

in vivo Sequenz entspricht,

der

Datenbankanalysen auch herausstellte (siche unten).

3.2.3.3 Das RRM-Motiv des Nucleostatmin Proteins
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Abb.3.28: Aminosduresequenz-Vergleich des Nucleostatmin-RRM-Motivs mit denen anderer RNA-
bindender Proteine. Die Abbildung zeigt die RRMs 9 verschiedener RNA-bindender Proteine im Vergleich zum
Nucleostatmin-RRM. Zur Erstellung des Vergleichs und der Konsensus-Sequenz wurde das ClustalW- Programm
der MacVektor-7.0 Soffware verwendet. Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben;
Nummerierungen zeigen die Aminosaure-Positionen im jeweiligen RRM an; Punkte in der Konsensus-Sequenz
bezeichnen Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften. Mutmaflich konservierte Bereiche, die fir die Bindung
von RNA entscheidend sind, sind unterstrichen und als RNP-1 und -2 bezeichnet. Die Accession Nummern der
humanen (h) Proteine, die in dem Vergleich verwendet wurden, sind: CB20, NP_031388; CIRP, Q14011; La,
P05455; MINT, Q96T58; MSSP, P29558; NUCL, P19338; PTB, P26599; RNP1, Q9H0Z9; RNP2, Q14498.

Das RNA-Erkennungsmotiv. (RRM), auch bekannt als Konsensussequenz RNA-
Bindungsdoméne (CS-RBD: consensus sequence RNA binding domain), enthilt in der Regel
zwel kurze Konsensus-Sequenzen, die als RNP-1 (Oktamer) und RNP-2 (Hexmer) bezeichnet
werden. Diese Konsensus-Sequenzen sind in eine strukturell, aber nicht sequenziell,
konservierte Region von etwa 80 Aminosduren eingebettet (Burd and Dreyfuss, 1994;
Lorkovic and Barta, 2002). Die Abbildung 3.28 zeigt einen Aminosduresequenz-Vergleich
des potentiellen Nucleostatmin-RRMs mit diversen, bereits untersuchten und veréffentlichten
RRMs anderer RNA-bindenden Proteine. Sowohl das RNP-1 als auch das RNP-2 sind
angegeben, und die Sequenz entspricht weitestgehend der 1993 von Birney et al. postulierten

RRM Konsensus-Sequenz:
UxUxxLxxX[Xo-6]Z[x | xxxLxxxFxxx[X]|GxUx[x]ZxxxxxX[ X021+ |UX VXF[X]XXXXXXZXXA.

Dabei sind die Aminosdurereste wie folgt definiert: x = beliebiger Rest; U = ungeladener
Rest: L,LV,A,G,F,W,Y,C,M; Z = U+ S,T; + deutet an, dass dieser Bereich weiter ausgedehnt

sein kann. Weitere Studien siehe unter 3.2.3.14.

3.2.3.4 Die genomische Organisation des humanen Nucleostatmin-Gens

Das gesamte Nucleostatmin-Gen, das in fiinf Exons unterteilt ist, spannt sich iiber etwa 12 kb

der chromosomalen DNA des Chromosoms 7 in der Zytobande q21.3 (Abb.3.29).

ATG STOP
E2:189bp E3:145bp E4:572bp E5:677bp

..R\\\//////l...\\\\\\\\\\\\\\\\\\\///’///,//’//////////l.!\\\\\\\\\\\\\////////////// .....\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\v//////////////////...........
520 bp 3439 bp 866 bp 5415 bp

1

11960bp
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Abb.:3.29: Die genomische Organisation des humanen Nucleostatmin-Gens. Die genomische Organisation
des Nucleostatmin-Gens wurde mithilfe der CELERA Datenbank erstellt. Das Gen befindet sich auf dem
Chromosom 7 in der Zytobande q21.3 und umfasst 11960 Basenpaare. Es besteht vermutlich aus 5 Exons, E1-
E5, deren Lange in Basenpaaren Uber dem jeweiligen Exon angegeben ist, und 4 Introns, deren Lange in
Basenpaaren unter den Introns angegeben ist. Das Start-Kodon ATG ist am Anfang des ersten Exons und das

STOP-Kodon in der vorderen Halfte des flinften Exons zu finden.

Die kodierende Region zieht sich iiber die gesamten fiinf Exons, wobei sich das Start-Kodon
ATG am Anfang des ersten Exons befindet und das STOP-Kodon in der vorderen Hélfte des

funften Exons zu finden ist.

3.2.3.5 Das murine Nucleostatmin Homolog

Eine vergleichende Sequenzanalyse in der NCBI-Datenbank BLAST hat ergeben, dass es in
Mus musculus ein Homolog zum Nucleostatmin cDNA Klon vom NIH gibt. Das murine
Nucleostatmin Protein ist 371 Aminosduren lang und weillt die gleichen Doménen bzw.

Motive auf wie das humane Nucleostatmin Protein (Abbildung 3.30).

1 371
(| [RRM 1 1
NLS NLS NolLS?

Abb3.30: Schematische Darstellung des Nucleostatmin Proteins aus Mus musculus. Das murine
Nucleostatmin Protein ist 371 Aminosauren lang. Es enthalt zwei potentielle NLS, eine N-terminal und eine C-
terminal. Weiterhin befindet sich im N-terminalen Bereich ein potentielles RRM. Dieses Protein besitzt im C-

terminalen Bereich zusatzlich eine potentielle NoLS.

Auch das murine Nucleostatmin Protein weist das RNA-Erkennungsmotiv im N-terminalen
Bereich des Proteins auf. Es besitzt zwei potentielle NLS und zusédtzlich eine potentielle
NoLS, die darauf hinweist, dass auch dieses Protein im Nukleolus lokalisiert. Die genomische
Organisation des murinen Nucleostatmin-Gens entspricht der des humanen Nucleostatmin-
Gens (Abbildung 3.31). Es ist ebenfalls in fiinf Exons unterteilt und spannt sich iiber etwa 13
kb der chromosomalen DNA des Chromosoms 5 in der Zytobande Al-h. Die kodierende
Region zieht sich {liber die gesamten fiinf Exons, wobei sich das Start-Kodon ATG am Ende
des ersten Exons befindet und das STOP-Kodon in der vorderen Hilfte des fiinften Exons zu

finden ist.
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ATG STOP
E1:582bp E2:191bp E3:146bp E4:581bp E5:1083bp
]
520 bp 3439 bp 866 bp 5415 bp

1

12824bp

Abb.:3.31: Die genomische Organisation des murinen Nucleostatmin-Gens. Die genomische Organisation
des murinen Nucleostatmin-Gens wurde mithilfe der CELERA Datenbank erstellt. Das Gen befindet sich auf dem
Chromosom 5 in der Zytobande A1-h und umfasst 12824 Basenpaare. Es besteht vermutlich aus 5 Exons, E1-
E5, deren Lange in Basenpaaren lber dem jeweiligen Exon angegeben ist, und 4 Introns, deren Lange in
Basenpaaren unter den Introns angegeben ist. Das Start-Kodon ATG ist am Ende des ersten Exons und das

STOP-Kodon in der vorderen Halfte des flinften Exons zu finden.

3.2.3.6 Das Nucleostatmin Protein weil3t eine speziesiibergreifende Sequenz-

homologie auf

Sowohl die Nukleinsdure- als auch die Aminosduresequenzen des murinen cDNA Klons, des
Nucleostatmins aus Rattus norvegicus und des Nucleostatmin NIH ¢cDNA Klons wurden in
einem ClustalW-alignment der MacVektor-7.0 Software einander gegeniiber gestellt. Es ergab
sich zwischen Mensch und Maus eine Sequenzkonservierung auf Nukleinsdureebene von 77%
und 72% auf Aminosdureebene. Zwischen Mensch und Ratte zeigte sich, dass die
Aminoséduresequenz bis zu 72,5% konserviert ist. Die drei Polypepetide unterscheiden sich
nicht nur in ihrer Aminosauresequenz, sowohl das murine Nucleostatmin als auch das aus R.
norvegicus sind zusétzlich auch um vier Aminoséuren ldnger. In Abbildung 3.32 sind diese
vier fehlenden Aminosduren im humanen Nuclestatmin als vier Striche angegeben. Starke
Sequenzhomologie ist besonders in dem Bereich des potentiellen RRMs zu finden. Hier zeigt
sich jedoch auch, dass diese Polypeptide im C-terminalen Bereich iibereinstimmen, von dem
vermutet wird, dass sich hier die potentielle NoLS verbirgt. Dieses Ergebnis lédsst stark
vermuten, dass es sich bei dem Nucleostatmin-mutC Protein (DKFZ) tatsidchlich um eine
Mutation handelt. Noch einmal wird bestdtigt, dass die C-terminale Sequenz des NIH

Nucleostatmin Proteins der in vivo Sequenz entspricht.
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Homo sapiens 1MASSGGELGSLFDHHVQRAVCDTRAKYREGRRPRAVKVYTINLESQYLLTI 50
Mus musculus 1MASSDGKPGGVFDHHVQTAVCDSRAKYREGRRPRAVKVYTINLESQYLLTI 50
Rattus norwegicus 1 MA'S'S D GKP GG 1[EDHHVQTAVCDSRAKYREGRRPRAVKVYTIN"ESQYLL[T 5
Konsensus ASSDGKPGG. FDHHVQTAVCDSRAKYREGRRPRAVKVYTINLESQYLLI
Homo sapiens 51 QGVPAVGVMKELVERFALYGAIEQYNALDEYPAEDFTEVYLIKFMNLQS A 100
Mus musculus 51 QGVPAVGAMKELVERFALYGAIEQYNALDEYPAEDFTEVYLIKFVKLOQS A 100
Rattus norwegicus 51 QGVP AVGAMKEL VERFALYGAITEQYNALDEYPAEDFTEVYLIKFVKLQSA 100
Konsensus QGVPAVGAMKELVERFALYGAIEQYNALDEYPAEDFTEVYLIKFVKLQSA
Homo sapiens 101RTAKRKMDE QS FFGGLLHVCYAPEFETVEETRKKL QMREKAYVVKT|TENKD 150
Mus musculus {MRVAKKKMDEQSFFGGLLHVCYAPEFETVEETRKKLQERKAYITRVTKNQ QD 150
Rattus norwegicus 101/R| I/AKK[KMDE QS FFGGLLHVCYAPEFETVEETRKKLEERKAYISRVTKNROQD 150
Konsensus R.AKKKMDEQSFFGGLLHVCYAPEFETVEETRKKLQERKAYI.RVTKNQD
Homo sapiens 151 HY VI KKK LVITEHKDTEDFRQDEFH S EMS GFCKAALNTSAG - - - - NNSUIN PlY ©'P] 106
Mus musculus 151CYMAKKKP VPEQKGTKDSRQGFHP PMPGFGTAALNTSPESPPENSSSICLP 200
Rattus norwegicus 151Y ¥ VVITK KK P VP EQKGT KD S RQDFHAHMPGFCTPALNTSPKNPSENSSFPCLP, 200
Konsensus YVTKKKPVPEQKGTKDSRQDFH MPGFCTAALNTSP P ENSSPCLP
Homo sapiens 197 ¥YS CEL PLCYF S/ISKCMCS S[IGGPVDRAPDS SKDGIRNHHKTMGHYNHND S LRK 246
Mus musculus 201 YSCEFPLSCFASKSTCSRGEHVDRVSDSCNSARNHGELSRHRDHSATFS PK 250
ttus norwegicus 201/¥ S CE F P L CIY F AS KS P CSPGEHTDKASDSCNSARNRGELQKHRDHSAFFPPK 250
onsensus YSCEFPLCYFASKS CS GEHVDRASDSCNSARNHGEL .HRDHSAF PK
Homo sapiens 247 TQ I NS LIKNS VACPGAQKAITSSEAVDRFMPRTTQLQERKRRREDDREKILGT| 206
Mus musculus 25{LQMNTYKNS VPCSSVQEAIATSQAVGRFMPRTTQLQERKRRRDCDRELGT 300
Rattus norwegicus 251 LQMNT YK T SVPCSS VQEAITATSQAVGRFMPRTTQLQERKRRRDCDRELGT 300
Konsensus LQMNTYKNSVPCSSVQEAIATSQAVGRFMPRTTQLQERKRRRDCDRELGT
Homo sapiens 207/ FLQTNP TGINEIMIGPLLPDISKIVDMHDDSLNTTANLIRHKLKEVISSVPK 346
Mus musculus 301 LLETHTSSNEVLIGPKLPGIPTVDLQDDSLNTTATLIRRKLEKEVISSVPEK 35
Rattus norwegicus 301/[EL ET N 1SS NEVLIGPKLPGIPTVDLQDDSLNTTANLIRSKLKEVTSSVEPK 35
Konsensus FLETN SSNEVLIGPKLPGIPTVDLQDDSLNTTANLIR.KLKEVISSVPK
Homo sapiens 347/ PPEDKPEDVHTS HP L KQRRR I 37
Mus musculus 351PPEDNIKDVCTS HP GKQRRR I 37/
Rattus norwegicus 351/P P ED NG[EDV CT S HP R KQRRR I 37!
Konsensus PPEDN EDVCTSHP KQRRRI

Abb.3.32: Aminosduresequenz-Vergleich des humanen, murinen und des Nucleostatmin Proteins aus
Rattus norvegicus. Zur Erstellung des Vergleichs und der Konsensus-Sequenz wurde das ClustalW- Programm
der MacVektor-7.0 Soffware verwendet. Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben;
Nummerierungen zeigen die Aminosaure Positionen in den jeweiligen Proteinen an; Punkte in der Konsensus-

Sequenz bezeichnen Aminosduren mit ahnlichen Eigenschaften.

