Identifikation und Charakterisierung von neuen

Interaktionspartnern des CDK-Inhibitors p57%

Dissertation

der Fakultat Biologie

der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

zur Erlangung des Grades eines Doktors

der Naturwissenschaften

vorgelegt von

Sonja Birgit WeiB3

Munchen, 8. September 2003



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit vom 01.03.1999 bis zum 08.09.2003 am Max-
Planck-Institut fur Biochemie in Martinsried in der Arbeitsgruppe ,,Regulation der

Zellproliferation* durchgefiihrt.

Die Arbeit wurde mit Mitteln der Max-Planck-Gesellschaft, der Regierung von

Oberbayern sowie der Firma Roche (Penzberg) finanziert.

Referent: Prof. Dr. Hans-Ulrich Koop
Koreferent: Prof. Dr. Charles David

Tag der miindlichen Priifung: 19. Dezember 2003



Meinen Lieben






Nicht alle Traume werden wahr,

aber jeden Tag kommt ein neuer Morgen und ein Vogel singt im Baum.






Inhaltsverzeichnis

1 ZusammenfasSUNQG.......ccvveverimrierririnr i snnrarnss 19
2 Einleitung.... ..o 21
2.1  Prinzipien des eukaryontischen Zellzyklus................coooi i, 21

2.2  Cyclin-abhéangige Kinasen als Schltsselenzyme der Zellzyklusregulation........

2.3  Die Regulation Cyclin-abhéangiger Kinasen erfolgt Uber verschiedene

MECNANISINEN . .. oo e e e e e e e e e e

2.3.1
2.3.2

2.3.3

2.3.3.1 Die INKA-FamMilie. .. .o e e e e e e e e e e e e e

Die Regulation der Cyclinuntereinheit der CDKS...........cccoviviiiiiiineinnne
Regulation Cyclin-abhéngiger Kinasen durch aktivierende
und inhibierende Phosphorylierungen...........o.coooiiiii i

Die Inhibitoren Cyclin-abhéngiger Kinasen.............c.ooiiiiiiiiiinnvenn.

2.3.3.2  Die Cip/Kip-Familie.......c.uoeii i

2.4 Funktion und Regulation der CDK-Inhibitoren p21°** und p27<*...............

2.5  Funktion und Regulation des CDK-Inhibitors p57<®..............ccoiiiieeeneen.

251
2.5.2
2.5.3

254
2.5.5

Die p57-Expression variiert wahrend des Zellzyklus..................cooiiins
p57 zeigt einen strukturell komplexeren Aufbau als p21 und p27..............
Einzig bei p57 ist ein Funktionsverlust spezifisch mit einem

Krankheitshild aSSOZITErt. .. .......ouuie it
p57 hat unterschiedliche Funktionen in der Zelle...............coovoiiiiiinnns
Die p57-Regulation wird (iber Signale aus unterschiedliche

PatNWayS gESTEUBIT. .. ... ettt e et e e e e et e e

25
.26

27

.29
.29

30

.33

37
37
.38

40

41



2.6

2.7

3.1

3.2

ZellzyKIUS INHETE. ..o e

AUTgabenstelluNg... ... e

44

47

Material und Methoden..........oveiiiieiieiiicir e cearecenrnnnnes .48

1Y =] - | TR

3.1.1 Chemikalien und Enzyme...........

3.1.2  Sonstige Materialen..................

3.121
3.1.2.2
3.1.23

3.12.4
3.1.25
3.1.2.6

3.1.3  Puffer und LOSUNGEN. .. ....ue ittt e e e e e e e e e e

3.1.4 Medien und Medienzuséatze fir die Gewebekultur.............co oo iii i

3.141
3.14.2

Radiochemikalien... ... ..o
Materialien zur Filtration und Dialyse............ccoooiiiiiiiin i

Chromatographische Matrices und fertig gepackte

Chromatographiesaulen......

Molekulargewichts- und Langenstandards.............c.ocoeeiiiiiiinennn

Komplexe Reagenzien und Reaktions-Sets (,,Kits“)............ccooeien.

Verbrauchsmaterial...........

Medienbestandteile und Med

Medienzusammensetzung....

3.1.5 Medien fiir die Bakterienkultur.....

3.1.6 Medien flr die HefeKUITUT ... ... e e e e e e e e e,

317  ANtIKOrper.........ocooeiiiiiiii

3.1.8  DNA-OlIgonUKIEOIE. .. ...t e e e

3.19 Plasmide......oveviiiiiii

3.1.10 Bakterien- und HefeStamme. .. ... oe e e e e e e e e e e e e

3.1.11 Eukaryontische Zellinien............

Molekularbiologische Methoden.......

3.2.1  Methoden zur Nukleinsdurechemie

3.2.11

NUKIEINSAUre-FAHUNG. .. ... e e

IBNZUSALZE... .o

48

48
48

48
49

49
49
50
50

51
.53

53
54
54

.55

55

.56

58

.59

59

60
60

.60



3.2.1.2  Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung
vOoNn NUKIEINSAUreNn..........cooiiii e e 000
3.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen................... 60
3.2.1.4  Restriktionsspaltung VONn DNA..........oiiiiiiiiie e 61
3.2.1.5  Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten...................cccvvevvn.n 62
3.2.1.6  Glatten uberhdngender DNA-Enden..........ccccoovvviiiiiie e een.. .62
3.2.1.7  Ligation von DNA-Fragmenten.............oooeiieiiiiiiiieineennns. 63
3.2.1.8  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA..................ceeeeeeen. .63
3.2.1.9  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen...................... ..63

3.2.1.10 Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung nach der Didesoxy-
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977)..........cccovvennnnne. 64
3.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion..............ccooveiiiiiii i veieeenn . .64
3.2.2  Mikrobiologische Methoden..............cccoovii i e ee . B5
3.2.2.1  Herstellung chemisch transformationskompetenter E. coli......... 65
3.2.2.2  Transformation chemisch kompetenter Bakterienzellen............ 66
3.2.2.3  Transformation elektrokompetenter Bakterienzellen................ 66
3.3 Hefegenetische Methoden............ooo it e 67
3.3.1  ,yeasttwo hybrid“-System.........coiiiiiiii 67
3.3 L1 DS PIINZIP. . ettt e e e e 67
3.3.1.2  Amplifikation einer S. cerevisiae-Genbank........................... 68
3.3.1.3  Transformation einer Genbank in Hefezellen......................... 69
3.3.2  Transformation von Hefezellen im kleinen MaRstab....................... 69
3.3.3  Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefezellen....................cccecvevieennn 70

3.3.4  Herstellung stabiler Transformanten in S. cerevisiae und

experimentelle Genzerstorung (,,gene disruption).............ccccoviviniinen. W71
3.4 Zellbiologische Methoden..........oooe i e 72
3.4.1  Kultivierung humaner Zellinien..........coooiiii i e 12
3.4.2  Einfrieren und Auftauen von Gewebekulturzellen.......................... 72
3.4.3  DurchfluBzytofluorimetrie (FACS-Analyse)..........coovvieiiiiinininnnee. 73
3.4.4  Transiente Transfektion von Gewebekulturzellen........................... 73
345  TranSaKtiVIErUNGSASSAY ... ... .v et euientee e ee et e et e ee e eeenee e 75
3.4.6  Bestimmung von Reportergenaktivitaten................coooe i i 75



3.5 Biochemische Methoden.............oo it ieie e o 1O
3.5.1 Grundlegende Standardmethoden..............ccooiiiiiiii i 16
3.5.1.1  Konzentrationsbhestimmung von Proteinen...............oooeieviieninenn 76
3.5.1.2  Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese....................... 76
3.5.2  Préparation von Gesamt-Zellysaten.............ccccooviiiiin i e T
3.5.3  Gekoppelte in-vitro-Transkription und -Translation von Proteinen...............78
3.5.4  Expression rekombinanter Proteine in E. coli................cooviiiii ... 78
3.5.,5  Affinitatsreinigung von GST- und His-Fusionsproteinen................cccceennne 79
3.5.5.1  Native Reinigung von Proteinen tber Nickel-Chelat- oder
Glutathionsepharose-Affinitatschromatographie........................... .79
3.5.5.2  Denaturierende Reinigung von Proteinen tber Nickel-Chelat-
oder Glutathionsepharose-Affinitdtschromatographie..................... .. 80
3.5.6  lonenaustauscherchromatographie..............ccoooviiiiiiii i e 81
357 Gelfiltration. .. .....oioeeie e e .82
3.5.8 Invitro-Protein-Protein-Bindungsstudien................cooocii i e .82
3.6  Immunologische und immunobiochemische Methoden............................... 83
3.6.1 Immunoblot-Analyse: Transfer von Proteinen auf Membranen
(Western-Blot) und Hybridisierung mit spezifischen Antikorpern................ 83
3.6.2  Immunoprézipitation von Proteinen............oooeeeviiiiini i viiinieeeennn. .84
3.6.3  IMMUNOZYIOIOGI. .. . e et e e e e 84
3.6.4  Affinitatsreinigung von AntiKOrpern.........ocovve e e 85
4 Ergebnisse.......coeiiiee e .87
4.1  Etablierung eines funktionellen Hefe-Screens zur Identifizierung
CKI-regulierender FaKtOren. ... .. ..o e 87
4.1.1  Prinzip des funktionellen Hefe-SCreens.........cc.oveiiviii i 87
4.1.2  p27 hat sehr gute strukturelle VVoraussetzungen fir die Inhibition der
HETE-CDK ... et e e e 89
4.1.3 Episomale p27-Expression bedingt eine Wachstumsretardierung in
ST =] €5V - L PP PPRPRPRI ) |



414

4.1.5

Stabile Expression von p21 und p27 arretiert das Wachstum von
S, CBIBVIAIAR . ..ottt et e et e e e e

Erste Sreening-Runden mit der HepG2-GenbanK.........................

4.2 Identifikation neuer Bindungspartner von p57 im ,,yeast two hybrid*

10 =TT o R PP PUPEPRIC | |
4.2.1  p57-Interaktoren aus dem ,,yeast two hybrid“-Screen.............c..c.ooeene 100
422  CycliNe UNA CDKS. ...ttt e e e e e e 101
4.2.3 FHL2, ein p57-interagierendes Protein mit mehreren LIM-Doménen......... 102
4.2.4  Cyclophilin B, Zyxin und Siah2............cooiiiiii e, 103
4.3  Charakterisierung der Interaktion zwischen FHL2 und p57..................... 104
4.3.1 FHL2 bindet p57, nicht aber p21 0der P27........ccoiveieeiiiiie e, 104
4.3.2  Invitro-translatiertes p57 bindet FHL2..............ccooviiiiiii i ennn... 106
4.3.3 p57 bindet FHL2 endogen unter physiologischen Bedingungen................108
4.3.4  FHL2 bindet in vitro am N- und C-Terminus von p57...........ccooveuveunnnnnn. 110
4.3.5 Mehrere Bindestellen auf FHL2 flr p57.......ccooiiiiiii e, 112
4.3.6 Die FHL2-p57-Interaktion in Vitro............ocooveiieviiin i viiieeeeeenenn 113
4.3.7 FHL2 und p57 kolokaisieren im Zellkern............cooooviii i 117
4.3.8  p57 zeigt einen verstarkenden Einflul} auf die Koaktivatorfunktion
VON FHLZ. .. e 120
4.3.9  FHL2 hebt eine durch p57 induzierte G,-Arretierung der Zellen auf........... 122
5 DiSKUSSION. ... s e e 126
5.1  Identifikation neuer Interaktionspartner von p57 ™2, .. .. ......ccoiiiiiinn 126
5.1.1 Interagierende Proteine aus dem ,,yeast two hybrid“-System.................... 128
5.1.2 FHL2und p57 als Interaktionspartner im ,,yeast two hybrid“-System..........129
5.1.3  p57 und FHL2 als Interaktionspartner in Vivo................ccoveveivenineennn... 131
5.1.4  Die p57-FHL2-Interaktion erfolgt Uber mehrere Bindestellen................... 132



5.2 Funktion der pS7-FHL2-INteraktion...........o.oooi i e 134

5.2.1 p57 und FHL2 kolokalisieren ohne wechselseitige Beeinflussung im Kern... 134
5.2.2  Untersuchung des Effektes von FHL2 auf die inhibitorische Aktivitat

VON P57 TN VIEFO. e et e et e e et e et e e e e e e e e 138

5.2.3  Ist p57 an transkriptioneller Aktivierung beteiligt?.................c.coooiinn. 139

5.2.4  FHL2 wirkt Gber p57 auf das Zellzyklusgeschehenein........................... 142

6 ) = - 1 145



Abkurzungen

APS
ARF
AS
ATP
bp
BrdU
BSA
BWS
C
cDNA
CIAP
Ci

cpm
C-Terminus
CTP
Da
ddNTP
ddH,O
DNA
DNase
dNTP
DMEM
DMSO
DTT
E.

ECL
EDTA
EST

Ampére

Adenin
Ammoniumperoxodisulfat
engl.: alternative reading frame
Aminoséuren
Adenosin-5'-triphosphat
Basenpaar(e)
5-Brom-2'-desoxyuridin
Rinderserumalbumin
Beckwith-Wiedemann-Syndrom
Cytosin

engl.: complementary-DNA
engl.: calf intestine alkaline phosphatase
Curie

Zahlereignisse pro Minute (engl.: counts per minute)

Carboxy-Terminus
Cytosin-5'-triphosphat

Dalton

2', 3-Didesoxynukleosid-5'-triphosphat
bidestilliertes hochreines Wasser
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease
2'-Desoxynukleosid-5'-triphosphat
engl.: Dulbecco' s modified eagles medium
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Escherichia

engl.: enhanced chemoluminescence
Ethylendiamintetraessigséure

engl.: expressed sequence tag



FACS
FCS
FITC
FLAG

GTP

HA
HEPES

IPTG

KACc
Ko-IP
I

LB

m

M

min
MRNA
n
N-Terminus
NaAc
NES
NLS
NP-40
NTP
oD
ORF

32P

engl.: fluorescence activated cell sorting
Fotales Kélberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Proteinsequenz DYKDDDDK

Guanin

Erdbeschleunigung (im Kontext von Zentrifugation)

Gramm
Guanosin-5'-triphosphat
Stunde(n)
Haematoglutinin

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure

Immunoprézipitation
Isopropyl-p-Thiogalaktopyranosid
Kilo-

Kaliumazetat
Koimmunopréziptiation

Liter

Luria-Bertani

Milli-

Molar (mol/l)

Minute(n)

Boten (engl.: messenger)-Ribonukleinsdure
Nano-

Amino-Terminus

Natriumazetat

engl.: nuclear export sequence
engl.: nuclear localization sequence
Nonidet P-40, nichtionisches Detergens
Nukleosid-5'-triphosphat

optische Dichte

Offener Leserahmen auf der mMRNA
(engl.: open reading frame)

Piko-

radioaktives Phosphorisotop der Massenzahl 32



pH

PAGE
PBS
PCR

Pl

PMSF
PVDF
RNA
RNase
rpm

RT

358

S.

SB

SD

SDS
SDS-PAGE
sec

T

TBE

TBS

TE
TEMED
Tris
Triton X-100
Tween-20
viv

wiv

\

negativer dekadischer Logarithmus der Protonen-
konzentration

anorganisches (engl.: inorganic) Phosphat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phosphatgepufferte Salzldsung
Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain
reaction)

Propidiumjodid

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyvinylidendifluorid

Ribonukleinséure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)
Raumtemperatur

radioaktives Schwefelisotop der Massenzahl 35
Saccharomyces

Superbroth

Synthetisches Hefemedium (engl.: synthetic complete)
Natriumdodecylsulfat

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Sekunde(n)

Thymin

Tris/Borat/EDTA

Tris-gepfufferte Salzlésung

TrissEDTA

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
p-lsooctylphenylpolyoxyethylen
Polyoxyethylen(20)sorbitanmonolaureat

engl.: volume per volume

engl.: weight per volume

Volt



Ein-/Dreibuchstabencode flir Aminosauren

A Ala  Alanin M Met  Methionin
C Cys  Cystein N Asn  Asparagin
D Asp  Asparaginsaure P Pro  Prolin
E Glu  Glutaminséure Q GIn  Glutamin
F Phe  Phenylalanin R Arg  Arginin
G Gly Glycin S Ser  Serin
H His  Histidin T Thr  Threonin
I lle Isoleucin \ Val  Valin
K Lys  Lysin \W Trp  Tryptophan

Leu Leucin Y Tyr  Tyrosin
Abkulrzungen der Gene und ihrer Produkte
ACT engl.: activator of CREM in testis
Akt Proteinkinase B;

Serin-Threonin-spezifische Proteinkinase

CAK engl.: cyclin-dependent kinase aktivating kinase
Cdc engl.: cell division cycle
CDK Cyclin-abhéngige Kinase
Cipl engl.: CDK-interacting protein 1
CKI CDK-Inhibitor
Cln G;-Typ Cyclin der Hefe
Clb B-Typ Cyclin der Hefe
CREB engl.: cCAMP-responsive element binding protein
CREM engl.: CAMP-responsive element modulator
Ctkl Cyclin-abhéngige Proteinkinase aus S. cerevisiae
E1A Adenovirus 1A
Farl CKIl aus S. cerevisiae
FHL2 (1, 3, 4) engl.: four and a half LIM-domain protein 2 (1, 3, 4)
GFP engl.: green fluorescent protein

Grb2 engl.: growth factor receptor-bound protein 2



GST

H1

HA
hCDC47
hNP220
IGF-11
IL-2
INK
Jabl
Kipl
Kip2
LIM

MTS1
Mytl
PCNA
RanGAP

pRB
Pho80

Pho81

Pho85
Pinl
PLZF
PSTAIRE
Sicl
Siah1(2)
SINA
SKP1(2)
Spl

Src
Ssn3

Glutathion-S-Transferase

Histon H1

H&matoglutinin

engl.: human cell division cycle protein 47

engl.: human DNA-binding nuclear protein 220
engl: insulin-like growth factor-I1

Interleukin-2

engl.: inhibitor of CDK4

engl.: Jun activation domain-binding protein 1
engl.: kinase-inhibitory protein 1

engl.: kinase-inhibitory protein 2

Proteindomane, erstmalig charakterisiert in den Proteinen
Lin-11, Isl-1 und Mec-3

Multipler Tumorsuppressor 1
membranabhédngige Kinase

engl.: proliferating cell nuclear antigen

engl.: Ras-like nuclear G protein-GTPase activating
protein

Retinoblastoma-Tumorsuppressorprotein
Cyclin-abhéngige Kinase des Phosphatstoffwechsels aus
S. cerevisiae

Kinase-Inhibitor des Phosphatstoffwechsels aus
S. cerevisiae

Cyclin-Untereinheit zu Pho80 aus S. cerevisiae
engl.: prolyl-isomerase 1

engl.: promyelocytic leukemia zinc finger protein
Priméarstrukturmotiv Cyclin-abhéngiger Kinasen
CKIl aus S. cerevisiae

engl.: seven in absentia human protein 1(2)

engl: seven in absentia from Drosophila

engl.: S-phase kinase associated protein 1(2)
Transkriptionsfaktor

Tyrosin-Kinase

Cyclin-abhéngige Proteinkinase aus S. cerevisiae



TGF-B
TRAF2

v-myc

Wafl
WEE1
YFP

engl.: transforming growth factor

engl.: tumor necrosis factor receptor-associated factor 2
engl.: v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog

engl.: wildtype p53-activated fragment 1

Tyrosinkinase, homolog zur weel-Kinase von S. pombe

engl.: yellow fluorescent protein



Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Verschiedene Cyclin-abhdngige Proteinkinasen (CDKs) nehmen bei der Steuerung der
Phasenlibergédnge im eukaryontischen Zellzyklus eine Schllsselposition ein. Die
korrekte zeitliche Abfolge und Koordination dieser Ereignisse sicherzustellen erfordert
eine gezielte Regulation der CDK-Aktivitadten durch mehrere komplexe Mechanismen.
Negative Regulatoren sind dabei die CDK-Inhibitorproteine (CKIs), die als Antwort auf
regulatorische Signale mit den CDKs komplexieren, deren Aktivitat vermindern und so
den Fortgang des Zellzyklus unterbinden. Der Inhibitor p57¢** bindet bevorzugt an
CDKs, die in den Ubergang von der G,- zur S-Phase involviert sind, weshalb seine
intrazelluldre Konzentration entscheidend fur die Aktivitat dieser Kinasen ist. So fuhrt
eine erhéhte Menge von p57<* zur verstarkten Inaktivierung der CDK-Komplexe der
G;-Phase und verhindert damit die Inititation der S-Phase, wohingegen ein Funktions-
verlust oder eine reduzierte p57"*2-Expression haufig in verschiedenen Tumorgeweben
zu finden ist.

Ein wichtiger Mechanismus zur Kontrolle der p57¢*2-Menge und -Aktivitat am G,/S-
Ubergang ist die Bindung an regulatorische oder degradierende Proteine. Zur
Identifizierung und Charakterisierung solcher Interaktionen wurde in dieser Arbeit zum
einen ein Analysesystem in Hefe entwickelt, mit dem sich neue Proteine identifizieren
lassen, die die inhibitorische Aktivitdt von p57<** oder seinen verwandten Cip/Kip-
Proteinen p21°¢** und p27“** aufheben kénnen. Darliberhinaus lieR sich tber einen auf
dem ,two hybrid“-Prinzip basierenden Hefe-Interaktionsscreen das LIM-
Domanenprotein FHL2/DRAL als Bindepartner fiir p57%* identifizieren und die
Interaktion auch nach Uberexpression in humanen Zellen und in vitro mit
rekombinanten Proteinen bestatigen. Anhand von Koimmunoprazipitationen in 293T-
Zellen mit gleichfalls Gberexprimiertem p21** und p27<* sowie in Bindungsassays
nach in vitro-Translation zeigte sich die Spezifitat der FHL2-p57*"*-Bindung. FHL2 ist
bislang als Kofaktor des Androgen-Rezeptors bekannt und hier an dessen trans-
kriptioneller Aktivierung beteiligt. Des weiteren wurde FHL2 als Bindepartner
verschiedener Integrine und anderer Proteine aus unterschiedlichen Pathways
beschrieben. Interessanterweise wird FHL2 ebenso wie p57 bevorzugt in Herzgewebe

exprimiert.



Zusammenfassung

Bei der Untersuchung von Art und Funktion der Wechselwirkung mit FHL2 konnte
erstmalig fur p57"*? in menschlichen Kardiomyozyten die Komplexbildung mit einem
zellularen Bindepartner in vivo nachgewiesen werden. In detaillierten Studien zur
Ermittlung der Interaktionsstelle lie3 sich zeigen, dal die Bindung sowohl tber den
amino- als auch tiber den carboxyterminalen Proteinbereich von p57<¥* erfolgen kann.
Auf Seiten von FHL2 vermitteln die LIM-Doménen */,-1, 2-3 oder 2-4 die Komplex-
bildung.

Immunfluoreszenzstudien mit an YFP-fusioniertem p57-Protein konnten zum ersten
Mal die spezifisch auf den Zellkern beschrankte Expression von p57<*? demonstrieren,
wobei sich seine Lokalisation auch nach gleichzeitiger Expression von FHL2, das
sowohl nukledr als auch zytoplasmatisch exprimiert wird, nicht &nderte.

Mittels Reportergenstudien wurde der Einfluf von p57*? auf die Koaktivatorfunktion
von FHL2 fir den Androgen-Rezeptor in 293T-Zellen hin untersucht. Transiente
Transfektion von FHL2 gleichzeitig mit p57'** fiihrte zu einer Verstarkung der
Androgen-Rezeptor-Aktivitat auf das 2,5-fache gegeniber dem 1,4-fachen bei
dquivalenten Mengen FHL2 alleine. Allerdings konnte auch fiir p57* eine Aktivierung
des Reportergens auf die 1,2-fache Signalstarke beobachtet werden, was fiir p57<* eine
mogliche Funktion als transkriptioneller Aktivator nahelegt.

Um die physiologische Bedeutung der Wechselwirkung zwischen p57%*? und FHL2
weiter zu analysieren, wurde durchfluBzytometrisch ermittelt, ob und wie transiente
Expression von FHL2 den Zellzyklus in Abhé&ngigkeit von p57**?verandert. Die Zahl
der Zellen in G, nimmt dabei fur p57<*? im Vergleich zur Kontrolle um 37% zu,
wohingegen sie sich fur FHL2 um etwa '/;, verringert. Koexpression von FHL2 mit
p574*2 hebt die durch p57¢*? induzierte G,-Arretierung der Zellen nahezu vollstandig
auf, so dal} die Zellen wieder in die S-Phase (bertreten konnen und den Zyklus
fortsetzen. Diese Beobachtungen stiitzen die Hypothese, daR FHL2 regulatorisch Gber
p57%*2 moglicherweise infolge einer sterischen Blockade der CDK-Inhibitionsdoméane
oder durch Sequestrierung von p57<*?, auf den Zellzyklus einwirkt.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Prinzipien des eukaryontischen Zellzyklus

Die Vermehrung einer Zelle setzt die Verdoppelung wichtiger Zellkomponenten und
deren gleichmaRige und vollstandige Weitergabe an die Tochterzellen voraus. Dieser
Vorgang erfolgt in einem streng kontrollierten Prozel3, der als Zellzyklus bezeichnet
wird. Die Verdoppelung der genetischen Information und deren anschlielende
Aufteilung auf zwei Tochterzellen kénnen als die zentralen VVorgange des Zellzyklus
angesehen werden. Beide Vorgange sind bei hoheren eukaryontischen Zellen zeitlich
voneinander getrennt (Howard und Pelc, 1951). Die Verdoppelung des Chromosomen-
satzes erfolgt in der Synthese- oder S-Phase, die Trennung und Verteilung der beiden
Schwesterchromatiden auf zwei Tochterkerne erfolgt in der Mitose. Mitose und
Synthesephase werden zeitlich und funktionell durch zwei sogenannte ,,gap*“-Phasen
voneinander getrennt: die prareplikative G;-Phase und die pramitotische G,-Phase. Die
Mitose ist normalerweise mit der Teilung der Zelle (Zytokinese) verkniipft und wird
dann als M-Phase bezeichnet.

Die Replikation des Genoms und die Mitose sind in den meisten eukaryontischen Zellen
alternierende und voneinander abhangige Vorgénge, die einer strengen Regulation und
Kontrolle unterliegen. So gewahrleisten spezifische Kontrollpunkte, sogenannte
»checkpoints®, einen zeitlich korrekten und irreversiblen Ablauf des Zyklus.
Beispielsweise stellt der ,,DNA replication checkpoint® sicher, dalR die Mitose erst
erfolgen kann, wenn die Replikation der DNA abgeschlossen ist und keine Schéadigung
der DNA vorliegt. Der Ubergang von der Metaphase zur Anaphase der Mitose steht
unter der Kontrolle eines weiteren Checkpoints, des Spindelcheckpoints. Dieser erlaubt
die Trennung der Schwesterchromatiden erst, wenn alle Chromosomen mit beiden
Polen der mitotischen Spindel verbunden sind. Die Initiation der Replikation wie auch
der Beginn der Mitose hdngen von der Integritat der DNA ab. Die Signalprozesse, die
diese Abhangigkeit sicherstellen, werden als ,,DNA damage checkpoints® bezeichnet.
Solche speziellen Kontrollpunkte reagieren auf DNA-Schaden mit dem Anhalten des
Zellzyklus in der G,- oder G,-Phase oder einer Retardierung der S-Phase. Sie
ermoglichen somit die Beseitigung von Schaden, bevor diese bei der Replikation zu
Mutationen fuhren kénnen oder an die Tochterzellen weitergegeben werden. Die
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Checkpoints tragen damit entscheidend zur Aufrechterhaltung der Stabilitat des Genoms
bei (Weinert, 1997; Puri et al., 1999).

Neben den endogenen Regulationssignalen greifen aber auch exogene Signale in den
Ablauf des Zellzyklus ein (Denhardt, 1999). Bei einzelligen eukaryontischen
Organismen sind dies in erster Linie Umweltfaktoren wie das Nahrungsangebot. Bei
mehrzelligen Organismen sind die Anforderungen an die Proliferationskontrolle
komplexer. Hier sind die Zellen Teil eines Gewebes und dirfen sich nur dann teilen,
wenn dies zur Bildung des Gewebes wahrend der Embryogenese oder spater zu seiner
Regeneration angebracht ist. Manche Gewebe, wie Haut- oder Blutzellen, erneuern sich
fortwéhrend. Dabei teilen sich Vorlauferzellen, sog. Stammzellen, mit kontrollierter
Geschwindigkeit. Andere Zellen teilen sich nur unter bestimmten physiologischen
Bedingungen oder zur Wundheilung. Diese Zellen kdnnen den Zellzyklus verlassen und
spater, wenn dies erforderlich wird, wieder in den Zellzyklus eintreten. Eine
Deregulation der sorgsam aufeinander abgestimmten Maschinerie der Zellteilung fuhrt
zu einer unkontrollierten Teilung der Zelle. Ein solches dereguliertes Zellwachstum ist
ein prinzipielles Charakteristikum hyperproliferativer Erkrankungen wie es
beispielsweise in allen Tumorgeweben vorliegen kann.

Die Entscheidung, ob sich eine Zelle teilt, ist je nach Zelltyp oder Zellinie von der
Prasenz verschiedener mitogener und antimitogener Faktoren abhédngig (z. B.
Wachstumsfaktoren, Zytokine, Hormone oder Signale durch Zelladhasion und Zell-
Zell-Kontakt). Empféanglich fur diese Faktoren sind die Zellen jedoch nur, solange sie
sich vor dem sogenannten Restriktionspunkt (R) in der spaten G,-Phase befinden
(Pardee, 1974; Pardee, 1989). So veranlalit z. B. der Entzug von Wachstumsfaktoren
Zellen dazu, den Zyklus zu verlassen und in einen Ruhezustand, die G,-Phase oder
Quieszenz, tberzugehen. Bei Stimulation der Zelle durch Wachstumsfaktoren kénnen
diese Go-Zellen wieder in die G;-Phase zuruickkehren und erneut proliferieren. Nach
dem Uberschreiten des Restriktionspunktes reagieren die Zellen dagegen nicht mehr auf
die genannten Faktoren und durchlaufen den begonnenen Zellzyklus bis zur néchsten
G;-Phase. Schlie3lich gibt es in vielzelligen Organismen viele Zellen, die ihr
proliferatives Potential eingebif3t haben. Es sind hochspezialisierte, terminal
differenzierte Zellen wie beispielsweise Neuronen, oder Skelettmuskelzellen. Diese
haben den Zellzyklus wéhrend der Entwicklung des Organismus irreversibel verlassen

und reagieren nicht mehr auf mitogene Signale.
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2.2 Cyclin-abhangige Kinasen als Schlusselenzyme

der Zellzyklusregulation

Cyclin-abh&ngige Kinasen (,,cyclin-dependent kinases*, CDKSs) sind die zentralen
Elemente der Zellzykluskontrolle. Die Menge und Aktivitat dieser Kinasen stellt den
geordneten und stérungsfreien Ablauf des Zellzyklus sicher (Pines und Rieder, 2001;
Ekholm und Reed, 2000; Morgan, 1997; Planas-Silva und Weinberg, 1997; Sherr,
1996). Diese Kinasen werden im Verlauf des Zellzyklus phasenspezifisch aktiviert und
inaktiviert. Die oszillierende Aktivitat der Kinasen ist die Voraussetzung fur das
Durchlaufen des Zellzyklus. Endogene Checkpointsignale und auch exogene
proliferative und antiproliferative Signale wirken regulierend auf die CDK-Aktivitét ein
und werden so in die Kontrolle des Zellzyklus integriert.

Ohne die Bindung einer regulatorischen Untereinheit aus der Proteinfamilie der Cycline
sind CDKs katalytisch inaktiv. Um aktiv vorzuliegen, miissen sie daher zun&chst einen
spezifischen Cyclin/CDK-Komplex bilden und darliberhinaus noch durch gezielte
Phosphorylierung aktiviert werden. Die intrazelluldren Konzentrationen vieler Cycline
unterliegen wahrend des Zellzyklus dramatischen Schwankungen. Diese Oszillation der
Cyclin-Menge im Verlauf eines Zyklus tragt wesentlich zur phasenspezifischen
Aktivierung und Deaktivierung der CDKSs bei.

Die CDKs bilden eine Familie von Proteinen &hnlicher GroRe (34 bis 40 kDa) und
konservierter Sequenz (> 35% ldentitat auf Aminosaure-Ebene). Die Prototypen dieser
Familie sind Cdc2 aus der Spalthefe (Schizosaccharomyces pombe) und Cdc28 aus der
Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae). Cdc2 und Cdc28 sind in der Lage, alle
Zellzyklusphasenubergénge in den jeweiligen Organismen zu ermdglichen. Eine Reihe
verwandter Kinasen sind seitdem auf genetischem oder biochemischem Wege in vielen
verschiedenen Organismen identifiziert worden.

Die Cycline bilden demgegeniber eine Familie von Proteinen variabler GroRe (35 bis
90 kDa), deren Mitglieder auf der Ebene der Primarstruktur nur magiig verwandt sind.
Die Sequenzhomologie konzentriert sich auf einen Bereich von etwa 100 Aminosduren,
die sogenannte Cyclin-Box, die fir die Bindung und Aktivierung der CDKs notwendig
ist. Durch die Bindung der Cyclin-Untereinheit erfahrt die Kinase dabei eine
Konformationsanderung, die fir die Herstellung der katalytischen Aktivitét erforderlich
Ist.
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In S&ugerzellen wurden neun Cyclin-abhangige Kinasen (Cdk1 bis 9) und zehn Cyclin-
Klassen (Cyclin A, B, ... bis H, K und T) identifiziert. Die Kinasen assoziieren in
unterschiedlichen Kombinationen mit den verschiedenen Cyclinen. Die Aktivitat dieser
Komplexe kennzeichnet die verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Eine direkte
Funktion bei der Regulation des Zellzyklus ist jedoch nur fiir einen Teil dieser CDKs
und Cycline nachgewiesen worden. Andere CDK-Komplexe spielen eine zentrale Rolle
in der Regulation der Transkriptionsmaschinerie (Morgan, 1997; Oelgeschlager, 2002).

Die D-Typ-Cycline (Cyclin D;, D, und D;) sind die ersten Cycline, die nach der
Stimulierung quieszenter Zellen mit Wachstumsfaktoren in Erscheinung treten. In
kontinuierlich proliferierenden Zellen ist ihre Konzentration haufig nahezu konstant. Da
die Synthese der D-Cycline in hohem Malle von Wachstumsfaktoren abh&ngig ist und
die D-Cycline metabolisch instabil sind, fallt ihre Konzentration nach dem Entzug von
Wachstumsfaktoren rasch wieder ab (Sherr, 1993). Die Funktion der D-Cycline besteht
also darin, mitogene und antimitogene Signale wahrend der G;- und G,-Phase in die
Kontrolle des Zellzyklus zu integrieren (Sherr und Roberts, 1999). D-Cycline binden
und aktivieren Cdk4 und Cdk6. Im Gegensatz zu den anderen Cyclinen findet die
Komplexbildung von D-Typ-Cyclinen mit der Kinase nicht spontan statt, sondern
erfordert zum einen Stimulation durch mitogene Signale und zum anderen zusatzlich
eine Reihe sog. ,,assembly“-Faktoren. Dabei kann es sich beispielsweise um p21
handeln, das in der Lage ist, INK4-Molekiile aus einem bestehenden Cyclin D/Cdk4-
Komplex zu verdréngen und so deren inhibitorische Effekte aufzuheben (Parry et al.,
1999; Ekholm und Reed, 2000).

Cyclin E wird in proliferierenden Zellen selektiv am Ubergang von der G;- zur S-Phase
exprimiert (Ekholm et al., 2001). Das Protein bildet einen Komplex mit seinen
katalytischen Partnern Cdk2 oder Cdk3, von deren Aktivierung der Eintritt in die S-
Phase abhéngt (Dulic et al., 1992; Ohtsubo et al., 1995; Resnitzky et al., 1994).

Cyclin A wird in steigenden Mengen wahrend der S- und G,-Phase exprimiert und tritt
zundchst im Komplex mit Cdk2 auf, in der spaten S-Phase und in der G,-Phase auch im
Komplex mit Cdkl (Draetta et al., 1989; Pagano et al., 1992; Pines und Hunter, 1990;
Tsai et al., 1991). Es ist als Partner von Cdk2 fiir die Progression durch die S-Phase und
maoglicherweise fur ihre Initiation erforderlich (Girard et al., 1991; Pagano et al., 1992;
Resnitzky et al., 1995). Auch fir die Initiation der Mitose ist die Cyclin A/CDK-
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Aktivitat essentiell (Furuno et al., 1999; Knoblich und Lehner, 1993; Pagano et al.,
1992).

Cyclin B akkumuliert dagegen spéter als Cyclin A in der Zelle (Pines und Hunter, 1990)
und bildet zusammen mit Cdkl einen Komplex, der auch als ,,M-phase promoting
factor“ (MPF) bezeichnet wird. Die Aktivierung dieses Komplexes ist fiir den
irreversiblen Ubergang in die Mitose notwendig. Seine Inaktivierung hingegen ist
essentiell fiir den Eintritt in die Telophase (Pines und Rieder, 2001).

Die phasenspezifische Expression von Cyclin/CDK-Komplexen wahrend des S&uger-
Zellzyklus ist in Abbildung 2.1 schematisch zusammengefaft.

Abb. 2.1: Modell zur Regulation des Zellzyklus durch die oszillierende Aktivitat unterschiedlicher
Cyclin/CDK-Komplexe.

2.3 Die Regulation Cyclin-abhangiger Kinasen erfolgt

uber verschiedene Mechanismen

Treibender Motor des Zellzyklus ist die zeitlich streng regulierte Abfolge der
Aktivierung unterschiedlicher Cyclin/CDK-Komplexe. Unterschiedliche Mechanismen
der Aktivierung und Inaktivierung erlauben dabei die gezielte Steuerung von
Komplexmenge und -aktivitat. Neben der zellzyklusphasenabhdngigen Verfligbarkeit
der spezifischen Cyclin-Untereinheiten, spielen aktivierende und inhibierende
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Phosphorylierungen der CDK-Untereinheit, sowie Anderungen in der intrazellularen
Lokalisation oder Abbau eine groRe Rolle. Eine spezielle Regulation erféhrt die
Aktivitat der Kinasen dartiberhinaus durch ihre Interaktion mit inhibitorisch wirkenden

Proteinen, den sogennanten ,,cyclin-dependent kinase inhibitors* (CKIs).

2.3.1 Die Regulation der Cyclin-Untereinheit der CDKs

Durch die kontrollierte Synthese und den kontrollierten Abbau der Cyclin-
Untereinheiten wird ein Zeitfenster innerhalb des Zellzyklus geschaffen, in dem ein
bestimmter Cyclin/CDK-Komplex aktiv sein kann.

Die Expression der Cycline wird unter anderem durch die mRNA-Menge der
verschiedenen Cycline reguliert. Die Synthese der D-Cycline ist von einer mitogenen
Stimulation der Zelle abhéngig. Die Gene der D-Cycline werden dabei unter
Beteiligung der Transkriptionsfaktoren c-Myc, AP1 und NF-kB transkriptionell
aktiviert (Ekholm und Reed, 2000). Daneben wird eine translationale Induktion der D-
Cycline uber den Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalweg diskutiert (Muise-
Helmericks et al., 1998; Sonenberg und Gingras, 1998; Takuwa et al., 1999).

Auf Seiten des Proteins dagegen unterliegen die D-Cycline einem raschen Umsatz. So
liegt die Halbwertszeit von Cyclin D, in proliferierenden Zellen bei nur 20 Minuten
(Diehl et al., 1998; Matsushime et al., 1992). Der Abbau von Cyclin D, wird durch
einen mitogeninduzierten Signaltransduktionsweg reguliert. Die Inhibition dieses
Signalweges fuhrt zur Phosphorylierung von Cyclin D, durch die Glykogensynthase-
Kinase-33. Diese Modifikation induziert den Export des Proteins aus dem Kern und
seinen beschleunigten ubiquitinabhangigen Abbau durch das Proteasom (Diehl et al.,
1998; Diehl et al., 1997). Die Rolle der D-Cycline als Sensoren fur Wachstumsfaktoren
basiert demnach nicht nur auf ihrer mitogenabhéngigen Synthese, sondern auch auf
ihrer mitogenabhangigen Lokalisation und ihrem mitogenabhangigen Abbau (Sherr und
Roberts, 1999).

Die Cyclin E-mRNA akkumuliert in der spaten G;-Phase (Ekholm et al., 2001; Reed,
1997). Das Cyclin E-Gen gehort zu einer Gruppe von Genen, deren Transkription im
Verlauf des Zellzyklus durch die Familie der heterodimeren E2F/DP-
Transkriptionsfaktoren reguliert wird. Viele dieser Gene kodieren fur Proteine, die eine
direkte Rolle bei der DNA-Synthese (Dihydrofolatreduktase, Thymidinkinase,

26
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Thymidylatsynthetase, Polymerase o) oder bei der Regulation des Zellzyklus (Cyclin E,
Cyclin A, Cdk1, E2F) spielen (Denhardt, 1999).

Der Abbau von Cdk2-gebundenem Cyclin E ist ebenfalls ubiquitinabh&ngig und wird
durch die Phosphorylierung des Proteins Uber die assoziierte Cdk2-Untereinheit
induziert (Clurman et al., 1996; Won und Reed, 1996). Der Cyclin E/Cdk2-Komplex
sorgt damit in einer negativen Ruckkopplung fiir seine eigene Inaktivierung. Die
Autophosphorylierung von Cyclin E/Cdk2-Komplexen markiert die Cyclin-Untereinheit
fiir die Ubiquitinierung durch Ubiquitin-Ligasen (E3-Enzyme) aus der Familie der SCF-
Komplexe (Koepp et al., 2001; Strohmaier et al., 2001). Die Abkiirzung SCF steht fir
die Grundbausteine der Komplexe: SKP1, Cullin-1 und ein F-Box-Protein. Die F-Box-
Proteine dienen als Adapteruntereinheiten, die spezifische Substrate fir den SCF-
Komplex rekrutieren, wobei die Interaktion zwischen F-Box-Protein und Substrat von
dessen Phosphorylierungszustand abhangig sein kann (Patton et al., 1998; Tyers und
Jorgensen, 2000).

