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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Zellzyklus

Eine Zdlle eines mehrzelligen Organismus besitzt neben dem Wachstum auch die Fahigkeit
sich zu reproduzieren. Im adulten Organismus spielt die Zdltellung, z.B. be der
Immunantwort, sowie im proliferierenden Gewebe der Haut und des Darmepithels eine grof3e
Rolle. Die Phasen, die eine Zdle bel diesem Prozess immer wieder durchl&uft, nennt man
Zdlzyklus. Der Zellzyklus besteht in seiner einfachsten Form aus einer DNA-Synthese-Phase
(S-Phase) und einer Zelltellungs-Phase (Mitose, M-Phase). Eine solche verkirzte Form findet
man allerdings nur in Prokaryoten (Autret et al., 1997). Be Eukaryoten ist der Zdlzyklus
durch die hohere Komplexitdét des Genoms etwas umfassender. Es haben sich
Kontrollmechanismen entwickelt, um die fehlerfreie Replikation der DNA und damit die
korrekte Weitergabe des Erbgutes zu gewahrleisten. Dafir existieren zwischen der S- und der
M-Phase sogenannte Ruhephasen (engl., gap: G-Phase), in denen Kontrollfunktionen ausgelibt
werden. Der eukaryotische Zellzyklus unterteilt sich in eine G-, S, G,- und M-Phase. Die G;-,
S und G,-Phase werden zusammen auch als Interphase bezeichnet. Die Abschnitte dieser
Phasen sind von unterschiedlicher Dauer und unterschiedlicher Funktion. Nach der Zelltellung
erhoht sich das Zdlvolumen sowie die Anzahl der Organelen. In der S-Phase findet die
Synthese aler notwendiger Baustoffe fur die Replikation des Chromosomensatzes statt. In der
G,-Phase beginnt die Verdopplung des Zentrosoms und das replizierte Genom wird auf Fehler
kontrolliert. Ist die Verdopplung des Chromosomensatzes korrekt, wird die Mitose eingdeitet.
Die Mitose wird in eine Pro-, Meta:, Ana- und Telophase unterteilt und bildet mit der den
Zdllzyklus abschlief¥enden Zytokinese die M-Phase. Eine weitere Phase ist die G,-Phase. Sie
wird durch das Fehlen von Wachstumsstimuli (Hormone, Nahrstoffmangel) eingeleitet und ist
durch Zufuhr dergleichen reversibel. Durch Seneszenz oder terminale Differenzierung kann en
weiteres G,-Stadium erreicht werden, welches einen programmierten Zelltod (Apoptose) zur
Folge hat. Im Zellzyklus gibt es an verschiedenen Stellen sogenannte Kontrollpunkte (engl.:
checkpoints). Die wichtigsten sind zwischen der G,-/S-Phase und der G,-/M-Phase. Die Zdle
kann an diesen Kontrollpunkten arretieren und die dadurch gewonnene Zeit zur Reparatur oder
zur Einleitung der Apoptose nutzen. Ein weiterer wichtiger Kontrollpunkt liegt in der spéten
G,-Phase und wird as Restriktionspunkt (R) bezeichnet (in Hefe: Startpunkt;
Hartwell et al., 1974 und 1989). Ist dieser Punkt passiert, muss die Zelle den Zellzyklus bis
zum néchsten Kontrollpunkt durchlaufen. Ein Einfluss exogener Stimuli ist dann nicht mehr
madglich.
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Abb.1.1 Schematische Darstellung des Zellzyklus
i s, A Gr Der Zellzyklus wird in verschiedene Phasen unterteilt.
\‘ ! \ Mitogene Einflisse kénnen in der G;-Phase eine Wirkung
M l_\ \\ ) auf die Zelle ausiben (schwarz markierter Teil). Der
\ / Restriktionspunkt ist durch R gekennzeichnet. Die jeweiligen
~a O\ Kontrollpunkte (engl.:checkpoints) im Zellzyklus sind durch
G\ Pfeile markiert. G;: erste Ruhephase, S: Synthesephase,
G, | G,: zweite Ruhephase, M: Mitose, G,: Dauerruhephase,
_ / G;: terminales Differenzierungsstadium.
A £ \ \é \

Der Zdllzyklusist einer Vielzahl von Signalen bzw. Stimuli ausgesetzt. Wachstumsfaktoren wie
EGF (engl.: epithelial growth factor) oder Interleukine konnen ihre Wirkung nur innerhalb der
G,-Phase ausiiben. Es werden verschiedene Signalkaskaden in Gang gesetzt, deren Endzid
Uber den Ras-Signaweg u.a die Cyclin D1-Expression ist (Marshal et al., 1999). Das
Tumorsuppressor-Protein p53 wird durch DNA-Schadigungen aktiviert und arretiert die Zdlen
in der G,-Phase. Damit wird gewéhrleistet, dassdie DNA-Schaden behoben werden, bevor die
Zdle weiter proliferiert. Nur der reibungslose Verlauf des Zellzyklus gewdahrleistet den
Fortbestand eines Organismus. Eine Deregulation der Zellzyklusprogression kann in Apoptose
oder in maigner Transformation enden. Untersuchungen zur Regulation der
Zellzyklusprogression haben sehr zum besseren Versténdnis maligner  Erkrankungen
beigetragen. Neben der Kontrolle der Genexpression auf Transkriptionsebene spiet im
Z€llzyklus die posttrandationale M odifikation eine grof3e Rolle. So kdnnen Proteine stabilisiert
oder fuir eine Degradation markiert werden, aber auch durch Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung aktiviert oder inaktiviert werden. Weiterhin kann durch eine Modifikation
die Affinitét zu einem Bindungspartner erhoht, verringert oder die intrazellulére Lokalisation
verandert werden. So kann ein Protein cytoplasmatisch oder nukledr lokalisiert sein, oder in
bestimmten subzelluldren Bereichen gespeichert werden.

1.1.1.  Zellzyklus-regulierende Proteine

Die entscheidenden Stellen des Zellzyklus werden u.a. durch Kinasen reguliert. Die ersten
Hinweise wurden in den Hefestdmmen Scerevisae und Schizosaccharomyces pombe
entdeckt. Hier sind Proteine beschrieben worden, deren Expressionsmuster sich mit den
beschriebenen Zellzyklusphasen periodisch andert (Evansetal., 1983). Aufgrund dieses
zyklischen Expressionsverhaltens wurden sie Cycline genannt. Sie stellen Untereinheiten von
Kinasen dar, deren Aktivitét abhéngig von der Cyclin-Expression reguliert werden kann. Diese
bezeichnet man mit der Abkirzung cdk (engl.: cyclin  dependend Kinase).
Cyclin/cdk-Komplexe sind nach Aktivierung in der Lage, bestimmte Substrate zu
phosphorylieren und stellen typische Marker fir verschiedene Zellzyklusabschnitte dar. Ein

2



Einleitung

Konsensusmotiv in Cyclinen ist die "Cyclin-Box", die zur Interaktion und Aktivierung einer
speziellen Kinase von grof3er Bedeutung ist (Kobayashi et al., 1992, Lees und Harlow, 1993).
Wahrend eine "PEST"-Box-AS-Sequenz bei den in der G,-Phase exprimierten Cyclinen fur
die rasche Degradierung durch das 26S-Proteasom verantwortlich ist, handelt es sich bel den
mitotischen Cyclinen um eine 10 AS grof3e "Zerstorungs'-Box (engl.: destruction-Box). In
beiden Féllen werden die Zielproteine Uber Ubiquitinierung fir den Abbau markiert
(Glotzer et al., 1991; Rogers et al., 1986).

1.1.1.1.  Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen (cdks)

Zur Zet sind 11 eykaryotische Cyclin-Klassen bekannt, die in unterschiedlichen
Zéelzyklusphasen exprimiert werden konnen. Es gibt sowohl Cyclin-Isoformen, die
verschiedene Funktionen haben und ubiquitdr vorkommen (B-Typ-Cycline), as auch Cycline,
die gewebespezifisch exprimiert werden (D-Typ-Cycline)(Sherr, 1993). In Eukaryoten
interagieren verschiedene Cycline mit verschiedenen cdks, wobel es Uberschneidungen gibt.
Die Expression der cdks ist unabhéngig vom Zellzyklus. Heute kennt man neun verschiedene
dieser hochkonservierten Serin/Threonin-Kinasen (cdk1-9). Alle cdks bestzen ene
Cyclin-Interaktionsdomane und einen ATP-Phosphat-Anker, der fir ATP-abhangige Kinasen
charakteristisch ist. Cdks besitzen keine NLS-Sequenz (engl.: nuclear localisation signal), so
dass sie nur durch Interaktion mit anderen Proteinen (Cycline) in den Zellkern gelangen
konnen. Die Regulierung unterliegt einem komplexen Mechanismus, in dem
Phosphorylierungen, Dephosphorylierungen und Interaktionen mit inhibitorischen Proteinen
(1.1.1.3.) eine zentral e Bedeutung einnehmen.

1.1.1.2.  Funktionen der Cycline und deren cdks

Cyclin D1, D2 und D3 iben ihre Hauptfunktion in der G,-Phase aus (Baldinetal., 1993;
Matsushime et al., 1992; Xiong et al., 1991). Die D-Typ-Cycline aktivieren die Kinasen cdk4
und cdk6 (Matsushimeetal.;, Meyerson und Harlow, 1994). Die Transkription des
CyclinD1-Gens wird durch mitogene Signde und letztendlicher Expression der
Transkriptionsfaktoren wie AP-1, Myc oder NFkB simuliert (Bakiri et al., 2000;
Bouchard et al., 1999; Guttridge et al., 1999; Perez-Roger et al., 1999).

Cyclin E Ubernimmt eine entscheidende Rolle in der spéten G,-Phase und wird bis zum Ende
der S-Phase exprimiert (Jackson et al.,1995; Ohtsubo et al., 1995; Resnitzky et al., 1995).
CyclinE bindet und &ktiviert cdk2. Die Transkription des Cyclin E-Gens wird von
verschiedenen Mitgliedern der E2F-Proteinfamilie und von der Aktivitét des Cyclin D1l/cdk4
oder cdk6-Komplexes reguliert. Dieses geschient Uber Inaktivierung des inhibitorischen
pRb-Proteins (Retinoblastoma-Protein) (Sherr, 1994). Durch einen
Rickkopplungsmechanismus auf den Transkriptionsfaktor E2F kann sich CyclinE selbst
transkriptionell aktivieren (Morriset al., 2000).
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Cyclin A spielt eine wichtige Rolle in der S-Phasen-Regulation und fir den Eintritt in die
Mitose (Girardetal., 1991, Paganoetal., 1992). Sowohl CyclinA as auch Cyclin Bl
aktivieren cdkl1 (=cdc2). Die Expression von Cyclin A kann von einem Multiproteinkomplex
(PRb/hSWI/SNF-Komplex) reprimiert werden, welcher wiederum durch Cyclin E reprimierbar
ist (Zhangetal., 2000). Es gibt Hinweise darauf, dass CyclinA/cdk2 fur die
Chromosomen-K ondensation und weitere friihe Ereignisse der S-Phase verantwortlich sein soll
(Furuno et al., 1999).

CyclinH bildet zusammen mit cdk7 und Matl den CAK-Komplex (engl.. cdk activated
kinase). CAK phosphoryliert den Cyclin BLl/cdk1l-Komplex an dem Threonin-Rest 161 der
cdk1-Kinase und ist so mitverantwortlich fir die Aktivierung dieses Komplexes in der spéten
G,-Phase (Fesquet et al., 1993; Fisher und Morgan, 1994; Makelaet al., 1994; Nigg, 1996;
Tassan et al., 1994). Die CAK-Expression istwiederum durch das Tumorsuppressor-Protein
p53 reprimierbar  (Schneider etal., 1998). Die Phosphorylierung  bewirkt  ene
Konformationsanderung innerhalb des cdk-Proteins, so dass eine bessere Substrat- und
Cyclin-Bindung ermdglicht wird. Die cdk1-Kinase wiederum phosphoryliert cdk7 und aktiviert
diese so durch eine Rickkopplungsschleife (Garrett et al.; 2001, Nigg, 1996). Eine weitere
Funktion von cdk7 ist, die RNA-Polymerase Il und evtl. weitere Substrate, die mit der
DNA-Reparatur verknipft sind, zu phosphorylieren (Drapkin et al., 1996;
Svegstrup et al., 1996). Der CAK-Komplex ist wahrend des gesamten Zellzyklus exprimiert
und somit nur Uber Modifikationen aktivierbar bzw. regulierbar (Schneider et al., 2002). Die
Phosphatase KAP (engl.: kinase associated phosphatase) wirkt als ein antagonistisches Enzym
zur CAK (Hannon et al., 1995)(Abb.1.4).

Die B-Typ-Cycline sind fir die Regulierung des G,/M-Ubergangs verantwortlich. Cyclin B1
liegt mit cdkl alsinaktiver Komplex vor, der am Ende der G,-Phase durch Dephosphorylierung
bzw. Phosphorylierung aktiviert wird, als MPF-Komplex (MPF-Komplex, engl.: maturation
promoting factor) in den Kern trandoziert und dort M-Phase Gene initiiert. Dieser Vorgang ist
essentidl fur den Eintritt in die Mitose (Hagtingetal., 1998,; Jnetal.,, 1998, Ohi und
Gould, 1999; Takizawa und Morgan, 2000). Die Akkumulation von
Cyclin B1l/cdk1-Komplexen wird u.a. durch die Inaktivierung des APC/C-Komplexes (engl.:
anaphase promoting complex/ cyclosome) durch den Cyclin A/cdk2-Komplex erreicht
(Furuno et al., 1999). Dieser Komplex ist fur die Degradation der mitotischen Cycline
verantwortlich. Da Cyclin A in der Mitose kaum noch aktiv ist bzw. exprimiert wird, ist eine
Degradation von CyclinB1 durch APC/C nach Eintritt in die Mitose gewdhrleistet. Der
CyclinBl/cdkl-Komplex ist an de Regulation des Spindeapparates, der
Centrosomen-Separation, an dem Aufbau des Mikrotubuli-Netzwerkes, des Zytoskeletts und
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des Golgi-Apparates betelligt, so dass ein geordneter Ablauf der Mitose gewdhrleistet ist
(Jackman et al., 1995).

1.1.1.3.  cdk-Inhibitoren (CKI)

Die Aktivitét der Cycline und cdks ist zusédtzlich durch Inhibitoren der cdks steuerbar (CKI,
engl.: Cyclin dependend kinase I nhibitor). Diese Inhibitoren kénnen durch direkte Bindung an
cdks deren Aktivité beeinflussen. Dabel handelt es sich zum Einen um Proteine der
Ink4-Familie (engl.: Inhibitor of cdk4) (Chanetal.1995, Hannon und Beach, 1994,
Kohetal., 1995, Lukasetal., 1995 Ruas und Peters, 1998, Serranoetal., 1993) und zum
Anderen um die Cip/Kip-Proteine (engl.:Cyclin inhibitory protein/ Kinase inhibitory protein)
(Hengst und Reed, 1998, Nakayama, 1998). Erstere umfasst die Proteine pl6™#, pl5™®,
p18m™“ und p19™«, diein der Lage sind, cdk4 und cdk6 durch direkte Bindung zu hemmen und
einen G-Arrest auszulésen. Durch die Bindung von p16 und pl19 an die nicht an Cycline
gebundenen cdk4/cdk6-Kinasen, wird die ATP-Bindung durch strukturelle Anderungen
verhindert (Baumgartner et al., 1998; Brotherton et al., 1998; Russo et al., 1998;
Venkataramani et al., 1998). Die zweite Gruppe besteht aus den Mitgliedern p21°°, p27<* und
p57¢*  (e-Deiry etal., 1993; Harperetal., 1993; Leeetd., 1995, Matsuokaet al, 1995;
Polyak et al., 1994; Toyoshima und Hunter, 1994). Diese besitzen ein breiteres Spektrum an
cdks, die gebunden und inaktiviert werden konnen. Die Bindung an die cdks ist
Cyclin-unabhéngig. Die Inhibierung kommt auch hier durch die Blockierung der
ATP-Bindung zustande (Katoetal., 1994; Russoetal., 1998), was ebenfals zu enem
G,-Arrest fuhrt. Das p21-Protein wird z.B. nach DNA-Schédigung durch p53 induziert. So
wird entweder der Zellzyklus zu Gunsten der Reparatur der DNA-Schéden arretiert oder die
Apoptose eingdeitet (el-Deiry etal., 1994; Lietal., 1994, Mowat, 1998; Weinert, 1998).
Bereits durch eine minimale Anderung der Expression eines Cyclins oder eines Inhibitors,
kann die Zdlzyklusprogresson beschleunigt oder verlangsamt werden (Sherr und
Roberts, 1999).

gglf'linBl — g C Abb.1.2 Schematische Darstellung der
CKls: p21/p27 y Cyclin-, cdk- und CKI-Expression
innerhalb des Zellzyklus

Der Zelzyklus wird in verschiedene Phasen

M

N unterteilt. Mitogene Einflisse kénnen in da

G,-Phase eine Wirkung auf die Zelle ausiben

Cyclin A Gz & (schwarz markierter Teil). Der Restriktionspunkt
e cyclinD1/2/3 | jst durch R gekennzeichnet. Die Pfeile
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P hauher P! Cyclin-Expression sowie die Komplexbildung mit

den jeweiligen cdks und die mdgliche
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Differenzierungsstadium.

5



Einleitung

1.1.2.  Anderung der subzellularen Lokalisation des
Cyclin B1/cdk1-Komplexes und CDC25C (Takizawa und Morgan, 2000;
Abb.1.3/1.4)

Nukleére Ereignisse der Mitose finden statt, sobald der Cyclin B1/cdk1-Komplex wahrend der
Prophase in den Kern trandoziert. Bei diesem Prozess spielt die Lokalisation der aktivierten
Phosphatase CDC25C €eine grofe Rolle. Anderungen des Phosphorylierungsstatus dieser
beiden Proteine helfen der Zdle den Beginn der Mitose zu kontrollieren (Ohi und
Gould, 1999). Neben dem G,/S-Kontrollpunkt gewinnt der G,/M-Kontrollpunkt immer mehr
an Bedeutung. Die meisten Untersuchungen weisen darauf hin, dass CDC25C, wie Cyclin
Bl/cdkl, wéhrend der Interphase eine cytoplasmatische Lokalisation aufweisen. Humanes
CDC25C enthdlt eine NLS-Sequenz (AS240-244, KVKKK) und ene leucin-reiche
NES-Sequenz  (engl.: nuclear export sequenz; AS190-199, LXXXLXXLXL)
(Graveset al., 2001). Wahrend der Interphase wird CDC25C an Ser216 durch C-TAK1 (engl.:
CDC-twentyfive associated kinase 1) phosphoryliert, was zu einer Rekrutierung von
14-3-3-Adapter-Proteinen und infolgedessen zur Inaktivierung fuhrt (Peng et al., 1998). Durch
seine Bindung an 14-3-3-Adapter Proteine wird der Import von CDC25C in den Kern inhibiert,
da die NLSSequenz sch in de Ndhe von da ASSer216 befindet.
CDC25C/14-3-3-Komplexe sind wahrend der kompletten  Interphase  présent
(Ddadl et al., 1999; Graveset al., 2001; Pengetal., 1998,)). C-TAK1 ist ebenfals in der Lage,
Einfluss auf den Ras-Signaweg zu nehmen. Durch Phosphorylierung und Interaktion mit
14-3-3-Adapter-Proteinen wird KSR1 (engl.:Kinase Suppressor of Ras 1; AS Ser392) im
unstimulierten Zustand im Cytoplasma zurtickgehalten (Muller et al., 2001). Unter Stimulation
des Ras-Signalweges ist diese Phosphorylierung vermindert und der Komplex trandoziert an
die Cytoplasmamembran und interagiert mit Raf und MAPK (engl.: mitogen activated protein
kinase).

Unreplizierte DNA oder DNA-Schéden sind fur einen G,-Block verantwortlich. Die beiden
Kinasen chkl und cdsl, die durch DNA-Schadigungen aktiviert werden, phosphorylieren
CDC25C ebenfalls an der AS Ser216, wodurch die Progression in die M-Phase verhindert
wird (Blasinaetal., 1999; Furnari et al., 1999; Sanchez et al., 1997). Dadurch entsteht die
Moglichkeit, die Schaden zu reparieren. Zusdtzlich wird die Kinase Weel phosphoryliert und
aktiviet, wodurch der Cyclin BY/cdk1l-Komplex inaktiviert wird (Badin  und
Ducommun, 1995; Heald et al., 1993). Ob die CDC25C-aktivierende Kinase Plk1 (engl.: Polo
like kinase 1) durch chkl und cdsl inhibiert wird, ist noch unklar. Bisher gibt es weder
Hinweise darauf, wie C-TAK1 reguliert werden kann, noch welcher Effekt fir das
Abdissoziieren des 14-3-3-Adapters-Proteins von CDC25C verantwortlich ist. Die
Phosphatase, die die Dephosphorylierung des Ser216 von CDC25C katalysiert, ist ebenfalls
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noch unbekannt. Es gibt Hinweise, dass dieses durch ene Isomerase katayset wird
(Stukenberg und Kirschner, 2001; Zhou et al., 2000). Die Dephosphorylierung von CDC25C
ist ein entscheidender Schritt, CDC25C zu aktivieren. Zusétzlich braucht CDC25C eine
Hyperphosphorylierung des N-terminalen Bereichs von 12-20 AS, um vollsténdig aktiv zu
werden, Cyclin Bl/cdkl zu dephosphorylieren und dementsprechend das Programm Mitose
ablaufen zu lassen. Diese Hyperphosphorylierung trégt auch zur Inhibierung der
NES-Funktion bei (Hagting et al., 1999; Kumaga und Dunphy, 1999; Li etal., 1997; Pines
und Hunter, 1994; Toyoshima-Morimoto et al., 2002). Dieses wurde bisher nur von der
Plk1-Kinase oder von dem Xenopus-Plkl-Homolog Pix1 katalysiert (Abrieuetal., 1998;
Cogswdll et al., 2000; Kumagai und Dunphy, 1996; Qianetal., 2001). Die Kinase Pkl
phosphoryliert u.a. Ser198, welches die Bindung des Exportins Crml an die NES-Sequenz
verhindert (Yang et al., 1998). Somit akkumuliert CDC25C im Nukleus und kann dort seine
Aktivitdt entfalten. Plkl wiederum wird von ener durch DNA-Schaden aktivierten
E3-Ubiquitin-Ligase ubiquitiniert und dem 26S-Proteasom zugefihrt (Kang et al., 2002).

aktiv @ @ M
CDC25C inaktiv;
Eintritt in die Mitose
ist blockiert l ‘ MPF
Ser216 - E) Cyclin B1
O ~ A — O—
‘ ??7? aktiv
14-3-3

Cytoplasmatische und nukleédre Ereignisse

G2

Abb.1.3 Molekulare Mechanismen zur Kontrolle der Aktivierung von CDC25C zu Beginn
der Mitose

CDC25C wird an der AS Ser216 durch C-TAK1 und den Kinasen chkl und cdsl, die durch DNA-Schéden
aktiviert werden, phosphoryliert und durch Rekrutierung von 14-3-3-Adapter-Proteinen inaktiviert. Die
Dephosphorylierung an der AS Ser216 der CDC25C-Phosphatase erfolgt nach einem bisher unbekannten
Mechanismus. CDC25C benétigt eine Hyperphosphorylierung am N-Terminus, welches durch Plk1
bewerkstelligt wird, um vollstdndig aktiv zu werden. Die Dephosphorylierung wiederum erfolgt durch die
Phosphatase PP2A. Die Aktivierung von Cyclin Bl/cdkl fangt mit der Dephosphorylierung durch CDC25C
an. Der letztendlich hyperphosphorylierte Cyclin B1/cdk1-Komplex akkumuliert im Nukleus und initiiert die
Mitose. Allerdings werden zuvor ebenfalls cytoplasmatische Ereignisse wie Centrosomen-Separation und
Golgi-Umlagerung initiiert. Die Lokalisation der verschiedenen Proteine ist nicht berlicksichtigt. MPF: engl.:
maturation promoting factor; ???: bisher nicht geklart.

Die cdk1-Aktivierung ist ebenfals ein mehrstufiger Prozess, welcher mit der Bindung des
regulatorischen Cyclin B1 beginnt. Die cdk1-Kinase wird durch Phosphorylierung an der
AS-Tyrl5 (durch die Kinase Weel) und Thr14/Tyr15 (durch die Kinase Myt1) wahrend der
Interphase in einem inaktiven Status gehaten. Wahrend Weel bis auf die Prophase nuklegr
lokalisiert ist, befindet sich die Myt1-Kinase wahrend des gesamten Zellzyklus im Cytoplasma
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(Muéller et al., 1995). Uberexpression von Myt1 verzigert den Start der Mitose, da der inaktive
Komplex Cyclin Bl/cdk1 im Cytoplasma zurtickgehalten wird. Die Dephosphorylierung des
Cyclin Bl/cdk1-Komplexes durch CDC25C ist der erste Schritt der Aktivierung. Eine
cdk1-Thr161-Phosphorylierung durch CAK aktiviert den Cyclin Bl/cdk1-Komplex. Dieser
aktiviete Komplex ist nun in der Lage, CDC25C am N-Terminus zu phosphorylieren
(Hoffmann et al., 1993). Die cdk1-Kinase aktiviert somit ihren eigenen Aktivator, was zu einem
positiven Rickkopplungseffekt fuhrt (Abb.1.4). Weiter hat aktiviertes cdkl die Mdglichkeit
den Inhibitor Weel durch Phosphorylierung zu inaktivieren. Es gibt auch Hinweise darauf,
dass PIk1 ebenfals in eine pogtive Rickkopplungsschleife einbezogen werden kann. Auch
Cyclin B1 wird durch cdkl aktivierend phosphoryliert. Fir weitere Phosphorylierung ist Plk1
zustandig (Toyoshima-Morimoto et al., 2000/ Abb.1.4). Somit wird der
Cyclin BY/cdk1-Komplex durch CDC25C, CAK, sich selbst, und Plk1 aktiviert

Die Kontrolle der Cyclin Bl/cdk1-Kinase-Lokalisation durch diverse Modifizierungen ist fur
den G,/M-Kontrollpunkt essentiell. Der Cyclin Bl/cdk1l-Komplex wird kontinuierlich
zwischen Kern und Cytoplaama hin und her transportiert (Mooreet al., 1999;
Takizawaet al., 1999, ). Die cytoplasmatische Lokalisation wahrend der Interphase ist auf eine
42-AS-Region, dem cytoplasmatischen Retentionssignal (CRS), welches sich im N-terminalen
Bereich befindet, zurickzufuhren. In diesesm CRS befindet sich ene leucin-reiche
NES-Sequenz. CyclinB1 wird durch das Exportprotein Crml aus den Kern exportiert.
Wahrend der Interphase Uberwiegt der Export, wodurch Cyclin Bl/cdkl cytoplasmatisch
lokaisiert und zusdtzlich inaktiviert ist. Weder CyclinB1l noch cdkl bestzen ene
NLS-Sequenz. Cyclin B1 bindet direkt an das Importprotein Importin 3 und benétigt keine
Interaktion mit Importin a.. Normaerweise bindet Importin o. das zu transportierende Protein
(z.B. CyclinE), welches dann mit Hilfe von Importinp in den Kern gelangt. Dieser
Tri-Komplex wird in einer GTP-Ran-abhéngigen Weise im Kern getrennt. Cyclin B1 muss
ebenfalls mit Hilfe eines nuklegren Faktors von Importin § abdissoziieren. Dabei handelt es
sich nicht um den bekannten Faktor GTP-Ran. Die Importsequenz, die fur die Interaktion mit
Importin § verantwortlich i, ist bisher nicht bekannt. Wahrend des Beginns der Mitose ist
CyclinBl an vier oder funf Serin-Resten in dem Bereich der CRS/NES-Region
hyperphosphoryliert. Dadurch ist keine Bindung zu Crm1 mdglich und Cyclin B1 wird vor
dem Export geschitzt. Es gibt Hinweise darauf, dass die Phosphorylierungen in der
CRS-Region auch fur einen verstérkten Import verantwortlich sind, allerdings nicht durch
Importin 3. Bel Inhibierung des Exportproteins Crml durch LeptomycinB (LMB),
akkumuliert Cyclin B1/cdk1, unabhangig vom Phosphorylierungsstatus, im Kern.
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Abb.1.4 Molekulare Mechanismen zur Kontrolle der Aktivierung des Cyclin B1/
cdk1l-Komplexes zu Beginn der Mitose

CDC25C wird an der AS Ser216 durch C-TAK1 und den Kinasen chkl und cdsl, die durch DNA-Schéden
aktiviert werden, phosphoryliert und durch Rekrutierung von 14-3-3-Adapter-Proteinen inaktiviert. Die
Dephosphorylierung an Ser216 der CDC25C-Phosphatase erfolgt nach einem bisher unbekannten
Mechanismus. CDC25C bendtigt eine Hyperphosphorylierung am N-Terminus, welches durch PIk1 und cdkl
selbst bewerkstelligt wird, um vollsténdig aktiv zu werden. Die Dephosphorylierung wiederum erfolgt durch die
Phosphatase PP2A. CDC25C kann sowohl durch Reprimierung der Expression durch p53 als auch durch
Interaktion mit anderen Proteinen inaktiviert werden (PCNA). Pkl kann nach DNA-Schadigung durch
Ubiquitinierung dem 26S-Proteasom zugefiihrt werden. Der Cyclin B1/cdk1-Komplex wird durch Mytl und
Weel im inaktiven Status gehalten. Durch Interaktion mit odkl verhindet LATSL de
Cyclin Bl/cdk1-Komplexbildung. Die Aktivierung von Cyclin Bl/cdkl fangt mit der Dephosphorylierung
durch CDC25C an. Fir weitere Aktivierungen ist die Kinase CAK (Thr161), Cyclin Bl/cdkl selbst und Plk1
verantwortlich. KAP ist der Antagonist von CAK. Der aktivierte Komplex ist in der Lage, sowohl CDC25C zu
phosphorylieren und so selbst zu einem positiven Rickkopplungsmechanismus beizutragen, als auch de
Weel-Kinase durch Phosphorylierung zu  inaktivieren. Der letztendlich  hyperphosphorylierte
Cyclin Bl/cdk1-Komplex akkumuliert im Nukleus und initiiert die Mitose. Allerdings werden zuvor auch
cytoplasmatische Ereignisse wie Centrosomen-Separation und Golgi-Umlagerung initiiert. Die Lokalisation der
verschiedenen Proteine ist nicht berticksichtigt. MPF: engl.: maturation promoting factor; ???. bisher nicht
geklart.

Neben al diesen Regulationsmechanismen spielen Effekte auf die Transkription, sowie
Interaktionspartner eine wichtige Rolle. So ist CDC25C auf transkriptioneller Ebene durch den
Zdlzyklus-Inhibitor p53 reprimierbar (Krause et al., 2001). Durch p53 wird die Expression
von sowohl Gadd45, welches die Cyclin Bl/cdk1-Kinase inhibiert (Zhan et al., 1999), als auch
die Expression des inhibitorischen p21-Proteins erhoht. Der Inhibitor p21 kann den Zellzyklus
sowohl am G,-Kontrollpunkt als auch am G,-Kontrollpunkt zu Gunsten der DNA-Reparatur
durch Inaktivierung von cdkl arretieren (el-Deiry et al., 1993). Sowohl Gadd45 as auch die
chk1-Kinase (aktiviert nach DNA-Schéden) werden durch das Tumorsuppressor-Protein
BRCAL1 (engl.: breast cancer susceptibility gene) hochreguliert (Mullanetal., 2001;
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Yadenetal., 2002). Weiter interagiert z.B. LATSL mit cdkl und inhibiert dadurch die
Komplexbildung von Cyclin-BLl/cdkl (Yang et al., 2001). Neben C-TAK1 kénnen auch noch
weitere Proteine mit CDC25C interagieren. So ist z.B. das PCNA-Protein (engl.: proliferating
cell nuclear antigen) dazu beféhigt, mit den AS 1-40 der CDC25C-Phosphatase zu interagieren
und deren Aktivitdt zu verringern. Ob dieses auf en Phosphorylierungs- oder
Transportphanomen zuriickzufihren ig, ist bisher ungeklart (Kawabeet al., 2002, Abb.1.4).
PCNA wird wiederum von p21 und durch eine weitere posttrand ationale Modifikation reguliert
(Hoege et al., 2002; Wagaet al., 94).

Bisher ungeklért ist ebenfalls die Tatsache, ob Cyclin B1/cdkl im Kern oder im Cytoplasma
aktiviert wird, bzw. bel welchem Aktivierungsstatus die Akkumulation im Kern erfolgt. So
spricht die Centrosomen-Separation und die Umlagerung des Golgi-Apparates fir ene
Aktivierung im Cytoplasma, wahrend ein ultrasensitiver Mechanismus fir die Aktivierung im
Kern spricht. Dabei geht man davon aus, dass positive Riickkopplungsmechanismen erst tiber
einen bestimmten Schwellenwert stark genug sind, um z.B. eine verfriihte Mitose zu vermeiden.

1.2 Maligne Entartung von Zellen

Die Aufgabe einer Zdle ist es, das komplexe Zusammenspie zwischen Differenzierung,
Proliferation und Apoptose in einem prézisen Gleichgewicht zu haten. Die Zdle ist dabe
exogenen Faktoren ausgesetzt, auf die sie mit unterschiedlichen Signalkaskaden reagieren
kann. Infolge von Mutationen kann dieses empfindliche Gleichgewicht gestort werden. Im
zeitlichen Verlauf kann es zur Anhaufung von unterschiedlichen Mutationen im Genom
kommen, wodurch interne Kontrollpunkte ausgeschaltet werden kénnen. Die Deregulation auf
jeder Ebene der Signaltransduktion kann zu genetischer Instabilitét fuhren. Die Zdle ist in
dieser Situation nicht mehr in der Lage, DNA-Schéden zu erkennen bzw. zu reparieren und
weiterfihrend die Apoptose einzuleiten (Weinert et al., 1998). Zur malignen Transformation
kommit es schliefdich, wenn Zellen einen aul3er Kontrolle geratenen Zellzyklus durchlaufen und
sich ungehemmt teilen kénnen.