3.2.3.7 Nucleostatmin wird in unterschiedlichen Geweben exprimiert

Einen Hinweis auf die Expression der Nucleostatmin-mRNA in verschiedenen Geweben gibt
der Northern Blot der Firma Ambion, auf dem polyadenylierte RNA aus zehn verschiedenen
Geweben aufgetragen ist. Als Sonde wurde das gesamte Nucleostatmin ¢cDNA-Fragment
verwendet, ein PCR-Produkt hergestellt mit Hilfe des NIH-Klons als Matrize. In allen
Geweben bis auf Pankreas und Leber wurde ein 2.0 kb Transkript nachgewiesen (Abbildung
3.33). Ein zuséitzliches Transkript von ca. 4.0 kb wurde mit der RNA aus Gehirn
nachgewiesen. Dies ist mdglicherweise auf eine unterschiedliche Spleillvariante
zurlickzufiihren. Unter Beriicksichtigung der B-Aktin Markierung zeigt sich, dass die
aufgetragene RNA Menge nicht in allen Spuren gleich ist. Aus diesem Blot ldsst sich somit
nicht schlie3en, dass im Pankreas und in der Leber keine Nucleostatmin mRNA zu finden ist.
Moglicherweise ist der Expressionsspiegel unter der Nachweisgrenze. Die EST Datenbank

des NCBI unterstiitzt die Relevanz des gefundenen Expressionsmusters und weist zusétzlich
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auch auf zahlreiche weitere Gewebe hin, deren mRNAs auf diesen Blot nicht aufgetragen

sind.

§
o
~
-9
40kb —
Nucleostatmin
20kb —
2.0kb — R-Aktin
1.8 kb —

Abb.3.33: Expressionsmuster der Nucleostatmin mRNA in verschiedenen Geweben. Polyadenylierte RNA
(2ug pro Spur) auf dem Northern Human Blot | (Ambion) wurden mit einer a32-P-markierten Sonde hybridisiert.
Als Sonde wurde ein PCR-Produkt von etwa 1100 bp der gesamten Nucleostatmin cDNA verwendet. Links neben
dem Blot sind die Markerbanden in kb angegeben. Zur Kontrolle der aufgetragenen RNA Menge wurde [3-Aktin

(Clontech) als [a32-P] -markierte Sonde verwendet.

3.2.3.8 Nucleostatmin-mutC kolokalisiert mit der PML-Isoform PML IV

Fiir die ersten experimentellen Analysen des Nucleostatmin Proteins war zunichst erst einmal
nur das Nucleostatmin-mutC Protein vorhanden. Wie eingangs unter 3.1 beschrieben, zeigte
sich fiir dieses Protein, dass es im Zellkern in einer punktartigen Struktur lokalisiert (Abb.3.1,
#1). Um nun die erste Fragestellung zu beantworten, ob es sich bei diesen Kernpunkten um
PML-Kerndoménen handelt, wurden HeLa Zellen mit YFP-Nuclestatmin-mutC und jeweils
einer der beiden PML-Isoformen PML III bzw. PML IV kotransfiziert und
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Es zeigte sich, wie in Abbildung 3.34 A dargestellt, dass
das Nucleostatmin-mutC Protein nicht mit der Isoform PML III kolokalisiert. Wobei die YFP-
Nucleostatmin-mutC Kernpunkte und die der PML-Isoform PML III anscheinend teilweise
dicht nebeneinander liegen bzw. partiell iiberlappen (sieche Pfeilmarkierungen). Hingegen ist

in Abbildung 3.34 B eine eindeutige Kolokalisation mit der PML-Isoform PML IV zu sehen.
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YFP-Nucleo-mutC | PML Il

YFP-Nucleo-mutC

Abb.3.34: YFP-Nucleostatmin-mutC kolokalisiert mit der PML-Isoform PML IV. HelLa Zellen wurden transient
mit den Expressionsplasmiden YFP-Nucleostatmin-mutC (hier: YFP-Nucleo-mutC) und PML Il bzw. PML IV
kotransfiziert. A) zeigt die Isoform PML Ill und B) zeigt die Isoform PML IV. Als Primarantikdrper zur Erkennung
der PML-Isoformen wurde ein monoklonaler Maus anti-PML Antikdrper verwendet. Dieser wurde mit einem Ziege
anti-Maus Alexa Flour® 594 (rot) Sekundarantikérper markiert. Die Pfeile in A) zeigen EYFP-Nucleostatmin-mutC
und PML-Kernpunkte, die dicht nebeneinander liegen oder partiell iGberlappen. Die Bilderreihe ganz rechts

zeigt die Uberlagerung der exprimierten Proteine.

3.2.3.9 Herstellung von Antikorpern gegen Nucleostatmin

Fiir den weiteren Verlauf des Projektes war es unerldsslich, Antikorper gegen das
Nucleostatmin Protein, in diesem Fall in Kaninchen, zu generieren, um das endogene Protein
analysieren zu konnen. Zu diesem Zweck wurden zunéchst Peptidantikorper bei der Firma
Eurogentec in Auftrag gegeben. Es wurden zwei Peptidsequenzen aus dem mittleren Bereich
des Proteins verwendet, in dem sich keine aus Datenbank-Analysen bekannte Dominen
befinden. Sowohl die Peptidsequenzen als auch die Lokalisation dieser Epitope innerhalb des
Nucleostatmin Proteins sind in Abbildung 3.35 A dargestellt. An beide Sequenzen wurde aus
Synthesegriinden zusétzlich ein N- bzw. C-terminales Cystein angehéngt. Die Zahlenangaben
(aa 217-231 und aa 272-286) beziehen sich auf den jeweiligen Sequenzabschnitt innerhalb des
Nucleostatmin Proteins. Die Peptidantikdrper werden im folgenden als A13 und A14 benannt,
Die entsprechenden Epitope sind in Abbildung 3.35 A angegeben. Ein zweiter Antikorper, der
als zusdtzliches Werkzeug zur Unterstiitzung neuer Erkenntnisse dienen sollte, wurde im
spéateren Verlauf der Arbeit nach Immunisierung von Hiihnern aus Hiithnereiern gewonnen. Zu
diesem Zweck wurde das Nucleostatmin-mutC Protein an die Glutathion-S-Transferase aus

Schistosoma japonicum fusioniert, in Bakterien produziert und aufgereinigt (siche 2.4). Mit
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dem aufgereinigten GST-Nucleostatmin-mutC Fusionsprotein wurden 2 Legehennen, eine
braune und eine weille, mehrfach mit dem in Abbildung 3.35 B) dargestellten GST-

Nucleostatmin-mutC Fusionsprotein immunisiert (siche 2.5).

A A14 B
y
1 360 1 360
(T RRM | I ) GSTUIT RRM | I
NLS ? NLS NLS NLS
A13
aa 217-231+C (PVDRAPDSSKDGRNH); (EPOZZQQ) Das gesamte GST-Nucleostatmin-mutC

Fusionsprotein wurde als Antigen verwendet.
aa C+272-286 (DRFMPRTTQLQERKR); (EP022914)

Abb.3.35: Schematische Darstellung der Peptidantigene und des GST-Nucleostamin-mutC Antigens. A)
angegeben sind die beiden Peptidsequenzen, die von der Firma Eurogentec als Antigene zur Herstellung von
Peptidantikdrpern verwendet wurden. EPO22913 entspricht dem Peptidantikérper A13, der sein Epitop in der
Mitte des Proteins erkennen sollte; EPO022914 entspricht dem Peptidantikérper A14, der sein Epitop im C-
terminalen Bereich des Proteins erkennen sollte. B) zeigt eine Darstellung des GST-Nucelostatmin-mutC

Fusionsproteins, das als Antigen zur Immunisierung von Legehennen verwendet wurde.

3.2.3.10 Test der anti-Nucleostatmin Antikorper

Die Peptidantikorper wurden zundchst in Immunfluoreszenanalysen getestet. Zu diesem
Zweck wurden HelLa Zellen mit dem Expressionsvektor des YFP-Nucleostatmin-mutC
Proteins transfiziert. Die Peptidantikorper A13 und A14 wurden in einer Konzentration von

8ng/ul eingesetzt.

YFP-Nucleo-mutC YFP-Nucleo-mutC
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Abb.3.36: Beide Peptidantikorper erkennen das YFP-Nucleostatmin-mutC Protein. HeLa Zellen wurden mit
dem Expressionsplasmid des YFP-Nucleostatmin-mutC Proteins transfiziert und mit je 8ng/ul des jeweiligen
Peptidantikdrpers in A) mit A13 und in B) mit A14 inkubiert. Die Zellen wurden mit einem Axiovert 200M-
Mikroskop der Firma Zeiss analysiert und mit einer Digitalkamera fotografiert. Das jeweils rechts unten liegende

Bild zeigt die Uberlagerung der Antikérperfirbungen.

Wie in der Uberlagerung (,,Merge*; jeweils unten rechts in den Abbildungen A und B) der
fluoreszenzmikroskopischen Bilder zu sehen ist (Abb. 3.36), erkennen beide Peptidantikorper,
d.h. sowohl A13 als auch Al4 (rot), das YFP-Nucleostatmin-mutC Protein. Als nichstes
stellte sich die Frage, ob die beiden Peptidantikérper auch fiir Western Blot Analysen
einsetzbar sind. Daher wurden 293T Zellen mit je 10 pg der Expressionsvektoren des YFP-
und Flag-markierten Nucleostatmin-mutC bzw. des Flag-markierten Nucleostatmin Proteins
transfiziert. Die Analyse der Lysate durch Immunblots unter Verwendung der
Peptidantikdrper A13 und Al4 zeigte im Fall von Al3 ein zufriedenstellendes Ergebnis
(Abb.3.37). Der Peptidantikorper erkennt sowohl das Flag-markierte Nucleostatmin-mutC als
auch das Flag-markierte Nucleostatmin Protein, die beide bei der erwarteten
elektrophoretischen Mobilitit im Gel laufen, wie in Abbildung 3.37 B dargestellt. Zur
Bestéitigung wurde derselbe Blot mit einem anti-Flag Antikorper tliberpriift. Die Abbildung
3.37 A zeigt, dass der Flag-Antikdrper Proteine mit dem gleichen Molekulargewicht erkennt.
Abbildung 3.37 C zeigt, dass der A13 Antikorper auch das YFP-Nucleostatmin-mutC Protein
erkennt, das ein errechnetes Molekulargewicht von etwa 71 kDa hat. Es zeigt sich, dass der
A13 Antikorper zusidtzliche Banden mit niedrigerem Molekulargewicht (Abb.3.37 B und C)

erkennt, die jedoch auch bei dem Flag-Antikorper auftauchen. Es handelt sich somit wohl um
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Abb.3.37: Erkennung des YFP- und Flag-markierten Nucleostatmin-mutC und des Flag-markierten
Nucleostatmin Proteins durch den Peptidantikorper A13. 293T Zellen wurden mit YFP- und Flag-
Nucleostatmin-mutC bzw. Flag-Nucleostatmin Expressionsplasmiden transfiziert. Die Zelllysate wurden auf einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt und in Western Blot (WB) Analysen mit A) anti-Flag Antikérper bzw. A13 Antikdrper
in B) und C) nachgewiesen. Die Flag- bzw. YFP-markierten Nucleostatmin Proteine sind mit einem Pfeil am

Bildrand gekennzeichnet. Molekulargewichtsmarker (MW in kDa).

Der Peptidantikorper A14 zeigte keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Eine starke
Hintergrundfarbung durch unspezifische Antikorperbindung machten mehrfach angefertigte
Western Blot Analysen unauswertbar (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch die polyklonalen
Hiihner-Antikorper, die gegen das GST-Nucleostatmin-mutC gerichtet sein sollten, wurden in
Immunblot Analysen getestet. Aufgereinigtes GST-Nucleostatmin-mutC Protein wurde in
steigenden Konzentrationen zusammen mit 500 ng GST-Protein auf einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt und in Immunblots analysiert. In den Abbildungen 3.38 A und B zeigt sich, dass
sowohl das Antiserum aus dem weilen Hiithnerei (im folgenden als WE bezeichnet) als auch
das aus dem braunen Hiihnerei die GST-Nucleostatmin-mutC Proteine mindestens ab einer
Menge von 50 ng erkennen. Zur Kontrolle des Ergebnisses wurden beide Immunblots
anschliefend mit Amidoschwarz geférbt, so dass auch das geladene GST-Protein zu sehen ist.
Es zeigt sich, dass die Antikorper offenbar spezifisch das Nucleostatmin-mutC Protein
erkennen, und nicht das GST-Protein, da in den Immunblots keine Signale in der mit GST

beladenen Spur zu sehen sind.
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Abb.3.38: Inmunblot Analysen mit Antikorpern aus Hiihnereiern. Aufgereinigtes GST-Protein (500 ng; erste
Spur auf beiden Blots) und GST-Nucleostatmin-mutC in steigenden Mengen (Spuren 2-4 auf beiden Blots mit je
10 ng, 50 ng und 100 ng Protein) wurde auf eine PVDF-Membran transferiert. In A) wurden das GST-
Nucleostatmin-mutC Protein mit den Antikérpern aus einem weil3en Hihnerei, in B) mit dem aus einem braunen
Hihnerei nachgewiesen. Beide Antiseren wurden nicht affinitdtsgereinigt, sondern direkt in einer Verdiinnung von
1:1000 eingesetzt; Legedatum: 2.12.03. Die Immunblots wurden anschlieBend mit Amidoschwarz (untere

Abbildungen) gefarbt. Der Molekulargewichtsmarker ist auf der linken Seite der Blots in kDa angegeben.

Mit den beiden Peptidantikorpern wurde schlieflich auch die intrazelluldre Lokalisation des
endogenen Nucleostatmin Proteins durch Immunfluoreszenzanalysen analysiert. Der Al4
Antikorper hat sich auch in diesem Fall als unbrauchbar herausgestellt, da er keine im
Vergleich zum Priimmunserum spezifischen Signale in der Zelle ergab. Der Al3
Peptidantikorper hingegen erkannte spezifische Strukturen in der Zelle, die in dhnlicher Weise
auch von den Hiithnerantikdrpern aus dem weillen Ei erkannt wurden. Es wurden verschiedene
Zellinien (HeLa, H1299, WI38, C3a, HepG2) mit beiden AntikGrpern getestet, wobei in
Abbildung 3.39, stellvertretend fiir alle getesteten Zellinien, U20S Zellen abgebildet sind, da
sich fiir alle das gleiche Bild ergab. In Abbildung 3.39 A ist eine Ubersicht zu sehen, von der
eine der Zellen vergroBert in B dargestellt ist, so dass die durch die Antikorper erkannten

Bereiche im Zellkern zu sehen sind.

| WE |
Merge L

Abb.3.39: Der A13 Peptidantikorper und die Hiihnerantikorper erkennen gleiche Strukturen im Zellkern.