Cyclin A und Cyclin B werden dagegen durch einen groRen Ubiquitin-Ligase-Komplex,
den ,,anaphase-promoting complex* (APC) ubiquitiniert. Dessen Aktivierung beruht
weitgehend auf der Assoziation des Komplexes mit zwei Hilfsfaktoren, CDC20 und
CDH1 (Pines und Rieder, 2001; Tyers und Jorgensen, 2000; Zachariae und Nasmyth,
1999). APC bleibt aktiv bis CDH1 durch Phosphorylierung am Ubergang von der G,-zur
S-Phase inaktiviert wird. Diese Phosphorylierung erfolgt vermutlich durch Cdk2/Cyclin
A und erlaubt die erneute Akkumulation von Cyclin B wéahrend der S- und G,-Phase
(Lukas et al., 1999).

2.3.2 Regulation Cyclin-abhangiger Kinasen durch

aktivierende und inhibierende Phosphorylierungen
Die Assoziation mit einer Cyclin-Untereinheit reicht bei den meisten CDKs nicht aus,
um sie vollstandig zu aktivieren. Sie mussen dartiberhinaus an einem konservierten
Threoninrest phosphoryliert werden (Morgan, 1997). Die Rontgenstruktur eines
Komplexes aus einer verkirzten Form von Cyclin A und Cdk2 zeigt, daR die
Phosphorylierung von T160 die Wechselwirkung zwischen Cdk2 und Cyclin A
stabilisiert und vermutlich die Substratbindung verbessert (Russo et al., 1996b). Der
Hauptkandidat fur die CDK-aktivierende Kinase (CAK) in Vertebraten ist der trimere
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Komplex aus Cyclin H, Cdk7 und MATL1. Die Cdk7-Aktivitat scheint jedoch bei
Vertebraten weder limitierend noch im Zellzyklus reguliert zu sein (Kaldis, 1999;
Morgan, 1997). Ihr konnte bislang keine regulatorische Funktion nachgewiesen werden.
Im Gegensatz dazu spielen inhibitorische Phosphorylierungen im aminoterminalen
Bereich der katalytischen Untereinheit eine zentrale Rolle bei der Regulation von
CDKs. Diese wurden eingehend wéhrend des G,/M-Ubergangs an Cdk1 aufgeklart
(Takizawa und Morgan, 2000). Vor der Mitose werden Cyclin B/Cdk1-Komplexe durch
inhibitorische Phosphorylierungen an Y15 und T14 in einem inaktiven Zustand
gehalten. Die nukleédre Kinase WEE1 katalysiert die Phosphorylierung an Y15, wahrend
die membranassoziierte Kinase MYT1 Cdk1 bevorzugt an T14 phosphoryliert. Die
Aktivierung der Kinasen erfolgt uber die Demodifikation beider Reste durch die
dualspezifische Proteinphosphatase CDC25C, eine der drei Formen aus der CDC25-
Familie.

Cdk2 und Cdk4 werden ebenfalls an Y15 bzw. Y17 phosphoryliert und die Behandlung
von Cdk2 mit Phosphatase fuhrt zur Hyperaktivierung des Enzyms in vitro (Ekholm
und Reed, 2000). Fir die Dephosphorylierung dieser Kinasen wird CDC25A
verantwortlich gemacht (Vigo et al., 1999). Die Aktivierung von CDC25A in der spaten
G;-Phase fallt zeitlich mit der Aktivierung von Cyclin E/Cdk2 zusammen. Die
inhibitorische Phosphorylierung von Cdk2 tragt somit zum , Timing“ des G./S-
Uberganges bei.

Neben der Regulation der Aktivitat der Kinasen durch Modifikation hat auch die
nukleo-zytoplasmatische Lokalisation der CDK-Komplexe Einfluf} auf die geregelte
Abfolge der einzelnen Zellzyklusphasen. Cyclin B,/Cdk1 wird so beispielsweise durch
die Phosphorylierung der Cyclin-Untereinheit kontrolliert. Diese Modifikation bewirkt
den Import der Kinase in den Zellkern (Takizawa und Morgan, 2000). Wahrend der G,-
Phase werden Cyclin B,/Cdk1-Komplexe ausschlief3lich im Zytoplasma nachgewiesen.
In der spaten Prophase wird ein Grof3teil von ihnen rasch in den Kern verlagert. Ein
Vorgang, der zusammen mit der Dephosphorylierung von Cdk1, als essentiell fur die
Einleitung der wesentlichen Abl&ufe der Mitose angesehen wird. Diese Verlagerung ist
von der Phosphorylierung einer Region von Cyclin B; abhangig, die als ,,cytoplasmic
retention signal“ (CRS) bezeichnet wird (Hagting et al., 1999; Li et al., 1997; Yang et
al., 1998). Inzwischen wurde gezeigt, dal diese Region eine Leucin-reiche, sogenannte
»nhuclear export sequence” (NES) enthalt und daR Cyclin B kontinuierlich zwischen
Zellkern und Zytoplasma wechselt (Toyoshima et al., 1998). Die Phosphorylierung des
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CRS fuhrt zu einem beschleunigten Kernimport und einem verlangsamten Export des
Proteins durch eine schwaéchere Bindung des Exportfaktors Crm1 an die CRS/NES-
Sequenz von phosphoryliertem Cyclin B.

2.3.3 Die Inhibitoren Cyclin-abhangiger Kinasen

Die Aktivitat Cyclin-abhéngiger Kinasen steht unter der Kontrolle inhibitorischer
Proteine, die als CDK-Inhibitoren (CKIs) bezeichnet werden. Die CKls von S&ugern
werden nach ihrer Struktur, ihrem Wirkmechanismus und den CDKs, die sie inhibieren,
in zwei Familien unterteilt: die Cip/Kip- und die INK4-Familie (Carnero und Hannon,
1998; Hengst und Reed, 1998).

2.3.3.1 Die INK4-Familie

Die INK4-Familie umfaf3t in Saugern vier Mitglieder: p16™<*, p15™ * p18"™«‘ und
pl9™ . Diese binden und inhibieren spezifisch Cdk4 und Cdk6, indem sie an die
katalytische CDK-Untereinheit binden. Die Inhibitoren bestehen aus vier (p15 und p16)
oder flnf (p18 und p19) Struktureinheiten, die als ,,ankyrin repeats* bezeichnet werden.
Die mechanistische Grundlage fur die Inhibition von Cdk6 durch p16 und p19 wurde
rontgenkristallographisch aufgeklart (Brotherton et al., 1998; Russo et al., 1998). Die
»ankyrin repeats” bilden eine konkave Struktur, die an die nichtkatalytische ,,Rlckseite*
der Kinase bindet. Dies fiihrt zu einer Verdrehung der amino- und carboxyterminalen
Doméne der Kinase gegeneinander. Die dadurch hervorgerufene Konforma-
tionsanderung bewirkt die Inaktivierung der Kinase.

Die zellularen Funktionen der INK4-Proteine sind komplex (Ekholm und Reed, 2000;
Roussel, 1999; Sherr und Roberts, 1999). Genetische Veréanderungen des p16-Genlocus
(Deletionen, Translokationen) sind in vielen humanen Tumoren, insbesondere
familidren und spontanen Melanomen zu finden (Chellappan et al., 1998; Sherr, 1993).
pl6 wurde daher als multipler Tumorsuppressor (MTS1) qualifiziert. Allerdings
betreffen die Mutationen auch den berlappenden Genlocus von p142%F/p19*%F, eines
Proteins, das uber HDM2/MDM?2 den Abbau des Tumorsuppressors p53 inhibiert.
Studien an Mausen, bei denen ARF alleine bzw. ARF und INK4a deletiert wurden,

lassen darauf schlieen, dal} die Tumorsuppressorfunktion des gemeinsamen Genlocus
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vor allem auf ARF zuriickzufiihren ist (Kamijo et al et al., 1996). p16 akkumuliert
allerdings wéhrend der Zellalterung (Seneszenz) und ist an deren Induktion beteiligt,
wobei der Beitrag, den p16 dabei leistet, offenbar von Zelltypus und Spezies abhangt
(Lundberg et al., 2000).

pl5 wird in epithelialen Zellen unter anderem durch das Zytokin TGF-f transkriptionell
induziert. Die Akkumulation des Inhibitors tragt dazu bei, daR diese Zellen in der G;-
Phase arretieren, wobei Inhibitoren der Cip/Kip-Familie von Cdk4- und Cdk6-
Komplexen zu Cdk2-Komplexen wechseln (Hannon et al., 1994; Seoane et al., 2001).
Die beiden anderen Mitglieder der INK-Proteine, p18 und p19, werden in der Maus
wahrend der Embryogenese und auch im erwachsenen Tier gewebespezifisch exprimiert
und spielen daher wahrscheinlich bei der terminalen Differenzierung mancher Zelltypen
eine Rolle (Chan et al., 1995; Hirai et al., 1995). Diese Hypothese wurde durch Studien
an p18- bzw. p19-negativen Mausen bestatigt, wobei die gleichzeitige Deletion beider
Gene auf eine teilweise redundante Funktion der beiden CKIls schlieRen l&i3t (Roussel,
1999). Die Redundanz der CKIs untereinander wird weiterhin an p18-p27-Doppel-
»knock out“-Mausen deutlich, die im Vergleich mit p18- oder p27-defizienten M&usen
eine sieben- bzw. zweifach vergroRerte Hypophyse ausbilden (Lloyd et al., 2002). Der
gleichzeitige ,,knock out” von p21 und p27 in Mé&usen fihrt zu einer synergistischen
VergroRerung der Ovarien durch Hyperplasie. Der Verlust von p21 gleichzeitig mit p27
verlangert die proliferative Lebensspanne der Granulomzellen in den Ovarien, die
normalerweise beim Eintritt in die Differenzierung hohe Mengen dieser beiden CDK-

Inhibitoren exprimieren (Jirawatnotai et al., 2003).

2.3.3.2 Die Cip/Kip-Familie

Charakteristisch fir alle Mitglieder der Cip/Kip-Familie, p21**, p27"** und p57*", ist
ihre Sequenzhomologie im Bereich des N-Terminus. Uber diese konservierte
aminoterminale Doméne (,,CDK inhibition domain®) erfolgt die Bindung und Inhibition
ihrer Substrate. Im Unterschied zu den Inhibitoren der INK4-Familie, die lediglich mit
Cdk4 und Cdké6 interagieren, zeigen die Cip/Kip-Proteine ein weites Substratspektrum:
so kdnnen in vitro nahezu alle bekannten CDKs, wie Cdk1 bis 6, inhibieren wobei Cdk5
durch das Neuron-spezifische Protein p35 inhibiert wird, das nicht zur Klasse der
Cycline gehort (Ko et al., 2001). Die Aktivitat von Cdk7, Cdk8 und Cdk9 hingegen ist
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nicht Uber Cycline regulierbar. entscheidend ist hierbei jedoch, daf nur an den
vollstandigen Komplex aus Cyclin und Kinase gebunden wird und sich somit der
Inhibitionsmechanismus deutlich von demjenigen der INK4-Familie unterscheidet.

Die dreidimensionale Struktur des terndren Komplexes der Inhibitordomane von p27
mit Cdk2 und der carboxyterminalen Héalfte von Cyclin A wurde rontgen-
kristallographisch aufgekléart (Russo et al., 1996a) und l&3t Ruckschlusse auf den
Inhibitionsmechanismus zu: der aminoterminale Bereich der Inhibitordomane von p27
bindet die konservierte Cyclin-Box von Cyclin A, ohne die Cyclin A-Struktur
wesentlich zu beeintrachtigen (Abb. 2.2). Der carboxyterminale Bereich der Inhibitor-
domane interagiert mit der aminoterminalen Doméne von Cdk2 und veréndert deren
Konformation. Zuséatzlich ragt der Inhibitor in das aktive Zentrum hinein, wo er die
ATP-Bindestelle blockiert.

*" CyclinA

Abb. 2.2: Struktur der Inhibitordoméne von p27 komplexiert mit dem carboxyterminalen Proteinteil von
Cyclin A/Cdk2 (nach Russo et al., 1996a)

Obwohl die Struktur von p21 und p57 im Komplex mit einem Cyclin/CDK-
Heterodimer noch nicht bestimmt wurde, |43t die Sequenzhomologie ihrer
Inhibitordomé&nen einen analogen Inhibitionsmechanismus vermuten (Ekholm und
Reed, 2000). Aus biochemischen Untersuchungen geht hervor, dal} im Falle von p57 die
Cyclin- und CDK-Bindedomane allein nicht ausreicht, um den Cyclin A- oder E-
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Komplex mit Cdk2 zu inhibieren. Vielmehr konnten Hashimoto et al. (1998) die 3,,-
Helixregion in p57 als ein Strukturmotiv identifizieren, das fur die Kinaseinhibition
unabkdmmlich ist. Werden innerhalb dieser Region Mutationen eingefiihrt, so verliert
p57 vollstandig die Fahigkeit in vivo, den Zellzyklus in G; anzuhalten. Uber diesen
Mechanismus, wird vermutet, kann p57 im Gegensatz zu p21 und p27 seine

spezifischen regulatorischen Funktionen wahrnehmen.

Die carboxyterminalen Doméanen der Cip/Kip-Proteine sind unterschiedlich gro8 und
weisen untereinander nur geringfugige Sequenzhomologien auf. Durch Modifikationen
und Protein-Protein-Interaktionen dieser carboxyterminalen Domé&nen kann die

Aktivitat der Cip/Kip-Proteine spezifisch reguliert werden (Hengst und Reed, 1998).

Paradoxerweise kdnnen Cip/Kip-Proteine Cyclin-abhé&ngige Kinasen auch aktivieren.
p27 inhibiert Cyclin D/Cdk4-Komplexe in vitro weniger effizient als Cyclin/Cdk2-
Komplexe (Blain et al., 1997; Harper et al., 1995; Polyak et al., 1994; Toyoshima und
Hunter, 1994). AulRerdem fordern Cip/Kip-Proteine in vitro die Bildung katalytisch
aktiver Cyclin D/Cdk4-Komplexe (LaBaer et al., 1997). Dies fuhrte zu der Vermutung,
dal? Cip/Kip-Proteine auch in vivo als sog. ,,assembly*“-Faktoren die Bildung aktiver
Cyclin D/Cdk4 (und Cdk6)-Komplexe fordern konnten. Fir diese Hypothese spricht,
daB Fibroblasten von ,,knock out“-Mé&usen, die weder p21 noch p27 exprimieren, keine
detektierbaren Mengen an Cyclin D/CDK-Komplexen aufweisen (Cheng et al., 1999).
Maglicherweise dienen Cyclin D/CDK-Komplexe als Reservoir fur p21 und p27 und
machen so aktive CKI/Cyclin D/CDK-Komplexe biologisch sinnvoll, indem diese
Komplexe Cip/Kip-Proteine von Cdk2 fernhalten kdnnen. Bei einer Induktion von
INK4-Proteinen werden p21 bzw. p27 aus den Cyclin D/CDK-Komplexen verdrangt.
Sie binden nun an Cyclin E/Cdk2-Komplexe, die dadurch inhibiert werden. Umgekehrt
fihrt die Induktion von Cyclin D dazu, dal} die beiden Inhibitoren verstérkt von
Cyclin D/CDK-Komplexen gebunden und dadurch aus Cyclin E/Cdk2-Komplexen
entfernt werden kdnnen, was wiederum den G,/S-Phaseniibergang kontrolliert, indem

diese Komplexe Cip/Kip-Proteine von Cdk?2 fernhalten kdnnen.
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2.4 Funktion und Regulation der CDK-Inhibitoren
p21°*! und p27**!

Seit zundchst p21 und wenig spéter auch p27 als ubiquitare negative Regulatoren der

Zellproliferation charakterisiert wurden, ist das Interesse an der Aufklarung ihrer

physiologischen Funktionen stetig gewachsen. p21 ist offenbar vorwiegend in

Checkpointkontrollen und die Induktion von Differenzierungsvorgangen involviert,

wohingegen p27 eher eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle des
Restriktionspunktes spielt und vornehmlich durch endogene Signale gesteuert wird.

p21“** wurde als erster der CDK-Inhibitoren in S&ugern nahezu zeitgleich von
verschiedenen Arbeitsgruppen identifiziert. Das Protein wurde als Inhibitor der
Zellproliferation in seneszenten und p53-induzierten Zellen sowie als Cdk2-bindendes
Protein beschrieben (Noda et al., 1994; el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993).
Daneben wurde p21 auch aus Cyclin/Cdk2-Immunkomplexen isoliert und anschliel}end
als CDK-Inhibitor charakterisiert (Gu et al., 1993; Xiong et al., 1993).

Als zellulédre Antwort auf Strel3 reichert sich p21 abhangig von p53 in der Zelle an und
assoziiert mit den Cyclin/CDK-Komplexen (Artuso et al., 1995; Bae et al., 1995).
Dabei wird p21 transkriptionell durch die Bindung des p53-Proteins an den p21-
Promotor reguliert. So arretieren p53-positive Zellen nach DNA-Schéden in der G;- und
der G,-Phase und weisen in G; einen erhohten Gehalt an p21 auf. Beides gilt nicht fur
p53-negative Zellen (Dulic et al., 1994; el-Deiry et al., 1994; el-Deiry et al., 1993).
Untersuchungen an p21- bzw. p53-negativen Mausen gaben Aufschluf3 Gber die Rolle
von p21 am p53-vermittelten G;-Arrest. Wéhrend Fibroblasten aus p53-negativen
Mausembryonen nach der Induktion von DNA-Schaden nicht in der G;-Phase
arretieren, kommt es bei Fibroblasten aus p2l-negativen Mausembryonen in
eingeschranktem Umfang zum Zellzyklusarrest (Brugarolas et al., 1995; Deng et al.,
1995). p2l1 ist offenbar ein wichtiger Vermittler der p53-abhdngigen
Checkpointkontrolle in der G,-Phase. Dies spiegelt sich in der Spezifitat von p21 wider:
vorwiegend werden daher auch G;-CDK-Komplexe (Cdk2, 3, 4 und 6) inhibiert.

Die Rolle von p21 als Tumorsuppressor grundet sich vor allem auf die Beobachtung,
dall p21-defiziente Mduse sich zundchst zwar normal entwickeln, spéter jedoch im
Vergleich mit ihrer Kontrollgruppe eine erhdhte Rate spontaner Tumoren aufweisen
(Martin-Caballero et al., 2001). p21 kann mit einem Bereich seiner carboxyterminalen
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Domadane an PCNA, den Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase &, binden und
dadurch die Aktivitat des Enzyms in vitro inhibieren. Dies konnte, neben der Inhibition
von Cyclin/CDK-Komplexen, ein zusatzlicher Mechanismus sein, durch den p21 als
Antwort auf DNA-Schéden die DNA-Replikation verlangsamt und dadurch der Zelle
Gelegenheit zur DNA-Reparatur gibt (Hengst und Reed, 1998; Vidal und Koff, 2000).
Neben seiner Funktion als Effektor der p53-vermittelten Antwort auf genotoxischen
Strel? spielt p21 eine Rolle bei der Differenzierung verschiedener Zelltypen. So wird
wéhrend der Embryonalentwicklung eine gewebespezifische Expression von p21
beobachtet, die unabhangig von p53 ist und offenbar erfolgt, wenn die Zellen vor ihrer
Differenzierung den Zellzyklus verlassen (Macleod et al., 1995; Parker et al., 1995).
Beispielsweise wird p21 induziert, sobald Myozyten aufhdren zu proliferieren und zu
Myotuben fusionieren (Guo et al., 1995; Halevy et al., 1995). Uberraschenderweise
wurden bei p2l-negativen Madusen keine offenkundigen Entwicklungs- oder
Gewebedefekte beobachtet (Deng et al., 1995). Dies deutet darauf hin, daR die Rolle
von p21 wéhrend der Individualentwicklung redundant besetzt ist, d. h. dal} andere
Proteine eine Uberlappende Funktion ausiiben konnen. Ubereinstimmend mit dieser
Hypothese kénnen Mausdoppelmutanten, die weder p21 noch p57 exprimieren, keine
Myotuben bilden (Zhang et al., 1999).

In G;-arretierten Zellkulturen entdeckten 1994 unabhangige Arbeitsgruppen einen
weiteren potenten CDK-Inhibitor, der gleichzeitig auch auf genetischem Weg als
Cyclin D;-bindendes Protein identifiziert werden konnte (Hengst et al., 1994; Polyak et
al., 1994; Slingerland et al., 1994; Toyoshima und Hunter, 1994): p27*"*,

Waéhrend im normalen Zellzyklusgeschehen p27 periodisch, mit einem Maximum im
Verlauf der G;-Phase, exprimiert wird, kdnnen eine Reihe antiproliferative Signale in
normalen Zellkulturen einen Wachstumsarrest auslésen, der auf ein signifikant erhéhtes
p27-Niveau zuriickzufiihren ist. So akkumuliert p27 bei Gabe von Wachstumsfaktoren
wie TGF-f oder Mangel an IL-2, bei niedrigen Serumpegeln, Kontaktinhibition und
nach Entzug der Substratverankerung (Hengst et al., 1994; Polyak et al., 1994b; Nourse
et al., 1994; Coats et al., 1996; Levenberg et al., 1999; Fang et al., 1996).

Eine Fille experimenteller Daten weist darauf hin, dal die intrazellulare p27-Menge
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Restriktionspunktes spielt. So ist der Grofteil
der Cyclin E/Cdk2- und der Cyclin A/Cdk2-Komplexe in quieszenten Mausfibroblasten

mit p27 assoziiert. Die Inhibition dieser Komplexe ist damit auf p27 zuriickzufuhren
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(Coats et al., 1996). Zum anderen hat die Uberexpression von p27 in Zellen einen
Arrest in der G;-Phase zur Folge. Die Rolle von p27 bei der Zellzykluskontrolle wurde
durch die Analyse von p27-negativen Mdusen bestétigt. In zwei Studien wurde das p27-
Gen vollstandig deletiert und in einer weiteren durch eine verkirzte p27-Mutante ohne
CDK-Inhibitordomane ersetzt (Fero et al., 1996; Kiyokawa et al., 1996; Nakayama et
al., 1996). Alle drei Mausstdamme zeigen den gleichen Phé&notyp. Er ist vor allem
gekennzeichnet durch eine gendosisabhdngige Zunahme der KorpergroRe, die generelle
Unfruchtbarkeit der weiblichen Mause und Taubheit. Letzteres wird durch die
fortgesetzte Proliferation der Haarzellen des Corti-Organs in adulten Mausen verursacht
(Chen und Segil, 1999; Lowenheim et al., 1999). Offenbar ist bei einer Reihe von
Zelltypen durch das Fehlen von p27 die Fahigkeit beeintrachtigt, wéhrend der
Individualentwicklung aus dem Zellzyklus in die Go-Phase tberzutreten (Vidal und
Koff, 2000).

Auch fiir p27 wurde eine Funktion als Tumorsuppressor vorgeschlagen. Es konnte eine
Korrelation von niedrigen Mengen p27 mit hoher Tumoraggressivitat und schlechter
Prognose demonstriert werden (Slingerland und Pagano, 2000). Widererwartend treten
homozygote inaktivierende Mutationen des p27-Gens in humanen Tumoren relativ
selten auf.

Die Stabilitat von p27 wird beispielsweise wesentlich durch eine Phosphorylierung von
Threonin 187 am carboxyterminalen Ende beeinflu3t (Sheaff et al., 1997; Montagnoli et
al., 1999). Daneben besitzt p27 in dieser Region ein ,,nuclear localization signal*
(NLYS), das fir die Lokalisation des Inhibitors ausschlaggebend ist (Reynisdottir und
Massague, 1997; Zeng et al., 2000). Eine vergleichbare NLS ist auch in den C-
terminalen Domanen von p21 und p57 fur deren nukleére Lokalisation verantwortlich.
Die physiologischen Funktionen von p21 und p27 waren und sind Gegenstand
intensiver Forschung. Beide Proteine wurden als ubiquitére negative Regulatoren der
Zellproliferation charakterisiert, da sie auf eine Reihe endogener und exogener

antiproliferativer Signale hin in vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert werden.

Obwohl p21 in eine Reihe von Checkpointkontrollen involviert ist, fehlt ein p53-
abhangiger Checkpoint in p21-negativen Fibroblasten vollstandig. Diese Zellen sind
nicht in der Lage, auf Storungen des intrazellularen ,,Nukleotidpools* mit einem
Zellzyklusarrest in der G;-Phase zu reagieren (Deng et al., 1995). p21 ist also offenbar
ein wichtiger, aber nicht der alleinige VVermittler p53-abhangiger Checkpointkontrolle in
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der G;-Phase. In Ubereinstimmung damit werden Mutationen des p21-Locus nur selten
in humanen Tumoren detektiert (Hirama und Koeffler, 1995), wohingegen das p53-Gen
eines der am h&ufigsten mutierten Gene in humanen Tumoren ist (Levine, 1997). p21-
negative Mé&use entwickeln sich zunédchst normal, spéter tritt jedoch eine erhéhte Rate
spontaner Tumoren auf, so dal man von einer signifikanten Rolle von p21 bei der

Tumorsuppression ausgehen kann (Martin-Caballero et al., 2001).

Anhand eines Zellkulturmodells fir die Entwicklung der Skelettmuskulatur wurde
gezeigt, dal p21 induziert wird, wenn Myozyten aufhdren zu proliferieren und zu
Myotuben fusionieren (Guo et al., 1995; Halevy et al., 1995). Die Induktion basiert auf
verstarkter Transkription von p21, diese wird Uber den differenzierungsspezifischen
Transkriptionsfaktor MyoD gesteuert. Die daraus resultierende Inaktivierung von CDKs
spricht fur eine funktionelle Rolle von p21 bei diesem ProzeR der Zelldifferenzierung.
p21 akkumuliert auBerdem in Zellinien, die sich der Seneszenz nahern (Noda et al.,
1994). Die funktionelle Bedeutung dieser Akkumulation ist jedoch unklar. Die Deletion
des p21-Gens verhindert die Seneszenz humaner Fibroblasten, nicht jedoch die
Seneszenz von Mausfibroblasten (Brown et al., 1997; Pantoja und Serrano, 1999).

Die Expression von p21 wird in den meisten Szenarien vornehmlich transkriptionell
reguliert (Gartel und Tyner, 1999). Der p21-Genpromotor wurde intensiv charakterisiert
und enthalt z. B. Elemente, die durch p53, den Vitamin-D;-Rezeptor IRF-1 oder den
myogenen Transkriptionsfaktor MyoD aktiviert werden (Macleod et al., 1995; Tanaka
etal., 1996).

Demgegenuber wird die Expression von p21 in einigen Zellkultursystemen auch
transient induziert, wenn ruhende Zellen zur Proliferation stimuliert werden und in den
Zellzyklus zuriickkehren (Li et al., 1994; Noda et al., 1994). Daruberhinaus wurde
berichtet, daB in proliferierenden humanen Fibroblasten die Mehrheit der Cdk4- und
Cdk2-Komplexe mit p21 assoziiert ist, die Depletion von p21 aus dem Extrakt geht aber
nicht mit einem Verlust der Kinaseaktivitat einher (Harper et al., 1995; LaBaer et al.,
1997; Zhang et al., 1993). Auf der anderen Seite ist p21 ein Protein, das die Progression
von Zellen im Zellzyklus inhibieren kann. Um dieses Paradoxon zu erklaren, wurde ein
Modell vorgeschlagen, nach dem Cyclin/CDK-Komplexe, die nur mit einem p21-
Molekul assoziiert sind, aktiv bleiben und erst durch die Bindung von mehr als einem
p21-Molekil inhibiert werden (Harper et al., 1995; LaBaer et al., 1997; Zhang et al.,
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1994). Die dreidimensionale Struktur eines Komplexes aus Cyclin A, Cdk2 und der
Inhibitordoméane des verwandten CKIls p27 zeigte jedoch, dall ein Molekil dieses
Inhibitors ausreichen sollte, diese Kinase zu inhibieren. Der scheinbare mechanistische
Unterschied der CDK-Inhibition p21 und p27 konnte geklart werden, indem mit
biochemischen und biophysikalischen Methoden gezeigt wurde, dal} der Komplex aus
Cyclin A, Cdk2 und p21 in einer Stochiometrie von 1:1:1 vorliegt und katalytisch
inaktiv ist (Hengst et al., 1998).

Inzwischen werden sowohl p21 als auch p27 mit dem programmierten Zelltod, der
Apoptose, in Zusammenhang gebracht. Fur p21 und p27 konnte dahingehend bereits
gezeigt werden, dal} sie als Substrate fur die Spaltung durch Caspasen in Frage
kommen. Diese Caspase-vermittelte Spaltung aktivierte zum einen die Cdk2-Aktivitat,
zum anderen induzierte sie nach Entzug von Wachstumsfaktoren Apoptose in humanen
Endothelzellen (Levkau et al., 1998). Andererseits kann p27 in einigen S&uger-Zellinien
nach Uberexpression auch Apoptose induzieren (Eymin et al., 1999; Kudo et al., 2000).

2.5 Funktion und Regulation des CDK-Inhibitors
p57mm

2.5.1 Die p57-Expression variiert wahrend des Zellzyklus

Als drittes Mitglied der Familie der Cip/Kip-Inhibitoren konnte p57** zeitgleich von
zwei verschiedenen Arbeitsgruppen kloniert und identifiziert werden (Lee et al., 1995;
Matsuoka et al., 1995). p57 ist wie die anderen sechs humanen CKIs ebenfalls ein
negativer Regulator des Zellzyklus. Dabei sind préferentiell Cycline und CDKs, die an
G;- bis S-Phasenilibergédngen beteiligt sind, Ziele seiner inhibitorischen Aktivitat. So
werden neben den Kinasekomplexen Cyclin E/Cdk2 und Cyclin A/Cdk2 auch
Cyclin E/Cdk3- sowie Cyclin D,/Cdk4-Komplexe spezifisch inhibiert. Betrachtlich
geringes Potential zeigt p57 gegentber Cyclin B/Cdc2 und Cyclin D,/Cdk6 (Matsuoka
et al., 1995). p57 wird in proliferierenden Zellen periodisch exprimiert. Die p57-
Konzentration ist maximal wéahrend der G,-Phase, sinkt wahrend der S-Phase auf ein
Minimum ab und steigt erst wieder an, sobald die Zellen die n&chste G,-Phase
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erreichen. Eine Uberexpression von p57 fiihrt auf Kosten der Zellen in S- und G,/M-
Phase zu einer Arretierung der Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus (Lee et al., 1995).
Eine Reihe antiproliferativer Signale sind fiir die Induktion der p57-Expression in vielen
verschiedenen Zelltypen verantwortlich. So akkumuliert p57 z. B. in Zellen, die nach
Entzug von Wachstumsfaktoren, durch Kontaktinhibition oder nach Entzug der
Substratverankerung den Zellzyklus verlassen und quieszent werden (Urano et al.,
2000). Schwarze et al. konnten 2001 zeigen, dal3 sich das p57-Exressionsniveau
langerfristig wahrend progressiver Passagen allméahlich erhoht und dies in der Folge zu
einem seneszenten Phanotyp fiihrt, wohingegen sowohl p27 als auch pRB, Cyclin D
und p19™“ in ihrem Expressionsniveau abnehmen. Es ist daher anzunehmen, dal p57
auch an der Einleitung der Seneszenz in humanen Zellen beteiligt ist.

2.5.2 p57 zeigt einen strukturell komplexeren Aufbau als
p21 und p27

p57 unterscheidet sich von p21 und p27 in vierlerlei Hinsicht, beispielsweise durch
seine wesentlich komplexere Doménenstruktur. So wird p57 in S&ugerzellen als 316
Aminosduren grof3es Protein mit einem berechneten Molekulargewicht von 37,3 kDa
exprimiert, sein Laufverhalten wéahrend gelelektrophoretischer Auftrennung deckt sich
jedoch mit der GroRe eines 57 kDa groRen globuléren Proteins.

Der aminoterminalen CDK-inhibitorischen Region, die hohe Homologie mit p21 und
p27 aufweist, folgen zwei weitere abgrenzbare Proteindoménen. Zunéchst eine ,,saure®
Domane (,,acidic domain®), die sich durch einen hohen Glutamin- und
Asparaginsauregehalt (36%) hervorhebt. Der grofite Teil der sauren Doméne besteht aus
einer bis dato unbekannten tandemartigen Wiederholung eines bestimmten Aminoséure-
Quartetts, weshalb diese Region zusétzlich unter der Bezeichnung ,,PAPA*-Region
(,PAPA repeats“) in der Literatur erhalten blieb. Als weiterer Sequenzabschnitt folgt
die QT-Domadne, die eine hohe Konservierung zum Carboxy-Terminus von p27
aufweist. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie dieser dritten Domane in p57 zu p27,
nicht aber zu p21, wird p57 verwandtschaftlich eher p27 zur Seite gestellt und daher in
zweiter Bezeichnung auch Kip2 genannt. Abschliel}end findet sich analog p21 und p27
eine C-terminale Lokalisationsdomane (,,nuclear localization sequence®, NLS), die eine
maogliche CDK-Phosphorylierungsstelle beherbergt.
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Ein Sequenzvergleich von humanem p57 mit p57 aus der Maus (58% identitische
Aminosauren) lalkt erkennen, daB das Maus-Homologe N-terminal um 32
Aminosdurereste verlédngert ist und mit 348 Aminosduren insgesamt ein signifikant
groleres Protein darstellt. Nicht zuletzt resultiert dieser GrofRenunterschied aus einer
zusétzlichen Doméne in p57 der Maus (mp57), die neben einer prolinreichen Region
(,proline-rich domain®), deren Anteil an Prolinresten sich auf 28% belduft, einen aus
sauren Aminosaureresten bestehenden Bereich (,,acidic repeats”) umfalit. In Maus
konnten von p57 zwei Isoformen isoliert werden. Diese unterscheiden sich dadurch, dal
ihnen im Vergleich mit der langeren Form 38 bzw. 41 Basenpaare am 5'-Ende fehlen,
wodurch sich auch ihr jeweiliges Translationsinitiationscodon in Richtung des 3'-Endes
verschiebt. Als potentieller Translationsstart bietet sich ein Methioninrest 13 Codons
unterhalb des ATG der langeren Version an, wodurch aber lediglich ein 335
Aminoséuren langes Produkt vorhergesagt werden kann (Abb. 2.3).

A
CDK-
Inhibitordoméne ,PAPA repeats™ QT-Domine

hp57 NS C 316 AS

NLS

CDK- Prolin-reiche
Inhibitordoméne Doméne Saure Domédne QT-Domine

MP 57 N C

B

MG M S DV Y LRSS R TAME

.- TCACCAATCAGCCAG gtagec...................gcacag CCTTCGACC GGCATGTCCGACGTGTACCTCCGCAGICAG AACAGCG GAA.....

Abb. 2.3: (A) Doménenstruktur von p57 aus Mensch (hp57) und Maus (mp57) im Vergleich. Die
Identitdt auf Aminosdureebene betrégt zwischen beiden Proteinen 58%. (B) mRNA der drei mdglichen
p57-Isoformen in Maus. Splicing an den Positionen b und b' resultiert aus der Verwendung alternativer
Akzeptorsstellen. Splicing an b und b' eliminieren eine Region, die das erste Methionin-Startcodon der
vollen p57-mRNA (a) enthdlt, wodurch sich ein ORF mit einem potentiellen Translationsstart 13
Aminosduren in Richtung 3'-Ende anbietet.

Ein grofRer Unterschied von p57 zu den beiden anderen Mitgliedern seiner Familie zeigt
sich vor allem in seiner signifikant strikt gewebespezifischen Expression (Matsuoka et
al., 1995), wohingegen beispielsweise p21 relativ weitgefachert exprimiert wird
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(Nagahama et al., 2001). Wie aus mMRNA-Expressionsstudien hervorgeht, ist die p57-
mRNA besonders stark in Plazentagewebe exprimiert, zu geringerem Male in
Skelettmuskel- und Herzgewebe sowie in Niere und Bauchspeicheldrise und schwach
zu detektieren im Gehirn. In Lunge und Leber konnte kein p57-Transkript nach-
gewiesen werden (Park und Chung, 2001; Lee et al., 1995). Dabei wird der Inhibitor vor
allem in terminal differenzierten Zellen exprimiert (Lee et al., 1995; Matsuoka et al.,
1995). Man kann aber p57-Expression haufig auch in Geweben beobachten, die noch
nicht terminal differenziert vorliegen, die jedoch beispielsweise gerade eine
Morphologiednderung durchlaufen, wie im Hypophysenvorderlappen, der Niere oder
den Lungenbldschenzellen. In anderen Geweben, wie der Wachstumszone der
Gliederknospe (,,adrenal progress zone of the limb bud*), assoziiert mit sich teilenden
Zellen, ist p57 sogar wahrend der Mitose nachzuweisen (Westbury et al., 2001).

Die intrazellulére Lokalisation begrenzt sich, wie bei p21 und p27 auch, vorwiegend auf
den Zellkern. Zytoplasmatische Anfarbung von endogenem p57 wurde jedoch bei
Mé&usen in Skelettmuskelgewebe &lterer Stadien beobachtet, dann allerdings in
wesentlich geringerer Intensitét als im jeweiligen Zellkern (Westbury et al., 2001).
Neueste Untersuchungen geben Hinweise auf einen mdglichen Mechanismus, wie in der
Zelle der Ubertritt von der Proliferation zur Differentiation ablaufen konnte. So fiihrt
die Unterdriickung der Expression von SFK-Proteinen (,,Src family kinases“) mit dem
spezifischen Inhibitor PP1 in Linsenepithelzellen nachweislich zu einer Induktion von
p57 und p27 und einer verminderten Proliferationsrate, die schlieBlich mit dem Austritt

der Zelle aus dem Zellzyklusgeschehen endet (Walker et al., 2002).

2.5.3 Einzig bei p57 ist ein Funktionsverlust spezifisch mit

einem Krankheitsbild assoziiert

p57 ist der einzige CDK-Inhibitor, der zwingend fir die normale Embryonal-
entwicklung erforderlich ist (Zang et al., 1997; Yan et al., 1997; Takahashi et al., 2000;
Nakayama und Nakayama, 1998). p57-negative Maduse weisen schwere
Entwicklungsstorungen auf und sterben meist kurz nach der Geburt (Yan et al., 1997;
Zhang et al., 1997). Aus Studien mit mehrfach mutierten Mdusen geht hervor, dal}
sowohl p57 als auch p27 als Effektoren verschiedener Signaltransduktionswege wirken,
die die Differenzierung von Zellen kontrollieren (Zhang et al., 1998). So ist das p57-
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Gen innerhalb eines ,,clusters® stillgelegter transkriptionsinaktiver (,,imprinted*) Gene
auf dem menschlichen Chromosom 11p15.5 (Matsuoka et al., 1995) lokalisiert,
entsprechend dem Maus-Chromosom 7. Dieser Genlocus wird in Zusammenhang mit
der Wachstumsregulation von Mausembryonen (DeChiara et al., 1991; Ferguson-Smith
et al., 1991) und aulRerdem mit dem Wilms-Tumor, einem Nierentumor (Reid et al.,
1996) sowie dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) des Menschen in Verbindung
gebracht. Bei der Untersuchung von Wilms-Tumoren konnten trotz reduzierter p57-
Proteinexpression keinerlei Mutationen im p57-Gen als ursachlich fur deren Auftreten
erkannt werden (Reid et al., 1996), so daR bislang von alternativen Methoden der
Geninaktivierung (,,gene imprinting*) ausgegangen wird. Das Beckwith-Wiedemann-
Syndrom ist ein komplexes Krankheitsbild mit vielgestaltigen MiRbildungen und
Wachstumsabnormitaten (,,somatic overgrowth syndrome®). Es zeichnet sich durch eine
erbliche Pradisposition fir embryonale Tumoren, Exomphalie, eine vergrélRerte Zunge
(Macroglossie) und Organe (Organomegalie), Riesenwuchs sowie eine Vielzahl
kongenitaler Anomalien aus, die Hemihyperplasie und Nierenmif3bildungen wie z. B.
Nephromegalie oder Nierenzysten (Goldmann et al., 2002), einschlielen (Beckwith,
1969; Wiedemann, 1983; Elliott und Maher, 1994). Bei nahezu der Hélfte aller
Patienten mit famili&rer BWS lassen sich Mutationen im p57-Gen nachweisen (Engel et
al., 2000; Lee et al., 1999). Bei der hdufiger auftretenden sporadischen Form von BWS
sind p57-Mutationen mit weniger als 5% wiederum relativ selten (Hatada et al., 1996;
O'Keefe et al., 1997; Lee et al., 1997; Gaston et al., 2000), so daR anzunehmen ist, dal}
die verminderte Expression von p57 auf andere Mechanismen zuruckzufihren ist
(Caspary et al., 1999). So geben erste Untersuchungen in der Maus Hinweise auf eine
uber cis-Elemente vermittelte Disregulation der imprimierten Expression von p57 (John
etal., 2001).

2.5.4 p57 hat unterschiedliche Funktionen in der Zelle

Neben seiner relativ gut charakterisierten Rolle im Zellzyklus zeichnen sich in jungster
Zeit zunehmend weitere Funktionen von p57 im Zellgeschehen ab. So spielen die
Proteine der Cip/Kip-Familie auch in der Tumorgenese eine Rolle (Lee und Yang,
2001). Darauf deutet eine reduzierte p57-Expression in mehreren malignen Tumoren
hin (Kondo et al., 1996; Li et al., 1999; Ito et al., 2001; Oya et al., 2000; Shin et al.,
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2000). Anders als beim Beckwith-Wiedemann-Syndrom spielen hier jedoch eher
Mechanismen der transkriptionalen oder posttranskriptionalen Regulation des p57-Gens
eine Rolle. Eine reduzierte p57-Expression wurde beispielsweise bei Blasen-
Karzinomen (Oya et al., 2000) oder Magenkrebs (Shin et al., 2000) nachgewiesen. In
den meisten Féllen werden keine p57-assoziierten Mutationen in den Krebszellen
gefunden, allerdings liegen deutlich reduzierte mMRNA-Mengen von p57 vor. Dabei
kann die transkriptionelle Repression mechanistisch auf DNA-Methylierung im Bereich
des Promotors zuruckzufiuhren sein. Wie das Beispiel p27 zeigt, koénnen
stochiometrische Inhibitoren aber auch haplo-insuffizient flr Tumorsuppression sein
(Fero et al., 1998).