Fehlregulationen genetischen Usprungs konnen in Form von Trandokation (verdnderte
Umgebung des Gens), Punktmutationen oder Deletionen auftreten. So gerét beispielsweise das
c-myc-Gen durch ene t(8:14) Trandokalisation im Burkitt-Lymphom unter Kontrolle des
Verstarker-Elementes (engl.: enhancers) des IgM-Lokus (Eu-Enhancer). Die spezifische
Uberexpression des c-Myc-Proteins zieht eine Deregulation der Zellzyklusprogression nach
sich, was zu einer unkontrollierten Proliferation beitrégt (Gaidano und Dalla-Favera, 1993).
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Im humanen Organismus mussen funf bis sechs Gene mutiert vorliegen, damit eine maligne
Transformation entstent (Petoetal., 1975). Die Ursache ist in der Redundanz der
verschiedenen Sicherungsmechanismen zu suchen. Die verschiedenen Signalkaskaden fir
Differenzierung, Proliferation und Apoptose setzen sich aus  verschiedenen
Proto-Onkoproteinen zusammen, weisen aber auch eine Vielzahl von Uberlagerungen auf. Eine
Zdle ist oft in der Lage, den Ausfall eines Proteins durch den Einsatz anderer Proteine zu
kompensieren. Bei weiteren Mutationen in anderen Signalwegen kommt es zu einer Anhaufung
von Kontrollverlusten und schliefdich zur malignen Transformation. Bel  genetischer
Pradisposition kann sich dieser V organg wesentlich beschleunigen.

Proteine, die im Zdlzyklus und/oder in der Signaltransduktion involviert sind und durch
Deregulation einen malignen Phanotyp verursachen, werden as Proto-Onkogene bezeichnet.
Bei den Zdlzyklusproteinen handelt es sich groftenteils um Proteine, die an G,/S-Ubergang
involviert sind. So gelten neben Ras und Myc ebenfalls Cyclin D1, CyclinE, CDC25B und
E2F as Onkogene (Geisen und Moérdy, 2002, Haasetal. 1997; Johnson, 2000;
Karsunky et al., 1999; Rodriguez-Pueblaet al., 1999; Yao et al., 1999).

Tumorsuppressorgene sind solche Gene, deren Funktionsverlust die Tumorentstehung fordert.
Eine der am haufigsten auftretende Mutation betrifft das Tumorsuppressorgen p53
(Hollstein et al., 1991; Vogelstein, 1990). Das p53-Protein ist ein Transkriptionsfaktor, der als
Multimer an die DNA der zu regulierenden Gene binden kann. Ist nur ein p53-Alle mutiert,
kann das daraus resultierende mutierte Protein andere p53-Proteine inaktivieren. Dieses
bezeichnet man as transdominante Mutante (Shaulianetal., 1993). Somit ist die
proliferationshemmende  Wirkung nicht mehr gewéhrleistet  (Clarkeet al., 1993;
Loweetal., 1993). Ein weiteres Beispid ist das Retinoblastoma-Protein, welches eine
entscheidende Rolle in der Zellzyklusregulation der G,/S-Progression tbernimmt (Adams und
Kaelin, 1998). So gelten auch vide der CKls als potentielle Tumorsuppressoren. Allerdings
zeigte in den untersuchten Tumoren nur pl6 eine hohe Mutations- oder Inaktivierungsrate
(Hall und Peters, 1996; Hirama und Koeffler, 1995; Kamb et al., 1994; Nobori et al., 1994).
Aber gerade die CKls (oder auch p53) werden durch die virden Onkoproteine E6/E7 des
HPV-Virus (engl.: human papillomavirus) inaktiviert (Funk und Galloway, 1998). Ein anderer
Mechanismus ist die erhthte Expression eines anti-Apoptose-Proteins (z.B. Bcl-2/ Gaidano
und Dalla-Favera, 1993; Hunter, 1997). Durch die Inhibierung der Apoptose hat die Zelle keine
Wahl und differenziert oder proliferiert weiter.
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1.2.1. lIdentifizierung von  Proto-Onkogenen  durch  retrovirale

Mutagenese

Durch Infektion von Mausen mit einem nicht akut transformierenden Retrovirus (z.B.
MoMuLV-Virus (Moloney Murine Leukemia Virus), dessen Genom kein Onkogen enthalt,
konnten Gene isoliert werden, diein der malignen Transformation von T-Zellen involviert sind
(retrovirale Mutagenese). Man konnte durch die provirale Insertion der DNA mit ihren starken
transkriptionsaktivierenden Sequenzen in lymphoiden Neoplasen Onkogene isolieren, die
entweder mutiert oder aktiviert waren (Cuyperset al., 1984 und 1986; Seltenet al., 1985 und
1986). Bel den am haufigsten identifizierten retroviralen Zielgenen handelte es sich um ¢/N-myc
(Leucin-Zipper  Transkriptionsfaktor), CyclinD1/D2 (Zelzyklus-Regulatoren), Pim-1
(Serin/Threonin-Kinase) und Gfi-1 (Zink-Finger Transkriptionsfaktor). Durch die provirae
Insertion werden diese transkriptionell aktiviert. Die Uberexpression der Proteine ist an der
Bildung von T-Zdl-Lymphomen beteiligt. Dieses konnte in Studien mit transgenen Mausen
eindeutig gezeigt werden (MOroy etal., 1991; Scheijenetd., 1997, Schmidt et al., 1996;
Selten et al., 1984; van Lohuizen et al., 1989 und 1991, Zornig et al., 1996). Durch Herstellung
transgener Méause konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass Pim-1, Myc und Gfi-1 in jeder
Kombination miteinander in der Tumorgenese kooperieren  (Schmidt et al., 1996;
Schmidt et al., 1998a; Zornigetal.,, 1996). Pim-1 gehdrt in  ene Familie von
Serin/Threonin-Kinasen  (Friedmannetal., 1992; Padma und Naggaran, 1991;
Sariset al., 1991). Weitere Mitglieder sind Pim-2 und Pim-3, die wahrscheinlich &hnliche
Funktionen wie Pim-1 ausiiben (Baytdl et al., 1998; Breuer et al., 1989; Eichmann et al., 2000;
van der Lugt et al., 1995). So kann z.B. Pim-2 die Funktion von Pim-1 in Pim-1-defizienten
Méausen Ubernehmen (vander Lugt et al., 1995). Weiter wurde auch Pim-2 als provirde
Integrationsstelle gefunden. Pim-2 kann ebenso wie Pim-1 zur Entstehung lymphoider Tumore
beitragen (Allanetal.,1997; Breueretal.,1989). Die physologische Rolle der
Serin/Threonin-Kinase Pim-1 blieb dabel allerdingsim Unklaren.

1.3. Pim-1 als Onkogen

Das Pim-1-Gen wird in hamatopoetischen Organen wie Thymus, Milz und fotaler Leber aber
auch im Hoden exprimiert (Padma und Naggaran, 1991; Sariset al., 1991) und kodiert fur
zwel Protein-Kinasen, die durch dternative Initiation eines ATG (34 kD, 313 AS) und eines
CTG (44 kD) gebildet werden. Letztere konnte in humanen Geweben bisher alerdings nicht
nachgewiesen werden. Pim-1 besitzt eine typische Kinase-Doméne, einen Phosphat-Anker und
ein aktives Zentrum. Das bisher gefundene Pim-1-Phosphorylierungs-Konsensus-Motiv ist
(K/IR)-X-S/T-X. Dabel it X weder eine basische noch ene grof3e hydrophobe AS
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(Friedmann et al., 1992). Pim-1ist in der Lage sich zu autophosphorylieren, besitzt selbst aber
kein Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv (Palaty et al., 1997a und 1997b).

1.3.1.  Pim-1 ist ein direktes Zielgen des JAK/STAT-Signalweges

Die Pim-1 Expresson kann durch Zytokine aktiviert werden (Borgetal., 1999;
Buckley et al., 1995; Demoulin et al., 1999; Horseman, 1995; Jaster et al., 1999a und 1999b;
Matikainen et al., 1999; Shiroganeet al., 1999; Yip-Schneider et al., 1995). Dabel ist die
Induzierung durch IL-2, IL-3, IL-6, IL-7 und Prolaktin am besten untersucht. Die Signale der
oben genannten Zytokine werden von dem JAK/STAT-Signalweg (engl.: Janus Kinase, Signal
transducer and activator of transcription) durch die Aktivierung von STATS weltergeleitet
(Abb.1.5; Buckley et al., 1995; Demoulin et al., 1999; Matikainen et al., 1999;
Jaster et al., 1999b; Templeet al., 2001; Kawashimaet al., 2001). Pim-1 wird ebenfals tber
weitere Stimuli wie z.B. GM-CSF (Lehtonen et al., 2002) oder Uber BCR/ABL und STAT5
(Nieborowska-Skorska et al., 2002; Nosaka und Kitamura, 2002) aktiviert. STAT3 wird durch
die Zytokine IL-2, IL-5, IL-6, IL-11, Interferony und G-CSF aktiviert (Jaster et al., 1999
Matikainen et al., 1999; Narimatsu et al., 2001, Shiroganeet al., 1999). STAT3 und STAT5
binden direkt an die Promotor-Elemente des Pim-1 Gens (Borg et al., 1999). Expression von
dominant-negativen Pim-1-Allelen unterlaufen die durch STAT3-vermittelte Aktivierung und
inhibieren die Zytokin-vermittelten Effekte (Shirogane et al., 1999). Das
Tumorsuppressor-Protein p53 reduziert die STAT3-Phosphorylierung und sorgt so fiur die
Reprimierung der STAT3-Zielgene (Linetal., 2002). Aktiviete STAT-Proteine konnen
wiederum auch von Pias-Proteinen (engl.: Protein inhibitor of activated STAT) inhibiert
werden, was dementsprechend zu ener Reprimierung der STAT-Zielgene fuhrt. Der
Transkriptionsfaktor Gfi-1 kann durch Interaktion mit Pias3 selbiges inaktivieren und so den
STAT3-Signaweg verstédrken (Chung et al., 1997; Rodel et al., 2000) (Abb.1.5). In letzter Zeit
wurden Hinweise gefunden, dass Pias-Proteine die E3-Ligase-Funktion fir einen neuartigen
SUMO-Signalweg Ubernehmen (&hnlich dem Ubiquitin-Signalweg), in dem Proteine
posttrandational modifiziet werden (z.B. p53; Jackson, 2001; Kahyoetal., 2001,
Sachdev et al., 2001; Schmidt und Muller, 2002). NFxB ist ein weiterer Transkriptionsfaktor,
welcher die Expression von Pim-1 z.B. in B-Zellen erhoht (Zhu et al., 2002).

Pim-1 defiziente Mause zeigen eine Stérung in der IL-3 und IL-7 abhéngigen Proliferation von
Mast- und pré&B-Zelen im Knochenmark (Domenet al., 1993a, 1993b und 1993c). Pim-1
besitzt einen Einfluss sowohl auf die Apoptose, as auch auf die Zelproliferation und
Differenzierung. Die anti-apoptotische Wirkung ist in unabhéngigen experimentellen Systemen
in ener Rehe von Veoffentlichungen direkt oder indirekt bewiesen worden
(Lilly und Kraft, 1997, Lilly etal., 1999; Nosakaet al., 1999; Pircher et al., 2000;
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Shirogane et al.; 1999, Wang et al., 2001). So spielt Pim-1 in der frihen T-Zel-Entwicklung,
der sogenannten p-Selektion im Thymus, ene entscheidende Rolle (Jacobset al., 1999;
Leduc et al., 2000; Schmidt et al., 1998b). Eine Uberexpression des Pim-1-Proteins in
Eu Pim1 transgenen Mausen fihrte zu einer erhdhten Zellzyklusprogression in den doppelt
negativen T-Zellen. In Pim-1 transgenen und Ragl defizienten Mausen ist Pim-1 in der Lage,
den durch Verlust des Ragl-Proteins verursachten Block in der CD4/CD8-Population
tellweise aufzuheben. In diesem System konnen CD4/CD8 doppelt-negative Zelen auch
ohne TCR-p-Kette zu CD4/CD8 doppelt positiven Zellen ausreifen (Leduc et al., 2000).

1.3.2.  Pim-1-Substrate und interagierende Proteine

Pim-1 kann durch Phosphorylierung die Aktivité des G,-Regulators CDC25A erhdhen
(Mochizuki et al., 1999, Abb.1.4b). Diese Interaktion wurde in
GST-Interaktions-Experimenten mit Rat-1-Zellen entdeckt. Somit konnte Pim-1 eine Funktion
als postiver Regulator der Zelzyklusprogresson einnehmen. Durch das klassische
Hefe-Interaktions-Experiment  (engl.: Y east-two-Hybrid-System) wurden inzwischen einige
weitere Proteine als Pim-1-Interaktionspartner isoliert. So wird Pim-1 durch die Interaktion mit
einem nukledren Adapterprotein pl00 eine transkriptionelle Regulation Uber c-myb
zugeschrieben  (Leversonet al., 1998; Pearson und Weston, 2000). Ein  waterer
Bindungspartner ist das Protein HP-1 (Heterochromatin associated protein 1), welches
Heterochromatin bindet (Koikeet al., 2000). Man nimmt fir HP-1 ene Rolle bei der
Repression der Transkription durch Chromatin-Modulierung (engl.: Chromatin-Silencing) an.
Weiter phosphoryliert Pim-1 den Transkriptionsfaktor NFAT (Rainio et al., 2002). Diese
Befunde unterstiitzen die Funktion von Pim-1 bei der Transkriptionskontrolle. Ein sogenanntes
SOCS1-Protein (Suppressor of cytokine signaling), welches im JAK/STAT-Signaweg
mitwirkt, soll durch Phosphorylierung stabilisiert werden (Chen et al., 2002). TRAF2/SNX6 ist
en weteres Protein, das an Pim-1 binden kann, weches im klassischen
Hefe-Interaktions-Experiment identifiziert werden konnte. Die Bindung an Pim-1 erlaubt
TRAF2/SNX6 eine Trandozierung vom Cytoplasma in den Nukleus (Ishibashi et al., 2001).
Welche Funktion Pim-1 Uber die Interaktion mit Pap-1 (engl.: Pim-1 binding protein) ausiibt,
ist noch unklar, da es sich bei Pap-1 um en noch nicht beschriebenes Protein handelt
(Maitaet al., 2000). Der anti-apoptotische Effekt von Pim-1 konnte durch die Interaktion mit
der Tyrosin-Phosphatase PTP-U2S erklart werden. Diese wird mittels Phosphorylierung durch
Pim-1 inaktiviert (Wang et al., 2001). Die Entdeckung, dass Pim-1 mit dem NuMA-Protein
interagiert (engl.: nuclear mitotic apoptosis protein), welches fir den Aufbau des
Spindelapparatesin der Mitose verantwortlich ist, verdeutlicht, dass Pim-1 auch eine Funktion
in der spdten G,-Phase und Mitose ausiiben kann (Bhattacharyaet al., 2002). Andererseits
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wurde bis jetzt nur in einer Publikation gezeigt, dass ein Protein einen Effekt auf die
Pim-1-Stabiliserung ausiibt. Dabel handelt es sich um das Hsp90-Protein (engl.:
Heat-Shock-protein 90), welches durch Unterstiitzung der Proteinfaltung zur Stabilisierung
von Pim-1 beitragen soll (Mizuno et al., 2001).
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Abb.1.5. Schematische Darstellung der Pim-1-Aktivierung und der bekannten
Pim-1-Funktionen

a Die Expression von Pim-1 wird durch die Transkriptionsfaktoren STAT3 und STAT5S direkt reguliert. In der
Promotorregion des Pim-1-Gens befinden sich STAT-Bindeelemente. Die STATs werden durch eine Vielzahl
von Stimuli, wie Interleukine (IL) oder Wachstumsfaktoren, tiber den JAK-Signalweg aktiviert. Von STAT3 ist
auch die reprimierende Regulierung durch p53 und Pias3 bekannt. Pias3 wird durch den Transkriptionsfaktor
Gfi-1 reprimiert. Pim-1 ist durch Phosphorylierung von Substraten in der Lage, die Zellzyklus-Progression zu
beschleunigen bzw. Apoptose-induzierende Faktoren zu inaktivieren. b: Dargestellt sind die zur Zeit bekannten
Interaktionspartner von Pim-1 und deren Funktionen. Die Phosphorylierung durch Pim-1 ist verantwortlich fur
die Inaktivierung von Repressoren, fur die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren bzw. regulatorischer
Proteine, fur die Stabilisierung von Proteinen, die in Signaltransduktionswegen involviert sind und fir die
Inaktivierung Apoptose-induzierbarer Proteine.

In Biochip-Expressions-Anaysen wurde gezeigt, dass Pim-1 nicht immer in verschiedenen
Tumoren Uberexprimiert wird. So konnte gezeigt werden, dass Pim-1 bel einer bestimmten
Mundkrebsart reprimiert (engl.. ora cavity cancer; Alevizosetal.,2001) und in
Prostata-Karzinomen tberexprimiert wird (Dhanasekaran et al., 2001). Das p53-Protein ist in
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Prostata-Karzinomen fur die Expression von konstitutivem STAT3-verantwortlich, einem
Transaktivator von Pim-1 (Lin et al., 2002).
Durch Sequenzierung der DNA in B-Zdl-Lymphomen, konnte gezeigt werden, dass Pim-1
hypermutiert ist (Pasgualucci et al., 2001).

1.4. Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Promotionsarbeit war es, mit Hilfe von Verfahren der
Hefe-Interaktionsklonierung neue Interaktionspartner und Substrate von Pim-1  zu
identifizieren, um die physiologischen Funktionen von Pim-1 aufzuklaren. Zu Beginn dieser
Arbeit war nur die Interaktion mit CDC25A bekannt. Diese Interaktion konnte alerdings bis
heute in keinem herkdmmlichen Hefe-Interaktions-Experiment reproduziert werden. Dieses
lasst vermuten, dass bestimmte Interaktionen nur in bestimmten Systemen gefunden werden
koénnen. Alle anderen Interaktions-Partner wurden in den letzten beiden Jahren identifiziert.
Das klassische Hefe-Interaktions-System beruht auf transkriptioneller Aktivierung, d.h. es
macht sich Protein-Interaktionen zunutze, die im Zellkern dattfinden. Im Falle von Pim-1
konnten potentielle Substrate isoliert werden (p100, TRAF2/SNX6, SOCS-1, PAP-1, HP-1),
von denen jedoch keins en abschliefendes Model fir Pim-1-Funktionen nach
Zytokineinwirkung liefern konnte.

Um den genauen Wirkmechanismus von Pim-1 aufzukléren, sollte zunéchst ein neuartiges
Hefe-Interaktions-System (engl.: RRS, Ras-Recruitment-System) mit einer cDNA-Bibliothek
der Ratte durchgefiihrt werden, welches die Isolierung moglicher Interaktionspartner erlaubt.
Als "Koder" wurde dazu das im Menschen exprimierte kurze Pim-1-Protein verwendet
(34 kD). Das neuatige RRS-System basiert auf der Aktivierung des mitogenen
Ras-Signalweges und ist dementsprechend im Cytoplasma lokalisiert (Aronheimet al., 1997,;
Broder et al., 1998; Hubsman et al., 2001; Maroun und Aronheim, 1999). Dieses System war
im Labor etabliert und auch von anderen Gruppen schon erfolgreich eingesetzt worden
(Aronheim et al., 1998; Lipinski et al., 1999).
Fur das Interaktionsexperiment wurde eine temperatursensitive Hefemutante verwendet, welche
durch eine Mutation bei einer Temperatur von 25°C wachsen kann, aber nicht bel der
restriktiven Temperatur von 36 °C (CDC25-2). Das inaktive Hefe-Ras-Protein (Ras-GDP)
wird durch den Ras-Guanyl-Nukleotid-Austausch-Faktor CDC25-2 zum aktiven Ras-GTP
umgewandelt. Bei 36°C ist das Wachstum blockiert, da Ras-GDP inaktiv bleibt. Das
"Koder"-Protein wird durch Fusion mit einem kongtitutiv aktiven Ras exprimiert (Abb.1.6).
Das humane Ras-Protein wird aktiv, wenn es an die Plasmamembran rekrutiert wird. Die
Expressons-Gen-Bibliothek  befindet sich in  enen HefeVektor, der das
v-src-Myristylierungssignal als Fusion mit jeder Sequenz aus der Bibliothek exprimiert. Die
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Expression steht unter der Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors. Somit ist
gewdhrleistet, dass die durch Galaktose induzierten Bibliotheks-Gene Proteine bilden, die an
der Plasmamembran lokaisiert sind. Findet eine Interaktion zwischen Bibliotheks- und
"Koder"-Protein gatt, gelangt das humane konstitutiv aktive Ras an die Cytoplasmamembran
und aktiviert dort das Ras-abhéngige Signal. Dain der Bibliothek auch SOS und Ras-Proteine
enthalten sind, die bei Expression auf Galaktose an der Plasmamembran lokalisiert sind, wurde
das Interaktions-Experiment in  Anwesenheit von GAP  durchgefuhrt.  Der
GAP-Austauschfaktor inaktiviert sowohl die mit Hilfe der c-DNA-Bibliothek exprimierten als
auch die endogenen aktiven Ras bzw. SOS-Proteine durch einen GTP/GDP-Austausch. Das
humane konstitutiv aktive Ras-Protein ist davon nicht betroffen.

A
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Abb.1.6 Schematische Darstellung des RRS-Systems

a Membranstandiges Ras-GDP wird durch einen GDP/GTP-Austausch durch CDC25-2 zu Ras-GTP aktiviert.
Ras-GTP ist fur das Anschaten des Ras-Signalweges verantwortlich. Die CDC25-2 temperatursensitive
Mutante ist bei der restriktiven Temperatur von 36 °C inaktiv. b: Das eingesetzte Protein (Koder) wird in einer
Fusion mit humanem aktivierten Ras exprimiert. Die Proteine der Bibliothek werden auf Glukose nicht
exprimiert. Der temperatursensitive Austauschfaktor CDC25-2 ist bei der restriktiven Temperatur von 36 °C
inaktiviert. Die Hefe-Zellen kénnen nicht wachsen, da der Ras-Proliferations-Signalweg nicht angeschaltet ist.
c/d: Die Bibliotheks-Proteine werden auf Galaktose exprimiert und sind durch das v-src-Myristylierungssignal an
der Plasmamembran lokalisiert. Interagiert das  Bibliotheks-Protein (Y)  nicht mit  dem
K 6der-Ras-Fusions-Protein, gelangt Ras nicht in die Néhe der Plasmamembran und das Wachstum ist gehemmt,
dader Austauschfaktor CDC25-2 bei der restriktiven Temperatur von 36 °C inaktiviert ist. Interaktion zwischen
dem Bibliotheks-Protein (X) und dem K éder-Ras-Protein fiihrt zur Membranlokalisierung von Ras, was zu einer
Aktivierung des Ras-Signaweges und damit zum Wachstum der Hefen auf Galaktose bei der restriktiven
Temperatur von 36 °C fihrt.

Nach Identifizierung eines Ratten-Proteins sollte das humane Homolog identifiziert und isoliert
werden. Im weteren Verlauf sollte die Interaktion zwischen Pim-1 und seinem
Interaktionspartner mit biochemischen und zellbiologischen Methoden untersucht werden, mit
dem Ziel, neue Einblicke in die molekularen Mechanismen, die fir einen geordneten Ablauf des
Z€ellzyklus notwendig sind bzw. bel dem Prozess der malignen Zellentartung eine Rolle spielen,
ZU gewinnen.
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2. Ergebnisse

Pim-1 ist eine cytoplasmatische Serin/Threonin-Kinase, die hauptsachlich im hamatopoetischen
System exprimiert wird und eine ATP-Bindungsstelle, ein aktives Zentrum und ene
Kinase-Homologie-Doméne besitzt. Pim-1 besteht aus 313 AS, resultierend in enem
Molekulargewicht von 34 kD (Abb.2.1). Ein AS-Austausch im aktiven Zentrum von Lysin (K)
gegen Methionin (M) an Position 67 (K67M) fiihrt zu einer inaktiven Pim-1-Mutante.

humanes Pim-1
Kinase-Homologie-Domane

1 44-52 67 313
aktives Zentrum
ATP-Bindungsstelle » KY

Abb.2.1 Struktur der humanen cytoplasmatischen Serin/Threonin Pim-1-Kinase

Das Pim-1-Gen besitzt einen offenen Leserahmen von 942 bp, resultierend in einem Protein mit 313 AS und
einem Molekulargewicht von 34 kD. Die Kinase beinhaltet eine ATP-Bindungsstelle, ein aktives Zentrum
sowie eine generelle Kinase-Homologie-Doméne. Ein Austausch der AS-Position 67 (K67M) fuhrt zu einer
Pim-1-Kinase inaktiven Mutante.

Esist bekannt, dass Pim-1 in der Tumorgenese mit verschiedenen Proteinen kooperiert. Durch
die Identifizierung und Charakteriserung neuer Interaktionspartner sollte ein Einblick in die
Funktion bei der Regulation der Zellzyklus-Progression erhalten werden.

2.1. Identifikation von Pim-1-Interaktionspartnern mittels eines

Hefe-Interaktions-Systems (RRS, engl.:Ras-Recruitment-System)

Um neue Interaktionspartner von Pim-1 zu isolieren und zu charakteriseren, wurde en
Hefe-Interaktions-Experiment  durchgefiihrt. Dabel  handelte es sich nicht um das
herkdbmmliche Hefe-System, das auf der Transkription von Selektionsmarkergenen beruht,
sondern um ein neuartiges System, in welchem die Protein-Protein-Interaktion im Cytoplasma
lokalisiert ist (Aronheim et al., 1997; Broder et al., 1998; Hubsman et al., 2001; Maroun und
Aronheim, 1999). Der Vortell dieses neuartigen Systems besteht darin, dass es in enem
anderen Kompartiment lokalisiert ist und dass die Interaktion zwischen dem "Koder"-Protein
und dem Bibliotheks-Protein durch das Wachstum der Hefe-Kolonien angezeigt wird.
Letztendlich ist die Lokalisation des "Koder"-Ras-Fusions-Proteins von Bedeutung. Dieses
befindet sich normaeweise zwar im Cytoplasma, gelangt aber nur an die innere
Plasmamembran, wenn es mit einem exprimierten myristylierten Bibliotheks-Protein
(Galaktose-induzierbar) bei der restriktiven Temperatur von 36 °C interagiert. Bel dieser
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Temperatur it das hefe-eigene CDC25-2-Protein inaktiv. Auf Glukose werden die
Bibliotheks-Proteine nicht exprimiert.

Bel der verwendeten Bibliothek handelte es sich um eine Hypophysen cDNA-Bibliothek der
Ratte (GC1-Tumorzellinie, GC1-B1-6; Hanjo Hennemann, unverdffentlicht). Die cDNA wurde
gerichtet im Leserahmen in den Vektor YesMdpA inseriert, welcher ein Myristylierungssignal
enthdt, so dass dle exprimierten Bibliotheks-Proteine an der cytoplasmatischen Membran
verankert werden konnen (Abb.2.2a). Die Gesamtkomplexitét der Genbibliothek liegt bel
3,9 Mio. unabhangigen Klonen (83 % rekombinant, 1,7 kb durchschnittliche Fragmentgrofie).
Zum Durchsuchen der Bibliothek wurde die inaktive Pim-1-K67M Mutante (Pim-1-DEAD)
verwendet. Dadurch sollte vermieden werden, dass ein neues Substrat phosphoryliert wird und
Pim-1 anschlief3end abdissoziiert, wodurch die Interaktion als Selektionskriterium verloren
ginge. Be dem "Kdoder'-Vektor pADNS-RRS handdt es sich um en Ras
Hefe-Expressions-Plasmid, welches fir das humane kongtitutiv aktive Ras-Protein kodieren
kann (Abb.2.2b). Die humane Pim-1-K67M cDNA wurde so in das Plasmid pADNS-RRS
eingesetzt, dass der Pim-1-Teil stromaufwérts an die Ras-kodierende Region fusioniert wurde.
Auf diese Weise konnte ein Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 55 kD gebildet
werden.
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Abb.2.2 Schematische Darstellung der verwendeten Hefeplasmide

a Die von der cDNA kodierten Proteine stehen unter der Kontrolle eines induzierbaren Galaktose Promotors.
Die Proteine werden as Fusion mit einem v-src-Myristylierungssignal exprimiert. Der Vektor kodiert fur eine
Ampicillin-Resistenz und einen auxotrophen Marker URA3 und liegt in Hefen in mehrfacher Kopienzahl vor
(2 micron). b: Die Pim-1-K67M-Sequenz wurde stromaufwérts an die Ras-Sequenz des Vektors pADNS-RRS
inseriert. Dieser Vektor beinhaltet einen ADH Promotor/Terminator, er kodiert fir eine Ampicillin-Resistenz
und einen auxotrophen Marker LEU2 und liegt in Hefen in mehrfacher Kopienzahl vor (2 micron). Das
Pim-1-K67M-Ras-Fusionsprotein enthélt 509-AS und besitzt ein Molekulargewicht von 55 kD (Pim-1-K67M:
34 kD; humanes Ras: 21 kD).
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2.1.1.  Kontrolle der Bibliothek und des RRS-Systems

Das neuartige Hefe-Interaktions-System wurde mit einem cdk4-"Koder"-Plasmid und einem
anderen Cyclin D1-Hefe-exprimierenden Vektor auf seine Zuverlassigkeit erfolgreich
Uberpriift. Um sicher zu gehen, dass im spéteren Verlauf Interaktionspartner isoliert werden
konnen, musste gezeigt werden, dass Pim-1 cDNA-Sequenzen in der verwendeten Bibliothek
vorliegen. Fur diesen Nachweis wurde die PCR angewendet (Oligonukleotide: mPim5, mPim1;
Ausgangskonstrukt: 1pug DNA  von jedem Bibliotheks-Aliquot). Das amplifizierte
PCR-Fragment beinhdtete nicht das Vollangen Pim-1-Fragment, sondern Uberspannte die
Basenpaare 1-645, da sich die Anlagestelle des 3'-Oligonukleotids im Exon 5, von insgesamt
6 Exons, befindet (Abb.2.3).

Abb.2.3 Nachweis von Pim-1 in der GC1l-Hypophysen-
Bibliothek der Ratte mittels PCR

Auf jedem Aliquot der Ratten-Bibliothek wurde eine PCR zum Nachweis
von Pim-1 durchgefiihrt. Die cDNA von Pim-1 ist in den Aliquots
GC1-B1 und GC1-B5 enthalten. M: Marker, 1 kB-Leiter.

Nachdem der Hefestamm CDC25-2 mit dem Pim-1-K67M-"Kdder"-Plasmid und dem
GAP-Plasmid transformiert worden war, konnte die korrekte Expression des
Pim-1-Ras-Fusionsproteines in Hefezellen mittels Immunoblot nachgewiesen werden
(Abb.2.4). Die Nummern 14/15 stellen unterschiedliche Klone dar. Hefezellen, die mit Jun-Ras
transformiert waren, wurden a's Negativ-K ontrolle verwendet.

Abb.2.4 Nachweis von Pim-1 in
Hefezell-Protein-Extrakten

Der Hefetamm CDC25-2 wurde mit
Plasmiden, die fir Pim-1-K67M-RRS und GAP
kodieren, transformiert. Nach Isolierung und
Animpfen der Klone wurde 1/10 der gesamten
Proteinprgparation auf einem SDS-Gel
aufgetrennt und im Immunoblot analysiert. Fur
den  immunologischen Nachweis  des
Pim-1-Fusionsproteins wurde en
Pim-1-Antikorper (AK) verwendet. Pim-1
konnte in beiden Hefezell-Protein-Extrakten
nachgewiesen werden. Jun-Z-Ras:
Negativ-Kontrolle; 14  und 15  stellen
Pim-1-Klon-Nummern dar.

4— Pim-1-K67TM-RRS

47kD —

32kD —
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2.1.2.  Suche nach Pim-1-Interaktionspartnern mittels des RRS-Systems

Alle weiterfihrenden Hefe-Interaktions-Experimente wurden mit dem in 1.1.1. beschriebenen
Klon Nr.14 durchgefihrt. Um zu gewéhrleisten, dass alle cDNASs aus der Bibliothek abgedeckt
wurden, wurde das Hefe-lnteraktions-Experiment drei Mal durchgeftihrt. In Abbildung 2.5 ist
schematisch das Selektionsschema der Interaktionssuche abgebildet. In alen Durchgangen
wurden 300-500 Kolonien isoliert und weiter selektioniert. Es wurden nur solche Klone weiter
untersucht, deren Wachstum bei der restriktiven Temperatur abhéngig von der Expression des
enthaltenen Bibliotheks-Plasmids war.

Durchsuchen der Gen-Bibliothek

Hefe-Transformation mit
"Koder"-RRS und Bibliothek

Galaktose-Abhangigkeits-Test
Glukose, 25 °C Galaktose, 36 °C Glukose, 25 °C
replika- Klone isolieren und
plattieren ausstreichen
e o

-— Positiv-Kontrolle

replika-
. - plattieren
Isolierung der positiven

Klone; Eliminierung der "falsch
positiven" Klone durch SOS-PCR Galaktose, 36 °C Glukose, 36 °C

/ T~

"K oder"-Spezifitats-Experiment

1o o [
1 [ ] [
10 [ o [

] ] [
m] |mp } |
o] ] [ [

Retransformation, jeweils:
Bibliotheks-Plasmid + "Kdder"-RRS

Bibliotheks-Plasmid + pADNS-RRS Glukose, 25 °C
ib.- i Glukose, 36 °C
Glukose, 25 °C JBip-Flasmid
"Koder" RRS pADNS-RRS

v
+ Bib.-plasmid ¥ Bib.-plasmid / positive Klone
_ > ’
Klone isolieren und T~ Galaktose. 36 °C

ausstreichen

N
Positiv-Kontrolle o oo /<e— Positiv-Kontrolle

Abb.2.5 Schematische Ubersicht des RRS-Systems

Nach der Hefe-Transformation mit dem "Kdder"-Plasmid und der Bibliothek wurden die Hefen bei 25 °C auf
Glukose inkubiert. Die Klone, die nach dem Replika-plattieren bei 36 °C auf Galaktose gewachsen sind, wurden
isoliert und erneut auf Glukose-Platten ausgestrichen. Nach der Inkubation der Klone bei 25 °C wurden die
Platten auf Glukose und Galaktose-Platten replika-plattiert und bei der restriktiven Temperatur von 36 °C
inkubiert. Von den positiven Klonen (Wachstum auf Galaktose-Platten bel 36 °C, kein Wachstum auf
Glukose-Platten bei 36 °C) wurde das Bibliotheks-Plasmid isoliert. Um “falsch-positive’-SOS-Klone
auszuschlielen, wurde eine SOS-PCR durchgefthrt. Mit weiter positiven Klonen wurde dss
"Koder"-Spezifitdts-Experiment  durchgefuhrt. Dafir wurden drei Klone isoliert, auf Glukose-Platten
ausgestrichen und bei 25 °C inkubiert. Nach Hochwachsen der Klone wurden die Platten auf Glukose und
Galaktose-Platten replika-plattiert und bei der restriktiven Temperatur von 36 °C inkubiert. Die Klone, die
letztendlich auf Galaktose bei 36 °C nur mit "Kdder" wuchsen, reprasentierten die positiven Klone dieses
Experiments. Das inserierte DNA-Fragment in dem Bibliotheks-Plasmid wurde sequenziert.
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Dies geschah durch Replika-Plattierung auf Galaktose- und Glukose-Platten. Von den
positiven Klonen wurde das Bibliotheks-Plasmid isoliert und einer SOS-PCR unterworfen, um
die "fasch-positiven” zu diminieren. Dabel handelte es sich um Proteine, die den
Ras-Signalweg direkt aktivieren oder um myristyliertes SOS (GDP/GTP-Austausch Faktoren).
Im "K6der"-Spezifitéts-Experiment wurde das isolierte Bibliotheks-Plasmid entweder mit oder
ohne "Koder"-Plasmid in den Hefesamm CDC25-2 retransformiert. "Echte”
Pim-1-interagierende Proteine sollten den CDC25-2-temperatur-sensitiven Phanotyp nur mit
dem Pim-1-"Koder" komplementieren konnen. Ein schematischer Uberblick ist in Abbildung
2.5 gezeigt.