U20S Zellen wurden sowohl mit dem A13 Peptidantikérper (8ng/ul) als auch mit den Hiihnerantikdrpern aus dem
weilen Ei (WE; 1:50) eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der A13 Antikdrper wurde mit einem im griinen
Bereich fluoreszierenden zweiten Antikorper markiert, der WE Antikérper mit einem, der im roten Bereich
fluoresziert. A) zeigt eine Ubersicht von Zellen, von denen die Zellen im weiBen Rechteck in B) vergroRert
dargestellt ist. Die DNA wurde mit DRAQ5 angefarbt. Die Uberlagerung der jeweiligen Bilder ist im ,Merge*
gezeigt.
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Die zusdtzliche Farbung des Zytoplasmas durch den WE Antikorper ist darauf
zuriickzufiihren, dass es sich hierbei um ein Antiserum aus nicht affinititsgereinigten
Antikdrpern handelt. Da es auch ein murines Homolog gibt, wie in 3.2.3.5 und 3.2.3.6 bereits
beschrieben, wurde der A13 Peptidantikorper fiir den Nachweis des Proteins in den murinen
Zelllinien NIH3T3 und Maus embryonalen Fibroblasten (MEF) eingesetzt. In der Abbildung
3.40 sind Immunfluoreszenzbilder von beiden Zelllinien zu sehen. A) zeigt eine Ubersicht
von NIH3T3 Zellen, in denen besonders in der vergroBerten Darstellung einer Einzelzelle zu
sehen ist, dass gleiche Strukturen im Zellkern erkannt werden wie in humanen Zellen. B)
zeigt eine Zelle der MEFs, die zu dem gleichen Ergebnis fiihrt. Eine Vergroferung dieser
subnukledren Strukturen ist in den linken beiden Bildern dargestellt. Der Antikorper ist somit

speziesiibergreifend einsetzbar.

Nucleostatmin

I\ Nucleostatmin Nucleostatmin 5] Nucleostatmin

NIH3T3 Zellen MEF

Abb.3.40: Der A13 Peptidantikorper erkennt gleiche Strukturen im Zellkern von murinen Zelllinen. NIH3T3
und MEF Zellen wurden mit dem A13 Peptidantikorper (8ng/pl) eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Der
A13 Antikérper wurde mit einem im griinen Bereich fluoreszierenden zweiten Antikérper markiert. A) zeigt eine
Ubersicht von NIH3T3 Zellen, von denen ein subnukledrer Ausschnitt der Zellen im weilen Rechteck vergréRert
dargestellt ist. B) zeigt eine MEF Zelle, von der ein subnukledrer Ausschnitt in den rechten beiden Bilder
dargestellt ist. Die DNA wurde mit DRAQ5 angefarbt.

3.2.3.11 Endogenes Nucleostatmin kolokalisiert weder mit endogenem noch

mit transfiziertem PML

In Abschnitt 3.2.3.8 wurde gezeigt, dass das Nucleostatmin-mutC Protein mit der PML-
Isoform PML IV in PML-Kerndominen kolokalisiert. Da nun die bendtigten Antikdrper
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vorhanden waren, um zu sehen, ob dies auch fiir das endogene Protein zutrifft, wurde dies in
U20S Zellen getestet. Sowohl untransfizierte als auch mit den Expressionsplasmiden der
PML-Isoformen PML III und PML IV transfizierte U20S Zellen wurden mit dem A13
Peptidantikorper und einem anti-PML Antikorper inkubiert. Die fluoreszenzmikroskopischen
Bilder sind in Abbildung 3.41 A) bis C) dargestellt.

Nucleostatmin

PML-III

Nucleostatmin

Abb.3.41: Endogenes Nucleostatmin Protein kolokalsiert nicht mit PML. Untransfizierte A) und mit den PML-
Isoformen PML Il B) und PML IV C) transfizierte U20S Zellen wurden auf Glasplattchen fixiert und auf
Kolokalsiation der genannten Proteine mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die DNA (blau)

wurde mit DRAQ5 sichtbar gemacht. ,Merge* (rechte Bilderreihe) zeigt die Uberlagerung der Bilder.

Es zeigt sich, dass das endogene Nucleostatmin weder mit endogenem noch mit den PML-
Isoformen PML III und PML IV, miteinander kolokalisieren. Dieses Ergebnis wird noch
einmal durch eine weitere fluoreszenzmikroskopische Studie mit der endogenen PML-
Kerndominen Komponente Sp100 bestitigt. Wie in Abbildung 3.42 zu sehen ist, kolokalisiert
auch endogenes Sp100 (Moller et al., 2003; Szostecki et al., 1990) nicht mit endogenem

Nucleostatmin.

Nucleostatmin
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Abb.3.42: Endogenes Nucleostatmin koloklaisiert nicht mit endogenem Sp100. Untransfizierte U20S Zellen
wurden auf Glasplattchen fixiert und auf Kolokalisation von Nuclestatmin mit der PML-Kernomanen Komponente
Sp100 mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Die DNA (blau) wurde mit DRAQS5 sichtbar

gemacht. ,Merge* zeigt die Uberlagerung der Bilder.

Aus dem Vergleich der fluoreszenzmikroskopischen = Aufnahmen und den
Phasenkontrastbildern aller Studien ldsst sich vielmehr erkennen, dass das Nucleostatmin

Protein sehr wahrscheinlich im Nucleolus lokalisiert.

3.2.3.12 Nucleostatmin besitzt eine potentielle NoLS

NoLS, auch als NTS (nucleolar targeting sequence) bezeichnet, zeichnen sich dadurch aus,
dass sie aus mehreren basischen Aminosduren bestehen. 1995 definierten Henderson et al. die
NTS mit der Sequenzabfolge RRQRR (Scott et al., 2001), die sich in einigen, jedoch nicht
allen bisher bekannten im Nukleolus lokalisierenden Proteine zeigt. Der Nukleolus ist kein
membranumschlossenes Kompartiment wie beispielsweise das endoplasmatische Retikulum
oder der Nukleus, fiir die definierte Signale bekannt sind, die den Eintritt der dort
lokalisierenden Proteine bewirken (Macara, 2001). Wie bereits mehrfach erwihnt, wurde
aufgrund von Datenbank-Analysen (,,Prosite®, ,,Motif Scan®) vermutet, dass sich im C-
Terminus des Nucleostatmin Proteins eine potentielle NoLS verbirgt. Auch die bereits
mehrfach gezeigten indirekten Immunfluoreszezanalysen dieser Studie zeigen -eine
Lokalisation des endogenen Nucleostatmin Proteins im Nukleolus (Abbildungen 3.40 bis
3.43). Um einen Hinweis auf mogliche Gemeinsamkeiten der Nucleostatmin-NoLS mit
verschiedenen anderen NoLS zu bekommen, wurde der C-terminale Sequenzbereich des
Nucleostatmin Proteins, der im Nucleostatmin-mutC Protein mutiert ist (Aminoséuren 341-
367), in einem ClustalW-alignment der MacVektor-7.0 Software mit bereits bekannten und
beschriebenen NoLS anderer nukleoldrer Proteine gegeniiber gestellt (Annilo et al., 1998;
Lohrum et al., 2000; Rizos et al., 2000; Scott et al., 2001; Thebault et al., 2000; Ueki et al.,
1998; Valdez et al., 1994). In Abbildung 3.43 ist der Sequenzvergleich der bekannten NoLS
dargestellt. Wie sich zeigt, ist keine eindeutige Konsensus-Sequenz definierbar, die sich aus
der Primdrsequenz dieser Signale ergibt. Wie sich in der Konsensus-Sequenz zeigt, gibt es
jedoch in den Sequenzabschnitten ebenfalls eine relativ groe Anzahl von iiberwiegend
polaren und basischen Aminosduren, die aufgrund ihrer rdumlichen Position stark zu einer

externen oder ambivalenten Orientierung neigen. Auch wenn hierdurch keine eindeutige
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NoLS abzuleiten ist, so sprechen diese Ahnlichkeiten fiir eine funktionelle NoLS im

Nucleostatmin Protein.

Nucleostatmin, 341-367 I S S VPKPPEDKPEDVHTSHPLKQRRRTI - - - - - - - - - - -

pP14ARF, 113 - - - - o oo - MVRRFLVTLRIRR - - -« - « « « = - o - o o .
p14ARF, 80-90 - - - - - - - - - - - o - PRRGAQLRRPR - - - - - - - - - - - - - .
hING-1, 142159 - - - - - - - - - DKPNSKRSRRQRNNENR - - - - - - - - - - - -
hING-1, 174-194 - - - - - - - - - TPKEKKAKTSKKKKRSKAKA - - - - - - - - -
hHICp40, 4563 - - - - - - - RCRRLANFPGRKRRRRRRK - - - - = - = - - - - -
hMDM2, 466-473 - - - - - - - - - - - - - - - o - . KKLKKRNK - - - - - - - - - - - -
hNOLP,342-371 - - - - - - - - RKRIRTYLKSCRRMKRSGFEMSRPIPSHLT
p120, 40-57 - ---FLPAVSDENSKRLSSRARKRAAKRRLG=- - - - - - -
hs7,98-118 - - - - - RRILPKPTRKSRTKNKQKRPR - - - - - - - - - - - -
Konsensus . .. . . . . R

Abb.3.43: Aminosduresequenz-Vergleich der putativen NoLS des Nucleostatmin Proteins mit
identifizierten NoLS 7 anderer nukleoldrer Proteine. Zur Erstellung des Vergleichs und der Konsensus-
Sequenz wurde das ClustalW- Programm der MacVektor-7.0 Software verwendet. Verglichen wurden die bereits
beschriebenen NolLS 7 verschiedener humaner Proteine (p14ARF, hING-1, hHICp40, hMDM2, hNOLP, p120,
hS7; siehe Text fur Referenzen). Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-Code angegeben; Nummerierungen
zeigen die Aminosaure Positionen in den jeweiligen Proteinen an; Punkte in der Konsensus-Sequenz bezeichnen

Aminosauren mit ahnlichen Eigenschaften.

3.2.3.13 Endogenes Nucleostatmin lokalisiert im Fibrilliren Zentrum des

Nukleolus

Der Nukleolus ist die prominenteste Struktur innerhalb des eukaryotischen Zellkerns. Bereits
1836 wurde er das erste Mal von Gabriel Gustav Valentin beschrieben und steht seither im
Mittelpunkt des Interesses. Aufbau und strukturelle Eigenschaften dieses subnukledren
Kompartiments wurden bereits mehrfach beschrieben und zusammengefasst (Carmo-Fonseca
et al.,, 2000). Im wesentlichen ist der Nukleolus in drei -elektronenmikroskopisch
unterscheidbare Bereiche aufgeteilt, die granuldren Komponenten (GC, granular components),
die dichten fibrilliren Komponenten (DFC, dense fibrillar components) und die fibrilliren
Zentren (FC, fibrillar centre) (Carmo-Fonseca et al., 2000; Leung and Lamond, 2003).
Aufgrund der Tatsache, dass in dieser Arbeit mehrere Ergebnisse darauf hinweisen, dass das
Nucleostatmin Protein ein nukleoldres Protein ist, war es von Interesse festzustellen, in

welchem Bereich des Nukleolus dieses Protein genau lokalisiert. Moglicherweise gibt dies
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einen Hinweis darauf, in welchem Bereich dieses Protein seine Funktion ausiibt. Die
Zuordnung des Nukleostatmin Proteins zu einem der subnukleoldren Kompartimente erfolgte
mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie. Im folgenden sind Kolokalisationsstudien
mit Proteinen, die als Markerproteine fiir eines der drei Kompartimente dienten, dargestellt.
Bei den Markerproteinen handelt es sich um das Nucleolin Protein, das in der Regel in den
granuldren Komponenten zu finden ist (Daniely et al., 2002; Ginisty et al., 1999; Mi et al.,
2003). Das Fibrillarin Protein ist vorwiegend in den dichten fibrilldiren Komponenten, jedoch
auch in den fibrilliren Zentren zu finden (Ochs et al., 1985). Als Markerproteine fiir die
fibrilldren Zentren diente einerseits die DNA-abhéngige RNA Polymerase I (Grummt, 2003)
als auch der nukleoldre Transkriptionsfaktor Upstream Binding Factor UBF (Voit and
Grummt, 2001; Voit et al., 1999). Diese Studien wurden in verschiedenen Zellinien (WI38,
H1299, Hela) durchgefiihrt, wobei im folgenden U20S Zellen stellvertretend fiir alle
Zellinien dargestellt sind. Abbildung 3.44 A) zeigt eine Kolokalisationsstudie von endogenem
Nucleostatmin (rot) und endogenem Nucleolin. In der VergroBerung der Nukleoli von einer
der abgebildeten Zellen (Abbildung B) zeigt sich, dass diese beiden Proteine nicht
miteinander kolokalisieren. Das heif3t, dass endogenes Nucleostatmin nicht in den granulédren

Komponenten der Nukleoli lokalisiert.

'Y Nucleostatmin Nucleolin =N Nucleostatmin Nucleolin

Abb.3.44: Nucleostatmin lokalisiert nicht in granularen Komponenten. A) U20S Zellen wurden auf
Glasplattchen fixiert und auf Kolokalisation von Nucleostatmin (griin) mit dem Markerprotein fiir granulare
Komponenten Nucleolin (rot) mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. B) zeigt eine
Vergroferung der mit einem weilen Rahmen umgebenen Nucleoli von einer der in A) abgebildeten Zellen. Die

DNA (blau) wurde mit DRAQS5 sichtbar gemacht. ,Merge* zeigt die Uberlagerung der Bilder.
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Als néchstes wurde untersucht, ob das endogene Nucleostatmin Protein zusammen mit
endogenem Fibrillarin in den dichten fibrilldren Komponenten der Nukleoli kolokalisiert. Wie
in Abbildung 3.45 A) und im Besonderen in der VergroBerung des Nukleolus von einer der
Zellen (Abb. 3.45 B) zu sehen ist, kolokalisieren diese beiden Proteine nicht miteinander. Das
heiflt, dass endogenes Nucleostatmin nicht in dichten fibrilliren Komponenten der Nukleoli

lokalisiert.

Nucleostatmin Fibrillarin =¥ Nucleostatmin Fibrillarin

Abb.3.45: Nucleostatmin lokalisiert nicht in dichten fibrilliren Komponenten. A) U20S Zellen wurden auf
Glasplattchen fixiert und auf Kolokalisation von endogenem Nucleostatmin (griin) mit dem Markerprotein fir
dichte fibrillare Komponenten Fibrillarin (rot) mittels indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. B) zeigt
eine Vergrofierung der mit einem weillen Rahmen umgebenen Nucleoli von einer der in A) abgebildeten Zellen.