Ebenso wie die beiden anderen Cip/Kip-Proteine gilt p57 aufgrund seiner Lokalisation,
seiner biochemischen Aktivitaten und seiner Expressionscharakteristika als potentieller
Tumorsuppressor. Unter anderem unterliegt in mehreren Formen von Krebs der p57-
Genlocus hdufig einem maternalen Allelverlust (,,loss of heterozygosity*, Verlust des 2.
Allels) (Sherr und Roberts, 1995; Hatada und Mukai, 1995; Taniguchi et al., 1997). Die
klinische Signifikanz der Expression von p57 in Patienten mit Tumoren, bleibt aber
unklar. So ist in hepatozelluldren Karzinomen (HCC) p57 beispielsweise h&ufig
vermindert exprimiert, besonders in wenig differenzierten Formen von HCC, so dal
davon auszugehen ist, da p57 bei der Differenzierung der hepatozelluldren Tumoren
eine Rolle spielt (Nakai et al., 2002). Dennoch ist bislang der p57-Expressionsstatus
lediglich ein unabh&ngiger prognostischer Faktor fir HCC-Patienten.

Wie p21 und p27 kann auch p57 mit Apoptose in Zusammenhang gebracht werden.
Bisher wurde vermutet, dall p57 z. B. im Gastrointestinaltrakt und der Augenlinse
wéhrend der Embryonalentwicklung eher einen anti-apoptosischen Effekt ausubt (Yan
et al., 1997; Zhang et al., 1997). Aus jungsten Untersuchungen von Samuelsson et al.
(2002) an Hela-Zellen ergibt sich, dall p57 einen durch Staurosporin induzierten,
stimulatorischen Effekt auf die Apoptose ausiibt. Behandlung mit Glucocorticoiden
wiederum hat auf die Staurosporin-induzierte Apoptose eine inhibitorische Auswirkung,
obwohl Glucocorticoide normalerweise die p57-Expression in HelLa-Zellen fordern.
Zusammenfassend wird p57 eine Rolle bei der Antwort von Tumorzellen auf

zytotoxische Substanzen zugeschrieben.

Eine weitere, moglicherweise wichtige Funktion von p57 ist seine Bindung an PCNA,
wodurch die DNA-Replikation und die Zelltransformation unterdriickt werden
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(Watanabe et al., 1998). p57 kann des weiteren transkriptionell Gber Glucocorticoid-
Behandlung induziert werden und ist daher in die Glucocorticoid-induzierte
Antiproliferation involviert (Samuelsson et al., 1999). Eine wichtige Funktion (bt p57
wéhrend der Muskeldifferenzierung aus, wo es zur Stabilisierung von MyoD beitrégt
(Reynaud et al., 1999; 2000). Jungst konnte auBerdem durch Tsugu et al. (2000) gezeigt
werden, daR die Uberexpression von p57 sowohl einen Wachstumsarrest als auch
seneszenten Phanotyp in Astrozyten verursachen kann. Die Konversion von konditional
immortalen menschlichen Brustepithelzellen zu einem vollstdandig immortalen
Phéanotypen &Rt sich durch die Expression von p57 inhibieren, weshalb p57 des
weiteren eine Funktion als entscheidende Barriere gegen undefinierte Proliferation
zugedacht wird (Nijjar et al., 1999). Abbildung 2.4 gibt einen schematischen Uberblick
uber die verschiedenen, bislang bekannten Mechanismen zur Regulation der p57-

Aktivitat sowie seine biologischen Funktionen.

2.5.5 Die p57-Regulation wird Uiber Signale aus unterschied-

lichen Pathways gesteuert
Der ,,insuline-like growth factor-11* (IGF-11) spielt eine wichtige Rolle wahrend des
embryonalen Wachstums. Eine gestorte IGF-II-Expression wurde in mehreren
menschlichen Krankheitsbildern, einschlief3lich dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom
und einem groRen Spektrum an Tumoren dokumentiert. Die p57-Expression ist nach
IGF-11-Behandlung in primédren embryonalen Fibroblasten stark reduziert, ebenso in
Méusen, welche hohe Serumlevel an IGF-11 aufweisen (Grandjean et al., 2000).
Dariiberhinaus wurde in Mausstudien gefunden, daf8 IGF-11 und p57 in antagonistischer
Weise agieren und so auch die Zellproliferation wéhrend der normalen Entwicklung mit
kontrollieren. Ein weiterer Regulator der p57-Expression ist TGF-f, (,,transforming
growth factor-f 1“). Untersuchungen zum Abbau von p57 zeigen, dal’ bei Osteoblasten,
die nach Serumentzug einen erhfhten p57-Spiegel aufweisen, dieser durch
anschlieBende Behandlung mit TGF-p, wieder auf ein normales Niveau absinkt
(Nishimori et al., 2001). Diese Abnahme von p57-Protein 14R3t sich durch gleichzeitige
Gabe von Proteasom-Inhibitoren verhindern. Des weiteren konnte eine Ubiquitinierung
von p57 in vitro gezeigt werden. Zusammengenommen legen diese Befunde nahe, dal

p57 in der Zelle tber das Proteasom abgebaut wird (Urano et al., 2000).
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Abb. 2.4: Positive und negative Regulationsmechanismen von p57 und seine biologischen Funktionen

2.6 Zellzyklus in Hefe

Zu den Eigenschaften, die den Hefeorganismus als Modell fir biologische Studien
besonders geeignet machen, gehdren neben einem schnellen Wachstum mit fir
eukaryontische Zellen kurzem Generationenzyklus auch die einfache genetische
Manipulierbarkeit, Mutantenisolierung und die Mdglichkeit der Integration artfremder
Gene. Aufgrund ihres stabilen haploiden und diploiden Status kann die Hefe fiir eine
Reihe unterschiedlicher Fragestellungen herangezogen werden. So lassen die nach
gezielter Disruption spezifischer Gene ausgebildeten Ph&notypen Riickschliisse auf
deren Proteinfunktion in vivo zu. Dartiberhinaus wurden in der Backerhefe eine Reihe
von Systemen zur Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen etabliert, wie
beispielsweise das ,yeast two hybrid“-Screeningsystem. Da sich B&ckerhefezellen
durch sogenannte Knospung teilen, &3t sich der Verlauf eines Zellzyklus in der
lebenden eukaryontischen Zelle leicht verfolgen. Frih im Zellzyklus beginnt sich eine
kleine Knospe auszubilden. Zeitgleich werden das Hefegenom repliziert und die
Spindelpolkdrper verdoppelt. Die Knospe vergrofert sich kontinuierlich. In der Mitose
bildet sich die Spindel aus und ordnet sich in der Aquatorialebene an (Metaphase).
SchlieBlich erfolgt in der Anaphase die Trennung der Chromosomen und abschlieRend
schnirt sich die Knospe von der Mutterzelle durch Zytokinese ab. Die Knospung
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beginnt direkt nachdem die Zellen einen Punkt passiert haben, der als START
bezeichnet wird. Die Mitose erfolgt erst nach Inaktivierung eines als MPF (,,maturation
promoting factor”) bezeichneten Faktors.

Saccharomyces cerevisiae besitzt insgesamt finf Cyclin-abhangige Proteinkinasen
(Cdc28, Pho85, Kin28, Ssn3 und Ctkl). Zentraler und einziger Koordinator des
Zellzyklusgeschehens in der Hefe und am besten untersuchte Kinase ist jedoch nur
Cdc28. Umweltfaktoren, die die Entscheidung der Zelle beeinflussen, sich zu teilen oder
nicht, sowie alle Schllsselereignisse der Mitose sind abhangig von der Cdc28-
Kinaseaktivitat (Beach et al., 1982; Andrews und Measday, 1998). Andere Hefe-CDKs
sind in die Regulation der Genexpression und den Metabolismus der Zelle beim
Durchlaufen des Zellzyklus involviert. Ebenso wie die humanen CDKSs, kann auch
Cdc28 mit verschiedenen Cyclinen Komplexe formen.

Insgesamt beeinflussen 22 Cycline in der Hefe das Zellgeschehen, beteiligt an der
Regulation von Cdc28 sind davon jedoch lediglich neun. Die Hefe-Cycline lassen sich
in mehrere Familien einteilen, darunter die G,-Cycline (CInl, 2, 3), S-Phase-Cycline
(CIn 3, 4, 5, 6) und die B-Typ-Cycline (CLBs). Abbildung 2.5 gibt schematisch einen
Uberblick uber die Varianten der Cyclin-Kinase-Komplexe sowie den Zellzyklus in
Hefe.

Die erste Aufgabe der Cdc28-Kinase-Komplexe nach Entstehung einer Hefezelle
besteht darin, den Zellzyklus in Gang zu halten, nachdem die Zelle in der spéten G;-
Phase eine kritische GroR3e erreicht hat. Dieser Punkt, an dem sich entscheidet, ob die
Zelle eine weitere Zellteilungsrunde durchlaufen wird oder nicht, bezeichnet man als
START. Zu den Ereignissen, die durch START initiiert werden, gehort die Duplikation
der Spindelpolkorper, Knospung und polarisiertes Zellwachstum sowie die Initiation der
DNA-Synthese und die Repression derjenigen Signalkaskaden, welche die Reifung
einleiten (Nasmyth, 1993). Die Familie der G;-Cycline, bestehend aus Cinl, CIn2 und
CIn3, ist essentiell fir die Uberschreitung des START und die Einleitung der S-Phase
(Richardson et al., 1989). Zwei entscheidende Beobachtungen haben eine tiberlappende
Funktion der CLNs als essentiell Dosis-abhdngige Regulatoren des START-Punktes
etabliert: zum einen sind alle CLN-Gene redundant. Hefestdmme, in denen jeweils zwei
der CLN-Gene deletiert wurden, zeigen eine variable Zellgrof3e, teilen sich aber mehr
oder weniger normal. Hingegen arretieren Stamme, denen alle drei CLNs fehlen, direkt
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung des Hefe-Zellzyklus mit seinen ,Varianten* aus CLN- bzw.
CLB/Cdc28-Komplexen

vor dem START. Zweitens beschleunigt die Uberexpression der CLNs die START-
Phase (Nasmyth, 1993; Futcher, 1996).

CLN/Kinase-Komplexe regulieren das Einsetzen der DNA-Replikation dadurch, dal? sie
fur den Abbau von Sicl sorgen, einem Inhibitor, der die CLB/Cdc28-Kinasekomplexe
in der G;-Phase inaktiviert. Nach Aktivierung der CIb6-Kinase bringen sie ihrerseits die
DNA-Replikation in Gang (Schwob et al., 1994). In Abwesenheit von Sicl sind die
CLN-Gene fir die Viabilitat nicht mehr erforderlich (Schneider et al., 1996; Tyers,
1996).

Die verschiedenen B-Typ-Cycline erreichen ihre Expressionsmaxima im Verlauf des
Zellzyklus an unterschiedlichen Punkten: Clbl1 und 2 in der spaten G,-Phase, Clb3 und 4
wéhrend der S- und CIb5 und 6 in der spaten G,-Phase (Mendenhall und Hodge, 1998).
Vergleichbar dem menschlichen Zellzyklus regulieren auch in der Bé&ckerhefe
spezifische Inhibitoren die Aktivitdt der Cdc28/Cyclin-Komplexe: Farl und Sicl
(Mendenhall, 1993; Nugroho und Mendenhall, 1994; Schwob et al., 1994). Allerdings
unterscheiden sich die CKls der Hefe sowohl strukturell als auch funktionell deutlich
von den humanen Inhibitoren. Farl fungiert als spezifischer Inhibitor der CLN/Cdc28-
Komplexe, wobei er seine inhibitorische Wirkung durch Substratausschluf3 vermittelt.
Farl selbst wird auf vielen Ebenen reguliert, unter anderem wird seine Expression nach

Pheromongabe (iber eine heterotrimere G-Proteinkaskade induziert (Leberer et al.,
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1993). Seine Transkription ist zellzyklusreguliert mit einem Maximum nahe des M/G;-
Uberganges.

Sicl wird wéhrend G, direkt nach der Mitose exprimiert und sehr schnell vor der S-
Phase wieder abgebaut. Das degradierende Enzym ist Cdc34, ein Ubiquitin-
konjugierendes Enzym (Goebl et al., 1988), das am Ubergang von der G;- zu S-Phase
entscheidend beteiligt ist. Der Mechanismus zur proteolytischen Regulation von Sicl
konnte in den letzten Jahren aufgeklart werden und zeigt eine sukzessive Sicl-
Hyperphosphorylierung durch CDK-Komplexe, die in der spaten G,-Phase aktiv sind.
Das phosphorylierte Sicl wird ubiquitinabh&ngig modifiziert, 16st sich aus dem
assoziierten CDK-Komplex, wird anschlielend degradiert und liefert so freie CDK-
Komplexe, die ihrerseits den Eintritt in die S-Phase erlauben (Bai et al., 1996; Hoyt,
1997).

2.7 Aufgabenstellung

Aktivierung und Inaktivierung, Stabilitdt und Abbau sind entscheidend fir die Menge
und die Aktivitat des in der Zelle vorliegenden p57 und somit entscheidend fir die
Regulation des Zellzyklus. Mit Ausnahme einiger Hinweise auf den proteasomalen
Abbau von p57 analaog zu p27 (Urano et al., 2000; Oyake et al., 2002) und der
Bindung von p57 an den Prozessivitatsfaktor der DNA-Polymerase PCNA (Watanabe et
al., 1998; Hengst und Reed, 1998; Vidal und Koff, 2000), waren bis zum Beginn dieser
Arbeit neben den CDK-Komplexen keine weiteren Bindungspartner fiir p57 bekannt.
Seine im Vergleich mit p21 und p27 vielfaltigen Funktionen und der ausgepragte C-
terminale Doménenteil von p57, besonders der Bereich der ,,PAPA repeats”, der als
spezifisch Protein-Protein-Interaktionen vermittelnd diskutiert wird, lassen jedoch
weitere Bindeproteine vermuten.

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte es daher zum einen sein, ein neues Verfahren zur
gezielten Identifizierung von Proteinen oder Faktoren, die am Abbau von p57 beteiligt
sind, zu entwickeln, und zum anderen mit Hilfe des ,,yeast two hybrid*“-Systems neue
Interaktionspartner von p57 zu ermitteln. Die Charakterisierung der isolierten
Interagierer sollte den Einblick in die Regulationsmechanismen von p57 im Rahmen der
Zellzykluskontrolle vertiefen.
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3 Material und Methoden

Die aufgefiihrten Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, aus Sambrook et
al. (1989) bzw. Ausubel et al. (1995), Current Protocols in Molecular Biology (1994-
1998), Current Protocols in Protein Science (1995-1997) und Current Protocols in Cell
Biology (2000) abgeleitet.

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Enzyme

Alle nicht im Detail aufgefiihrten Chemikalien und Antibiotika wurden p. A. bzw. in der
hochsten erhéltlichen Reinheit verwendet. Standard-Chemikalien wurden, soweit nicht
anders vermerkt, von den Firmen E. Merck AG (Darmstadt), Serva Feinbiochemica
GmbH & Co. (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) und Carl Roth
& Co. (Karlsruhe) bezogen.

Restriktionsendonukleasen und Enzyme zur Modifikation von Nukleinsduren wurden
gemeinsam mit den zugehdrigen Puffern und Supplementen bezogen von den Firmen
Calbiochem-Novabiochem GmbH (Bad Soden), New England Biolabs
(Schwalbach/Taunus), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Promega (Mannheim), Qiagen
(Hilden), Roche (Mannheim) und Stratagene (Heidelberg) bezogen. Sofern nicht anders
angegeben, wurden die vom Hersteller angegebenen Reaktionsbedingungen gewahit.
Das Wasser wurde Uber eine ,,Purelab Plus UV/UF“-Filteranlage der Firma USF

(Ransbach-Baumbach) aufbereitet. Es wird im folgenden als ddH,O bezeichnet.

3.1.2 Sonstige Materialen

3.1.2.1 Radiochemikalien
Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
bezogen:
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Adenosine 5'-[y-**P]triphosphat, 10 uCi/ul
L-[*S]Methionine, >1000 Ci/mmol, 15 mCi/ml

3.1.2.2 Materialien zur Filtration und Dialyse

Centricon 5, 10 und 30 Amicon, Witten
Diaflo Ultrafiltrationsmembranen Amicon, Witten
MF-Millipore Membranfilter Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Spectra-Por, Dialyseschlauche The Spectrum Companies, Gardena, USA
UH 100/10 und 30 Ultrahiilsen Schleicher & Schiill, Dassel
Whatman 3 MM, Filterpapier Maidstone, UK
Zentrifugen Filtereinheiten 5K, 10K und 30K Sigma-Aldrich, Taufkirchen

3.1.2.3 Chromatographische Matrices und fertig gepackte

Chromatographiesaulen

HighTrap SP 1 ml und 5ml Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
MonoQ HR 5/5 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
ProBond Nickel-Chelating Resin Invitrogen, Groningen, Niederlande
Protein A Sepharose CL-4B Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Protein G Sepharose 4 ,,fast flow* Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Immobilisiertes Protein A an Trisacryl Pierce, Rockford, USA
Superdex 200 HR 10/30 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Superose 6 HR 10/30 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

3.1.2.4 Molekulargewichts- und Langenstandards

BenchMark Protein Ladder, Protein-Grolienstandard Life Technologies, Karlsruhe
Precision Plus Protein Standards, Protein-GroRenstandard Bio-Rad, Hercules, CA, USA
GeneRuler 100bp Ladder Plus, DNA-GroRenstandard ~ MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler 1kb Ladder Plus, DNA-GroRenstandard MBI Fermentas, St. Leon-Rot
IEF Markers 3-10, SERVA fliissig-Mix Invitrogen, Groningen, Niederlande
MW-GF-200, Gelfiltrations Marker 12-200kDa Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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3.1.2.5 Komplexe Reagenzien und Reaktions-Sets (,,Kits)
Big Dye Terminator Cycle Sequencing RR-Mix Applied Biosystems, Foster City, USA

Chemiluminescent Super Signal West Pico (oder Femto)

Maximum Sensitivity Substrate Pierce, Rockford, USA
Complete without EDTA, Proteaseinhibitor-Mischung Roche, Mannheim
Desoxynukleotid-Set Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Effectene, Transfektions Reagenz Qiagen, Hilden
Freund's Adjuvant, incomplete Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Glow, mounting medium Energene, Regensburg
IPG-Puffer, pH 3-10 und pH 6-11 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Micro BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce, Rockford, USA
pGEM-T Easy Vector System | und Il Promega, Mannheim
Qiagen Plasmid Kit  (Mini, Midi, Maxi, Giga) Qiagen, Hilden
Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe
TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, Niederlande
TiterMax Gold, Adjuvant CytRxCorporation, Norcross, USA
TNT-SP6/T7 Coupled Reticulocyte Lysate System Promega, Mannheim
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Groningen, Niederlande

3.1.2.6 Verbrauchsmaterial

Kunststoffware:

Einmalkunstoffwaren wurden von den Firmen B. Braun (Melsungen), Becton Dickinson
(Heidelberg), Biozym Diagnostik (Hess. Oldendorf), Brand (Wertheim), Eppendorf
(Hamburg), Greiner (Frickenhausen), Josef Peske (Aindling-Pichl), Sarstedt
(NUmbrecht), und Zinsser Analytic (Frankfurt) bezogen.

Lieferanten fiir Gewebekulturgeféalie waren die Firmen Becton Dickinson (Heidelberg),
Greiner (Frickenhausen) und Nunc (Wiesbaden).

Einmalkanilen wurden von der Firma Terumo (Frankfurt), Einmalhandschuhe von der
Firma Semperit (Wien) geliefert.

Sterilfiter stammten von den Firmen Millipore (Eschborn), Pall (Dreieich) und Renner
(Dannstadt).

Transfermembranen:
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Hybond-P+, PVDF-Membran Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Rontgenfilme:
Es wurden verschiedene Rontgenfilmtypen der Firma Kodak (Stuttgart) eingesetzt:
BioMax MS, BioMax MR, X-Omat AR und X-Omat LS.

3.1.3 Puffer und Losungen
Amidoschwarz-Farbeldsung 0,2% (w/v) Amidoschwarz 10B, 10% (v/v)
Methanol, 2% (v/v) Essigsaure
Aminosaurelésung, 10 x je 0,02% (w/v) Adenin, Arginin, Histidin,
Methionin, Tryptophan, Uracil,
je 0,03% (w/v) Isoleucin, Lysin, Tyrosin,
0,05% (w/v) Phenylalanin,
0,1% (w/v) Leucin,
0,15% (w/v) Valin
0,2% (w/v) Threonin

Proteaseinhibitorcocktail 1 Tablette ,,complete without EDTA*-

»complete* ohne EDTA, 50 x Proteaseinhibitor-Mischung (Roche, Mannheim)
in 1 ml ddH,O

Coomassie-Férbeltsung 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigséaure, 0,1%

(w/v) Serva Blue R (Serva, Heidelberg)
DNA-Probenauftragspuffer, 10 x ~ 50 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 1% (w/v) SDS,
30% (w/v) Glyzerin, 0,1% (w/v) Bromphenolblau,
pH 8,0
HBS 2 x 280 mM NacCl, 50 mM Hepes, 10 mM KCI, 1,5
mM NazPO4 x 2 H,O; pH mit 1 M NaOH auf 7,1

einstellen; Lagerung bei -20°C

Hefe-AufschluBRpuffer 2% (v/v) Triton-X-100, 1% (w/v) SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tri-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
IP-Puffer 250 mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1%

(w/v) NP-40, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM
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Kinasierungspuffer I, 10 x

Kinasierungspuffer 11

LiT-Losung

P1

P2

P3
Paraformaldehydldsung

PBS
PBS-M
PBS-T

Pl-Farbeldsung

50% PEG/LIAC/ITE

SDS-Elektrophoresepuffer

SDS-Probenpuffer, 10 x

SDS-Probenpuffer, 2 x

PMSF, je 10 ug/ml Aprotinin, Leupeptin,
Pepstatin A

200 mM Tris-HCI, 75 mM MgCl,, pH 7,2

20 mM Hepes pH 7,5, 7,15 mM
B—Mercaptoethanol, 5 mM MgCl;, 1 mM MnCl;,
0,05% (w/v) NP-40, 10 uM PMSF, je 10 ug/ml
Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin A

100 mM Lithiumazetat, 10 mM Tris-HCI pH 7,4;
autoklaviert; dann Zusatz von 10 mM DTT

50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 ug/ml
RNase A, pH 8,0

200 mM NaOH, 1% (w/v) SDS

3 M Kaliumazetat pH 5,5

6% (w/v) Paraformaldehyd; mit 10 N NaOH auf
pH 7,4 eingestellt; dunkel bei 4°C gelagert;
Arbeitslosung 3% (v/v) fiir Immunofluoreszenz
oder 1% (v/v) fur FACS-Analyse

140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPQO,,
1,8 mM KH,PO,, pH 7,5 mit NaOH eingestellt

1 mM MgCl, in PBS

0,05% (w/v) Tween-20 in PBS

200 ug/ml Propidiumiodid, 0,2% (v/v) Triton-X-
100, 0,2 mg/ml RNase A in PBS

50% (w/v) Polyethylenglycol 3800, 0,1 M
Lithiumazetat, 10 mM Tris-HCI pH 7,5,

1 mMEDTA

192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% (w/v) SDS
209 mM Tris-HCI, 41% (w/v) Glyzerin, , 17 %
(v/v) B-Mercaptoethanol, 7,7% (w/v) SDS,
0,003% (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8

125 mM Tris-HCI, 17% (w/v) Glyzerin, 4,1%
(w/v) SDS, 2% (v/v) p—Mercaptoethanol, 0,001%
(w/v) Bromphenolblau, pH 6,8
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SDS-Sammelgelpuffer, 4 x 0,5 M Tris-HClI, 0,4% (w/v) SDS, pH 6,8

SDS-Trenngelpuffer, 4 x 1,5 M Tris-HCI, 0,4% (w/v) SDS, pH 8,8

TBE 90 mM Tris, 90 mM Borsdure, 2 mM EDTA

TBS 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5

TBS 0,05% (w/v) Tween-20 in PBS

TE 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

Triton-X-100-Ldsung 0,2% (w/v) Triton-X-100 in PBS

Transferpuffer 47,9 mM Tris, 38,6 mM Glycin, 20% (v/v)
Methanol, 0,037% (w/v) SDS

TSS 10% (wi/v) Polyethylenglykol 6000, 5% (v/v)

DMSO, 50 mM MgCl; in LB-Medium

3.1.4 Medien und Medienzusatze fur die Gewebekultur

3.1.4.1 Medienbestandteile und Medienzusatze

5-Brom-2’-desoxyuridin;

Stammldsung 1% (w/v) in PBS

L-Cystein;

Stammldsung 25 mg/ml in PBS

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
mit 4500 mg/l Glucose, ohne Natriumpyruvat
DMEM mit 4500 mg/ml Glucose, ohne L-Glutamin,
Natriumpyruvat, L-Cystein, L-Methionin

Fotales Kalberserum (FCS) und

Neugeborenen Kalberserum (NCS)

L-Glutamin 100 x

Joklik‘s Medium

MEM-Minimum Essential Medium
MEM-Nichtessentielle Aminosauren-L6sung
L-Methionin

Minimum Essential Medium Eagle, ohne Na-Phosphat
Stammldsung 25 mg/ml in PBS

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
LifeTechnologies, Karlsruhe
LifeTechnologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Natriumpyruvat 100 x Life Technologies, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin 100 x Life Technologies, Karlsruhe
Trypsin/EDTA 10 x Life Technologies, Karlsruhe

3.1.4.2 Medienzusammensetzung

Standardmedium fiir

adhdrente Hela, 293T, MCF7 DMEM mit 4500 mg/l Glucose, 10% (v/v) FCS,
100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin
fur HS68 DMEM mit 4500 mg/l Glucose, 10% (v/v) FCS,

100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin,
1 mM Natriumpyruvat
HeLa-Suspensionszellen Joklik's-Medium, 5% (v/v) NCS,
100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin
Timelapse-Medium MEM-Minimum Essential Medium, mit Hanks®
Salzen, L-Glutamin, 25 mM HEPES, 0,35 g/I
NaHCOg, 4,5 g/l Glucose und MEM Nicht-
essentielle Aminosauren-Ldsung, 10% (v/v) FCS

3.1.5 Medien fur die Bakterienkultur

LB-Medium 1% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) NaCl

Superbroth-Medium  3,5% (w/v) Bactotrypton, 2% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v)
NaCl

SOC-Medium 2% (w/v) Bactotrypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 20 mM Glucose,

10 mM NaCl, 10 mM MgCl;, 10 mM MgSOs, 2,5 mM KCI
Festmedien wurden durch Zugabe von 1,5% (w/v) Agar hergestellt. Selektionsmedien
enthielten sterilfiltriert 100 ug/ml Ampicillin oder 60 ug/ml Kanamycin, das den

autoklavierten Medien nach Abkuhlung auf ca. 60°C zugesetzt wurde.
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3.1.6 Medien fur die Hefekultur

YPD 2% (w/v) Difcopepton, 1% (w/v) Hefeextrakt, 2% (w/v) Glucose
(bzw. 2% (w/v) Galaktose oder 1% (w/v) Glucose mit 1% (w/v)
Raffinose)

SD 6,7% (w/v) N2-Quelle fur Hefen ohne Aminoséduren, 100 ml 10 x

Aminoséurelésung, 2% (w/v) Glucose (bzw. 2% (w/v) Galaktose

oder 1% (w/v) Glucose mit 1% (w/v) Raffinose)

Selektionsmedien enthielten wahlweise eine oder mehrere spezifische Aminoséuren

nicht. Festmedien wurden durch Zugabe von 2% (w/v) Agar hergestellt. Alle Medien

wurden autoklaviert und die Supplemente erst nach vorheriger Sterilfiltration zugeflgt.

3.1.7 Antikorper

Primére Antikorper:
anti-Cyclin E1 (Klon HE12)

anti-GST, Kaninchenantiserum gerichtet gegen GST
anti-HA.11 (Klon 16B12)

anti-FLAG

anti-p21, Kaninchenantiserum gerichtet gegen

die letzten 19 C-terminalen AS von humanem p21
anti-p27, Kaninchenantiserum gerichtet gegen

die letzten 19 C-terminalen AS von humanem p27
anti-p57 (C-20), Kaninchenantiserum gerichtet gegen
die letzten 20 C-terminalen AS von humanem p57
anti-p57G (C-20), Ziegenantiserum gerichtet gegen
die letzten 20 C-terminalen AS von humanem p57
anti-p57 (H-91), Kaninchenantiserum gerichtet gegen
die AS 45-135 von humanem p57

anti-FHL2, monoklonaler Antikorper (Klon 11-134)

anti-FHL2, Kaninchenantiserum gerichtet gegen die
ersten N-terminalen AS von humanem FHL2

Labor Ed Harlow, Harvard,
USA

Labor Ludger Hengst
Babco, Richmond, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Labor Roland Schiile,
Regensburg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg
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anti-PSTAIRE, monoklonaler Antikdrper gerichtet
gegen die PSTAIRE-Region Cyclin-abhéngiger Kinasen

Sekundare Antikorper:
Goat anti-Mouse 1gG, (H+L), Peroxidase-gekoppelt
Goat anti-Rabbit 1gG, (H+L), Peroxidase-gekoppelt

Donkey anti-Goat 1gG, Peroxidase-gekoppelt

Goat anti-Mouse 1gG, (H+L), FITC-gekoppelt

Goat anti-Rabbit 1gG, (H+L), FITC-gekoppelt

Goat anti-Mouse 1gG, (H+L), AlexaFluor488-gekoppelt
Goat anti-Rabbit 1gG, (H+L), AlexaFluor488-gekoppelt
Goat anti-Mouse 1gG, (H+L), Rhodamin-gekoppelt

Goat anti-Rabbit 1gG, (H+L), Rhodamin-gekoppelt

3.1.8 DNA-Oligonukleotide

Dulic et al., 1992

Pierce, Rockford, USA
Pierce, Rockford, USA
Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove,
USA

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove,
USA

Mobitec, Gottingen
Mobitec, Gottingen
Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove,
USA

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove,
USA

DNA-Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und

Metabion (Martinsried) bezogen.

Primer-DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation und Mutagenese von p27 und

p27-Fragmenten:

Primer DNA-Sequenz

LHSD37 5'-GGATCCGGGAGACATATGTCAAACGTGCG-3

LHSD40 5-GGAGTCTTCTGCAGTTTGCATTACTATCCCTAGG-3
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Primer-DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation und Mutagenese von p21 und

p21-Fragmenten:

Primer

DNA-Sequenz

p21-Ct-ATG-Ndel

5'-CTACCTTCATATGGGGCCC-3'

p21 Stop-Rev

5'-GGCGGATTAGGGCTTCCTC-3'

Primer-DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation und Mutagenese von FHL2 und

FHL2-Fragmenten:

Primer

DNA-Sequenz

forFHL2-1-95

5'-GAAAAGCCAGTACTCCATATGACTGAGC-3'

forFHL2-97-279

5'-GACTGCGATATCCATATGTACTCATCC-3'

forFHL2-158-279

5'-GAGATATCACATATGATGCAGTGCGTTC-3'

forFHL2+ATGECcoRI

5'-GCCAGGGAATTCAATGACTGAGCG-3'

forFHL2+Ndel

5'-GCCAGAATTCCATATGACTGAGCG-3'

revFHL2-1-95

5'-CATTCCTAGATCTTGGATCAGTACTCG-3'

revFHL2-1-157

5'-CATGGCAAGATCTTTCTAATAGCAGG-3'

revFHL 2-Stop

5'-GTGTTGTCGACAGATGTCTTTCC-3'

revFHL2-97-216

5'-GCACAGATCTTGGCCTACAAGTCACAG-3'

revFHL2+TGABamHI

5'-CTGGGATCCATTCAGATGTCTTTC-3'

Primer fir siRNA

DNA-Sequenz

forFHL2-64-2

5'-GATCCCCCAACATGCCATGCAGTGCGTTCAAGAGACGCACT
GCATGGCATGTTGTTTTTGGAAA-3'

forFHL2-64 5'-GATCCCCCTCAGTGGTGGACAAGCCCTTCAAGAGAGGGCTT
GTCCACCAGTGAGTTTTTGGAAA-3'
revFHL2-64 5'TTTCCAAAAACTCACTGGTGGACAAGCCCTCTCTTGAAGGGC

TTGTCCACCAGTGAGGGGGATC-3'

revFHL2-64-2

5'-AGCTTTTCCAAAAACAACATGCCATGCAGTGCGTCTCTTGAA
CGCACTGCATGG-3'

Primer-DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation und Mutagenese von pS7 und

pS7-Fragmenten:

Primer

DNA-Sequenz

forp57+421Ndel/BamHI

5'-CCTAGGATCCATATGCCGGCC-3'

forp57+706Ndel/BamHI

5'-GGGGATCCCGGCCATATGCCTC-3'

forp57+NdeKEcoRI

5'-GCGAATTCACATATGTCCGACGCG-3'

forpS7-Nt+ATG

5'-GGAATTCATATGTCCGACGCGTCC-3'

forp57-Ct+320

5'-GCTGCCGAATTCATATGGCGCCGCG-3'

forp57-ATG

5'-AGCCCCGGCATATGTCCGA-3'

revpS7-TAG

5'-TTGGCTCACCGCAGCCTCT-3'

revp57-Nt+330

5'-CCGCGAGGATCTACGGCGCCAGCAG-3'

revp57-Ct-TGA

5'-TCACCGCAGCCTCTTGCGCGGGG-3'

revp57+658BamHI

5'-GGGGATCCCTTGTTACGCCGC-3'

revp57+949BamH1

5'-CGCGGATCCTCACCGCAGCCT-3'

revp57-StopBamHI

5'-CGGCTGGATCCGACACCGCAGCC-3'
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Primer-DNA-Oligonukleotide zur Amplifikation und Mutagenese von ,,yeast two
hybrid‘‘-Plasmiden oder Hefe-Vektoren:

Primer DNA-Sequenz
Gal4DBfor 5'-TCATCGGAAGAGAGTAGT-3'
Gal4DBrev 5'-CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC -3'
forpACT?2 5'-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3'
revpACT?2 5'-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT-3'
forpAS2.1 5'-TCGGAAGAGAGTAGTAA-3'
revpAS2.1 5'-TCGTTTAAAACCTAAGAGTCA-3'
forTRP1+20 5'-GGTAGTTCTGGTCCATTGGTG-3'
revTRP1+570 5'-GCTTACATCAACACCAATAACG-3'

3.1.9 Plasmide

pACT2

pAS2.1

pBluescript SK (-)
pCMXpl2

pCR2.1

pCRI|

pCRII-TOPO
pCruz-HA
pCruz-OctA
pPEGFP-C2
pET-3a,11a, 24d, 28a
PEYFP-C1

PGEM-T,

pGEX-2T, -2TK, -5X2
pYES2

YDp-W

Die im ,yeast two hybrid“-Screen
cDNA* wurde bezogen von der

Clontech, Heidelberg

Clontech, Heidelberg

Stratagene, Heidelberg

Labor Roland Schiile, Freiburg
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Santa Cruz, Heidelberg

Santa Cruz, Heidelberg

Clontech Laboratories, Heidelberg
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden
Clontech Laboratories, Heidelberg
Promega, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Invitrogen, Groningen, Niederlande

eingesetzte Genbank ,,Human HelLa Matchmaker
Firma Clontech (Heidelberg). Im funktionalen

Hefesystem fand eine humane Genbank fir S. cerevisiae aus HepG2-Zellen

Anwendung.
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3.1.10 Bakterien- und Hefestamme

BL21(DE3) Escherichia coli B; F decm ompT hsdS(rg” mg’) gal A(DE3)

(Invitrogen, Karlsruhe)
DH5a F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl
hsdR17 (r< mk") SUpE44 A thi-1 gyrA96 relAl

(Invitrogen, Karlsruhe)

c13-ABYS-86 Saccharomyces cerevisiae MATa pral-1 prbl-1 prcl-1 cpsl-3
ura3-5 leu2-3, 112 his3
(gestellt von G. Sauer, Erlangen)

PJ69-4A Saccharomyces cerevisiae MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52
his3-200 gal4A gal80A LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2
met2::GAL7-lacZ
(gestellt von E. A. Craig, Madison, USA)

3.1.11 Eukaryontische Zellinien

293

293T

HelLa, Suspensionszellen

Hel a, adharente Zellen

HS68

MCF7

PC3

humane embryonale Nierenzellen 293

(ATTC-Nummer CRL-1573)

humane embryonale Nierenzellen 293, zusatzlich mit dem
grolRem T-Antigen des SV-40 Virus transformiert
(ATTC-Nummer CRL-1573)

menschliche Cervix-Karzinomzellinie

menschliche Cervix-Karzinomzellinie

menschliche diploide Fibroblasten aus Neugeborenen-
Vorhaut (ATCC-Nummer CRL-1635)

adharente menschliche Brustdrisen-Epithelialzellen,
adenovirustransformiert (ATTC-Nummer HTB-22)
humane Prostata-Karzinomzellinie

(DSZM-Nummer ACC465)
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Methoden zur Nukleinsaurechemie

3.2.1.1 Nukleinsaure-Fallung
Eine walrige DNA-L6sung wurde mit 3 M Natriumazetat-Losung (pH 5,2) auf eine

Endmolaritat von 0,3 M eingestellt und mit dem 2,5-fachen VVolumen Ethanol oder dem
0,7-fachen Volumen Isopropanol versetzt. Die Féllung der Nukleinsdauren erfolgte fur

mindestens 30 min bei -80°C. Das Prazipitat wurde durch 20-miniitige Zentrifugation
bei 16000 g sedimentiert und mitausgefallenes Salz durch einmaliges Waschen mit 70%
Ethanol aus dem Nukleinsdure-Prazipitat entfernt. Das Sediment wurde an der Luft oder
unter Vakuum (Membran Vakuumpumpe MD8C, Vakuubrand, Wertheim) getrocknet
und in einem geeigneten Volumen ddH,0 bzw. TE-Puffer aufgenommen.

Das Verhéltnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm ist ein MaR fiir die Reinheit
einer Nukleinsdureldsung (bei pH 8,0) und sollte fiir DNA bei etwa 1,8 und fur RNA
bei etwa 2,0 liegen.

3.2.1.2 Photometrische Konzentrations- und Reinheits-

bestimmung von Nukleinsauren
Zur Konzentrationsbestimmung wurde die walrige DNA-LGsung um einen geeigneten
Faktor verdinnt und die Absorption in Quarzkivetten im Spektralphotometer
(Spectrophotometer DU 640, Beckman, Minchen) bei 260 nm gemessen. Die
gemessenen Werte sollten dabei nicht unter 0,15 liegen, um die MeRBungenauigkeit des
Gerates zu minimieren. Eine OD2go von 1 bei in Wasser geldster doppelstrangiger DNA

entspricht dabei einer Konzentration von 50 ug/ml.

3.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

Kleine Mengen Plasmid-DNA aus E. coli wurden mittels zweier unterschiedlicher
Préparationsverfahren erhalten.
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In einer schnellen und effizienten, aber mit grofReren Verunreinigungen der Plasmid-
DNA behafteten Methode wurden 4 ml LB-Medium in einem Reagenzglas mit einer
einzelnen Bakterienkolonie beimpft und 14 bis 18 h bei 37°C und 220 Upm geschiittelt.
Aus den Ubernachtkulturen wurden schrittweise aus je 2 ml durch wiederholte
Zentrifugation fir jeweils 1 min bei 16000 g und RT die Zellen sedimentiert. Nach
Dekantieren des Mediums wurde das Sediment in 300 ul Puffer P1 resuspendiert und
die Bakterienzellen durch Zugabe von ebenfalls 300 ul Puffer P2 und 5-minitige
Inkubation bei RT aufgeschlossen. Nach Neutralisation des Ansatzes und Abstoppen
der Lysereaktion durch 300 ul Puffer P3 konnten Proteine und andere Zellbestandteile
sowie die daran haftende chromosomale DNA durch Zentrifugation bei 16000 g und
4°C fur 10 min abgetrennt werden. Die Plasmid-DNA wurde durch 10-mintige
Zentrifugation bei 16000 g und RT sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen, bei 60°C
im Heizblock oder einige Minuten unter Vakuum getrocknet und in 25 ul ddH,O geldst.
Die Ausbeuten lagen gewohnlich bei etwa 8-10 ug/ml Bakterienkultur.

Um DNA-Préparationen mit hoherem Reinheitsgrad bei jedoch geringerer Ausbeute zu
erhalten, wurde zum Teil eine Isolierung nach dem ,,Qiagen Plasmid Spin-Prep
Protocol* (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt. Der BakterienaufschluR3 erfolgte dabei
ebenfalls nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Die Praparation wurde gemafl den
Angaben des Herstellers bearbeitet, wobei abweichenderweise die Elution mit jeweils
30 uwl TE-Puffer/Wasser (1:1) durchgefiihrt wurde, und erlaubte eine Ausbeute an
Plasmid-DNA zwischen 2,5 und 10 ug/ml Bakteriensuspension.

Zur Isolierung grolRerer Mengen reiner Plasmid-DNA wurde der ,,Midi-, Maxi- oder
Giga-Plasmid Purification Kit* der Firma Qiagen (Hilden) nach den Empfehlungen des
Herstellers eingesetzt. Die solcherart praparierte DNA wurde zur Transfektion von
Gewebekulturzellen, zur in vitro-Translation und zur Transformation einer Genbank in

Hefezellen eingesetzt.