Stellvertretend fUr die podgtiven Klone des "Koder"-Spezifitéis-Experimentes ist in
Abbildung 2.6 die Interaktion von Pim-1-K67M-Ras und GC-BY6131 gezeigt. In jedem
"Koder"-Spezifitéts-Experiment wurden der Leervektor pADNS-RRS mit dem isolierten Klon
und das Pim-1-K67M-"Koder"-Plasmid  (Pim-1-K67M-Ras) mit dem leeren
Bibliotheks-Vektor (pYesMdpA) as Negativ-Kontrollen verwendet. Als Positiv-Kontrolle
diente die bekannte Interaktion zwischen den Proteinen Jun und Fos (Jun-Z-Ras und M-Fos).
Der Leervektor pADNS-RRS und M-Fos dienten a's Negativ-Kontrolle.

"Koder" Bibliotheks-Plasmid Glukose, 25 °C  Galaktose, 36 °C Glukose, 36 °C

Pim-1-K67M-Ras  GC-BY6131
PADNS-RRS  GC-BY6131
Pim-1-K67M-Ras pYesMdpA
Jun-Z-Ras M-Fos _
pADNS-RRS M-Fos - F- AT

Abb.2.6 "Kdder"-Spezifitats-Experiment

Mit den nach dem  Gaaktose-Abhangigkeits Tess noch  positiven  Klonen  wurde des
"K 6der"-Spezifitats-Experiment durchgefiihrt. Pim-1-K67M konnte nur mit dem isolierten Protein GC-BY 6131
bei der restriktiven Temperatur von 36 °C auf Galaktose interagieren, da die Hefezellen wachsen konnten. Im
Gegensatz dazu konnten die Hefezellen, die entweder nur das Pim-1-K67M-Ras oder nur das isolierte
GC-BY6131-Protein enthielten, bei 36 °C auf Gaaktose nicht wachsen. Jun und Fos dienten als
Positiv-Kontrolle. Der Leervektor pADNS-RRS und M-Fos dienten als Negativ-Kontrolle. Bei 36 °C  auf
Glukose war die Expression der Bibliotheks-Plasmide reprimiert und es konnten in alen Félen keine
transformierten Hefen wachsen. Die Glukose-Platte bei 25 °C diente a's Wachstums-Kontrolle.

Die Interaktion zwischen dem Pim-1-K67M-Ras-"Kdder"-Protein und dem isolierten Klon
GC-BY6131 bei 36 °C auf Galaktose war deutlich zu sehen. Die ausplattierten Hefen auf der
Glukose-Platte, die bel 25 °C wuchsen, dienten a's Wachstums-Kontrolle.
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Tabellel gibt enen Uberblick iber die Anzahl der durchsuchten Klone in dre
unterschiedlichen Experimenten, die Anzahl der postiven Klone in den einzelnen
Experiment-Abschnitten, die der aussortierten "falsch-positiven”-SOS-Klone und letztendlich
Uber die am Ende wirklich Interaktions-abhéngigen positiven Klone. Nach Sequenzierung der
isolierten inserierten DNA-Fragmente aus den Bibliotheks-Vektoren wurden diese mit Hilfe
einer Sequenz-Datenbank verglichen. Dabel konnten vier Klone identifiziert werden, die
Sequenzen der Serin/Threonin-Kinase C-TAK1 und zwe Klone, die Sequenzen des
PKC-Zip-Protein (engl.: Protein-Kinase C-Zeta-I nteracting protein) enthielten. Zusétzlich
wurden en Zink-Finger-Proteinanteil und ein  unbekanntes Protein  KIAA1142
(Accession-Nummer: AB032968) identifiziert.

Durchsuchte Galaktose/ e .
Bibliotheks- Isolierte Klone Glukose jgﬁ%lf'.tats'l;rfﬁ Z.'To"e:t?
Klone abhangige Klone angige Kione \€lproteine

0,657 Mio. 417/angew.401 17/ 2x SOS 1 Zn-Finger-Protein
2,83 Mio. 296/angew.124 38/ 20x SOS 1 C-TAK1

3x C-TAK1
2,73 Mio. 458/angew.417 13/ 2x SOS 6 2x PKC-Zip

1x KIAA1142

Tab.2.1 Ergebnisse der Pim-1-K67M -Hefe-I nter aktions-Experimente mit der
cDNA-Bibliothek der Ratte (GC1-B1-6)

Gezeigt ist die Anzahl der durchsuchten Bibliotheks-Klone, die isolierten Galaktose-abhdngigen Klone, die
Anzahl der positiven Klone des Gaaktose-AbhangigkeitsTests, die €iminiete Anzahl do
"fal sch-postiven"-SOS-Klone und die letztendlich positiven Klone aus dem "Koder"-Spezifitats-Experiment. In
der letzten Spalte sind die dazu gehdrigen Proteine aufgeftihrt.

Da das C-TAK1-cDNA-Fragment am haufigsten in diesem Hefe-Interaktions-Experiment
isoliert worden war, zielten die weiteren Arbeiten darauf ab, die Interaktion zwischen Pim-1 und
C-TAK1 zu untersuchen. Das isolierte Fragment beinhatete einen durchgehenden offenen
Leserahmen, welcher die Basenpaare 1 bis 789 der C-TAK1-cDNA Uberspannte. Der
5-untrandatierte Bereich reichte bis -3. C-TAK1 steht fir CDC-twentyfive-associated
kinasel. C-TAK1 ist eine Serin/Threonin Kinase, die die Phosphatase CDC25C an der
AS Ser216 phosphoryliert und dadurch inaktiviert.
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2.2. Pim-1 interagiert mit C-TAK1 ebenfalls im herkdmmlichen

Hefe-System

Die Interaktion zwischen Pim-1 und C-TAK1, die mit Hilfe des RRS-Systems entdeckt worden
war, sollte auch mit dem herkémmlichen Hefe-System bestétigt werden. Dabei wurde
Pim-1-K67M an die DNA-bindende Doméane des bakteriellen LexA-Proteins fusioniert. Der
LexA-Vektor ist durch Methionin reprimierbar, weswegen darauf geachtet werden musste, dass
die Experimente ohne Methionin durchgefiihrt wurden. Der Hefestamm L40 ist URA3 und
LYS2 auxotroph und mit dem LacZ-Gen (3-Galaktosidase) stabil transformiert, welches
Bindungsstellen fur das LexA-Protein besitzt. Die isoliete C-TAK1-Sequenz
(C-TAK1-Y6131) wurde stromabwarts an die Transaktivator VP16-Sequenz fusioniert. Der
VP16-Vektor ist Galaktose-induzierbar. Durch Wechseln der Kohlenstoff-Quelle, kann die
Interaktion zweler Proteine in diesem L40-Hefessamm durch Messung  der
[3-Galaktosi daseaktivitét getestet werden.

Als Negativ-Kontrollen wurde ein LexA-Gfi-G-Protein verwendet, das keine Interaktion mit
Pim-1 zeigen sollte. In Abbildung 2.7 ist die Messung der [3-Galaktosidasesktivitdt gezeigt.
LexA-Pim-1-K67M ist selbst nicht transaktivierend (Daten nicht gezeigt).

b Abb.2.7 Erhéhung der B-
mGalaktose 2% Galaktosidaseaktivitat
WGlkose 3 12 durch die Pim-1/

g <4 LeXA-PIML-K67M C-TAK 1-Interaktion
§ 100 < LexAGHi-G a y-Achse rdaive R
g 5ol Galaktosidaseaktivitét.  Gezeigt
& E‘-Vplﬁ'c’TAKl’Yem ist eine deutliche Erhdhung der
0 [3-Gal aktosidaseaktivitét, die
LexA-Pim-1-K67M AR durch die Pim-1/ C-TAK1-
LexA-Gfi-G - -t F .
UPL6.C-TAKLY6131 + + + + Y 6131-Interaktion zustande
kommt  (Galaktose).  Durch

Glukose ist die Expression des
VP16-C-TAK1-Y6131-Proteins reprimiert. LexA-Gfi-G diente als Negativ-Kontrolle. b: Immunoblot de
verschiedenen LexA-Proteine und des Galaktose-induzierten VP16-Fusion-Proteins. Fir den immunologischen
Nachweis wurden entweder der LexA- oder der VP16-AK und der entsprechende HRPO (engl.:
horseradish-peroxidase) konjugierte 2. AK verwendet.

Dieses Experiment zeigte, dass das in dem RRS-System isolierte C-TAK1-Y 6131-Protein auch
im herkdbmmlichen Hefe-System mit Pim-1 interagierte. Wahrend die (3-Galaktosidaseaktivitét
im Falle von Pim-1-K67M und VP16-C-TAK1-Y6131 erhdht wurde, war die induzierte
Aktivitét bel Verwendung von Pim-1-K67M und Gfi-G vernachléssigbar gering (Abb.2.7a). In
Abbildung2.7b sind die zu Abbildung2.7a dazugehdrigen exprimierten Proteine
(Kohlenstoff-Quelle: Galaktose) im Immunoblot nachgewiesen.
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2.3. Herstellung einer nicht-interagierenden C-TAK1-Y6131
Punktmutante (Ratte)

Um die fur die Interaktion in Hefe von C-TAK1-Y6131 (Ratte) und Pim-1 notwendigen
Bereiche im C-TAK1-Protein zu identifizieren, sollte eine C-TAK1-Y6131 (Ratte)
Punktmutante (PM) hergestellt werden, die nicht mehr mit Pim-1 interagieren kann. Dieses
wurde mittels einer Fehler-PCR, mit dem isolierten C-TAK1-Y 6131-Bibliotheks-Plasmid als
Matrize, und anschlief3ender Transformation in den Hefestamm CDC25-2 erreicht. Dieser war
zuvor schon mit dem Pim-1-K67M-Ras-"Koder"-Protein transformiert worden. Das
RRS-System wurde dabel nach nicht wachsenden Hefe-Klonen durchsucht.

Eine PM enthidt einen AS-Austausch von Leucin zu Prolin an der Position 128
(C-TAK1-Y6131-L128P). Diese PM ist in der 1V. Untereinheit der Kinase-Doméne von
C-TAK1 lokdisiert. Dadurch konnte die Interaktions-Doméane zwischen C-TAK1 und Pim-1
eingegrenzt werden. Zur Bestimmung der Interaktions-Doméane wurden im spéteren Verlauf
GST-Interaktions- und/oder Kinase-Experimente durchgeftihrt (Abb.2.15, 2.23, 2.24, 2.25). In
Abbildung 2.8 wurden noch zwel weitere verdffentlichte, artifizielle PM wiedergegeben, die die
Fahigkeit zur Auto- oder CDC25C Phosphorylierung verloren haben (Peng et al., 1998).

L128P N183A D196N
nicht-inter- kinase- kinase-
C-TAK1- agierende inaktiv inaktiv
Y6131 Mutante
(Ratte) * L /
[ | I K 1. V. Via. Vib. [ VIL VI IX. |263 AS
! I I
1 55 78 96 126 150 173 191 208 225 256
Phosphat- katalytische ™~
Anker Region Aktivierungs-
Ring

Abb.2.8 Schematische Darstellung der nicht-interagierenden Punktmutante in der
C-TAK1-Y6131 Kinase-Domane

Gezeigt ist das isolierte C-TAK1-Y6131-Fragment der Ratte. Die romischen Ziffern geben die Nummerierung
der Kinase-Untereinheiten an. Definiert sind ein Phosphat-Anker, eine katalytische Region und eine
Aktivierungsstelle. Sowohl die AS der nicht interagierenden PM L128P aus dem Hefe-System als auch die AS
der schon veréffentlichten kinase-defizienten PM N183A und D196N sind gekennzeichnet (Peng et al., 1998).
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2.4. Charakterisierung des potentiellen Interaktionspartners
C-TAK1-Y6131 (Ratte)

2.4.1.  Pim-1 interagiert mit C-TAK1-Y6131 (Ratte) in vitro

Um sowohl C-TAK1-Y6131 und C-TAK1-Y6131-L128P as auch Pim-1-wt/-K67M in
eukaryotischen Zedlen zu exprimieren und im Immunoblot nachzuweisen, wurden die
entsprechenden cDNA-Sequenzen in eukaryotische Expressions-Vektoren inseriert, die die
Expression einer cDNA in Fusion mit einem sogenannten "Flag-tag" erlauben. Ein Vektor, der
einen grol3en Tell der Evi5-cDNA enthdlt, diente als Negativ-Kontrolle (EviSmut). 24 h nach
Transfektion der Flag-Konstrukte C-TAK1-Y 6131, Pim-1-wt, Pim-1-K67M, Pias3 und Evi5 in
COS7-Z€llen wurden die Proteine isoliert und mit *S-Methionin markierten Pim-1-Protein
(IVT, in-vitro-Trandatat) inkubiert. Das Pim-1-wt-1IVT konnte sowohl in dem Komplex mit
C-TAK1-Y6131 as auch mit beiden Pim-1-Proteinen koprazipitiert werden (Abb.2.9). Es
sellte sich heraus, dass sich Pim-1 ebenfalls im koimmunoprézipitierten Komplex von dem
STAT3-bindenden Protein Pias3 (engl.: Protein inhibitor of activated STAT3) zu detektieren
war. Sowohl das EviSmut-Protein als auch das IVT Cyclin E dienten als Negativ-Kontrollen.

35S-Met
-« Cyclin E

& . IP: o-Flag Abb.2.9 C-TAK1-Y6131 ist in der Lage,
S @ f S Pim-1 zu immunopréazipitieren
© g 2
N & & N«‘—g gf( f & COS7-Zellen wurden mit den angegebenen
& & & & & S Plasmiden transfiziert und die Proteine nach 24 h

isoliert. Das Zellysat wurde entweder mit
%3 Methionin markierten Pim-1-wt oder Cyclin E
inkubiert. Die Flag-Proteine wurden mit
M2-Agarose immunoprézipitiert und in einem
SDS-Gel aufgetrennt. Mittels Autoradiographie

konnten die koimmunoprézipitierten IVTs
detektiert worden. Pim-1 interagiert sowohl mit sich selbst als auch mit C-TAK1-Y 6131 und Pias3, aber nicht
mit EviSmut.

Weiter wurden COS7-Zellen mit den wie in Abbildung 2.10 angegebenen Plasmiden
kotrandfiziert, um zu zeigen, dass auch mit zwe in eukaryotischen Zdlen exprimierten
Proteinen eine Interaktion moglich ist. Dabel konnten sowohl Pim-1-wt as auch die inaktive
Mutante Pim-1-K67M (beide nicht Flag-markiert) in den koimmunoprazipitierten Komplexen
zum einen von C-TAK1-Y6131-Fag (30 kD) und zum anderen auch von Pias3-Flag (70 kD)
nachgewiesen werden. Auch hier diente EviSmut (74 kD) als Negativ-Kontrolle (Abb.2.104). In
Abbildung 2.10b ist gezeigt, dass dsch beide Pim-1-Proteine sowohl in  den
koimmunoprazipitierten Komplexen von Pias3 als auch von C-TAK1-Y6131 befinden, nicht
aber in dem Komplex von der nicht-interagierenden Mutante C-TAK1-Y 6131-L 128P.
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a IP: a-Flag, WB: a-Flag b IP: a-Flag, WB: o-Flag
EviSmut-Flag —» - — Pias3-Flag -
Pias3-Flag - - : | -

-
i - Ig g — |-
1] C-TAK1-Y6131
C-TAK1-Y6131 - -Flag/
-Flag - L128P-Flag
Input IP: a-Flag
C-TAK1-Y6131-Flag + - - - + + - - - - + - C-TAK1-Y6131-Flag - + + - - - - + - -
Pias3-Flag - + - - - - ++ - - - +| CTAK1-Y6131-L128P-Flag - - - + + - - - + -
Evismut-Flag - - + - - - - - + + - - Pias3-Flag - - - - - + + - -+
Pim-1wt + + + -+ - + - 4+ - - - Pim-1-wt - + - + - + - - 4+ -
PiM-1-K67M - - - - - + - + - 4+ - - Pim-1-K67TM - - + - + - + - -
Pim-1-wt/ y Pim-1-wt/
Pim-1-K67M *b - Pim-1-K67M - -
IP: a-Flag, WB: o-Pim-1 IP: a-Flag, WB: a-Pim-1

Abb.2.10 Pim-1 interagiert mit C-TAK1l-Y6131, aber nicht mit der C-TAK1-L128P-
Mutante

COS7-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden kotransfiziert und die Proteine nach 24 h isoliert. Die
Flag-Proteine wurden mit M2-Agarose immunoprézipitiert und auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Gezeigt sind
jeweils die Flag-Kontoll-Immunaoblots und die Pim-1-Detektion in den Immunoprézipitaten. Die Proteine
wurden mit dem Flag-AK oder Pim-1-AK und dem entsprechenden HRPO-konjugierten 2. AK im Immunablot
analysiert. a Sowohl Pim-1-wt als auch die inaktive Mutante Pim-1-K67M interagieren mit
C-TAK1-Y6131-Flag und Pias3-Flag. EviSmut-Flag diente als Negativ_Kontrolle. b: Sowohl Pim-1-wt als
auch Pim-1-K67M interagieren mit C-TAK1-Y6131-Flag und Pias3-Flag, aber nicht mit der Mutante
C-TAK1-Y6131-L128P-Flag. IP: Immunoprézipitation, WB: Immunablot.

2.4.2. Kolokalisation von Pim-1 und C-TAK1-Y6131 in NIH 3T3-Zellen

Die Interaktion zwischen Pim-1 und C-TAK1-Y6131 wurde auch mittels
Immunfluoreszenzstudien untersucht. Dazu wurden NIH 3T3-Zellen mit entsprechenden
Flag-und GFP-Konstrukten kotransfiziert und mit einem Laser-Scan-Mikroskop (LSM)
photographiert. Die mit nur einem Plasmid trandfizierten Zdlen dienten als Kontrollen. In
Abbildung 2.11a ist gezeigt, dass beide Pim-1-wt und Pim-1-K67M-Proteine sowohl im
Cytoplasmaasauch im Kern lokalisiert sind. Dabei spielte eskeine Rolle, ob Pim-1 mit einem
Flag oder GFP markiert war. Die Proteine C-TAK-1-Y6131/-L128P und Evibmut sind
cytoplasmatisch lokaisiert. GFP besitzt keinen Einfluss auf die Lokalisation. Sobald Pim-1
koexprimiert wurde, konnte C-TAK1-Y6131 auch im Kern detektiert werden und war wie
Pim-1 Uber die ganze Zdle verteilt (Abb.2.11b). Die Uberlagerung der Bilder zeigte eine
komplette Kolokalisation zwischen Pim-1 und C-TAK1l. Dieser Effekt war bel der
nicht-interagierenden Mutante C-TAK 1-Y 6131-L 128P nicht zu beobachten. EviSmut diente as
nicht-interagierende Kontrolle in Bezug auf Pim-1.
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a C-TAK1-Y6131-Flag C-TAK1-Y6131-GFP C-TAK1-Y6131-L128P-Flag
Pim-1-wt-GFP Pim-1-wt-Flag Pim-1-K67M-GFP

Pim-1-K67M-Flag EviSmut-Flag

b C-TAK1-Y6131-GFP/ Pim-1-wt-Flag C-TAK1-Y6131-GFP/ Pim-1-K67M-Flag

v -
--
- -

C-TAK1-Y6131-L128-Flag/ C-TAK1-Y6131-L128-Flag/
Pim-1-wt-GFP Pim-1-K67M-GFP

Evi5Smut-Flag/ Pim-1-wt-GFP

Abb.2.11 Kolokalisation von Pim-1 und C-TAK1-Y6131 in NIH 3T3-Zellen

NIH 3T3-Zellen wurden mit angegebenen Plasmiden (ko)transfiziert und 48 h spéter mit Methanol fixiert.
a Gezeigt ist die Lokalisation von den angegebenen Uberexprimierten Proteinen. Wéhrend C-TAK1-Y 6131 und
C-TAK1-Y6131-L128P (GFP oder Flag) eine cytoplasmatische Lokalisation aufweisen, befindet sich Pim-1
(wt oder K67M als GFP- oder Flag-Protein) sowohl im Kern als auch im Cytoplasma. Das EviSmut-Protein ist
ebenfalls cytoplasmatisch lokalisiert. GFP aleine diente als Kontrolle. b: Sowohl Pim-1-wt als auch
Pim-1-K67M liegen mit C-TAK1-Y6131 kolokalisiert vor. Dabei andert sich die Lokalisation von
C-TAK1-Y6131 von cytoplasmatisch zu nukleér/cytoplasmatisch. Es ist gezeigt, dass Pim-1 weder mit der
nicht-interagierenden Mutante C-TAK1-L 128P noch mit EviSmut kolokalisiert. Fur alle Aufnahmen wurde ein

L aser-Scan-Mikroskop verwendet.
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2.5. Identifizierung und Isolierung des humanen C-TAK1-Gens

Das humane C-TAK1 ist auf dem Chromosom 14932.32 lokaiset und ist ene
Spleif3-Variante der humanen Kinase Kp78 (16 Exons). C-TAK1 benhdtet ein Exon
zusédtzlich. Ein anderer Name fur Kp78 ist MARK3 (engl.: Microtubule affinity regulatory
kinase 3). Das zuséizliche Exon (16 AS) in Bezug auf Kp78 befindet sich an der
AS-Position 369. Die Sequenz von C-TAK1 ist in der Datenbank NCBI unter der
Accession-Nummer U64205 hinterlegt. C-TAK1 beinhatet 17 Exons, die 2190 bp enthalten,
welche fUr ein Protein von 729 AS und einem Molekulargewicht von 81 kD kodieren. Die
humane vollsténdige C-TAK 1-Sequenz wurde mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide aus einer
humanen Leber-cDNA-Bibliothek (FaStratagene) isoliert (Oligonukleotide: C-TAK1-14,
C-TAK1-12-1, inseriert in Vektor pBSK). Im Zuge des Verfahrens stellte sich heraus, dass
nicht nur die bekannte C-TAK1-cDNA isoliert werden konnte, sondern noch zwe weitere
C-TAK1-Isoformen. Die urspringliche C-TAK1-Sequenz bzw. das C-TAK1-Protein wird im
weiteren Verlauf als C-TAK1-wt bezeichnet. Die zwel |soformen enthalten ein bzw. zwel Exons
zusdtzlich (Exon X, 9AS, ExonY, 15AS). Aus der humanen genomischen Sequenz konnte
geschlossen werden, dass es sich bel den Isoformen um Spleif3-Varianten handelt
(Accession-Nummer: AL139300 und 133367, Contig-Nummer: 026437). Die Insertionsstelle
des bzw. der Exons befindet sich zwischen Exon 16 und 17. Die Exon-Intron-Struktur folgt
dabel der GT-AG-Regel (Mount, 1982). Wahrend die Spleil3-Variante C-TAK1-o zusétzlich
die ExonsX und Y enthdt (24 AS, gesamt: 753 AS, 83,6 kD), enthdt die Spleil3-Variante
C-TAK1-f nur ExonY (zusdtzlich 15 AS, gesamt: 744 AS, 82,6 kD). In Abbildung 2.12 sind
sowohl das isolierte C-TAK1-Y 6131-Fragment der Ratte als auch die isolierten drei humanen
C-TAK1-Splei3-Varianten dargestellt. Die urspringlich aus dem RRS-System identifizierte
Ratten-Sequenz beinhatet das ATG und den gréften Tel der Kinase-Doméne. Die dre
SpleilZ-Varianten C-TAK1-wt, o und  beinhaten ene Kinase-Domane (AS55-307), ene
UBA-Doméne (Ubiquitin-assoziierte Doméne; AS328-364) und ene KA1-Doméne
(Kinase-assoziierte Domane1; AS680-729 im C-TAK1-wt-Protein). An AS-Position 614
befindet sich die Insertionsstelle der zusétzlichen Exons XY (C-TAK1-a) oder des zusétzlichen
ExonsY (C-TAK1-B).
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Kinase-Doméne
C-TAK1-Y6131 (Ratte) ———EEEEEEEEEEENE 30 KD

1 55 263
* * X UBA KA1-Doméne
C-TAKL-wt (human) - B s1k0
55 128 183 196 307 614 680-729
C-TAKl-a (human) C—— I - E—= 335D
614 704-753
C-TAK1-f (human) I N B—EN 826 kD
A _— 614 695-744
CDC25C-Interaktions-Domane

Exon X: 9 AS, Exon Y: 15 AS
Pim-1-Interaktions-Doméane AS 308-412

Abb.2.12 Schematische Darstellung des humanen C-TAK1-Proteins

Gezeigt ist die durch das Hefe-Interaktions-Experiment isolierte C-TAK1-Y 6131-Ratten-Sequenz sowie die drei
verschiedenen C-TAK1-Splei3-Varianten. Das isolierte Ratten-Fragment beinhaltet den 5-Teil des
Volléngen-Proteins. Es tberspannt die ersten 263 AS. Diese beinhalten das ATG und den groften Teil da
C-TAK1-Kinase-Doméne. Weiter sind von oben nach unten die dreé C-TAK1-Splei3-Varianten wt, o,
dargestellt. Alle beinhalten eine Kinase-Doméne (AS55-307) eine UBA-Doméne (Ubiquitin-assoziierte
Doméne; AS328-364) und eine KAl-Doméne (Kinase-assoziierte Doménel; AS680-729 im
C-TAK1-wt-Protein). Die AS-Position 614 markiert die AS-Position, an der die zusétzlichen Exons XY
(C-TAK1-a) oder das zusétzliche Exon Y (C-TAK1-B) inseriert sind. Weiter sind die Regionen gekennzeichnet,
die fir die Interaktion mit der Phosphatase CDC25C (Peng et al., 1998) und Pim-1 wichtig sind. Sowohl die
AS-Position der nicht-interagierenden PM L128P aus dem Hefe-System als auch die schon vertffentlichten
AS-Positionen der kinase-defizienten PM N183A und D196N sind gekennzeichnet (Peng et al., 1998).

2.5.1. C-TAK1-Expression

Die drei C-TAK1-Splei3-Varianten (Wt, o, ) wurden in verschiedene Vektoren kloniert
(PCDNA3, EGFP-N3 und GST-4T2). Der GST-4T2-Vektor diente auch as Zid-Vektor fir
die Pim-1-wt/-K67M und Ratten-C-TAK1-Sequenzen (C-TAK1-Y6131/-L128P). Fir enen
Immunoblot wurden Lysate von COS7-Z€llen, die mit C-TAK1-Y6131-Flag oder C-TAK1-wt
(Vektor pPCDNA3) Plasmiden transfiziert worden waren, verwendet.

aufgereinigter C-TAK1-AK

C-TAK1- pH=3, pH=3, pH=2, pH=2, 2.AK
Serum 1:5000 1:10000 1:5000 1:10000 Kontrolle
C-TAK1-wt — [ — —_ — =
C-TAK1-Y6131 — —
-Flag - -
mock + - - + - - + - - + - - + - - + - -
C-TAK1-Y6131-Flag - + - - + - -+ - -+ - -+ - -+ -
C-TAK1-wt - -+ - -+ - -+ - -+ - -+ - -+

Abb.2.13 Sowohl das C-TAK1-Y6131-Protein der Ratte als auch humanes C-TAK1 werden
von dem C-TAKI1-AK detektiert

COS7/-Zéellen wurden mit Plasmiden, die fur C-TAK1-Y6131 oder C-TAK1-wt kodieren, transfiziert und die
Proteine nach 24 hisoliert. Die Lysate wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt und im Immunoblot analysiert.
Zum Nachweis dar C-TAK-1-Proteine wurde der C-TAK1-AK in verschiedenen Verdiinnungen bzw. das
C-TAK1-Serum eingesetzt. Der C-TAK1-AK erkennt noch bei einer Verdiinnung von 1:10000 sowohl dss
C-TAK1-Y6131-Protein (Ratte) as auch das humane C-TAK1-wt-Protein.
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Abbildung 2.13 zegt, dass mit dem C-TAK1-AK sowohl das C-TAK1-Y6131-Protein der
Ratte als auch das humane C-TAK1-wt-Protein im Immunoblot noch bel ener Verdinnung
von 1:10000 detektiert werden kann.

Alle drei C-TAK1-Splei3-Varianten konnten in eukaryotischen Zelen (COS7) exprimiert
werden (Abb.2.14b). Mittels T7-Polymerase konnte aus den C-TAK1-pCDNA3-Vektoren
auch ®S-markiertes Protein hergestellt werden (IVT, Abb.2.14a). In beiden Falen (IVT,
COS7-Expression) konnten die geringen Grofenunterschiede dargestellt werden. Der
verwendete C-TAK1-AK war in der Lage, die exprimierten Splei3-Varianten von C-TAK1 (mit
oder ohne GFP-Antell) oder das C-TAK1-Y6131-Protein (GFP-markiert) zu detektieren. Der
GFP-Anteil betrégt 26 kD. Der GFP-AK wurde als Kontrolle verwendet (Abb.2.14c).

a VT b WB: a-C-TAK1 (1:3000)
s F o G
~ N N 4 ~
{— X Y
N & SIS
Y £ 45 d g
97 kD —
66 kD l‘ —t— I - et
- =5 62 kD — |
C WB: a-GFP WB: a-C-TAK1 (1:3000)
C-TAK1-GFP o wt B o wt B -
C-TAKL-Y6131-GFP - N + D +
175 kD
o — — — 4 C-TAKL-GFP
87 kD —
63 kD — - -"-"-" < CTAKI-Y6131-
GFP

Abb.2.14 Expression der
Splei3-Varianten von
C-TAK1

a Gezeigt sind die ®*S-markierten
C-TAK1-SpleilZ-Varianten (IVT).
Der GroRenunterschied zwischen
den Spleil-Varianten ist deutlich
zu erkennen. b/c: COS7-Zellen
wurden mit angegebenen
Plasmiden transfiziert und im
Immunobl ot analysiert.
Verwendet wurden der GFP-AK
(0 wund da polyklonale
C-TAK1-AK (b/c). Mit dem
C-TAK1-AK konnten  dle
SpleilF-Varianten von C-TAK1
und das C-TAK1-Y6131-Protein
(GFP-markiert) nachgewiesen

werden. Der GFP-AK diente s Kontrolle. IVT: In-vitro-Trand atat, WB: Immunoblot.
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2.6. Biochemische Interaktionsstudien

2.6.1. Interaktion von Pim-1 und C-TAK1

Fur weitere Interaktionsstudien wurden ale drei Spleif3-Varianten C-TAK1-wt, oo und § und die
drei humanen Punktmutanten (PM) C-TAK1-L128P, N183A, D196N, die schon in
Abbildung 2.12 dargestellt wurden, verwendet. Alle drei PM wurden tber PCR generiert. Bel
der L128P-PM handelte es sich um die nicht-interagierende Mutante und bei den N183A und
D196N-PM um die schon verdffentlichten, inaktiven PM (Peng et al., 1998). In Bakterien
exprimierte GST-Proteine wurden aufgereinigt und mit *S-markierten C-TAK1-Y 6131/-L128P
IVT inkubiert. In Abbildung 2.15a wird gezeigt, dass C-TAK1-Y6131 in jedem Prazipitat des
GST-Interaktions-Experimentes nachzuweisen war, mit Ausnahme von GST-Junl-233 und
GST, die as Negativ-Kontrollen verwendet wurden. Verschiedene C-TAK1-Proteine bzw.
Mutanten wiesen untereinander eine starke Interaktion auf. Das IVT C-TAK1-Y6131
interagierte sowohl mit GST-CDC25C as auch mit beiden Pim-1-Proteinen. Das
CDC25C-GST-Protein wurde in Bezug auf C-TAK1 as Positiv-Kontrolle verwendet. Die
C-TAK1-L128P-Mutante interagierte zwar noch mit alen C-TAK1-Proteinen, unabhéngig
davon, ob es sich um das gesamte Protein, um das isolierte Ratten-Protein oder um eine
Deetions-Mutante (C-TAK1-165, beinhdtet die AS 1-165 des humanen C-TAK1-Proteins)
handelte, aber weder mit beiden Pim-1-Proteinen noch mit CDC25C. Folglich schwécht die
Mutation nicht nur die Pim-1/C-TAK1-Interaktion sondern auch die schon verdffentlichte
CDC25C/C-TAK1-Interaktion (Peng et al., 1998.).

Bel Verwendung der gleichen aufgereinigten GST-Proteine, konnte *S-markiertes IVT von
Pim-1 in den GST-Komplexen von adlen C-TAK1-Proteinen, CDC25C und Pim-1 detektiert
werden (Abb.2.15b). Dabel war die Interaktion zwischen C-TAK1-Spleil3-Varianten
untereinander, dem isolierten Ratten-Protein und der C-TAK1-165-Deletion am stérksten.
Offensichtlich reichen also die N-terminalen 165 AS des C-TAK1-Proteins fur eine Interaktion
mit Pim-1 aus. *S-markiertes Pim-1 konnte ebenfalls, wenn auch schwach, sowohl in den
Prézipitaten von Pim-1-wt/ K76M als auch von CDC25C detektiert werden. Dies deutet darauf
hin, dass Pim-1 mit einem weteren Pim-1-Protein (Abb. 2.9), mit C-TAK1 (Abb.2.9, 2.10,
211) und zusézlich mit CDC25C interagieren kann. *S-markiertes C-TAK1-wt IVT
interagierte mit alen C-TAK1-, Pim-1- und CDC25C-Proteinen. Gleiches gdt fur C-TAK1-a
und C-TAK1-$ (Daten nicht gezeigt). GST-Jun und GST wurden jewells as
Negativ-Kontrollen verwendet.