Die DNA (blau) wurde mit DRAQS5 sichtbar gemacht. ,Merge* zeigt die Uberlagerung der Bilder.

Nucléostatmin | RNA Pol |

Nucleostatmin RNA Pol |
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Nucleostatmin

Nucleostatmin

Abb.3.46: Nucleostatmin kolokalisiert zusammen mit RNA Polymerase | und UBF in fibrilldren Zentren.
U20S Zellen wurden auf Glasplattchen fixiert und auf Kolokalisation von endogenem Nucleostatmin (griin) mit
den Markerprotein fir fibrillare Zentren RNA Polymerase | (A und B) und UBF (C und D) (rot) mittels indirekter
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. B) zeigt eine VergroRerung eines Nucleolus. D) zeigt eine
VergrolRerung des mit einem weillen Rahmen umgebenen Nucleolus von einer der in C) abgebildeten Zellen. Die

DNA (blau) wurde mit DRAQS5 sichtbar gemacht. ,Merge* zeigt die Uberlagerung der Bilder.

Schlieflich wurden Kolokalisationsstudien von endogenem Nucleostatmin mit den
Markerproteinen RNA Polymerase 1 bzw. UBF durchgefiihrt. Es stellte sich heraus
(Abb.3.46), dass endogenes Nukleostatmin sowohl mit der RNA Polymerase I ( Abbildungen
A und B) als auch mit UBF (Abbildungen C und D) in den fibrilldren Zentren der Nukleoli

kolokalisiert.

3.2.3.14 Nucleostatmin ist ein RNA-bindendes Protein

Eingangs wurde bereits beschrieben (siche vor allem Abschnitt 3.2.3.3), dass das
Nucleostatmin Protein ein potentielles RNA-Erkennungsmotiv (RRM), besitzt. In diesem
Zusammenhang war es von Interesse experimentell zu sehen, ob Nucleostatmin auch
tastsdchlich RNA bindet. Zu diesem Zweck wurden HeLa Zellen sowohl mit DNase I als auch
mit RNase A behandelt, um zu sehen, ob dies einen Effekt auf die nukleoldre Lokalisation des
Nucleostatmin Proteins hat. Als Kontrollprotein wurde die RNA-Helikase NOH61 verwendet,
fiir die bereits gezeigt werden konnte, dass sie nach RNase A-Behandlung nicht mehr in
Nucleoli lokalisiert (Zirwes et al., 2000). In der Abbildung 3.47 A ist zu sehen, dass
Nucleostatmin nach 120-miniitiger DNase [-Behandlung im Nukleolus verbleibt, ebenso wie
das Kontrollprotein NOH61. Die Bestitigung dafiir, dass der DNase [-Verdau funktioniert
hat, zeigt sich in der praktisch nicht vorhandenen DNA-Firbung mit DRAQS5. Als
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Negativkontrolle dienten HeLa Zellen, die der gleichen Behandlung unterzogen wurden,

jedoch ohne DNase I (Abb. 3.47 B).

A) 120 min DNase |-Behandlung

Nucleostatmin

B) Negativkontrolle

Nucleostatmin

Abb3.47: Intrazelluldre Lokalisation von endogenem Nucleostamin in HelLa Zellen nach DNase I-
Behandlung. A) zeigt HelLa Zellen die 120 Minuten mit DNase | behandelt wurden. Fir die indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Antikdrper A13 und NOH61-2.1 verwendet. In B) sind die unter den
gleichen Bedingungen, jedoch ohne DNase | behandelten Kontrollzellen zu sehen. Als Vergleichsprotein wurde
die RNA-Helikase NOH61 verwendet. Zur Kontrolle des DNase |-Verdaus wurde die DNA mit DRAQS5 (blau)
angefarbt.

Sowohl Nucleostatmin als auch NOH61 sind in Nucleoli lokalisiert. Die DNA (blau) wurde
mit DRAQS sichtbar gemacht. Parallel zu diesem Experiment wurden Hela Zellen einem

ebenfalls 120-mintitigen RNase A-Verdau unterzogen.

A) 120 min RNase A-Behandlung

A

Nucleostatmin

B) Negativkontrolle

Nucleostatmin

Abb3.48: Intrazelluldre Lokalisation von endogenem Nucleostamin in HelLa Zellen nach RNase A-

Behandlung. A) zeigt HelLa Zellen die 120 Minuten mit RNase A behandelt wurden. Fir die indirekte
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Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Antikdrper A13 und NOH61-2.1 verwendet. In B) sind die unter den
gleichen Bedingungen, jedoch ohne RNase A behandelten Kontrollzellen zu sehen. Als Vergleichsprotein wurde
die RNA-Helikase NOH61 verwendet. Die DNA wurde mit DRAQ5 (blau) angefarbt.

Es zeigte sich in der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie (Abb.3.48 A), dass das
Nucleostatmin Protein ebenso wie NOH61 in Nucleoli praktisch nicht mehr nachweisbar ist.
Hingegen zeigen Kontrollzellen (Abb.3.48 B), die der gleichen Behandlung unterzogen
wurden, jedoch ohne RNase A, eine nukleoldre Lokalisation beider Proteine. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass das Nucleostatmin Protein ebenso wie die RNA-Helikase NOH61 ein RNA-
bindendes Protein ist und das RRM seine Funktion als RNA-bindende Doméne auch

tatsachlich ausibt.

3.2.3.15 Flag-markiertes Nucleostatmin lokalisiert iiberwiegend im

Nukleoplasma

Fiir das YFP-Nucleostatmin-mut C Protein wurde eingangs (siehe 3.1) beschrieben, dass es
im Nukleoplasma in Kernpunkten lokalisiert. Es stellte sich heraus, dass es im C-terminalen
Bereich der Aminosduresequenz mutiert ist, und die dort vermutetet NoLS nicht besitzt, was

die nicht nukleoldre Lokalisation erklart.

Flag-Nucleostatmin

8 Flag-Nucleostatmin

Flag-Nucleostatmin

Flag-Nucleostatmin
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Abb3.49: Intrazelluldare Lokalisation von Flag-Nucleostamin in U20S Zellen. In den Abbildungen A) bis D)
sind verschiedene U20S Zellen zu sehen. Zur indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Antikorper
A13 und anti-Flag verwendet. Die DNA wurde mit DRAQ5 (blau) angefarbt.

Wegen der Verwendung der mutierten Nucleostatmin cDNA wurde es notwendig, vom NIH
einen nicht mutierten Nucleostatmin cDNA Klon zu erhalten. Hiermit wurde nun analysiert,
wo sich dieses im Zellkern als Flag-markiertes Protein befinden wiirde. Zu diesem Zweck
wurden U20S Zellen mit dem Expressionsvektor des Flag-Nucleostatmin Proteins transfiziert
und beziiglich Lokalisation in Immunfluoreszenzstudien analysiert (Abb.3.49).
Uberraschenderweise lokalisierte auch das Flag-Nukleostatmin Protein in der iiberwiegenden
Anzahl transfizierter Zellen nicht wie das endogene Nucleostatmin im Nukleolus, sondern
granuldr bis diffus verteilt im Nukleoplasma. Fiir diese Studien wurde der anti-Flag
Antikorper zur Markierung des Flag-Nucleostatmin Proteins zusammen mit dem A13
Antikorper zur Erkennung des endogenen Nucleostatmins verwendet. Der Antikorper Al13
erkennt jedoch nicht nur das endogene Nucleostatmin, sondern auch das Flag-markierte
Protein, so dass nicht eindeutig erkenntlich ist, ob auch das Flag-markierte Nucleostatmin im
Nukleolus lokalisiert. Aus diesem Grund wurde das Flag-markierte Nucleostatmin Protein
zusammen mit endogener RNA Polymerase I analysiert. Diese lokalisiert im Nukleolus (siehe
auch Abb.3.46) und bietet eine Moglichkeit, das im Nukleolus lokalisierende Flag-
Nukelostatmin von dem nukleoplasmatisch lokalisierendenden zu unterscheiden. In
Abbildung 3.50 A) und B) sind die Immunfluoreszenzstudien dargestellt, in denen sich zeigt,
dass das Flag-Nukleostatmin Protein einerseits granulédr bis diffus im Nukleoplasma verteilt

ist, jedoch auch zusammen mit der endogenen RNA-Polymerase I im Nukleolus lokalisiert.

y. N\l Flag-Nucleostatmin : = RNA Poll

RNA Poll
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Abb.3.50: Flag-Nucleostamin lokalisiert auch im Nukleolus. In den Abbildungen A) und B) sind U20S Zellen
zu sehen, in denen Flag-Nucleostatmin und endogene RNA Polymerase | sichtbar gemacht wurden. Zur
indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie wurden monoklonaler anti-Flag Antikérper und anti-RNA Polymerase |

Antikdrper verwendet. In der rechten Bilderreihe sind die Uberlagerungen (Merge) der Proteine zu sehen.

Diese Art der Lokalisation des ektopisch exprimierten Nukleostatmin-Proteins ergab die
Frage, ob auch andere endogen im Nukleolus lokalisierenden Proteine iiberexprimiert diffus
bis granuldr zum Teil in das Nukleoplasma umverteilt werden. Zu diesem Zweck wurde der
Expressionsvektor fiir Flag-markiertes UBF in U20S Zellen transient transfiziert und die
Zellen in Immunfluoreszenzstudien analysiert (Abb.3.51). Uberraschenderweise zeigte sich
auch fiir dieses Protein eine liberwiegend granuldre und diffuse Lokalisation (Abb. B und C)
innerhalb des Zellkerns und nur wenige Zellen, die Flag-UBF auch im Nukleolus aufwiesen
(Abb.3.51 A). Weshalb diese Proteine, die endogen im Nukleolus lokalisieren, ektopisch
exprimiert nicht vorzugsweise im Nukleolus zu finden sind, bleibt zu analysieren.
Moglicherweise gibt es keine freien Bindungsstellen flir exogen exprimierte Proteine oder

konnen erst nach ldngerer Zeit sichtbar gemacht werden.

=0 Flag-UBF

Abb3.51: Intrazellulare Lokalisation von Flag-UBF in U20S Zellen. In den Abbildungen A) bis C) sind
verschiedene U20S Zellen zu sehen, die Flag-UBF exprimieren. Fir die indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie
wurde der anti-Flag Antikdrper eingesetzt. Die DNA wurde mit DRAQ5 (blau) angefarbt. ,Merge® zeigt die
Uberlagerung der Bilder.
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3.2.3.16 Wirkungsweise genotoxischer Stressoren auf endogenes Nucleo-

statmin

Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation des endogenen Nucleostatmins und des Flag-
markierten Nucleostatmins bzw. des YFP-Nucleostatmin-mutC Proteins, war es von Interesse
zu wissen, ob und wenn ja welcher Stimulus oder Stressfaktor das endogene Nucleostatmin
veranlasst, nicht mehr nukleoldr, sondern nucleoplasmatisch zu lokalisieren. In diesem
Zusammenhang wurden mehrere genotoxische Stressoren auf ihre Wirkungsweise in Bezug
auf das Nucleostatmin Protein getestet. Am Beispiel einiger Proteine wurde von Rockel und
von Mikecz 2002 bereits gezeigt, dass die Proteasom-abhéngige Prozessierung von nukledren
Proteinen zu Verdnderungen in ihrer subnukledren Lokalisation fiihren kann. PML z. B.
akkumuliert nach Behandlung mit Proteasom-Inhibitoren im Nukleoplasma, wohingegen die
beiden nukleoldren Proteine Fibrillarin und UBF keine Verdnderung in ihrer Lokalisation
nach einer 24-stiindigen Behandlung mit dem Proteinsom-Inhibitor Lactacystin erfahren. In
Abbildung 3.52 ist dargestellt, das dies auch auf Nucleostatmin zutrifft. Selbst nach 24-
stiindiger Behandlung mit Lactacystin verbleibt das Nucleostatmin Protein im Nukleolus,

wohingegen das Kontrollprotein PML im Nukleoplasma z.T. sogar am Rand von Nukleoli

akkumuliert.

Abb.3.52: Nucleostatmin-Lokalisation nach Proteasominhibition. U20S Zellen wurden 24 Stunden mit 5 uM

Lactacystin behandelt. Fiir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie wurden der A13 Antikérper zur Erkennung
des endogenen Nucleostatmin Proteins und der PG-M3 Antikdrper zur Erkennung des endogenen PML Proteins
eingesetzt. Die DNA wurde mit DRAQS5 (blau) angefarbt. ,Merge* zeigt die Uberlagerung der Bilder.

Adriamycin, das dem Adenosin-Analog Doxorubicin entspricht, ist eine Substanz, die sowohl
die DNA Replikation als auch DNA und RNA Polymerasen blockiert. Es wird vermutet, dass

der zytotoxische Effekt auf der Interkalation von Adriamycin zwischen Nukleotide basiert.
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Die Behandlung von Zellen mit Adriamycin (Doxorubicin) fithrt zum Zerfall des Nukleolus

(Granick, 1975a; Granick, 1975b; Scheer et al., 1984).

Fibrillarin

6h Nucleostatmin = | Fibrillarin

12h

Nucleostatmin Fibrillarin

Abb.3.53: Nucleostatmin verbleibt bei Zerfall des Nukleolus in dessen Bruchstiicken. U20S Zellen wurden
A) 0, B) 6 und C) 12 Stunden mit Adriamycin (1:2000; Stocklésung: 1ug/ul) behandelt. Fir die indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie wurden der A13 Antikérper zur Erkennung des endogenen Nucleostatmins und ein
Antikérper zur Erkennung des endogenen Fibrillarin-Proteins eingesetzt. Die DNA wurde mit DRAQ5 (blau)

angefarbt. ,Merge*“ zeigt die Uberlagerung der Bilder.