3.2.1.4 Restriktionsspaltung von DNA

Standardansétze zur Spaltung von Plasmid-DNA wurden geméaR den Empfehlungen der
Hersteller fir die gewahlte Nuklease durchgefiihrt. Dabei wurden pro 1 ug DNA 1 bis
3 U Restriktionsenzym eingesetzt. Um unspezifische Spaltaktivitat der Endonuklease zu
verhindern, wurde darauf geachtet, dal} das Reaktionsvolumen mindestens das 20-fache
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der in Glyzerin geldsten Enzyme betrug. Die Restriktionsspaltung erfolgte bei der vom
Hersteller fir das jeweilige Enzym angegebenen optimalen Temperatur fur 2 bis ggfs.
18 h. Die Reaktion wurde durch 20-mindtiges Erhitzen auf 75°C oder durch Zugabe von
1/10 Volumen 10 x DNA-Probenauftragspuffer beendet.

DNA-Doppelspaltungen erfolgten nach den Angaben des Herstellers oder wurden, falls

dies nicht mdglich war, sequentiell durchgefiihrt.

3.2.1.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um bei ungerichteten Plasmid-,,Insert“-Ligationen die Religation des Plasmids zu
unterdriicken, wurden die freien Enden des Plasmids vor der Ligation moglichst
vollstdndig dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde ohne Pufferwechsel direkt
an die Linearisierung durch die gewéhlte Restriktionsendonuklease angeschlossen.
Dazu wurde der Restriktionsansatz zundchst 1:1 mit ddH,O verdiunnt und mit 1/10
Volumen 10 x CIAP-Puffer und 1 U CIAP (,calf intestine alkaline phosphatase*,
Roche, Mannheim) pro ug eingesetztem Plasmid versetzt. Der Reaktionsansatz wurde
60 min bei 37°C inkubiert und die Dephosphorylierungsreaktion anschlieRend durch
Zugabe von 20 mM EGTA und 20-mindtiges Erhitzen auf 75°C oder durch Zugabe von
1/10 Volumen 10 x DNA-Probenauftragspuffer abgestoppt.

3.2.1.6 Glatten uberhangender DNA-Enden

Um die durch eine vorangegangene Restriktionsspaltung erzeugten 5'- bzw. 3'-
uberhédngenden DNA-Enden zu glatten, wurden die DNA-Strdnge nach Ausubel et al.
(1995) mit Nukleotiden aufgefillt bzw. Nukleotide wurden abgespalten und so in glatte
Enden Uberfihrt.

Dazu wurde eine DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment)-Behandlung der linearisierten
DNA direkt im Restriktionsansatz durchgefiihrt. Die im Restriktionsansatz aktiven
Enzyme wurden zundchst fir 10 min bei 75°C hitzeinaktiviert, der Ansatz auf Eis
abgekuhlt und auf eine Endkonzentration von 250 uM 2'-Desoxynukleotide eingestellt.
Nach Zugabe von 1 U Klenow-Fragment bzw. 1 bis 3 U T4-DNA-Polymerase pro ug
eingesetzter DNA wurde der Ansatz 30 min bei 14°C inkubiert und anschlieBend zur

Inaktivierung des Enzyms 10 min auf 75°C erwarmt.
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3.2.1.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verkniipfung eines DNA-Fragmentes mit einem Plasmidvektor tber kohasive
DNA-Enden wurden 50 bis 100 ng geschnittenes Vektor-Fragment und ein dreifacher
molarer UberschuR des einzubringenden DNA-Fragmentes mit 2 pl 10 x Ligasepuffer,
2,5 U T4-DNA-Ligase und ddH;O zu einem Endvolumen von 20 pl pipettiert. Der
Reaktionsansatz wurde eine Stunde bei RT oder lber Nacht bei 4°C inkubiert. Bevor
die ligierten Plasmide in geeignete kompetente Zellen transformiert wurden, erfolgte ein
Abstoppen der Ligationsreaktion durch Hitzedenaturierung des Enzyms bei 70°C fir 10

min.

3.2.1.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Agarosekonzentration des verwendeten Gels richtete sich nach der FragmentgroRe
der zu trennenden DNA-Molekiile und variierte zwischen 0,8 und 1,5% (w/v). Zur
Préaparation des Gels wurde die erforderliche Menge Agarose mit TBE-Puffer (mit 1
ug/ml Ethidiumbromid) versetzt und in der Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose
vollstandig gelost war. Die flussige Agarose wurde in eine GieBkammer gegossen und
ein Kamm zur Aussparung der Geltaschen eingesetzt. Nach Erstarren der Agarose
wurde das Gel in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit TBE Uberschichtet.
Die mit 1/10 Volumen 10 x DNA-Probenauftragspuffer versetzten DNA-Proben wurden
in die Geltaschen pipettiert und bei einer Feldstarke von 5-10 V/cm gemal ihrer
molaren Masse aufgetrennt (Elektrophoresis Power Supply EPS300, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg). Die Sichtbarmachung der resultierenden DNA-Banden
erfolgte unter UV-Durchlicht bei 320 nm, das Bandenmuster wurde digital
aufgenommen (ImageMaster VDS 1D, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

Restriktionsansatze, deren Spaltungsprodukte flr Ligationen vorgesehen waren, wurden
abweichend unter einer UV-Handlampe bei einer Wellenldénge von 365 nm

ausgeschnitten.

3.2.1.9Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgte abgewandelt nach
Tautz und Renz (1983). Die DNA-Bande wurde im UV-Durchlicht (365 nm) aus dem
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Gel ausgeschnitten. Das Gelstiick wurde in ein zur Halfte mit silanisierter Glaswolle
befllltes, am Boden durchbohrtes 0,5 ml-ReaktionsgefalR Gberfihrt. Dieses
Reaktionsgefall wurde in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal eingesetzt und die
DNA-haltige Flissigkeit durch Zentrifugation (16000 g, 5 min) aus dem Gel in das
Auffanggefal} zentrifugiert. Die Agarose wurde dabei durch die Glaswolle im oberen
Gefal} zuruckgehalten. Die gesammelte DNA-TBE-L6sung wurde entweder direkt fir
Ligationen weiterverwendet oder einer Isopropanolprazipitation unterzogen.

Alternativ fand der ,,Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) Anwendung. Die Effizienz
der Extraktion konnte in beiden Fallen anhand der Konzentrationsabschatzung
ungeschnittener Lamda-DNA (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach gelelektro-
phoretischer Auftrennung ermittelt werden.

3.2.1.10 Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung nach der
Didesoxy-Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem ,,Big Dye Terminator Cycle Sequencing RR
Kit“ (ABIPrism, Applied Biosystems, Warrington, UK) durchgefiihrt. Dieses Reagenz
enthélt Tag-DNA-Polymerase, dNTPs und mit unterschiedlichen Fluorophoren
markierte ddNTPs. Zu einem Standardansatz wurden 5 pmol Primer-DNA-
Oligonukleotid, 0,5 ug DNA, 4 ul Sequenziermix und das zum Endvolumen von 10 ul
fehlende Volumen ddH,O gemischt. Nach einer zweiminitigen Inkubation bei 96°C,
durchlief der Reaktionsansatz 40 Zyklen, jeweils bestehend aus einer
Denaturierungsphase von 30 s bei 96°C, einer Hybridisierungsphase von 15 s bei 50°C
und einer Synthesephase von 4 min bei 60°C. Die Auftrennung und Detektion der
Reaktionsprodukte wurde von einem hausinternen Service oder einem kommerziellen

Service-Anbieter durchgefiihrt.

3.2.1.11 Polymerase-Kettenreaktion
Zur selektiven Anreicherung von Nukleinsdurebereichen definierter Lange und Sequenz
und zur gezielten Einfihrung von Mutationen in eine gewinschte DNA-Sequenz in

vitro wurde die Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt.
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Eine Standardreaktion wurde in einem Endvolumen von 20 ul durchgefihrt, enthielt
stets 1 U Tag-DNA-Polymerase oder 1,5 U Pfu-DNA-Polymerase, 1/10 Volumen des
empfohlenen 10 x Polymerase-Puffers sowie neben 200 uM dNTPs auch je 100 pmol
von jedem der eingesetzten 5'- und 3'-Primer-DNA-Oligonukleotide. Von der DNA-
Matrize wurden zwischen 25 ng und 0,5 ug eingesetzt. Bis zum gewinschten
Endvolumen wurde mit ddH,O ausgeglichen. Nach einer zweiminitigen Inkubation bei
94°C durchlief der Reaktionsansatz wahlweise 12 bis 30 Zyklen, jeweils bestehend aus
einer Denaturierungsphase von 1 min bei 94°C, einer Hybridisierungsphase von 1 min
bei einer vorab berechneten Anlagerungstemperatur (i. d. R. 50-65°C) und einer
Synthesephase von 2 min/kb des zu amplifizierenden Plasmids bei 72°C. Anschliel3end
wurde der Reaktionsansatz auf 4°C abgekihlt und entweder mittels

gelelektrophoretischer Auftrennung Uberprift oder weiter enzymatisch modifiziert.

3.2.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.2.1 Herstellung chemisch transformationskompetenter

E. coli
50 ml LB-Medium wurden mit 500 pl einer stationdren Kultur von E. coli DH5a oder
BL21(DE3) beimpft und mit 200 bis 250 Upm bei 37°C im Schuttelinkubator bis zu
einer ODg,, von 0,5 bis 0,8 kultiviert. Der Kulturansatz wurde fir 5 min bei 2000 g und

4°C sedimentiert. Das Medium wurde dekantiert und das Bakteriensediment in 2 ml
eiskaltem TSS-Puffer vorsichtig resuspendiert. Nach einer halbstiindigen Ruhephase auf
Eis wurden 500 pl 80%iges (w/v) Glyzerin zugegeben und durch Auf- und
Abpipettieren vorsichtig gemischt. Abschlielend erfolgte die Aufteilung des Ansatzes
in Portionen von 100 pl pro vorgekiihltes Eppendorf-Reaktionsgefal’. Die kompetenten
Zellen wurden augenblicklich in flissigem Stickstoff schockgefroren und konnten bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.
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3.2.2.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterienzellen

Die kompetenten und bei -80°C gelagerten Zellen wurden fiir etwa 10 min auf Eis
aufgetaut und nach vorsichtigem Untermischen der Plasmid-DNA bzw. der
Ligationsreaktion fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 1 min bei
42°C im Wasserbad wurde der Transformationsansatz erneut einige Minuten auf Eis
gestellt. Um den Bakterien die Mdglichkeit der Erholung zu geben, wurden die Ansatze
auf 1 ml mit SOC-Medium aufgefillt und im AnschluB fir 45 bis 60 min bei 37°C im
Thermomixer unter kréftiger Bewegung geschdittelt. Die Bakterien wurden schonend bei
2000 g und RT in der Tischzentrifuge sedimentiert, das Medium bis auf etwa 100 ul
abgenommen. Die Bakterien wurden im Restmedium resuspendiert und das gesamte
Volumen auf die jeweiligen vorgewarmten Selektivagarplatten ausgestrichen. Die
Inkubation der Selektionsplatten erfolgte bei 37°C bis zum Erscheinen von

Bakterienkolonien.

3.2.2.3 Transformation elektrokompetenter Bakterienzellen

Durch Elektroporation lassen sich extrem geringe Mengen Plasmid-DNA, wie sie
beispielsweise nach einer Plasmid-Praparation aus Hefezellen erhalten werden, noch
effizient in Bakterien einbringen. Die tiefgefrorenen elektrokompetenten E. coli-Zellen
wurden fur etwa 10 min auf Eis aufgetaut. Der halbe Préparationsansatz aus einer Hefe-
Plasmid-Isolation, in idealerweise minimalem Volumen, wurde in jeweils ein auf Eis
gekihltes Eppendorf-Reaktionsgefall vorgelegt und nach Zugabe von 40 ul
Zellsuspension durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut untergemischt. Parallel
wurde als negative Kontrolle ein Ansatz mit 1-10 ul ddH,O mitgefuhrt. Sofort wurden
die Ansétze in spezielle, auf Eis vorgekiihlte Elektroporationskiivetten tberfiihrt und in
die Elektroporationskammer gestellt. Die Transformation erfolgte nach Gabe eines
Strompulses hoher Frequenz (Kapazitat des Kondensors: 25 uF, Geratewiderstand: 200
Q; angelegte Spannung: 2,48 V). Die optimale Puls-Dauer sollte dabei 4,8 msek
betragen. Sofort im AnschluB an den Puls wurde 1 ml SOC-Medium zur Zellsuspension
gegeben, das gesamte VVolumen mit einer Pipette aus der Kiivette abgenommen und in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal} gegeben. Die Bakterien konnten sich so fir 1 h bei 37°C
im Wasserbad erholen, und wurden im Anschlul} als gesamtes Volumen auf geeignete
Selektionsplatten ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C bebritet.



Material und Methoden 67

3.3 Hefegenetische Methoden

3.3.1 ,yeast two hybrid“-System

3.3.1.1 Das Prinzip

Das Prinzip eines ,yeast two hybrid“-Screens beruht auf der Moglichkeit,
eukaryontischer Transkriptionsaktivatoren in ihre funktionell unabhdngigen
Untereinheiten - eine DNA-bindende sowie eine transkriptionsaktivierende Domane -
zu zerlegen. Die derart getrennte DNA-bindende und die aktivierende Domane sind in
der Lage, eine sogenannte ,,upstream activating site“ (UAS) zu binden und das Ablesen
des nachgeschalteten Gens zu veranlassen, sofern beide Doménen in rdumliche Né&he
zueinander gebracht werden. Werden diese beiden Doménen durch rekombinante DNA-
Technologie an zwei interagierende Proteine fusioniert, und gelangen so die beiden
Domanen des Transkriptionsaktivators in die notwendige rdumliche Proximitat, bindet
der Transkriptionsfaktor an seinen spezifischen Promotor, und das nachgeschaltete Gen
wird transkribiert. Kann nun die Transkription dieses Gens gemessen werden, liegt ein
experimentelles System zum Wiederspiegeln von in vivo-Protein-Protein-
Wechselwirkungen vor (Fields und Song, 1989). Als Reportergene dienen im hier
angewandten System das ADEZ2, das HIS3 und das LacZ-Gen.

Fur den Screen fand das ,,Matchmaker Two Hybrid“-System der Firma Clontech
(Heidelberg) in leichter Modifikation Anwendung. Es basiert auf dem
Transkriptionsaktivator GAL4, dessen DNA-bindende Domane die GAL1-UAS erkennt.
An die GAL1-UAS schlieft sich ein minimaler Promotor und drei Reportergene (ADEZ2,
HIS3 und LacZ) an, lber die die Transkription und damit die Wechselwirkung zweier
Proteine getestet werden kann. Die beiden zu testenden Proteine missen in die beiden
Pendelvektoren pAS2-1 (enthalt die DNA-bindende Domane von GAL4) und pACT2
(enthélt die transkriptionsaktivierende Domane von GAL4) einkloniert und in die
Hefezelle eingebracht werden, so daB die entworfenen Fusionsproteine synthetisiert
werden konnen und eine Interaktion stattfinden kann. Grundséatzlich sind in den
verwendeten ,,two hybrid*“-Hefestimmen die Reportergene in das Genom integriert und
die genomische Kopie von GAL4 liegt deletiert vor.

Der in diesem Screen eingesetzte Hefestamm PJ69-4A bietet im Vergleich mit den

kommerziell erwerblichen Hefestdmmen den Vorteil eines weiteren Reportergens.
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Neben HIS3 und LacZ, dient hier auch das Gen fur die Adenin-Synthese, ADE2, als
Reporter. Es steht unter Kontrolle des GAL2-Promotors, an den auch die Bindedomane
von GAL4 binden kann, und erhéht somit signifikant die Stringenz des Screens.

3.3.1.2 Amplifikation einer S. cerevisiae-Genbank

Die Durchfuhrung des ,yeast two hybrid“-Screens erfordert die Expression von
Fusionsproteinen, bestehend aus einem humanen Protein und einem Teil des GAL4-
Transkriptionsaktivatorproteins. Dazu wurde eine in E. coli BNN132 transformierte
humane HeLa-cDNA-Plasmidgenbank fur S. cerevisiae (Clontech, Heidelberg) durch
Ausplattieren und Préparation der Plasmid-DNA amplifiziert. GemaR Herstellerangaben
umfalt die Plasmidgenbank 3,5 x 10° unabhingige cDNA-Klone mit einer
durchschnittlichen cDNA-L&nge von 2 kb. Die cDNAs liegen im Vektor pACT2
konstruiert vor. pACT2 tragt neben den zur Propagierung und Selektion in E. coli
notwendigen Kassetten das LEU2-Gen als Auxotrophiemarker, den ADH-Promotor
sowie -Terminator, dazwischen die Aktivierungsdoméne des GAL4-Proteins und eine
multiple Klonierungsstelle. Die pACT2-Plasmide mit den klonierten cDNA-Sequenzen
werden im weiteren als ,,prey* bezeichnet.

Durch Ausplattieren einer Verdunnungsreihe auf selektivem LB-Plattenmedium wurde
der Titer der Genbank auf etwa 8 x 10° cfu (,.colony forming units“)/ml E. coli
bestimmt. Zur Amplifikation von 1 x 10" Klonen muRten insgesamt 12,5 ul der E. coli-
Suspension ausgestrichen werden. Um ein gleichméaRiges Wachstum der Kolonien zu
gewahrleisten und damit die Représentativitdt der einzelnen Gene innerhalb der
Genbank zu erhalten, durfte die Anzahl der Kolonien pro Platte 80.000 nicht
ubersteigen. Entsprechend wurden die Bakterien auf 120 Platten mit einer ungefahren
Dichte von 75.000 cfu ausplattiert, tiber Nacht bei 37°C bis zum Erscheinen eines
gleichméligen Bakterienrasens inkubiert und mit je 2,5 ml LB-Medium von den Platten
geschabt. Die vereinigten 300 ml wurden auf 18 | LB-Selektivmedium verdinnt und fur
6 h bei 37°C und 220 Upm im Schittelinkubator weiterkultiviert. Die durch
Zentrifugation fur 10 min bei 4°C und 3000 g, in PBS gewaschenen und vereinigten
Bakteriensedimente wurden mittels ,,Giga Plasmid Purification Kit* der Firma Qiagen
(Hilden) aufgereinigt und die praparierte Plasmid-DNA auf eine Konzentration von 2,2

ug/ul eingestellt.
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3.3.1.3 Transformation einer Genbank in Hefezellen

Die Transformation einer Genbank in Hefezellen erfordert eine optimal maximierte
Transformationseffizienz, so daR hierfur die Methode zur Hefetransformation im
kleinen Malstab leicht modifiziert eingesetzt wurde.

20 ml einer Ubernachtkultur in Voll- oder Selektionsmedium wurden 1:10 in
entsprechendem Medium verdinnt und bis zu einer ODgy von 0,6 bei 30°C unter
kraftigem Schitteln kultiviert. Die Zellen wurden fir 5 min bei 1000 g und RT
sedimentiert und nachfolgend in 25 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,4 gewaschen, erneut
zentrifugiert und diesmal in 10 ml 100mM Lithiumazetat, 10 mM Tris-HCI-L6sung
(LiT) resuspendiert. Wihrend 40-minitiger Rotation auf dem Uberkopfschiittler bei RT
konnten sich die Zellen erholen und wurden dann bei 1000 g nochmals fir 5 min
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 800 ul LiT-L6sung aufgenommen und die Zellen
durch kraftiges Mixen (,,Vortexen®) voneinander getrennt. Einer frisch bereiteten
sterilfiltrierten Losung von 50 ul LiT, 50 ul denaturierte und gescherte Heringsperma-
DNA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) und der zu transformierenden Plasmid-DNA
wurden 400 ul Zellsuspension zugefiigt und vorsichtig mit der Pipette gemischt. Der
Ansatz wurde 10 min auf dem Drehrad bei RT inkubiert, mit 300 ul 40%igem PEG in
LiT versetzt und sorgfaltig durch mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefélies
gemischt. Nach weiteren 10 min auf dem Drehrad erfolgte die Transformation durch
Zusatz von 15 ul sterilem DMSO und Hitzeschock bei 42°C fir 10 min. Die Zellen
wurden anschieBend kurz bei maximaler Geschwindigkeit sedimentiert, der Uberstand
verworfen, die Zellen in 500 ul YPD-Medium resuspendiert und so eine Stunde lang bei
RT ohne Schitteln wachsen gelassen. Nach einer Zentrifugation bei 1000 g fur 5 min,
wurde das Sediment in 1 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,4 gewaschen, die Zellen nochmals
abzentrifugiert, in 1,5 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,4 resuspendiert und jeweils Aliquote
von 50 ul auf vorgewdrmte Selektionsplatten ausgestrichen. Die Bebriitung erfolgte bei

30°C in Hefeinkubator bis zum Erscheinen von Einzelkolonien nach etwa 4 Tagen.

3.3.2 Transformation von Hefezellen im kleinen MaBstab
Die Transformation von Hefen wurde in leicht abgewandelter Form nach der ,,small-
scale lithium acetate yeast transformation procedure” der Firma Clontech (Heidelberg)

durchgefuhrt.
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Bei -80°C lagernde Glycerolstocks einzelner Hefekulturen wurden zundchst auf einer
YPD- oder SD-Platte durch Ausstreichen vereinzelt und fir 4 bis 6 Tage bei 30°C im
Inkubator kultiviert. Mit einer Einzelkolonie der Platte wurden wahlweise 30 bis 250 ml
YPD- oder Selektionsmedium beimpft und die Kultur ein bis zwei Tage bei 30°C und
160 Upm im Schittelinkubator bis zu einer optischen Dichte ODggo von 0,4 bis 0,6
angezogen, so daR sie sich in der mittellogarithmischen Wachstumsphase befanden. 5
ml der Hefezellen wurden bei 1000 g und RT fiir 5 min abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen, die Zellen einmal in 1 ml 0,1 M LiAc/TE pH 7,5 gewaschen und schlieRlich
in 100 ul 1 M LIiAC/TE resuspendiert. Zwischenzeitlich wurde die zu transformierende
Plasmid-DNA (1-2 ug) mit je 10 ug gescherter und fir 5 min bei 96°C denaturierter
Carrier-DNA (,,hering sperm DNA®, #D6898 der Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in
einem Eppendorf-Reaktionsgefall gemischt und auf Eis abgeschreckt. 100 ul
Zellsuspension wurden zu jedem Ansatz pipettiert, durch mehrfaches Invertieren
gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe und Untermischen von 300 ul
50%iger frisch angesetzter und sterilfiltrierter PEG/LIAC/TE-LOsung erfolgte eine
einstundige Inkubation bei 30°C im Wasserbad. Die Hefezellen wurden durch
vorsichtiges Zutropfen von 34 ul sterilem DMSO auf den anschlieRenden Hitzeschock
bei 42°C fiir 5 min vorbereitet, im Anschluf3 fir einige Minuten auf Eis heruntergekdihlt,
mit 1 ml TE versetzt und dann bei 1000 g und RT fiir 4 min sedimentiert. Nach
Entfernung des Uberstandes erhielt jeder Ansatz 100 ul sterilen TE-Puffer und die darin
resuspendierten Zellen wurden gesamt auf vorgewédrmte Selektionsplatten ausplattiert.
Die Inkubation fand bei 30°C im Hefeinkubator bis zum Erscheinen von Einzelkolonien
statt, was in der Regel nach drei bis fiinf Tagen der Fall war. Die Transfektionseffizienz
betrug durchschnittlich 10*-10° Zellen/ug eingesetzter Plasmid-DNA.

3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefezellen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefezellen erfordert aufgrund der festen Zellwand
der Hefe, ihrer zumeist relativ grof3en Plasmide, die in geringer Kopienzahl vorliegen,
und der groReren Gefahr der Kontamination der Plasmid-Préparation mit genomischer
Hefe-DNA eine von der DNA-Isolation aus Bakterien abweichende Methode.

5 ml einer Hefe-Ubernachtkultur werden sequentiell bei 1000 g und RT fiir je 2 min in

einem 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl sedimentiert. Nach nicht quantitativem
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Abgielen des Mediums wurden die Zellen im Restmedium durch ,,Vortexen®
resuspendiert und mit 400 ul Hefe-AufschluBpuffer gemischt. Durch Zugeben von 400
ul Aqua Phenol sowie 0,6 g Glasperlen (& 0,45-0,52 mm, Roth, Karlsruhe) und
zweimintiges ,,Vortexen“ erreichte man den Aufbruch der Hefezellen, was sich unter
dem Lichtmikroskop tberprufen lieR. Zelldebris und ausgefallene Proteine konnten
durch 5-minditige Zentrifugation bei 16000 g und RT abgetrennt werden. Der waRrige
Uberstand wurde quantitativ abgenommen und in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefal tberfuhrt, die DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol bei RT geféllt und fir
10 min bei 14000 Upm und RT sedimentiert, einmal mit 70% Ethanol gewaschen, unter

Vakuum getrocknet und abschlielend in 20 ul TE/2 aufgenommen.

3.3.4 Herstellung stabiler Transformanten in S. cerevisiae und

experimentelle Genzerstorung (,,gene disruption®)

Die Entfernung eines offenen Leserahmens durch homologe Rekombination mit einem
selektierbaren Marker gehort in S. cerevisiae zu den Standard-Methoden. Die
gewunschte CDK-Inhibitor-cDNA wurde dabei jeweils aus dem Vektor fir die
transiente Transformation gemeinsam mit seinen flankierenden DNA-Abschnitten
(HIS3, Amp', pMB1lori, Cycl1TT, pGAL1) ausgeschnitten und inmitten der Sequenz des
Tryptophan-Gens des Vektors YDp-W (ber die Restriktionsschnittstellen Xbal-HindlIl1I
wieder eingefligt. Nach Amplifikation in E. coli wurde die gesamte DNA-Kassette
zusammen mit den nun flankierenden Bereichen des Tryptophan-Gens wieder
herausgeschnitten und direkt in kompetente S. cerevisiae transformiert. Im
transformierten DNA-Fragment liegt der neue Selektionsmarker (HIS3) zusammen mit
der CKI-Sequenz zwischen Sequenzen, die mit den flankierenden Bereichen des
Tryptophan-Gens bereinstimmen. Nach Transformation kénnen die flankierenden
Sequenzen mit dem Tryptophan-Gen im Hefe-Genom homolog rekombinieren und
dieses so disruptieren. Die Integration der Kassette wurde tber die Auxotrophiemarker
HIS3 sowie TRP1, die Integration an der gewinschten Stelle iber genomische PCR
nachgewiesen. Fir die PCR wurden die Primer so gewéhlt, dal3 einer innerhalb der
integrierten Kassette, der andere auBerhalb des deletierten Bereichs hybridisieren
konnte. Die Kenntnis der Sequenzen von Marker und Gen erlaubte eine VVorhersage
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uber die GroRe des entstehenden PCR-Produkts, weshalb die entsprechende GroRe

somit indikativ fur die Integration der Kassette an der gewiinschten Stelle war.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Kultivierung humaner Zellinien

Adhdrente Zellinien (293, 293T, HeLa, HS68, MCF7 und PC3) wurden in
Standardmedium bei 37°C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit von 95% (Hera cell,
Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) in Zellkulturschalen variabler GroRie kultiviert.
Das Medium fir HS68-Zellen wurde zusatzlich mit 1 mM Natriumpyruvat versetzt.
293-, 293T-, HeLa-, MCF7 und PC3-Zellen wurden alle zwei bis drei Tage vor
Erreichen der Konfluenz passagiert. Dazu wurden die Zellen zunachst mit PBS
gewaschen, mit 10 x Trypsin/EDTA von der Kulturschale abgel6st und in einer
Verdinnung von 1:3 bis 1:6 auf neuen Kulturschalen ausgesat. Zellzahlen wurden im
allgemeinen mittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. HS68-Zellen wurden
mehrere Tage bis mehrere Wochen, wahlweise unter Kontaktinhibition, kultiviert,
wobei das Medium alle drei Tage erneuert wurde. Bei Bedarf wurden die Zellen wie
beschrieben mit Trypsin/EDTA behandelt und in einer Verdinnung von 1:4 bis 1:8 in
neue Kulturschalen ausgebracht.

HeLa-Suspensionszellen wurden in Joklik's-Medium bei 37°C in Spinner-Flaschen
unter konstantem Ruhren angezogen. Die Zelldichte der Kulturen wurde durch tégliches
Verdiinnen mit frischem Medium zwischen 2,5 x 10° und 1 x 10° Zellen pro ml

gehalten.

3.4.2 Einfrieren und Auftauen von Gewebekulturzellen

Die Zellen wurden aus einer logarhythmisch wachsenden Population eingefroren. Dazu
wurden entweder Suspensionszellen abgenommen oder adhédrente Zellen mit
Trypsin/EDTA behandelt, in Medium aufgenommen, abzentrifugiert (300 g, 5 min) und
in Einfriermedium (90% (v/v) FCS und 10% (v/v) DMSO) resuspendiert. Je 1 ml der
Suspension wurden in ein Einfrierréhrchen abgefiillt, langsam im Isopropanolblock auf

-80°C (moglichst 1°C/min) abgekuhlt und zur dauerhaften Lagerung in flussigen
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Stickstoff iiberfiihrt. Das Auftauen der Zellen erfolgte schnell bei 37°C im Wasserbad.
1 ml aufgetaute Zellsuspension wurde mit 50 ml Standardmedium verdinnt, die Zellen
bei 300 g fur 5 min sedimentiert, in einem geeigneten Medienvolumen aufgenommen

und in eine Zellkulturflasche gewunschter Grof3e zur Weiterkultivierung uberfihrt.

3.4.3 DurchfluBzytofluorimetrie (FACS-Analyse)

Die DurchfluBzytofluorimetrie wurde eingesetzt, um die Verteilung von
Gewebekulturzellen auf die verschiedenen Phasen des Zellzykus zu analysieren.
Alternativ wurden zwei Methoden angewandt: erstens die einfache Farbung mit
Propidiumiodid, bei der die Zellen entsprechend ihres DNA-Gehaltes
fluoreszenzmarkiert werden, und zweitens die Doppelfarbung mit Propidiumiodid und
anti-BrdU-FITC-Antikorperkonjugaten, bei der DNA-synthetisierende Zellen zusatzlich
quantiviziert und sortiert werden kdnnen.

Zur Farbung mit Propidiumiodid wurden trypsinbehandelte adhérente Zellen (jeweils
0,5 x 10° bis 1 x 10° Zellen) in 2 ml Standardmedium aufgenommen. Die Zellen wurden
fur 5 min bei 300 g abzentrifugiert, in PBS resuspendiert, erneut abzentrifugiert und
anschlief’end in 300 pl eiskaltem PBS resuspendiert. Unter kontinuierlichem Mischen
(,Vortexen®) wurde nun 1 ml eisgekihlte 1%ige (w/v) Paraformaldehydldsung
zugetropft. Die Suspension wurde fur 20 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fir 5
min bei 300 g zentrifugiert. Der Niederschlag wurde einmalig in 1 ml PBS gewaschen
und nach erneuter Zentrifugation in 300 ul PBS aufgenommen. Nach Zugabe von
ebenfalls 300 pl PI-Farbelésung wurden die Zellen 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert
und im AnschluR die Einlagerungsreaktion durch Kuhlen auf Eis zum Erliegen
gebracht. SchlielRlich konnten die Proben mit Hilfe eines DurchfluRzytofluorimeters
(FacsCalibur, Becton Dickinson) bei einer Anregungswellenlange von 488 nm

analysiert werden.

3.4.4 Transiente Transfektion von Gewebekulturzellen

Immunoprazipitationen und Reportergenanalysen wurden anhand von humanen

Gewebekulturzellen durchgefihrt, in die vorab mittels transienter Transfektion
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geeignete Plasmide eingebracht worden waren, und die somit die gewiinschten Proteine
oder Proteinchimdren exprimierten.

Adhérente HelLa-Zellen oder PC3-Zellen wurden mit dem Reagenz ,,SuperFect”,
»Effectene Transfection Reagent“-Kit (Qiagen, Hilden) oder dem ,,Lipofectamine 2000
Reagent” (Life Technologies, Karlsruhe) geméall den Angaben des Herstellers
transfiziert.

Zur Kontrolle der prozentualen Transfektionseffizienz wurden die Zellen bisweilen
unter identischen Bedingungen mit pEGFP-C2 kotransfiziert, einem Plasmid das fur
eine Variante von GFP (,green fluorescent protein®) kodiert. Der Anteil der

transfizierten Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch bestimmt.

293- und 293T-Zellen wurden gemal} der Calciumphosphat-Methode (Wigler et al.,
1979) transfiziert. Hierzu wurden die Zellen 24 h vor der Transfektion in einer Dichte
von 2 x 10° Zellen/,6-Loch“-Zellkulturschale ausgesit. 5 ng Luziferase-
Reportergenplasmid (Derivate von pGL3 Control), 500 ng pSV-p-Gal und 0,1 bis 2 ug
eines eukaryontischen Expressionsplasmids (pCMX) wurden auf 150 pl mit ddH,O
verdinnt und mit 16,7 ul 2,5 M CaCl, gemischt. Zu dieser Losung wurden 167 pl 2 x
HBS unter permanentem kréftigem Mischen langsam zugetropft. Die Mischung wurde
zur Bildung der Calciumphosphat-DNA-Koprazipitate mindestens 30 min bei RT
inkubiert und anschlielRend tropfenweise zu den Zellen gegeben. Vier bis sechs Stunden
spater wurde das Transfektionsmedium abgenommen und gegen das Standardmedium
ausgetauscht. Die Ernte erfolgte geméall dem Versuchsplan 24 bis 96 h nach der
Transfektion.

Fur Immunoprazipitationen wurden 293T-Zellen jeweils frisch aufgetaut und ausgesat,
einen Tag vor der Transfektion etwa 1:2 bis 1:3 gesplittet und in groRere
Zellkulturschalen (15 mm) so ausgebracht, daR sie am Tag der Transfektion
optimalerweise eine Konfluenz von 30 bis 40% aufwiesen. In 15 ml Falcon-Réhrchen
wurden 2160 pl ddH,O mit dem einzubringenden Plasmid (oder Plasmiden) steril
vorgelegt. Der Ansatz wurde mit 240 pl 2,5 M CaCl, versetzt und kurz geschiittelt.
Nach Untermischen von 2,4 ml 2 x HBS-LOsung durch Zutropfen unter
kontinuierlichem ,Vortexen“, wurde 30 min bei RT inkubiert und dann die
Transfektionslosung vorsichtig zu den Zellen pipettiert. Mediumwechsel erfolgte nach
4-stiindiger Inkubation bei 37°C, die Ernte der Zellen, soweit nicht anders angegeben,
48 h nach der Transfektion.
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3.4.5 Transaktivierungsassay

Zur Bestimmung der Koaktivatorfunktion von Proteinen auf den Androgen-Rezeptor
(AR) wurde ein sogenannter Transaktivierungsassay durchgefiihrt. Dabei wurden 293T
bzw. PC3-Zellen in ,,DMEM high glucose“-Medium mit 10% ,,double stripped fetal calf
serum*, das nur noch einen minimalen Anteil an Androgenen und Ostrogenen aufwies,
in ,,6-Loch“-Schalen bis zu einer Dichte von 1 x 10° Zellen/Schale angezogen. Die
Transfektion der Zellen erfolgte gemaR dem , Effectene Transfection Reagent*-
Protokoll (Qiagen, Hilden). Jeder Ansatz wurde als Duplett bearbeitet und dabei mit den
folgenden verschiedenen Plasmiden infiziert: 500 ng MMTV-Luc (Luziferase-
Reportergen unter Kontrolle des MMTV-Promotors), 30 ng pSG5hAR (Androgen-
Rezeptor-Expressionskonstukt), 500 ng pSVp-Gal (p-Galactosidase-Reportergen unter
Kontrolle des SV40-Promotors), 100 ng FHL2pCMX (Expressionskonstrukt fir FHL2)
sowie wahlweise 100 ng p57pCMX (Expressionskonstrukt fir p57). Die Gesamt-DNA-
Menge wurde in jedem Ansatz konstant bei 4 ug gehalten, Ausgleich erfolgte mit dem
Leervektor pCMX. 4 Stunden nach der Transfektion wurde das Medium abgenommen,
1 x mit PBS gewaschen und 4 ml neues Medium zupipettiert. Jeweils einem Ansatz des
Dupletts wurde das synthetische Androgen R1881 in einer Endkonzentration von 107 M
zugesetzt, der verbleibende Ansatz wurde zur Kontrolle nur mit der gleichen Menge
70% Ethanol versetzt. 24 h nach der Transfektion erfolgte die Ernte der Zellen unter
Zugabe von Lysis-Puffer zur Bestimmung der Reportergenaktivitéten.

3.4.6 Bestimmung von Reportergenaktivitaten

Zur Praparation von Lysaten, die fir die Messung von Reportergenaktivitaten
vorgesehen waren, wurden transient transfizierte Zellen einer ,,6-Loch“-Platte zweimal
mit 1 ml PBS gewaschen und mit 300 pl Lysepuffer von der Kulturschale
aufgenommen. Wenn aus der gleichen Kultur auch RNA prépariert werden sollte,
wurden die Zellen durch Trypsinierung von der Schale geldst, in Medium
aufgenommen, abzentrifugiert und in zwei Aliquoten separat weiterbehandelt.

Zellen, die mit Derivaten von pGL3 Control transfiziert worden waren, wurden in
»Passive Lysis Buffer“ (Promega, Mannheim) aufgeschlossen und die Aktivitat der
Leuchtkafer (Photinus pyralis)-Luziferase wurde mit dem ,,Luciferase Assay System®
(Promega, Mannheim) bestimmt. Dabei wurde jeweils nach den Angaben des
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Herstellers verfahren. Die p-Galaktosidaseaktivitat der Extrakte wurde gemessen, um
Variationen der Transfektionseffizienz zu nivellieren (Sambrook et al., 1989). Dazu
wurden 50 pl Extrakt mit 100 pl des jeweiligen Lysepuffers verdiinnt. Nach Zugabe von
150 ul B-Gal-Substratldsung wurden die Reaktionsansétze solange bei 37°C inkubiert
bis eine deutliche Gelbfarbung zu beobachten war. AnschlieRend wurden jeweils 300 pl
1 M Tris (uneingestellter pH) zugesetzt, um die enzymatische Reaktion abzustoppen.
Als MaR fir die p-Galaktosidaseaktivitat wurde die Extinktion bei 420 nm im

Luminometer gemessen.

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Grundlegende Standardmethoden

3.5.1.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach drei alternativen Methoden.
Die Proteinkonzentration von Gesamt-Zellysaten wurde durch Messung der Extinktion
bei 280 nm ermittelt (OD.go von 1 entspricht dabei 1 mg/ml). Die Konzentration und der
Reinheitsgrad von gereinigten, rekombinanten Proteinen wurde auch mittels SDS-
PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung des Gels abgeschatzt. Als Standard
diente  BSA in definierten Mengen. In allen {brigen Fé&llen wurden
Proteinkonzentrationen mit Hilfe des ,,Micro BCA Protein Assay Reagent Kit“ (Pierce,

Rockford, USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt.

3.5.1.2 Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen oder Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht
erfolgte elektrophoretisch mit Hilfe der sogenannten SDS-PAGE. Bei der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) werden Proteine zundchst in
einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und anschlieBend in einem
héherprozentigen Trenngel nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Eingesetzt wurden

homogene Trenngele (8%, 12% und 15%). Das Trenngel war jeweils mit einem 1 cm
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hohen 4%igen (w/v) Sammelgel uberschichtet. Nach Polymerisation wurde das Gel in
eine Vertikal-Elektrophoresekammer eingebaut und die Reservoirs mit SDS-
Elektrophoresepuffer befullt. Vor dem Auftragen wurden die zu ladenden
Proteinlésungen mit 2 x oder 10 x SDS-Probenpuffer versetzt und die Proben zur
Trennung von Dimeren oder Aggregaten fiir 5 min bei 97°C gekocht. Die
Elektrophorese erfolgte bei 10 bis 20 V/cm.

Coomassie-Farbung von Proteingelen

Um die nach ihrem Molekulargewicht elektrophoretisch aufgetrennten Proteinbanden
sichtbar zu machen, wurde das SDS-Gel fur 30 min bei RT auf dem Taumler in
Coomassie-Farbeldsung inkubiert, anschlieRend solange in Entfarbeldsung (25% (v/v)
Methanol, 7% (v/v) Essigsaure) geschwenkt bis einzelne Banden erkennbar wurden.
Das Gel wurde 10 bis 20 min in Geltrockenlésung geschwenkt (20% (v/v) Ethanol, 5%
(v/v) Glyzerin), in Zellophanfolie eingespannt und nach Austrocknen digital

dokumentiert.

Autoradiographie von Elektrophoresegelen

Zur Sichtbarmachung radioaktiv (mit [*’P] oder [**S]) markierter Proteine wurden die
Gele zur Verminderung des radioaktiven Hintergrundes zweimal fur 30 min in 25%
(v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigséure gewaschen, auf eine Lage Filterpapier tberfihrt,
mit Klarsichtfolie abgedeckt und bei 80°C unter Vakuum getrocknet. Die getrockneten
Gele wurden zur Verstarkung der radioaktiven Signale in ,, Transcreen HE“- (fiir [*?P])
oder , Transcreen LE“- (fiir [*°*S])Verstarkerfolie (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) eingeschlagen und bei -80°C fir wenige Stunden bis mehrere Tage gegen

einen Rontgenfilm exponiert.

3.5.2 Praparation von Gesamt-Zellysaten

Zellen, die zur Préaparation von Gesamt-Zellysaten dienten, wurden durch Behandlung
mit Trypsin/EDTA oder durch Abschaben mit einem Zellschaber von der Unterlage
ihrer Kulturschalen gel6st, 5 min bei 300 g abzentrifugiert und zweimal mit PBS
gewaschen. Das Sediment wurde in IP-Puffer resuspendiert und durch
Ultraschallbehandlung (Labsonic U, Ultraschallhomogenisator, B. Braun, Melsungen)
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mit 3 x je 7 Pulsen (0,80) auf Eis aufgeschlossen. Der Rohextrakt wurde anschliel3end
fur 45 min bei 100000 g und 4°C in der Ultrazentrifuge abzentrifugiert.