“S-markiertes C-TAK1-Protein wurde sowohl in den koimmunopréazipitierten Komplexen von
dem isolierten C-TAK1-Y6131-Flag Ratten Protein als auch von beiden Pim-1-Proteinen
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detektiert (Abb.2.15c, gleiches galt fir C-TAK1-a/f3, Daten nicht gezeigt). EviSmut und Pias3
dienten as Negativ-Kontrollen.  Abbildung 2.15.d  zeigt, dass sowohl dle
C-TAK1-Splei3-Varianten as auch die N183A und D196N-Mutanten mit Pim-1-wt (Lysat aus
Pim-1-wt trandfizierten COS7-Zellen) interagierten. Die Mutante C-TAK1-L128P hatte
alerdings die Fahigkeit verloren, mit Pim-1 zu interagieren. Gleiches galt fir Pim-1-K67M
(Daten nicht gezeigt). Somit hat die L128P-Mutation im C-TAK1-Vollangen-Protein den
gleichen Effekt wie im C-TAK1-Y6131-L128P-Protein (Abb.2.10b und 2.11). Auch ene
Mutante, in der die ersten 80 AS vom 5-Ende deletiert wurden (C-TAK1-Nddl), interagierte
noch mit Pim-1. Dadurch konnte die Interaktions-Domane auf Seiten des C-TAK1-Proteins
auf den Bereich der AS 81-165 eingeengt werden. GST-Jun1-233 diente als Negativ-Kontrolle.
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Abb. 215 Detektion von Pim-1 und C-TAK1 in Immunopréazipitationen und
GST-Interaktions-Experimenten

Verschiedene Konstrukte von Pim-1, C-TAK1 und CDC25C wurden in Bakterien as GST-Fusionsproteine
exprimiert und aufgereinigt (a, b, d). a/b: Die an Glutathion-Agarose-Harz gekoppelten aufgereinigten Proteine
wurden mit ®*S-markierten C-TAK1-Y6131, C-TAK1-Y6131-L128P, C-TAK1 oder Pim-1-wt-Proteinen
inkubiert und mittels SDS-PAGE und Autoradiographie auf deren Interaktion analysiert. ¢c: COS7-Zellen wurden
mit angegebenen Plasmiden transfiziert und die Proteine nach 24 h isoliert. Lysate wurden mit *S-markierten
C-TAK1-wt-Protein inkubiert, mit dem Fag-AK immunoprézipitiert und mittels SDS-PAGE und
Autoradiographie analysiert. d: Die an Glutathion-Agarose-Harz gekoppelten aufgereinigten Proteine wurden mit
Lysat aus Pim-1-wt transfizierten COS7-Zellen inkubiert und mittels Immunoblot analysiert. *S-markierte
C-TAK1-Y6131 (@) und C-TAK1-wt-Proteine (b, ¢) interagierten mit allen C-TAK1-Proteinen, Pim-1 und
CDC25C. Dieses konnte sowohl im  GST-Interaktions-Experimenten (a/lb) as auch in dan
Immunoprézipitationen (c) gezeigt werden. Die C-TAK1-L128P-PM ist nur in der Lage mit anderen
C-TAK1-Proteinen zu interagieren (&). Pim-1 interagierte mit sich selbst (b), mit dlen
C-TAK1-Spleif3-Varianten (b) und Punktmutanten (PM) von C-TAK1 (d) und CDC25C (b), aber nicht mit der
Mutante C-TAK1-Y6131-L 128P (&) und C-TAK1-L128P (d). IP: Immunoprézipitation, WB: Immunoblot.
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2.6.2. Interaktion von Pim-1 und CDC25C

Eswar bekannt, dass die Kinase C-TAK1 die Phosphatase CDC25C durch Phosphorylierung
an der AS Ser216 inaktiviert (Penget al., 1998). Um die Frage zu beantworten, ob Pim-1
ebenfalls mit CDC25C interagiert, wurden GST-Interaktions-Experimente durchgefihrt. Daflr
wurden zusétzliche GST-Deletions-Mutanten hergestellt, die zum einen die AS bis 211 oder
235 benhdteten oder erst ab AS180 begannen. Abbildung 2.16 zeigt, dass bede
Pim-1-Proteine  sowohl mit dem CDC25C-wt-Protein  as auch mit den
CDC25C-Deletions-Mutanten interagierten. Dadurch konnte die Interaktions-Doméne auf
einen mittleren Tell des CDC25C-Proteins eingeengt werden, der von den AS 180-211
begrenzt wird.

N
WB: a-Pim-1 LN

Pim-1-wt + - + - + - +
Pim-1-K67M -+ - + - + - +

- [ ——
+ _
-

Abb.2.16 Interaktion von Pim-1 und CDC25C

Die an Glutathion-Agarose-Harz gekoppelten aufgereinigten CDC25C-Proteine wurden mit Zellysat aus
Pim-1-wt oder Pim-1-K67M transfizierten COS7-Zellen inkubiert und mittels Immunoblot analysiert. Pim-1
interagiert sowohl mit CDC25C als auch mit den Deletions-CDC25C-Mutanten. GST-Jun1-233 diente as
Negativ-Kontrolle. WB: Immunobl ot.

2.6.3. Kolokalisation von Pim-1/C-TAK1 und Pim-1/CDC25C

Im n&hsten Schritt wurden von dlen sechs verschiedenen C-TAK-1-Proteinen
(Spleif3-Varianten und PM), sowie von einer CDC25C-Mutante, die einen AS-Austausch an der
Position 216 von Serin zu Alanin aufweist (S216A), die zdluldre Lokalisation untersucht. Die
CDC25C-S216A-Mutante kann nicht mehr von C-TAK1 phosphoryliert werden
(Peng et al., 1998). Fur Immunfluoreszenzstudien wurden NIH 3T3-Zellen verwendet (siehe
Kolokaisation von Pim-1-wt und C-TAK1-Y6131 (Abb.2.11). Alle C-TAK1-Spleif3-Varianten
und PM wiesen eine cytoplasmatische Lokalisation auf (Abb.2.17). Das Fusionieren an einen
Flag- oder GFP-Marker besald keine Auswirkung auf die Lokalisation der jewelligen Proteine.
Der selbst hergestellte C-TAK1-AK war ebenfalls zum Nachwels der C-TAK1-Proteine in
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Immunfluoreszenzexperimenten  geeignet. CDC25C und CDC25C-S216A  waren
cytoplasmatisch lokalisiert. Die Lokaisation von Pim-1 war schon in Abbildung 2.11
dargestellt (nukledre und cytoplasmatische Lokalisation).

Sobald Pim-1 kotransfiziert wurde, zeigte sich, dass ale drei C-TAK1-Splei3-Varianten
(Wt, o, B) und auch die beiden verdffentlichten PM N183A und D196N mit Pim-1
kolokaligerten, nicht aber die Mutante L128P (Abb.2.183). Alle C-TAK-1-Proteine waren
sowohl im Cytoplasma as auch im Zellkern lokalisiert und wiesen eine mit Pim-1 identische
Lokdisation auf. In der Lokalisationsstudie von Pim-1 und C-TAK1-wt war der Unterschied
zwischen einer nur mit C-TAK1-GFP und ener mit C-TAK1-GFP und Pim-1-wt
kotransfizierten Zelle zu sehen. Wenn Pim-1 nicht Uberexprimiert vorlag, war C-TAK1 nur
cytoplasmatisch lokalisiert. Sobald Pim-1 koexprimiert wurde, dnderte sich die Lokalisation
von C-TAK1 und C-TAK1 konnte ebenfallsim Zellkern detektiert werden.

In Kolokalisationsstudien zwischen CDC25C und Pim-1-wt war zu sehen, dass auch CDC25C
sowohl im Cytoplasma als auch im Zellkern lokalisiert ist (Abb.2.18b), obwohl CDC25C in
Abwesenheit von Pim-1, vergleichbar mit C-TAK1, eine cytoplasmatische Lokalisation aufwies
(Abb.2.17). Allerdings war diese Verteilung der Proteine nicht vollstandig in alen transfizierten
Zdlen nachweisbar. In einigen Falen war CDC25C auch cytoplasmatisch lokdisiert. Bel
Kotransfektion der Pim-1-K67M-Mutante konnte CDC25C nur im Cytoplasma detektiert
werden. Die CDC25C-S216A-Mutante war, unabhéngig von einer Pim-1 Kotransfektion,
cytoplasmatisch lokalisiert. Durch die Immunfluoreszenzstudien konnte nicht eindeutig
bewiesen werden, dass Pim-1 mit CDC25C interagiert. Da bekannt war, dass C-TAK1 und
CDC25C interagieren, wurde eine Kolokalisation dieser beiden Proteine a's Positiv-Kontrolle
verwendet (Abb.2.18b). Bel Kotransfektion der nicht mit Pim-1 interagierenden Mutante
C-TAK1-L128P und CDC25C waren beide Proteine cytoplasmatisch lokalisiert, aber eine klare
Kolokaisation war nicht zu erkennen. In Abbildung 2.15a wurde schon in enem
GST-Interaktions-Experiment gezeigt, dass C-TAK1-Y 6131-L 128P die Fahigkeit verloren hat,
mit CDC25C zu interagieren. C-TAK1 war dlerdings in der Lage mit der Mutante
CDC25C-S216A zu kolokalisieren. Diese Mutation zeigte keinen Effekt auf die Interaktion
oder auf die Lokalisation mit den beiden Proteinen Pim-1 und C-TAK1 auf.
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C-TAK1-wt-GFP C-TAK1-a-GFP
C-TAK1-B-GFP C-TAK1-L128P-GFP
C-TAK1-N183A-GFP C-TAK1-D196N-GFP
C-TAK1-wt-Flag, C-TAK1-AK/ TRITC C-TAK1-wt, C-TAK1-AK/ TRITC
. .
CDC25C/ TRITC CDC25C-S216A-TRITC

Abb.2.17 Zellulare Lokalisation von C-TAK1l und CDC25C in NIH 3T3-Zellen

NIH 3T3-Zelen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und 24 h spdter mit Methanol fixiert. Die
C-TAK-1-Splei3-Varianten und die C-TAK 1-PM waren GFP-markiert. Alternativ wurden der C-TAK1-AK, ein
CDC25C-AK und die entsprechenden TRITC markierten 2. AK verwendet.. Die Zellkerne wurden mit DAPI
geféarbt. Alle Proteine sind im Cytoplasma lokalisiert. Fur alle Aufnahmen wurde ein Laser-Scan-Mikroskop
verwendet.

36



Ergebnisse

Pim-1-wt-Flag Uberlagerung

C-TAK1-wt-GFP

C-TAK1-a-GFP

C-TAK1-B-GFP

C-TAK1-L128P-GFP

C-TAK1-N183A-GFP

C-TAK1-D196N-GFP

Abb.2.18a Zellulare Kolokalisation von Pim-1/C-TAK1 in NIH 3T3-Zellen

NIH 3T3-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten kotransfiziert und 24 h spéter mit Methanol fixiert.
Die C-TAK-1-Spleif3-Varianten und die C-TAK1-PM waren GFP-markiert. Pim-1-Flag wurde mit dem Flag-AK
und einem TRITC-markierten 2. AK detektiert. Pim-1 ist mit allen C-TAK1-Spleif3-Varianten oder Mutanten,
aber nicht mit der nicht-interagierenden Mutante L128P kolokalisiert. Fir alle Aufnahmen wurde ein
Laser-Scan-Mikroskop verwendet.
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CDC25C/ FITC Pim-1-wt-Flag/TRITC Uberlagerung

CDC25C-Flag/TRITC Pim-1-K67M-GFP Uberlagerung

CDC25C-S216A-Flag/TRITC Pim-1-wt-GFP

CDC25C-S216A-Flag/TRITC Pim-1-K67M-GFP

C-TAK1-wt-GFP CDC25C/TRITC

- . .

C-TAK1-wt-GFP CDC25C-S216A-Flag/TRITC Uberlagerung

C-TAK1-L128P-GFP CDC25C/TRITC Uberlagerung

Abb.2.18b Zellulare Kolokalisation von Pim-1/CDC25C und C-TAK1/CDC25C in
NIH 3T3-Zellen

NIH 3T3-Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten kotransfiziert und 24 h spéter mit Methanol fixiert.
Die C-TAK-1-Proteine waren GFP-markiert. Pim-1-Flag wurde mit dem oa-Flag-AK, CDC25C mit dem
a-CDC25C-AK detektiert. Als 2. AK wurde der jewellige FITC/TRITC-konjugierte AK verwendet. Wéhrend
Pim-1-wt noch mit CDC25C in der Zelle kolokalisiert vorliegt (esist nicht in alen transfizierten Zellen der
Fall gewesen), ist dies bei Pim-1-K67M nicht mehr detektierbar. Die Mutante CDC25C-S216A weist mit
Pim-1 ebenfalls keine Kolokalisation auf. C-TAK1 liegt mit CDC25C (Positiv-Kontrolle) und mit der Mutante
CDC25C-S216A kolokalisiert vor, weist aber ebenfalls mit der Mutante C-TAK1-L128P keine Kolokalisation
auf. Fur ale Aufnahmen wurde ein Laser-Scan-Mikroskop verwendet.
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All diese Ergebnisse wiesen auf eine Interaktion zwischen Pim-1 und C-TAKZ1 hin. Die beiden
Proteine Pim-1 und CDC25C waren nur im Fal von Pim-1-wt und CDC25C tellweise
kolokalisert. Dieinaktive Mutante Pim-1-K67M wurde nicht in eéinem zelluldren Komplex mit
CDC25C vorgefunden. Wahrend die CDC25C-S216A-Mutante mit  keinem  der
Pim-1-Proteine kolokalisiert war, konnte diese noch mit C-TAK1 interagieren. Andererseits
war aber die C-TAK1-L128P-Mutante nicht in der Lage, mit CDC25C zu interagieren (vgl.
Abb.2.15).

2.7. Kinasierungsexperimente

Esist bekannt, dass sowohl Pim-1 as auch C-TAK1 die Fahigkeit zur Autophosphorylierung
besitzen. Weiterhin konnte fir C-TAK1-wt gezeigt werden, dass es in der Lage i, die
Phosphatase CDC25C am Ser216 zu phosphorylieren (Pengetal., 1998). Fur diese
Kinase-Experimente wurden in Bakterien exprimierte und aufgereinigte GST-Fusions-Proteine
und immunoprazipitierte Flag-Proteine aus transfizierten COS7-Zellen verwendet.

2.7.1.  CDC25C-Phosphorylierung durch C-TAK1 (Peng et al., 1998)

Zundchst konnte bestétigt werden, dass sowohl Pim-1-wt as auch C-TAK1l-wt ene
Autophosphorylierung aufweisen (Pdlaty et al., 1997b; Pengetal., 1998; Abb.2.19). Die
Mutante Pim-1-K67M ist inaktiv und nicht in der Lage, sich selbst zu phosphorylieren. GST
dlein wurde von alen verwendeten Kinasen nicht phosphoryliert (Abb.2.19). Wahrend
autophosphoryliertes GST-Pim-1 ein Molekulargewicht von 60 kD bedtzt, konnten mit
C-TAK1-wt zwe phosphorylierte Proteine detektiert werden (Abb.2.19). Zum einen handelte
es sich um das GST-C-TAK1-wt-Protein mit einem Molekulargewicht von 107 kD. Das zweite
Signal, dessen Protein einem Molekulargewicht von ca. 78 kD entsprach, repréasentiert
wahrscheinlich ein Abbauprodukt. Beide Proteine wurden im Immunaoblot sowohl von einem
GST-, ds auch von dem C-TAK1-AK ekannt (Abb.2.19c). Um zu untersuchen, ob
C-TAK1-wt und die beiden Spleil3-Varianten aktiv sind, wurden diese auf ihre Kinase-Aktivitét
mit CDC25C als Substrat getestet. Dabel wurde sowohl das GST-CDC25C-Fusionsprotein als
auch rekombinantes His-markiertes CDC25C (Fa. Biodiagnostics) verwendet. CDC25C besitzt
ein Molekulargewicht von 53 kD. Sowohl C-TAK1-wt as auch die beiden neuen
Spleif3-Varianten wiesen ein typisches Signal der Autophosphorylierung auf. Rekombinantes
CDC25C-Protein wurde von alen C-TAK1-Spleif3-Varianten phosphoryliert (Abb.2.19). Das
GST-CDC25C-Protein wurde ebenfalls von C-TAK 1-wt phosphoryliert und wies zwe Signae
auf. Dabel handelte es sich zum einen um das gesamte GST-CDC25C-Protein (80 kD) und
zum anderen um enen GST-CDC25C-Protein-Anteil, welcher ein etwas geringeres
Molekulargewicht as das rekombinante CDC25C-Protein besitzt. Beide Signale werden
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sowohl mit einem GST as auch mit eéinem CDC25C-AK erhdten (Abb.2.19c). GST-Pim-1
wies im Kinase-Experiment nur ein Signal bel 60 kD auf, das sowohl mit eéinem Pim-1-AK as
auch mit einem GST-AK erhalten wurde.

a b
Kinasen: Kinasen:
GST-Pim-1-wt + - - GST-C-TAK1 wt wt wt o B
GST-Pim-1-K67M + -
GST-C-TAK1-wt +
auto-P- e - —— [r—
auto-P- > - CG_I_SATK-:L p— .- CcDhC25C
C- ¥ - >
GST-C-TAK1-wt - - I_GST
auto-P- . - - CDC25C
GST-Pim-1 ™ - o,
Substrate:
CDC25C-GST - -  + - -
30 kD — CDC25C-rekomb. - + - + +
s
Substrat: GST A
s€o F
Ny oY VX
c NS & &5 K
WB & we: £89 9
GST-Proteine & : 5 & & & &
V Qo o 9
- - o § a-GST (CHNCENC N C N
Pim-1  C-TAK1 cocasc © ~
- 82 kD ~ - ;jJ_S-TAKl-Wt
DC25C
82kD — -— 62 kD _— ' . “Pim-1-w/
62 kD — h H - 47kD — K67M
47kD ~ -4
a 210
32kD — - & . <«—GsT
[ —
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Abb.2.19 CDC25C-Phosphorylierung durch C-TAK1

GST-C-TAK1-wt, die beiden Splei3-Varianten o und §, GST-CDC25C, Pim-1-Proteine und GST wurden in
Bakterien exprimiert und fur Kinase-Experimente verwendet. a: Sowohl Pim-1-wt als auch C-TAK1-wt zeigen
Autophosphorylierung. Die inaktive Pim-1-K67M-Mutante weist keine Autophosphorylierung auf. GST alein
wird weder von Pim-1 noch von C _TAK21 phosphoryliert. b: Sowohl C-TAK1-wt as auch de
C-TAK1-Splei3-Varianten zeigen Autophosphorylierung. Alle C-TAK1-Spleif3-Varianten sind in der Lage,
rekombinantes CDC25C zu phosphorylieren. Gezeigt ist ebenfalls die Phosphorylierung von GST-CDC25C
durch C-TAK1-wt (Peng et al., 1998). c: In Bakterien exprimierte und aufgereinigte GST-Proteine wurden im
Immunoblot untersucht. Die Proteine wurden mittels GST, Pim-1, C-TAK1, und CDC25C-AK und mit den
entsprechenden 2. AK im Immunoblot analysiert. Die Signale der GST-Proteine wurden von den jeweiligen AK
und von dem GST-AK detektiert. Im Falle von sowohl C-TAK1 als auch CDC25C wurden zwel dominante
Signale erhaten, die sowohl mit dem entsprechenden AK als auch mit dem GST-AK zu detektieren waren.
B: Proteine an Harz gekoppelt, E: eluierte Proteine, WB: Immunoblot.
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2.7.2. C-TAK1-PM besitzen keine Kinase-Aktivitat

Weiter war es von Interesse zu untersuchen, ob dle C-TAK1-PM die Phosphatase CDC25C
phosphorylieren konnen. Bisher war bekannt, dass die beiden PM C-TAK1-N183A und
D196N kinase-inaktiv sind (Peng et al., 1998). Sowohl das C-TAK1-Protein der Ratte a's auch
das humane C-TAK1-Protein, das die L128P-Mutation tragen, konnten weder mit Pim-1 noch
mit CDC25C interagieren (Abb.2.15). Pim-1 und CDC25C wiesen auch in der
Immunfluoreszenz mit C-TAK1-L128P keine Kolokalisation auf (Abb.2.18a/b). Die in-vitro
Kinase-Experimente zeigten, dass nur C-TAK1-wt in der Lage war, rekombinantes oder
GST-CDC25C-Protein zu phosphorylieren. Keine der PM wies eine Autophosphorylierung
auf (Abb.2.20). Sowohl C-TAK1 alsauch GST-CDC25C wurden mit zwel Signalen detektiert
(Abb.2.20).

Kinasen: . . X Abb.2.20 CDC25C  wird durch
T e -+ L C-TAK1-wt, aber nicht durch die
SSTCIARLNIBSY 1 S C-TAK1-PM phosphoryliert
GST-C-TAK1-wt, die drei PM L128P, N183A,
AUto-P - - — D196N und GST-CDC25C wurden in Bekterien
GST-C-TAK1 exprimiert  und  in  Kinase-Experimenten
ST . - @8 | engesetzt. Als weiteres Substrat wurde
CDC25C rekombinantes His-markiertes CDC25C-Protein
CDkCZSE . . verwendet. C-TAK1-wt ist in der Lage sich
rexomn: . selbst und CDC25C zu phosphorylieren. Alle
Substrate: ~ CDC25C-GST  CDC25C-rek.Protein PM haben die Fahigkeit zur Auto- und zur

CDC25C-Phosphorylierung verloren.

2.7.3. C-TAK1-Phosphorylierung durch Pim-1

Daes sich bel beiden Proteinen Pim-1 und C-TAK1 um Kinasen handdlt, war es im welteren
Verlauf der Arbeit von grof3er Bedeutung herauszufinden, ob Pim-1 C-TAK1 phosphoryliert
oder ob Pim-1 durch C-TAK1 phosphoryliert wird. Die NLS-Sequenzen des
C-TAK1-Proteins im C-teeminden Bereich (AS  484-PERKKSST-491  und
569-PRERRTA-574) sellen ein Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv (unterstrichen) und en
abgewandeltes Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv dar. Aufgrund der Autophosphorylierung von
beiden Proteinen konnte nicht gezeigt werden, ob Pim-1-wt von C-TAKLl-wt/o/f
phosphoryliert wird oder umgekehrt. Fur die inaktive Pim-1-K67M-Kinase konnte alerdings
gezeigt werden, dass sie weder durch Autophosphorylierung noch durch C-TAK1
phosphoryliert wird (Abb.2.21a), obwohl Pim-1-K67M mit C-TAK1 interagiert
(Abb.2.153, b, c). Dies deutete bereits darauf hin, dass Pim-1 nicht von C-TAK1 phosphoryliert
werden kann. Dieswurde in einem Experiment deutlicher, in dem Pim-1 als Kinase verwendet
wurde (unter Pim-1-Kinase-Bedingungen). Die Phosphorylierung von C-TAK1-wt und von
beiden Spleif3-Varianten ist stérker, wenn Pim-1-wt als Kinase eingesetzt wurde (Abb.2.21Db).
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Dabel war aber immer noch die C-TAK21-Autophosphorylierung detektierbar. Wurde
Pim-1-K67M as Kinase verwendet, ist nur die Autophosphorylierung von C-TAK1 sichtbar,
da Pim-1-K67M weder sich selbst noch C-TAK1 phosphorylieren kann. Desweiteren konnte
festgestellt werden, dass Pim-1-wt, aber nicht Pim-1-K67M, zusitzlich die Phosphatase
CDC25C phosphoryliert (Abb.2.21b, siehe auch 2.7.4).

a b
Kinasen: Kinasen:
GST-C-TAKLI- wt o B wt o B GST-Pim-1-wt + - + - + - + - + -
GST-PiM-1-K67TM - + - + - + - + - +
GST-
- GST-
C-TAKL C-TAK1 l- - -
e --.—“ GST-
cDbC2sC & - = -
auto-P- —
oS PmT™ sstomi ™ | W - -
Substrate:
Substrate: Pim-1-wt-  Pim-1-K67M- CDC25C-GST St P .
GST GST C-TAK1-wt-GST
CTAKl-a-GST - - - - - - + + -
C-TAKL-B-GST ~ - -~ = - Tt

Abb.2.21 Pim-1-wt phosphoryliert alle C-TAK1-Splei3-Varianten

Alle GST-Proteine wurden in Bakterien exprimiert und fir Kinase-Experimente verwendet. a Sowohl Pim-1-wt,
C-TAK1-wt als auch die beiden neuen Spleil3-Varianten zeigen eine Autophosphorylierung. Die inaktive
Pim-1-K67M-Mutante weist keine Autophosphorylierung auf. Pim-1-K67M wird nicht von C-TAK1
phosphoryliert. b: Pim-1-wt, aber nicht Pim-1-K67M, phosphoryliert C-TAK1-wt, die zwei Spleil3-Varianten
und CDC25C. Weiter konnte die Autophosphorylierungen von Pim-1-wt und allen C-TAK-1-Proteinen
detektiert werden.

Abbildung 2.22 zeigt, dass Pim-1-wt-GST, nicht aber Pim-1-K67M-GST, die Kinase
C-TAK1-GST phosphorylieren konnte. Wahrend C-TAK1-wt eine Autophosphorylierung
aufwies, war das bei den beiden Mutanten N183A und D196N nicht der Fall. Dennoch konnte
eine Phosphorylierung beider Mutanten detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass
Pim-1-wt fur dessen Phosphorylierung verantwortlich war und dass C-TAK1 durch Pim-1-wt
phosphoryliert wurde. Die nicht-interagierende PM L128P wurde von Pim-1-wt nicht
phosphoryliert. Die beiden PM N183 und D196N wiesen grofdenteils nur Signal auf, was
darauf hindeutet, dass Pim-1-wt einen anderen AS-Rest phosphoryliert als C-TAK1 selbst.
Weiterhin ist auch die Pim-1-wt Autophosphorylierung sichtbar. GST-Pim-1-K67M ist nicht
in der Lage C-TAK1 oder eine der PM zu phosphorylieren. Als Kinase konnte auch in-vivo
exprimiertes Flag-Pim-1-Protein verwendet werden, was zum gleichen Resultat fiihrte. Dazu
wurde das Flag-Immunoprézipitat aus Flag-Pim-1 transfizierten COS7-Zellen als Kinase
verwendet.
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Kinasen: Abb.2.22 Pim-1-wt phosphoryliert

Pmawt v .+ o oL T C-TAK1, die C-TAK1-PM aber nicht
C-TAK1-L128P

. p— - Pim-1-wt oder Pim-1-K67M wurden entweder in

GST-C-TAKL L Bakterien (GST-Pim-1, oben) oder in COS7-Zdllen

-- (unten) exprimiert. Das COS7-Zellysat wurde mit

auto-P- einem Flag-AK immunoprézipitiert. Die
eSTPim-1 - = - bl Immunoprézipitate wurden far die
Kinase-Experimente verwendet. Gezeigt ist, dass
Pim-1-wt die Kinase C-TAK1-wt und die zwei schon

—> = - _ : ; .

GST-C-TAKlL verdffentlichten PM phosphoryliert, aber nicht die
Mutante C-TAK1-L128P. Pim-K67M hat die
Féhigkeit verloren, C-TAK1 und die PM zu
phosphorylieren und ist ebenfalls zur

. Autophosphorylierung nicht fahig.

auto-P-

Flag-Pim-1 —pm

Substrate:

GST-C-TAK1-wt oy

GST-C-TAK1-L128P - - + o+ - -

GST-C-TAK1-N183A - - - - + o+ - -

GST-C-TAK1-D196N - - - - - - + o+

Nach Feststellung, dass die Kinase C-TAK1 ein Substrat von Pim-1 darstellt, war weiter von
grofdem Interesse herauszufinden, in welchen Regionen C-TAK1 durch Pim-1 phosphoryliert
wird. In Abbildung 2.15b, ¢, d ist gezeigt, dass Pim-1 mit dlen C-TAK1-Vollangen-Proteinen
(aufBer mit C-TAK1-L128P), C-TAK1-Y6131 (AS1-263), C-TAK1-165 und C-TAK1-N-de
(AS81-729) interagieren konnte. Eine Tabelle der verwendeten C-TAK1-Proteine ist in
Abbildung 2.25 gezeigt. Diese Ergebnisse grenzten die Interaktions-Domane auf Seiten des
C-TAK1-Proteins auf die AS81-165 en. Es wurden zur Untersuchung der
Interaktions-Doméane noch zwe weitere Deletionen hergestellt. Dabel handelte es sich um en
N-terminales Fragment welches die AS 1-111 beinhdtete und ein weiteres Fragment, welches
die AS 81-178 enthidt. Wahrend die Mutante C TAK1-81-178 noch mit Pim-1 interagierte,
hatte die C-TAK1-1-111-Mutante diese Fahigkeit verloren (Abb.2.23). Dadurch konnte die
Pim-1-Interaktions-Doméne auf die AS 112-165 eingeengt werden. In diesem Bereich liegt
auch die L128P-PM. Weiterhin interagierten die beiden Deletions-Mutanten mit C-TAK-wt
bzw. mit dem isolierten Protein aus der Ratte, wodurch die
C-TAKL/C-TAK1-Interaktions-Domane auf die AS 81-111 begrenzt werden konnte.
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Abb.2.23  Eingrenzung der Pim-1-Interaktions-

& & Doméane auf Seiten des C-TAK1-Proteins
©
f@if \,,é\g'*g’g Die beiden Deletions-Mutanten C-TAK1-1-111 und 81-178
ST SE&F (Abb.2.25) wurden als GST-Fusionsproteine in Bakterien
SEE &L exprimiert und aufgereinigt. Die Proteine wurden mit

IVT C-TAK1-wt

®S markierten Proteinen (IVT) von Pim-1-wt, C-TAK1-Y6131
und C-TAKZL1-wt inkubiert und mittels Immunoblot und

o Autoradiographie auf deren Interaktion analysiert. Wéhrend die
VT Pim-Lwt =B | Mutante 81-178 sowohl mit Pim-1-wt als auch mit den beiden
ey G‘éT_' _C-TAKl-Prote_men mte_raglert, ist die 1-11_1-M utan_te nur_noch
C-TAKI (1-111) C-TAK1 (81-178) in der Lage mit den beiden C-TAK1-Proteinen zu interagieren.
Somit konnte festgelegt werden, dass die
Pim-1-Interaktions-Doméne von den AS 112 und 165 begrenzt wird. Die C-TAKL/C-TAKZ1-Interaktions-
Doméne Uberspannt den Bereich der AS 81-111.

IVT C-TAK1-

Es konnte weiter gezeigt werden, dass Pim-1-wt eine weltere C-TAK1-Deletions-Mutante
(C-TAK1-N-del (98 kD)) phosphorylieren kann (Abb.2.24). Diese N-terminale
Deletions-Mutante war nicht zur Autophosphorylierung fahig. Als Substrat-Negativ-Kontrollen
wurden GST-Jun1-233 (50 kD) und GST-Pias3 (97 kD) und as Kinase-Negativ-Kontrollen
GST und GST-Pim-1-K67M verwendet. Als Positiv-Kontrolle diente die PM C-TAK1-N183A
(107 kD). Weiter ist in Abbildung 2.24b gezeigt, dass die beiden kurzen Deletions-Mutanten
C-TAK1-111 und 81-178 von Pim-1-wt-Flag nicht phosphoryliert wurden (dieVerwendung
von GST-Pim-1-wt fihrte zum gleichem Ergebnis, Daten nicht gezeigt), obwohl die
C-TAK1-81-178 Mutante noch die Pim-1-Interaktions-Domane (AS 112-165) beinhdtete. Da
aber die C-TAK1-165-Mutante phosphoryliert wurde (Abb.2.24c), konnte davon ausgegangen
werden, dass aul3er einer weiter zum C-terminalen Ende hin gelegenen AS (C-TAK1-N-ddl;
potentielle Pim-1-Phosphorylierungs-Stellen: AS 484-PERKK SST-491 und
569-PRERRTA-574) auch N-terminale AS-Reste phosphoryliert werden missen. Die Position
dieser AS-Reste musste weiter im 5-Bereich ads AS-Position 81 gelegen sein, da die
C-TAK1-81-178-Mutante nicht phosphoryliert wird. Um den Bereich noch weter
einzugrenzen wurden welitere Deletions-Mutanten von C-TAK 1 hergestellt. Dabei handelte es
sich um N-termina verkirzte Deletions-Mutanten, die an den AS4, 11, 24 und 37 begannen
und den Bereich bis zur AS165 Uberspannten. Eine schematische Darstellung aller
vewendeten C-TAK1-Proteineg/Deletionen it  in Abbildung2.25 gezeigt. Alle
Deletions-Mutanten, die an der AS 165 enden, wurden phosphoryliert (Abb.2.24c). Weiter war
auffalig, dass aber das isolierte Ratten-Protein C-TAK1-Y6131 (das C-TAK1-Y6131-Protein
enthdlt vier unterschiedliche AS im Vergleich zum humanen Protein C-TAK1) und ene um
34 AS velangete humane C-TAK1-Mutante von Pim-1-wt nicht phosphoryliert werden
konnten. Allerdings wurden humane C-TAK1-Deletions-Mutanten, die bis zur AS 230 oder
207 verkirzt worden waren, durch Pim-1-wt phosphoryliert (Abb.2.24c). Gleiche Experimente
wurden auch mit Pim-1-wt-Flag durchgefihrt (Daten nicht gezeigt).
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Substrate:

GST-C-TAK1-
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Abb.2.24
mehreren

C-TAK1 wird an
AS-Resten  durch
Pim-1-wt phosphoryliert

Alle dargestellten  GST-Proteine
wurden in Bakterien exprimiert und
aufgereinigt. Flag-Pim-1-wt wurde
aus mit Flag-Pim-1-wt transfizierten
COS7-Zdlen immunoprézipitiert.
Das Immunoprézipitat wurde as
Kinase  verwendet.  Mit den
angegebenen  Proteinen  wurden
Kinase-Experimente durchgefiihrt.
Die Proben wurden auf ein SDS-Gel
aufgetragen und mittels
Autoradiographie detektiert. a Eine
C-TAK1-Mutante, die ab AS81
beginnt  wird von Pim-1-wt
phosphoryliert. Die Mutante besitzt
keine Fahigkeit zur
Autophosphorylierung und wird auch
nicht durch GST oder
GST-Pim-1-K67M  phosphoryliert.
C-TAK1-N183A diente as
Positiv-Kontrolle und GST-Jun1-233
und Pias3 als Negativ-Kontrollen.

b: Pim-1-wt-Flag phosphoryliert weder die C-TAK11-111 noch die C-TAK1-81-178 Deletions-Mutante.
C-TAK1-N183A diente als Positiv-Kontrolle und GST, GST-Jun1-233 und GST-Pias3 als Negativ-Kontrollen.
c: Pim-1-wt phosphoryliert ale N-terminal verkirzten C-TAK1-Deletionen. Wéhrend die C-TAK1-207/230
Mutanten phosphoryliert werden, ist dies bei den beiden grofReren C-TAK1-Y 6131 und C-TAK1-297-Mutanten
nicht der Fall. Wéhrend GST als Substrat-Negativ-Kontrolle diente, wurden GST und GST-Pim-1-K67M as
Kinase-Negativ-Kontrollen verwendet.