In Abbildung 3.53 ist dargestellt, wie der Nukleolus unter Adriamycin-Behandlung innerhalb
von 12 Stunden (Zeitpunkt Null (Abb. A: Oh), nach 6 Stunden (Abb. B:6h) und nach 12
Stunden (Abb. C: 12h) zerfillt. Zu jedem der Zeitpunkte verbleibt Nucleostatmin in den
Bruchstiicken des Nukleolus, und dies ist auch im Phasenkontrast zu sehen. Im Gegensatz
dazu zeigt Fibrillarin, das hier als Kontrollprotein diente, eine immer diffuser werdende
Verteilung (Kill, 1996). Cis-Diammininedichloroplatinum(Il) (Cisplatin oder cis-DDP) ist
eine Substanz, die DNA schidigt, indem sie diese quervernetzt. Die Cisplatin-DNA
Komplexe binden irreversibel an DNA-Reparaturproteine. Cisplatin inhibiert die Synthese
ribosomaler RNA (Jordan and Carmo-Fonseca, 1998). In Abbildung 3.54 ist dargestellt, wie
der Nukleolus unter Cisplatin-Behandlung innerhalb von 12 Stunden (Zeitpunkt Null (Abb.
A: Oh) und nach 12 Stunden (Abb. B: 12h) sein Erscheinungsbild verdndert und
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moglicherweise zerfillt. Jedoch verbleibt Nucleostatmin auch hier in den abgerundeten
Nukleoli (siehe auch das Phasenkontrastbild), wihrend Fibrillarin, das hier als Kontrollprotein
diente, sich wie ein Ring am Rand der abgerundeten Nukleoli sammelt und auch auBerhalb

der Nukleoli-Strukturen zu sehen ist.

A
ULl N\ cleostatmin ‘ Fibrillarin

B
Nucleostatmin 2 ~ Fibrillarin

12h

&

Nucleostatmin N Fibrillarin

Abb.3.54: Nucleostatmin verbleibt unter Cisplatin-Behandlung in den sich abrundenden Nukleoli. U20S
Zellen wurden A) 0 und B) 12 Stunden mit Cisplatin (5 pg/ul) behandelt. Fir die indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopie wurden der A13 Antikdrper zur Erkennung des endogenen Nucleostatmin Proteins
und ein Antikérper zur Erkennung des endogenen Fibrillarin Proteins eingesetzt. Die DNA wurde mit DRAQ5

(blau) angefarbt. ,Merge* zeigt die Uberlagerung der Bilder.

Als in diesem Zusammenhang letzte Substanz wurde Actinomycin D (AMD) verwendet, das
in geringen Konzentrationen bevorzugt die DNA-abhidngige RNA-Synthese der RNA-
Polymerase I inhibiert, ab 5 mg/ml die Transkription aller RNA-Polymerasen. U20S Zellen
wurden 6 Stunden mit 5 pg/ml AMD behandelt und fluoreszenzmikroskopisch analysiert
(Abb.3.55). Abbildung 3.55 A zeigt eine Ubersicht der AMD-behandelten U20S Zellen, von
denen 2 in Abschnitt B vergroBert dargestellt sind. Es zeigt sich, dass nach einer 6-stiindigen
AMD-Behandlung, die RNA Polymerase I in den Bruchstiicken des Nukleolus verbleibt, wie
im Phasenkontrast zu sehen ist. Das Nucleostatmin Protein hingegen ist diffus im Zellkern
verteilt. Zusammenfassend kann in diesem Zusammenhang gesagt werden, dass
Nucleostatmin eine mdgliche Funktion in der rRNA Transkription ausiibt, die in direktem

Zusammenhang mit einer RNA-Bindung steht.
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Nucleostatmin RNA Pol |

Nucleostatmin RNA Pol |

Nucleostatmin RNA Pol |

Abb.3.55: Nach Inhibierung der RNA Polymerase | lokalisiert Nucleostatmin diffus im Nukleoplasma.
U20S Zellen wurden 6 Stunden mit Actinomycin D (5 pg/ul) behandelt. A) zeigt eine Ubersicht der behandelten
Zellen, B) zeigt die VergroRerung von zwei Einzelzellen. Fir die indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie wurden
der A13 Antikdrper zur Erkennung des endogenen Nucleostatmin Proteins und ein humanes Antiserum zur

Erkennung der RNA Polymerase | eingesetzt. Die DNA wurde mit DRAQ5 (blau) angefarbt. ,Merge® zeigt die
Uberlagerung der Bilder.
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IV. Diskussion

Der Zellkern eukaryotischer Zellen =zeichnet sich durch =zahlreiche, morphologisch
unterschiedliche Strukturen aus, die als nukledre Kompartimente bezeichnet werden ( Dandr,
2001). Zu ihnen gehoren u. a. auch verschiedene nukledre Doménen, wie der Nukleolus und
die PML-(Promyelozytische Leukdmie) Kerndoménen.

Die seit langem bekannte Hauptaufgabe des Nukleolus liegt in der Biogenese der Ribosomen
(Birnstiel and Hyde, 1963; Brown and Gurdon, 1964; Kumar and Warner, 1972; Pederson and
Kumar, 1971; Ritossa and Spiegelman, 1965; Warner and Soeiro, 1967). Ergebnisse aktueller
Studien weisen jedoch immer mehr darauf hin, dass auch diese subnukledren Kompartimente
dynamisch sind und mit anderen Kerndoménen, wie beispielsweise mit Cajal Kernkdrpern, in
Kontakt stehen (Chen and Huang, 2001; Lyon et al., 1997).

PML-Kerndoménen stellen ebenfalls dynamische subnukledre Strukturen dar, die bei der
Regulation des Zellzyklus, der Apoptose, der Transkriptionskontrolle sowie der
Tumorsuppression und der zelluldren, antiviralen Antwort eine wichtige Rolle spielen.
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass das PML-Protein integraler Bestandteil dieser
Strukturen und fiir deren Existenz essentiell ist ((Jensen et al., 2001), und zitierte Referenzen).
Von den tiber 40 bisher gefundenen Proteinen, die sich zeitweise oder auch dauerhaft in den
dynamischen PML-Kernkorpern aufhalten, haben viele, wie z.B. p53, Daxx, HIPK2 und
CBP, eine wichtige Funktion bei den oben genannten zelluldren Prozessen, welche durch die
Assoziation mit den PML-Kerndoméinen moduliert werden konnen (Salomoni and Pandolfi,
2002). Eine groBe Anzahl dieser Proteine sind Regulatoren der Transkription, d.h.
Koaktivatoren, Korepressoren und Transkriptionsfaktoren (Alcalay et al., 1998; Boisvert et
al., 2001; Khan et al., 2001a; Khan et al., 2001b; von Mikecz et al., 2000; Wu et al., 2001).
Das Ziel dieser Dissertation war es, zwei neue Kerndomédnen assoziierte Komponenten zu
charakterisieren und zu priifen, ob diese mit PML-Kerndoméanen oder anderen Kerndoménen
assoziiert sind. Diese Studien sollten einen Beitrag zu einem besseren Verstdndnis und zur
Aufdeckung von Signalwegen, die anscheinend von diesen subnukledren Kompartimenten

ausgehen, leisten.
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4.1 Identifizierung neuer Kerndomiinen assoziierter Proteine

Zur Identifizierung neuer Kerndomdnen assoziierter Proteine stehen verschiedene
methodische Losungsansitze zur Verfiigung. Diese reichen von der gezielten Suche nach
direkten Interaktionspartnern von bereits identifizierten Kerndoménen Proteinen bis hin zu
dem methodischen Losungsansatz, der fiir diese Arbeit gewéhlt wurde. Neue, bisher nicht
charakterisierte proteinkodierende Abschnitte, von in Sequenzdatenbanken bis zu diesem
Zeitpunkt nicht annotierten cDNAs, wurden mit EYFP fusioniert, in humanen Zelllinien
exprimiert und im Hinblick auf ihre subzellulire Lokalisation analysiert (Simpson et al.,
2000). Durch diesen einfachen und direkten Losungsansatz konnten am Deutschen
Krebsforschungszentrum Heidelberg zwei neue Kerndoménen assoziierte Proteine,
(DKFZphtbr2 2305 (Nr.1;Nucleostatmin genannt) und DKFZphamy2 1 21gl8 (Nr.9;
PAROT genannt), identifiziert werden, die im Verlauf dieser Arbeit genauer charakterisiert

und analysiert wurden.

4.2 Charakterisierung neuer Kerndomiinen assoziierter Proteine

Bei der Charakterisierung neuer, unbekannter Proteine wurde mit der Computer-basierten
Analyse ihrer Nukleinsdure- und Aminosduresequenz begonnen, da durch mdgliche
Sequenzhomologien in der Regel Hinweise auf die zelluldre Funktion dieser Proteine erhalten
werden konnen. Durch zahlreiche Datenbankanalysen hat sich dabei gezeigt, dass es sich bei
einem der beiden Proteine, dem sog. PAROT-Protein, sehr wahrscheinlich um einen
Repressor der Transkription und bei dem anderen Protein, vorldufig mit Nucleostatmin

bezeichnet, um ein potentiell RNA-bindendes Protein handelt.

4.2.1 Das PAROT-Protein und seine Domanen

In dieser Arbeit konnte zunichst anhand von Datenbankanalysen ermittelt werden, dass es
sich bei dem PAROT-(PML-assoziierter Repressor der Transkription) Protein aufgrund seiner
Dominenstruktur sehr wahrscheinlich um einen Repressor der Transkription handelt (Abb.3.2
bis 3.5), der im N-terminalen Bereich eine sog. KRAB-( Kriippel associated Box) Box
aufweist und zu der ,,multiple-adjacent “-C2H2-Zinkfinger Proteinfamilie gehort (Bellefroid
et al., 1991; Tuchi, 2001). Des weiteren befinden sich im C-terminalen Bereich innerhalb der
Zinkfinger-Doméne drei mogliche Kernlokalisierungssignale (NLS; Abb.3.3). Die C2H2-

Zinkfinger Proteinfamilie ist eine der groBten, von der jedes Mitglied mehrere hintereinander
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geschaltete Zinkfingermotive aufweilit, die durch die Komplexierung eines Zink-Ions durch
zwei Cystein- und zwei Histidinreste eine fingerartige Struktur ausbilden (Abb.1.4; (Iuchi,
2001; Jacobs, 1992)). Etwa ein Drittel dieser Familie sind Transkriptionsregulatoren, die eine
KRAB-Box aufweisen und eine grofle Rolle beispielsweise in der Differenzierung, der
embryonalen Entwicklung und der Himatopoese spielen (Han et al., 1999; Nakamura et al.,

2004).

Die in der Literatur zahlreich beschriebenen Eigenschaften sowohl der KRAB- als auch der
C2H2-Zinkfinger-Doméne, konnten anhand der Datenbankanalysen und durch
Sequenzvergleiche fiir das PAROT-Protein sowohl auf Nukleinsdure- als auch auf
Aminosdureebene belegt werden. So weist das PAROT-Protein in der KRAB-A Box der
zweigeteilten KRAB-Domine (Abb.3.4) spezifische Aminoséureabfolgen (DV und MLE) auf,
die fiir die Interaktion von KRAB-Proteinen mit dem Korepressor TIF1 essentiell sind
(Abrink et al., 2001; Peng et al., 2000; Witzgall et al., 1994). Ebenso enthilt es zwei
Sequenzabschnitte  innerhalb der KRAB-A und KRAB-B Boxen, die nach
Strukturvoraussage-Programmen je eine geladene, amphipatische, a-helikale Struktur

ausbilden (Collins et al., 2001).

Die Linker-Doméne, die sich zwischen der KRAB-Domine und dem ersten Zinkfingermotiv
befindet, ist der Teil der Zinkfinger-Proteine, der den hochsten Grad an Sequenzvariation
aufweist. Sequenzdhnlichkeiten in dieser Region werden daher als weiteres Kriterium
verwendet, um die KRAB-Zinkfinger Proteine ihrerseits in Subfamilien einzuteilen (Mark et
al., 2001). Die ZNF91-Proteinfamilie bildet bisher die grote bekannte Subfamilie mit bis zu
80 Mitgliedern (Bellefroid et al., 1993). Auch das PAROT-Protein ist aufgrund seiner

Sequenzhomologie zu dem Zinkfinger-Protein 85 der ZNF91-Proteinfamilie zuzuordnen.

Die Analyse der Zinkfinger-Doméne des PAROT-Proteins zeigte, dass diese aus 8, im
gleichen Abstand nebeneinander liegenden C2H2-Zinkfingermotiven besteht, die alle bisher
bekannten und in der Literatur beschriebenen Eigenschaften aufweisen (Abb.3.5).
Bindungsstudien in einem sog. SAAB-(selection and amplification of binding sites) Assay
wurden jedoch abgebrochen, da wegen der Vielzahl an Zinkfingern mit unterschiedlichen
Bindungsaffinitidten die Chance, mit dieser Methode die Konsensussequenz fiir die DNA-

Bindung zu erhalten, als zu gering erachtet wurde.

Mit Hilfe der CELERA Datenbank konnte das PAROT-Gen auf Chromosom 19 in der
Zytobande p13.11 kartiert werden (Abb.3.6). Das Chromosom 19 ist bekannt dafiir, dass es
eine Vielzahl an Genen trégt, die fiir Kriippel-Zinkfinger Proteine kodieren (Ashworth et al.,



Diskussion 109

1995; Hoovers et al., 1992; Lichter et al., 1992; Rousseau-Merck et al., 1993; Tommerup and
Vissing, 1995). So wurden bisher auch die Gene der meisten Mitglieder der ZNF91-
Proteinfamilie in groen Bereichen hintereinander liegend auf dem Chromosom 19 gefunden
(Bellefroid et al., 1993). Zusitzlich zu der chromosomalen Lokalisation konnte auch die
genomische Organisation des PAROT-Gens bestimmt werden. Die kodierende Region ist auf
vier Exons verteilt, wobei das Start-Kodon am Ende des ersten Exons liegt, Exon 2 und 3 die
beiden KRAB-Boxen und das vierte Exon sowohl die Linker- als auch die Zinkfinger-
Domine kodiert. Diese Anordnung korrespondiert sehr gut mit den genomischen
Organisationen anderer KRAB-Zinkfinger Proteine (Lange et al., 1995; Mark et al., 2001;
Odeberg et al., 1998; Rippe et al., 1999; Shannon et al., 1998; Watson et al., 2000).