3.5.3 Gekoppelte in-vitro-Transkription und -Translation von

Proteinen

Zur gekoppelten in vitro-Transkription und -Translation von Proteinen wurde der
»TNT-Sp6/T7 coupled Trancription/Translation Assay“-Kit der Firma Promega
(Mannheim) nach deren Angaben verwendet. Die zur Translation verwendeten
Konstrukte enthielten einen T7-Promotor und leiteten sich von pBluescript SK(-),
pET28a oder pT3T7U18 ab. Zur radioaktiven Markierung wurde [**S]-Methionin
verwendet. Ein typischer Reaktionsansatz hatte folgende Zusammensetzung:

1 pul Plasmid-DNA (1 pg/ul), 2 ul [**S]-Methionin (10 uCi/ul), 1 ul Aminosaure-
mischung ohne Methionin, 1 pl RNasin, 25 ul ,,TNT-T7 Quick Reticulocyte Lysate*, 1
ul 10 x TNT-Reaktionspuffer und 1ul TNT-T7-RNA-Polymerase. Die Reaktion wurde
mit ddH,O auf 50 ul aufgefullt, fir 90 min bei 30°C inkubiert und anschlieBend in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Zur Uberpriifung der Proteinexpression wurde ein
Aliquot von 1 ul der Reaktion mittels SDS-PAGE und anschlieRender Autoradiographie

analysiert.

3.5.4 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Zur Expression von rekombinanten Proteinen wurden die entsprechenden Plasmid-
Konstrukte (in pET28a) in den E. coli-Stamm BL21(DE3) transformiert und mit einer
Einzelkolonie 50 ml antibiotikahaltiges Superbroth-Medium beimpft. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase wurde bei einer ODggo von 0,6 mit 1 mM IPTG die
Proteinexpression induziert. Nach 4 h bei 37°C bzw. 18-22 h bei 25° wurden die Zellen
bei 5000 g fur 10 min bei 4°C abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen, direkt weiter

aufgearbeitet oder bei -20°C gelagert.
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3.5.5 Affinitatsreinigung von GST- und His-Fusionsproteinen

Abhéngig von der Art der Expression der gewiunschten Proteine oder
Proteinfusionskonstrukte in E. coli, entweder in unléslicher Form in ,inclusion bodies*
oder sezerniert in l@slicher Form, wurden zwei unterschiedliche Methoden der
Aufreinigung durchgefihrt. Der ZellaufschluRR erfolgte jedoch bei beiden Methoden
gleichermalien.

Das gewaschene und bei -20°C gelagerte Bakteriensediment wurde in 150 mM NacCl,
10 mM Tris-HCI pH 8,0, 2,5 mM p-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, je 10 ug/ml
Aprotinin, Pepstatin A, Leupeptin auf Eis resuspendiert und die Zellen mittels
Ultraschall (Labsonic U, Ultraschallhomogenisator, B. Braun, Melsungen) wéhrend 3 x
15 Pulse (0,7) aufgebrochen. AnschlieRend wurden Zelltrimmer, Nukleinsguren und
~inclusion bodies* bei 100000 g und 4°C fiir 1 h abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und zur weiteren Bearbeitung auf Eis gehalten, das Sediment in fliissigem
Stickstoff schockgefrostet und bei -80°C gelagert. Alternativ wurden GST-
Fusionskonstrukte nach Zugabe von oben aufgefiihrtem Puffer auf Eis aufgetaut, mit 1
mg/ml Lysozym versetzt, 1 h auf Eis inkubiert und wie oben zentrifugiert und
aufbewahrt.

3.5.5.1 Native Reinigung von Proteinen uber Nickel-Chelat- oder

Glutathionsepharose-Affinitatschromatographie
Der von Zelldebris befreite Uberstand wurde mit etwa 1 mg mit Puffer
voraquilibriertem ,,ProBond Nickel-Chelating Resin* (Invitrogen, Groningen,
Niederlande) pro 10 mg rekombinantem Protein versetzt und die Aufschlammung fur 2
h bei 4°C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 300 g und
4°C fur 1 min wurde das Uber seinen His-,tag* an das Ni*-Resin gebundene Protein
dreimal mit Waschpuffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 2,5 mM -
Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, je 10 ug/ml Aprotinin, Pepstatin A, Leupeptin, 10 mM
Imidazol) gewaschen und anschliefend mit Elutionspuffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris-
HCI pH 8,0, 2,5 mM B-Mercaptoethanol, 1 mM PMSF, je 10 ug/ml Aprotinin, Pepstatin
A, Leupeptin, 300 mM Imidazol) von der Immobilisierungsmatrix eluiert. Die
proteinhaltige Losung wurde zur Abtrennung von Salzen bzw. zur Umpufferung Gber

Nacht bei 4°C gegen ein Volumen von 3 x 0,5 | unter kontinuierlichem Ruhren
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dialysiert (Spectra/Por molecularporous membrane tubing, Spectrum Laboratories,
USA) und gegebenenfalls eingeengt (Centricon, Zentrifugenfiltereinheiten,
Ultrafiltration mit Amicon Ultrafiltrationszelle). Die Proteinkonzentration wurde
spektralphotometrisch bei einer Extinktion von 280 nm bestimmt und der Reinheitsgrad
anhand gelelektrophoretischer Auftrennung ermittelt. Die Proteinlésung wurde
aliquotiert in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -
80°C gelagert.

Die Reinigung von GST-Fusionsproteinen wurde analog Uuber eine
Glutathionsepharosematrix (Glutathione Sepharose 4B, Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) durchgefuhrt. Die Elution des immobilisierten Proteins erfolgte hierbei mit 20
mM Glutathion bei pH 8,0.

3.5.5.2 Denaturierende Reinigung von Proteinen uber Nickel-
Chelat- oder Glutathionsepharose-Affinitatschromato-
graphie
Um die unloslichen Proteine der ,,inclusion bodies” aufzureinigen, wurde zundchst das
nach dem Abzentrifugieren des Zellaufschlusses entstandene Sediment gewaschen, die
»inclusion bodies* aufgeschlossen, die denaturierten Proteine affinitatsgereinigt und
schlieBlich renaturiert.
Zur Abtrennung der ,,inclusion bodies“ von verunreinigenden Membranlipiden und -
proteinen wurde das Sediment zunéchst zweimal in 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH
8,0, 5 mM EDTA und 0,5% (w/v) Triton-X-100, 0,5 mM PMSF fiir 15 min im Dunkeln
auf dem Drehrad gewaschen. Zu Beginn jeder Inkubation wurden zur Unterstltzung der
Solubilisierung die bakteriellen Membranen mittels Ultraschall aufgebrochen, und dann
jeweils 15 min bei 20000 g und RT abzentrifugiert. Das Sediment wurde zweimal in
150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM PMSF gewaschen und dabei von
EDTA und Detergensresten befreit. Zur Denaturierung des Proteins wurde das Sediment
in 8 M Harnstoff, 0,1 M Na-Phosphat, pH 8,0, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM PMSF
(pH auf 8,0 eingestellt) resuspendiert und Uber Nacht bei RT geruhrt. Der Harnstoff
brachte dabei das ausgefallene p57 wieder in Ldsung, so dal3 es durch anschlieRende
Zentrifugation bei 20000 g und RT fur 15 min von den ubrigen unléslichen Proteinen

abgetrennt werden konnte.
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Der Uberstand wurde auf eine mit Denaturierungspuffer (8 M Harnstoff, 0,1 M Na-
Phosphat, pH 8,0, 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5 mM PMSF; pH auf 8,0 eingestellt)
voraquilibrierte Nickel-Chelat-Matrix gegeben und 1-2 h auf einem Uberkopfrotator
inkubiert. Die immobilisierten Proteine wurden dreimal mit Denaturierungspuffer
gewaschen und mit 300 mM Imidazol in Denaturierungspuffer eluiert.

Zur Renaturierung von denaturierend affinitatsgereinigtem p57 erfolgte entweder eine
Reinigung uber einen Anionenaustauscher (siehe unten) oder eine stufenweise
Ruckfaltung des Proteins mittels Dialyse.

Dazu wurde das Eluat in einem Dialyseschlauch jeweils mindestens 4 h bei 4°C unter
Ruhren gegen eine Pufferlosung dialysiert, deren Harnstoffkonzentration schrittweise
um 2 M erniedrigt wurde. Der letzte Dialyseschritt erfolgte gegen 150 mM NacCl, 50
mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA und 0,1% (w/v) Triton-X-100, 2,5 mM -
Mercaptoethanol, 0,5 mM PMSF, je 10 ug/ml Aprotinin, Pepstatin A, Leupeptin.
Alternativ wurde das Protein an der Chelat-Matrix immobilisiert belassen, dort mit den
analog sinkenden Harnstofflosungen renaturiert und anschliefend mit 300 mM Imidazol

in Denaturierungspuffer von der Matrix eluiert.

3.5.6 lonenaustauscherchromatographie

Alternativ wurde zur weiteren Aufreinigung und Anreicherung von p57 eine
lonenaustauscherchromatographie mit immobilisierter Renaturierung und
anschlieBender Elution des renaturierten Proteins Uber einen Salzgradienten
durchgefihrt.

Fur die Chromatographie wurde mit Anionenaustauschersaulen an einem Aktapurifier
FPLC/HPLC-System (beides Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) unter Benutzung
der vom Hersteller fir die jeweilige Sdule angegebenen Sadulenlaufparametern
gearbeitet. Die Auswertung unterstiitzte das Programm Unicorn 3.00.

Zur Renaturierung von affinitatsgereinigtem denaturiertem p57 wurde 24 h gegen
Denaturierungspuffer (8 M Harnstoff, 25 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI pH 8,0) dialysiert
und die Proteinlosung dann auf eine mit Denaturierungspuffer voraquilibrierte Saule
aufgetragen. Die S&ule wurde mit 13 S&ulenvolumina Denaturierungspuffer zum
Entfernen von ungebundenem Protein gewaschen. Um zu renaturieren, wurde in einem

Gradienten tber 25 S&ulenvolumina vom Denaturierungspuffer mit 8 M Harnstoff zu
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einem Puffer ohne Harnstoff gewechselt. Die Fluf3rate betrug dabei 0,1 ml/min, so daf3
eine sehr langsame graduelle Renaturierung erfolgen konnte. AbschlieRend wurde das
an der Saulenmatrix immoblisierte p57 mit einem Salzgradienten (25 mM bis 1 M
NaCl) von 5 Saulenvolumina eluiert. Gewunschte Elutionsfraktionen zu je 0,5 ml
wurden anhand von SDS-PAGE analysiert, gegebenenfalls vereinigt, eingeengt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert.

3.5.7 Gelfiltration

Die Gelfilrationschromatographie fand Einsatz bei der Analyse der Zusammensetzung
von Proteinkomplexen (wie FHL2 mit p57) sowie als weiterer Aufreinigungsschritt bei
der Reinigung von p57 im Anschlul an eine Affinitats- und
lonenaustauscherchromatographie. Gelfiltrationen wurden mit vorgepackten
Gelfiltrationssdulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) unter Verwendung des
FPLC/HPLC-Aktapurifier-Systems durchgefiihrt. Eine Proteinlosung wurde auf eine
mit Laufpuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT)
vordquilibrierte Sdule aufgetragen und in einer isokratischen Elution Uber 1,5
Saulenvolumina groRenfraktioniert. Der Saulendurchlauf wurde zu 0,5 ml-Fraktionen
aufgefangen und nach SDS-PAGE durch Coomassie-Farbung oder im Immunoblot

analysiert.

3.5.8 In vitro-Protein-Protein-Bindungsstudien

Fur Bindungsstudien wurde jeweils eine Proteinkomponente rekombinant als GST- oder
His-Fusion vorgelegt, wahrend die andere Komponente in Form von in vitro-
translatierten Proteinen oder rekombinantem Protein ohne Fusions-,tag” zugegeben
wurden. Beide Komponenten wurden in IP-Puffer 1-3 h auf einem Uberkopfrotator bei
4°C inkubiert, anschlieBend mit Protein A-Trisacryl, Glutathionsepharose oder
»ProBond Nickel-Chelating Resin“ versetzt und erneut 30 min bis 1 h inkubiert. Der
immobilisierte Komplex wurde dreimal mit IP-Puffer gewaschen, abzentrifugiert und in
25 wl 2 x Lammli-Puffer (frisch mit 25 ul/0,5 ml B-Mercaptoethanol versetzt)

aufgenommen. Durch 5-minitiges Erhitzen bei 97°C eluierten die an die Matrix
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gebundenen Proteine, ggfs. mitsamt der Antikérper, und nach 1-min(tiger
Zentrifugation bei 16000 g konnte der Uberstand von den ,beads” abgenommen
werden. Die Analyse einer Protein-Protein-Interaktion erfolgte uber SDS-PAGE und
Coomassie-Féarbung, Immunoblot-Analyse oder Autoradiographie.

3.6 Immunologische und immunobiochemische
Methoden

3.6.1 Immunoblot-Analyse: Transfer von Proteinen auf
Membranen (Western-Blot) und Hybridisierung mit
spezifischen Antikorpern

Der Elektrotransfer der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine verlief nach dem

sog. ,,semi-dry“-Verfahren (gemalR Protokoll der Firma Millipore, Eschborn). Das

Proteingel wurde nach Abbau der Gelapparatur fir etwa 10 min in Transferpuffer

geschwenkt, die PVDF-Membran, um ihren hydrophoben Charakter zu verlieren,

wéhrenddessen einige Sekunden in Methanol getrankt und anschlielend ebenfalls in

Transferpuffer inkubiert. Auf die Anode der Blot-Apparatur wurden Ubereinander drei

Lagen von in Transferpuffer getranktem Whatman 3MM-Papier, die Membran, das

Trenngel, drei weitere Lagen getrdnktes Whatman 3MM-Papier und die Kathode

geschichtet. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA pro cm? Trenngelflache fiir 60 min. Zur

Uberprifung der Transfereffizienz bzw. zum optischen Vergleich von

Proteinquantitaten wurde die Membran einige Minuten in Amidoschwarz-Farbeldsung

geschwenkt und anschlielend in 90% (v/v) Methanol, 2% (v/v) Essigséaure entfarbt. Um

die transferrierten Proteine spezifisch immunologisch detektieren zu kdnnen, wurde die

entfarbte Membran zunéchst fur 1 bis 2 h bei RT in TBS-T mit 5% (w/v)

Magermilchpulver inkubiert und dabei sémtliche unspezifischen Bindungsstellen auf

der Membran mit Milcheiweillen abgesattigt. Es schlol3 sich eine zweistiindige

Inkubation der Membran in einer geeigneten Verdinnungslosung des ersten Antikorpers

in TBS-T mit 5% (w/v) Magermilchpulver an. AnschlieBend wurde der Filter dreimal

fur je 10 min in TBS-T gewaschen und dann mit einem, gegen den ersten Antikorper
gerichteten und an Peroxidase gekoppelten Zweitantikdrper (Verdinnung 1:5000 in
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TBS-T, 5% (w/v) Magermilchpulver) fir 30 min inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen der Membran fur je ein bis zwei Stunden bei RT auf dem Taumler, wurden die
spezifisch detektierten Proteine tiber Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Dazu wurde
die Blotmembran in ECL-L6sung (5 ul, 6,8 mM p-Kumarinsdaure in DMSO, 5 ml 1,25
mM Luminol sowie 1,5 ul 30% (v/v) H,0,) geschwenkt und abschlieBend gegen einen
Rontgenfilm exponiert. Bei sehr schwachen Signalen wurde die Detektion mit dem

»Super Signal West Femto*“-System (Pierce, Rochford, USA) wiederholt.

3.6.2 Immunoprazipitation von Proteinen

Prézipitationen mit spezifischen Antikorpern wurden durchgefiihrt um ein bestimmtes
Protein aus Gesamt-Zellextrakten (in vitro-Translationsansdtze oder Interaktions-
Untersuchungen) aufzureinigen oder um in Koimmunoprézipitationen die in vivo an das
prazipitierte Protein assoziierten Proteine zu identifizieren.

Der proteinhaltigen Ldsung wurde spezifischer Antikorper (1-8 ug) zugegeben und fir 1
h auf Eis inkubiert. Nach Zusatz von 30 pl 50% (v/v) Protein A (oder G)-Sepharose
bzw. 30 pl 50% (v/v) Protein A-Trisacryl-Suspension (jeweils vorab in IP-Puffer
aquilibriert) erfolgte eine 2- bis 12-stindige Inkubation bei 4°C auf dem
Uberkopfrotator. Zur Entfernung unspezifischer Bindungen wurde zweimal mit IP-
Puffer gewaschen, einmal mit 0,5 M LiCl und einmal mit 1% (w/v)
Natriumdesoxycholat, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1% (w/v) SDS, dazwischen die Matrix
jeweils bei 300 g fur 1 min sedimentiert. AbschlieBend wurden die Flissigkeit tber den
»,beads” quantitativ entfernt, 30 ul 2 x Laemmli-Puffer (frisch mit 25 ul -
Mercaptoethanol/0,5 ml versetzt) zugeftigt und nach 5-minltigem Kochen bei 97°C und
kurzer Zentrifugation der Uberstand abgenommen. Dieser konnte dann mittels SDS-
PAGE und Western-Blot analysiert werden. Alle Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis
unter Verwendung vorgekihlter Losungen ausgefuhrt.

3.6.3 Immunozytologie
Transient transfizierte S&ugerzellen (293T, HeLa, NIH3T3) wurden auf sterile und mit
Polylysin beschichtete Deckglaschen in ,,6-Loch“-Platten ausgesat und bis zu einer

Konfluenz von 40 bis 80% kultiviert. Die Zellen wurden direkt nach Absaugen des
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Standardmediums einmal mit PBS-M gewaschen, bei RT mit je 2 ml 1%iger (w/v)
Paraformaldehydldsung pro Loch fur 10 min auf den Deckglésern fixiert. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS-M gewaschen, mit 2 ml einer 0,2%igen (v/v) Triton-X-100-
Losung in PBS-M fiir 6 min auf Eis permeabilisiert, einmal in PBS-M und zweimal in
PBS-M, 2% (w/v) BSA gewaschen. Der erste Antikorper wurde standardmaRig in einer
Verdiinnung von 1:1000 (in PBS-M, 2% (w/v) BSA) fur 1 h bei RT auf den Zellen
belassen. Nach einmaligem Waschen in PBS-M, 2% (w/v) BSA erfolgte die Inkubation
mit dem sekundaren Antikorper (Alexa-, FITC- oder Rhodamin-konjugierter
Antikorper, 1:100) fur 1 h bei RT im Dunkeln. Der Einsatz von Hoechst-Férbeldsung
(1:2000 verdinnt in PBS-M, 2% (w/v) BSA) wahrend der letzten flnf
Inkubationsminuten erlaubte die zusétzliche Anfarbung der Zellkerne. Abschlie3end
wurden die Deckglaschen zweimal mit PBS-M gewaschen, kurz abgetropft, vollstandig
getrocknet, mit 10 ul ,,Glow mounting medium* tberschichtet und auf Objektrégern
ausgehértet. Die Auswertung erfolgte an einem Axioskop 2-Fluoreszenzmikroskop

(Zeiss, Jena).

3.6.4 Affinitatsreinigung von Antikorpern

Zur Herstellung des Antigens wurde p57 als His-,,tag*“-fusioniertes Protein rekombinant
in E. coli exprimiert und ber diverse Methoden bis zur h6chstmdglichen Homogenitét
gereinigt. Das gereinigte Protein (1 mg/ml) wurde fir die erste Injektion im Verhéltnis
1:1 mit TiterMax Gold Utber eine Doppelkanile intensiv emulgiert. Zur Immunisierung
von Kaninchen wurde 250 ug, fiir Ziegen 500 ug Protein subkutan injiziert. Nach 6
Wochen wurden jeweils im Abstand von 2 bis 3 Wochen weitere Injektionen
vorgenommen. TiterMax Gold wurde dabei durch Freunds' Adjuvant ersetzt.

Das abgenommene Blut wurde zur Gerinnung 2 h bei RT belassen und anschlieRend
uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Gewinnung des Serums wurde fur 15 min bei 1500 g
abzentrifugiert und das Serum bis auf den Blutkuchen abgenommen. Das Serum wurde
bei -20°C gelagert oder direkt zur Affinitatsreinigung von Antikorpern verwendet.

Zur Affinitatsreinigung des spezifischen Antikdrpers wurden 2-4 mg des Antigens
kovalent an zyanbromid-aktivierte Sepharose 4B, nach den Angaben des Herstellers
gekoppelt und gewaschen. Das Serum wurde 1:1 mit PBS verdinnt und tiber Nacht mit
dem immobilisierten Antigen auf einem Uberkopfrotator bei 4°C inkubiert. Die
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Sepharose wurde finfmal mit 0,5 M NaCl in PBS gewaschen und in eine Saule
uberfuhrt. Die Elution des Antikorpers erfolgte mit 0,2 M Essigséure, 0,5 M NaCl. Der
SaulendurchfluR wurde zu je 0,5 ml-Fraktionen aufgefangen und sofort mit 100 ul 1 M
Tris-HCI pH 9,0 pro Fraktion neutralisiert. Die einzelnen Fraktionen wurden
spektralphotometrisch auf ihren Antikdrpergehalt hin getestet. Die antikorperhaltigen
Fraktionen wurden vereinigt, gegen PBS dialysiert und eingeengt (UH 100/1
Ultrahllsenapparatur, Schleicher & Schull, Dassel). Die Antikoérperldsung wurde zu
einer Endkonzentration von 0,2% (w/v) mit Gelatine und 0,1% (w/v) mit Natriumazid
versetzt. Die Qualitat der gereinigten Antikorper wurde mit einer
Konzentrationstitration des Antikérpers gegen das spezifische Antigen und
Totalzellextrakt von 293T-, HeLa-, HS68- sowie MCF7-Zellen im Immunoblot getestet.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung eines funktionellen Hefe-Screens zur

Identifzierung CKl-regulierender Faktoren

4.1.1 Prinzip des funktionellen Hefe-Screens

Um mogliche, an der Regulation der Cip/Kip-Proteine beteiligte Faktoren zu
identifizieren, wurde ein vollig neues, auf dem Zellzyklus der Hefe Saccharomyces
cerevisiae basierendes Selektionssystem entwickelt. Die humanen CDK-Inhibitorgene
wurden dabei unter die Kontrolle eines Galaktose-induzierbaren Promotors gebracht
und induzierbar auf hohem Proteinniveau in einem geeigneten Hefe-Stamm exprimiert.
Unter der Voraussetzung, dafl die menschlichen CKI-Proteine nicht nur auf ihre
humanen Zielstrukturen wirken sondern ebenfalls in der Lage sind, die CDK/Cyclin-
Komplexe der Hefe zu inaktivieren, wird nach Anschalten der menschlichen CKils die
Hefe-CDK-assoziierte Kinaseaktivitat gehemmt. Diese Hemmung fiihrte nachfolgend
zu einem Wachstumsstillstand oder zumindest zu einer Verzogerung im Wachstum der
Hefezellen, der sich optisch Uber die verlangsamte oder nicht mehr stattfindende
Koloniebildung der Hefe verfolgen lieR. Die transformierten Hefekulturen wurden
schliel3lich mit einer humanen cDNA-Genbank transformiert. Menschliche cDNAs, die
Proteine kodieren, welche eine Reduzierung der CKI-Proteinlevel oder aber eine
Neutralisation der CKI-Aktivitat bewirken und somit die Zellproliferation wieder in
Gang bringen, so daf in der Folge auch das Koloniewachstum wieder einsetzt, sollten
mit diesem System selektioniert werden (Abb. 4.1).
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Expression des humanen CKI
unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors in S. cerevisiae

4
4

Wachstumsarrest
oder - verzdgerung

l r Transformation einer

humanen cDNA-Genbank

L

Wiedereintritt der Zelle in den Zellzyklus

Analyse

Abb. 4.1: Prinzip des funktionellen Hefe-Screens (schematische Darstellung)

Dieses System zielt nicht nur darauf ab, eine in vivo-Interaktion zwischen dem CDK-
Inhibitor und seinem Regulator nachzuweisen, sondern beweist gleichzeitig die
Funktionalitat einer solchen Proteinassoziation. Entscheidender Vorteil dieses Systems
gegenliber géngigen Screening-Methoden ist, dal mit der ldentifizierung des
regulierenden Faktors gleichzeitig erste funktionelle Anhaltspunkte erhalten werden und
damit die detaillierte Aufkl&rung der Physiologie der Wechselwirkung entscheidend
erleichtert wird. Alle drei Cip/Kip-Mitglieder lassen sich analog untersuchen und die

Analyse des gesamten menschlichen Genoms ist einfach und effizient.

Erwartet wurden vor einem Hintergrund verschiedener unspezifischer Transkriptions-
faktoren (da Hefe-Promotor-Elemente verwendet wurden) vor allem Faktoren, die die
Aktivitat der CDK-Inhibitoren vermindern. Beispielsweise verringert die Aktivitat von

c-myc uber einen noch unbekannten ,,Faktor X* die Transkriptionsrate von p27 (Perez-
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Roger et al., 1997; Bouchard et al., 1999; Yang et al., 2001). Allerdings ist myc in
diesem Screening-System nicht zu erwarten, da kein p27-Promotor verwendet wurde.
Zu erwarten waren auch direkt am Abbau von p21, p27 oder p57 beteiligte Proteine, wie
spezifische Proteasen. So ist fur p27 neben dem SKP2-unabhéngigen zusatzlich ein
SKP2- und ubiquitinabhéngiger proteasomaler Abbauweg (Carrano et al., 1999;
Morimoto et al., 2000; O'Hagan et al., 2000; Spruck et al., 2001; Sutterluty et al., 1999;
Tsvetkov et al., 1999) beschrieben. Die Assoziation von p27 mit dem 12S- und 13S-
Protein des Adenovirus E1A fuhrt in vivo zu einer Deaktivierung von p27 (Mal et al.,
1996; Alevizopoulos et al., 1998). Tomoda et al. identifizierten 1999 Jabl als
Interaktionspartner von p27, womit sie eine weitere Komponente im SCF/SKP2-
Abbauweg postulierten. Alle diese Proteine sind potentielle Faktoren, die im

vorgeschlagenen Hefescreen identifiziert werden kdnnten.

4.1.2 p27 hat sehr gute strukturelle Voraussetzungen fur die
Inhibition der Hefe-CDK

Um sicherzustellen, dal3 die menschlichen CDK-Inhibitoren nicht nur auf ihre humanen
Zielstrukturen wirken, sondern ebenso in der Lage sind, die Komplexe aus Cdc28 und
CLN/CLBs in der Hefe zu inaktivieren, wurden die relevanten Proteine auf ihre
Strukturhomologien hin verglichen. Es zeigte sich, dal} die menschliche Cdk2 mit dem
Funktionshomolog aus S. cerevisiae eine Sequenzidentitat auf Proteinebene von 62%
aufweist, die Sequenzahnlichkeit liegt mit etwa 80% sogar noch hdher. Besonders
auffallig war dabei, dalR exakt diejenigen Aminosduren, die aufgrund der
Rontgenstrukturdaten des p27/Cdk2/Cyclin A-Komplexes gemall Russo et al. (1996a)
an der Bindung beteiligt sind, in Mensch und Hefe zu 93% konserviert oder konservativ
ausgetauscht vorlagen (Abb. 4.2). Bezogen auf die Aminosauresequenz von Cdk2 sind
dies Tyrl9, Ala21, Val30, Leu32, Leu67, 1le70, Tyr77, Val79, Phe80, Glu81, Phe82,
Leu83 und Leul34. Einzige Ausnahme ist der nicht konservative Austausch von Alanin
an Position 144 gegen Glycin in der Sequenz von Cdc28.
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(B3 I P WIS SIPEKNYGEGTYGVV Y KARMAS G o[l VALKK IRLIASENEGVPSTATREISLLKE 64
cdk2 SIAN ) QUE KICECT YGVV Y KAIZUI NG B VAT KK T RISINEECVPSTAIREI SLLKE 57

Cdc28  FXDDIATAETISDAHTAEAZGID LR YE - - - -~ SHEKDQPLGADIVEKEMME 119
cdkz  [FNHPRZAAEVEEITE - NANTAEENH QP FDASALTEIY- - - --LPLIGSYLFE 110

P Wl S G (CHS HRULHRDLKPONLL NG WKL C DF GLARAF GVPURAY THEMVTLWY RA ML

VORI A5 A CHSHR UL HRDLKPONL L INisG - 8IKL  DE GLARAF GVP YR THEVTLWY RA JERRLY
Cdc28  EEVEESSHOMEHGIENE T SSRTNTCNEK P 1S SRS R VESNEATIEDT 239

VORI P41 1.G SKY(Y STV DU SIRGC T FAEMUNRISN G DS E I DOSFL T FRALGTP MENAU P UMPEL

Cdo28  VYLENFESIR0RIKILEOMIISAIPREI DAPDKL I NI RROATEEYE 297
cdk2  TSMZIVEISIIKJATOIFEKIZPIEEDERSTISQUEHIINKEEKANLAIF 288

Abb. 4.2: Cdc28 aus S. cerevisiae und die humane Cdk2 sind in den an der p27-Bindung beteiligten
Aminosdureresten hoch konserviert

Der Sequenzvergleich von Cdc28 aus Hefe mit menschlicher Cdk2 weist eine Sequenzidentitat von 62%
(grau) sowie eine Sequenzhomologie von 80% auf. Die nach Russo et al. (1996a) die Interaktion von
Cdk2 mit p27 vermittelnden Aminoséaurereste sind zwischen Cdc28 und Cdk2 konserviert (rot) oder
konservativ ausgetauscht (griin). Lediglich an Position Alal44 (Cdk2) liegt mit Glycin (Cdc28) ein nicht
konservativer Austausch vor (blau).

Folglich konnte davon ausgegangen werden, dal? humanes p27 qualifiziert war, effektiv
an Cdc28 und CLN/CLB zu binden und daher auch in Hefe als CDK-Inhibitor
funktionell aktiv zu sein. Hinsichtlich der Cyclin-Komponente gab es mit Ausnahme der
konservierten Cyclin-Box keine signifikanten Homologien zwischen Sdugern und Hefe.
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4.1.3 Episomale p27-Expression bedingt eine Wachstums-

retardierung in S. cerevisiae Abys

Die cDNAs von p21, p27 und p57 wurden in den vorab modifizierten Hefe-
Expressionsvektor pYES (Leucin-Auxotrophiemarker gegen Histidin-Auxotrophie-
marker ausgetauscht) kloniert. Die Inhibitoren werden in der Hefe unter Kontrolle einen
Galaktose-induzierbaren Promotors exprimiert. Ebenfalls wurden einige p27-Mutanten
als Kontrolle konstruiert: die p27™##-Mutante sollte weniger sensitiv gegeniiber Abbau
sein, da im Sdugersystem gezeigt wurde, dal? die Phosphorylierung durch die gebundene
CDK am Threoninrest 187 des Inhibitors die ersten Schritte des p27-Abbaus einleitet.
Eine entscheidende Kontrolle war auch die Mutante p274°, die an vier verschiedenen
Aminosaureresten so verédndert worden war (Aminosdureaustausche: L32A, F33A,
F87A, Y88A), dal} die CDK-Inhibitorfunktion blockiert wurde. Alle Konstrukte wurden
in den S. cerevisiae Stamm Abys eingebracht und anschlieBend auf Transformanten hin
selektiert. Die Expression der CDK-Inhibitoren lie} sich dadurch anschalten, dafi3
Glucose-haltiges Wachstumsmedium gegen Galaktose-haltiges ausgetauscht wurde. Die
Analyse der episomalen Transformanten schlofl neben der phéanotypischen
Charakterisierung auch die Uberpriifung der Plasmide mittels PCR sowie die Kontrolle
des Expressionsniveaus ein (Daten nicht gezeigt). Wie in Abbildung 4.3 zu sehen,
zeigten die p27-exprimierenden Hefekulturen im Vergleich mit der Vektorkontrolle ein
stark retardiertes, teilweise sogar inhibiertes Wachstum. Erwartungsgemal entwickelte
die degradierungsinsensitive p27-Mutante dartiberhinaus einen noch verstarkten
Phanotyp. Wohingegen die positive Kontrolle mit p272““' wie angenommen nicht zu
verlangsamter Zellproliferation und folglich nicht zu einer Wachstumsverzdgerung
fuhrte.
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nicht induziert induziert

p21Wt
p27"t
Vektorkontrolle

p57Wt

p27Wt

p27T1 87A

p27ACKI

Vektorkontrolle

Abb. 4.3: p27* und p27™®* induzieren einen Wachstumsarrest bzw. -verzogerung in Hefe

Episomale Hefetransformanten auf nicht-induktivem Medium wachsen gleichméaRig (links), wohingegen
das Wachstum auf induzierendem Medium bei p27** und p27"**"*-exprimierenden Zellen im Vergleich
zur Kontrolle (Leervektor) und zur p27°“*'-Mutante deutlich verzogert ist (rechts). p21*" ist nicht
signifikant im Wachstum beeintrachtigt, p57"" zeigt eine leichte Retardierung des Koloniewachstums.

Der Wachstumsphanotyp von p27* in Kombination mit den parallel durchgefihrten
Kontrollph&notypen belegte eindeutig, dalR die humanen CDK-Inhibitoren ihre
Funktionalitdt im Organismus Hefe beibehielten und dort Cdc28 zu binden und zu
inhibieren vermochten. Der Nachweis fur die Anwendbarkeit dieses neu entwickelten
Systems zur Identifikation neuer Bindungspartner der CDK-Inhibitoren war damit
eindeutig erbracht.

Die analogen Untersuchungen fir p21 und p57 wiesen im Fall von p21 nur ein minimal
eingeschrédnktes Wachstum nach, p57 lief nach Induktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe ebenfalls ein signifikant verlangsamtes Wachstum erkennen, nicht
jedoch im gleichen Male wie p27 (Abb. 4.3). Als Ursachen sind eine moglicherweise
unterschiedliche Kopienzahl der Expressionsvektoren in den einzelnen Trans-
formationen oder auch Variationen in den Expressionsraten der einzelnen Inhibitoren

oder deren Stabilitat anzufihren.
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4.1.4 Stabile Expression von p21 und p27 arretiert das

Wachstum von S. cerevisiae

Da bei der episomalen Expression der humanen CDK-Inhibitoren in Hefe zwar die
Proliferation verlangsamt wird, aber noch kein vollstdndiger Wachstumsarrest zustande
kommt, sollte zugunsten des spateren Screenings versucht werden, die Ph&notypen noch
stringenter zu modellieren. Dazu wurden die Fusionskonstrukte aus CKI und Galaktose-
Promotor in den abermals modifizierten Vektor pYES-TRP umkloniert. Dies erforderte
mehrere Klonierungsschritte, da aus den bereits vorhandenen Plasmiden verschiedene
DNA-Bereiche (2u ori, f1 ori und Amp") eliminiert und anderseits das HIS3-Gen als
Selektionsmarker eingefiigt werden mufiten. Die fertiggestellten Plasmide wurden in
den Hefestamm S. cerevisiae Abys transformiert und alle Konstrukte Gber homologe
Rekombination an den flankierenden Bereichen des TRP1-Genlocus stabil ins
Hefegenom integriert (Abb. 4.5 A). Die korrekte Integration wurde mit Hilfe der
Selektionsmarker (Disruption des TRP1-Gens und Erreichen einer HIS3-Auxotrophie)
sowie zusatzlich PCR Uberpruft, wobei ein Primer jeweils im TRP1-Locus lag. Um die
CKI-Proteinlevel in den p27-Transformanten zu verifizieren, wurde aus den
Hefekulturen Gesamt-Protein extrahiert, tiber SDS-PAGE aufgetrennt und spezifisch
p27*™ sowie seine Mutanten im Western-Blot mittels anti-p27-Antikdper detektiert
(Abb. 4.4).
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Immunodetektion: anti-p27
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Abb. 4.4: Die stabil integrierten p27-Konstrukte werden von den Hefemutanten auf unterschiedlichem
Niveau exprimiert

200 ug Gesamtprotein-Extrakten aus S. cerevisiae Abys-Mutanten wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt
und die p27-Mutanten im Western-Blot jeweils mit polyklonalem gegen p27 gerichtetem Antikdrper
nachgewiesen. Nach Wachstum auf Galaktose-haltigem induktivem Medium (G) lieR sich bei p27** und
p27 ¥ im Vergleich zu nicht induzierten, mit Glucose angezogenen Kulturen (D) die CKI-Expression
nachweisen. p272°%" wurde auf deutlich hdherem Niveau exprimiert, die starke Uberexpression fiihrte
sogar zu einsetzendem p27-Proteinabbau in der Zelle. Die vom spezifischen Antikdrper ebenfalls
detektierte hochmolekulare Proteinbande in allen Ansétzen konnte nicht erklart werden, diente aber als
Ladekontrolle.

Wie in Abbildung 4.5 B zu sehen, war die Optimierung des Phanotyps erfolgreich. Die
gezielte Induktion der CDK-Inhibitorexpression entsprach exakt den Vorhersagen und
duBerte sich im Fall von p21** und p27* sowie der Kontrolle p27™®* in einem
eindrucksvollen Wachstumsstop. Die fir die CDK/Cyclin-Bindung defiziente Mutante
p272°" wéachst vergleichbar der Kontrolle (Leervektor) ohne Wachstumsbeeintrachti-
gung. Im Fall von p57 konnte kein Arrest erzielt werden, was vermutlich auf ein zu
geringes p57-Expressionsniveau zurlickzufiihren ist.

Die stabilen Hefemutanten erlaubten nun das vereinfachte und schnellere Wachstum in
Vollmedium und die Anzucht ohne Selektionsdruck. Gleichzeitig wurden die
Schwankungen im Expressionsniveau, die aus der variierenden Kopienzahl eines
Plasmides bei transienter Transformation resultierten, unterbunden. Es ist damit
erstmals gelungen, ein heterologes System in Hefe zu etablieren, das nicht nur die
Identifizierung neuer Bindepartner fiir einen humanen CDK-Inhibitor erlaubt, sondern

zusétzlich bereits wertvolle Informationen tber seine physiologische Funktion liefert.
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4.1.5 Erste Screening-Runden mit der HepG2-Genbank

Bereits die episomalen Transformanten wurden einigen Transformationsrunden mit der
aus der Hepatozytenzellinie HepG2 abgeleiteten Genbank unterzogen. Der nicht
deutlich genug ausgeprégte Wachstumsphénotyp machte die Identifizierung positiver
Klone jedoch unmdoglich, da der Hintergrund an langsam wachsenden Kolonien mit
rund 10 000 Klonen pro einer Million Transformanten fiir eine spatere Analyse zu
umfassend war. Auch das Wachstum unter verénderten Anzuchtbedingungen, wie das
Ersetzen von Galaktose durch Galaktose/Raffinose im Medium oder der Temperatur-
wechsel zu 25°C bzw. 38°C bei der Anzucht fiihrten nicht zum Erfolg. Gleichfalls
forderte auch die Anzucht in Galaktose-haltigem Vollmedium anstelle von
Selektivmedium noch zu viele Klone zu Tage (Daten nicht gezeigt). Mit den stabilen
Mutanten p21* und p27™®# gelang es, erfolgreich mehrere Genbank-Screenings
durchzufiihren und das Problem des Hintergrundes zu verringern. Aus etwa 5 x 10*
Transformanten konnten insgesamt acht Kandidaten selektiert werden. Das Genbank-
Plasmid wurde jeweils isoliert und nach Amplifikation in E. coli in die entsprechende
Hefemutante retransformiert. Bei Wiedereinbringung des Genbank-Plasmides lief3 sich
der Phanotyp jedoch entgegen den Erwartungen nicht reproduzieren. Als Ursache
hierfur ist z. B. anzufiihren, dalR durchaus mehrere anderweitige Plasmide aus der Hefe
in E. coli vereinzelt worden sein konnten.

Ein alternatives Selektionssystem, durch das sich die Stringenz der Selektion erhohen
sollte, basierte auf dem Stoffwechselweg des Phosphatmetabolismus, an dem in Hefe
ebenfalls CDKs und CDK-Inhibitoren beteiligt sind. Unter Wachstumsbedingungen mit
hohen Phosphatkonzentrationen formiert sich der Cyclin/CDK-Komplex Pho80/Pho85
und phosphoryliert sowie inaktiviert den nachgeschalteten Transkriptionsfaktor Pho4.
Unter Phosphat-Mangelbedingungen bindet der aus sechs ,,ankyrin repeats* bestehende
CDK-Inhibitor der Hefe, Pho81, spezifisch den Pho80/Pho85-Komplex, woraus die
Akkumulation des unphosphorylierten Pho4-Proteins resultiert. Dies wiederum fihrt
dazu, daB phosphatgesteuerte Gene wie beispielsweise PHOS5, das fir eine saure
Phosphatase kodiert, transkribiert werden (Wu et al., 1996; Huang et al., 2001). Unter
der Voraussetzung, da humane CKIs auch diesen Cyclin-Kinase-Komplex inhibieren
kénnen und daR die Level an Pho81 in der Zelle vergleichsweise gering sind, erhalten
transformierte Zellen durch CKI-Uberexpression die Fahigkeit, auf phosphatarmem
Medium zu wachsen. Sobald durch die Genbanktransformation jedoch ein negativer
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Regulator fiir den menschlichen CDK-Inhibitor exprimiert vorliegt, steigt die Aktivitat
des Pho80/Pho85-Komplexes wieder an und die Zellen verlieren die Eigenschaft auf
Phosphat-Minimalmedium zu wachsen.