Die erhatenen Daten zeigten, dass Pim-1 mehrere AS des humanen C-TAK1-Protein
phosphorylieren kann. Innerhalb der ersten 80 ASim N-Terminus sind sieben Serine und neun
Threonine lokaigert, von denen eines oder mehrere phosphoryliert werden konnten. Ein
weiterer Bereich erstreckt sich Uber die AS 179-729. Dieser Bereich enthdlt auch das potentielle
Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv. Wéhrend die Pim-1-Interaktions-Doméne in dem Bereich
zwischen den AS112-165 lokaisert igt, konnte die C-TAKL/C-TAK1-Interaktions-Doméne
auf die AS 81-111 eingegrenzt werden.
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Abb.2.25 Schematische Darstellung der C-TAK1-GST-Proteine/Deletionen

Dargestellt sind ale verwendeten GST-C-TAK1-Proteine. Aus den Daten geht hervor, inwieweit de
C-TAK1-Proteine/Mutanten mit C-TAK1 oder Pim-1 interagieren bzw. von Pim-1-wt phosphoryliert werden.
Nur C-TAK1-wt, o und p sind zur Autophosphorylierung in der Lage. Es sind sowohl die verdffentlichte
CDC25C- (Peng et al., 1998), die Pim-1- as auch die C-TAKI1-Interaktions-Doméne markiert. Das
Molekulargewicht ist inklusive GST-Anteil angegeben. UBA: AS 328-364; Ubiquitin-assoziierte-Domane,
KA-1: AS 680-729; Kinase-assoziierte Doméne 1.
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2.7.4. CDC25C wird durch Pim-1-wt phosphoryliert

Es war bekannt, dass die Phosphatase CDC25C durch C-TAK1 an der AS Ser216
phosphoryliert und durch Rekrutierung von sogenannten 14-3-3-Adapter-Proteinen inaktiviert
wird. CDC25C bendtigt alerdings N-terminale Phosphorylierungen, um aktiviert zu werden.
Diese Aussage wurde Uberprift, indem verschiedene CDC25C-Deletions-Mutanten und die
PM CDC25C-S216A as Substrat in Kinase-Experimenten eingesetzt wurden (Abb.2.26). Eine
der Deletions-Mutanten beinhaltete die AS 1-211, die zwelte die ersten 235 AS und die dritte
begann ab AS 180 und beinhaltete den CDC25C-Protein-Anteil bis zum Stopp-Codon. In ener
weiteren Mutante wurde die AS Serin an der Position 216 gegen Alanin ausgetauscht. So
wurde eine PM hergestellt, die von C-TAK1 nicht mehr phosphoryliert werden kann
(Peng et al., 1998). In welchem Mal3e sowohl Pim-1 as auch C-TAK1 mit den jewelligen
CDC25C-Proteinen interagieren konnten und ob diese von Pim-1 bzw. C-TAK1
phosphoryliert wurden, ist in Abbildung 2.26 dargestellt.

Es wurde bereits gezeigt, dass Pim-1-wt die Phosphatase CDC25C phosphoryliert, obwohl
CDC25C nur eine abgewandelte Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv in der NLS-Sequenz enthalt
(240-KVKKKYFSG-248). In Abb.2.26b und c ist gezeigt, dass sowohl Pim-1-wt-GST als
auch immunoprazipitiertes Pim-1-wt-Flag-Protein  aus Pim-1-wt-Flag transfizierten
COS7-Zéellen in der Lage waren, sowohl CDC25C ds auch dle drei Deletions-Mutanten zu
phosphorylieren. Da die CDC25C-180-474-Mutante ungefahr das gleiche Molekulargewicht
besitzt wie Pim-1-wt-GST, war deren Detektion aufgrund der Autophosphorylierung bei
Vewendung des GST-Pim-1-wt-Proteins erschwert, was durch Verwendung von
immunoprazipitiertem Flag-Pim-1-wt Protein umgangen werden konnte. Als Positiv-Kontrolle
diente GST-C-TAK1, as Negativ-Kontrolle GST. Weliter zeigten die Experimente, dass
Pim-1-wt eine andere AS als Ser216 des CDC25C-Proteins phosphoryliert. Wahrend C-TAK1
nicht in der Lage war, die CDC25C-S216A-PM zu phosphorylieren, war bel Pim-1-wt
zwischen CDC25C-wt und CDC25C-S216A kein Unterschied zu erkennen (Abb.2.26€).

Von der Kinase C-TAK1-wt-Flag (immunopréazipitiertes Flag-Protein aus C-TAK1-wt-Flag
transfizierten COS7-Zellen) wurden CDC25C-wt und die beiden Deletions-Mutanten
CDC25C-235 und CDC25C-180-474 phosphoryliert. Diese beinhdten ale die AS Ser216
(Abb.2.263, d).
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Abb.2.26 Pim-1-wt phosphoryliert CDC25C in-vitro an einem oder mehreren Serin- oder
Threonin-Resten, aber nicht an der AS Ser216

Unterschiedliche GST-CDC25C-Deletions- oder Punktmutanten sind fur die in vitro Kinase-Experimente as
Substrat verwendet worden. a: Schematische Darstellung von CDC25C und den CDC25C-Deletions- oder
Punktmutanten sowie ein Uberblick tber die Pim-1/CDC25C-Interaktion, C-TAK1/CDC25C-Interaktion und
die Phosphorylierung von CDC25C durch Pim-1-wt und C-TAK1. b/c: Sowohl GST-Pim-1-wt als auch
immunoprézipitiertes Flag-Pim-1-wt aus Pim-1-wt-Flag transfizierten COS7-Zellen phosphorylieren ale
CDC25C-wt und Deletions-Mutanten. d: C-TAK1 phosphoryliert alle CDC25C-Proteine, die die AS Ser216
enthalten (Peng et al., 1998). e C-TAK1 phosphoryliet CDC25C am Ser216. Pim-1 phosphoryliert
CDC25C an einem oder mehreren Serin- oder Threonin-Resten, aber nicht an der AS Ser216.
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Die Experimente zeigten, dass die Interaktions-Doméne auf Seiten des CDC25C-Proteins in
Bezug auf Pim-1 von den AS 180 und 211 begrenzt wird. In der Region zwischen den AS 180
und 211 sind 4 Serin-Reste vorhanden, die phosphoryliert werden kénnten. Wahrend C-TAK1
die Phosphatase CDC25C an der AS Ser216 phosphoryliert, wird diese von Pim-1-wt an einem
oder mehreren Serinen oder Threoninen, aber nicht an Ser216, phosphoryliert. Dabel korreliert
die Interaktionsstarke zwischen Pim-1/CDC25C nicht mit dem durch Pim-1 verursachten
Phosphorylierungsstatus.

2.8. Endogene Expression von Pim-1, C-TAK1 und CDC25C

Die bisherigen Ergebnisse beruhten auf Uberexpression in Zellen oder sind in-vitro
durchgefuhrt worden. Es war daher von Interesse zu untersuchen, ob auch die endogenen
Proteine Pim-1, C-TAK1 und CDC25C miteinander interagieren bzw. kolokalisiert in der Zdle
vorliegen. Pim-1 konnte endogen in U 937-Zellen detektiert werden. Die U 937-Zdllinieist eine
monocytare leukamische Zellinie, die durch Phorbolester (TPA)-Stimulierung zu Makrophagen
differenziert. Bel diesem Prozess kommt es zur Akkumulierung von Pim-1 (Abb.2.27a). Es ist
nicht geklart, ob es sich dabei um eine erhohte Transkription/Trandation handelt oder um eine
Inhibierung der Degradation. Pim-1 war bis zu vier Tagen nach Stimulierung nachzuweisen
(Abb.2.27b). Wahrend in NIH 3T3-Zellen nur endogenes Pim-1 detektiert werden konnte, war
es in Hela- und K 562-Zellen moglich, dle drei Proteine endogen nachzuweisen (Abb.2.27b).
Ebenso wurden Immunopréazipitationen von Lysaten der oben genannten Zellen zum Nachwels
endogener Proteine durchgeftihrt. Als Kontrolle wurde im Immunoblot der AK verwendet, der
auch fir die Immunoprézipitationen verwendet worden war. C-TAK1 war auch im
Immunoprézipitat von sowohl o-Pim-1 as auch von a-CDC25C nachzuweisen. Dieses
bestétigte die Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen. Weiter konnte Pim-1 im
Immunoprézipitat von a-CDC25C detektiert werden und umgekehrt. Bel Detektion des
endogenen CDC25C-Proteins kam erschwerend hinzu, dass das CDC25C-Protein im
Immunoblot ungefdhr das gleiche Molekulargewicht wie die grof3e |gG-Bande aufwies.
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Abb.2.27 Nachweis der endogenen  Proteine im  Immunoblot und in  der
Immunoprazipitation

a U 937-Zellen wurden mit 100 nM TPA fir angegebene Tage stimuliert, die Proteine isoliert und im
Immunoblot auf die Expression von Pim-1 untersucht. Uber einen Zeitraum von vier Tagen ist Pim-1
nachzuweisen. b: Verschiedene Zellinien wurden auf die endogene Expression von Pim-1, CDC25C und
C-TAK1 untersucht. Sowohl in Hela als auch in K 562-Zellen sind Pim-1, CDC25C und C-TAK1
nachzuweisen. c: C-TAK1 kann in allen endogenen Immunoprézipitaten von C-TAK1, Pim-1 und CDC25C
nachgewiesen werden. Weiter ist es moglich, Pim-1 im Immunoprézipitat von CDC25C zu detektieren und
anders herum. H: Hela-Zellen, K: K 562-Zellen, EH: Hela-Zellysat, C: Kontrolle (Zellysat von entsprechend
transfizierten COS7-Zellen), WB: Immunoblot, |P: Immunopréazipitation.

Helaa und K 562-Zellen wurden auch zum Nachweis der endogenen Proteine in der
Immunfluoreszenz verwendet. Das Lokalisations-Muster der Proteine Pim-1, C-TAK1 und
CDC25C wurde unter Verwendung der entsprechenden AK untersucht. In Abbildung 2.28a
sind as Kontrollen die mit dem jeweligen 2. AK versetzten Zelen gezeigt. Als weltere
Negativ-Kontrolle wurde der a-Gfi-1-AK verwendet, da aus eigenen Arbeiten bekannt war,
dass in Hela und K 562-Zellen kein Gfi-1 exprimiert wird. Sowohl in Hela- as auch in
K 562-Zellen waren dle drel endogenen Proteine grofdtenteils cytoplasmatisch lokalisiert.
Pim-1 war sowohl mit C-TAK1 as auch mit CDC25C kolokalisiert. Die Kolokalisation von
C-TAK1 und CDC25C diente als Positiv-Kontrolle (Abb.2.28b).
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a Hela-Zellen K-562-Zellen
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-CDC25C
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Abb.2.28: Detektion von endogenen Pim-1, C-TAK1 und CDC25C

a Hela- und K 562-Zellen wurden mit a-Pim-1, a-CDC25C, a-C-TAK1 oder a-Gfi-1 und mit den jeweiligen
TRITC-markierten 2. AK in der Immunfluoreszenz geférbt. Als Negativ-Kontrollen wurden nur die jeweiligen
TRITC-markierten 2. AK verwendet. Alle Proteine sind cytoplasmatisch lokalisiert. Gfi-1 wird in HelaZellen
nicht exprimiert. b: Hela-Zellen wurden mit den angegebenen AK und den spezifischen TRITC oder
FITC-markierten 2. AK immunhistochemisch gefarbt. Sowohl Pim-1/C-TAK1 als auch Pim-1/CDC25C sind
kolokalisiert. Die Kolokalisation von C-TAKL/CDC25C diente als Positiv-Kontrolle.
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2.9. Pim-1 verringert die C-TAK1-Kinase-Aktivitat

Es ist bekannt, dass CDC25C durch Phosphorylierung an der AS Ser216 durch C-TAK1
inaktiviert wird (Peng et al., 1998). Zu untersuchen gat folglich, ob C-TAK1 durch die
Phosphorylierung durch Pim-1-wt inaktiviert wird, so dass eine indirekte aktivierende Wirkung
in Bezug auf CDC25C auftritt. Dabel konnte allerdings der Effekt der Autophosphorylierung
nicht beriicksichtigt werden, da ale C-TAK1-Kinasen, die sich nicht autophosphorylieren
konnten, keine Aktivitét zeigten. Zwei aufeinanderfolgende Kinase-Experimente  wurden
angeschlossen, um den Inaktivierungs-Mechanismus aufzukléren. Im ersten Kinase-Versuch
diente C-TAK1 as Substrat und aufgereinigte und eluierte GST-Pim-1-wt/-K67M-Proteine als
Kinasen. In Abbildung 2.29 ist zu sehen, dass C-TAK1 selbst starker phosphoryliert war, wenn
im 1. Kinase-Experiment Pim-1-wt eingesetzt worden war (1. Spur im Vergleich zur 2. Spur).
Pim-1-K67M war nicht in der Lage, C-TAK1 inaktivierend zu phosphorylieren. Weiterhin ist
im 2. Kinase-Experiment gezeigt, dass die Aktivitét der phosphorylierten C-TAK1-Kinase in
Bezug auf die Phosphatase CDC25C herabgesetzt war (Abb.2.29, 1. Spur im Vergleich zur
2. Spur). Dieses war sowohl beim CDC25C-GST-Volléngen-Protein as auch bel dem
typischen niedermolekularen Protein zu sehen. C-TAK1, welches das erste Kinase-Experiment
ohne Pim-1 durchlief, war in der Lage CDC25C zu phosphorylieren (Abb.2.29, Spur 3). Als
Positiv-Kontrollewurde C-TAK1 erst im 2. Kinase-Experiment eingesetzt (Abb.2.29, Spur 4).
CDC25C dlein zeigte keine Autophosphorylierung (Abb.2.29, Spur 5). Das Experiment wurde
drei Mal unabhangig voneinander mit identischen Ergebnissen durchgefiihrt. Die Abbildung
2.29 zeigt ein représentatives Ergebnis dieser Experimente.

Abb.2.29 Inaktivierung von C-TAK1

Pim-1-wt-GST-Eluat + ; - - - durch Pim-1-
1 KA Pim-1-K67M-GST-Eluat - - - Ph . : .
osphorylierung in vitro
C-TAKL-wt-GST + + + P ) y g . L
@ * GST-Proteine wurden in Bakterien exprimiert
2. C-TAKIWE-GST * und aufgereinigt. GST-Pim-1-Proteine wurden
CDC25C-GST + + + + +

eluiert. Nach einem ersten Kinase-Experiment
(C-TAK1 as Substrat von Pim-1) wurde in
einem 2. Kinase-Experiment CDC25C durch
die (phosphorylierte) C-TAK1-Kinase
phosphoryliert. Die C-TAK1-Kinase-Aktivét
in Bezug auf CDC25C war erniedrigt, wenn
im ersten Kinase-Versuch Pim-1-wt  als
Kinase eingesetzt worden war (Spur 1). Die
Phosphorylierung von C-TAK1 durch Pim-1
war erhdht. Die kinase-inaktive Mutante
Pim-1-K67M konnte C-TAK1 nicht phosphorylieren, wodurch die C-TAK1-Kinase-Aktivitét in Bezug auf
CDC25C im 2 Kinase-Experiment erhoht war (Spur 2). C-TAK1 wurde zusétzlich als Kontrolle verwendet
(Spur 3 und 4). CDC25C ist nicht zur Autophosphorylierung fahig (Spur 5).

CDC25C-GST

»
GST-C-TAK1
-wt-GST
—-
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2.10. Pim-1 erhoht die CDC25C-Phosphatase-Aktivitat

Die Phosphorylierung der AS Ser216 ist dafur verantwortlich, dass CDC25C letztendlich
durch Rekrutierung von 14-3-3 Adapter-Proteinen inaktiviert wird. Dieses geschieht durch
C-TAK1 oder die DNA-Schaden-Erkennungs-Kinasen chkl und cdsl. C-TAK1 ist alerdings
Uber den ganzen Zellzyklus hinweg exprimiert (Peng et al., 1998). Bisher war nicht bekannt,
wie C-TAK1 reguliert werden kann.

CDC25C benttigt, um aktiv zu werden, N-terminale Phosphorylierungen. Dieses geschieht
sowohl durch die Polo-like-Kinase 1 als auch in einem riickwirkenden Mechanismus durch
den schon telweise phosphorylierten  CyclinB/cdk1-Komplex  (Abrieu et al., 1998;
Cogswell et al., 2000; Kumagai und Dunphy, 1996; Qianet al., 2001;
Toyoshima-Morimoto et al., 2002). Im Verlauf dieser Arbeit stellte sich heraus, dass Pim-1 in
der Lage ist, C-TAK1 durch Phosphorylierung zu inaktivieren. Gleichzeitig wurde aber auch
gezeigt, dass CDC25C durch Pim-1 phosphoryliert wird. Somit war es von grof3em Interesse
zu untersuchen, ob die Phosphorylierung durch Pim-1 enen Einfluss auf
CDC25C-Phosphatase-Aktivitdt besitzt. Es war bekannt, dass Pim-1 mit der verwandten
Phosphatase CDC25A interagiert, diese phosphoryliert und die Phosphatase-Aktivitét um das
dreifache erhéht (Mochizuki et al., 1999). CDC25A ist eine Phosphatase, der eine bedeutende
Rolle im Zdlzyklus an dem G,/S Kontrollpunkt zukommt. CDC25C ist der gleichen
Protein-Familie zuzuordnen, alerdings am G,/M-Kontrollpunkt von grof3er Bedeutung
(Peng et al., 1998.). Um einen Effekt durch die Pim-1 vermittelte CDC25C-Phosphorylierung
Zu  zeigen, wurden Phosphatase-Aktivitdts-Experimente  durchgefihrt. Dem
Phosphatase-Aktivitdts-Experiment wurde ein Kinase-Experiment vorgeschaltet, um die
Unterschiede zwischen phosphorylierter und nicht-phosphorylierter Phosphatase aufzuzeigen.
Zur Kontrolle wurde die Aktivitdt der jeweiligen Kinasen mit radioaktiv-markierten [y*P] ATP
Uberpruft (Daten nicht gezeigt, verglechbar mit Abb.2.26b/c/e). Das dem
Phosphatase-Experiment  vorgeschatete Kinase-Experiment wurde mit und ohne ATP
durchgefihrt.  Als Kinasen wurden GST-Pim-1-wt, die kinase-inaktive Mutante
GST-Pim-1-K67M und GST engesetzt. Um die reative eigene Phosphatase-Aktivitét zu
bestimmen, war nur CDC25C-GST verwendet worden. Der Einsatz von CDC25A angtelle von
CDC25C diente as Postiv-Kontrolle (Mochizuki et al., 1999). Als Substrat wurde das
chromogene Substrat  p-Nitrophenyl-Phosphat  (p-NPP), welches strukturell — mit
Phospho-Tyrosin verwandt ist, verwendet. Die in dem Phosphatase-Experiment erhatenen
Aktivitdéeen wurden durch Bezug auf die rdative Phosphatase-Aktivitdt von CDC25C und
CDC25A ermittddt. Die Standardabweichungen wurden im Fale von CDC25C und
CDC25C/Pim-1-wt aus n=6, von CDC25C/Pim-1-K67M und CDC25C/GST aus n=4 und im
Fale von CDC25A und CDC25A/Pim-1-wt aus n=3 unabhangigen Experimenten berechnet.

Die Phosphatase-Aktivitdt von GST-CDC25C erhdhte sich vom Basd-Leve nach
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Pr&Inkubation mit GST-Pim-1-wt um das dreifache, nicht aber mit GST dlene, so dass
angenommen werden kann, dass Pim-1-wt die Phosphatase CDC25C aktiviert. Die Aktivierung
von CDC25C war abhangig von der Phosphorylierung durch die Pim-1-Kinase, daPim-1-wt in
Abwesenheit von ATP nicht in der Lage war, die Aktivitdt von CDC25C zu erhohen. Die
kinase-inaktive Mutante Pim-1-K67M war trotz Anwesenheit von ATP nicht in der Lage, die
Phosphatase-Aktivitdt von CDC25C zu steigern. Die Phosphatase-Aktivitdt von CDC25A
wurde durch Pim-1-wt ebenfalls erhoht.

Somit konnte gezeigt werden, dass Pim-1 die Phosphatase CDC25C sowohl indirekt (durch
Inhibierung von C-TAK?1) als auch direkt durch Phosphorylierung aktiviert.

x-fache Aktivierung

4,5
n—ATP T
4,0 W+ ATR

3,5
3,0

2,5

2,0 -I-

1,5

1,0
0,5
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cDC25C) cDC25C) cbe2scy CcDC25A/
cbezse Pim-1-wt Pim-1-K67M GsT ChC23A Pim-1-wt

Abb.2.30 Phosphorylierungs-vermittelte Aktivierung der CDC25C-Phosphatase durch die
Pim-1-Kinase

GST-Fusionsproteine  wurden in  Bakterien exprimiert, aufgereinigt und unter Kinase-Bedingungen
zusammengegeben. Die Kinase-Reaktion wurde gestoppt und die Phosphatase-Aktivitdt von CDC25C in da
gleichen Reaktion unter Verwendung des chromogenen Substrates p-Nitrophenyl-Phosphat (p-NPP) bestimmt.
Der Graph zeigt die Phosphatase-Aktivitéten relativ zu CDC25C in Abwesenheit bzw. in Anwesenheit von
ATP und GST-Proteinen. Pim-1-wt ist in der Lage, die CDC25C-Phosphatase-Aktivitét um das dreifache durch
Phosphorylierung zu erhdhen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus n=6 (CDC25C und CDC25C/Pim-1-wt),
n=4 (CDC25C/Pim-1-K67M und CDC25C/GST) und im Falle von CDC25A und CDC25A/Pim-1-wt aus n=3
unabhéngigen Experimenten.
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3. Diskussion

3.1. Isolierung von C-TAK1

Um neue Interaktionspartner von Pim-1 zu isolieren, wurde das neuartige
Hefe-Interaktions-System (engl.: Ras Recruitment System, RRS) verwendet. Die Interaktion
von Pim-1 und dem isolieten C-TAKI1-Protein konnte im  herkdmmlichen
Hefe-Interaktions-System (engl.: Yeast Two Hybrid) bestétigt werden. Bel der Isolation des
humanen C-TAK1-Proteins aus ener humanen Milz-cDNA-Bibliothek  wurden
drel Spleil3-Varianten identifiziert. Dabei handelte es sich um die schon verdffentlichte
C-TAK1-Sequenz (Pengetal., 1998), nachfolgend als C-TAK1-wt bezeichnet, und zwe
weitere Spleil3-Varianten, die als C-TAK1-a (Exon X (9 AS) und ExonY (15AS)) und
(ExonY, 15 AS) bezeichnet wurden. Diese beiden Exons sind zwischen dem 16. und 17. Exon
des C-TAK1-Proteins in einer nicht ndher definierten Protein-Region inseriert. Es wurde
allerdings keine Splei3-Variante gefunden, die nur das Exon X (9 AS) beinhaltet, was alerdings
nicht ausschlief¥, dass diese Spleif3-Variante in anderen Geweben exprimiert wird. Die in Hefe
gefundene Interaktion mit dem N-terminalen C-TAK1-Fragment konnte mit den verschiedenen
SpleiF-Varianten des humanen C-TAK1-Vollangen Proteins in adlen durchgefihrten
biochemischen Experimenten bestétigt werden. Als interne Kontrolle diente eine mit Pim-1
nicht-interagierende Punktmutante (PM) C-TAK1-L128P.

Waéhrend die Arbeitsgruppe von PiwnicasWorms zwel C-TAK1-Proteine von fast gleichem
Molekulargewicht (Doppelsignal im Immunaoblot) in Hela- und in Jurkat-Zellen nachweisen
konnte, konnte in der vorliegenden Arbeit C-TAK1 nur als einfaches Signal in K 562- und
Hela-Zellen endogen nachgewiesen werden. Die Gruppe von PiwnicaWorms fuhrte diese
Beobachtung auf unterschiedliche Phosphorylierungs-Stadien des C-TAK1-Proteins zurtick
(Peng et al., 1998). Esist jedoch mdglich, dass es sich dabel um verschiedene Spleif3-Varianten
handelt. Zumindest sind die geringen GrofRenunterschiede der Spleif3-Varianten in den mit
C-TAK1-Expressionskonstrukten transfizierten COS7-Zellen sichtbar. Die Spleil3-Varianten
zeigten in ihrem Verhalten gegentiber Pim-1 keine Unterschiede. Als Kontrolle wurden die drei
Spleil&-Varianten auf ihre Kinase-Aktivitét in Bezug auf die Phosphatase CDC25C getestet.
Auch hier konnte kein Unterschied zwischen C-TAK1-wt und den Spleil3-Varianten aufgezeigt
werden. Vide weltergehende Versuche wurden aufgrunddessen nur noch mit C-TAK1-wt
durchgefhrt.
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3.2. Interaktion zwischen Pim-1 und C-TAK1

Die Interaktion zwischen Pim-1 und dem humanen C-TAK1 wurde durch biochemische
Untersuchungen, wie GST-Interaktions-Experimente, I mmunoprazipitationen,
Immunfluoreszenzen und Kinase-Experimente bestétigt. Dabel stellte sich u.a. heraus, dass in
jedem Experiment die C-TAKL/C-TAK1-Interaktion am stérksten war. Die
C-TAK1Z/C-TAK1-Interaktions-Doméne konnte auf einen kleinen Bereich von 30AS
eingegrenzt werden. So ist es naheliegend, dass C-TAK1 seine Aktivitét als Dimer/Multimer
entfaltet. Im Falle von Pim-1 kann ebenfalls von dieser Annahme ausgegangen werden, da in
jedem Interaktions-Experiment Pim-1 auch mit einem anderen Pim-1-Protein interagierte. Es
l&sst sich alerdings bei keinem von beiden Proteinen eine Aussage dartiber machen, ob en
einzelnes Protein zur Autophosphorylierung féhig ist oder ob die Phosphorylierung von einem
gebundenen zweiten Protein herrihrt.

3.2.1.  Inaktivierung von C-TAK1

CDC25C wird von C-TAK1 am Ser216 phosphoryliert und durch Rekrutierung von
14-3-3-Adapter-Proteinen inaktiviert. Durch die Inaktivierung des CDC25C-Proteins wird der
Zéelzyklus am G,/M-Kontrollpunkt blockiert. Die durch DNA-Schéden aktivierten Kinasen
chkl/cdsl phosphorylieren die gleiche AS des CDC25C-Proteins (Blasnaet al., 1999;
Furnari et al., 1999; Sanchez et al., 1997). Somit kann davon ausgegangen werden, dass unter
genotoxischem Stress dieser Kontrollpunkt in eéinem noch vie stérkeren Mal3e blockiert wird.
Der Block findet auf verschiedenen Ebenen statt. In Abb.1.4 der Einleitung war schon zu
sehen, dass durch das Tumorsuppressor-Protein p53 die Expression des Adapter-Proteins
14-3-3 verstérkt und die CDC25C-Expression erniedrigt wird (Krauseet al., 2001). Die
CDC25C-aktivierende Kinase Plk1 wird durch Ubiquitinierung inaktiviert (Kang et al., 2002)
und auf Ebene des Cyclin Bl/cdkl-Komplexes wird der inhibierende Effekt durch die
Aktivierung von Weel verstérkt (Takizawa und Morgan, 2000). Dieser Block dauert so lange
an, bis auf der DNA-Ebene dle Schaden repariert sind. Es war bisher vollig unklar, wie
C-TAK1 reguliert wird. Nach dem bisherigen Moddl, durfte der G,-/M-Block nicht
Uberschritten werden, da C-TAK1 Uber den gesamten Zellzyklus exprimiert wird. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Pim-1-Kinase C-TAK1 phosphoryliert. In
der Tat wird die Kinase-Aktivitdt durch die Pim-1-Phosphorylierung herabgesetzt. Die
abnehmende Kinase-Aktivitdt von C-TAK1 wurde Uber den Phosphorylierungs-Status von
CDC25C gemessen. Allerdings bleibt anzumerken, dass C-TAK1 2zwar en
Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv besitzt (AS 486-RKK SST-491), dieses aber nicht die einzige
Phosphorylierungs-Stelle sein kann, da C-TAK1 auch am N-Terminus phosphoryliert wird.
Die Entdeckung, dass Pim-1 die Kapazitét besitzt, mit C-TAK1 stabile Komplexe zu bilden,
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in-vitro zu phosphorylieren und dadurch zu inaktivieren, legt die Vermutung nahe, dass Pim-1
fur die Regulation der biologischen Funktionen von CTAK1 verantwortlich ist. Somit kénnte
das Proto-Onkogen Pim-1 die Zellzyklusprogression beschleunigen, indem en Inhibitor
inaktiviert wird. Dieses stimmt mit den Daten Uberein, welche zeigen, dass Pim-1 in der Lage
ist, den Zellzyklus in der DN3-Subpopulation der Thymozyten-Entwicklung zu beschleunigen
(Leduc et al., 2000; Shirogane et al., 1999).

3.2.2.  Modellmechanismus der C-TAK1-Inaktivierung

In Immunfluoreszenzstudien konnte gezeigt werden, dass beide Pim-1-Proteine mit dlen
C-TAK1-Vallangen- und dem isolierten Protein der Ratte kolokalisiert vorliegen. Alle
interagierenden C-TAK1-Proteine wiesen eine sowohl cytoplasmatische als auch nukledre
Lokalisation auf.

Endogen wurden Pim-1 und C-TAK1 in Hela und K 562-Zellen nur cytoplasmatisch
kolokalisiert detektiert. Die Interaktion konnte auch mittels endogener |mmunoprazipitationen
gezeigt werden. Dennoch gibt die Uberexpression der Proteine einen Hinweis auf die
Interaktion der Proteine, da die nicht-interagierende Mutante (C-TAK1-L128P), ebenso wie die
Negativ-Kontrolle EviSmut, mit Pim-1 nicht kolokalisiert vorliegt. Bisher ist nicht gekléart, wie
Pim-1in den Zellkern gelangen kann, da in dem Pim-1-Protein keine NLS- Sequenz existiert.
Da die inaktive Mutante Pim-1-K67M mit C-TAK1 den gleichen Kolokalisationseffekt
aufweist wie Pim-1-wt, kann dieser nicht phosphorylierungs-abhangig sein. In
Kinase-Experimenten konnte gezeigt werden, dass Pim-1-wt nicht in der Lage i<, das verkirzte
C-TAK1-Y6131-Protein (Ratte) zu phosphorylieren. Allerdings sind diese beiden Proteine
ebenfalsim Zelkern und Cytoplasma kolokalisiert.

Andererseits konnte im C-TAK 1-Inaktivierungs-Experiment definitiv gezeigt werden, dass die
C-TAK1-Kinase durch Pim-1-Phosphorylierung inaktiviert wird. Wurde die inaktive
Pim-1-K67M-Mutante verwendet, war die C-TAK1-Kinase-Aktivitét nicht herabgesetzt. Somit
wére ein Mechanismus gefunden, der es ermoglicht, C-TAK1 durch eine posttrandationae
Modifikation zu inaktivieren. Andererseits ist bisher noch unbekannt, wie C-TAK1 wieder
dephosphoryliert und aktiviert werden kann.

Die Pim-1-Interaktions-Doméne des C-TAK1-Proteins konnte auf den AS-Bereich 81-165
eingegrenzt werden, in welchem sich auch die PM L128P befindet. C-TAK1 wird sowohl
stromaufwaérts (AS 1-80) a's auch stromabwarts (AS 179-729) dieser Region phosphoryliert.
Obwohl C-TAK1 keine definierte NES-Sequenz enthdlt und im C-terminalen Bereich zwel
putative NLS-Sequenzen besitzt (AS 484-PERKKSST-491 und 569-PRERRTA-575), weist
C-TAK1 ene cytoplasmatische Lokalisation auf. Wéhrend erstere  en
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Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv enthdlt ((K/R),-X-S/T-X; dabe ist X weder eine basische
noch eine hydrophobe AS, Friedmann et al., 1992), beinhatet zweitere nur ein abgewandeltes
Motiv. Im N-Terminus (AS 1-80) befindet sich kein Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv. Wirde
Pim-1 C-TAK1 in der NLS-Region phosphorylieren, kénnte dieses eine Inhibierung des
Kern-Importes zur Folge haben, da Importproteine nicht mehr an die NLS-Sequenz binden
konnten. Andere maogliche Pim-1-Phosphorylierungs-Stellen sind von putativen leucin-reichen
NES-Sequenzen umgeben. Die Phosphorylierung an einem Serin oder Threonin in ener
solchen Doméane kénnte eine Inhibierung des Exportes nach sich ziehen, da z.B. das
Exportprotein Crm1 mit dem zu exportierenden Protein nicht mehr interagieren kann. Die
Folgeist eine Akkumulation im Zellkern (Yang et al., 1998).

Neben der direkten C-TAKI1-Inaktivierung durch Pim-1, koénnte en weteres
Inaktivierungsmodell die réumliche Trennung von C-TAK1 und CDC25C sein. So kdnnte der
Kern-Import von C-TAK1 mitteds Phosphorylierung in der NLS-Region durch Pim-1
verhindert werden. Folglich kénnte eine Inhibierung des nur im Zellkern vollstandig aktiven
CDC25C durch C-TAK1 ausgeschlossen werden. Allerdings steht dieses Modell im
Widerspruch zu der zelluldren Lokalisation von C-TAK1 und Pim-1 in den durchgefihrten
Kotransfektions-Experimenten. Die dort erhatenen Ergebnisse deuten vidmehr auf eine
Aktivierung von CDC25C im Cytoplasma hin, ohne dass C-TAK1 einen inhibierenden
Einfluss ausiiben kann.