Northern Blot Analysen gaben einen Hinweis darauf, dass die PAROT-mRNA als ein 4.4 kb
Transkript in verschiedenen Geweben wie Gehirn, Skelettmuskel, Niere und Dickdarm
expimiert wird. Zwei zusétzliche Transkripte von ca. 6.0 kb im Gehirn und in der Plazenta
bzw. 1.9 kb in der Plazenta wurden markiert, was auf die Existenz und Expression
unterschiedlicher Spleiflvarianten hindeutet (Abb.3.7). Diese Studien schlieBen jedoch nicht
aus, dass die PAROT-mRNA auch in weiteren Geweben exprimiert wird, zumal EST-
Datenbank Analysen darauf hinweisen. In dieser Hinsicht sind zusétzliche Experimente in
Form von Northern Blot Analysen und RT-PCR notwendig, um die Expression des PAROT-

Gens in weiteren Geweben auszuschlieBen bzw. bestétigen zu konnen.

Wie sich bereits in ersten Immunfluoreszenzstudien gezeigt hat, lokalisiert das EYFP-PAROT
Fusionsprotein im Nukleus (Abb.3.1). Anhand verschiedener Deletionsmutanten, die als GFP-
Fusionsproteine in 293T Zellen exprimiert wurden (Abb3.8), konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die nukledre Lokalisation des PAROT-Proteins sowohl durch die Zinkfinger-
Doméne, in der sich auch die drei potentiellen NLSs befinden, als auch durch die Linker-
Doméne bestimmt wird (Abb.3.9). Dabei wurden alle Deletionen, die entweder die Linker-
Domine, die Zinkfinger-Doméne oder beide enthalten, in den Zellkern transportiert.
Ausgeschlossen davon ist allein die KRAB-Doméne, die keine NLS enthélt. Die Linker-
Doméne enthélt ebenfalls keine offensichtlichen Kernlokalsierungssignale, gelangt jedoch
trotzdem in den Zellkern. Das ldsst auf ein mogliches kryptisches Kernlokalisierungssignal
schlieB3en, oder wird durch eine Interaktion mit einem anderen Protein vermittelt, durch das
die Linker-Doméne in den Zellkern gelangt. Generelle Interaktionspartner fiir diese Doméne
sind bisher nicht bekannt, zumal es sich bei der Linker-Doméne auch um die Region mit der

groflten Variabilitidt innerhalb dieser Proteinfamilie handelt. Einen mdglichen Aufschluss
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konnte beispielsweise ein Hefe 2-Hybrid-Assay liefern, in dem die Linker-Domine als

Lockvogel einzusetzen wire.

Die transkriptionelle Repressoraktivitit des PAROT-Proteins, der KRAB-Doméne alleine
und einer AKRAB-Deletionsmutante wurde in einem Luciferase-Assay in dieser Arbeit
getestet (Abb.3.10). Dabei konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem PAROT-Protein
tatsdchlich um einen Repressor der Transkription handelt, der dosisabhingig die Transkription
des Luciferase-Gens reprimiert. Das gleiche zeigte sich fiir die KRAB-Domine alleine, wobei
diese sogar eine fast doppelt so starke Repression des Luciferase-Gens zur Folge hatte in
Vergleich zum PAROT-Protein mit voller Lénge. Interessanterweise reprimiert auch die
AKRAB-Deletionsmutante, was ein Hinweis darauf ist, dass iiber die Linker-Doméne sehr
wahrscheinlich Protein-Protein Interaktionen stattfinden, die einen Repressorkomplex

rekrutieren.

Wie an anderer Stelle bereits erwdhnt, wurde in der Literatur mehrfach die direkte Interaktion
von KRAB-Zinkfinger Proteinen mit dem Korepressor TIF1p beschrieben. Peng et al. (2000)
konnten zeigen, dass die KRAB-Doméne vermutlich einen tetrameren Komplex mit drei
TIF1B-Proteinen ausbildet, was die Rekrutierung von verschiedenen Proteinen, u. a. aus der
Heterochromatin Protein 1-(HP1) Proteinfamilie, zur Folge hat. Ein {iberarbeitetes Modell
dieses Repressorkomplexes wurde 2003 von Raul Urrutia verdffentlich (sieche Abschnitt
1.2.4). In dieser Arbeit konnte nun in Immunfluoreszenzstudien gezeigt werden (Abb.3.11),
dass auch das PAROT-Protein als EYFP-Fusionsprotein mit den Flag-markierten Proteinen
der HP1-Proteinfamilie HP1a, HP1B, HP1y und TIF1f in U20S Zellen kolokalisiert. Dies ist
ein starker Hinweis darauf, dass auch das PAROT-Protein mit TIFIP iiber die KRAB-
Domine interagiert, so dass sich ein Repressorkomplex aufbaut, der die Transkription
bestimmter Gene reprimiert. Welche(s) Gen(e) durch das PAROT-Protein reprimiert
wird/werden und auch die Art der Interaktion der verschiedenen Proteine, die in den
Repressorkomplex rekrutiert werden, muss jedoch durch weiter Experimente wie
beispielsweise Immunprizipitationen und Bindungsstudien verifiziert werden, um den

Mechanismus der Repression im Detail verstehen zu kénnen.
4.2.2 Die Assoziation von PAROT an PML-Kerndoménen
Das ektopisch exprimierte PAROT-Protein lokalisiert in Kerndoménen, bei denen es sich um

PML-Kerndoméinen handelt. Dies konnte anhand von Immunfluoreszenzstudien in dieser

Arbeit gezeigt werden. Die Rekrutierung erfolgt dabei offensichtlich durch eine spezifische
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Interaktion mit der PML-Isoform PML 1V, denn die PML-Isoform PML III rekrutierte das
PAROT-Protein nicht in PML-Kerndoméinen (Abb.3.12). Auch wenn das PML-Protein,
ebenso wie TIF1[B zu der RBCC/TRIM-Proteinfamilie gehort (siehe dazu Abschnitt 1.2.1 und
zitierte Referenzen), ist es sehr wahrscheinlich, dass die PAROT-PML IV Interaktion nicht
iiber die gleiche Protein-Protein Interaktion stattfindet, die der TIF1B-KRAB-Zinkfinger
Protein Interaktion zugrunde liegt. Zum Einen konnte bereits gezeigt werden, dass diese
Interaktion spezifisch fiir den Korepressor TIF13 und KRAB-Zinkfinger Proteine ist (siche
dazu Abschnitte 1.2.3 und 1.2.4 und zitierte Referenzen). Zum Anderen besitzen alle
Mitglieder der PML-Proteinfamilie die RBCC-Doméne, so dass auch die PML-Isoform PML
III das PAROT-Protein in PML-Kerndoménen rekrutieren miisste, fande die Interaktion dieser
Proteine iiber die KRAB- und RBCC-Doménen statt. Eine weitere Immunfluoreszenzstudie
mit einem anderen KRAB-Zinkfinger Protein, KRIM-1A, unterstiitzen die Interpretation
dieser Ergebnisse. So wird auch KRIM-1A durch PML IV, jedoch nicht durch PML III in
PML-Kerndoménen rekrutiert (Abb.3.13). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass PML 1V,
nicht jedoch PML III, mit TIF1 kolokalisiert (Abb.3.14). Dies ist moglicherweise ein
Hinweis darauf, dass PML generell die Lokalisation von KRAB-Zinkfinger-Proteine
regulieren kann, wobei diese These durch zusitzliche Interaktions- und
Kolokalisationsstudien mit weiteren KRAB-Zinkfinger-Proteinen belegt werden miisste.
Diese ersten Ergebnisse geben jedoch Grund zur Annahme, dass die PML-Isoform PML IV
bei der Repression der Transkription durch KRAB-Zinkfinger-Proteine zumindest bei der
durch das PAROT-Protein vermittelten, beteiligt ist. Aus diesem Grund wurde zunéchst der
Frage nachgegangen, iiber welche Domine PML IV das PAROT-Protein in PML-
Kerndominen rekrutiert. Zumindest einen Hinweis darauf, dass die PAROT-PML IV
Interaktion sehr wahrscheinlich {iber die Linker-Doméne stattfindet, geben die zur
Beantwortung dieser Frage angefertigten Immunfluoreszenzbilder in Abbildung 3.15. Von
den verschiedenen Deletionsmutanten (sieche auch Abb.3.8), die als GFP-Fusionen zusammen
mit PML IV in U20S Zellen koexprimiert wurden, kolokalisieren alle Deletionsmutanten,
welche die Linker-Doméne enthalten, mit PML IV. Dieses Ergebnis wird unterstiitzt durch
die bereits an anderer Stelle mehrfach erwidhnten Tatsachen, dass die KRAB-Domine
spezifisch mit der RBCC-Doméne von TIF1p interagiert und die hintereinandergeschalteten
Zinkfinger-Motive in erster Linie eine DNA-Bindedomine darstellen (Abschnitt 1.2.4).
Weitere Studien wie beispielsweise Immunprizipitationen der einzelnen Deletionsmutanten

und PML 1V sollten einen eindeutigen Aufschluss dieser Interaktion liefern.
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All diese Studien weisen darauf hin, dass das PML-Protein einen Einfluss auf die Funktion
des PAROT-Proteins hat. Wie in dieser Arbeit bereits belegt werden konnte, handelt es sich
bei dem PAROT-Protein um einen Repressor der Transkription, der mit PML-Kerndoménen
assoziiert ist. Daraus ist zu schlieBen, dass das PML-Protein moglicherweise einen Einfluss
auf die Repressorfunktion des PAROT-Proteins ausiibt. Fiir das Daxx-Protein, bei dem es sich
ebenfalls um einen Repressor der Transkription handelt, konnte gezeigt werden, dass es mit
PML interagiert und PML die Daxx-vermittelte Repression der Transkription dosisabhéngig
aufhebt (Li et al., 2000). In dieser Arbeit gaben erste Messung der Luciferaseaktivitit einen
Hinweis darauf, dass die Koexpression von steigenden Mengen PML IV ebenfalls die
PAROT-vermittelte Repression der Transkription aufhebt. Auch dieser Effekt ist
offensichtlich spezifisch, da eine Koexpression von PML IV mit Gal4-DBD alleine nur einen
schwachen Effekt auf die Reporteraktivitit zeigte (Abb.3.16). Diese Ergebnisse stellen
weitere Hinweise dar, dass die PML-Kerndoménen eine Rolle bei der Genregulation spielen.
So ist es durchaus denkbar, dass die PML-Kerndominen die Transkription verschiedener
Gene nicht nur durch die Rekrutierung von Aktivatoren, sondern auch durch die Inaktivierung
von Repressoren wie Daxx oder PAROT und moglicherweise auch andere KRAB-Zinkfinger
Proteine durch Rekrutierung iiber PML begiinstigen. Um eine generelle Aussage in diesem
Zusammenhang fiir KRAB-Zinkfinger Proteine zu machen, miissten weitere Experimente mit
verschiedenen anderen KRAB-Zinkfinger Proteinen, wie z. B. KRIM-1A, durchgefiihrt

werden.

4.2.3 Das endogene PAROT-Protein

Die ersten und entscheidenden Studien dieser Arbeit wurden mit ektopisch exprimierten
PAROT-Protein durchgefiihrt. Fiir den weiteren Verlauf war es jedoch unerlésslich,
Antikorper gegen das endogene PAROT-Protein zu generieren, um dieses zunidchst im
Hinblick auf seine Lokalisation und weiterhin auch auf mogliche Interaktionen mit anderen
Proteinen analysieren zu konnen. So wurden zunichst Peptidantikdrper gegen zwei
verschiedene Epitope innerhalb der Linker-Doméne, welche die hdchste Sequenzvariation
innerhalb der KRAB-Zinkfinger Proteine aufweist, in Kaninchen generiert (Abb.3.17 A). Von
diesen beiden erwies sich nur der Antikdrper P12 als brauchbar, da dieser sowohl ektopisch
exprimiertes als auch endogenes PAROT-Protein in verschiedenen Zellinien in Western Blot
Analysen erkannte (Abb.3.18). Wie sich in Immunfluoreszenzanalysen zeigte, erkennt dieser
Antikorper auch ektopisch exprimiertes YFP-PAROT Protein in U20S Zellen sowohl im

Nukleus in Kerndominen als auch in zytoplasmatischen Strukturen. Uberraschenderweise
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erkannte dieser Antikorper sowohl in transfizierten als auch untransfizierten Zellen zusétzlich
zytoplasmatische Strukturen, die denen des ektopisch exprimierten sehr &hnlich waren
(Abb.3.19). Wie sich in weiteren Immunfluoreszenzstudien zeigte, erkannte der
Peptidantikorper P12 auch in verschiedenen anderen Zelllinien (WI38, H1299) diese
zytoplasmatischen Strukturen (Abb.3.20). Sowohl B-Aktinfilamente, a-Tubulinfilamente und
der Golgi-Apparat konnten mithilfe von Antikorpern, die fiir diese Strukturen spezifische
Proteine erkennen, ausgeschlossen und schlieBlich gezeigt werden, dass es sich bei den
zytoplasmatischen Strukturen um Mitochondrien handelt (Abb.3.24). Um einen von dem P12
Antikdrper unabhingigen Nachweis fiir diese unerwartete Lokalisation des endogenen
PAROT-Proteins zu erhalten, war es unerldsslich, mindestens einen weiteren Antikdrper
gegen das PAROT-Protein zu erhalten. Eine zundchst geplante Immunisierung von Hiithnern
mit dem gesamten PAROT-Protein fusioniert an GST konnte nicht durchgefiihrt werden, da
es nicht gelang, dieses in Bakterien zu exprimieren. Zwei weitere Antikorper gegen nicht
tiberlappende Regionen des PAROT-Proteins wurden aus Hiihnereiern von zuvor mit
aufgereinigten GST-Linker- bzw. GST-Zinkfinger-Proteinen immunisierten Hithnern isoliert.
Diese sollten die Erkenntnisse, die mit Hilfe des Peptidantikérpers gewonnen wurden,
unterstiitzen (Abb.3.17 B). Nachdem beide Antikdrper (3b und 5b) in Western Blot Analysen
sowohl fiir GST-Linker als auch fiir GST-Zinkfinger spezifische Signale erkannten, wurden
diese in Immunfluoreszenzstudien eingesetzt. Wie sich herausstellte, erkannten auch diese
beiden voneinander unabhingigen Antikérpern das endogene Protein in Mitochondrien in
U20S Zellen (Abb.3.21). Es ist demnach sehr wahrscheinlich, dass es sich bei dem von den
drei unabhéngigen Antikdrpern erkannten endogenen Protein um das PAROT-Protein handelt.
An dieser Stelle wire es von Interesse gewesen zu sehen, ob sich die Expression des
endogenen PAROT-Proteins durch die Verwendung von siRNA herunterregulieren lésst.
Abgesehen davon wire dies auch ein weiterer Nachweis dafiir gewesen, dass das endogene
PAROT-Protein tatsdchlich ausschlieBlich oder vorwiegend in Mitochondrien lokalisiert. Es
stellte sich jedoch heraus, dass fiir den ,,Knock-down* in der PAROT-Sequenz nur eine
spezifische siRNA in Frage kam, bei der die Wahrscheinlichkeit, dass die PAROT-mRNA
abgebaut wird, am groften war. Diese siRNA zeigte jedoch in den ersten Testexperimenten
keinen Effekt auf die Expression des ektopisch exprimierten YFP-PAROT-Proteins.
Moglicherweise sind weitere Experimente mit einem anderen siRNA System erfolgreicher.
Auch die Uberexpression des unmarkierten PAROT-Proteins blieb erfolglos, wobei

Mutationen im Expressionsplasmid durch Sequenzierung ausgeschlossen werden konnten. Es
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ist denkbar, dass das Protein eine sehr kurze Halbwertszeit hat und proteolytisch sehr schnell

nach Synthese abgebaut wird.