Es wurde versucht, die Aktivitdt der sauren Phosphatase in situ Uber eine
Farbindikatorreaktion (mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat) zu detektieren und als
Reporter zu nutzen, um so auf gewiinschte Klone hin zu selektieren. Die Unterschiede
in den préparierten Hefeextrakten waren jedoch zu gering, um eine Aussage ber deren
Spezifitat und Signifikanz zu machen (Daten nicht gezeigt).

In der weiteren Analyse der Kandidaten sollte die Plasmid-Abhangigkeit des
Wachstumsphénotyps demonstriert werden. Dabei mufiten nach langerem Wachstum
ohne Selektionsdruck die Hefezellen ihr Genbank-Plasmid wieder verlieren und die
Hefen dann einer FOA (5-Fluoroorotat)-Selektion unterzogen werden. FOA im Medium
verhindert das Wachstum von prototrophen Hefestdmmen, erlaubt jedoch Wachstum
von ura3-Mutanten und kann somit effektiv als negativer Selektionsmarker eingesetzt
werden. Das Prinzip beruht dabei darauf, daR URA3 fur das Enzym Orotidin-5'-
Phophatdecarboxylase kodiert, das wiederum fur die Biosynthese von Uracil
erforderlich ist. Da FOA in Anwesenheit dieser Decarboxylase in die toxische
Komponente 5-Fluorouracil umgewandelt wird, sterben URA3+-Zellen, wohingegen
ura3-Mutanten resistent sind. Bei der Selektion im Hefescreen kdnnen daher also nur
Klone tberleben, die kein Genbank-Plasmid mehr besitzen. Sie sollten dann wieder ihr
urspringliches, retardiertes Wachstum zeigen. Auf diesem Weg lieRRen sich falsch-
positive Klone ausschlielRen, die aufgrund einer Mutation der CKI-cDNA oder einer
andersartig veradnderten Proteinexpression schneller wachsen. Hinsichtlich des CDK-
Inhibitorproteinlevels wéare davon auszugehen, daB dieser in positiven Klonen deutlich
erniedrigt sein sollte bzw. gegebenenfalls sogar Abbauprodukte des Inhibitorproteins
detektierbar sein sollten. Bliebe das Proteinniveau unveréndert, mufite dann aber
zumindest die Kinaseaktivitdt des CDK/Cyclin-Komplexes im in vitro-Kinaseassay
deutlich erhoht sein. Moéglichkeiten, noch interessante Regulatoren zu isolieren, sind
zum einen die stringentere Gestaltung des Phanotyps der p27-Mutante. Geeignet dazu
ist der Austausch von Cdc28 gegen humane Cdk2, so dal} das System den Bedingungen
in der menschlichen Zelle immer weiter angeglichen wird. Auch die optimale
Interaktion der Kinase mit der Cyclin-Komponente ist von Bedeutung, zu erreichen
beispielsweise durch Einfiihrung mehrerer CLN-Deletionen (ACIn1, ACIn2 und ACIn3)

in die vorliegenden Hefemutanten und gleichzeitige Integration eines S&uger-Cyclins.
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Als alternative Screening-Pools bieten sich sinnvollerweise Genbibliotheken an, die aus
G./S-synchronisierten Zellen préapariert wurden. Im Fall von p21 sind Genbanken
interessant, die nach Schadigung der zellularen DNA hergestellt wurden, da hierdurch
die p21-Aktivitat verringert wird und in diesem Zusammenhang spezifische p21-
Regulatoren zu erwarten sind (Niculescu et al., 1998; Sayama et al., 1999).

4.2 Identifikation neuer Bindungspartner von p57

im ,yeast two hybrid“-Screen

Neue Bindungspartner von p57 auf genetischem Weg zu identifizieren, erforderte, dal
p57 im heterologen System der Hefe nicht toxisch auf die Zelle wirkt, sowie dal} an
einer moglichen Bindung eventuell beteiligte zusétzliche Komponenten eines Protein-
komplexes im Hefeorganismus in gleichem Male vorhanden und verfugbar sind wie in
der menschlichen Zelle. Um nach Proteinen zu suchen, die mit p57 interagieren, wurde
in Saccharomyces cerevisiae ein auf dem GAL4-System basierender ,,yeast two hybrid*-
Screen mit p57 als Koderprotein durchgefiihrt.

p57 wurde unter Einhaltung des Leserasters in den ,,yeast two hybrid“-Vektor pAS2.1
C-terminal an die DNA-bindende Domane des GALA4-Proteins kloniert und als
sogenanntes ,,Rauber“-Plasmid (p57pAS2.1) in den Interaktionsscreen eingesetzt.
Zunéchst mulite sichergestellt werden, dal3 an die DNA-Bindedoméne fusioniertes p57
nicht autoaktiv ist, also nicht bereits fir sich selbst féhig ist, den GAL4-Promotor zu
aktivieren. Bei der im Experiment verwendeten cDNA-Genbank handelte es sich um
eine Plasmidgenbank, vorliegend im Vektor pACT2, der die transkriptionsaktivierende
Doméne des GAL4-Proteins beherbergt. Die Bank umfafite 0,5 bis 4,0 kb groRe cDNAs
aus humanen HelLa-Zellen und verfligte nach einmaliger Amplifikation ber 3,5 x 10°
unabhdangige Klone.

Der im Screen eingesetzte Hefestamm PJ64-4A wurde vorab bezlglich seiner
Auxotrophiemarker sowie der Reportergene HIS3, ADE2 und LacZ getestet (Daten
nicht gezeigt). Eine Schwierigkeit des ,,yeast two hybrid“-Systems liegt unter anderem
darin, dal? der Stoffwechselweg der Histidin-Biosynthese unter Mangelbedingungen von
der Zelle umgangen werden kann. Dadurch kann es neben dem Wachstum von Zellen,
in denen durch die nicht-kovalente Interaktion der gewiinschten Proteine das Gen zur
Histidin-Biosynthese wieder transkribierbar wird, und folglich die Aminosdure aktiv
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vorliegt, in einigen Féllen zum Wachstum ,,falsch positiver Klone kommen. Um die
Quote solch unerwinschter Klone maoglichst gering zu halten, wurde der ubliche
Hefestamm durch den speziell modifizierten Stamm PJ69-4A substituiert. Dieser wies
eine Auxotrophie fur die essentielle Base Adenin auf, deren Biosynthese von der Hefe
nicht Uber alternative Stoffwechselwege zu erreichen ist. Ade2-defiziente Mutanten
zeichnen sich konkret dadurch aus, daf sie ein rotes Pigment produzieren, welches
durch die Polymerisation des Intermediates Phosphoribosylaminoimidazol entsteht. Die
Stringenz des hier durchgefiihrten Screens wurde somit signifikant erhoht.

Durch Transformation von p57pAS2.1 in den Hefestamm, gezielte Selektion und
Vereinzelung wurde der ,bait* (Kdder)-Stamm erhalten. Dieser wurde mit der cDNA-
Bank transient transformiert und auf selektivem Medium (SD, -Leu, -Trp, -Ade)
ausgestrichen, das auf die Aktivierung des ADE2-Reportergens hin selektionierte. Aus
zwei Sreening-Durchlaufen mit insgesamt 3 x 10° Transformanten wurden 337 Klone
isoliert, die sich beziiglich des ADE2-Reportergens positiv zeigten. 332 dieser Klone
wuchsen ebenfalls auf Selektivmedium ohne Histidin (SD, -Leu, -Trp, -His). Mit Hilfe
des ,,colony-lift filter assay“ wurde bei allen bis dahin positiv selektionierten Klonen
semiquantitativ die Aktivitat der p-Galactosidase, des dritten Reportergens, bestimmt.
Von den 332 positiven Klonen aus den ersten beiden Selektionsrunden verfarbten sich
alle Klone blau, davon 225 innerhalb der ersten drei Stunden (Daten nicht gezeigt). Aus
allen 332 Klonen wurden die Plasmide préparativ aufbereitet und das ,,prey* (Beute)-
Plasmid nach Retransformation des Plasmid-DNA-Gemisches in E. coli tber seine
Kanamycin-Resistenz vom Kdéderplasmid (mit Ampicillin-Resistenzmarker) isoliert.
Das ,,bait“-Plasmid wurde in verschiedenen Kombinationen mit den Kontrollplasmiden
pAS2.1, RanGAP®™)pAS2.1, p57pAS2.1 sowie alleine in Wildtyp-Hefen (PJ64-4A)
ricktransformiert, um dadurch die positiven Klone zu bestatigen.

Dartiberhinaus wurden 100 reisolierte cDNAs ansequenziert, um einen Uberblick tiber
die Qualitat der verwendeten cDNA-Bank, die Haufigkeit des Auftretens bestimmter
cDNAs sowie die Art der selektionierten cDNAs zu bekommen. Von allen
sequenzierten cDNAs lagen lediglich 5% im korrekten Leserahmen mit der
transkriptionsaktivierenden Doméne des GAL4-Proteins vor. Da die Translations-
maschinerie der Hefe unter Umsténden jedoch in der Lage ist, einzelne Basen zu
uberspringen bzw. intern das Ablesen einer kodierenden Sequenz zu beginnen, konnten
auch die im falschen Leseraster vorliegenden cDNAs als mogliche Interaktionspartner
nicht ausgeschlossen werden.
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4.2.1 p57-Interaktoren aus dem ,yeast two hybrid“-Screen

Alle 19 nach Histidin- plus Adenin-Selektion erhaltenen und in der Retransformation
positiven sowie im korrekten Leserahmen vorliegenden cDNAs wurden vollstandig
sequenziert und mit Hilfe des Progamms BLAST N mit Sequenzen aus der Datenbank
verglichen. Das Ergebnis sind acht Klone, die fur FHL2 (Abb. 4.7) kodierten (weitere
funf cDNAs kodierten ebenfalls fir FHL2, waren aber nicht im richtigen Leserahmen
mit der DNA-Bindedoméne des Transkriptionsfaktors fusioniert), zwei Klone kodierten
fur Cyclin By, einer fur Cyclin D,;. Weiterhin lagen je einmal cDNAs fur Zyxin,
Cyclophilin B und Siah2 vor. Dabei lagen alle cDNAs mit Ausnahme der flr Siah2
kodierenden cDNA in vollstandiger L&nge vor (Abb. 4.6).

Klon Nr. Protein Grofe Frequenz Acc GI Protein ID
2 Zyxin 573 AS 1 Nﬁ%%%t%l NP003452
29 Cyclophilin B 217 AS 1 N‘Itzs()%%?ﬂd NP000933
46 Cyclin Dy 292 AS 1 éiggg; AAA51927
59 Siah-2 325 AS 1 2[?;;29287 AAC51908
230,231 Cyclin By 295 AS 2 3\131;957175 A38977
EEET an w1 S can
30, 31, 43, 89,99 FHL2 281 AS 5 1[?;9532_321 AAC52073
Retransformation
Klon Nr. Protein cDNA [F 57 R T RanGAP(@ID
pAS2.1 Lo pAS2.1
2 Zyxin + + = =
29 Cyclophilin B + + - -
46 Cyclin D3 + + - =
59 Siah-2 + + - -
230,231 Cyclin By + + - -
EEEN e -
30,31, 43, 89,99 FHL2 - = - =

Tab. 4.6: Ubersicht tiber die Interaktionspartner von p57 im ,,yeast two hybrid“-Screen

Neben Zyxin, Cyclophilin B, Siah2, die jeweils einmal als positive Kandidaten identifiziert wurden,
waren mit ein- bzw. zweimaliger Identifikation Cyclin D3 bzw. Cyclin B; auch erwartete Interagierer zu
finden. FHL2 wurde mit einer Frequenz von insgesamt 13 als hdufigster Interaktionspartner identifiziert,
lag dabei jedoch nur achtmal im korrekten Leserahmen vor. Die Retransformationsexperimente
bestatigten die positiven Klone und zeigten, dafl die Interaktion von FHL2 mit p57 den richtigen
Leserahmen der FHL2-cDNA voraussetzt. Zusatzliche Angaben beziehen sich auf die ,,accession
number“ sowie die Identifikationsnummer des Proteins in den entsprechenden Datenbanken. RanGAP®™"
ist ein Protein, das am nukleér-zytoplasmatischen Transport beteiligt ist, und diente als Negativkontrolle.
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Da im durchgefiihrten ,,yeast two hybrid“-Screen etwa 3 x 10° unabhangige Klone
tberprift wurden, was in etwa dem fiinffachen Genom-Aquivalent einer menschlichen
Zelle entspricht, kann von einer umfassenden Analyse des humanen Genoms
ausgegangen werden. In Anbetracht der durch die im Screen gewdahlten Parameter
deutlich erhdhte Stringenz, war des weiteren anzunehmen, dal? bei den identifizierten

Proteinen eine sehr starke Wechselwirkung mit p57 vorliegen mufte.

Interaktion Transformationskontrolle

Abb. 4.7: FHL2 ist ein spezifischer p57-,,yeast two hybrid“-Interagierer

Die Kotransformationen des ,bait“-Plasmides FHL2pACT2 mit jeweils verschiedenen ,prey*“-
Plasmidkonstrukten auf Interaktionsmedium demonstrierten die Spezifitdt der FHL2-p57-Interaktion im
»yeast two hybrid“-System. Kolonienwachstum zeigte sich nur in Kombination von FHL2 mit p57 (1)
und abgeschwacht p21 (4). Die Kontrolltransformationen mit RanGAP®™" (2), Leervektor (3) und p27 (5)
ermdglichen keine Interaktion mit FHL2 und zeigen daher kein Wachstum. S. cerevisiae PJ69-4A (6).

4.2.2 Cycline und CDKs

Die Isolation der beiden Cycline B; und D; bestatigten die Funktionalitat der Screening-
Technik, da beide Proteine im Komplex mit CDKSs als starke Interaktionspartner von
p57 bereits bekannt sind. Weitere Cycline kdénnten nicht zu identifizieren gewesen sein,
da sie wie beispielsweise Cyclin E bei starker Uberexpression toxisch auf die
Hefezellen wirken (Won und Reed, 1996). Zu erwarten gewesen wére auch eine
Auswahl verschiedener CDKs. Allerdings kdnnten hohe Proteinkonzentrationen der
endogenen Kinase Cdc28, die in Hefe den Zellzyklus steuert, die Wahrscheinlichkeit
einer Interaktion trotz exprimierter humaner CDKs mit p57 verringern. Zudem wurde

nicht Uberprift, ob und auf welchem Niveau die Genbank reprasentativ fiir CDKSs war.
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Im Rahmen einer von mir betreuten Diplomarbeit fihrte Héléne Hydry analog einen
»yeast two hybrid“-Screen zur Identifizierung von p27-interaktiven Proteinen durch.
Auch dabei wurden mehrere Cyclin-Typen, jedoch keine CDKs erhalten.

4.2.3 FHL2, ein p57-interagierendes Protein mit mehreren
LIM-Domanen
FHL2/DRAL(,four and a half LIM domain protein*“2/,downregulated in
rhabdomyosarcoma LIM protein®) wurde erstmals 1997 durch Genini und Mitarbeiter
als neues LIM-Domanenprotein, das in Rhabdomyosarcomazellen herunterreguliert
wird, beschrieben. FHL2 gehort zusammen mit FHL1, FHL3, FHL4 sowie dem Protein
ACT zu einer Untergruppe der ,LIM-only“-Doménenproteine. Mitglieder dieser
Untergruppe sind stets durch ein Arrangement aus vier und einer halben LIM-Domane
[CX,CX16.23HX,CX,CX,CX16.,CX(C,H,D)] charakterisiert, die Gber Linker-Sequenzen
miteinander verbunden sind. Jede Domane stellt ein konserviertes Histidin- und
Cystein-reiches Strukturmotif aus etwa 50 Aminoséauren dar, das je zwei Zink-Finger-
Motive formt (Liebhaber et al., 1990). Jede Zink-Finger-Struktur kann koordiniert ein
Zink-Atom binden. LIM-Doménen sind aufgrund dieser Struktur pradestiniert fir
Protein-Protein-Wechselwirkungen und kénnen sowohl homo- als auch hetero-
dimerisieren (Feuerstein et al., 1994; Schmeichel und Becherle, 1994). Sie sind beteiligt
an Zell-Zell-Kontakt, Zelldifferenzierung und Wachstumskontrolle (Sanchez-Garcia
und Rabbitts, 1994; Taira et al., 1995). Kennzeichnend fir die Gruppe der FHL-
Proteine ist auRerdem ihre gewebe- sowie zellkompartimentspezifische Expression und
ihre Eigenschaft als transkriptionelle Koaktivatoren zu fungieren (German et al., 1992;
Valge-Archer et al., 1994; Bach et al., 1995; Muller et al., 2000).
FHL2 zeigt ein spezifisches Expressionsmuster mit hochsten mRNA-Mengen in
Skelett- und Herzmuskel und sehr viel geringeren in Prostata-, Ovarial- und
Hodengewebe (Morgan und Madgwick, 1996; 1999 a, b; Chan et al., 1998; Fimia et al.,
1999; Muller et al., 2000). Immunfarbungen zeigen FHL2-Expression in den fokalen
Kontaktstellen der Zellen (Li et al., 2001), wobei FHL?2 intrazellular sowohl nukleér als
auch auferhalb des Kerns im Zytoplasma lokalisiert sein kann (Mdller et al., 2002).
Bisher konnte FHL2 in erster Linie eine Funktion als transkriptioneller Koaktivator des
Androgen-Rezeptors zugewiesen werden (Miller et al., 2000).
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4.2.4 Cyclophilin B, Zyxin und Siah2

Cyclophilin B, auch Peptidylprolyl-lsomerase B, gehort zur Gruppe der Peptidylprolyl-
cis-trans-Isomerasen, die an der Isomerisierung der Peptid-Bindung in Oligopeptiden
beteiligt sind. Cyclophiline stellen eine ubiquitdr hochkonservierte Proteinklasse dar
und haben ein Molekulargewicht zwischen 18 und 150 kDa. Verschiedene Isoformen
finden sich sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma, Cyclophilin B ist speziell mit
dem Endoplasmatischen Retikulum assoziiert. 1996 isolierten Lu et al. einen
essentiellen und konservierten Mitose-Regulator, Pinl, der ebenfalls zur Gruppe der
Cyclophiline gehort. Als Folge dieser Entdeckung wurde eine phosphorylierungs-
abhéngige Prolyl-lsomerisierung als weiterer neuer Mechanismus der
Zellzykluskontrolle vorgeschlagen. Pinl reguliert negativ den Eintritt in die Mitose und
positiv die Progression durch die Mitose in humanen Zellen und in Hefezellen.

Zyxin ist ein Phosphoprotein mit einer effektiven molekularen Masse von 82-84 kDa
(Beckerle, 1986), bestehend aus mehreren LIM-Domanen (Sadler et al., 1992).
Gefunden wurde es in den fokalen Kontaktstellen der Zellen. Ein haufiger Ubertritt vom
Zellkern in diese Adhasionsstellen und umgekehrt ist fiir Zyxin zu beobachten (Nix und
Beckerle, 1997).

Siah2 (,,seven in absentia homolog“ 2) wurde nach seiner Entdeckung als humanes
Homolog des Drosophila-Proteins SINA eine Beteiligung an der zelluldren Apoptose
zugeschrieben (Nemani et al., 1996; Amson et al., 1996). Siah2 ist ein 324 Amino-
séuren groflles Protein. Das zu 77% mit Siahl identische Protein gilt als allgemeiner
Effektor zellzyklusrelevanter Proteine wie p53 und p21 (Roperch et al., 1999).
Weiterhin konnte das Siah2-Protein in Immunfluoreszenz-Studien mit DCC (,,deleted in
colon cancer®) assoziiert nachgewiesen und so seine Beteiligung am proteasomalen
Abbau gezeigt werden (Hu et al., 1997). Jingste Untersuchungen belegen eine durch
Siah2 vermittelte Stabilisierung von TRAF2, das seinerseits in die Reaktion auf
zelluldren Stref involviert ist (Habelhah et al., 2002).

Fur alle drei Kandidaten konnte nach Uberexpression in 293T-Zellen keine Interaktion
mit p57 mehr gezeigt werden, weshalb sie zugunsten der FHL2-p57-Interaktion im

Rahmen dieser Arbeit nicht weiter analysiert wurden.
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4.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen FHL2
und p57

Nicht nur die tberdeutliche Frequenz, mit der FHL2 auf genetischem Weg als Interaktor
fir p57 identifiziert wurde, sondern auch seine strukturellen Voraussetzungen legten
eine Préadisposition flr nicht-kovalente Protein-Protein-Interaktionen nahe. FHL2 setzt
sich aus viereinhalb sogenannten LIM-Domanen zusammen, die jede fr sich wiederum
aus zwei isolierten Zink-Finger-Motiven besteht. Seine detailliertere Domanenstruktur,
weitere funktionale Motive oder damit korrelierende Funktionen sind noch weitgehend
unklar. Auch tber die dreidimensionale Struktur von FHL2 ist bislang nichts bekannt.

FHL2-Expression findet sich nicht nur im Zytoplasma, sondern auch nachweislich im
Zellkern. Gleiches gilt fur p57, womit die rdumlichen Voraussetzungen fur eine
Interaktion beider Proteine in vivo gegeben sind. Des weiteren zeigen sich durchaus
Ubereinstimmungen im zeitlichen Fenster ihrer Expression. So ist p57 beispielsweise
im embryonalen Herzgewebe von Madusen sowie im Skelettmuskel von
Mausembryonen nachweisbar, dies entspricht genau den Geweben, in denen die FHL2-
Expression auf mMRNA-Ebene ein Maximum aufweist (Morgan und Madgwick, 1999b;
Nagahama et al., 2001). Von besonderem Interesse ist die Interaktion FHL2-p57
deshalb, weil damit erstmals die Mechanismen des Zellzyklus mit der
Wachstumsentwicklung in Zusammenhang gebracht werden kénnen, die in der Lage

waéren, den Phénotyp von p57 ,.knock out*-M&usen zu erklaren.

4.3.1 FHL2 bindet p57, nicht aber p21 oder p27

FHL2 bindet in vivo in der Hefezelle an p57. Zundachst sollte geklart werden, ob sich
dies auch nach Uberexpression beider Proteine vor einem humanen Zellhintergrund
bestatigen l&i3t. Des weiteren sollte untersucht werden, ob FHL2 spezifisch nur mit p57
oder auch mit anderen Migliedern der Cip/Kip-Familie in Kontakt treten kann.

FHL2 sowie p21, p27 und p57 wurden in den eukaryontischen Expressionsvektor
pCRUZ-HA kloniert, der alle Proteine mit einem Haematoglutinin-,tag*
(Aminosduresequenz MGSYPYDVPDYASLEF) versieht. Auf analogem Weg wurde
zuséatzlich eine andersartige Fusion - p57pCRUZ-FLAG - erhalten (FLAG-,tag"”
Aminosauresequenz MGSDYKDDDDKEF). FHL2-HA und p57-HA wurden in 293T-

Zellen nach transienter Kotransfektion tUberexprimiert, die Zellen ebenso wie die
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mitgefuhrten Kontrolltransfektionen (FHL2 bzw. p57 alleine) nach 48-stiindiger
Inkubation geerntet und in einem geeigneten Puffer aufgeschlossen. Die
Immunoprézipitation erfolgte jeweils mit Hilfe des anti-HA-Antikorpers. Die
interagierenden Proteine wurden uber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran
transferriert. Eine Bindung von FHL2 an die einzelnen CDK-Inhibitoren wurde mit den
spezifischen Antikorpern anti-p57 bzw. anti-HA detektiert (Abb. 4.8).

A Immunodetektion: Zelllysat IP: anti-HA
kDa
. 60 —
anti-p57 50 — — - — pb57-Flag
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Abb. 4.8: FHL2 interagiert nach Koexpression in 293T-Zellen mit p57

(A) FHL2-HA und p57-FLAG wurden in 293T-Zellen entweder alleine oder gleichzeitig exprimiert. Aus
den jeweiligen Zellextrakten wurde FHL2-HA spezifisch mit anti-HA-Antikérper immunoprazipitiert.
Der an FHL2 assoziierte Inhibitor wurde nach Auftrennung der Proteine ber SDS-PAGE mittels
Immunodetektion durch anti-p57 nachgewiesen. FHL2 zeigt die nach Uberexpression charakteristsichen
Abbaubanden. (B) FHL2 bindet spezifisch an p57, nicht aber p21 oder p27. In 293T-Zellen wurde FHL2-
HA mit jeweils einem der HA-fusionierten Inhibitorproteine koexprimiert. Die Immunoprézipitation aus
den Zellextrakten erfolgte entsprechend mit dem spezifischen anti-CKI-Antikorper (1, 4: anti-p21; 2, 5:
anti-p27; 3, 6: anti-p57). Assoziiertes FHL2 sowie auch die jeweilig prézipitierten Inhibitorproteine
wurden nach SDS-PAGE im Western-Blot mittels spezifischem anti-HA-Antikdrper detektiert. In den
Spuren 1-3 war kein FHL2 exprimiert, sie demonstrieren die Spezifitat der Antikdrper-Prézipitation.

FHL2-HA ist nach Uberexpression in 293T-Zellen in der Lage, ebenfalls in
verhaltnismaRig hohen Konzentrationen vorliegendes p57-FLAG zu prézipitieren. Im
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Ansatz, in dem FHL2 alleine tUberexprimiert wurde, konnte kein p57 im Zelllysat
nachgewiesen werden. Lag nur p57 im Zellextrakt exprimiert vor, konnte dieses nicht
mit Hilfe des anti-HA-Antikorpers immunoprézipitiert werden. Folglich ist in 293T-
Zellen nicht ausreichend endogenes p57 vorhanden, um von FHL2 gebunden zu werden
und spéter noch nachweisbar zu sein. Es treten fur FHL2 charakteristische
Abbauprodukte auf, die sich offenbar ebenfalls Uber den anti-HA-Antikorper
prazipitieren lassen. Es muf} sich demnach um N-terminal verkirzte FHL2-Proteine
handeln.

Um sowohl einen Hinweis auf die Spezifitdt der Bindung als auch auf die
stochiometrische Zusammensetzung des FHL2-p57-Komplexes zu erhalten, wurden
nachfolgend 293T-Zellen folgendermalen transient transfiziert: p21, p27 und p57,
jeweils alleine als auch in Kotransfektion mit FHL2. Die Zellen wurden 48 Stunden
spater geerntet, in Puffer lysiert und mit dem jeweils spezifischen CKI-Antikorper tiber
Nacht immunoprazipitiert. An die gelelektrophoretische Auftrennung schlof? sich eine
Immunodetektion mit anti-HA-Antikérper an. Allein der Komplex aus p57 und FHL2
liel} sich nachweisen, p21 und p27 interagierten nicht mi FHL2 (Abb. 4.8 B). Erstens
konnte mit diesem Versuch die Interaktion nach Uberexpression beider Proteine in
humanen Zellinien bestétigt werden, da in diesem Fall die Immunoprazipitation vice
versa erfolgte, nicht wie vorab mit FHL2 sondern nun mit p57 als immobilisiertem
Protein. Signifikant ist auch die Spezifitat der FHL2-p57-Bindung, denn weder p21
noch p27 waren dazu geeignet, mit FHL2 zu komplexieren. Durch Verwendung des
HA-Anhangs an beiden Proteinen lie}en sich auch erste Erkenntnisse iber die molaren
Verhéltnisse innerhalb des FHL2-p57-Komplexes erhalten. So zeichnete sich ein
leichtes Ubergewicht auf der Seite von FHL2 ab. FHL2 koénnte im zwei- oder
dreifachem molaren Uberschu im Komplex vorliegen, was fiir den Mechanismus der
FHL2-p57 von entscheidender Bedeutung wére. Aufgrund seiner ausgepréagten
repetitiven Doméanenstruktur und seiner Fahigkeit zu homodimerisieren, bindet FHL2
moglicherweise als Dimer an p57.

4.3.2 In vitro-translatiertes p57 bindet FHL2

Ein heterologes Hefesystem entspricht nur in vivo angendherten Bedingungen. Auch
konnten Hefe-Proteine als sog. ,,Briickenproteine* die Interaktion vermitteln, obwohl in
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der Sdugerzelle keine direkte Bindung der beiden Proteine vorliegt. Daher galt es, die
auf diesem Weg identifizierten p57-Interagierer nachfolgend zu bestétigen.

Zur Untersuchung einer Assoziation von p57 und FHL2 wurden die cDNAs von FHL2,
Siah2, Zyxin und Cyclin D; in pBluescript umkloniert, jeweils das Protein mittels
gekoppelter in vitro-Transkription/-Translation hergestellt und zur spéateren Detektion
mit [*S]-Methionin radioaktiv markiert. p57 sowie p21 und p27 wurden in den
bakteriellen Expressionsvektor pET28a kloniert und gleichermalien in vitro-translatiert.
Die in vitro-translatierten positiven Kandidaten aus dem ,,yeast two hybrid*“-Screen
wurden mit gleichen Mengen in vitro-translatierter His-Fusionsproteine von p57 und
p21 und p27 (zur Kontrolle) inkubiert und in einem Interaktionsexperiment auf ihre
Fahigkeit hin untersucht, die CKIls zu binden (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: (A) In vitro-Translationsprodukte humaner CKIs sowie verschiedener ,,yeast two hybrid“-
Interagierer. (B) In vitro-translatiertes FHL2 lieRl sich ebenso wie Cyclin D3 spezifisch mit in vitro-
translatiertem p57 préazipitieren, nicht jedoch mit p21 oder p27. Siah2 hingegen bindet an keinen der
CDK-Inhibitoren. Fir die Interaktion wurden jeweils gleiche Mengen in vitro-translatiertes Inhibitor-
protein eingesetzt und je nach Ansatz die flinffache Menge in vitro-translatiertes FHL2, Cyclin D3 oder
Siah2. Die Prazipitation erfolgte mit jeweils dem spezifischen anti-CKI-Antikorper (anti-p21; anti-p27;
anti-p57) an Sepharose-Beads Uber Nacht. Gezeigt ist das Radiogramm des getrockneten Gels der uber
SDS-PAGE aufgetrennten Bead-Elutionen nach 16-stindiger Exposition. FHL2*: alternative DNA-
Praparation.

Deutlich nachweisbar ist eine Bindung von FHL2 an p57. Die anderen beiden CDK-
Inhibitoren sind dagegen nicht in der Lage, in vitro-translatiertes FHL2 zu prézipitieren
(Abb. 4.9 B). Cyclin D;, das aufgrund der beschriebenen Assoziation von Cyclin D, und
D, im Komplex mit p57 ebenfalls als starker Interaktionspartner gilt (Matsuoka et al.,
1995), ist hier nur mit einem schwachen Signal zu sehen. Bei der Reproduktion zeigten
sich mitunter aber auch vergleichbare Signalstarken wie im Fall von FHL2. Die
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Variationen konnten auf unterschiedliche DNA-Praparationen zurtckzufiihren sein.
Wurde kein CDK-Inhibitor im Assay eingesetzt, konnte wie erwartet kein FHL2
prazipitiert werden. Fur Siah2 liel sich keine Assoziation mit p57 zeigen. Siah2
benodtigt moglicherweise fir die Bindung an p57 zusétzliche komplexbildende Faktoren,
die zwar in der Hefezelle, nicht jedoch im Retikulozyten-Extrakt vorhanden sind. Auch
ist denkbar, dal Siah2 nach der in vitro-Translation nicht korrekt gefaltet oder nicht

geeignet modifiziert vorliegt, um eine Protein-Bindung einzugehen.

4.3.3 p57 bindet FHL2 endogen unter physiologischen
Bedingungen
Bisher wurde die Interaktion von p57 mit FHL2 nur fur in Zellen eingebrachte
(exogene), und stark Uberexprimierte Bindungspartner gezeigt. Eine wichtige
Voraussetzung fir die physiologische Relevanz dieser Interaktion ist, nachzuweisen,
daR auch zelleigenes (endogenes) p57 und FHL2 miteinander interagieren. Da
Herzgewebe hohe Mengen an FHL2 aufweist und auch p57 exprimiert wird, wurde in
der nachfolgend durgefiihrten Immunoprazipitation Kardiomyozyten-Lysat sowohl aus
Mensch als auch aus Ratte (freundlicherweise von Dr. R. Wessely, Herzzentrum,
Minchen zur Verfugung gestellt) zundchst auf eine ausreichende Menge beider Proteine
hin getestet. In der Immunodetektion zeigte sich, dal’ trotz vom Hersteller bestatigter
Kreuzreaktivitat des FHL2-Antikdrpers mit FHL2 aus Ratte kein Protein im Rattenlysat
nachzuweisen war. p57 hingegen fand sich in ausreichender Menge in humanen
Kardiomyozyten, etwas weniger in vergleichbarem Rattengewebe. Als spezifisch
prazipitierender Antikorper wurde anti-p57 eingesetzt, die Immunodetektion von
gebundenem FHL2 erfolgte mit anti-FHL2. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dal3
FHL2 ausschlieBlich im Komplex mit p57 Uber dessen spezifischen Antikorper
prazipitierbar ist (Abb. 4.10). Daraus laRt sich ableiten, dall der Komplex aus
endogenem FHL2 und p57 in vivo vorhanden ist. Folglich erhartet sich die
Bedeutsamkeit dieses Komplexes fiir das Zellzyklusgeschehen. Allerdings a8t sich
anhand der Experimente noch keine Aussage dartiber treffen, inwieweit die Bindung
direkt oder indirekt erfolgt, ob weitere Proteine, beispielsweise CDKs, Cycline oder
andere Komplexbildner, an der Bindung beteiligt sind. Ebensowenig 14t sich
ausschielRen, dalR Modifikationen auf Seiten beider Proteine fir die Bindung in vivo
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erforderlich sind. Auch die Bestimmung der ,,on-off“-Rate der Assoziation und der

molaren Verhaltnisse im Komplex bedarf weiterer Untersuchungen.
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Abb. 4.10: (A) FHL2 und p57 werden endogen in humanen Kardiomyozyten exprimiert, in geringerer
Menge in Ratten-Herzgewebe. Nach Zellernte und Préparation der Zelllysate wurden die Proteine mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und uber Western-Blot analysiert. Amidoschwarz-Férbung (links). Die
Immunodetektion (rechts) erfolgte mit anti-FHL2 bzw. anti-p57-Antikérpern. (B) FHL2 assoziiert mit
endogem p57 in humanem Kardiomyozyten-Lysat. Die Immunoprazipitation erfolgte aus den Extrakten
mit Hilfe von anti-p57-Antikdrper fir 4 Stunden. Die Proteine wurden tGber SDS-PAGE aufgetrennt und
geblottet. Amidoschwarz-Farbung (links). Detektiert (rechts) wurde mit anti-FHL2 bzw. anti-p57-
Antikorper. 1: Marker; 2: Zelllysat; 3: Uberstand (nach Immunoprézipitation mit anti-p57); 4: Uberstand
Kontrolle (nach Immunoprézipitation mit anti-His-Antikdrper); 5:Marker; 6: Immunoprézipitation; 7:
Kontrolle; 8: Marker; 9: Kontrolle ohne prazipitierenden Antikorper; 10: anti-p57.

Vorab wurden ebenfalls HeLa-, HDF-, MCF7- sowie HS68-Zellen in verschiedenen
Zellzyklusstadien untersucht. Die HS68-Zellen wurden dazu mit Thymidin (2 mM,
24 h) in friher S-Phase arretiert. Der Zellzyklusblock wurde durch FACS-Analyse
bestatigt. Bei keiner der durchgefiihrten Immunopréazipitationen konnte jedoch eine
Kopréazipitation von p57 und FHL2 in vivo nachgewiesen werden. Vermutlich lieR sich
in den Extrakten keine Konzentration der beteiligten Partner einstellen, bei der die
Interaktion stattfinden bzw. die Detektionsgrenze erreicht werden konnte (Daten nicht

gezeigt).
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4.3.4 FHL2 bindet in vitro am N- und C-Terminus von p57

Bereits in den vorherigen Analysen konnte gezeigt werden, dal FHL2 und p57 unter
angendherten in vivo-Bedingungen eine Bindung einzugehen vermdgen. Hinweise auf
eine mogliche Interaktion von FHL2 auch mit p21 gab es bereits in den
Retransformationsexperimenten im Rahmen des ,,yeast two hybrid“-Screens. Es sollte
nun weiter geklart werden, inwieweit die Bindung von FHL2 spezifisch flr p57 ist oder
ob auch die anderen CKIs als interagierende Proteine in Frage kommen.

Dazu wurden sowohl p21, p27, p57 als auch FHL2 in den eukaryontischen
Expressionsvektor pPCRUZ-HA kloniert (Restriktionsschnittstellen Ndel-Bglll). 293T-
Zellen wurden jeweils mit einem der CKI-Konstrukte und FHL2 kotransfiziert sowie als
Kontrolle alleine transfiziert, 48 Stunden spater geerntet und flr die weitere Analyse
aufbereitet. Jedes Lysat wurde zusammen mit seinem CKIl-spezifischen Antikorper und
einer Protein A-gekoppelten Matrix tGber Nacht inkubiert. Die Prazipitate wurden mehr-
fach gewaschen, die an die Matrix gebundenen Proteinkomplexe nach ihrer Elution tiber
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-Blot analysiert.

Daneben sollte getestet werden, in welcher Region von p57 FHL2 bindet. Zur
Eingrenzung der Bindungsstelle von FHL2 in p57 wurden die verschiedenen verkiirzten
p57-Formen p57™* (AS 1-110) und p57¢* (AS 107-317) herangezogen, welche der N-
und C-terminalen Doméane von p57 entsprechen. Es wurde ein Interaktionsexperiment
mit beiden trunkierten p57-Proteinen sowie dem Volleldangenprotein mit FHL2
durchgefuhrt. FHL2 wurde dazu tber EcoRI/Xhol aus dem ,,yeast two hybrid“-Vektor
FHL2pACT?2 in pGEX-2x-5 umkloniert, ebenso Cyclin D, als Spezifitatskontrolle.
Beide Proteine erfuhren dadurch eine N-terminale Fusionierung an GST. N- und C-
Terminus von p57 wurden mittels PCR aus dem Mutterplasmid p57pLU1024
amplifiziert, wobei gleichzeitig durch geeignete Primerwahl tber dem Startcodon eine
Ndel-Schnittstelle eingefihrt wurde. Die eingefiihrten Mutationen ermdglichten die
Umklonierung der p5S7-Deletionen in den bakteriellen Expressionsvektor pET28a. Alle
Konstrukte wurden rekombinant fur vier Stunden in Bakterien exprimiert. Die
bakteriellen Rohextrakte von FHL2, Cyclin D; und GST sowie die Histidinfusionen von
p57 bzw. von seinen unterschiedlich verkirzten Proteinregionen wurden im Verhaltnis
1:5 miteinander inkubiert. Die Proteine FHL2, Cyclin D; und GST wurden samt den
potentiell interagierenden p57-Konstrukten mittes Gluthationsepharose-Matrix
prazipitiert, gewaschen, tiber SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt
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(Abb. 4.11). Es bindet zundchst p57-His an FHL2-GST und an das Kontrollprotein
Cyclin D;-GST. Eine Interaktion ist auch zu beobachten, sobald man p57™*-His mit
diesen beiden Konstrukten inkubiert. Wird jedoch p57°*'-His als mdoglicher
Interaktionspartner eingesetzt, kann lediglich noch eine Bindung an FHL2-GST
stattfinden, nicht mehr jedoch an Cyclin D;-GST. Letzteres war zu erwarten und ist
daher als interne Kontrolle fir die Funktionalitdt des Versuches anzusehen, da die
Bindung von Cyclinen bei p57 wie bei allen CKls stets tiber die CDK-inhibitorische

Domane am N-Terminus vermittelt wird.
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Abb. 4.11: N- und C-terminale Region von p57 binden an FHL2

p57Vt, p57°" und p57" wurden als Hexahistidinfusionsproteine in E. coli exprimiert. FHL2 und
Cyclin D3 wurden an GST fusioniert und ebenso wie mit GST rekombinant in E. coli hergestellt. Die
GST-Fusionsproteine wurden mit jeweils gleichen Mengen der bakteriellen Rohextrakte des jeweiligen
p57-Konstruktes fur vier Stunden inkubiert und anschlieRend Uber Gluthation (GSH)-Sepharose
prazipitiert. Die an die GST-Fusionsproteine gebundenen p57-Fragmente wurden nach Auftrennung der
Proteine Uber SDS-PAGE mittels anti-His-Antikdrper im Immunoblot nachgewiesen. Als Kontrolle
diente freie Gluthation-Sepharose, die mit einer vergleichbaren Menge an p57"" -, p57¢* - oder p57"" -
Rohextrakt inkubiert wurde.

Analog zum in vivo-Interaktionsexperiment wurde diesmal unter ausschlief3lich
rekombinanten Bedingungen gezeigt, daR FHL2 an p57 ebenfalls in vitro binden kann.
Durch die biochemische Analyse konnte ausgeschlossen werden, dal3 fir die Interaktion
zwischen p57 und FHL2 ein drittes, die Interaktion vermittelndes Protein notwendig ist.
Daruberhinaus wird deutlich, daB die Bindung von FHL2 am N-terminalen CDK-
inhibitorischen Teil von p57 erfolgen kann. Gleichermalen ist jedoch auch in der C-
terminalen Doméne von p57 zumindest eine weitere Bindestelle fir FHL2 gegeben.
Unter physiologischen Bedingungen ist zum einen eine Bindung zweier oder mehrerer
FHL2-Molekdle an ein Molekul p57 denkbar. Zum anderen aber konnte ein FHL2-
Molekil auch die Eigenschaft besitzen, gleichzeitig beide Bindungsstellen auf p57 zu
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besetzen. Dieser Mechanismus setzt voraus, da N- und C-Terminus von p57 in ihrer
Tertiérstruktur relativ nahe beieinander liegen oder aber dafl ein vermutlich sehr lang
gestrecktes FHL2-Protein in einer Art ,,Umklammerung® an p57 andockt. Das gleiche
gilt ebenso umgekehrt fir p57.