3.3. Aktivierung von CDC25C durch Pim-1

Im Verlauf der Experimente stellte sich heraus, dass Pim-1 nicht nur mit C-TAK1, sondern
auch mit CDC25C interagiert. Diese Interaktion wurde in GST-Interaktions-Experimenten
entdeckt, welche zeigten, dass die Identifikation der verschiedenen Interaktionspartner abhéngig
von der verwendeten cDNA-Bibliothek und der entsprechenden Interaktionsstarke ist. Bestétigt
wurde die Interaktion in Immunoprézipitationen, tellweise in Immunfluoreszenzstudien, in
Kinase-Experimenten und in Phosphatase-Experimenten. CDC25C wurde sowohl in
Transfektions-Experimenten als auch endogen im Cytoplasma detektiert. Nur bel
Kotransfektion mit Pim-1-wt konnte CDC25C auch teilweise im Zellkern detektiert werden.
Die nachgewiesene Kolokalisation kann auch ein Zelzyklus-abhangiger Effekt sein, da
CDC25C wéhrend der Mitoseim Zellkern lokaisiert ist. Pim-1 und CDC25C wurden auch in
endogenen Komplexen nachgewiesen. In den Phosphatase-Experimenten konnte letztendlich
die Aktivierung von CDC25C mittels Phosphorylierung durch Pim-1-wt gezeigt werden. Die
inaktive Pim-1-K67M-Mutante war nicht in der Lage, CDC25C zu phosphorylieren und zu
aktivieren. Die dleinige Bindung von Pim-1 trug nicht zu ener Erhéhung der
Phosphatase-Aktivitét bei.
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Wahrend Pim-1 am G,/S-Kontrollpunkt die Phosphatase-Aktivitédt von CDC25A erhoht
(Mochizuki et al., 1999), ist CDC25C die verantwortliche Phosphatase am G,/M-K ontroll punkt
(Takizawa und Morgan, 2000; Peng et al., 1998). CDC25A wurde im Phosphatase-Experiment
als Postiv-Kontrolle verwendet. Die Entdeckung, dass Pim-1 die Kapazitédt bedtzt, die
Phosphatase CDC25C in vitro zu phosphorylieren und dadurch zu aktivieren und die
Beobachtung, dass die beiden Proteine stabile Komplexe bilden kénnen, erlaubt es zu
spekulieren, dass u.a. Pim-1 die biologische Funktion von CDC25C reguliert.

3.3.1.  Mogliche Modellmechanismen der CDC25C-Aktivierung

Die Phosphorylierung von CDC25C an der AS Ser216 durch C-TAK1 (oder auch chkl/cdsl)
sorgt fur die Rekrutierung von 14-3-3-Adapter-Proteinen (Peng et al., 1998). Die AS Ser216
liegt in der Néhe der NES-Sequenz (190-ISDEL MEFSL-199, Konsensus: LXXXLXXLXL)
und der NLS-Sequenz (240-KVKKK-244) (Gravesetal. 2001). Durch Bindung von
14-3-3-Adapter-Proteinen ist die NLS-Sequenz nicht mehr zuganglich fir Importproteine und
der CDC25C/14-3-3-Komplex bleibt cytoplasmatisch lokalisiert. Die
Pim-1-Interaktions-Domane wurde auf den AS-Bereich 180-211 eingegrenzt. Eine bestimmte
AS, die von Pim-1-wt phosphoryliert wird, konnte nicht identifiziert werden. Ausgeschlossen
werden konnte die Phosphorylierung der AS Ser216, was eine Inaktivierung von CDC25C zur
Folge hétte.

CDC25C beinhdtet nur eine abgewandeltes postuliertes Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv,
welches zum Tel in der NLSSequenz lokalisert ist (240-KVKKKYFSG-248/
(K/R),-X-S/T-X). Wahrend CDC25C adlein cytoplasmatisch lokalisert war, fuhrte ene
Kotransfektion mit Pim-1-wt zu einer sowohl cytoplasmatischen as auch nukledren
L okalisation gleichermal3en wie zu einer rein cytoplasmatischen Lokalisation. In Gegenwart der
Pim-1-K67M-Mutante, zeigte sich keine Kolokalisation mit CDC25C. Ebenso ist die PM
CDC25C-S216A weder mit Pim-1-wt noch mit Pim-1-K67M kolokaisiert. Allerdings wird
diese PM, genauso wie CDC25C-wt von Pim-1-wt phosphoryliert. Dementsprechend sagt die
Immunfluoreszenz zwischen CDC25C und Pim-1 nichts Uber die Interaktion aus. Wahrend der
Interphase pendelt CDC25C zwischen Cytoplasmaund Zellkern hin und her, wobei der Export
Uberwiegt. Durch Pim-1-wt-Bindung in der Region 180-211 konnte die NES-Sequenz
(190-199) verdeckt und die NLS-Sequenz (240-244) noch frei zuganglich sein, so dass
CDC25C letztendlich durch Inhibierung des Kern-Exports im Zelkern akkumuliert.
Moglicherweise kann Pim-1-wt nach Phosphorylierung einer ASin der NES-Sequenz (Ser191
oder 198) auch wieder abdiffundieren, wodurch die Inhibierung des Exportes durch die
Phosphorylierung verursacht werden konnte. Es ist bekannt, dass die Kinase Plkl CDC25C
u.a am Serl98 der NES-Sequenz phosphoryliert. Das Exportprotein Crml kann dadurch
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CDC25C nicht mehr binden und exportieren. Aktives CDC25C akkumuliert im Kern und kann
dort seine Aktivitét entfalten (Toyoshima-Morimoto et al., 2002). Gleiches trifft jedoch nicht
auf die inaktive Pim-1-K67M-Mutante zu. Diese kann mit CDC25C interagieren, liegt aber
weder mit CDC25C kolokalisiert vor noch ist die Mutante fahig, CDC25C zu phosphorylieren.

Von einer Akkumulation im Zellkern wirde der Cyclin Bl/cdk1-Komplex profitieren, der
ebenfalls zwischen Zellkern und Cytoplasma hin und her transportiert wird und letztendlich
Uber Dephosphorylierung durch CDC25C aktiviert wird. Bisher ungeklért ist auch die
Tatsache, ob Cyclin Bl/cdkl im Zellkern oder im Cytoplasma aktiviert wird, bzw. bel welchen
Aktivierungsstatus die Akkumulation im Zellkern erfolgt. Die Centrosomen-Separation und die
Umlagerung des Golgi-Apparates sprechen fir ene Aktivierung im Cytoplasma. Die
Lokalisation unterschiedlicher aktivierter Proteine wére ein welterer Mechanismus, um
geringere Aktivitdts-Schwankungen verschiedener Proteine auszugleichen, um z.B. einen
verfrihten Mitose-Beginn zu vermeiden. Die Lokalisation ware in dieser Hinsicht eine
Kontrollfunktion, da unterschiedliche Proteine eine gleiche Lokalisation in ausreichender
Menge aufweisen mussen. Der koordinierte Import von CDC25C und Cyclin B1 kdnnte den
cdk1-Aktivierungs-Prozess erhdhen.

Die inhibitorische Kinase Weel ist wéhrend der Interphase im Zellkern lokalisert und wird
erst zu Beginn der Prophase im grof3eren Malie exportiert. Demzufolge ist Weel in der Lage,
das wahrend der Interphase ebenso im Zellkern befindliche cdk1 zu inaktivieren ohne dadurch
dessen Export zu beeinflussen. Eine weitere inhibitorische Kinase, Myt1, ist wahrend des
gesamten Zellzyklus im Cytoplasma lokaisiert (Mueller et al., 1995). Trandoziert der Cyclin
Bl/cdk1l-Komplex am Anfang der Prophase in den Kern, entzieht sich der Komplex sowohl
der Inaktivierung durch Mytl as auch durch Weel. Zusdtzlich wird noch vorhandenes
Weel-Protein im Zellkern durch den aktivierten Cyclin Bl/cdk1-Komplex inaktiviert
(Baldin und Ducommun, 1995). Somit ist cdk1 im begrenztem Malie in der Lage, sich selbst zu
aktivieren bzw. den Inhibitor zu inhibieren. Gleiches konnte fir C-TAK1 und CDC25C gelten.
Wirde C-TAK1 in irgendeiner Weise durch Pim-1 daran gehindert werden, den Zellkern zu
verlassen, konnte das cytoplasmatisch lokalisierte CDC25C-Protein aktiviert werden und in den
Zdlkern trandozieren. Moglicherweise ist C-TAKL im Zelkern nicht in der Lage, seine
Funktion as inhibitorische Kinase von CDC25C auszuiben. Durch die aktivierenden
Phosphorylierungen an der Phosphatase CDC25C, konnte eine Konformationsdnderung des
Proteins den Zugang zu der AS Ser216 verhindern bzw. erschweren, wéahrend zusétzlich die
C-TAK1-Kinase-Aktivitét durch Pim-1-Phosphorylierung herabgesetzt ist. Eine weltere
Moglichkeit wére, dass C-TAK 1 durch Phosphorylierung an der Trandokation in den Zellkern
gehindert wird, und sich CDC25C so dem inhibierenden Effekt durch C-TAK1 entzieht. Die
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Maoglichkeit erscheint unwahrscheinlich, da die Daten aus den Kotranfektions-Experimenten
nahe legen, dass Pim-1 fur die nukledre C-TAK1-L okalisation verantwortlich ist.

Unklar ist alerdings bisher, welche Phosphatase fiir die Dephosphorylierung des Ser216 von
CDC25C  verantwortlich i, welches  Grundvoraussetzung fir ene  aktive
CDC25C-Phosphatase ist.

3.4. Verknupfung des G.,/M-Kontrollpunktes mit externen Stimuli

Es ist bekannt, dass C-TAK1 KSR1 (Kinase Suppressor of Ras 1) unter Anderung der
Proteinkonformation phosphoryliert (Muller et al., 2001). Diese Phosphorylierung fuhrt zur
Rekrutierung  von  14-3-3-Adapter-Proteinen, welche KSR1  inaktivieren.  Die
C-TAKLU/KSRI1-Interaktion bleibt, im Gegensatz zur CDC25C/C-TAK 1-Interaktion, kongtitutiv
bestehen. Der Einfluss von Wachstumsstimuli auf KSR1 fuhrt zu einer aktivierenden
Dephosphorylierung durch einen unbekannten Mechanismus, welches zur Translokation an die
Plasmamembran, Kolokaisation mit MEK, dem stromaufwaérts aktivierenden Protein Raf-1 und
der stromabwaérts gelegenen Kinase MAPK (engl.: mitogen activated protein kinase) fuhrt. Die
Initiierung des MAPK-Signalweges erfolgt urspriinglich Uber das Ras-Protein, welches durch
GTP-Bindung die Rekrutierung von Raf-1 an die Plasmamembran und die Aktivierung
verschiedener MEK1/2 und ERK-Kinasen (MAP-Kinasen) bewirkt. Durch den Ras-Signalweg
wird die Expression von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren beeinflusst, z.B von c-Fos
(Canman und Kastan, 1996; Garrington und Johnson, 1999,). Der Transkriptionsfaktor c-Jun
wird Uber den Rac/Rho-Signalweg aktiviert. c-Jun bildet mit c-Fos den Transkriptionsfaktor
AP-1 (Schuermann et al., 1989). Dieser ist in der Lage mit NFAT und NF«B weitere Gene der
Differenzierung und Proliferation zu regulieren. Im Fale von T-Zdlen tritt dieser
Mechanismus nach Antigen-Stimulierung ein. NFkB besitzt wiederum einen Einfluss auf
STATS. Pim1 ist ebenfalls ein stromabwaérts gelegenes Zielgen fur diverse Zytokine und
letztendlich durch STAT-Proteine aktivierbar (Abb.1.5). Die Aktivitét von NFAT wird durch
Pim-1 erhdht, so dass auch hier ein postiver Rickkopplungs-Mechanismus vorhanden ist
(Rainio et al., 2002).

DaPim-1inder Lageid, die C-TAK1-Kinase-Aktivitét in Bezug auf CDC25C zu erniedrigen,
wdre es interessant zu untersuchen, ob durch Pim-1-Phosphorylierung die
C-TAK1-Kinase-Aktivitédt in Bezug auf KSR1 ebenfalls herabgesetzt ist. Es ware en
Mechanismus denkbar, dass Pim-1 Uber KSR1 den Ras-Signalweg aktiviert und dadurch
letztendlich seine eigene Expression erhdht. Andererseits wére auch eine Mdglichkeit denkbar,
bei der Pim-1 KSR1 zusétzlich direkt phosphorylieren und dadurch aktivieren kénnte. Ein
beschleunigter Effekt auf die Zdlproliferation wurde in der DN3-Subpopulation der
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Thymozyten-Entwicklung gezeigt (Leduc et al., 2000; Shirogane et al., 1999). Zum einem wae
durch die C-TAK1-Inaktivierung der Ras-Signalweg konstitutiv aktiv (vergleichbar mit
kondtitutiv aktiven Ras) und zum anderen wird der Effekt auf die Zellzyklusprogression
vergérkt, well C-TAK1 nicht mehr in der Lage i, CDC25C am G,/M-Kontrollpunkt zu
inaktivieren. Neben dieser indirekten Aktivierung von CDC25C ist ein zusétzlicher Punkt die
direkte Aktivierung von CDC25C durch Pim-1.

3.5. Hypothetische Rolle der Pim-1-Kinase am G,/M-
Kontrollpunkt

Abbildung 3.1 zeigt ene vereinfachte/modifizierte Darstellung des
G,/M-Kontrollpunkt-Modells. Es kann aber weder die Lokalisation noch die genauen
Aktivierungsschritte von Cyclin Bl/cdkl beschreiben. Ein entscheidender Punkt ist die
Phosphorylierung von C-TAK 1 durch die Kinase Pim-1 und die daraus eventud| resultierende
Inaktivierung. Damit ware C-TAK1 nicht mehr in der Lage, CDC25C an der AS Ser216 zu
phosphorylieren und zu inaktivieren. CDC25C wird durch Interaktion mit PCNA (engl.:
proliferating cell nuclear antigen) zusétzlich im Cytoplasma zurlickgehaten. PCNA ist en
Hilfsprotein fur die Polymerase-o und ist essentiell fir die Replikation bzw. Reparatur der

DNA. Das Proteinlevel steigt bis zum Ende der G,-Phase an. Dieses wére eine Verbindung
zwischen Reparatur und Zellzyklus-Kontrolle (Kawabe et al., 2002). PCNA selbst wird wohl
Uber eine posttrandationale Modifikation reguliert (Hoege et al., 2002). D.h., CDC25C wird
durch C-TAK1 an der AS Ser216 phosphoryliert und anschlief?end durch Rekrutierung von
14-3-3-Adapter-Proteinen (Peng et al., 1998) und zusétzlich durch die Interaktion mit PCNA
inaktiviert (Kawabe et al., 2002). Die Interaktion zwischen CDC25C und PCNA bleibt nur bis
Zzu dem Beginn der Prophase bestehen. CDC25C braucht eine N-terminae
Hyperphosphorylierung, welches u.a. durch die Kinase PIk1 erreicht wird. Es ist auch en
rickwirkender Mechanismus von Cyclin-B1l/cdkl auf CDC25C bekannt (Abrieu et al., 1998;
Cogswell et al., 2000; Hagtingetal.,1999; Kumaga und Dunphy, 1996 und 1999;
Li etal., 1997; Pines und Hunter, 1994; Qianet al., 2001; Toyoshima-Morimoto et al., 2002;
Yangetal., 1998). Die InteraktionssDomane von PCNA wird von den AS1-40 im
N-terminalen Bereich begrenzt. In dieser Region sind 14 potentielle Serin/Threonin-Reste
lokaisiert, die zur Aktivierung phosphoryliert werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der C-TAK1-Inaktivierung auch die aktivierende
CDC25C-Phosphorylierung gezeigt. Pim-1 ist die 3. Kinase (neben Plk1 und Cyclin B1/cdkl),
die die Fahigkeit bedtzt, CDC25C zu phosphorylieren. Von grof3er Bedeutung i, dass
Pim-1-wt schon alein in der Lage ist, die Phosphatase-Aktivitét von CDC25C zu erhdhen. Es
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wére interessant zu untersuchen, ob durch Pim-1 phosphoryliertes, aktiviertes CDC25C in der
Lage ware, einen G,/M-Block zu unterlaufen. Dieses kdnnte mit transienten Transfektionen,
einem Bleomycin-G,/M-Block und anschliel}ender FACS-Anayse untersucht werden. Mit
dieser Methode wurde herausgefunden, dass PCNA einen inhibierenden Effekt auf CDC25C
besitzt (Kawabe et al., 2002).

Durch die Inaktivierung von C-TAK1 und Aktivierung von CDC25C wird hier en
Mechanismus postuliert, der es ermdglicht, eine Verbindung zwischen Signalvermittiung (wie
z.B. Uber Zytokine) und Zellzyklus-Kontrolle herzustellen. Da Pim-1 as Proto-Onkogen
isoliert worden igt, ist es weiterhin nahe liegend, dass eine Uberexpression von Pim-1 zur
malignen Entartung durch unkontrollierte Zellproliferation fihren kann. Interessant ist auch die
Taisache, dass C-TAK1 KSR1 inaktiviet. Durch das Herabsetzen  der
C-TAK1-Kinase-Aktivitét durch Pim-1 ist anzunehmen, dass ebenfalls die KSR1-Inaktivierung
eingeschrankt sein kdnnte. Somit wére Pim-1 in der Lage Uber einen relativ weitgreifenden
Rickkopplungsmechanismus seine eigene Expression zu verstérken. Hierbe wére es
interessant herauszufinden, ob Pim-1 auch KSR1 phosphorylieren und aktivieren kann. Es
waére denkbar, dass Pim-1 in jeglicher Hinsicht den Antagonisten zu C-TAK1 darstellt.
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Abb.3.1 Hypothetische Rolle der Pim-1-Kinase am G,/M-Kontrollpunkt

Pim-1 ist in der Lage, die Kinase C-TAK1 durch Phosphorylierung zu inaktivieren und de
CDC25C-Phosphatase somit indirekt zu aktivieren. Pim-1 aktiviert durch Phosphorylierung ebenfalls direkt
CDC25C. Durch eine zusétzliche Phosphorylierung von Plk1 und die Rickkopplungs-Phosphorylierung der
Cyclin Bl/cdk1-Kinase wird CDC25C N-terminal hyperphosphoryliert und aktiviert. Die Dephosphorylierung
von Cyclin Bl/cdkl ist der erste aktivierende Schritt fir diesen Komplex um letztendlich M-Phase-Gene zu
aktivieren. Durch Inaktivierung von C-TAK1 ist die Inhibierung von KSR1 nicht mehr gewahrleistet, so dass
eventuell ein auf Pim-1 zurtickfuhrender Riickkopplungseffekt tiber den Ras-Signalweg vorliegen kénnte. M PF,
engl.: maturation promoting factor, ???: bisher unbekannte Mechanismen.
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Diskussion

Ein anderer, noch ungeklarter Aspekt, ist die Uberlegung, ob der Cyclin B1/cdk1-Komplex
ebenfallsvon Pim-1 aktivierend phosphoryliert werden kann. Diese Phosphorylierung ist vom
Aktivierungsablauf nur sinnvoll, wenn der Cyclin Bl/cdk1-Komplex zuvor durch die aktivierte
CDC25C-Phosphatase dephosphoryliert wurde.

Weiterhin stellt sich die Frage nach einem Mechanismus zur Pim-1-Regulierung. Wahrend das
Pim-1-Gen Zid der STAT-Proteine i, die Uber Signalkaskaden aktiviert werden (Abb. 1.5),
soll Hsp90 fur die Stahilitét des Pim-1-Proteins verantwortlich sein (Mizuno et al., 2001). Im
Verlauf der Arbeit wurde eine weitere Interaktion zwischen Pim-1 und Pias3 entdeckt (Abb.2.9
und 2.10). Pias-Proteine wurden urspriinglich als Inhibitoren von aktivierten STAT-Proteinen
isoliert (engl.: protein I nhibitor of activated STAT). STAT3wird z.B durch Pias3 inhibiert. Die
Interaktion von sowohl Pias3/Pim-1 as auch Piasl/Pim-1 wurde in verschiedenen
Experimenten nachgewiesen. Allerdings kommt es zu kener Phosphorylierung der
Pias-Proteine durch Pim-1. Es ist bekannt, dass Pias3 durch den Transkriptionsfaktor Gfi-1
inhibierend reguliert wird. Somit ist Gfi-1 indirekt fur eine Pim-1-Aktivierung verantwortlich
(ROdel et al., 2000). Der Piasl/3-Pim-1 Interaktion kam mehr Bedeutung zu, as entdeckt
wurde, dass Piasl die E3-Ligase fir ene postrandationde Modifikation des
Tumorsuppressorproteins p53 ist. Be dieser Modifikation handelt es sich um ene
Sumoylierung. Dieser Mechanismus ist der Ubiquitinierung ahnlich, allerdings mit dem
Unterschied, dass unterschiedliche Enzyme genutzt werden und dass es sich bei dem kovaent
an das Zid-Protein gebundenen Monomer/Multimer um SUMO-1 (engl.: small ubiquitin like
modifier) handelt. Nachfolgend wurden noch weitere Zielproteine des SUMO-Signalweges
entdeckt (Hoege et al., 2002; Jackson, 2001; Kahyo et al., 2001; Sachdev et al., 2001; Schmidt
und Muller, 2002). Die resultierenden Effekte konnen eine Aktivierung von Inhibitoren, die
Inhibierung von Aktivatoren, die Trandokation von Proteinen oder die Speicherung von
Proteinen in subzellulére Partikel sein. Esist noch nicht gezeigt, dass Pias3 as eine E3-Ligase
fungiert. Ein denkbarer Mechanismus wére, dass Pim-1 durch eine E3-Ligase sumoyliert und
in subzellulére Partikel gespeichert werden konnte. Die Pim-1-Aktivitdt konnte mit Hilfe einer
geregelten Freisetzung aus diesen erfolgen. Mdglicherweise kénnte Pim-1 auch direkt aktiviert
bzw. reprimiert werden.
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Zusammenfassung

4. Zusammenfassung

Mittels eines neuartigen Hefe-Interaktions-Systems (engl.: Ras-Recruitment-System, RRS)
wurde ein Protein isoliert, welches mit dem Proto-Onkogen Pim-1 interagiert. Dabel handelte
es sich um die Serin/Threonin-Kinase C-TAK1 (CDC twenthy-five associated Kinase 1).
C-TAK1 phosphoryliert die Phosphatase CDC25C an der AS Ser216, wodurch diese durch
Rekrutierung von 14-3-3-Adapter-Proteinen inaktiviert wird. Pim-1 war ebenfalls in der Lage,
im herkdbmmlichen Hefe-System (engl.: Yeast two hybrid) mit C-TAK1 zu interagieren. Das
RRS-System wurde weiterhin zur Erzeugung einer nicht-interagierenden Punktmutante
(C-TAK1-L128P) genutzt. Neben dem schon bekannten C-TAKZ1-wt-Protein konnten
zusétzlich noch zwei weitere humane Spleil3-Varianten, C-TAK1-a und 3, beschrieben werden.

Die Interaktion zwischen Pim-1 und C-TAK1 wurde in GST-Interaktions-Experimenten,
Immunoprézipitationen und Immunfluoreszenzen bestétigt. Dies war unabhéngig von der
Verwendung des Pim-1-wt-Proteins oder der inaktiven Pim-1-K67M-Mutante. Die zwe
C-TAK1-Splei3-Varianten  zeigten dabel  keinen  Unterschied zum  isolierten
C-TAK1-wt-Protein. Es konnte auch endogenes Pim-1-Protein mit C-TAK1 in enem
Komplex nachgewiesen werden.

In den biochemischen Studien stellte sich heraus, dass Pim-1 nicht nur mit C-TAK1, sondern
auch mit der Phosphatase CDC25C interagiert. Die Pim-1/CDC25C-Interaktion konnte
ebenfallsin endogenen Komplexen nachgewiesen werden.

In Kinase-Experimenten stellte sich heraus, dass sowohl C-TAK1 as auch CDC25C von
Pim-1-wt, aber nicht von der Pim-1l-inaktiven Mutante, phosphoryliert wurden. Durch
Deletions-Mutanten konnte nicht nur die Pim-1-Interaktions-Doméne in dem C-TAK1- und
CDC25C-Protein, sondern ebenfalls mogliche Phosphorylierungs-Bereiche bestimmt werden.
In den beiden NLS-Sequenzen im C-Terminus des C-TAK1-Proteins ist ein abgewandeltes
und en  Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv. ~ enthalten.  Allerdings liegen  die
Pim-1-Phosphorylierungs-Stellen in dem C-TAK1-Protein sowohl im N-Terminus as auch im
C-Terminus. CDC25C wird an einem oder mehreren Serinen oder Threoninen durch Pim-1
phosphoryliert, nicht aber an der AS Ser216. CDC25C besitzt allerdings kein gegenwaértiges
postuliertes Pim-1-Phosphorylierungs-Motiv.

In einem C-TAK 1-Inaktivierungs-Experiment konnte gezeigt werden, dass die Kinase-Aktivitét
von C-TAK1 durch die Pim-1-Phosphorylierung herabgesetzt wird. Die Phosphatase-Aktivitét
von CDC25C im Phosphatase-Experiment wurde dagegen durch Pim-1-Phosphorylierung
erhoht. Demzufolge bt Pim-1 sowohl eine indirekte (Uber C-TAK1) as auch eine direkte
Aktivierung auf CDC25C aus. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Pim-1-Kinase eine
wichtige Rolle am G,/M-Kontrollpunkt einnimmt und dass Pim-1 ein wichtiges Bindeglied
zwischen Zytokin-/Wachstumssignalwegen und Proliferation darstellt.
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5. Material und Methoden

Die nachfolgenden  Arbeitsprotokolle sind den  Methodensammlungen  von
Ausubel et al. (1987) und Sambrook et al. (1989) entnommen, wenn nicht auf andere
Literaturquellen verwiesen ist.

5.1. Chemikalien, Enzyme, LOsungen

Diein der Arbeit verwendeten, nicht radioaktiven Chemikaien und Enzyme wurden, soweit
nicht anders vermerkt, von den Firmen Invitrogen, Merck Eurolab, Roche, Roth, New England
Biolabs (NEB), Sigma und MWG bezogen. Alle radioaktiven Chemikalien wurden von der
Fa. Amersham Pharmacia Biotech bezogen.

5.1.1.  Haufig verwendete Losungen:

Soweit nicht anders angegeben beziehen sich die Prozentangaben bel Flissigkeiten auf viv und
bei Feststoffen auf wiv.

Acrylamidl6sung: 38% Acrylamid
2% N,N'-Methylenbisacrylamid

Ethidiumbromidisg.: 10 mg/ml  Ethidiumbromidin TE

5x DNA-Probenpuffer:  20%  Ficoll 400
0,025% Bromphenolblau
0,025% Xylencyanol
100mM  EDTA (pH 8,0)

4x SDS-Probenpuffer: 62mM  Tris-HCI, pH 6,8
2% SDS
10% Glyceral
100mM DTT
5% [>Mercaptoethanol
0,025% Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer 329/l Tris

186 g/l Glycerol
TAE: 40mM  TrisAcetat, pH 7,8
2mM EDTA (pH 8,0)
TE 10mM  Tris-HCl, pH unterschiedlich: von 7,5-8,0
1mM EDTA
PBS: 137mM  NaCl
26mM KCI

65mM NaHPO,
1,5mM KH,PO,
pH 7,3 einstellen
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5.1.2. Verwendete GroBenmarker

DNA-Grof3enmarker 1 kb DNA-Leitermarker; Fa. Genecraft
Protein-Grofenmarker Vorgefarbter  SDS-PAGE  Standard  (Broad
Range), Fa. NEB

“C-Protein-GrolRenmarker “C methylierte Proteine; Amersham

5.2. Arbeiten mit DNA

5.2.1.  Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1986)

Zur FErzeugung von definieten  DNA-Fragmenten zwecks Klonierung wurde die
Polymerasekettenreaktion verwendet. Der 50 pl Ansatz enthidt 0,5 pg Plasmid, je 50 pmol
eines 5 und eines 3 Oligodesoxynukleotids (Primer), 1ul dNTP-Mix (je 10 mM),
5 ul 10x PCR-Puffer und 1 U Vent-Polymerase (NEB). Der Ansaiz wurde fur 2 min. auf
95 °C erhitzt.

PCR-Programm: 22-30 Zyklen

Denaturierung 20 Sekunden 95 °C

Primer-Anlagerung 20 Sekunden 50-60 °C (je nach Primer)

Polymerase-Reaktion 60 Sekunden 72 °C (ca. 1 min. /1000 nt Produkt)

Nach dem letzten Zyklus wurde der Reaktionsansatz fur 5 min. bei 72 °C inkubiert. Je 5 pl
eines Ansatzes wurden durch Agarose-Gelelektrophorese anadysiert. Alle durch PCR
amplifizierten DNA-Konstrukte wurden im Anschluss sequenziert.

Weliterhin wurde die PCR zu Detektierungszwecken von Plasmiden im Hefesystem angewandt
(Tag-Polymerase). Als Ausgangsmaterial dienten dabei Hefe-Kolonien.

5.2.1.1. Herstellung von Punktmutanten (PM)

Die Herstellung von Punktmutanten (PM) erfolgte mittels PCR. In der ersten PCR wurde ein
definiertes PCR-Fragment hergestellt. Dabel trug ein Primer die PM, der zweite eine bekannte
Restriktionsendonuklease-Schnittstelle. Die PCR-Fragmente wurden in 30 ul euiert (5.2.5).
Die Ha8lftewurde in einer anschlieffender PCR a's Mega-Primer verwendet. Der zweite Primer
trug wiederum eine bekannte Restriktionsendonuklease-Schnittstelle. Das PCR-Fragment,
welches intern die Mutation enthidt, wurde nach herkdbmmlichen Methoden verdat,
aufgereinigt und in der Ligation eingesetzt.

67



Material und Methoden

5.2.2. Restriktionsendonukleaseverdau

Zu analytischen Zwecken wurde 1 pg Plasmid-DNA mit 1 U Restriktionsendonuklease in dem
vom Hersteller mitgelieferten Puffer in 15 yl Gesamtvolumen fur 1 h be 37 °C verdaut. Fir
préparative Zwecke wurden 5pg Plasmid-DNA in enem 50pul Ansatiz 2h verdaut. Die
zugegebene Menge der Restriktionsendonuklease wurde dem Mal3stab des Verdaus angespaly,
war jedoch nie grof3er als 10 % des Gesamtvolumens. Somit wurde sichergestellt, dass die
Enzymaktivitét nicht durch eine zu hohe Glycerolkonzentration gehemmt wurde.

5.2.3.  Konversion uberhangender DNA-Enden

Daesin enigen Fallen nicht moglich war, den Vektor und das DNA-Fragment (engl.: Insert)
mit komplementaren, Uberhdngenden Enden zu generieren, mussten Enden ohne Uberhang
erzeugt werden. Dabel wurden 5' Uberhinge durch eine Auffillresktion, 3' Uberhénge durch
eine Abbauresktion konvertiert. Hierzu wurde die Plasmid-DNA nach dem
Restriktionsendonukleaseverdau aufgereinigt und in 86 pl bidest Wasser aufgenommen.
Anschlielfend wurden 10yl T4-DNA-Polymerase-Puffer, 1ul BSA (Gmg/ml), 2ul
T4-DNA-Polymerase (3U/ul, NEB) und im Fale der Auffillreaktion 1yl dNTP-Mix (je
10 mM) zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min. bei 12 °C und dann fir 10 min. bei 70°C
inkubiert, aufgereinigt und anschlief3end zur Ligation eingesetzt.

5.2.4. Dephosphorylierung von 5" Enden der DNA

Um eine Religation des Vektors und damit den nichtrekombinanten Hintergrund zu verringern,
wurde der zur Reigation notwendige 5' Phosphatrest des Vektors hydrolytisch abgespalten.
Dazu wurde der Restriktionsansatz 10 min. vor Beendigung des Verdaus mit 0,5 ul Alkalischer
Phosphatase aus Rinderdarm (CIP, 10 U/ul, NEB) versetzt. Im Anschluss daran wurde die
Vektor-DNA vom Enzym mit Hilfe eines Qiaguick PCR Purification Kits (Fa. Qiagen)
aufgereinigt.

5.2.5. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus Agarosegel en ausgeschnitten. Zur Aufreinigung aus dem Gel wurde der Qiaquick
Gel Extraction Kit (Fa Qiagen) verwendet. Zur Aufreinigung von PCR-Produkten und
Restriktionsansdtzen wurde der PCR-Purification Kit der Fa. Qiagen verwendet.
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5.2.6. Ligation

In einem Gesamtvolumen von 20 pl wurden 20-50 ng Vektor-DNA mit drei Aquivaenten
DNA-Fragment versetzt. Der Ansatz wurde in Gegenwart von 0,5 ul T4-DNA-Ligase (2 U/ul,
Fa Takara) 1-2 h bei RT inkubiert.

5.2.7. Agarose-Gelelektrophorese

Endonukleaseverdaute DNA oder PCR-Fragmente wurden in horizontalen Agarosegelen
aufgetrennt. Je nach Fragmentgrof’e wurden 0,8-2,0%-ige Gele verwendet, die zur
Visualisierung der DNA 0,01 pg/ml Ethidiumbromid enthielten. Die DNA-Proben wurden mit
4x DNA-Probenpuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte bel 100-160V in IX TAE as
Laufpuffer. Mit Hilfe des in die DNA interkalierenden Ethidiumbromids konnte die DNA be
einer Wellenlange von i = 302 nm sichtbar gemacht werden.

5.2.8.  Analytische Plasmid-Isolierung (Mini-Prap)

Die durch eine Einzelkolonie (E.coli Stamm DH50. oder REP4) in LB-Medium (+ Ampicillin
oder Kanamycin oder beides) angeimpften Ubernachtkulturen (37 °C) wurden sedimentiert
(2 min., 6000 rpm). Das Pellet wurdein 150 pl P1 resuspendiert und nach Zugabe von 150 pl
P2 lysiert. Versetzen mit 150 pl P3 fuhrte zur Féllung der SDS-Protein-Komplexe. Nach
Zentrifugation (5 min., 13000 rpm) wurde der Uberstand in einem neuen Reaktionsgefal mit
Isopropanol versetzt (7/10 des Volumen), und das DNA-Prézipitat sedimentiert (12 min.,
13000 rpm). Das Pdlet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 ul TE
aufgenommen. Uber Restriktionsendonukleaseverdau und gelelektrophoretische Auftrennung
wurden die positiven Klone identifiziert. Zur Bestimmung der Fragmentgrof3en diente eine
1kB-Leiter (Fa. GeneCraft).