Aufgrund der Ergebnisse, dass das ektopisch exprimierte PAROT-Protein hauptsdchlich in
Kerndomédnen und das endogene sehr wahrscheinlich vorwiegend in Mitochondrien
lokalisiert, stellte sich die Frage, ob sich in der PAROT-Sequenz moglicherweise ein
mitochondriales Signalpeptid verbirgt. Diesbeziiglich durchgefiihrte Datenbankenanalysen
fiihrten zu keinem positiven Ergebnis. Einen moglichen Hinweis auf ein kryptisches
mitochondriales Zielsignal lieferte jedoch eine von Ventura et al. Anfang des Jahres 2004
verOffentlichte Studie (siehe Abschnitt 3.2.2.14). Das kryptische mitochondriale Zielsignal im
N-Terminus (aa 1-32) des p46Shc-Proteins wurde mit dem N-terminalen Bereich (aa 1-32)
des PAROT-Proteins verglichen (Abb.3.25). In dem Zielsignal des p46Shc-Proteins sind drei
Arginin (R)-Reste zu finden, von denen einer fiir die mitochondriale Lokalisation dieses
Proteins essentiell ist. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass weitere Aminosduren, die sich
vor dieser Zielsequenz befinden, die mitochondriale Lokalisation dieses Proteins verhindern.
In dem Sequenzvergleich in Abbildung 3.25 zeigte sich, dass auch das PAROT-Protein drei
Arginin-Reste im N-Terminus vorzuweisen hat. Bisher ist nicht auszuschlieBen, dass es sich
hierbei ebenfalls um ein kryptisches mitochondriales Zielsignal handelt und durch die N-
teminale Fusion von YFP/GFP die mitochondriale Lokalisation des PAROT-Proteins
verhindert wird. Diese Moglichkeit konnte jedoch anhand von Lokalisationsstudien mit C-
terminal markierten Proteinen bzw. mit Fusionsproteinen, die dieses Zielsignal enthalten, in
dieser Arbeit nicht mehr analysiert werden. Immerhin wére es denkbar, dass sich in der
Lokalisation des ektopisch exprimierten PAROT-Proteins eine Situation widerspiegelt, die fiir
das endogene Protein nur durch einen bisher unbekannten Stimulus zu erreichen ist. Dieser
muss bewirken, dass das PAROT-Protein von den Mitochondrien in den Zellkern transportiert

wird, um dort die Transkription bestimmter Gene zu reprimieren.

4.2.4 Das Nucleostatmin Protein und seine Eigenschaften

Wie an anderer Stelle bereits erwihnt, konnte fiir den vom DKFZ zur Verfiigung gestellten
cDNA Klon, der als Nucleostatmin-mutC bezeichnet wurde, anhand der ersten
Datenbankanalysen zundchst nur ermittelt werden, dass es sich um ein potentiell RNA-
bindendes Protein handelt, das zwei mutmaBliche NLS besitzt (Abb.3.26). Im Verlauf dieser
Arbeit zeigten jedoch weitere Datenbankanalysen und Sequenzvergleiche, dass der C-
terminale Bereich des Nucleostatmin-mutC Proteins durch eine Leserahmenverschiebung in

seiner Aminosduresequenz artifiziell vermutlich bei der cDNA-Synthese entscheidend
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verdndert wurde (Abb.3.27). Aus diesem Grund wurde ein zweiter cDNA Klon vom NIH
hinzugezogen, bei dem es sich sehr wahrscheinlich um die in vivo existierende Sequenz des
Nucleostatmin Proteins handelt, was spétere speziesiibergreifende Sequenzvergleiche
bestitigten (Abb3.32). Das von der NIH-cDNA abgeleitete Protein besitzt, ebenso wie das
von der DKFZ-cDNA abgeleitete Protein, das RRM und zwei potentielle NLS, zusétzlich
jedoch im C-terminalen Bereich eine mutmallliche NoLS, die darauf hinweist, dass das

Protein im Nukleolus lokalisiert (Abb.3.26).

Die in der Literatur ausfiihrlich beschriebenen Eigenschaften des RRMs konnten auch fiir das
Nucleostatmin Protein anhand von Datenbankanalysen und Sequenzvergleichen auf
Aminosdureebene weitestgehend bestétigt werden (sieche dazu Abschnitt 1.3.4 und zitierte
Referenzen). So weist Nucleostatmin sowohl das RNP-1 Oktamer als auch das RNP-2
Hexamer auf, die in die etwa 80 Aminosduren umfassende strukturell konservierte Region des
RRMs eingebettet sind, in der sich die 1993 von Berney et al. postulierte RRM
Konsensussequenz wiederspiegelt (Abb.3.28). Dies ist zumindest ein Hinweis darauf, dass
das Nucleostatmin Protein moglicherweise eine Rolle bei der Regulation der rRNA
Genexpression auf post-transkriptioneller Ebene spielt. EMSA Assays mit verschiedenen
RNAs wiren ein moglicher experimenteller Ansatz, um die Bindungseigenschaften und

Wechselwirkungen des Nucleostatmin-RRMs zu analysieren.

Mit Hilfe der CELERA Datenbank konnte das Nucleostatmin-Gen auf Chromosom 7 in der
Zytobande q21.3 kartiert werden (Abb.3.29). Bisher sind fiir das Chromosom 7 in dem
Bereich dieser Zytobande nicht besonders viele Gene in bezug auf ihre Genprodukte
charakterisiert, analysiert und publiziert worden, so dass aus der Lage und den benachbarten
Genen des Nucleostatmin-Gens kein bedeutender Schluss gezogen werden kann. Wie sich
jedoch im weiteren Verlauf der Arbeit herausstellte, entspricht die chomosomale Anordnung
des humanen Nucleostatmin-Gens der des murinen (Abb.3.31). Auch dieses Gen ist in flinf
Exons unterteilt, wobei das Start-Kodon im ersten und das Stop-Kodon im fiinften Exon zu
finden und das murine Nucleostatmin-Gen auf Chromosom 5 in der Zytobande A1-h kartiert

ist.

Auch das murine Nucleostatmin-Protein weist ein N-terminales RRM auf, enthdlt zwei
mogliche NLS und im C-terminalen Bereich eine mogliche NoLS, die auf die Lokalisation
dieses Proteins im Nukleolus hinweist (Abb.3.30). Diese Daten und zusitzliche
Sequenzvergleiche zwischen dem humanen, murinen und dem Nucleostatmin Protein aus

Rattus norvegicus sowohl auf Nuklein- als auch auf Aminosdureebene unterstiitzen die
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Vermutung, dass es sich bei dem Nucleostatmin-mutC Protein (DKFZ) um eine mutierte
Variante des Nucleostatmin Proteins (NIH) handelt (Abb.3.32). Die stirksten
Sequenzhomologien zwischen diesen drei Proteinen zeigen sich im N-Terminus im Bereich
des RRMs und im C-Terminus im Bereich des potentiellen NoLS. Dies unterstiitzt, wie
bereits erwihnt, die Vermutung, dass es sich bei der NIH Sequenz um die in vivo existierende

Sequenz des Nucleostatmin Proteins handelt.

Northern Blot Analysen gaben einen Hinweis darauf, dass die Nucleostatmin mRNA als ein
2.0 kb Transkript in allen analysierten Geweben bis auf Pankreas und Leber exprimiert wird
(Abb.3.33). Ein zusitzliches Transkript wurde im Gehirn markiert, was auf eine mogliche
Spleilvariante hindeutet (Abb.3.33). Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die
Nucleostatmin-mRNA auch in Pankreas und Leber exprimiert wird, da die aufgetragene RNA
Menge unter Beriicksichtigung der B-Aktin Kontrolle offensichtlich nicht in allen Spuren
gleich ist. Moglicherweise wird sie auch in weiteren Geweben, d. h. ubiquitdr exprimiert,
zumal EST-Datenbank Analysen darauf hinweisen. In dieser Hinsicht sind zusétzliche
Experimente in Form von Northern Blot Analysen und RT-PCR notwendig, um die

Expression in weiteren Geweben evtl. bestdtigen bzw. ausschlieBen zu konnen.

4.2.5 Endogenes Nucleostatmin Protein lokalisiert im Nukleolus

Fiir den weiteren Verlauf dieser Arbeit war es unerldsslich, Antikorper gegen das endogene
Nucleostatmin Protein zu generieren, um dieses zundchst im Hinblick auf seine Lokalisation
und weiterhin auch auf mogliche Interaktionen mit anderen Proteinen analysieren zu konnen.
Aus diesem Grund wurden Peptidantikdrper gegen zwei verschiedene Epitope zwischen dem
RRM und der C-terminalen NLS generiert (Abb.3.35 A). Sowohl der A13 als auch der A14
Antikorper erkannten in Immunfluoreszenzanalysen ektopisch exprimiertes Nucleostatmin-
mutC Protein in HeLa Zellen (Abb.3.36). In Western Blot Analysen zeigte sich jedoch nur der
A13 Antikdrper als brauchbar, da dieser sowohl das YFP-markierte (Abb.3.37 C) als auch das
Flag-markierte Nucleostatmin-mutC Protein ebenso wie das Flag-markierte Nucleostatmin
Protein erkannte (Abb.3.37 B). Um einen von dem A13 Antikdrper unabhidngigen Nachweis
fiir alle weiteren Ergebnisse, die mithilfe des A13 Antikérpers auch in Bezug auf das
endogene Nucleostatmin Protein gewonnen wurden, zu erhalten, war es unerldsslich,
mindestens einen weiteren Antikdrper gegen Nucleostatmin zu generieren. Dieser wurde aus
Hiihnereiern von zuvor mit aufgereinigtem GST-Nucleostatmin-mutC Proteinen
immunisierten Hithnern isoliert (Abb.3.35 B). Zu diesem Zeitpunkt stand nur das GST-

Nucleostatmin-mutC Protein zur Verfligung, so dass nur dieses fiir die Immunisierungen
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eingesetzt werden konnte. Die Antikdrper aus zwei verschiedenen Hiihnereiern (weiles Ei
und braunes Ei) wurden in Western Blot Analysen gegen aufgereinigtes GST-Nucleostatmin-
mutC Protein getestet. Es zeigte sich, dass beide Antikorper spezifisch das aufgereinigte
Nucleostatmin-mutC Protein erkennen und nicht das GST-Protein wie die Féarbung der

Blotmembran mit Amidoschwarz belegt (Abb.3.38).

Als nidchstes ergab sich die Frage nach der intrazelluldren Lokalisation des endogenen
Nucleostatmin Proteins. Von den Peptidantikérpern erwies sich diesbeziiglich nur der A13
Antikorper als brauchbar. Dieser erkannte sowohl in humanen als auch murinen Zelllinien
spezifische Signale, die durch die Antikérper aus Hiithnereiern bestitigt werden konnten

(Abb.3.39 und 3.40). Der Antikdrper ist somit spezifisch und speziesiibergreifend einsetzbar.

Wie bereits mehrfach erwidhnt, unterscheiden sich das Nucleostatmin-mutC und das
Nucleostatmin Protein in ihren C-terminalen Bereich. Fiir das Nucleostatmin Protein wird laut
Datenbankanalysen eine potentielle NoLS vorausgesagt, die das Nucleostatmin-mutC Protein
nicht besitzt. Sequenzvergleiche mit bereits experimentell nachgewiesenen NoLS anderer
nukleoldrer Proteine zeigen zwar keine eindeutige Konsensus-Sequenz, jedoch bestimmte
Eigenschaften der Aminosduren, die auf eine funktionelle NoLS im C-Terminus des
Nucleostatmin Proteins hinweisen (Abb.3.43). Die genaue Analyse des endogenen
Nucleostatmin Proteins in Immunfluoreszenzstudien zeigte schlieBlich auch eindeutig, dass
dieses Protein in Nukleoli lokalisiert. Kolokalisationsstudien auf endogener Ebene mit
Markerproteinen fiir die drei zu unterscheidenden nukleoldren Bereiche zeigten, dass das
Nucleostatmin Protein zusammen mit der RNA Pol I und UBF in fibrilliren Zentren
kolokalisiert (Abb.3.44 bis 3.46). Wie an anderer Stelle bereits beschrieben, ist die RNA
Polymerase I verantwortlich fiir die Transkription der rRNA Gene. Das UBF Protein ist ein
wesentlicher Faktor bei der Initiation der Transkription von rRNA Genen. In diesem
Zusammenhang und unter Beriicksichtigung sowohl der Eigenschaften als auch der
Lokalisation des Nucleostatmin Proteins ist es denkbar, dass dieses auf posttranskriptioneller
Ebene eine Rolle bei der Transkription von rRNA Genen spielt (siche dazu Abschnitt 1.3 und
zitierte Referenzen). Ob das Nucleostatmin Protein moglicherweise als ein Teil eines
Proteinkomplexes eine Rolle bei der Transkription von rRNA Genen spielt, bleibt
experimentell anhand von Immunprizipitation und Protein-Protein Interaktionsstudien zu
analysieren. Diese ersten Ergebnisse kdnnen jedoch als ein weiterer Hinweis darauf gesehen
werden, dass es sich bei der C-terminalen NoLS tatsdchlich um ein funktionelles Signal

handelt, was ebenfalls beispielsweise anhand von Fusionsproteinen zu analysieren bleibt.
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Bisher kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Protein iiber die Interaktion mit einem

anderen Protein in den Nukleolus gelangt.