4.3.5 Mehrere Bindestellen auf FHL2 fur p57

Um die Interaktionsstellen fir p57 auf Seiten von FHL2 zu charakterisieren, wurden
unterschiedliche Kombinationen der einzelnen LIM-Doménen konstruiert und in den
Vektor pCRUZ-HA kloniert (Abb. 4.12 A). Jedes Konstrukt wurde zusammen mit
p57pCRUZ-HA in 293T-Zellen transformiert und nach 48-stundiger Expression die
Zelllysate einer Immunoprazipitation mit anti-p57 als préazipitierendem Antikorper
unterzogen. Von den verschiedenen Proteindeletionsmutanten banden nur diejenigen,
die aus den Doménen /,-1 oder 2-4 oder 2-3 zusammengesetzt waren. Keine Interaktion
lieR sich bei einem verkirzten FHL2-Protein, das nur noch die LIM-Domanen */,-2 oder
3-4 beherbergt, verzeichnen. Die p57-Bindung kann demzufolge an grundsatzlich allen
LIM-Doméanen des FHL2-Proteins ansetzen. Entscheidend fur die Bindeféhigkeit
scheint dabei die sterische Konformation von FHL2 zu sein. Die Konstrukte */,-2 und 3-
4 binden daher nicht, weil sie entweder falsch gefaltet vorliegen oder weil sie
beispielsweise nicht mehr effizient in den Kern, wo die Interaktion stattfindet,
transportiert werden konnen. Die Lokalisation der einzelnen Mutanten lieRe sich anhand

von Immunfluoreszenz Gberprifen.

A LIM-Domanen Aminosduren Basenpaare

FHL2 wt MM&W 12-4 1-279 837
FHL2-Dom1 WM 1/2-1 1-95 285
FHL2-Dom2 MMM. 1/2-2 1-157 471
FHL2-Dom3 Mim 2-4 97 - 279 600
FHL2-Dom4 Mm 3-4 158 - 279 363
FHL2-Dom5 M 2-3 95-217 366
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B Immunodetektion: anti-HA
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Abb. 4.12: (A)_'FHL2Wt und verschiedene Deletionsmutanten (schematische Darstellung). (B) p57
interagiert nach Uberexpression in 293T-Zellen und anschliefender Immunoprazipitation mit anti-p57-
Antikdrper nur mit den FHL2-Doménen */,-1 (Mutante 1) oder 2-4 (Mutante 3) oder 2-3 (Mutante 5).

4.3.6 Die FHL2-p57-Interaktion in vitro

FHL2 ist in der Lage, p57 unter anderem auch Gber die CDK-inhibitorische Domane zu
binden. Da zudem auch die C-terminale Region von p57 mit FHL2 interagieren kann,
ist ein vorgeschlagenes Modell der Assoziation, da FHL2 das p57-Protein womdglich
sogar an beiden endstdndigen Bereichen in einer Art ,,Umklammerung* bindet, sofern
beide hypothetischen Bindestellen rdumlich nahe genug zusammenliegen. Bislang
liegen keine Rontgenstrukturdaten zu p57 vor. Wie flr p21 und p27 vermutet man aber,
daB der C-Terminus strukturlos und ungefaltet vorliegt. Uber die dreidimensionale
Anordnung der Domanen zueinander 1aBt sich bislang lediglich auf Basis der p27-
Strukturdaten spekulieren, allerdings war hierbei die C-terminale p27-Region deletiert.
In jeder der moglichen Bindungsvarianten kdnnte FHL2 sterisch die Haupt-
interaktionsstelle von p57 mit der ATP-Bindetasche der Kinaseuntereinheit der CDK
blockieren oder behindern. Dies hatte zur Folge, dal? die Bindung eines FHL2-Proteins
an p57 einen Einflul auf die Fahigkeit ausubt, den Cyclin/CDK-Komplex zu inhibieren.
Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde eine analytische Gelfiltration mit Extrakt aus
p57- und FHL2-infizierten 293T-Zellen durchgefihrt, um so p57 im Komplex mit
FHL2 zu erhalten und diesen dann zur Bestimmung der Kinaseaktivitat einzusetzen.

Die Auftrennung der Proteinkomplexe - p57 mit oder ohne assoziiertes FHL2 und
eventuell anderen komplexierten Proteinen - erfolgte nach ihrem Stoke's Radius durch
eine Superdex 200 HR-Gelfiltrationssdule, in einem zweiten Ansatz durch eine
Superose SP6-Gelfiltrationssaule. Aus der Verteilung der Proteine in den Fraktionen der
Gelfiltration wird ersichtlich, da p57 und FHL2 durchaus in den gleichen Fraktionen
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mit einem Maximum in den Fraktionen 23 bis 27 (Abb. 13 A) eluieren und daher im
Komplex vorliegen kdnnen. Monomeres FHL2 erscheint im Durchlauf sehr viel spéater
gemeinsam mit seinen charakteristischen, unter 20 kDa grofRen Abbauprodukten
(Fraktionen 36 bis 42). Hingegen eluiert ein sehr groBer Komplex (Fraktionen 13 und
14) direkt im Durchbruch (Abb. 4.13 B). Dieser Komplex, der eine Gesamtgrofie von
weit mehr als 670 kDa aufweist, lieRe sich als Assoziation von einem oder mehreren
Molekilen p57 und FHL2 zusammen mit Cyclinen und CDKSs, die eventuell noch mit

ribosomalen Proteinen assoziiert sind, interpretieren.

A

Fraktion Nr.

1 20 22 24 2 2 32 4 4 44
819 2059 22)3 24,526 5,28 )30 3132 3334 3536 5338 3010 1192 43

7o —  weesessseseselLe o

FHL2-HA — —e *
-
A A A A A
Durchbruch 669 kDa 440 kDa 67 kDa 13,7 kDa
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

mzee — [ -

-
CDKs — 'l L -
A A A A
669 kDa 160 kDa 44 KDa 17 kDa

Abb. 4.13: p57 und FHL2 konnen nach Uberexpression in 293T-Zellen im Extrakt als Komplex eluieren
293T-Zellen wurden mit p57-OctA und FHL2-HA kotransfiziert, 48 Stunden spater geerntet und die
Proteine aus dem Zellextrakt tiber eine Superdex 200 (A) bzw. Superose 6 (B)-Gelfiltrationssdule nach
ihrem Stoke's Radius aufgetrennt, iber SDS-PAGE analysiert und die Proteine uber spezifische
Antikorper im Western-Blot nachgewiesen. Die GrofRenfraktionierung aus Zellextrakt von Zellen, die
sowohl p57 als auch FHL2 Uberexprimierten, zeigte eine gleichméBige Verteilung von p57-Protein lber
die S&ulenmatrix. Das Sdulenelutionsprofil des isokratischen Laufes zeigte hingegen fir FHL2 zwei
Maxima (Fraktionen 23-27 und 36-42) in der Proteinmenge bei einer Messung bei 280 nm. Die Detektion
der CDKs mittels anti-PSTAIRE-Antikdrper zeigte ein distinktes Elutionsprofil bei etwa 300 kDa und
monomer bei ungefahr 30-40 kDa.
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Um den Einflu der FHL2-Interaktion auf den p57/Cyclin/CDK-Komplex weiter zu
beleuchten, wurden in einem zweiten Ansatz p57 und FHL2 rekombinant in E. coli
exprimiert und aufgereinigt. Die p57-Reinigung verlief dabei tiber mehrere Schritte: mit
p57pET28a transformierte E. coli BL21 wurden angezogen und die Proteinexpression
durch IPTG fur 4 h induziert. Die Zellen wurden geerntet, in physiologischem, aber
denaturierendem Puffer unterstitzend mit Ultraschall aufgebrochen und die ,,inclusion
bodies* (IB) von den I6slichen Proteinen mittels Ultrazentrifugation abgetrennt. Uber
Nickelchelat-Affinitdtschromatographie wurde p57 aus der 16slichen und der IB-
Fraktion zun&chst gezielt angereichert. Das denaturiert vorliegende p57 aus der
»inclusion body“-Fraktion wurde Uber eine Anionenaustauscherchromatographie
renaturiert. Mit beiden Fraktionen liel sich abschlieBend uber AusschluB-
chromatographie eine GroRenfraktionierung durchfihren, wodurch sich noch
vorhandene Verunreinigungen weitmoglichst abtrennen lieRen. p57 lag fur den
nachfolgenden Versuch in grotmoglicher Reinheit mit einer Konzentration von 1,5
mg/ml vor.

FHL2 wurde analog (FHL2pET28a) rekombinant exprimiert und die Isliche Fraktion
uber Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Reinigung von rekombinant in E. coli exprimiertem und mit His-,tag” fusioniertem FHL2

1: Bakterieller Rohextrakt nach 4-stiindiger FHL2-Expression; 2: Uberstand nach ZellaufschluB (Iésliche
Fraktion); 3: Sediment nach ZellaufschluB (,,inclusion body“-Fraktion); 4, 5, 6, 7, 8: Elutionsfraktionen
der I6slichen Fraktion nach Affinitatsreinigung tber Nickel-Beads; 9, 10: Bakterieller Rohextrakt; 11, 12,
13, 14: Umpufferung und Aufkonzentrierung der gereinigten Proteinldsung mittels Dialyse, M: Marker

Freies und vorab mit FHL2 inkubiertes p57 wurden als Inhibitorproteine in einen Histon
H1-Kinaseassay eingesetzt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
Féahigkeit des Cdk2/Cyclin A-Komplexes Histon H1 zu phosphorylieren, egal ob mit
p57 assoziiert oder aber mit FHL2/p57 (Abb. 4.15). Da aufgrund mangelnder Kenntnis
der FHL2-Funktion und -Struktur kein Nachweis fur die korrekte Faltung des
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rekombinanten aufgereinigten FHL2-Proteins erbracht werden konnte, 1&R3t sich nicht
ausschliel’en, daR die Bindung in vitro an p57 nicht erfolgt ist und deshalb auch keine
Revertierung der Kinase-Inhibition beobachtet werden konnte. Ein dramatischer Effekt
auf die Kinase-Inhibition war insgesamt auch nicht zu erwarten, da FHL2 aus

experimentellen Grinden nur im UnterschuB eingesetzt werden konnte.

A
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Abb. 4.15: (A) p57 inhibiert konzentrationsabhéngig die Cdk2/Cyclin A-Kinaseaktivitét

Die Amidoschwarz-Farbung (links) zeigt die konstante Menge an eigesetztem Cdk2/CyclinA-Komplex
sowie die abnehmende Konzentration an eingesetztem rekombinatem p57-His. Zur Ermittlung der
inhibitorischen Aktivitdt von p57 wurde ein funktioneller Histon H1-Kinaseassay mit aktivem,
rekombinantem Cdk2/Cyclin A durchgefihrt. p57 wurde rekombinant in E. coli exprimiert und wie
beschrieben gereinigt. Bei der Kinasetitration wird die Aktivitdt des Inhibitors dabei Uber die
Inkorporation von [y-**PJATP in das Cdk2/Cyclin A Substrat Histon H1 bestimmt. Das Inhibitorpotential
von p57 ist gekennzeichnet durch die Inaktivierung der Cyclin A/Cdk2-Kinase und der damit
verbundenen Reduktion der Inkorporation von Phosphat in Histon H1. Die Titration wurde in sieben
Punkten mit unterschiedlichen Mengen p57 (Verdinnungen 1:1 bis 1:1000) bei konstanten Mengen
Kinase (50 ng) und Substrat (2 ug) durchgefiihrt. Gezeigt ist das Radiogramm des getrockneten Gels der
Uber SDS-PAGE aufgetrennten Kinasereaktionen (rechts). (B) Vergleich der inhibitorischen Aktivitat von
FHL2-gebundenem und freiem p57. Gereinigtes freies p57 und vorab mit FHL2 inkubiertes p57 wurden
nach SDS-PAGE-Auftrennung und Coomassie-Anfarbung in ihren Mengen aufeinander abgeglichen.
Jeweils gleiche Mengen freies und komplexgebundenes p57 wurden zur Ermittlung der inhibitorischen
Aktivitat in einem Kinaseassay mit Cyclin A/Cdk2 verglichen. Die Titration wurde mit je vier Punkten
anhand steigender Mengen des Inhibitors (500 ng, 100 ng, 25 ng, 1 ng) bei konstanten Mengen Kinase
(50 ng) und Substrat (2 ug) durchgefihrt. Als Aktivitatsvergleich diente eine Probe ohne Inhibitor bzw.
ohne den komplexierten Inhibitor (-). Gezeigt ist das Radiogramm des getrockneten Gels der Gber SDS-
PAGE aufgetrennten Kinasereaktionen.
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4.3.7 FHL2 und p57 kolokalisieren im Zellkern

Neben der Identifizierung von FHL2 als Bindungspartner von p57 im genetischen
System des ,,yeast two hybrid“-Screens, legten sowohl die nachgewiesene Interaktion
beider Proteine nach in vitro-Translation als auch die Immunoprézipitationen endogen
und nach Uberexpression nahe, daR beide Proteine in der Zelle eng in Kontakt
miteinander stehen. Es wurde daher versucht, im Rahmen immunozytologischer
Untersuchungen eine Kolokalisation von p57 und FHL2 zu zeigen. Daruiberhinaus sollte
eine mogliche Lokalisationsdnderung von p57 oder von FHL2 innerhalb der Zelle
jeweils in Abh&ngigkeit vom Bindungspartner untersucht werden.

Um die intrazellulére Lokalisation von p57 sicherzustellen, wurde ein N-terminales
YFP-Fusionsprotein von p57 (in pEYFP-C1) konstruiert. Die Lokalisation wurde 24
Stunden nach der transienten Transfektion von HelLa-Zellen immunozytologisch
analysiert. Fir p57-YFP ist dabei eine eindeutig auf den Nukleus beschrankte
Lokalisation zu beobachten (Abb. 4.16). Die nukledre Lokalisation von p57 war in
Anbetracht der bereits bekannten Lokalisationsmuster von p21 und p27 sowie einer
Kernlokalisationssequenz in p57 in einer zu p27 konservierten Doméne vorauszusagen.
Die Gewahrleistung seiner Funktion als CDK-Inhibitor, bei der p57 in direkten Kontakt
mit den verschiedenen CDK/Cyclin-Komplexen treten muB, ist somit gegeben. Der mit
26 kDa verhaltnismélig grolRe YFP-Anteil des Fusionskonstruktes konnte die
Lokalisation des Proteins beeinflussen, weshalb spater die nukledre Lokalisation von
p57 zusatzlich tber eine weitere Immunofluoreszenz sichtbar gemacht wurde, diesmal
p57 jedoch lediglich mit dem sehr viel kleineren HA-,tag”“ versehen. Fir die
Untersuchung von endogen exprimiertem p57 lielRen sich keine geeigneten Zellinien mit

ausreichendem Expressionsniveau finden.
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Fluoreszenz

Phase

Abb. 4.16: p57-YFP lokalisiert im Zellkern

Um die subzellulére Lokalisation von p57 in HeLa-Zellen zu untersuchen, wurde p57 N-terminal an YFP
fusioniert und sein Expressionsmuster 22 Stunden nach der Transfektion im Mikroskop unter
Fluoreszenzlicht (oben) im Vergleich zur Kontrolle (YFP) analysiert. Es lieR sich eine exklusive
Beschrankung der p57-Expression auf den Zellkern nachweisen. Phasenkontrast (unten).

Der EinfluB von FHL2 auf die Lokalisierung von p57 in vivo wurde gleichfalls tber
Immunofluoreszenz analysiert. Beide Proteine wurden als mit N-terminal
unterschiedlichem ,,tag” fusionierte Proteine konstruiert (p57pCRUZ-FLAG sowie
FHL2-pCRUZ-HA) und zunéchst entweder alleine in HeLa-Zellen transient transfiziert
oder kotransfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion erfolgte der Nachweis mit den
jeweils spezifischen Antikorpern anti-HA und anti-p57 (Abb. 4.17).
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Phase anti-HA anti-p57 Hoechst

Abb. 4.17: FHL2 und p57 beeinflussen sich nicht gegeseitig in ihrer Lokalisation

Zur Untersuchung der Lokalisation von FHL2 und p57 wurden beide Proteine als N-terminale Fusion mit
HA bzw. FLAG exprimiert. 48 h nach Transfektion von adhérenten 293T-Zellen wurde die Lokalisation
von FHL2 bzw. p57 jeweils alleine im Fluoreszenzlicht und Phasenkontrast mikroskopiert. Um zu
untersuchen, ob FHL2 eine Lokalisationsdnderung von p57 verursachen kann, wurden p57-FLAG und
FHL2-HA kotransfiziert und ebenfalls 48 h nach der Transfektion unter dem Mikroskop analysiert. p57
wurde dabei mit einem spezifischen anti-p57-C20-Antikdrper sowie einem anti-rabbit-FITC-Konjugat als
sekundarem Antikdrper immunodetektiert, FHL2 dagegen mit der Kombination anti-HA/anti-mouse-
Rhodamin-Antikdrper. Gezeigt sind jeweils (von links nach rechts) die Aufnahme im Phasenkontrast, das
Rhodamin- bzw. FITC-Signal im Fluoreszenzlicht sowie die Hoechst-Anfarbung der zellulairen DNA
ebenfalls im Fluoreszenzlicht. Transfektion von A: p57-FLAG; B: FHL2-HA; C, D, E: p57-FLAG mit
FHL2-HA.

Die Fluoreszenzmuster bestatigten erstens die vorab gewonnene Erkenntnis (iber das
exklusive Auftreten von p57 im Zellkern und zeigten weiterhin eine Verteilung von
FHL2 (ber die gesamte Zelle. Es lieR3 sich demnach keine restriktive Kolokalisation

beobachten. Wurden beide Konstrukte kotransfiziert, rief dies weder bei p57 noch bei
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FHL2 eine Anderung in der Lokalisation hervor. Da beide Proteine auf jeden Fall eine
Kernlokalisation zeigten, bleibt anzunehmen, daR eine funktionelle Interaktion im Kern
stattfand oder dal? eine geringe und daher in diesem Experiment nicht nachweisbare
Menge an p57 eine FHL2-Funktion im Zytoplasma beeinflussen kann bzw. umgekehrt.
FHL2 ubt seine anderen zelluldren Funktionen beispielsweise als Bindungspartner der

[B-Integrine im Zytoplasma aus.

4.3.8 p57 zeigt einen verstarkenden EinfluB auf die

Koaktivatorfunktion von FHL2

Eine der fir FHL2 beschriebenen Funktionen ist seine gewebespezifisch koaktivierende
Wirkung auf den Androgen-Rezeptor (Mdller et al., 2000). Dabei steigert FHL2 in
Agonist- und AF-2-abhangiger Weise die transkriptionale Aktivitat selektiv des
Androgen-Rezeptors (AR). Es ist daher zu vermuten, dal? die postulierte Interaktion mit
p57 die Koaktivatorfunktion von FHL2 beeinflut. Die transaktivierende Eigenschaft
von FHL2 liel sich quantitativ in einem Transaktivierungsassay bestimmen. Hierzu
wurden 293T-Zellen mit dem Steroidhormon-Rezeptor (Androgen-Rezeptor, AR),
FHL2 und MMTV-Luc als Reportergen (alle Konstrukte wurden freundlicherweise von
R. Schile, Freiburg zur Verfligung gestellt) transfiziert. Das Luziferase-Reportergen ist
dabei unter der Kontrolle des viralen MMTV-Promotors, der mehrere ARE (,,androgen
responsive elements®)-Elemente enthalt und daher vom aktivierten AR angeschaltet
werden kann. Zur spateren Normalisierung wurde zusatzlich pro Ansatz ein p-Gal-
Reportergenkonstrukt eingebracht. Alle Ansatze waren als Dupletts angelegt, von denen
jeweils einer ab vier Stunden nach der Transfektion unter Androgen-Stimulation
kultiviert wurde, der andere nicht. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen
geerntet und in ihren Extrakten die Luziferase-Aktivitat gemessen. Parallel wurde zu
allen Ansatzen die f-Galactosidase-Aktivitat bestimmt. Bei der Berechnung der
relativen Aktivitaten wurden die ermittelten Luziferase-Aktivitaten jeweils gegen ihre
[-Gal-Aktivitaten abgeglichen, nachfolgend das Verhaltnis aus stimulierten und nicht
stimulierten Dupletts gebildet und schlieBlich alle Werte prozentual gegen die
Leervektor-Transfektionen aufgerechnet, die dabei auf 1 gesetzt wurden. In Abb. 4.18
A, B und C ist exemplarisch ein Experiment dargestellt. Die gemittelten Werte aus
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insgesamt funf unabhangigen Reproduktionen sind in Abbildung 4.18 D zusammen-
gefaft.
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Abb. 4.18: p57 hat mdglicherweise einen verstérkenden Effekt auf die transaktivierende Funktion von
FHL2 als Koaktivator des Androgen-Rezeptors

(A) Relative Luziferase-Aktivitaten, (B) relative p-Galactosidaseaktivitaten sowie (C) die von A gegen B
normalisierten Werte eines typischen Transfektionsansatzes. 293T-Zellen wurden bei konstanten Mengen
an MMTV-Luc (500 ng), AR (30 ng) jeweils mit gleichen Mengen (100 ng) FHL2pCMX bzw.
p57pCRUZ transfiziert. Zusétzlich wurden pro Transfektionsansatz 500 ng pSVp-Gal fir die spéatere
Normalisierung eingebracht. Eine jeweils konstant gehaltene Gesamt-DNA-Menge von 4 ug wurde
erreicht durch Ausgleich mit entsprechendem Leervektor pCMX bzw. pCRUZ. Die Ansétze wurden als
Dupletts erstellt, wobei nur eine Probe durch Androgen-Gabe (R1881, 10"'M) fiir 20 Stunden stimuliert
wurde. Alle Ansatze wurden 24 Stunden nach der Transfektion geerntet und fiir die Messungen
entsprechend aufbereitet. (D) Die Werte aus funf unabh&ngigen Experimenten wurden jeweils gegen ihre
B-Gal-Aktivitat abgeglichen, dann gegen den Leervektor (Kontrolle) normiert und abschlieBend ihr
Mittelwert berechnet. Alle Werte wurden prozentual bezogen auf die Kontrolle, die dabei auf 1 gesetzt
wurde. Die Signifikanz der einzelnen Werte zueinander ist mit p-Values (T-Test) zwischen 0,002 und 0,1
hoch.

FHL2 zeigte seinen koaktivierenden Effekt auf den Androgen-Rezeptor durch eine
gesteigerte relative Luziferase-Aktivitat von etwa 140% gegentber der Kontrolle. Auch
p57 stimulierte den Androgen-Rezeptor, wenn mit dem 1,2-fachen auch deutlich
schwécher als FHL2. Wurden die Zellen mit FHL2 und p57 gemeinsam Kotransfiziert,

fuhrte dies zu einem signifikanten Anstieg der relativen Luziferase-Aktivitat auf das
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knapp 2,5-fache. Diese Ergebnisse deuten auf eine funktionelle Interaktion von FHL2
mit p57 hin. Allerdings 148t sich auch ein additiver Effekt der aktivierenden Wirkung
beider Proteine nicht ausschliefen, denn auch p57 alleine zeigt einen leicht
aktivierenden Effekt gegentiber der Kontrolle. Ein Grund daflr kdnnte jedoch sein, daf3
in den Zellen bereits eine ausreichende Menge endogenes FHL2 vorhanden ist, um den
Komplex mit p57 zu bilden und so die beobachtete Aktivierung zu bewirken. Als
denkbare Mechanismen einer direkten p57-FHL2-Interaktion ist vorstellbar, dall p57
durch seine Bindung eine Konformationsanderung von FHL2 hervorruft, so daR die
aktive Stelle des AR, der fur die Koaktivierung verantwortlich ist, besser zugéanglich
wird. Zum anderen konnte FHL2 durch die Assoziation mit dem CDK-Inhibitor auch
stabilisiert werden, wodurch insgesamt héhere Level an aktivem FHL2 in der Zelle
vorliegen, welche in der Folge die gestiegene transaktivierende Wirkung auf den
Rezeptor erklaren.

Sind beide Proteine, also sowohl FHL2 als auch p57 unabhédngig voneinander in der
Lage, den Androgen-Rezeptor zu stimulieren und beruht der beobachtete
Verstarkungseffekt auf ihrer Summation, so spricht dies zumindest daftir, da sich beide
Proteine in ihrer Funktion nicht behindern, wie dies unter anderem durch Titration

benotigter Faktoren vorstellbar ware.

4.3.9 FHL2 hebt eine durch p57 induzierte G,-Arretierung der

Zellen auf

Eine (beraus wichtige Frage bei der Charakterisierung von CKI-interagierenden
Proteinen ist, ob sie aufgrund ihrer regulativen Eigenschaften Auswirkungen auf den
Zellzyklus zeigen. Es kann ihnen dabei eine eigene unabhéngige Bedeutung zukommen
oder aber eine physiologische Relevanz durch die Interaktion mit dem CDK-Inhibitor.

Um zu untersuchen, ob und inwieweit FHL2 ein Protein ist, das tiber seine Bindung an
p57 den Zellzyklus beeinflussen kann, wurde die Verteilung der Zellen auf die
Zellzyklusphasen mit Hilfe der DurchfluBzytofluorimetrie bestimmt. Dazu wurden
transient mit p57, FHL2 und p57 + FHL?2 transfizierte HeLa-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle analysiert, die Konstrukte lagen dabei in den Vektoren pCRUZ-HA bzw.
pCMX vor. Eine Kotransfektion von pEYFP-C1 und die Aussonderung der YFP-
positiven Zellen gewéhrleistete, dall nur de facto transfizierte Zellen in die Analyse mit
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einbezogen wurden. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, in
Ethanol fixiert und ihre Verteilung tber den Zellzyklus im FACS ermittelt.

Die einzelnen Zellzyklusprofile wurden unter Zuhilfenahme des Programmes ,,ModFit*
quantitativ ausgewertet und der prozentuale Anteil an G;- sowie S- und G,/M-Phase-
Zellen bestimmt (Abb. 4.19).

1 R2

* Chareals

nicht transfiziert
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" Charrals ™
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p57 + FHL2

Abb. 4.19: Zellzyklusprofil von transfizierten 293T-Zellen

293T-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fur p57 und FHL2 alleine bzw. gemeinsam sowie
jeweils mit pEYFP kotransfiziert. Die Zellzyklusverteilung der transfizierten YFP-positiven Zellen
(rechts: Zellen innerhalb des markierten Bereiches R2) wurde mittels Propidiumiodidfarbung der DNA
bestimmt. Gezeigt ist die prozentuale Verteilung der Zellen auf G;-(rot), S- (schraffiert) sowie G,/M-
Phase (weil).

Die Zu- bzw. Abnahme der G;-Zellzahl wurde prozentual im Bezug auf die Kontrolle
berechnet, die dabei auf 100 gesetzt wurde. Abbildung 4.20 stellt schematisch den
gemittelten Prozentsatz an G;-Zellen der einzelnen Transfektionen aus insgesamt acht
unabhdngigen Experimenten dar.
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Abb. 4.20: FHL2 hebt bei Koexpression den durch p57 induzierten G;-Arrest auf

(A) Verteilung der Zellen auf G;-, S- und G,/M-Phase des Zellzyklus nach Uberexpression von p57,
FHL2 und Koexpression von p57 mit FHL2 in Prozent im Vergleich zur Kontrolle (Leervektor).

(B) Prozentuale Anzahl der 293T-Zellen in G;. (C) Prozentuale Anzahl der G;-Zellen nach Normierung
der Werte auf die Kontrolle (Leervektor). Die Werte sind das statistische Mittel aus sieben unabh&ngigen
Experimenten. Die P-,values” im T-Test sind mit 0,003 (fiir p57 mit p57/FHL2), 0,008 (fur p57 mit
FHL2) sowie 0,24 (fir FHL2 mit p57/FHL2) hochsignifikant bzw. signifikant.

Mit einer sehr hohen Signifikanz bewirkte eine Uberexpression von p57 in HeLa-Zellen
erwartungsgemal einen dramatischen Anstieg der G;-Zellen um tiber 37% im Vergleich
zur Kontrolle. Dieser p57-induzierte G;-Arrest wurde durch die zeitgleiche
Koexpression von FHL2 nahezu aufgehoben. Zu beachten ist dabei, dal} bei alleiniger
Expression von FHL2 ein leichte Abnahme an G;-Zellen um etwa 11% zu verzeichnen
war. Diese kann jedoch aufgrund ihres sehr viel geringeren Ausmales keinesfalls der
p57-induzierten Arretierung der Zellen entgegenwirken.

Der beobachtete p57-induzierte G,;-Phénotyp, der durch gleichzeitige FHL2-Expression
aufgehoben wird, attestiert somit der p57-FHL2-Interaktion erstmals eindeutig eine
funktionelle Bedeutung und gibt erste Hinweise auf ihre Funktion in vivo.

Mit den Daten aus der FACS-Analyse kann ein Zellzyklus-bedingter Effekt,
beispielsweise durch eine verénderte Lange der einzelnen Zellzyklusphasen, noch nicht

124
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ausgeschlossen werden. Anhand einer Wachstumskurve oder einer FACS-Analyse mit
gleichzeitiger BrdU-Inkorporation, in deren Folge sich die markierten S-Phasezellen
spater auch in G, und G,/M finden lassen miRten, lielle sich diese Hypothese aber

disqualifizieren,
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5 Diskussion

5.1 Identifikation neuer Interaktionspartner von p57%2

Expressionslevel von CDK-Inhibitoren sind maligeblich daran beteiligt, ob die Zelle am
G,/S-Phasenubergang weiter proliferiert oder aber ihr Wachstum einstellt, insbesondere
auch an der Option, den Zellzyklus am G,-Checkpoint zu verlassen, um in den Prozef
der terminalen Differenzierung einzutreten. In einigen Zelltypen wird p57 als der
mafRgebliche Inhibitor angesehen, so findet sich besonders in Herz- und
Skelettmuskelgewebe sowie der Plazenta ein sehr hohes Niveau an p57-mRNA
(Matsuoka et al., 1995; Lee et al., 1995). Aber auch bei der Osteoblastenentwicklung
oder in der Niere reguliert p57 den Zellzyklus entscheidend mit, wie unter anderem
diesbezigliche Fehlfunktionen in p57-/-Mausen bzw. Analysen des Wilms' Tumors
zeigten (Urano et al., 2000; Reid et al., 1996). Die zellspezifischen Aufgaben von p57
werden durch Faktoren gesteuert, die die p57-Menge oder seine Aktivitét in der Zelle
regulieren. Dabei ist nicht nur die Identifizierung maoglicher Interagierer von
ausschlaggebender Bedeutung, sondern ebenso deren mechanistische Einbindung in die
ubergeordnete Physiologie der Zellzykluskontrolle.

Ziel dieser Arbeit war es, neue mit p57 wechselwirkende Proteine zu identifizieren.
Dafur wurde zum einen ein neues funktionelles Analysesystem in Hefe zur
systematischen ldentifikation von mit CDK-Inhibitoren wechselwirkenden Proteinen
entwickelt und erste Analysen durchgefiihrt. Des weiteren konnten durch die
Etablierung der Hefe-Interaktionsscreening-Methodik mehrere mit p57 assoziierende
Proteine ermittelt und FHL2 als spezifischer Interaktor von p57 charakterisiert werden.
Es sollten insbesondere Interaktionspartner ermittelt werden, die unabhangig von den
bekannten CDKs und Cyclinen an p57 binden konnen. Beide experimentellen
Screening-Ansdtze waren dabei gezielt darauf ausgelegt, gleichzeitig mit der
Identifikation in vivo die physiologische Relevanz zu demonstrieren sowie erste
Hinweise auf die Funktion der Protein-Protein-Interaktion zu liefern.

Bislang ist fur p57 lediglich eine vergleichsweise geringe Anzahl interagierender
Faktoren bekannt, was mitunter daran liegt, dafl p21 und p27 bereits seit sehr viel
langerer Zeit Gegenstand intensiver Forschung sind. Dabei bietet p57 als einziger CDK-
Inhibitor den Vorteil, direkt als urséchlich fur ein Krankheitsbild, das Beckwith-
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Wiedemann-Syndrom, erkannt worden zu sein (Matsuoka et al., 1995; Hatada et al.,
1995). p57 zeigt auch den deutlichsten Phanotyp einer ,,knock out*-Maus. So fielen
Mausembryonen, die kein p57-Protein mehr exprimierten, nicht nur durch eine gestorte
Zellproliferation und -differenzierung auf sondern entwickelten mit fortschreitendem
Alter auch eine ganze Palette weiterer Defekte. Die meisten Tiere starben kurz nach der
Geburt infolge gravierender MuskelmiZbildungen und an Defekten in der
Knochenentwicklung oder im Gastrointestinaltrakt. Des weiteren fiihrten stark
vergroRerte Organe, Zytomegalie, Linsenzellhyperproliferation und Apoptose (Zhang et
al., 1997) sowie Gaumenspalten mit dadurch bedingter Atemnot zu schwersten
Entwicklungsstérungen. Yan et al. (1997) und Takahashi et al. (2000) berichteten von
einer 10%igen Uberlebensrate ihrer ,knock out*-Méause, die alle ebenfalls
schwerwiegende Retardierungen im Wachstum aufwiesen, weshalb anzunehmen ist, daf3
p57 insgesamt eine wichtige Rolle wéhrend der Embryonalentwicklung und zelluléren
Differenzierung spielt. Jedoch wiesen sie darauf hin, daB sich bei von (iberlebenden
Mausembryonen entnommenen Fibroblasten kein Unterschied in der Proliferationsrate
oder der saturierenden Zelldichte beobachten liel3, was wiederum darauf hindeutet, daf3
in diesem Zelltyp ein G,-Wachstumsarrest und die Zellzykluskontrolle womdglich
weitgehend unabhangig von der p57-Funktion zustande kommt.

Im Gegensatz dazu weisen p21-defiziente Mé&use keinerlei Entwicklungsstorungen auf.
Lediglich Zellen von p21-Null-Mutanten offenbaren Fehler am G;-Kontrollpunkt nach
Induktion von DNA-Schaden. p27-defiziente Mduse zeigen bereits erkennbare
Phénotypen. So sind p27/-Maduse sehr viel groRer als ihre Kontrollgruppe. Ursache
dafur ist eine Multiorganhyperplasie. Zudem entwickeln sie weibliche Unfruchtbarkeit,
Nierendysplasie sowie eine Reihe weiterer Defekte und sind durchweg taub (Kiyokawa
et al., 1996; Fero et al., 1996; Nakayama et al., 1996).

Basierend auf der Isolierung aus dem heterologen Hefesystem sowie in in vitro-,,pull
down*-Experimenten, prasentierten Watanabe und Mitarbeiter 1998 mit PCNA den
bislang einzigen C-terminalen Bindepartner von p57. Da bei Uberexpression der die
PCNA-Bindedoméne beherbergende C-Terminus fir sich alleine in der Lage war, die
DNA-Replikation in vitro sowie den Eintritt in die S-Phase in vivo zu verlangsamen, so
dall es zu einer Akkumulation der Zellen in G, kam, wurde neben der CDK-
inhibitorischen zusétzlich eine PCNA-inhibitorische Aktivitat von p57 postuliert.
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Die bisher ungekannten uber das ,,yeast two hybrid*“-System als mit p57 assoziierende
Proteine klassifizierten Faktoren (FHL2, Zyxin, Cyclophilin B und Siah-2) wurden
untersucht und schlieflich FHL2 als spezifischer Interaktor von p57 ndaher
charakterisiert. Es gelang dabei, den Komplex aus FHL2 und p57 nicht nur biochemisch
in vitro, sondern ebenfalls in vivo unter physiologischen Bedingungen nachzuweisen.
Studien zum Mechanismus der Interaktion ergaben, dal sowohl in der Proteinstruktur
von FHL2 als auch auf Seiten von p57 mehrere Bindesstellen zur Verfugung stehen.
Reportergenstudien an 293T-Zellen unter den Bedingungen der Uberexpression von
FHL2 und p57 unterstiitzen die Hypothese, daR p57 als transaktivierender Faktor in
Wechselwirkung mit FHL2 an der Aktivierung des Androgen-Rezeptors beteiligt sein
konnte. Untersuchungen zur Kl&rung der Frage, inwieweit die Interaktion zwischen p57
und FHL2 den Zellzyklus beeinfluf3t, offenbarten einen deutlichen Effekt: die durch p57
in HelLa-Zellen induzierte Wachstumsarretierung in G; wird bei gleichzeitiger

Koexpression von FHL2 revertiert.

5.1.1 Interagierende Proteine aus dem ,yeast two hybrid*-

System

Die umfassende Analyse des humanen Genoms (lber die Hefehybrid-Technik forderte
neben erwarteten Interagierern (verschiedene Cycline) auch eine Reihe bislang nicht mit
p57 in Zusammenhang gebrachte Faktoren als Bindepartner zu Tage. Die Identifikation
von Cyclin B; und Cyclin D, bestatigte die Funktionalitdt des durchgefuhrten
Screenings bzw. der gewahlten Parameter. Allerdings war die Ausbeute an inter-
agierenden Cyclinen vergleichsweise gering. Ebenfalls ware eine Auswahl
verschiedener CDKs oder im Idealfall PCNA als bereits bekanntes p57-Bindeprotein zu
erwarten gewesen. Maglicherweise wirken manche Cycline, wie beispielsweise Cyclin
E, bei starker Uberexpression toxisch auf die Hefezellen (Won und Reed, 1996). Hohe
Proteinkonzentrationen der endogenen Hefe-Kinase Cdc28 konnten die
Wahrscheinlichkeit einer Interaktion zwischen p57 und einer humanen CDK-
Untereinheit verringern, selbst wenn deren cDNA in der Hefezelle exprimiert wird. Der
Vorteil des von uns modifizierten und in seiner Stringenz dadurch extrem erhthten
Systems beinhaltet andererseits, daB sich relativ schwach interagierende Proteine nur
schwer nachweisen lassen. Auch gelingt es kaum, Faktoren, die mit p57 lediglich eine
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transiente Bindung eingehen und schnell wieder dissoziieren, zu isolieren. Das Fehlen
putativer Faktoren in Hefezellen, die bei einer Interaktion als Adapter fungieren oder fur
die Bildung eines grolReren Komplexes aus p57 und dem Zielprotein essentiell sind,
verhindert ebenfalls, dal? bestimmte Interagierer aufgespulrt werden kénnen. Auch ist
das Expressionsniveau der heterolog exprimierten cDNAs variabel und kann in einigen
Fallen zu gering sein, um ein ausreichend signifikantes Kolonienwachstum zu
gewahrleisten. Weitere Ursache fir das Ausbleiben bestimmter erwarteter
Interaktionspartner kann ein von den Bedingungen in der humanen Zelle abweichendes
physiologisches Milieu in der Hefe sein. So ware vorstellbar, dal} eine bestimmte
Interaktion nur in spezifischen Zellkompartimenten der menschlichen Zelle mit den dort
herrschenden pH- oder osmolaren Bedingungen zustande kommen kann. Allgemein ist
das Ausbleiben eines erwarteten Interaktionsproteins moglicherweise auch darauf
zurtckzufihren, daBR der entsprechende Faktor nicht als cDNA in der eingesetzten

Genbank vorhanden ist.

5.1.2 FHL2 und p57 als Interaktionspartner im ,,yeast two
hybrid“-System

Seit seiner erstmaligen Beschreibung durch Genini et al. (1997) als Protein, das
spezifisch in der Rhabdomyosarkom-Zellinie RD transkriptionell herunterreguliert wird
und der LIM-Proteinfamilie angehorig ist, konnte FHL2 mehrfach als Bindepartner
unterschiedlicher Proteine identifiziert werden. In vielen Féllen tauchte FHL2 zuné&chst
in Form eines ,,yeast two hybrid“-Partners auf, um dann in zellbiologischen oder bio-
chemischen Analysen bestatigt zu werden. Auf diese Weise wurde FHL2 von Chan et
al. (2000) als Bindepartner fir hCDCA47, ein Protein, das an der Stabilisierung von
Minichromosomen beteiligt ist, identifiziert. Diese Interaktion bestatigt sich an-
schliefend in einem in vitro-Bindungsassay mit immobilisiertem FHL2 bestéatigt.
Ebenso als Partnerprotein im Hefesystem zeigte sich FHL2 flr Presenilin-2 (Tanahashi
et al., 2000). Die in vitro-Interaktion wurde dabei tiber Affinitatsbindung demonstriert,
die physiologische Interaktion endogen im ,,pull down*-Experiment mit Extrakten der
humanen Lungenfibroblastenzellinie MRCS5. Desgleichen wurde FHL2 als Bindepartner
fur mehrere a- und p-Integrine bzw. deren zytoplasmatische Doménen erkannt und die

Komplexe in einer Koimmunoprazipitation nachgewiesen (Wixler et al., 2000). IGFBP5
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(»insulin-like growth factor-binding protein 5*) wurde 2002 von Amaar und
Mitarbeitern analog identifiziert und via Koimmunoprézipitation nach Uberexpression
beider Interaktionspartner in U2-Osteosarkom-Zellen belegt. Aus dem Hefesystem
resultierte FHL2 ebenfalls als neuer Bindepartner fir hNP220 (,,human DNA-binding
nuclear protein 220%). Die Visualisierung der FHL2-hNP220-Interaktion erfolgte in
lebenden S&ugerzellkulturen im ,fluorescence resonance energy transfer (FRET)-
Assay, wobei FHL2 als GFP- und hNP220 als BFP-,,two fusion“-Proteine vorlagen (Ng
et al., 2002). FHL2 mit TUCAN/CARDINAL, gezeigt durch die Identifizierung im
Hefehybridsystem und mittels Koprazipitation aus bakteriellem Extrakt sowie durch
Koimmunoprazipitation unter Uberexpressionsbedingungen in vivo. TUCAN/
CARDINAL reduziert die Aktivierung von NF-xB. Obwohl die Expression von FHL2
keinen Effekt auf die NF-kB-Aktivierung zeigte, erhohte FHL2 jedoch in dosis-
abhéngiger Weise die TRAF-2-vermittelte Aktivierung von NF-kB (Stilo et al., 2002).
Interessanterweise wurde TRAF-2 in einem ,yeast two hybrid*“-Screen mit p27 als
Kdderprotein von Héléne Hydry im Rahmen einer von mir betreuten Diplomarbeit als
Kandidat fur ein p27-assoziiertes Protein erkannt. Bei Bestatigung dieser Daten ware
demnach eine von TRAF-2 vermittelte Funktion von FHL2 auch fur p57 denkbar.