Puffer P1: 10mM EDTA
50mM  Tris-HCl, pH 8,0
100 pg/ml RNaseA

Puffer P2: 02M NaOH
1% SDS
Puffer P3: 3M Kaiumacetat

mit Essigsaure auf pH 5,5 einstellen
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5.2.9.  Praparative Plasmid-Isolierung (Qiagen-System)

Zur Gewinnung von aufgereinigter DNA in gréfieren Mengen wurde der Plasmid Maxi Kit der
Fa Qiagen verwendet. 150 ml Bakteriensuspension wurden sedimentiert und nach Angaben
des Herstellers Uber lonenaustauscher-Saulen aufgereinigt. Die Plasmid-DNA wurde in TE
resuspendiert.

5.2.10. Konzentrationsbestimmung von DNA in Losung

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch bel ener Wellenlange von
A =260 nm bestimmt. Dazu wurden die Nukleinsduren in der Regel 1:100 in bidest Wasser
oder TE verdinnt. Dabei entsprachen:

10D260=50pug/ml  fir doppelstrangige DNA

10D260=40pug/ml  fir einzelstrangige DNA oder RNA

5.2.11. Sequenzierung von DNA

Die DNA Proben zum Sequenzieren wurden in einer Konzentration von 200 ng/pl im Falle von
Plasmiden und 50 ng/ul im Fale von PCR-Fragmenten zu einem Sequenzierservice gegeben.
Die Primer-Konzentration betrug 5 pmol/ul (bzw. 10 pmol/pl).

5.3. Bakterien

5.3.1.  Bakterienstamme

E.coli DH5a. F, endA1, hsdR17, (rk'mk™), SUpE44, thi-1, recAl, gyrA,
(Nal"), relA1, D(laclZY A-argF), U169, deoR,
($80dlacD(lacZz)M 15)

E.coli M15 (pREP4): F, Na®, S, RifS, Thi, Lac, Ara’, Gal*, Mtl,RecA*, Uvr*, Lon*

5.3.2. Bakterienmedien
LB-Medium: 1% NaCl
1% Casein-Hydrolysat
05% Hefe-Extrakt
pH 7,2 mit NaOH einstellen
LB-Agar: 159/l Bacto-Agar in LB-Medium

Ampicillin: 80 mg/ml Endkonzentration 80 pug/ml
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Kanamycin: 25mg/ml  Endkonzentration 25 pg/ml
SOB 20% Trypton
5% Yeast-Extrakt
9mM NaCl
25mM  KCl

ad 1000 ml bidest Wasser, pH 7,0 (NaOH),
autoklavieren; vor Gebrauch: Zugabe von 5 ml
2 M MqCl, (10 mM)

SOC SOB
20mM  oa-D-Glukose

5.3.3.  Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien wurden nach der CaCl,-Methode hergestellt, aiquotiert und fur den
spateren Gebrauch eingefroren. Eine 250 ml SOB-Kultur wurde mit Kolonien von einer
L B-Platte angeimpft und bis zu einer OD,,, = 0,6 bei 20 °C wachsen gelassen. Anschlief3end
wurden die Bakterien 10 min. auf Eis inkubiert, bei 4 °C pdletiert (3.000 rpm, 5 min.) und in
80 ml eisgekuhlter TB-Puffer-Losung resuspendiert.

TB-Puffer: 10mM  Pipes
15mM CaCl,
025M KCl

ad 100 ml bidest Wasser, pH 6,8 (NaOH)
autoklavieren; vor Gebrauch: Zugabe von
55 mM MgCI, (steril filtriert)

Nach einer Inkubation von 20 min. auf Eiswurden die Bakterien bel 4 °C pélletiert (3.000 rpm,
10 min) und in 20 ml TB-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von Glycerol (Endkonzentration
7 %) wurden die Bakterien diquotiert und bei - 80 °C gelagert.

5.3.4. Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Elektrokompetente DH5a-Bakterien wurden nach der salzfreien Methode hergestellt. Dazu
wurden 1000 ml Y ENB-Medium mit 5-10 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C
inkubiert. Nach Erreichen von OD,,, = 0,6 (logarithmische Wachstumsphase) wurden die
Bakterien 20 min. auf Eis inkubiert und anschlieRend fur 10 min. sedimentiert (4 °C,
4000 rpm). Die Bakterienpellets wurden nach 2-maligem Waschen mit 100 ml kaltem sterilen
bidest Wasser in 20ml 10 % Glycerol resuspendiert und 10 min. auf Eis inkubiert. Diese
wurden wieder abzentrifugiert und in 2-3 ml eiskatem 10 % Glycerol resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bel - 80 °C

gelagert.

YENB: 0,75% Bacto Yeast Extrakt
0,8% Bacto nutrient Broth
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5.3.5.  Transformation von chemisch-kompetenten Bakterien

5ul enes Ligationsansatzes oder 0,1-10 ng Plasmid-DNA wurden mit 100 ul einer auf Eis
aufgetauten Suspension kompetenter Bakterien gemischt und 20 min. auf Eis inkubiert.
Anschlieffend erfolgte ein Hitzeschock von 90 Sekunden im Wasserbad bei 42 °C. Nach
Zugabevon 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz 1 Stunde bel 37 °C unter schiitteln inkubiert.
Entsprechend des Selektionsmarkers des Plasmids wurden die Bakterien auf LB-Agar-Platten
mit dem jewelligen Antibiotikum ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

5.4. Hefen

5.4.1. Hefestamme

Es wurden ausschliefdich nur Hefestdmme vom Typ S cerevisiae verwendet .

CDC25-2 MATa, ura3, lys2, leu2, trpl, his 200, ade 101, cdc25-2, GAL+.

L40: MAT a, his3D200, trp1-901, leu2-3,112, ade2
LYS::(lexAop)4-HIS3, URA::(lexAop)8-LacZ, gd4

5.4.2. Hefemedien

5.4.2.1. Vollmedien

YPAD: 109/l Hefe-Extrakt
209/l Pepton
209/l  a-D-Glukose
10ml  L-Adeninlésung (500 mg/100 ml)
ad 1000 ml bidest Wasser
bei Platten: 249/l Bacto-Agar (Fa. Difco)
autoklavieren

5.4.2.2. Mangelmedien

SD-Medium 209/l o-D-Glukose
1,79/l Yesst nitrogen base (Fa. Difco)
59/  Ammoniumsulfat

ad 1000 ml bidest Wasser

10ml/l pro Aminoséure (je nachdem - ura, -leu, -trp,
- his, - met, -ade, -lys Stamm-Lsg.: 5 mg/ml)

bel Platten : 309/l Bacto-agar (Fa Difco)

autoklavieren
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SG-Medium: 309/l D-Gaaktose
209/l a-D-Raffinose
1,79/l Yeast nitrogen base (Fa. Difco)
59/  Ammoniumsulfat
23 g/l Glycerol (87%)
10ml/l  pro Aminoséure (je nachdem - ura, -leu, -trp,
- his, - met, -ade, -lys/ Stamm-Lsg.: 5 mg/ml)
bei Platten: 30g/l Bacto-Agar (Fa Difco)
ad 1000 ml bidest Wasser
autoklavieren
SR-Medium: 30g/l o-D-Raffinose
1,79/l Yeast nitrogen base (Fa. Difco)
59/  Ammoniumsulfat
10ml/l  pro Aminoséure (je nachdem - ura, -leu,-trp,
- his, - met, -ade, -lys/ Stamm-Lsg.: 5 mg/ml)
bei Platten: 309/l Bacto-Agar (Fa. Difco)

Be Vewendung des L40-Hefe-Stammes

wurden 20 ml

ad 1000 ml bidest Wasser
autoklavieren

Aminosauren-Mix pro Liter

M angel medium zugegeben.

Aminosduren-Mix: 10ml  L-Arginin (HCI), 0,24 ¢/100 ml

(400 mt) 50ml  L-Aspartat, 1,2 ¢g/100 mi
50ml  L-Glutamat, 1,2 g/100 ml
20ml  L-lsoleucin, 0,24 g/100 mi
25ml  L-Phenylaanin, 0,6 g/100 ml
25ml  L-Serin, 4,500 g/100 mi
25ml  L-Threonin, 2,4 ¢/100 mi

100ml  L-Tyrosin, 0,18 g/100 ml

25ml  L-vain, 1,8 ¢/200 ml
10ml  L-Methionin, 0,24 g/100 mi

(nicht bei Plasmiden mit MET 25 Promotor)
ad 400 ml bidest Wasser und durch 0,2 pm
Filter terilfiltriert

5.4.3. Transformation von Hefezellen

Hefezellen wurden mit der Lithium-Acetat-Methode chemisch transformiert. Dabel wurde eine
Ubernachtvorkultur in 2x 200 ml YPD oder YPAD (YPD + L-Adeninldsung) verdiinnt und bis
zu einer OD,, von 0,6 bei einer entsprechenden Temperatur wachsen gelassen (CDC25-2:
25 °C, L40: 30 °C). Die Hefen wurden pelletiert (2.000 rpm, 5 min.), einmal mit sterilem bidest
Wasser (1/5 des Volumens) und einma mit LISORB (1/10 des Volumens) gewaschen und
anschlief?end in LISORB aufgenommen (50 ul/ Interaktions-Experiment-Transformation; bel
dlen anderen Retransformationen wurde jewells immer nur die Héalfte der angegebenen
Volumina verwendet). Fir 10 Transformationen wurden 100 pl Carrier-DNA (Lachs Sperma
DNA; engl.: Samon sperm testis, 20 mg/ml) fur 3-5 min. bei 95 °C denaturiert, mit 400 pl
LISORB versetzt und auf Eis gekihlt. Zu der vorgegebenen Plasmid-DNA (2-3 pg) wurden
50 ul Carrier-DNA-Mix und 50 ul kompetente Hefe-Zellen gegeben und 30 min. bel RT
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inkubiert. Nach Zugabe von 900 pl LIPEG wurden diese wieder fir 30 min. bei RT und nach
anschlief3ender Zugabe von 100 ul DM SO 10 min. bel 42 °C inkubiert. Nach dem Hitzeschock
wurden die Hefen sedimentiert (2.000 rpm, 5 min.), in 200 pl bidest Wasser aufgenommen, auf
den entsprechenden Platten ausgestrichen und 4-5 Tage bel 30 °C (Hefe-Stamm L40) oder
25°C (Hefe-Stamm CDC25-2) im Warmeschrank zum Hochwachsen der Hefekolonien
inkubiert.

LISORB: 100 mM  Lithium-Acetat (Stock: 1M)
1M Sorbitol (Stock: 2M)
inTE (pH 7,5) durch 0,2 um Filter sterilfiltriert

LIPEG: 100 mM  Lithium-Acetat (Stock: 1M)
40% PEG 3350 (Stock: 50 %)
in TE (pH 7,5)/ autoklaviert

5.4.4. Ras-Recruitment-System (RRS, Broder et al., 1998)

Als "Koder"-Protein wurde eine Pim-1 inaktive Mutante, Pim-1-K67M, verwendet. Das
Ras-Pim-1-K67M-Fusionsprotein (Marker: LEU2) und das GAP-Plasmid (Marker: TRP1)
wurden in den Hefe-Stamm CDC25-2 transformiert und auf deren Protein-Expression hin
untersucht. Dieser "Koder"-Hefe-Stamm wurde mit der GC1-B1-6 Hypophysen-Bibliothek
der Ratte transformiert (Marker: URA3J), auf Selektiv-Glukose-Platten (SD -uratrp-leu;
@ 15 cm; 30 Schalen) ausplattiert und 4-5 Tage bei 25 °C inkubiert. Die SD-Platten wurden
anschlief¥end auf Galaktose-Platten (SG-ura-trp-leu) replika-plattiert und 5 Tage bel 36 °C
inkubiert. Die angewachsenen positiven Klone wurden gepickt und auf Selektiv-SD-Platten
(-uratrp-leu; @ 10 cm) etabliert (25 °C). Nach Hochwachsen dieser Klone wurden diese auf
Selektiv-SG und SD-Platten (-ura-trp-leu; @ 10 cm) replika-plattiert und bei 36 °C inkubiert.
Mit den noch positiven Klonen wurde eine "SOS'-PCR durchgefihrt (Primer: SOSs und
SOSas), um die "fasch-positiven” zu diminieren. Die weiterhin positiven Klone wurden von
der SD-Platte (25 °C) in SD-Sdlektiv-Medium angeimpft (-ura-trp-leu), um einen Tag spéter
die Hefe-DNA zu isolieren. Optiona konnte die "SOS'-PCR auch auf der Hefe-DNA
durchgefuhrt werden. Um das Bibliotheks-Plasmid zu identifizieren, wurden 2 ul Hefe-DNA
mit einem Puls von 17kV, 50uF und enem Widerstand von 70-100 Ohm in
elektrokompetente Bakterien transformiert, in 900 ul SOC-Medium 1 h inkubiert und auf
LB-Platten (inklusve Ampicillin) ausplattiert. Alle in Hefen verwendeten Vektoren waren auch
in der Lage, sich in Bakterien zu replizieren. Sie dle kodierten fir eine Ampicillin-Resistenz.
Mit den angewachsenen Kolonien wurde ene Multiplex-PCR durchgefthrt.  Zur
Unterscheidung der verschiedenen Plasmide in den Bakterien wurden spezielle URAS3-Primer
fr das Bibliotheks-Plasmid (Primer: Ura3a und Ura3b) und LEU2-Primer (Leu2a und Leu2b)
verwendet. Die LEU2-Primer dienten zur Unterscheidung fir das "Kdder"-Pim-1-K67M und
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GAP-Plasmid, da im GAP-Plasmid der TRP1-Marker in den LEU2-Marker inseriert ist, so
dass diese beiden Plasmide unterschiedlich grof3e PCR-Fragmente ergaben. Die postiven
Bakterien-Kolonien wurden G.N. in 3ml LB-Medium angeimpft und nach dem
Plasmid-Mini-Préparations-Protokoll behandelt. Das Bibliotheks-Plasmid wurde in einem
letzten Schritt mit und ohne dem "Koder"-Plasmid (ohne GAP-Plasmid) fir den
Spezifitéts-Test in den Hefestamm zurtick transformiert und auf Selektiv-SD-Platten (-ura-leu;
@10 cm) bei 25 °Cinkubiert. Sobald die Hefe-Kolonien hochgewachsen waren, wurden diese
erneut auf Selektiv-SG-und SD-Platten replika-plattiert (-ura-leu; @ 10 cm) und bel 36 °C
inkubiert. Die Bibliotheks-Plasmide der dann noch postiven Klone wurden sequenziert
(Sequenzier-Service, Uni-Klinikum).

5.4.5.  Herstellung einer nicht-interagierenden Punktmutante in Hefe

Die Herstellung von Punktmutationen erfolgte mittels "Fehler-PCR". Dabei wurden zwe
unabhéngige PCRs inklusve 025mM oder 05mM MnCl, durchgefihrt. Als
Ausgangskonstrukt ist das isolierte Plasmid verwendet worden. Fir die PCR wurden en
5-und ein 3-Primer eingesetzt, die auf dem Plasmid YesMdpA binden (Primer SOSs und
Yes2b3). Das PCR-Gemisch wurde mit dem linearisertem Bibliotheks-Plasmid YesMdpA
(# EcoRl, Xhol) und dem "K6der"-Vektor in den Hefe-Stamm CDC25-2 transformiert und be
25 °C auf Selektions-SD-Platten ein paar Tage inkubiert. Durch homologe Rekombination in
Hefe ist es moglich, dass (mutierte)-PCR-Fragmente in den Bibliotheks-Vektor eingebaut
werden, so das letztendlich evil. eine Punktmutation (PM) dabel i, die nicht mehr mit dem
"Koder" interagieren kann. Anschlielend wurden die Platten auf Selektions-SG-Platten
replika-plattiert und bei 36 °C inkubiert. In den Fallen der nicht-wachsenden Kolonien wurde
von den Kolonien der Ausgangs-SD-Platte eine "Insertions-Fragment-PCR" durchgefiihrt.
D.h., es sind Primer verwendet worden, die 5- und 3'- des inserierten Fragments auf dem
Bibliotheks-Plasmid binden (Primer: Myr4 und Yes2b3). Wenn ein inseriertes Fragment
vorhanden war, ist dieses, nach Isolierung der Plasmid-DNA, sequenziert worden.

5.4.6. Gesamtproteinextraktion aus Hefen

Zur Gewinnung eines Proteinextraktes aus Hefen wurde eine 3 ml Mangel-Medium-Kultur
angeimpft und bel Erreichen einer OD,, von 0,3 sedimentiert (3.000 rpm, 5 min.). Das Pellet
wurde in 200 pl 4x SDS-Probenpuffer resuspendiert und 4x bel -80 °C eingefroren und bel
37 °C aufgetaut. Nach Abzentrifugation der Festbestandteile (13.000 rpm, 5 min.) wurden aus
dem Uberstand 40 pl durch SDS-PAGE analysiert.
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5.4.7. DNA-Praparation aus Hefe

Die Hefen wurden U.N. in Selektiv-SD-Medium inkubiert und bei 6000 rpm, 1 min. bei RT
abzentrifugiert. Die Zdlen wurden in 400 ul DB-Puffer (1M Sorbitol, 1 mM EDTA)
resuspendiert und mit 40 ul Zymolase (20 mg/ml) versetzt (1 h). Die sedimentierten Zellen
(6000 rpm, 1 min.) wurden nach dem gebrauchlichen Plasmid-Mini-Préparations-Protokoll
(5.2.8) behandelt und in TE-Puffer aufgenommen. Anschlief3end ist die Hefe-DNA durch den
"Qiaexll-ge-extraction-Kit" (Fa. Qiagen) nach den Herstellerangaben gereinigt worden.

5.4.8. Einfrieren und Auftauen von Hefezellen

Ein Hefeklon wurde G.N. in 3ml YPD, YPAD oder Minima-Medium wachsen gelassen,
sedimentiert und in 1 ml Einfriermedium (50 % YPD und 50% Glycerol (autoklaviert))
resuspendiert. Die Suspension wurde 1 h auf Eis inkubiert und dann bei -80 °C eingefroren.
Durch Abkratzen einer kleinen Menge von der Oberflache der gefrorenen Kultur und
Ausstreichen auf einer entsprechenden Platte, konnten die Hefen wieder aufgetaut werden.

5.4.9. p-Galaktosidase-Experiment

Fur das 3-Galaktosidase-Experiment ist der Hefestamm L40 verwendet worden. Dieser ist mit
dem LacZ-Gen transformiert. Der L40-Hefestamm ist auxotroph fur Uracil und Lysin.
Hefeklone wurden nach der Transformation mit sterilen Zahnstochern auf entsprechenden
SD-Platten etabliert (8 Klone pro Platte). Die Platten konnten bis zu 3 Monate bei 4 °C gelagert
werden. Zur Induktion des Gal4-Promotors des VP16-Plasmids wurden die Hefen im 3 ml
SR-Sdlektivmedium angeimpft und zwe Tage kultiviert. Danach wurden jeweils 100 pl der
Kultur in 3 ml Selektivmedium/ 3 % Glukose zur Repression des Gal4-Promotors bzw. in 3 ml
SRG-Sdlektivmedium/ 3% Galaktose zur Induktion des Ga4-Promotors angeimpft. Zur
Induktion des Met25-Promotors wurden die Hefen in Abwesenheit von Methionin in dem
entsprechenden Selektivmedium kultiviert. In der Regel wurde diese Kultur bei einer OD,, von
0,4-0,5 in einem Experiment eingesetzt. Die Hefen wurden sedimentiert und in 1,2 ml Z-Puffer
resuspendiert. Aus dieser Suspension wurden 150 pl (= Volumen VE) in Z-Puffer ad 1 ml
verdinnt (in einem Eppendorfreaktionsgefald); der Rest wurde zur Messung der Kulturdichte
(OD,,) verwendet (100 pl Zell-Suspension und 900 pl H,O). Nach Zugabe von 15 pl
Chloroform und 10 pl einer 0,1 % SDS-L6sung wurden die Hefen durch vortexen (5 sek.)
aufgeschlossen. Nach Aquilibrieren bei 30 °C und Zugabe von 200 pl ONPG-Losung (vorher
bei 30 °C &quilibriert) wurde die Reaktion gestartet. Bei einer deutlich sichtbaren Gelbféarbung
bzw. spétestens nach 3 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 pl 1 M Na,CO, gestoppt
(Messung der Reaktionsdauer tr). Nach Abzentrifugation der unlédichen Bestandtelle

(13.000 rpm, 10 min.) wurde bel jedem Resktionsansatz die OD,,, bestimmt. Zur Kontrolle
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des letzten Zentrifugationsschrittes wurde stichprobenartig beli einigen Ansétzen die OD,
bestimmt, welche in der Regel den Wert Null hatte. Zur Kalibrierung des Photometers wurde
ein kompletter Blindansatz ohne Hefesuspension eingesetzt. Der Wert fur die
[3-Gal aktosidaseaktivitét errechnete sich aus folgender Gleichung:

Aktivitdt (U)= 1000 x OD,,, (-1750 x OD.,)
ODg X VE X tR

Z-Puffer: 60mM NaH,PO,x 7 H,0O
40mM NaHPO,
10mM KCI
1mM MgSO,x7H,0
50mM B-Mercaptoethanol
auf pH 7,0 einstellen

ONPG: 4 mg/ml o-Nitrophenol Galaktose
in0,1M KPO,, pH 7,0
derilfiltriert und as Aliquots bei -20°C
gelagert

L 6sungspuffer: 20mM  HEPES, pH 7,9 (mit KOH einstellen)
25mM  Glycerol
300mM  NaCl
2mM  MgCl,

Die Expression der Proteine wurde mittels Immunoblot nachgewiesen.

5.5.

5.5.1.

COsr:

NIH 3T3:

Hela
293
U937:
K562:

Zellkultur

Zellinien

Affennieren-Zéllinie, SV-40 transformiert (ATCC 1651, adharent, DMEM)
Maus-Fibroblasten Zellinie (ATCC 1658, adharent, DMEM)

humane Zervixkarzinom-Epithel-Zellinie (ATCC CCL 2, adharent, DMEM)
humane embryonale Nieren-Zdllinie (ATCC 1573, adhérent, DMEM)

humane histiozytische Lymphom-Zellinie (ATCC 1593, Suspension, RPMI)
humane chronische myeloide Leukdmie-Zellinie (ATCC CRL243, Suspension,
RPMI)
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5.5.2. Zellkulturmedien

DMEM Dulbeccos modified Eagles Medium (pH 7,0)/ 4,59/l
D-Glukose, 29,23 g/l L-Glutamin und 3,7 g/l NaHCO,

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Ingtitute 1640 Medium, pH 7,0 mit
29,23 g/l L-Glutamin

FKS Fotales Bovines Serum (Life Technologies); einmdig vor
Gebrauch 30 min. bel 56 °C hitze-inaktivieren

Trypsin/ EDTA (VT): 2gl  Trypsin
029l EDTA
in PBS (pH 7,2) ohne Ce&*/ Mg*

TPA 100 nM zur Stimulierung

Penicillin/ 6 g/l Penicillin(Fa. Grinenthal)
Streptomycin 10000 (ug/ml) Streptomycinin
8,0 g/l NaCl
0,4 g/l KCl
1,0 g/l Glukose
0,35 g/l NaHCO,

5.5.3.  Kultivierung der Zellen

Alle eukaryotischen Zdlinien wurden in Brutschranken bei 37 °C unter Begasung mit 5 oder
7,5 % CO, in wassergeséttigter Atmosphére kultiviert. Die Arbeiten wurden ausnahmslos unter
einer Sterilbank durchgefiihrt. Samtliche Gerdte und Ldsungen wurden vor der Benutzung
sterilisiert.

5.5.4. Passagieren von Zellen

Zum Passagieren wurde das Kulturmedium von den adhérent wachsenden Zellinien vollsténdig
abgesaugt, die Zdlen einma mit PBS gewaschen und die subkonfluenten Zell-Monolayer
durch eine 5-mindtige Inkubation mit VT abgelost. Ein Tel der Zelen wurde auf andere
Zdlkulturschalen (Nunc) verteilt. Weiterhin sind die Zellen zur Transfektion eingesetzt worden.
Wenn fir einige Experimente eine bestimmte Zelldichte benttigt wurde, ist diese mittels einer
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Neubauer-Zahlkammer ermittelt worden. Suspensions-Zellen sind durch  Verdinnung
passagiert worden.

5.5.5. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die adhé@rent wachsenden Zedlen wurden nach dem Waschen mit PBS vom Schalenboden mit
VT abgel6st und 5 min. sedimentiert (1000 rpm). Das Pellet wurde in 500 pl Einfriermedium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in einem "Cryo Tub" (Nunc) gegeben und bel -80 °C
eingefroren. Langfristig wurden die Zdllen in flissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen der
Zéellen wurde ein "Cryo Tub" im Wasserbad (37 °C) erwarmt, bis der Inhalt komplett aufgetaut
war. Die Zdlen wurden in entsprechendem Medium aufgenommen und auf einer
Zelkulturschal e ausgesét.

Einfriermedium: 45% FKS
45% DMEM
10% DMSO

5.5.6. Transiente Transfektion von Zellen

Um rekombinante Proteine in Saugerzellen zu exprimieren, wurden Vektoren, die
entsprechende cDNAs enthielten, in die Zellen transfiziert.

5.5.6.1.  Elektroporation

Die Zahl der lebenden Zellen wurde mit Trypan-Blau-Ausschlul? (0,2 % Trypanblau) in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Alle Transfektionsansétze einer Versuchsreihe enthielten
gleiche DNA-Mengen (bis zu 40 pg) und 1-3x10° Zdlen in 200 yi DMEM-Medium (ohne
FKSund Antibiotika). Die Zellen wurden in Elektroporationskivetten (0,4 cm, Fa. Invitrogen)
einem Puls von 230 V/cm und 500 pF (gilt far COS7-Zellen) oder 950 pF (gilt fir NIH 3T3-
und 293-Zellen) ausgesetzt und nach einer 5-mindtigen Inkubation auf 6 oder 10 @ cm Schalen
(Fa. Nunc) Uberfuhrt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und
5 oder 7,5 % CO, wurden die Zellen geerntet.

5.5.6.2.  Calcium-Phosphat

Fur die Transfektion von DNA in eukaryotische Zelen fir Immunfluoreszenzstudien
(NIH 3T3-Z€llen) wurde die Calciumphosphat-Prézipitationsmethode verwendet. Fir die
Immunfluoreszenz wurde die Plasmid-DNA (2-8 pg) mit 6 ul 2 M CaCl, versetzt, in enem
Gesamtvolumen von 50 pl sterilen bidest Wasser aufgenommen und nach 5 min. unter
Verwirbeln tropfchenweise zu 50 pul 2x HBS hinzugefigt. Der Niederschlag wurde auf die
zuvor ausplattierten Zellen gegeben (12-well-Platten/ Nunc). Die Zelen wurden bei 37 °C und
3,5% CO, im Brutschrank inkubiert. Nach 16 h wurden die Zdlen mit PBS gewaschen, mit
neuem Medium versetzt und bel 37 °C und 5 oder 7,5 % CO, fir weitere 24 h inkubiert.
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2x HBS: 50mM  HEPES, pH 7,05
280mM  NaCl
10mM KCI

1,5mM  Na,HPO, x 2H,0
12mM  Glucose

5.5.7. Immunfluoreszenz

Fur Immunfluoreszenzstudien wurden 30 000 NIH 3T3-Zelen pro wel (12-well-Platte) auf
runde Objekttragerglaschen (& 15 mm) ausgesét und 5-8 h spéter mit biszu 8 ug DNA mittels
der Calciumphosphat-Préazipitationsmethode transfiziert. Am darauf folgenden Tag wurde das
Medium gewechsdlt und die Zdlen fur weitere 24 h inkubiert. Zum Nachwels endogener
Proteine wurden die Zellen nur ausgesét (Hela-Zellen). Die Zdlen sind gegebenenfalls vor der
Fixierung noch fur eine besimmte Zeit mit Zytokinen oder Wachstumsfaktoren stimuliert
worden. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zdlen 10 min. mit Methanol fixiert.
Suspensionszellen (K 562-Zellen) sind mit PBS gewaschen und in einem kleinen Volumen
PBS auf vorher mit einem Fettstift markierte Objekttréger aufgetropft und getrocknet worden.
Die Zellen wurden mit Methanol fixiert. Im Anschluss daran wurden diefixierten Zellen 2x mit
PBS gewaschen, 30 min. mit Immunfluoreszenz-Puffer aquilibriert und eine Stunde mit dem
entsprechenden Primér-Antikorper inkubiert (o-Flag-M2-Antikorper (Sigmal 4 mg/ml, 1:200),
a-CDC25C (Biodiagnostics, BM-025C-100A, 1:200 (1,2 mg/ml) oder Santa Cruz, C-20, 1:200
(200 ug/ml)), a-C-TAK1 (eigene Herstellung, 1:100 (1 ug/wl)), a-Pim-1 (Santa Cruz, 19F7,
1:100, (200 ug/ml)), a-Gfi-1 (eigene Herstellung, 1:100) in 100 ul Immunfluoreszenz-Puffer).
Nach 2-maligem Waschen mit Immunfluoreszenz-Puffer wurden die Zdlen mit einem
entsprechenden 2. Antikorper 60 min. inkubiert (FITC/TRITC-konjugiert Esel a-Maus Hase/
Ziegel Schaf 1gG  (H+L) F(&b)-Fragment (Dianova), 1:200 in 100 ul
Immunfluoreszenz-Puffer). Der Kern wurde je nach Bedarf mit Propidium-lodid (1 mg/ml;
1:200) oder DAPI (200 ug/ml; 1:200) gefarbt (30 min., in 100 ul Immunfluoreszenz-Puffer).
Die Zdlen wurden mit dem Prolong Antifade Kit (Fa. Molecular probes) eingedeckelt.
GFP-transfizierte Zellen wurden mit Methanol fixiert, mit PBS gewaschen, in
Immunfluoreszenz-Puffer &quilibriert und in Prolong Antifade Kit eingedeckelt.

Immunfluoreszenz- 10mM  TrisHCI, pH 7,05
Puffer: 100mM  NaCl
0,05% Tween20
05% BSA (Fraktion V)

Fur die Immunfluoreszenzaufnahmen ist ein Laser-Scan-Mikroskop (LSM-Mikroskop,
Fa Carl-Zeiss) verwendet worden. Die Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte mit der
dazugehorigen Software.
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5.6. Proteine

5.6.1.  Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Zur Herstellung von einem Ganzzell-Proteinextrakt wurden adhérent konfluent gewachsene
oder transfizierte Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlief3end in 5 ml eiskaltem PBS
mit eéinem Gummischaber von der Zelkulturschale abgeldst. Die Zdlen wurden in en
15 ml-Falcon tberfuhrt und sedimentiert (1.000 rpm, 5 min.). Das Pellet wurde in 50-400 pl

Flag-Lysis-Puffer aufgenommen. Suspensions-Zellen wurden sedimentiert, mit PBS
gewaschen und in Flag-Lysis-Puffer aufgenommen worden.
Flag-Lysis-Puffer: 25mM  TrisHCI, pH 7,4
150 mM  NaCl
1mM CaCl,
1% Triton-X-100
1:1000 DTT (AM)/  Proteinase-Inhibitoren  (vor
Gebrauch dazugeben)
Proteinase- 100 mg/ml  Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
[nhibitoren: 1mg/ml Pepstatin
1mg/ml Bestan
in 80 % Methanol und 20 % DM SO
1 mg/ml  Aprotenin
1mg/m E64
1M NA\VO,
1M NaMnO,
in bidest H,0

Nach Abzentrifugation aller unléslichen Zellbestandteile wurde aus dem Uberstand mit 2 pl
eine Proteinbestimmung durchgefuhrt (Bradford-Reagenz). Fur eine Anayse durch
SDS-PAGE wurden, wenn nicht anders angegeben, 20ug Protein (pro Spur) mit
4x SDS-Probenpuffer 5 min. bel 95 °C denaturiert und auf ein SDS-Gel aufgetragen.

5.6.2.
(Bradford, 1976)

Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Losung

Es wurden jewells 798 ul H,O + 2 ul Proteinlésung mit 200 pl Bradford Reagenz versetzt,
5min. be RT inkubiert und die Extinktion bel 595 nm im Photometer (Ultraspec 2000,
Fa. Pharmacia Biotech) gemessen. Paralel wurde auf gleiche Weise eine Kalibrationskurve
ersdlt (BSA in H,0). Mit Hilfe der Kalibrationskurve konnte die Proteinkonzentration der
unbekannten L 6sung bestimmt werden.
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Bradford Reagenz: 100mg ServaBlueG
50ml  Ethanol
100 ml Phosphorsaure
ad 200 ml H,O, Lagerung bei 4 °C

5.6.3. In-vitro Translation von Proteinen

Zur in~vitro Trandation wurde das "TNTTMCoupIed Reticulocyte Lysate'-System
(Fa. Promega) nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Jeder Ansatz (50 pl) enthielt 25 pl
Retikulozyten-Lysat, 2ul Puffer, 1l Polymerase (je nach Vektor: Sp6-, T7- oder
T3-Polymerase), 1 pl AS-Mix -Met, 1yl RNasin (40 U/ul), 4 pl ®*S-markiertes Methionin
(20 mCi/ml) und das DNA-Ausgangskonstrukt (1-2 pg). Aus diesem Ansatz wurden 1,5 pl
durch SDS-PAGE und anschlief3ender Autoradiographie analysiert.

5.6.4. Koimmunoprazipitation von Proteinen

Fir Koimmunopréazipitationen wurden COS7-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden
transfiziert (Elektroporation), von denen ein Plasmid fir ein Flag-Protein kodierte. Nach 24 h
wurden die Zdlen 1x mit PBS gewaschen, abgelGst, sedimentiert (1000 rpm, 5min.) und in
Flag-Lysis-Puffer aufgenommen (5.6.1). Fur Fag-Immunoprazipitationen wurde die "M2
affinity ge  suspension”  (Fa Sigma-Aldrich)  verwendet. Es  wurden  fir
15 Immunoprazipitationen 500 pl "M2 affinity gel suspension” eingesetzt. Die Suspension
wurde durch 5-maliges Waschen mit Flag-Lysis-Puffer (inklusve 05% BSA) und
anschlief3ender Resuspension in 1,5 ml Lysis-Puffer &quilibriert. Es wurden zu dem jeweiligen
Zéelysat (100 pug Protein-Extrakt) 100 pl &quilibrierte "M2 affinity gel suspension” und
gegebenenfalls 2 pul *S markiertes in-vitro Trandatat gegeben und Uber Nacht in einem
Gesamtvolumen von 200-250 pl  Flag-Lysis-Puffer bei 4°C unter Rotation inkubiert.
Anschlief?end wurden die Proben abzentrifugiert (2000 rpm, 5 min.), das Pelet 4x mit
TBS-Puffer (Flag-Lysis-Puffer ohne Triton-X-100) gewaschen, in  50-100 pl
4x SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-Gel aufgetragen. Wurden die
immunopréazipitierten Proteine al's Kinase in einem Kinase-Experiment eingesetzt, wurden diese
in TBS-Puffer aufgenommen und auf einem SDS-Gel kontrolliert.