Das Nucleostatmin Protein besitzt nach Datenbankanalysen und Sequenzvergleichen ein
RRM. In einem experimentellen Ansatz sollte nun auch bestétigt werden, dass es sich hierbei
tatsdchlich um ein RNA-bindendes Motiv handelt. Zu diesem Zweck wurden HelLa Zellen
sowohl einem zweistlindigen DNase I- als auch einem RNase A-Verdau unterzogen und in
Immunfluoreszenzstudien analysiert. Es zeigte sich, dass sich die Lokalisation des
Nucleostatmin Proteins nach dem DNase I-Verdau ebenso wie die des Kontrollproteins
NOHG61 nicht verdnderte (Zirwes et al., 2000). Beide Proteine waren wie in den
Kontrollzellen im Nukleolus nachweisbar (Abb.3.47). Demnach bindet auch das
Nucleostatmin Protein ebenso wie NOH61 nicht an DNA, zumal hier auch kein DNA-
bindendes Motiv gefunden wurde. Im Gegensatz dazu waren sowohl das Nucleostatmin
Protein als auch das Kontrollprotein NOH61 nach der RNase A-Behandlung der Zellen nicht
mehr im Nukleolus nachweisbar. Im Phasenkontrastbild ist jedoch zu sehen, dass die Nukleoli
aller Zellen auch nach der RNase A-Behandlung noch vorhanden waren (Abb.3.48). Dieses
Ergebnis ist ein starker Hinweis darauf, dass das Nucleostatmin Protein tatsdchlich ein
funktionelles RNA-bindendes Motiv besitzt und die Bindung an RNA bewirkt, dass dieses

Protein im Nukleolus lokalisiert.

4.2.6 Nucleostatmin und PML-Kerndomsénen

Wie an anderer Stelle bereits erwédhnt, wurden die ersten experimentellen Analysen mit dem
Nucleostatmin-mutC Protein durchgefiihrt. Dieses Protein lokalisiert in Kerndoménen, bei
denen es sich um PML-Kerndomdnen handelt. Dies konnte anhand von
Immunfluoreszenzstudien in dieser Arbeit gezeigt werden. Die Rekrutierung erfolgt dabei
offensichtlich durch eine spezifische Interaktion mit der PML-Isoform PML IV, wobei die
PML-Isoform PML III das Nucleostatmin-mutC Protein nicht in PML-Kerndoménen
rekrutiert (Abb.3.34). Im Verlauf dieser Arbeit stellte sich jedoch heraus, dass das endogene
Nucleostatmin Protein im Nukleolus und nicht in PML-Kerndoméinen lokalisiert (s. 0.). Dies
konnte eindeutig durch Immunfluoreszenzanalysen in U20S Zellen (und auch in anderen
Zelllinien) sowohl mit endogenem PML Protein als auch mit den ektopisch exprimierten
PML-Isoformen PML III und PML IV belegt werden (Abb.3.41). Unterstiitzt wird dieses
Ergebnis durch eine zusitzliche Immunfluoreszenzstudie mit einer weiteren PML-
Kerndoménen-Komponente. Endogenes Nucleostatmin Protein kolokalisiert eindeutig nicht

mit endogenem Spl100 (Abb.3.42). Dies liel die Vermutung zu, dass die Lokalisation des
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Nucleostatmin-mutC Proteins im Nukleolus mdglicherweise dadurch verhindert wird, dass die
potentielle NoLS durch die Mutation im C-terminalen Bereich dieses Proteins nicht
vorhanden ist. Es ist denkbar, dass die andersartige Lokalisation des Nucleostatmin-mutC
Proteins auf eine nukleoplasmatische Funktion des Nucleostatmin Proteins hinweist. Spater
zeigte sich jedoch zusitzlich noch, dass das dem in vivo entsprechenden Nucleostatmin
Protein (NIH), sowohl als Flag-markiertes als auch als unmarkiertes Protein ebenfalls nicht
vorzugsweise im Nukleolus lokalisiert (Abb.3.49 und 3.50). So lassen die
immunfluoreszenzmikroskopischen Bilder in Abbildung 3.49 vermuten, dass die Lokalisation
des Nucloestatmin Proteins im Nukleolus moglicherweise von der in der Zelle vorhandenen
Menge des Proteins abhingig ist. Es ist denkbar, dass die vorhandenen Bindungsstellen fiir
dieses Protein bereits abgesattigt sind. Dennoch ist das Flag-markierte Nucleostatmin-Protein,
wenn auch in einer geringen Anzahl transfizierter Zellen und auch nur partiell, eindeutig im
Nukleolus  nachweisbar.  Dies  zeigt sich in  der  Uberlagerung  der
immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Flag-Nukleostatmin und endogener RNA
Pol T (Abb.3.50). Die andersartige Lokalisation von ektopisch exprimiertem Nucleostatmin
scheint nicht nur dieses Protein zu betreffen. Wird das Flag-markierte UBF Protein, das
endogen eindeutig im Nukleolus lokalisiert (sieche Abschnitt 1.3 und zitierte Referenzen), in
U20S Zellen iiberexprimiert, lokalisiert auch dieses in den wenigsten Zellen im Nucleolus,
sondern vorzugsweise granuldr bis diffus im Nukleoplasma (Abb.3.51). Moglicherweise ist
auch das auf eine Absittigung de Bindungsstellen fiir UBF zuriickzufiihren. Daraus ergeben
sich mehrere Fragen: (I.) worauf genau ist die nukleoplasmatische Lokalisation des
iiberwiegenden Anteils exogen exprimierter Nucleostatmin und auch UBF Proteine
zuriickzufiihren? (II.) Handelt es sich dabei moglicherweise z. T. auch um PML-
Kerndomédnen? (III.) Moglicherweise steht dies im Zusammenhang mit dem proteasomalen
Abbau von im UbermaB in der Zelle vorhandenen Proteinen? (IV.) Oder hat das
Nucleostatmin Protein, was in jedem Fall denkbar ist, auch eine Funktion auBlerhalb des

Nukleolus? Diese und weitere Fragen bleiben zu analysieren.

4.2.7 Nucleostatmin — ein rein nukleolires Protein?

Zur Beantwortung der zahlreichen Fragen, die sich beziiglich der verdnderten Lokalisation der
ektopisch exprimierten Nucleostatmin Proteine (Flag-Nucleostatmin/ YFP-Nucleostatmin-
mutC) ergaben, wurde das endogene Protein anhand von verschiedenen Stressoren analysiert.
Es ist denkbar, dass diese Proteine in nukleoplasmatischen Strukturen akkumulieren, um dem

proteasomalen Abbau zugefiihrt zu werden. Fiir YFP-Nucleostatmin-mutC konnte gezeigt



Diskussion 120

werden, dass es mit PML IV kolokalsiert, wobei dies fiir Flag-Nucleostatmin zu analysieren
bleibt. Fiir PML und einige andere nukledre Proteine konnte gezeigt werden, dass diese nach
der Inhibierung des Proteasoms durch Lactacystin in nukleoplasmatischen Strukturen
zusammen mit dem 20S Proteasom akkumulieren. Bisher analysierte nukleolidre Proteine wie
Fibrillarin und UBF bleiben davon unbeeinflusst (Chen et al., 2002; Dino Rockel and von
Mikecz, 2002). Dies bestitigte sich auch fiir endogenes Nucleostatmin, das zumindest unter
normalen Zellkulturkonditionen scheinbar nicht proteasomal abgebaut wird (Abb.3.52).
Moglicherweise dndert sich diese Begebenheit unter verdnderten Zellkulturbedingungen wie
beispielsweise Virusinfektionen oder Drogenbehandlung. So konnte z. B. fiir die im
Nukleolus lokalisierte Topoisomerase I gezeigt werden, dass diese nach Behandlung mit
Camptothecin (eine anti-Tumormedikament) bereits nach etwa 2 Stunden Ubiquitin-abhéngig

abgebaut wird und nicht erst nach etwa 16 Stunden (Desai et al., 1997).

Der Zerfall des Nukleolus, der mit einer Adriamycin-Behandlung von Zellen einhergeht
(Granick, 1975a; Granick, 1975b; Scheer et al., 1984), hatte keinen Einfluss auf die
Lokalisation des Nucleostatmin Proteins. Nucleostatmin verbleibt im Gegensatz zu dem
Kontrollprotein Fibrillarin in den Bruchstiicken des Nukleolus. Dies zeigt sich besonders in
den Phasenkontrastaufnahmen (Abb.3.53). Moglicherweise ist Nucleostatmin an keinem der
durch Adriamycin beeinflussten zelluldren Prozesse beteiligt. Dies beinhaltet neben der DNA
Replikation auch die Funktion von RNA Polymerasen, die ebenfalls durch die Interkalation
von Adriamycin als Nukleotid-Analog blockiert werden. Oder die eingesetzte Menge von
Adriamycin war nicht ausreichend fiir einen moglichen Effekt. Das ist jedoch nicht sehr
wahrscheinlich, da eindeutig zu sehen ist, dass die Nukleoli durch die Behandlung beeinflusst

sind.

Es konnte gezeigt werden, dass endogenes Nucleostatmin mit der RNA Pol I kolokalisiert.
Eine Moglichkeit, die Synthese der ribosomalen RNA zu blockieren besteht darin, die DNA
durch Cisplatin querzuvernetzen. Dies flihrt dazu, dass die RNA Polymerase I
Transkriptionsmaschinerie nicht zusammengesetzt werden kann und bereits die Initiation der
Transkription von rRNA Genen blockiert ist (Jordan and Carmo-Fonseca, 1998; Jordan et al.,
1996). In Abbildung 3.54 zeigt sich, dass Nucleostatmin von dieser Behandlung unbeeinflusst
bleibt. Auch wenn sich ein Effekt auf Fibrillarin zeigt, ist es denkbar, dass die eingesetzte
Konzentration von Cisplatin (0,5 pg/ml) zu gering war, um einen eindeutigen Effekt auf
Nucleostatmin zu erhalten. In der oben erwédhnten Publikation wurde eine Konzentration von
20 pg/ml eingesetzt. Dieses Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass Nucleostatmin entweder

keine Funktion in der Initiation der Transkrition der RNA Pol I ausiibt, bzw. die Funktion des
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Nucleostatmin Proteins von den zelluldren Folgen der Behandlung durch Cisplatin
unbeeinflusst bleibt, oder aber der vermutete Effekt aufgrund der zu geringen Cisplatin-

Konzentration/zu kurzer Inkubationszeiten nicht nachweisbar ist.

Die Behandlung von Zellen mit AMD resultierte in der Segregation der fibrilliren
Komponenten von den granulidren Komponenten des Nukleolus (Reimer et al., 1988). Die
AMD-Behandlung zeigte einen eindeutigen Effekt auf die Lokalisation von Nucleostatmin.
Dabei nahm Nucleostatmin eine diffuse Verteilung im Zellkern ein. Die RNA Pol I verblieb
jedoch, wie bereits publiziert, in den Uberresten des Nukleolus (Kill, 1996).
Zusammenfassend ist zu vermuten, dass Nucleostatmin eine Funktion bei der rRNA
Transkription auf post-transkriptioneller Ebene ausiibt, die in direktem Zusammenhang mit
einer RNA-Bindung steht. Es ist denkbar, dass diese Funktion mit einer zumindest

zeitweiligen Lokalosation des Nucleostatmin Proteins aullerhalb des Nukleolus einhergeht.
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V.  Abkiirzungsverzeichnis

aa amino acid(s) = Aminosiure(n)

Abb. Abbildung

APL Akute promyelozytische Leukdmie

A. dest. destilliertes Wasser

A. bidest. doppeltdestilliertes Wasser

AK Antikorper

APS Ammoniumpersulfat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

ATRA all trans retinoic acid = trans-Retinséure
bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. Circa

CTP Cytosintriphosphat

cpm counts per minute = gezahlte Signale pro Minute
Da Dal ton

DKFZ Deutsches Krebs Forschungszentrum
DMSO Dimethylsulfoxid

cDNA komplementire DNA

DNA Desoxyribonukleinsdure bzw. Deoxyribonucleicacid
DNase Desoxyribonuclease

d.h. das heif3t

dNTP 2'Desoxyribonukleosid-5’- triphosphat
E. coli Escherichia coli

ECL “enhanced chemiluminescence”

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

et al. et alii

FCS Fotales Kélberserum

g Gramm oder Erdbeschleunigung

GFP green fluoreszent protein = Griin-fluoreszierendes Protein
h Stunde(n)

IPTG Isopropyl B-D Thiogalactosid
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kb
kDa

LB

mA
MCS
mg
min
mind.
ml

mM

NaAc

ng

NIH

NLS

NoLS

nm

OD

PBS

PCR

pmol

PML

PP

R. norvegicus
RNase
RRM

RT

Pol I

SDS
SDS-PAGE
sek

sog.

Kilobase(n)

Kilodalton

Liter

Luria Broth Medium

Mol pro Liter (molar)

Milliampere

Multiple cloning site (multiple Klonierungsstelle)
Milligramm

Minute(n)

mindestens

Milliliter

millimolar

Normal

Natriumacetat

Nanogramm

National Institut of Health
Nukleuslokalisierungssignal
Nukleoluslokalisierungssignal
Nanometer

Optische Dichte

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion

picomol

Promyelozytisches Leukidmie Protein
Polypropylen

Rattus norvegicus

Ribonuclease

RNA recognition motif = RNA Erkennungsmotiv
Raumtemperatur

DNA-abhingige RNA Polymerase I
Sodiumdodecysulfat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde(n)

sogenannt
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S. u.
TAE

TE
TEMED

Tris

u. a.
[SAY
upm

UBF

Vol
WT
w/v
wW/W

v/v

HE

um
YFP
z.B.

siche unten

Trisacetatessigsdure

Tris-EDTA

N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin
2-Amino-2(hydroxylmethyl)-1,3-propandiol
Unit (enzymatische Wirkungseinheit)

unter anderem

ultraviolett

Umdrehungen pro Minute

upstream binding factor

Volt

Volumen

Wildtyp

weight per volume = Gewicht pro Volumen
weight per weight = Gewicht pro Gewicht
volume per volume = Volumen pro Volumen
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

vellow fluoreszent protein = Gelb-fluoreszierendes Protein

zum Beispiel
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