Mit FHL3 konnte im Hefesystem sogar ein weiteres Mitglied der ,,LIM-only*-
Unterfamilie als Interaktionspartner von FHL2 ermittelt werden. Die LIM-LIM-
Interaktion lieR sich anschlieend via FRET-Assay bestatigen (Li et al., 2001). Des
weiteren interagiert FHL2 mit und ist ein Korepressor von PLZF, dem ,,promyelotic
leukemia zinc finger“-Protein (McLoughlin et al., 2002). Jiingere Untersuchungs-
ergebnisse weisen FHL2 - neben anderen LIM-Domanenproteinen wie ACT und FHL3
fur CREM/CREB - eine Rolle als Koaktivator des Androgen-Rezeptors zu (Fimia et al.,
2000, 2002; Miiller et al., 2000). Ebenso soll FHL2 an der Vermittlung bestimmter
Rho-Signale von der Zellmembran in den Nukleus beteiligt sein (Muller et al., 2002),
womit ein erster Hinweis auf eine Beteiligung von FHL2 an der Signaltransduktion
vorliegt.

Zusammenfassend unterstiitzen verschiedene, jiingst charakterisierte Interaktionen von
FHL2 mit beispielsweise FHL3, hCDC47 oder dem Androgen-Rezeptor die Hypothese,
daB FHL2 als ein Adapter-Modul dienen und somit am Aufbau funktioneller
Multiproteinkomplexe beteiligt sein kdnnte. Eine solche Steuerung koénnte zur

Rekrutierung von p57 in einen bestimmten Komplex beitragen.
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p57 wurde bis zum Ende der vorliegenden Arbeit lediglich einmal erfolgreich als
Koderprotein im ,,yeast two hybrid“-Screen eingesetzt, infolgedessen sich PCNA als
Bindeprotein charakterisieren lie3 (Watanabe et al., 1998). Fr die ubrigen CKIs liegen
bereits mehrere Untersuchungen Uber heterolog identifizierte Bindungspartner von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen vor. Darunter fallen fur p27 Grb2 (Sugiyama et al.,
2001), Jabl (Tomoda et al., 1999), mNPAP60 (Muller et al., 2000) und die Kinase
hKIS (Boehm et al., 2002). Fir p21 konnte neben einer Vielzahl von Faktoren zuletzt
TOK-1 uber die Interaktion in Hefe identifiziert werden (Ono et al., 2000).

5.1.3 p57 und FHL2 als Interaktionspartner in vivo

Die Assoziation von p57 mit seinem auf genetischem Weg in Hefe gefundenen
Interaktionspartner FHL2 konnte auch im Bindungsassay mit in vitro-translatierten
Proteinen eindeutig nachgewiesen werden. Gab die ,,yeast two hybrid“-Analyse noch
Hinweise auf eine FHL2-Interaktion mit p57 und abgeschwécht mit p21, so liel3 sich die
Spezifitat der Interaktion im in vitro-Bindungsassay eindeutig auf p57 beschrénken. Im
Retikulozyten-Lysat liegen andere Proteine und Faktoren als in der Hefezelle vor, die
fur eine mogliche Interaktion von FHL2 auch in vitro mit p21 notwendig sein konnten.
Im Gegensatz hierzu sind in der Hefe offenbar sdmtliche regenerierenden oder
modifizierenden Systeme fir die p21-FHL2-Interaktion vorhanden. Durch die starke
Uberexpression in der Hefe besteht die Gefahr einer stéchiometrischen Uberdosierung
der Bindepartner, d. h. die eingesetzten Proteine liegen zueinander nicht in physio-
logischen Konzentrationen vor. Sowohl dadurch als auch durch die teilweise
vorhandenen Strukturdhnlichkeiten zwischen p21 und p57 kann es dazu kommen, dal}
auch p21 mit FHL2 im genetischen System interagiert, unter Bedingungen wie dem in
vitro-Bindungsassay diese Interaktion jedoch nicht mehr zustande kommt.

Die Interaktionsfahigkeit beider Proteine wurde des weiteren unter Uberexpressions-
bedingungen in 293T-Zellen untersucht und bestatigt.

Entscheidend fir die physiologische Relevanz der p57-FHL2-Interaktion war es
darlberhinaus, zu zeigen, dalR der Komplex aus beiden Partnern auch in vivo und bei
endogenen Proteinmengen vorliegt. Da aufgrund der mRNA-basierten Expressions-
muster von p57 und FHL2 lediglich in Herzmuskelzellen dquivalente und ausreichend
hohe Proteinmengen zu erwarten waren (Lee et al., 1995; Chan et al., 1998), wurde die
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Immunfallung in Extrakten aus humanen Kardiomyozyten durchgefiihrt. Bereits
bekannt ist, dal} in priméren Ratten-Kardiomyozyten p21 so wie auch p27 reguliert
werden, beispielsweise durch transiente Expression von E2F-1 (von Harsdorf et al.,
1999), so dal} analog auch eine Regulation von p57 in Kardiomyozyten naheliegt.
Wihrend unter Bedingungen der Uberexpression noch eine Interaktion trotz ungleicher
stdchiometrischer Proteinmengen anzunehmen war, zeigte sich in vivo ein Komplex aus
anndhernd gleichen Mengen FHL2 und p57, wobei berticksichtigt werden muB, daf3 die
Affinitat der zum jeweiligen Nachweis verwendeten Antikdrper zu ihrem spezifischen
Protein variieren kann.

Die molaren Verhéaltnisse zwischen beiden Interagierern lieRen sich jedoch anhand von
Immunoprazipitationen in Sduger-Zellen klaren, bei denen fir die Detektion beider
Proteine jeweils der gleiche spezifische gegen eine angefiigte Peptidsequenz (hier: HA-
»tag*) gerichtete Antikorper verwendet wurde. FHL2 lag dabei in mindestens

zweifachem molaren UberschuB im Komplex mit p57 vor.

5.1.4 Die p57-FHL2-Interaktion erfolgt Uber mehrere

Bindestellen

Um die Bindestellen von p57 an FHL2 und umgekehrt von FHL2 an p57 einzugrenzen,
wurden jeweils sowohl auf der Seite von p57 als auch von FHL2 Deletionsmutanten in
zwei verschiedene Bindungsassays eingesetzt. Im Falle der verkirzten und bakteriell
exprimierten p57-Proteine wurde klar, daB FHL2 sowohl an den N-terminalen als auch
gleichermaBen an den C-terminalen Teil von p57 binden kann. Die mitgefihrte
Kontrolle Cyclin D; vermag wie erwartet ausschlieBlich mit dem aminoterminalen Ende
von p57 zu assoziieren. Dies fiihrt zu der Annahme, dal? unter zellularen Bedingungen
zwei oder mehrere FHL2-Molekiile an monomeres p57 binden kdnnten. Bislang gibt es
keine Daten zur dreidimensionalen Struktur von p57, lediglich fur p27 liegt eine
Rontgenstrukturanalyse vor. Einschréankend ist dahingehend aber festzuhalten, dal nur
eine verkurzte Form des CDK-Inhibitors kristallisiert werden konnte, die aulRerdem
bereits mit Cyclin A/Cdk2 im Komplex gebunden vorliegt (Russo et al., 1996a). p21 ist
gemal Kriwacki et al. (1996, 1997) in ungebundenem Zustand ein Monomer ohne
definierte Faltungsstruktur. Diese wird teilweise durch die CDK-Bindung induziert.
Falls dies fir p57 ebenfalls gilt und sein C-terminaler Bereich groRtenteils ungefaltet



Diskussion 133

vorliegt, konnte p57 gegebenenfalls eine Konformation annehmen, die es einem
einzigen FHL2-Molekdl erlaubt, in einer Art ,,Umklammerung® an ein Molekil p57
anzudocken. Es ist von einer Reihe anderer Proteine her bekannt, daf auch in der
Primérstruktur getrennt lokalisierte Peptidsequenzen durchaus in ihrer Quartérstruktur
eine gemeinsame Bindedoméne gestalten konnen. Bislang liegen noch keine
Strukturanalysen zu LIM-Domadnenproteinen vor, dennoch gibt es bereits
Untersuchungen, die zeigen, da mehrere Doménen von FHL2 so gefaltet sein kénnen,
daR sie an einer Bindung mit dem Zielprotein beteiligt sind (Wixler et al., 2000).

Vergleicht man unterschiedlich lange Proteindeletionsmutanten von FHL2, die jeweils
eine Kombination aus bestimmten LIM-Doméanen beherbergen, nach Uberexpression in
293T-Zellen tber Immunféllung bezuglich ihrer Bindeféhigkeit gegentiber p57, so stellt
sich folgendes heraus: die Interaktion findet statt via die LIM-Domanen */,-1 als auch
uber 2-4 und ebenso Uber 2-3. p57 bindet jedoch nicht an ein verkiirztes FHL2-Protein,
das nur noch aus den LIM-Domaénen */,-2 oder 3-4 besteht. Ein derart differenziertes
Bindungsmuster erhielten auch andere Arbeitsgruppen bei dem Versuch, eine FHL2-
Bindestelle zu bestimmen. So ermittelten Wixler et al. (2000) fur die Interaktion von
FHL2 mit der zytoplasmatischen Doméne von o, oder pia-Integrin-Untereinheiten, dafd
die LIM-Doménen /,-3 oder 1-4 oder 2-4 wechselwirken kénnen, nicht aber '/,-1 oder
3-4, und sehr viel schwécher '/,-2. Des weiteren erkannten sie, dafl die Selbstassoziation
von FHL2 tber LIM3 und LIM4 erfolgt. Im Falle der hCDC47-FHL2-Interaktion
konstatierten Chan et al. (2000), dal eine zunehmende Verkurzung des FHL2-Proteins
vom C-terminalen Ende her zu einer sukzessiven Abnahme der Bindeféhigkeit an den
Partner fuhrte. Allerdings wurden erwéhnte Studien in Hefe mit Hilfe der ,,yeast two
hybrid“-Technik durchgefihrt, weshalb ein direkter Vergleich mit den S&duger-
Experimenten nicht zuldssig ist, da im Hefeorganismus andere Expressionsniveaus flr
die Mutanten, unterschiedliche Modifizierungsmdglichkeiten und Milieubedingungen
herrschen. Wird FHL2, wie von Miller et al. (2002) beschrieben, infolge der
Stimulation des Rho-Signalweges vom Zytoplasma in den Nukleus transloziert, konnte
dies begriinden, warum die Konstrukte mit LIM-Domane */,-2 oder 3-4 Uiberraschender-
weise nicht mit p57 interagieren. Denn bestimmte verkirzte Peptide kénnten in der
Saugerzelle ineffizienter an den Ort der Interaktion, also den Zellkern, transportiert
werden als andere. Da die Interaktionsanalyse nur durch Expression der LIM-Doméanen

in S&ugerzellen durchgefuhrt wurde, kdnnte ein Fehlen der Interaktion mit einer
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MiRlokalisation im Zytoplasma zu begriinden sein. Um dies auszuschlielen, sollten alle
Proteine durch Immunfluoreszenz auf ihre Lokalisation hin tberprift werden und
gegebenenfalls durch Anfugen einer nukledren Lokalisierungssequenz an die zyto-
plasmatischen Fragmente in den Kern dirigiert werden.

Um die genaue Bindestelle zu ermitteln, ist die Konstruktion weiterer Mutanten nétig,
mit denen sich die Bindestelle sukzessive eingrenzen 1aRt. Mit Konstrukten einer p57-
bindungsdefizienten Mutante ist schlielich die exakte Bindestelle fiir FHL2 definiert.
Zusammenfassend ist anzunehmen, dal} die dreidimensionale Struktur von FHL2
ausschlaggebend fir seine spezifischen Interaktionen mit Partnern unterschiedlichster

Stoffwechselwege ist.

5.2 Funktion der p57-FHL2-Interaktion

5.2.1 p57 und FHL2 kolokalisieren ohne wechselseitige

Beeinflussung im Kern

Fur FHL2 wurde sowohl eine subzelluldre Lokalisation im Kern als auch im
Zytoplasma beschrieben: in RD-Zellen, einer speziellen Rhabdomyocarcinoma-Zellinie
und in NIH3T3-Zellen, in geringerem Ausmall in COS-1-Zellen zeigt sich
hauptsachlich eine nukledare Farbung von FHL2 (Genini et al., 1997; Scholl et al.,
2000). Zuséatzlich wurde in einigen wenigen Zellen eine uniforme Anférbung
beobachtet. In allen Zellinien lieR sich dartberhinaus FHL2 auch in der zellularen
Peripherie, in der die Abflachung der Zellen stattfindet, detektieren. In der Tat konnte
mit Hilfe einer Kolokalisation von Vinculin bestétigt werden, dal3 es sich bei den
angefarbten Zellstrukturen um die sogenannten Fokalkontakte, also die Verbindungs-
punkte zu benachbarten Zellen, handelt (Scholl et al., 2000). Interessanterweise ist die
beobachtete duale Lokalisation in Fokalkontakten und gleichzeitig im Kern von anderen
Proteinen mit oftmals Funktionen in der Signaltransduktion her bekannt, bespielsweise
von Zyxin, Hic-5 und p-Catenin (Miller et al.,, 1999). Da diese fokalen
Adhésionskontakte bekanntermallen transmembrane Verbindungen zwischen dem
Aktin-Zytoskelett und der extrazellularen Matrix herstellen, wurde spekuliert, ob

womaoglich die Lokalisation von FHL2 durch externe Signale beeinfluf3t werden kann,
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analog beispielsweise zu p-Catenin. Durch die Prasenz von FHL2 in den Kontaktstellen
kénnte FHL2 in eine Vielzahl von Signalwegen impliziert sein (Scholl et al., 2000).
FHL2 konnte ebenso in zytoplasmatischen Extrakten sowohl von normalen humanen
Osteoblasten als auch von U2-Osteosarkomzellen (ber eine Western Blot-Analyse
nachgewiesen werden (Amaar et al., 2002).

In Serum-depletierten NIH3T3-Zellen war endogenes FHL2 zuné&chst ebenfalls in den
Kontaktstellen zu finden bzw. diffus im Zytoplasma verteilt. Im Kern lag vorerst nur
eine geringe Immunreaktivitat vor. Innerhalb von zwei Stunden nach Stimulation mit
Sphingosin-1-Phosphat, einem Aktivator des Rho-Signalweges, lieR sich eine
signifikante Immunreaktion fur FHL2 auch im Zellkern demonstrieren. In diesem Fall
erfolgte also eine Translokation von FHL2-Protein aus dem Zytoplasma in den Zellkern.
Diese Lokalisationsédnderung von FHL2 innerhalb der Zelle konnte mit physiologischen
Auswirkungen korreliert werden. So ergaben Untersuchungen zur Lokalisation von
FHL2 wahrend der Prostatakarzinom-Progression, da3 in benignen Tumoren mit knapp
5% nur noch ein sehr kleiner Anteil an Zellen eine nukledre FHL2-Farbung aufwiesen,
in weiter fortgeschrittenen Stadien (Gleason Grad 3 und Grad 5) stieg der Anteil an
Zellen, bei denen FHL2 im Nukleus zu finden ist, auf weit tber 40% (Mdller et al.,
2002).

Als Interaktor und Korepressor fir das PLZF (,,promyelotic leukemia zinc finger)-
Protein kolokalisiert endogenes FHL2 mit PLZF in adulten Ratten-Kardiomyozyten.
Dies wurde mit Hilfe spezifischer anti-PLZF- sowie anti-FHL2-Antikorper in
immunohistochemischen Analysen gezeigt. PLZF wird dabei lediglich nukleér
exprimiert, FHL2 zusatzlich auch in den Z-Scheiben und M-Banden der
Kardiomyofibrillen (McLoughlin et al., 2002). In den Myoblastenzellinien C2C12 und
HI9C2 ist FHL2 hauptsachlich in den Kontaktstellen exprimiert. In genaueren
Untersuchungen lieR sich sogar die LIM2-Domane als verantwortlich fiir die spezifische
Lokalisierung von FHL2 in den ,,focal adhesions* definieren. In der Interaktion mit
PLZF ist FHL2 dort vermutlich an der Regulation der Myofibrillogenese beteiligt (Li et
al., 2001).

Auf transkriptioneller Ebene konnte die FHL2-Expression in menschlichem Gewebe
mit Hilfe von Northern-Hybridisierungen bestimmt werden. Ein sehr starkes Signal
zeigte sich in humanem Herzgewebe. Sehr viel schwéchere Signale konnten in Plazenta,

Skelettmuskel und Ovarialgewebe nachgewiesen werden. Optisch nicht detektierbar war
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ein FHL2-Signal in Gehirn, Lunge, Leber, Niere, Pancreas, Milz, Thymus, Prostata,
Hoden, Dunndarm, Enddarm oder in Leukozyten. Der FHL2-mRNA-Nachweis in
adulten Mé&usen via Northern Blot-Analyse ergab FHL2-Expression nur in Herz-, nicht
jedoch in Skelettmuskel, Gehirn, Milz, Leber, Niere oder Hoden (Du et al., 2002). Bei
der Untersuchung humaner Krebszellinien verschiedenen Ursprungs konnten via
Northern Blot-Analysen in HeLa S3-Zellen sowie Kolorektaladenocarcinoma SW480
die hochsten Level an FHL2-mRNA nachgewiesen werden, geringe Mengen fanden
sich bei chronisch myelogenen Leukdmie K-562-Zellen, Lungenkarzinom A549- und
Melanom G361-Zellen. Nicht nachweisbar ist die FHL2-Expression beispielsweise in

der Burkitts Lymphoma Raji-Tumorzellinie (Chan et al., 2000).

In situ-Hybridisierung demonstriert die Prdsenz von FHL2-Transkripten in
Kardiomyozyten (Kong et al., 2001). Allerdings deutet die Analyse von homozygoten
FHL2/ -Mdausen darauf hin, dall FHL2 nicht fir eine normale geregelte Entwicklung
des Herzens essentiell ist.

FHL2 ist demnach ein ,,LIM-only*-Protein, das praferenziell in fétalem und adultem
Herz exprimiert wird. Sucht man in der Datenbank mit der FHL2-cDNA nach ESTs,
erhalt man insgesamt 17 Treffer, Uberwiegend aus fotalem und adultem Herz, Ovarium
sowie auch aus seneszenten Fibroblasten. Die tberdurchschnittliche FHL2-Expression
im Herz wird aufRerdem eindrucksvoll durch die Untersuchung der Quellen von EST-
Sequenzen in den Datenbanken reflektiert, bei denen etwa ein Flnftel der fir FHL2
kodierenden ESTs Herz-cDNA-Bibliotheken entstammt (Scholl et al., 2000). Diese
Ergebnisse unterstiitzen die These, daR FHL2 im Herzen differentiell exprimiert vorliegt
(Chan et al., 1998).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten immunozytologischen Experimente zeigten eine
uberlappende Lokalisierung von p57 und FHL2 im Zellkern. Da Kardiomyozyten
bislang als einzige Zellen mit endogen gleichermaRen detektierbaren Leveln sowohl an
p57 als auch an FHL2 dokumentiert sind, davon aber keine kultivierbare Zellinie zur
Verfligung stand, muRten die Lokalisationsstudien unter Uberexpressionshedingungen
in 293T-Zellen analysiert werden. Die Expression von p57 konnte dabei in zwei
unterschiedlichen Konstrukten, einmal als YFP-fusioniertes Protein sowie auch
versehen mit dem sehr viel kleineren FLAG-, tag”, exklusiv dem Kern zugeordnet
werden. FHL2 dagegen wurde als FHL2-HA in den Zellen exprimiert und nur in dieser



Diskussion 137

Form uberexprimiert immunologisch nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dal} abweichend
von der p57-Lokalisation FHL2 nicht nur im Zellkern sondern signifikant auch im
Zytoplasma zu finden war. Bei Koexpression beider Proteine &nderte sich weder die
Lokalisation von p57 noch diejenige von FHL2. Diese Beobachtungen schliel3en jedoch
eine Wechselwirkung beider Proteine im Kern nicht aus. Eine Fraktion von Zellen, die
bereits in erste Stadien der Apoptose Uberzugehen schien (Verlust der Kernulle mit
einsetzender DNA-Fragmentierung, Abrundung der Zellen sowie membrandse
Ausbuchtungen), lieR den Ubertritt von p57 auch ins Zytoplasma erkennen, was auf eine
verstarkte Kolokalisation von FHL2 und p57 in bestimmten Phasen der zelluldren
Entwicklung hindeuten kdnnte. Einen weiteren Hinweis auf eine mdglicherweise
dennoch vorhandene Kolokalisation gaben auch folgende vorldufige Beobachtungen:
mikroskopische Aufnahmen von HelLa-Zellen im Zeitraffermodus demonstrierten eine
Subfraktion von p57 in den subzellul&ren Strukturen der Lamellopodien, in denen auch
FHL2 unter natirlichen Bedingungen in der Zelle exprimiert wird. Diese Translokation
vom Kern ins Zytoplasma, in der FHL2 koexprimiert wurde, wurde in einer Zelle
beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Die wechselseitige Beeinflussung der Proteinverteilung von FHL2 und p57 innerhalb
der Zelle konnte durch die Bedingungen der Uberexpression schlecht nachweisbar sein
oder (ber Fusionsanteile blockiert werden: so bewirkt moglicherweise eine der
fusionierten Aminosaureketten (HA- bzw. FLAG-,tag"), dal} die Interaktion unter den
gewahlten Bedingungen nicht mehr in ausreichendem MaRe stattfindet, beispielsweise
weil die Bindestellen der Interaktion nicht mehr zugénglich sind. Weiterhin konnte es
durch die ,,tags“ zu einer Konformationsanderung der Proteine gekommen sein, was in
der Folge zu einer Blockade der Interaktion fiihrt oder aber das Andocken wichtiger
»Shuttling“-Faktoren verhindert, wodurch ein Transport von p57 aus dem Kern ins
Zytoplasma oder von FHL2 in den Kern verhindert wiirde.

Eine entscheidende Rolle spielen auch die exprimierten Proteinmengen und ihr
stochiometrisches Verhaltnis zueinander. So kann nicht ausgeschlossen werden, daf3
eine Ubernaturlich hohe Menge an p57-Protein die Zelle in einen G;-Arrest fuhrt,
weshalb eine moglicherweise in spateren Zellzyklusstadien stattfindende Interaktion mit
FHL2 und putative Anderung der Lokalisation nicht mehr stattfinden kann. Ebenso
wirde eine zu deutliche Prasenz von FHL2 mdglicherweise apoptotisch wirken, noch
bevor p57 aus dem Kern ins Zytoplasma Ubertreten kann, um dort an FHL2 zu binden.
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Durch Titration von posttranslational modifizierenden oder demodifizierenden Faktoren
konnte eine Teilfraktion der Interaktionspartner aufgrund der infolge der
Uberexpression hohen Proteinmenge nicht im geeigneten Zustand fir die Interaktion
vorliegen und daher die Kolokalisierung verhindern.

Wirde eine Interaktion von p57 und FHL2 ausschlieBlich von einer Kolokalisation
beider Proteine abhéngen, so wiirde man annehmen, daf die Interaktion primér im Kern
stattfindet, weil p57 dominant nukleér exprimiert wird. Wie jedoch Untersuchungen von
Connor et al. (2003) zu p27 belegen, findet durchaus eine zellzyklusabhangige
Translokation der CDK-Inhibitoren statt. So ist fur die Bindung von p27 an Jabl
bekannt, dal? dadurch p27 ins Zytoplasma wechselt, infolgedessen es dann auch dort fir
den Abbau markiert wird (Tomoda et al., 1999). p27 ist zudem nukle&r in Go- und
frilher G,-Phase, erscheint aber transient im Zytoplasma wiahrend des G,/S-Uberganges.
Falls dieses Ph&nomen auch fir p57 zutrifft, wére vorstellbar, da p57 zunéchst aus dem
Kern ins Zellplasma transportiert wird und dort an FHL2 bindet. Oder aber die
Assoziation von FHL2 an p57 im Kern fiihrt zu dessen Ausschleusung ins Zytoplasma.
Bislang ist ungeklart, ob p57 fir die Interaktion mit FHL2 an Cyclin-CDKSs gebunden
vorliegen kann oder mull. Die GroRenfraktionierung zur Isolation eines
Gesamtkomplexes, in dem p57 und FHL2 gemeinsam vorhanden sind, gab Hinweise
auf einen sehr grofRen Proteinkomplex von uber 660 kDa, in dem mdoglicherweise
zusétzlich auch Cycline und CDKs an p57 bzw. FHL2 assoziiert sind. Allerdings kdnnte
eine Wechselwirkung p57-FHL2 auch nur mit ungebundenem monomeren p57 maglich
sein oder aber erst nach vorheriger Modifikation von p57 im Zytoplasma. Dann wére
eine Kolokalisation beider Proteine in vivo nur mdoglich, wenn p57 vorab ins

Zytoplasma transportiert worden ware.

5.2.2 Untersuchung des Effektes von FHL2 auf die in-

hibitorische Aktivitat von p57 in vitro
Eine mogliche Funktion der FHL2-p57-Interaktion bezieht sich auf die CDK-
inhibitorische Aktivitdt von p57. Diese kann in einem in vitro-Kinaseassay
nachgewiesen werden. Rekombinant in E. coli exprimiertes und anschlieRend
aufgereinigtes p57-Protein verhindert in vitro die Phosphorylierung des Substrates
Histon H1 durch den Komplex Cyclin A/Cdk2. Dabei nahm die Fahigkeit zur
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Inhibierung der Kinase-Aktivitat mit steigender p57-Konzentration zu. Die Zugabe von
ebenso rekombinant hergestelltem FHL2 fiihrte jedoch nicht zum Verlust der p57-
inhibitorischen Aktivitat, was bei der zugegebenen Menge FHL2 aber auch nicht zu
erwarten gewesen war, da FHL2 im molaren Unterschu zu p57 gegeben wurde. Bei
Annahme einer stochiometrischen Interaktion zwischen p57 und FHL2 und Bindung
von FHL2 als Dimer wére mindestens ein zweifacher molarer Uberschuf® von FHL?2
notwendig, um ein aussagekréftiges Ergebnis zu ermdéglichen. Entscheidend limitierend
war dabei jedoch die Menge des rekombinanten FHL2, das aufgrund von
Aufreinigungsschwierigkeiten nur im UnterschuB eingesetzt werden konnte. Es ist daher
nicht zu klaren, ob die Bindung beider Interaktionspartner tiber die CDK-inhibitorische
Domane erfolgt. Geht man davon aus, daB fir die Interaktion von FHL2 mit p57 eine
oder mehrere Modifikationen voraussetzend sind, oder daB in vivo noch weitere
Faktoren an der Bindung beteiligt sind, so erklart dies die fehlende Reversion des
inhibitorischen Phanotyps. Selbstverstandlich ist auch die korrekte Faltung beider
Proteine zwingend notwendig. Diese kann allerdings nach der Aufreinigung aus
Bakterien nur bedingt gewahrleistet sein und konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit
nicht gesichert werden, zumal bisher weder zu p57 noch zu FHL2 Strukturdaten
vorliegen. Bei den im Rahmen der Ermittlung der Bindestelle von FHL2 an p57
durchgefuhrten ,,pull down*“-Experimenten, gelang der Interaktionsnachweis auch mit
jeweils rekombinanten Proteinen. Diese waren im Unterschied zu den Kinaseassays
jedoch nicht aufgereinigt. Vielmehr wurde im ersten Fall bakterieller Rohextrakt
eingesetzt, der noch die fur die Interaktion entscheidenden Proteine oder
modifizierenden Faktoren enthalten konnte.

Sieht man FHL2 als p57-interagierendes Protein, welches nicht (ber die CDK-
inhibitorische Domane bindet und somit auch keinen EinfluR auf dessen inhibitorische
Aktivitat ausubt, so kann FHL2 als zweites Protein betrachtet werden, das nicht in der
CDK-Inhibitordoméane von p57 bindet. Bisher liel} sich in diesem Bereich von p57
lediglich eine Bindestelle fir PCNA lokalisieren (Watanabe et al., 1998).

5.2.3 Ist p57 an transkriptioneller Aktivierung beteiligt?

Ausgehend von den beiden bis heute beschriebenen Funktionen von FHL2 galt es, den
Einflul von p57 im Zuge seiner Interaktion mit FHL2 auf dessen biologische Funktion
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in der Zelle zu hinterfragen. Unl&ngst wurden eine ganze Reihe von LIM-Proteinen als
an der transkriptionellen Aktivierung beteiligte Regulatoren charakterisiert. FHL2
kommt dabei gemé&lR Muiller et al. (2000) die Rolle eines Koaktivators des Androgen-
Rezeptors zu. Mit den durchgefuhrten Luziferaseassays konnte zum einen der
koaktivierende Effekt von FHL2 auf den Androgen-Rezeptor reproduziert werden, zum
anderen zeigte sich aber unerwarteterweise auch ein stimulierender Effekt von p57 auf
den Rezeptor um das 1,2-fache. Letzterer fiel zwar etwas geringer aus als derjenige von
FHL2. Da aber eine Aktivitatsteigerung des Androgen-Rezeptors um das rund 1,4-fache
durch FHL2 dieses bereits als starken Koaktivator klassifiziert, mussen die Ergebnisse
zu p57 ebenfalls als signifikant angesehen werden. Diese leichte Aktivierung via p57
kann ein Hinweis darauf sein, dal} bereits endogene Mengen an FHL2 in den 293T-
Zellen fir die Aktivierung des Androgen-Rezeptors ausreichend sind. Da aber die
FHL2-Expression in 293T anhand einer Western Blot-Analyse als verhdltnismafRig
niedrig eingestuft wurde, ist die Aktivitatssteigerung durch p57 ursachlich eher auf
andere Mechanismen zurtickzufiihren. p57 ist keineswegs der erste CDK-Inhibitor, der
einen Einflul} auf transkriptionelle Prozesse ausubt, wie man anhand des Beispiels von
p27 sehen kann, das Uber die Stabilisierung des Transkriptionsfaktors Spl die
Promotoraktivitat von MBP (,,myelin basic protein®) steigert (Wei et al., 2003).

p57 in Kombination mit FHL2 schliellich aktiviert den Rezeptor um das 2,5-fache. Der
Gesamteffekt kann sich nun sowohl als additiver Effekt beider Proteine ergeben, kann
aber genauso durch die funktionelle Interaktion von p57 mit FHL2 bedingt sein. Sind
beide Einzelstimulationen unabh&ngig voneinander und summieren sie sich demzufolge
zu dem beobachteten Gesamteffekt, so beweist dies gleichzeitig, daf3 sich FHL2 und
p57 nicht gegenseitig in ihrer Rezeptoraktivierung behindern, wie dies beispielsweise
durch Austitrieren von wichtigen Zellfaktoren der Fall sein koénnte. Es ist davon
auszugehen, dall der Gesamteffekt in diesem Szenario dann maximal das Ausmal
beider Einzelereignisse zusammen annehmen kann. Wirkt p57 uber FHL2, mii3te der
Einflul auf den Androgen-Rezeptor séttigbar sein, dann aber durch Erhéhung von
FHL2 gesteigert werden konnen. Titrationsexperimente wirden dazu beitragen,
zwischen beiden Modellen zu unterscheiden.

Im Fall einer Interaktion von p57 mit FHL2 ist der beobachtete Effekt entweder direkt
oder indirekt. Bei einer direkten Interaktion bewirkt eine Konformationsdnderung am
FHL2-Protein die leichtere Zugéanglichkeit der aktiven Stelle, die fiir die Koaktivierung
des Androgen-Rezeptors notwendig ist. Auch eine verbesserte Stabilitdt von FHL2
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durch die Bindung des p57-Molekils kann dazu fihren, dal? hohere FHL2-Level in der
Zelle vorliegen und dadurch die Koaktivierung positiv beeinfluf3t wird. Dafur ist
allerdings voraussetzend, daR die Menge endogenen FHL2s insgesamt sehr gering ist.
Weiterhin stellt sich die Frage, inwieweit der Effekt zellzyklusabhéngig oder -
unabhdngig ist. Einen wichtigen Hinweis auf moglicherweise eine generelle Eigenschaft
der CKIs transkriptionell aktivierend zu sein, liefern Untersuchungen zu p27. Wie
Miskimins et al. (2002) zeigen konnten, ist p27 bereits als Transaktivator
charakterisiert.

Ein zellzyklusabhé&ngiger Effekt ist eher wahrscheinlich, da FHL2 in der G,-Phase
allgemein eine hohere Aktivitat aufweist als in den tbrigen Phasen des Zyklus. Damit
korrelieren auch die durchfluBzytometrischen Daten zur Apoptose.

Die Schwankungsbreite in den Luziferase-Auswertungen aus den Einzelexperimenten
fiel trotz jeweils eindeutigem Trend, sprich jeweiliger Ab- oder Zunahme der
Koaktivatorfunktion, relativ hoch aus. Dies ist in erster Linie auf die unterschiedlichen
Transfektionsraten zuruckzufiihren, die mit bis zu 90% transfizierten Zellen im
Allgmeinen recht hoch lag, in einzelnen Fallen jedoch auch deutlich nach unten
schwankte. Die zur Transfektion eingesetzten DNA-Mengen lagen durchweg in der
GrolRenordnung von Nanogramm, so daf auch hierdurch aufgrund von
Pipettierungenauigkeiten eine gewisse Varianz zustande gekommen sein dirfte.

Die auf das 1,4-fache gesteigerte Luziferase-Aktivitat durch Transfektion alleine von
FHL2 demonstrierte die Funktionalitdt der Luziferaseassay-MelRmethodik und die
Aussagekraft der Experimente. Denn die ermittelten Werte stimmten exakt mit den
bereits fur FHL2 von Muiller et al. (2000, 2002) veroffentlichten sowie durch Gobinet et
al. (2001) reproduzierten Daten tberein. Ausschlaggebend fiir die Reproduzierbarkeit
der Daten war neben der Wahl der geeigneten Zellinie - die Prostatakarzinomzellinie
PC3 erzielte abweichende MeRwerte - die Verwendung des synthetischen Androgen-
Analogons R1881. In Vorversuchen stellte sich heraus, daR natives Dihydrotestosteron
nicht in gleichem Mal3e in der Lage ist, den Rezeptor zu stimulieren. Der Effekt, eine
Aktivitatssteigerung um das 1,4-fache, féllt jedoch vergleichsweise gering aus.
Weiterhin mangelt es bislang auch an Daten tiber die Mechanistik der FHL2-Funktion
als Koaktivator oder Indizien fir deren physiologische Relevanz. Die Frage, inwieweit
die gezeigte Steigerung der Koaktivatorfunktion auf eine direkte Interaktion
zuriickzufuhren ist, lielle sich eindeutig mit einer bindungsdefizienten FHL2-Mutante
kléren.
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5.2.4 FHL2 wirkt uber p57 auf das Zellzyklusgeschehen ein

Uberexpression von p57 als zellzyklusregulierendem Protein fiihrt zu einer
signifikanten Akkumulation von Zellen in der G;-Phase, wie auch &ltere Beobachtungen
von Matsuoka et al. (1995) und Lee et al. (1995) deutlich machen. Die zeitgleiche
Expression von FHL2 ist in der Lage, den beobachteten Phanotyp zu revertieren und die
Verteilung der transfizierten Zellen tiber die Zellzyklusphasen wieder dem der Kontrolle
anzugleichen. Dabei kann FHL2 entweder direkt mit p57 in Kontakt treten und
beispielsweise seinen Transport vom Kern ins Zytoplasma forcieren. Dadurch stiinde
p57 nicht mehr in ausreichender Konzentration fir die Inhibition der Cyclin-Kinase-
Komplexe zur Verfligung, in dessen Folge die Phosphorylierung von Effektorsubstraten
sowie die Zellzyklusprogression wieder einsetzen wirde. In einem alternativen Szenario
bindet FHL2 ebenfalls direkt an p57, bewirkt aber in der Folge nicht dessen
Ausschleusung aus dem Kern, sondern fuhrt zu einer Konformationsédnderung von p57,
so daB in der Folge durch die sterische Veranderung des Proteins die Bindung an den
Cyclin-CDK-Komplex nicht mehr moglich ist. Dagegen spricht zwar die Fahigkeit von
p57 in vitro im Kinaseassay selbst in Anwesenheit von FHL2 noch inhibitorisch auf
Cyclin A/Cdk2 wirken zu kénnen. Jedoch konnte flr diesen Versuch die korrekte
Faltung und somit volle Funktionalitit des eingesetzten FHL2-Proteins nicht Gberprift
werden. Ein weiterer denkbarer Mechanismus geht von einer durch FHL2-vermittelten
bevorzugten Degradierung des p57-Proteins aus, wodurch es zwar im Kern weiterhin
noch présent sein wirde, jedoch nicht mehr in Mengen, die befahigt sind, die Cyclin-
CDK-Komplexe ausreichend zu inhibieren.

Die Expression von FHL2 alleine zeigt ebenfalls einen Effekt auf die
Zellzyklusverteilung und &ufRert sich in einer leichten Abnahme der G;-Zellen im
Vergleich zu den Kontrollansétzen. Diese Abweichung vom regularen Zellzyklusprofil
kann darauf zurlickzufiihren sein, dal FHL2 auf den verhéltnismaRig geringen Anteil an
endogenem p57 einwirkt. Genau zu klaren wére dies anhand von p57/-Zellen oder
durch Einsatz einer p57-spezifischen siRNA. Hier sollte eine FHL2-Uberexpression den
Zyklus nicht verandern. Da FHL2 eine Funktion als Koaktivator des Androgen-
Rezeptors zugewiesen wurde, ist nicht auszuschlieen, dal FHL2 auch auf Gene
anderer ,,pathways* transkriptionell aktivierend wirken kénnte, um dadurch auf einem
alternativen Weg ins Zellzyklusgeschehen einzugreifen. Bislang gibt es dafiir jedoch
weiter keinerlei Hinweise. Inwieweit die Bindung von FHL2 an p57 das entscheidende
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Ereignis fur die G;-Arretierung ist, kann eine bindungsinsensitive Mutante von FHL2
oder eine bindungsdefiziente p57-Mutante klaren. Wird durch diese Mutation der Arrest
der Zellen in der G;-Phase nicht mehr wieder aufgehoben, so wiirde dies bedeuten, dal3
FHL2 (ber andere an der Zellzyklusregulation beteiligte Faktoren, beispielsweise
Cyclin E, wirkt und nicht die direkte Bindung an p57 dafur verantwortlich ist. Eine
Problematik beim Einsatz eines bindungsinsensitiven FHL2-Proteins ist jedoch, daf3
nicht gewdahrleistet werden kann, ob durch die eingefiihrten Mutationen die native
Struktur von FHL2 noch erhalten bleibt, was folglich die Aussagekraft einer solchen
Mutantenstudie limitiert. Alternativ kann p57 so moduliert werden, daf? es nicht mehr an
FHL2 binden kann. Fur beide Ansatze ist jedoch eine genaue Kenntnis der Bindestelle
im Protein notig, die sich bisher jedoch noch nicht eindeutig ermitteln liel3.

Um zu untersuchen, inwiefern sich die Effekte der p57-FHL2-Interaktion gleicher-
mafen unter nicht-Uberexpressionsbedingungen demonstrieren lassen, ist es wichtig,
Zellinien einzusetzen, in denen p57 eine wichtige Rolle im Zellzyklus spielt und
gleichzeitig FHL2 stark exprimiert wird. Allerdings waren unter anderem auch Zellen in
der Differenzierung, beispielsweise Linsenfiberzellen und Trophoblasten der Plazenta
sowie Zellen wéhrend der Knochenentwicklung (Zhang et al., 1998; Urano et al., 2000)
geeignet. Als problematisch erweisen sich dabei die nicht detektierbaren Mengen an
FHL2-Protein.

Eine moglicherweise veradnderte Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen, das bedeutet
unterschiedliche VVerdoppelungsraten konnten zu einer vergleichbaren Verschiebung der
Zellen im Zellzyklus fuhren. Dann lieRBe sich der beobachtete Effekt nicht auf p57 bzw.
seine Interaktion mit FHL2 zuruckfihren, sondern lediglich mit einer zum Beispiel
verkirzten S-Phase korrelieren, was mit einem Anstieg der G;-Fraktion einhergeht.
Anhand einer Wachstumskurve oder durch BrdU-Inkorporation liel3e sich dies aber
ausschlielRen. Ergénzend ist bislang in hoheren Eukaryonten noch kein Beispiel bekannt,
bei dem die Schwankungen von Zellen in der G;-Phase auf eine variierende Anzahl der

S-Phase-Zellen zuriickzufihren waren.
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Abb. 5.1: Modell zur Regulation des CDK-Inhibitors p57 durch FHL2

Zusammenfassend l46t sich ein Modell entwickeln, wie FHL2 uber die Interaktion mit
p57 in die Steuerung des Zellzyklus eingreifen kann. Dabei bindet freies FHL2,
nachdem es aus dem Zytoplasma in den Kern importiert worden ist, an den inaktiven
p57/Cyclin/CDK-Komplex. Die Interaktion mit FHL2 flihrt bei p57 zu einer
Konformationsénderung, so dal der CDK-Inhibitor aus dem Komplex dissoziiert. Der
Cyclin/CDK-Komplex liegt wieder aktiv vor und ist infolgedessen in der Lage, seine
Substrate zu phosphorylieren. Die Zelle tritt von der G;- in die S-Phase uber und setzt
den Zellzyklus fort. Die Bindepartner FHL2 und p57 verlassen als Komplex (oder
einzeln) den Kern und werden ins Zytoplasma transportiert. Dort wird der Zerfall des
maoglicherweise noch vorliegenden Komplexes initiiert, so da sowohl p57 als auch
FHL2 ihre Aufgaben als Monomer im Zytoplasma tibernehmen konnen.
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