Fur nicht Flag-exprimierende Proteine (100 pg Protein-Extrakt) wurde ein entsprechender
Antikorper verwendet. Dabei ist fur die Zellyse alerdings der Immunoprézipitations-Puffer
(IP-Puffer) verwendet worden. Gleiches gilt fir endogene Immunoprézipitationen (bis zu
1000 pg Protein-Extrakt in einem Volumen von 500 ul). Vor Zugabe des AK ist das Zdlysat
mit Sepharose A préainkubiert worden (2h, 4 °C). Nach Sedimentation bei 2000 rpm fir
5 min. wurde der Zellysat-Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tberfiihrt und mit
dem jewelligen AK versetzt (1 h bei 4 °C; a-CDC25C, Biodiagnostics, BM-025C-100A, (5 ul,
1,2 mg/ml) oder Santa Cruz, C-20 (10 pul, 200 pg/ml), a-C-TAK1, eigene Herstellung, (10 pl,
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1 pg/ul), a-Pim-1, Santa Cruz  (19F7, 10 pl, 200 pg/ml). Der Protein-Antikorper-Komplex
wurde mit Sepharose A (Fa. Amersham; 0,1g fur bis zu 20 Immunoprazipitationen,
pra-aquilibriert in PBS) in IP-Puffer immunopréazipitiert (2-16 h, 4 °C), bis zu 4x mit 1P-Puffer
gewaschen, in 50-100 pl 4x SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf ein SDS-Gel
aufgetragen.

| P-Puffer: 20mM  TrisHCl,pH=7,8
100mM  NaCl
02mM EDTA
01% NP40

1:1000 DTT + Proteinase-Inhibitoren

5.6.5.  Expression von rekombinanten Proteinen in Bakterien

Zur Expresson rekombinanter Proteine wurde das Glutathion-S-Transferase System
(Fa. Pharmacia) verwendet. Dieses System ermdglicht es, GST-Fusionsproteine in Bakterien
durch  IPTG-Induktion in groRerem Maldstab zu exprimieren  (GST-Vektor:
Ampicillin-resstent). Nach Transformation der jewelligen Plasmide in REP4-Bakterien
(Kanamycin-resistent) wurden diese auf Amp/Kan-LB-Platten ausplattiert und U.N. bel 37 °C
inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurden die Bakterien-Kolonien abgel6<t, in LB-Medium
(inklusve Amp/Kan) angeimpft und be 37 °C inkubiert. Bei ener OD von 04 ist die
Expression des GST-Fusionsproteines durch Zugabe von 1ImM IPTG fir 2 h induziert
worden. Die Bakterien-Kultur wurde sedimentiert und das Pellet in 5ml PBS/100 ml
Bakterien-Kultur aufgenommen. Nach Lyse der Bakterien durch Ultraschall, wurde
Triton-X-100 in einer Endkonzentration von 1% zugesetzt. Nach einer 30 minGtigen
Inkubation wurde das Bakterien-Lysat bei 6000 rpm und 4 °C fir 10 min. abzentrifugiert. Fr
100 ml PBS-Bakterien-Suspension wurden 1ml von der Glutathione-Sepharose-Harz-
Suspension verwendet worden. Das Glutathione-Sepharose-Harz wurde durch einmaliges
Waschen mit PBS &quilibriert und dem Uberstand des Bakterien-Lysats hinzugefiigt. Nach
einer Inkubation von 30 min., wurde der Harz-GST-Fusions-Komplex drei Ma mit PBS
gewaschen. Die an das Harz gekoppelten aufgereinigten Proteine wurden in PBS
aufgenommen. Die Proteine wurden fur Kinase-Versuche oder Interaktions-Studien verwendet.
Tellweise wurden die Proteine von dem Harz mittels Elutions-Puffer (10 mM reduziertes
Glutathion in 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)) eluiert und in Kinase-Experimenten eingesetzt.

5.6.6. C-TAK1-Antikorper-Herstellung

Um enen C-TAKI1-Antikorper herzustellen, wurde ein C-TAK1-GST-Fusionsplasmid
(GST-C-TAK1-165) kloniert. Die C-TAK1 Sequenz umfasste die ersten 165 Aminosauren des
humanen C-TAK1-Proteins (Primer: C-TAK1-22, C-TAK1-18). Nach der rekombinanten
Expression in Bakterien und Aufreinigung des Fusionsproteins wurde das C-TAK1-Peptid

83



Material und Methoden

mittels Thrombin (50 U, 16 h) eluiert. Das Peptid wurde gegen PBS dialysiert (4 °C, 4 h). Zum
Immunisieren wurden pro Kaninchen 500 ug Peptid eingesetzt (Fa. Bioscience). Das erhatene
findle Antikorper-Serum wurde mittels des GST-C-TAK1-165-Fusionproteins aufgereinigt.
Dabei wurden die Antikorper aus dem Serum an das  aufgereinigte
GST-C-TAK-Fusionsprotein gekoppelt, 5x mit PBS gewaschen (inkl. 0,1 % Natriumazid) und
mit TrissHCI (pH 2 und 3) duiert. Die Antikorper-Losung wurde mit acetyliertem BSA auf
1 ng/pl eingestellt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Der AK wurde fir Immunoblots in einer
Verdinnung von 1:1000 bis 1:3000 und in Immunfluoreszenzen von 1:100 eingesetzt.

5.6.7. Koprazipitation von Proteinen in-vitro

Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine wurden in enem Gesamtvolumen von 150-200 pl
NETN-Puffer mit 4 pl *S-markierten in-vitro Trandataten oder mit 100 pug Zellysat versetzt
und 2-16 h bel 4 °C unter Rotation inkubiert.

NETN-Puffer: 25mM  TrisCl,pH 7,5
100mM  NaCl
02mM EDTA
02% NP-40
1:1000 DTT/ Proteinase-Inhibitoren (vor Gebrauch
zugeben)

0,25mg/ml BSA (vor Gebrauch zugeben)

Nach der Inkubation wurden die Proben bei 2000rpm, 4 min. abzentrifugiert und die
GST-Pellets drei Mal mit NETN-Puffer gewaschen (ohne BSA). Letztendlich wurden die
GST-Pellets in 50l 4x SDS-Probenpuffer aufgenommen und auf einem SDS-Gel
aufgetrennt.

5.6.8.  Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

Proteine wurden in diskontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylamidgelen (8-15 %, je nach
Grole der Proteine) elektrophoretisch in einer Mini-Proteingelapparatur  (Fa. Keutz)
aufgetrennt. Alle Proteinproben wurden vorher 5 min. bel 95 °C in 4x SDS-Probenpuffer
denaturiert und in 1x SDS-Laufpuffer bei 20-30mA ca 2-4h aufgetrennt. Fir den
immunologischen Nachweis wurden die in dem Ge aufgetrennten Proteine auf ene
Nylonmembran transferiert (5.6.9). Zur Detektion von *S-Methionin markierten Proteinen
wurde das Gel anschlief?end fur 45 min. in Fixierldsung fixiert, Comassie geféarbt, anschlief3end
entfarbt (mit der Fixierldsung), 2 h bel 80 °C getrocknet und 0. N. mit einem Film oder einer
Imager-Platte  exponiert. Zur Detektion der radioaktiv-markierten  Proteine  im
Kinase-Experiment ([y**P]ATP) wurden die Gele fixiert, getrocknet und exponiert .
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10 % APS-L6sung 10%

Trenngel puffer 15M
0,4 %
Sammel gel puffer 05M
0,4 %
10x SDS-Laufpuffer 1,25M

2M

1%

4x SDS-Probenpuffer 62 mM
2%

10%

5%

5%

0,025 %

Ammoniumpersulfat

TrissHCl, pH 8,8
SDS

TrissHCI, pH 6,8
SDS

Tris-Base
Glycin
SDS

TrissHCl, pH 6,8
SDS

Glycerin

DTT
[3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Rotiphorese Gel 30 30 %

0,8%

Acrylamid
Bisacrylamid

10 %
30 %

Fixierldsung Essigsaure

Ethanol

45 %
45 %
10 %

1,25 gl

Comassi e-Farbel 6sung H.O

Ethanol
Essigsdaure
Comassie R250

5.6.9. Proteintransfer und -nachweis (Western-Blot (Immunoblot))

Zum Transfer von Proteinen auf Nylonmembranen wurde das Semi-dry-Verfahren
(Transfer-Apparatur der Fa Keutz oder BIO-RAD) angewendet. Dazu wurde auf der
(Graphit)-Anode en Blot in folgender Rehenfolge aufgeschichtet: drei  Whatman
3MM-Papiere angefeuchtet mit Transfer-Puffer, eine Hybond C Membran (Fa. Amersham
Pharmacia Biotech) mit Transfer-Puffer angefeuchtet, Proteingel und abschlief3end drel
Whatman 3MM-Papiere mit Transfer-Puffer angefeuchtet. Es wurde 1,5 bis 2h be
1.5 mA/cn transferiert. Zur Kontrolle des Transfers wurde die Membran mit PonceauS (0,2 %
in 0,3 % Trichloressigsaure) angeféarbt und anschlieffend mit PBS oder bidest Wasser wieder
entfarbt. Zum Nachweis der Proteine wurden zunéchst freie Bindungsstellen auf der Membran
mit Blockierlosung abgeséttigt (Inkubationszeit 30 min.). Anschlie3end wurde der Blot mit
dem 1. AK in Blockierlgsung fur 1 h bel RT oder 0.N. bei 4 °C inkubiert. Wenn nicht anders
angegeben, wurden die jewelligen 1. AK 1:1000 eingesetzt worden (a-GST (PC53,
Calbiochem), a-Pim-1 (19F7, Santa Cruz), a-C-TAK1 (eigene Herstellung, 1:1000-1:3000),
a-CDC25C (BM-025C-100A, Biodiagnostic; C-20, Santa Cruz), a-LexA (Santa Cruz, 2-12),
a-VP16 (Santa Cruz, 1-21) und a-Flag (Sigma, M2)). Die Membran wurde 4x mit 0,05 %
Tween 20 in PBS gewaschen und fir 1 h mit einem M eerrettichperoxidase-konjugierten 2. AK
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(2:5000 in Blockierlosung, HRPO-markiert Esel a-Maus/ Hase/ Ziegel Schaf 1gG (H+L)

F(ab),-Fragment (Fa. Dianova)) bei RT inkubiert. Nach 4-maligem Waschen mit 0,05 %
Tween 20 in PBS wurde der Immunoblot entwickelt. Hierzu wurden 10ml der ECL
Entwicklerlosung mit 3,1l H,O, (30%) gemischt oder das Lumi-Light-Plus Western
Blotting Substrat (Fa. Roche) verwendet, der Blot 1 min. in der aktivierten Entwicklerlésung
geschwenkt und anschliefend in  Haushdtsfolie engeschlagen. Ein  Rontgenfilm
(Fa. Amersham) wurde aufgelegt und nach 30 sek. bis 5 min. entwickelt.

Transfer-Puffer: 5829/l TrisBase
293¢/l Glycin
3,75m 10 % SDS
200ml  Methanol
ad 1000 ml bidest Wasser,

Blockierltsung: 2% Magermilchpulver
0,05% Tween20
in PBS

ECL-Entwicklerlosung 10ml/l  ECL-A (250 mM Luminol in DM SO)
445ml/l  ECL-B (90 mM p-Coumarséaurein DM SO)
in 100 ml TrigHCI, pH 8,5, lichtgeschiitzt bei
RT lagern, H,O, (1:3000) vor Gebrauch
dazugeben

5.6.10. Kinase-Experimente

Fur die Kinase-Experimente wurden entweder aufgereinigte GST- (an der Matrix-hangend
(=-beads) oder euiert) oder immunoprézipitierte Flag-Proteine verwendet. Nach Kombinieren
der Proben wurden diese abzentrifugiert (4000 rpm, 4 min.). Gegebenenfalls wurden die as
Substrat dienenden rekombinanten Proteine Histon H1 (als Kontrolle, 2 ug) oder CDC25C
(2ug) zugegeben und der Ansaz mit 40ul Kinase-Puffer inklusve [y*P]ATP
(Fa. Amersham) versetzt.

Pim-1 Kinase-Puffer:  20mM  PIPES, pH 7,0

5mM MnCl,
7mM  [3Mercaptoethanol
10uM ATP

10uCi (L wl) [y*P] ATP pro Ansatz

C-TAK1-Kinase-Puffer: 50 mM  Tris-HCI, pH 7,4
10mM MgCl,
10uM ATP

10 uCi (L ul) [y*P] ATP pro Ansatz
Die Proben wurden 30min. bel 30°C (Pim-1-Kinase-Bedingungen) oder 20°C

(C-TAK1-Kinase-Bedingungen) inkubiert. Nach dem Beenden der Reaktion durch Zugabe von
4x SDS-Probenpuffer wurden die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das SDS-Gel it
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anschlief3end fixiert und getrocknet worden. Das Auswerten der Kinase-Experimente erfolgte
mittels Autoradiographie.

5.6.11. C-TAK1 Inaktivierungs-Experiment

Hierbel war zu beachten, dass man nach dem 1. Kinase-Versuch beide Proteine wieder trennen
musste. Dieses wurde dadurch ereicht, dass as Kinase Pim-1-Eluat und as Substrat
C-TAK1-beads verwendet worden waren. Nach dem 1. Kinase-Versuch (Pim-1-Kinase-Puffer)
wurde das Pim-1-Protein mit dem Uberstand nach Zentrifugation verworfen und das
C-TAK1-Pdlet mit C-TAK1-Kinase-Puffer ein Ma gewaschen. Anschlief3end wurde das
Pellet in C-TAK1-Kinase-Puffer, welcher mit dem neuen Substrat versetzt worden war
(CDC25C-Protein), aufgenommen. Wahrend C-TAK1 im ersten Kinase-Versuch Substrat war,
wurde C-TAK1 im 2. Kinase-Versuch as Kinase verwendet. Die Proben wurden 30 min. be
20 °C (C-TAK1-Kinase-Bedingungen) inkubiert. Nach dem Beenden der Reaktion durch
Zugabe von 4x SDS-Probenpuffer wurden die Proben gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das
SDS-Gel wurde anschlief3end fixiert und getrocknet. Das Auswerten der Kinase-Experimente
erfolgte mittels Autoradiographie.

5.6.12. Phosphatase-Experiment

Fir das Phosphatase-Experiment sind weder DTT noch Proteinase-Inhibitoren verwendet
worden, da in dem Inhibitor-Mix Phosphatase-Inhibitoren enthalten waren. Dem
Phosphatase-Experiment ist ein Kinase-Experiment (5.6.11) vorgeschaltet. Dabel ist nur ATP
verwendet worden. Das Experiment wurde so angelegt, dass das Kinase-Experiment pardld
enma mit und einmal ohne ATP as Negativ-Kontrolle durchgeftihrt worden war. Die
Kinase-Reaktion wurde durch das einmalige Waschen mit Phosphatase-Puffer (ohne p-NPP)
gestoppt. Das Pdlet wurde in 800 ul Phosphatase-Puffer resuspendiert und fir 2 h bei 30 °C
(CDC25C) oder 90 min. bel 37 °C (CDC25A) inkubiert. Nachdem die Phosphatase-Reaktion
durch Zugabe von 10 M NaOH (Endkonz.: 200 uM) beendet worden war, wurde die Aktivitét
durch eine photometrische Messung bei OD = 410 nm bestimmt. Die Aktivitdten von sowohl
CDC25C ds auch die von CDC25A ohne ATP wurden = 1 gesetzt.

Phosphatase-Puffer 50mM  TrisHCI, pH 8,0
50mM NaCl
10mM EDTA
50 mM  p-Nitrophenyl Phosphat (p-NPP)

Die Kinase-Aktivitst von Pim-1-wt und Pim-1-K67M wurde in enem normaen
Kinase-Experiment Uberprift.
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7.Anhang

7.1. Plasmide und Oligodesoxynukleotide zur Klonierung

7.1.1. Hefe-Plasmide

pYesMdpA:

cDNA-Bibliothek:
PADNS-RRS:

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von H.Hennemann, eigenes Labor
Der verwendete Bibliotheksvektor enthélt eine Gal1-Promotor getriebene
Expressionskassette mit Myristylierungs-Signal von v-src und einen
stromabwaértsgel egenen polylinker

GC1-B1-6: gerichtet kloniert (Smal/ EcoRl) in YesMdpA
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von H.Hennemann, eigenes Labor

pPADNS-Pim-1-K67M-RRS: 5-Pr.,Hindl 1,5-CTAAGCTTGCCACCATGCTCTTGTCCAAAATCAAC-3;Pimlbaits

Jun-ZRas:

M-Fos:

GAP:
C-TAK1-Y6131
Fehler-PCR in Hefe:

C-TAK1-Y6131-L128P:

LexA-Pim-1-K67M:

LexA-Gfi-G:
VP16-C-TAK1-Y6131:

3'Primer: EcoRV, 5-ATGATATCTTTGCTGGGCCCCGGCGACAG-3';Pimlbaitas
Ausgangskonstrukt: pPCDNA3-Pim-1-K67M, in pADNS-RRS (Hindl 1, Smal)
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von H.Hennemann, eigenes Labor
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von H.Hennemann, eigenes Labor
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von H.Hennemann, eigenes Labor
GC-BY6131; isolierter Klon aus dem Hefe-Interaktions-Experiment

5-Primer, 5-TACCTCTATACTTTAACGTC-3'; Galprom

3-Primer 5-GGGGGAGGGCGTGAATGTAAGC-3; Yes2b3

Ausgangskonstrukt: C-TAK1-Y6131

nicht-interagierende C-TAK1-Y 6131-Punktmutante

5'-Primer: BamHI, 5-GCGGATCCATGCTCTTGTCCAAAATC-3; PimlLexs

3-Pr.: Xhol, Stop, EcoRI, 5-CGGAATTCTACTCGAGTTTGCTGGGCCC-3'; PimlLexas
Ausgangskonstrukt: Pim-1-K67M-RRS; das PCR-Fragment wurde in pBSK as
Zwischenklon inseriert und mit einem Teilverdau in den LexA-Vektor (BamHI, in
Leserahmen, und EcoRI ) kloniert. Der LexA-Vektor wird angetrieben durch den Met-
Promotor (Met25), kodiert fur das LexA-Protein, fur eine Ampicillin-Resistenz und einen
auxotrophen Marker TRP1.

freundlicherweise zur Verfligung gestellt von K.Tavassoli, eigenes Labor

5-Primer: BamHI, 5-TTGGATCCATGTCCACTAGGACCCC-3;

3-Primer: Xhol, 5-CGCTCGAGTTACTCTCTCAGTTCCTTCAG-3;
Ausgangskonstrukt: GC-BY 6131 inseriert in VP16-Gfi-1; Der Vektor wird duch einen
Galaktose-Promotor angetrieben, kodiert fir die transaktivierende Doméne des VP16-
Proteins des HSV-1, eine Ampicillin-Resistenz und einen auxotrophen Marker LEU2.

7.1.2.  Bakterielle und Eukaryotische Expressions-Plasmide

CMV-GFP-N3

CMV-Flag-N3

pCDNA3

psp64
pBSK/ pBKS
GST-4T2:

eukaryotischer Expressions-Vektor, der von eéinem CMV-Promotor angetrieben wird und
flr einen Kanamycin-Resistenz-Marker, das GFP-Tag (3' von der MCS) und fir die SV40-
poly(A)-Sequenz kodiert (Fa. Clontech).

eukaryotischer Expressions-Vektor, der von einem CMV-Promotor angetrieben wird und
fir einen Kanamycin-Resistenz-Marker, das Flag-Tag (3' von der MCS) und fir die SV40-
poly(A)-Sequenz kodiert (modifizierter GFP-Vektor).

eukaryotischer Expressions-Vektor, der von eéinem CMV-Promotor angetrieben wird und
fir einen Ampicillin-Resistenz-Marker, das Flag-Tag (3' von der MCS) und fir die SV40-
poly(A)-Sequenz kodiert (Fa. Invitrogen).

Klonierungsvektor, IVT: Sp6-Pol. (Fa. Promega)

Klonierungsvektor, IVT: T3 oder T7-Pol. (Fa. Stratagene)

Bakterieller Expressions-Vektor; Die Protein-Expression ist unter der Kontrolle des tac-
Promotors, welcher durch Zugabe von IPTG (Lactose-Analogon Isopropyl 3-D-
thiogalactoside) induziert wird (Fa. Pharmacia Biotech).
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PCDNA3-Pim-1-wt/K67M: freundlicherweise zur Verfligung gestellt von H.Karsunky, eigenes Labor, enthadlt dielange
und kurze Pim-1-Sequenz, IVT: T7-Pol.

Pim-1-wt/-K67M-GST-4T2: freundlicherweise zur Verfligung gestellt von B.Rddel, eigenes Labor, enthélt nur die kurze
Pim-1-Sequenz

Pim-1-wt/-K67M-FlagN3:  5-Pr.:EcoRl, 5-CGGAATTCCCAGCCATGCTCTTGTCCAAAATC-3'; PimKozaksense
3-Primer: BamHI, 5-ATGGATCCTTTGCTGGGCCCCGGCGA-3'; PimRevStopBamHI;
Ausgangskonstrukte: pPCDNA3 Pim-1-wt und K67M in CMVFlag-N3

Pim-1-wt/K67M-GFP-N3: siehe Pim-1-wt/-K67M-FlagN3; einziger Unterschied: GFP statt Flag

psp64-Pim-1-wt: psp64-Vektor, Sp6 Polymerase-Startstelle, Ampicillin Resistenz-Marker;
5-Primer: Pstl, 5-ATCTGCAGGCCACCATGCTCTTGTCCAAAATC-3'; 5Pimpsp64
3-Primer: Stop, Xbal, 5-TATCTAGACTATTTGCTCCCGGGGCC-3'; 3'Pimpsp64
Ausgangskonstrukt: pPCDNA3-Pim-1-wt, in psp64, IVT: Sp6-Pol.

C-TAK1-Y6131-NFlag/C-TAK1-Y 6131-L128P-NFlag:
Dieses ist ein eukaryotischer Expressions-Vektor, der von einem CMV-Promotor
angetrieben wird und fur einen Ampicillin-Resistenz-Marker, das Flag-Tag (5' von der
MCS) und fiir die hGH-poly(A)-Stelle kodiert.
5-Primer: Sall, 5-GTGTCGACACATGTCCACTAGGACCCCT-3; C-TAK1(R)1
3-Primer: Stop, Hindlll, 5-TAAAGCTTACTCTCTCAGTTCCTTCAG-3; C-TAK1(R)2,
Ausgangskonstrukt: der jeweilige C-TAK1-Y6131- oder L128P-Vektor in Pias-NFlag
pspC-TAK1-Y6131/-L128P: 5'-Pr.: Sall, Kozak 5'-ATGTCGACGCCACCATGTCCACTAGGACCCC-3;C-TAK1-11
3-Primer: Stop, Xbal, 5- GCTCTACATTACTCTCTCAGTTCCTTCAG-3: C-TAK1(R)10
Ausgangskonstrukte: C-TAK1-Y6131, C-TAK1-Y6131-L128P in psp64, IVT: Sp6-Poal.
C-TAK1-Y6131/-L128P-GFP-N3:
Vektor: GFP-N3, gleicher Vektor wie Flag-N3, bis auf das Flag;
5-Pr.: Kozak, Xhol, 5-CGCTCGAGCCAGCCATGTCCACTAGGACCCCT-3; C-TAKL(R)3
3-Primer: BamHI, 5-CGGGATCCCTCTCTCAGTTCCTTCAG-3; C-TAK1(R)4
Ausgangskonstrukt: GC-BY 6131/-L128P, in CMV-GFP-N3
GST-C-TAK1-Y6131: 5-Primer: Smal, 5-ATCCCGGGATGTCCACTAGGACCCC-3; C-TAK1-7
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCCTCTCTCAGTTCCTTCAG-3; C-TAK1(R)8
Ausgangskonstrukt: GC-BY 6131, in GST-4T2

pBSK-C-TAK1-wt/ o/ B:  5-Primer: Kpnl, 5-ATGGTACCATGTCCACTAGGACCCC-3; C-TAK1-14
3-Primer: Kpnl, 5-GCGGTACCTTACAGCTTTAGCTCATT-3; C-TAK1-12-1
Ausgangskonstrukt:Cytotrap™ XR-Bibliothek (humane Leber-cDNA/Stratagene),in pBSK
pCDNA3-C-TAK1-wt/ o/ B: Kpnl aus pBSK, IVT: T7-Pol.
C-TAK1-wt/ o/ B-GPF-N3: 5-Pr.: Hindlll,Kozak, 5-GAAAGCTTGCCACCATGTCCACTAGGACCCCA-3; C-TAK1-33
3-Primer: Kpnl, 5-ATGGTACCCAGCTTTAGCTCATTGGA-3; C-TAK1-32
Ausgangskonstukt C-TAK1-pBSK, in CMV-GFP-N3
C-TAK1-wt/ of B-GST-4T2: 5-Primer: Xhol, 5-GACTCGAGCGATGTCCACTAGGACCCCA-3; C-TAK1-35
3-Primer: Notl, 5-~ATGCGGCCGCTTACAGCTTTAGCTCATT-3; C-TAK1-17,
Ausgangskonstukt: C-TAK1-pBSK, in GST-4T2
C-TAK1-wt-Flag-N3: Hindlll, Kpnl aus C-TAK1-wt-GFP-N3 in CMV-Flag-N3
pCDNA3-C-TAK1- L128P/ N183A/ D196N (PM-PCR-Methode):
In der ersten PCR wurde ein N-terminales C-TAK 1-Fragment hergestellt:
5-Pr.:Hindll1,Kozak,5-GAAAGCTTGCCACCATGTCCACTAGGACCCCA-3; C-TAK1-33
3-Primer: L128P: 5-CCATGATTAGGTAGGGTGTTTTTTCAGTT-3; C-TAK1-41
N183A: 5-GCATCTAACAATCGCGCTTCAGCCTTG-3; C-TAK1-25
D196N: 5-CTAAASCCGAAATTTGCTATTTTAATG-3; C-TAK1-27,
Ausgangsvektor: pPCDNA3-C-TAK1-wt
2. PCR: 5'-Mega-Primer: PCR-Fragmente aus 1.PCR
3-Primer: Xbal, 5-CCTTCATGATTTGCTCTAGAGTG-3; C-TAK1-Bank2
Ausgangsvektor: pCDNA3-C-TAK1-wt in pCDNAS3 (Hindlll, Xbal), IVT: T7-Pol.

C-TAK1-L128/ N183A/ D196N-GFP: EcoRlI/ Hindll1 aus pPCDNA3-PM in C-TAK1-wt-GFP
C-TAK1-L128/ N183A/ D196N-FlagN3: EcoRI/ Hindlll aus pPCDNA3-PM in CMV-FlagN3
C-TAK1-L128/ N183A/ D196N-GST: Sstl aus pCDNA3-PM in GST4T2-C-TAK 1-wt
C-TAK1-N-del-GST: 5-Primer: BamHI, 5-TTGGATCCGAGGTTGCAATAAAGATA-3; C-TAK1-28

3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTTACAGCTTTAGCTCATT-3; C-TAK1-17
Ausgangskonstukt: pCDNA3-C-TAK1-wt, in GST-4T2

GST-C-TAK1-1-111 (Ratte): 5'-Primer: BamHI, 5-TTGGATCCATGTCCACTAGGACCCC-3; C-TAK1-22
3-Primer: Xhol, 5-CGCTCGAGTTAAAATCTTCATTATTCT-3; C-TAK1-29
Ausgangskonstrukt: C-TAK1-Y6131, in GST-4T2
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GST-C-TAK1-81-178(Ratte) 5'-Primer: BamHI, 5-TTGGATCCGAGGTTGCAATAAAGATA-3; C-TAK1-28

GST-C-TAK1-165:

GST-C-TAK1-4-165:

GST-C-TAK1-11-165:
GST-C-TAK1-24-165:
GST-C-TAK1-37-165:
GST-C-TAK1-297:
GST-C-TAK1-230:
GST-C-TAK1-207:
GST-CDC25C:

CDC25C-Hygro3.1:
GST-CDC25C-211:

GST-CDC25C-235:

GST-CDC25C-180-474:

CDC25C-FlagN3:

CDC25CSer216-FlagN3:

CDC25CSer216-GST:

CDC25A-GST

GST-Jun1-233:
GST-Pias3
Pias3-NFlag:
EviSmut-Flag:
pspCyclinE:

3-Primer: Xhol, 5-CGCTCGAGTTCTGTGAACGATCCGTTT-3; C-TAK1-30
Ausgangskonstrukt: C-TAK1-Y6131, in GST-4T2

5'-Primer: BamHI, 5-TTGGATCCATGTCCACTAGGACCCC-3; C-TAK1-22
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTGCAGACACAATCTG-3; C-TAK1-18
Ausgangskontrukt: C-TAK1-wt-BSK, in GST-4T2, verwendet fir AK-Herstellung
5-Primer: Smal, 5-ATCCCGGGAGGACCCCATTGCCAAC-3; C-TAK1-42
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTGCAGACACAATCTG-3; C-TAK1-18
Ausgangskonstrukt: C-TAK1-wt-pCDNA3, in GST-4T2

5-Primer: Smal, 5-ATCCCGGGAATGAACGAGACACTGA -3; C-TAK1-43
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTGCAGACACAATCTG-3; C-TAK1-18
5'-Primer: Smal, 5-ATCCCGGGGGGCGTCAAGAAGTTAC-3; C-TAK1-44
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTGCAGACACAATCTG-3; C-TAK1-18
5-Primer: Smal, 5-ATCCCGGGGGCTCGGTGTAGAAACTC -3; C-TAK1-45
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTGCAGACACAATCTG-3; C-TAK1-18
5-Primer: Xhol, 5-GACTCGAGCGATGTCCACTAGGACCCCA-3; C-TAK1-35
3-Primer: Xhol, 5-CGCTCGACTGTCCTTCATGATTTGCTCTA-3; C-TAK1-23
5'-Primer: Xhol, 5-GACTCGAGCGATGTCCACTAGGACCCCA-3'; C-TAK1-35
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCGTCATATTTCTTGCCCT-3; C-TAK1-48
5'-Primer: Xhol, 5-GACTCGAGCGATGTCCACTAGGACCCCA-3; C-TAK1-35
3-Primer: Notl, 5-~ATGCGGCCGCACCGCCAACAGTAAATT-3;C-TAK1-47

freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Ingrid Hoffmann, DKFZ
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Mathias Montenarh, Homburg
5'-Primer: BamHI, 5-ATGGATCCATGTCTACGGAACTCTTC-3; CDC25C-7
3-Primer: Notl, 5-~ATGCGGCCGCTAGGCCACTTCTGCTCAC-3; CDC25C-8
Ausgangskonstrukt: GST-CDC25C, in GST-4T2

5-Primer: BamHI, 5-ATGGATCCATGTCTACGGAACTCTTC-3; CDC25C-7
3-Primer: Notl, 5-~ATGCGGCCGCGTTGTCCTTGAATTTTTC -3; CDC25C-9
Ausgangskonstrukt: GST-CDC25C, in GST-4T2

5'-Primer: BamHI , 5-~ATGGATCCCAAACTAGGAGAAGAC-3; CDC25C-10
3-Primer: Notl, 5-ATGCGGCCGCTCATGGGCTCATGTCCTT -3; CDC25C-11
Ausgangskonstrukt: GST-CDC25C, in GST-4T2

5-Primer: BamHI, 5-ATGGATCCATGTCTACGGAACTCTTC-3; CDC25C-7
3-Primer: Bglll, 5-TCAGATCTTGGTGTTTCCCT-3; CDC25C-12
Ausgangskonstrukt: CDC25C-Hygro3.1, in CMV-Flag-N3

PM-PCR: 5'-Pr:Koz,Xhol ,5-TACTCGAGCCACCATGTCTACGGAACTCTTC-3;,CDC25C5
3-Primer: 5-CAAGTTCTCTGGCATTGCCGGGGAGCGATATAG-3; CDC25C-13
Ausgangskonstrukt: CDC25C-FlagN3

2.PCR: 5'-Mega-Primer aus PCR1,

3-Primer: BamHI, 5-ATGGATCCTGGGCTCATGTCCTTCAC-3; CDC25C-6
Ausgangskonstrukt: CDC25C-FlagN3, in CMV-Flag-N3 (Xhol, BamHI)
PM-PCR: 5'-Pr: BamHI, 5-ATGGATCCATGTCTACGGAACTCTTC-3'; CDC25C-7
3-Primer. 5-CAAGTTCTCTGGCATTGCCGGGGAGCGATATAG-3; CDC25C-13
Ausgangskonstrukt GST-CDC25C

2.PCR: 5'-Mega-Primer aus PCR1

3-Primer: Stop, Xhol, 5-CGCTCGAGTCATGGGCTCATGTCCTT-3; CDC25C-4
Ausgangskonstrukt: GST-CDC25C, in GST-4T2 (BamHI, Xhol)
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Ingrid Hoffmann, DKFZ

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von H.Hennemann, eigenes Labor
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von K.Tavassoli, eigenes Labor
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von K.Tavassoli, eigenes Labor
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von B.Fraf3, eigenes Labor
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von C.Geisen, eigenes Labor, Sp6-Pol
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7.2.

mPim5:
mPim1:

SOSeas:
Ura3a:

Ura3b:
Leu2a:
Leu2b:

Y es2b3:

Myr4:

Oligonukleotide zu Detektierungszwecken

5-Primer: 5-ATGCTCCTGTCCAAGATC-3

3-Primer: 5-CGAATCCACTCTGGAGGA-3

5-Primer: 5-TACCTCTATACTTTAACGTC-3'
3-Primer: 5-AGGACACCATTGAAGTTGTTCAG-3
5-Primer: 5-AACCCAACTGCACAGAACAAAAAC-3
3-Primer: 5-GCTTCAAACCGCTAACAATACCTG-3
5-Primer: 5-AAATGCGGTGTTCTTGTCTGG-3
3-Primer: 5-AGGTTGATGCCGTTTTGTTAGGT-3
3-Primer: 5-GGGGGAGGGCGTGAATGTAAGC-3
5-Primer: 5-AGACCATGGGGAGTAGCAAGAGCA-3,
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